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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva dynamikou akumulace nestrukturnich sacharidi a aktivity
enzymu Rubisco pfi zvySené koncentraci CO; u buku lesniho (Fagus sylvatica L.). Tti roky
star¢ sazenice buku lesnitho byly kultivovany ¢tyfi meésice v minisféfe s béznou
(385 umol-mol™, varianta A) a se zvy3enou koncentraci CO, (700 pmol-mol™, varianta E).

V kazdé variant& byla polovina rostlin hnojena dusikem (varianta N*) a druha polovina byla
kontrolni (varianta N°). Rostliny pouzité pro experiment byly nejprve adaptovany na tmu po
dobu 12 hodin. Nasledné byly testované listy odstfizeny, fapik vcetné kratkého segmentu
vétvicky (ast 1 cm) pak vlozen do 0,7 M roztoku sacharosy (varianta S) resp. vody
(varianta V) a vystaveny zafeni 200 umol-m'z-s'1 po dobu 0, 30, 60, 120, 180 min. Poté byla
stanovena listova plocha a Cerstva hmotnost listové Cepele, vzorky byly fixovany v kapalném
dusiku a dale az do samotné analyzy uchovavany v hlubokomrazicim boxu pfi teploté —70 °C.

Obsah Rubisco byl stanoven metodou SDS-PAGE, aktivita Rubisco spektrofotometricky
a obsah nestrukturnich sacharidii antronovou metodou a metodou HPLC.

U varianty N byl zji§tén statisticky vyznamné niz§i obsah Rubisco, nez u varianty N™.
Rovnéz obsah Rubisco u varianty E byl vyznamné nizs§i nez u varianty A, coz svedci
o aklimac¢ni depresi obsahu Rubisco.

Aktivita Rubisco je s ¢asem u varianty E mirné stimulovana, ale rozdily mezi variantami
A a E nejsou statisticky vyznamné. Vliv pfidavku sacharosy na aktivitu Rubisco se nepodafilo
prokazat.

Antronovou metodou byly zjistény statisticky vyznamné rozdily v akumulaci
nestrukturnich sacharidi mezi variantami S a V, ale nikoliv mezi variantami A a E. Metodou
HPLC byl zjistén statisticky vyznamny nartst obsahu sacharosy s Casem u varianty AS, ale
nikoliv u varianty ES.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with dynamic of accumulation of non-structural carbohydrates
and activity of Rubisco enzyme at elevated concentration of CO, on beech
(Fagus sylvatica L.). Three years old seedlings of beech were cultivated in minisphere
with ambient (385 umol-mol'l, variant A), and with elevated concentration CO,
(700 pmol-mol'l, variant E) for four months. In every variant the first half of plants was
fertilized by nitrogen (variant N*) and the second half was control (variant N°). Plants used for
experiment were at first adapted for darkness for 12 hours. Subsequently tested leaves were
cut off, leafstalk including short segment of branch (approximately 1 cm) was inserted into
0.7M  solution of sucrose (variant S) or water (variant V) and exposed to radiation
200 umol-m'z-s'1 for 0, 30, 60, 120, 180 minutes. Then leaf area and fresh mass of leaf blade
were established, samples were fixed in liquid nitrogen and stored in deep freezer to analysis
in =70 °C.

Rubisco content was determined by SDS-PAGE method, Rubisco activity
spectrofotometrically and content of non-structural carbohydrates by anthrone method and
HPLC method.

Rubisco content was significantly lower in the N variant than in N* variant. Rubisco
content was also significantly lower in E than in A variant, which is an evidence of down-
regulation.



Rubisco activity is moderately stimulated at E variant with time, but differences between
variant A and E are not statistically significant. Influence of sucrose feeding to Rubisco
activity was not proved.

Significant differences were detected by anthrone method in non-structural carbohydrates
content between variants S and V, but not between variants A and E. Statistically significant
increase of sucrose content with time was detected by HPLC method at variant AS, but not
at variant ES.
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koncentrace CO,, fotosyntéza
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1. UVOD

Rostliny jsou primarnimi vyrobci organické hmoty a kysliku, akumulétory slunecni energie
a poskytuji nejbohatsi vybér ptirodnich latek (asi 90 % z 30 000 znamych). Pro lidstvo jsou
rostliny nepostradatelnym zdrojem potravin, stavebnim materialem a poskytuji bezpocet
chemickych sloucenin, které maji nejriznéjsi dialezita prakticka uplatnéni. Rostouci zajem
o jejich biochemii a biotechnologii je proto pochopitelny.

Zakladnim procesem udrzujici zivot na Zemi je fotosyntéza. Latkové se jedna o preménu
anorganickych latek na latky organické. Z energetického hlediska je to pfeména svételné
energie na chemickou. Je to jediny biologicky proces, ktery vyuziva energii mimozemského
puvodu, slune¢ni svétlo. Proto, aby mohl organismus tuto reakci provadét a stat se tak
producentem a autotrofnim organismem, potiebuje chloroplasty, svételnou energii, CO,,
teplotu 0—60 °C a vodu.

Vstupni branou anorganického uhliku do biosféry je enzym Rubisco (ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa), ktery katalyzuje vazbu oxidu uhli¢itého na organickou
molekulu a je tedy klicovym enzymem fotosyntézy. Muze katalyzovat dvé reakce, a to jak
karboxylaci, tak oxygenaci. Rubisco je bezpochyby nejdilezitéjsi a nejvice rozsifeny protein
na Zemi. Jde o ustfedni enzym pro zachovani zivota na planeté, pficemz je pozoruhodné
neucinny; jeho Cislo obratu ¢ini asi tfi molekuly substratu za sekundu, zatimco typické
enzymy maji asi kolem tisice molekul substratu za sekundu. Enzym Rubisco miize existovat
v aktivni nebo neaktivni formé, proto neni aktivita enzymu pfimo Umérna jeho obsahu.
Aktivita enzymu je zavisla na pH, koncentraci Mg>* iontd, substratu nebo mnozstvi svétla.

V sou¢asné dob& se koncentrace CO, v atmosféfe pohybuje kolem 392 pmol-mol”
a neustale se zvysuje. ZvySena koncentrace CO, pusobi na rostliny jednak pfimo a jednak
nepifimo. K pfimym ucinkiim patii zmény v rychlosti fotosyntézy, fotorespirace, vodivosti
pruducht a v mitochondrialni respiraci. K nepfimym patfi zmeény teploty, obsahu mineralnich
latek v ptdé, obsahu dusiku a vody. Kratkodobé pusobeni zvysené koncentrace CO, vede ke
zvySeni rychlosti fotosyntézy, pfi dlouhodobém pusobeni zvySené koncentraci CO, dochazi
k postupnému poklesu stimulace fotosyntézy, poklesu obsahu Rubisco a jinych
fotosyntetickych enzymu. Tento jev, ktery se nazyva aklimace nebo zpétna regulace
fotosyntézy, se vysvétluje mimo jiné nahromadénim sacharidii ve fotosyntetizujicich tkanich
a poklesem sily sinku. Alternativnim konceptem vysvétleni aklimace ke zvySené koncentraci
CO; je limitace dusikem, ke které dochazi v dusledku intenzivniho ristu pfi zvysené
koncentraci CO; s naslednym zied'ovacim efektem. Je ovSem zifejmé, ze oba procesy jsou
uzce propojeny, pii¢emz pii nedostatku dusiku dochézi ke snizeni kapacity sinku a zvySené
akumulaci sacharidi. Dosud ovsem nebylo prokazano, zda limitace dusikem zvysuje pfimo
vliv sacharidi na fotosyntézu, nebo zda ptisobi pouze na jejich zvySenou akumulaci.

V experimentu, znéhoz vychazi tato prace, byla u listt buku lesniho rostoucich
v podminkdch normalni a zvySené koncentrace CO,, provedena manipulace sinku
prostfednictvim ,,feedingu” roztokem sacharosy. Nasledné byl stanoven obsah nestrukturnich
sacharid(i, obsah a aktivita enzymu Rubisco v listech, s cilem odpoveédét na otazku, jaky vliv
ma manipulace sinku a hnojeni dusikem na obsah nestrukturnich sacharidii, obsah a aktivitu
enzymu Rubisco v listech buku v podminkach normélni a zvySené koncentrace CO».



2. TEORETICKA CAST

2.1. Fotosyntéza

Fotosyntéza je jeden z nejstarSich a zaroven nejdulezit€jSich dé&ja v zivé piirodé. Je to
biochemicky proces, ktery ma zasadni vliv na udrzeni zivota na Zemi. Zachycuje slunecni
energii a z nejjednodussi slouceniny uhliku, oxidu uhli¢itého, vyrabi organickou hmotu pro
vyzivu chemotrofi. Bylo odhadnuto, Ze roéné autotrofni organizmy zachyti vice nez 10"' kJ
energie, s jeji pomoci vyrobi asi 14-10'' t organické hmoty, uvolni do biosféry 15-10'" t O,
a fixuji asi 20-10"" t CO; ze vzduchu a oceand. Schopnost fotosyntézy maji nejen eukaryotni
organismy, jako vysS8i rostliny a zelené a hnédé tasy, ale 1 organismy prokaryotni, jako
jednobunécné sinice a zelené a purpurové bakterie. Fotosyntéza predstavuje soubor slozitych
biochemickych reakci, pfi nichz za ucasti slune¢niho zareni a ptitomnosti chlorofylu dochazi
k pteméné anorganickych latek jako HoO a CO, na latky organické. Fotosyntéza je
endergonicky reduk¢ni proces a je hlavnim producentem kysliku na nasi planeté, ktery je
nezbytny pro existenci aerobnich forem zivota na nasi planet¢.

Slozity proces fotosyntézy lze rozdélit na dvé faze. Prvni je faze primarni neboli svételna
(prenos elektron), ktera je zavisla na svétle a probiha v membrané thylakoida
v chloroplastech [1], [2].

Fotosynteticky pienos elektront zahrnuje absorpci svétla a vyuziti jeho energie k prenosu
elektrond. Toto se odehrava na tzv. fotosystémech, coz jsou transmembranové proteinove
komplexy v membrané thylakoidd, na které jsou vazany pienaSece elektronu [3].

Soucasné se svételnou fazi probihaji i sekundarni procesy. Temnostni faze se sklada ze
série enzymovych reakci, neni bezprostifedné zavisla na svétle a vyuziva se vni NADPH,
ktery byl nahromadén v primarnich procesech fotosyntézy. Energie ulozena v ATP je
pottebna k redukci CO; na organické produkty.

Vznik monosacharidové jednotky je vyjadfen rovnici:

12H,0+60, —*>C,H,,0,+60, +6H,0

U niz8ich fotosyntetizujicich organisma (napt. fotosyntetizujicich bakterii) jsou donory
vodiku misto vody H,S, H,, nebo organické kyseliny a nedochazi k uvolnéni kysliku.
V takovém ptipadé se jedna o anoxygenni fotosyntézu [1].

2.1.1. Struktura a funkce chloroplastu

U eukaryotnich fototrofii probiha fotosyntéza v chloroplastech. Velikost, tvar i pocet
chloroplast v burice se lisi podle druhu rostliny. Chloroplasty (obr. 2.1) jsou velmi rozmanité
co do velikosti i tvaru. Nejb&€znéjsi jsou chloroplasty tvaru elipsoidu s délkou pohybujici se
kolem 5 um. Maji lamelarni strukturu se silné propustnou vné&jsi obalovou membranou
a témer nepropustnou vnitini membranou. Podobaji se mitochondriim, které se pravde-
podobné z chloroplastd vyvinuly. Vyplii chloroplastd tvoii stroma, coz je koncentrovany
roztok enzymu, v némz jsou obsazeny molekuly DNA, RNA a ribozomy, na nichz se
syntetizuji nekteré z chloroplastovych bilkovin. Ve stromatu je ulozena tfeti soustava
membran, thylakoidy (fecky thylakos, vacek). Thylakoidy jsou ploché vacky usporadany do
sloupct. Tyto Gtvary se nazyvaji grana a jsou propojeny thylakoidy, které probihaji jednotlive
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stromatem a nazyvaji se stromalni thylakoidy nebo lamely. Chloroplasty obvykle obsahuji 10
az 100 gran. Lipidy, z nichz je thylakoidni membréana sloZena, jsou neobvyklé povahy,
protoze obsahuji pouze 10 % fosfolipidi, 80% vétSinou tvoifi nepolarni mono-
a digalaktosyldiacylglyceroly a zbyvajicich 10 % tvoii sulfolipidy. Acylové fetézce téchto
lipidi maji mnoho nenasycenych vazeb, coz dodava thylakoidni membrané tekutou povahu.

Na thylakoidnich membranéach jsou lokalizovany fotosystémy I a II slouzici k zachyceni
svételné energie. Srdcem fotosystému jsou chlorofyly a a b (obr. 2.3), jejichz molekuly jsou
schopny absorbovat slunecni zateni.

Chloroplasty obsahuji 1 dalsi pigmenty jako karotenoidy, které se také podileji na absorpci
svétla a zvysSuji tak ucinnost zachycovani [1], [2], [4].

CHLOROPLAST

GRANUM

LIST Y/ U | stroma

embrana
thylakoidu

/\ 4 vnitrothylakoidovy
vnejsi T vnitini prostor
membrana membréana

mezimembranovy prostor

Obr. 2.1 Prirez listem a detail chloroplastu. Ptevzato z [5].

HsC=HC

H:C CH:CH2C00C o sz H:C CH;CH:COOCiHss

Chlarafyl e Chlorafyl &

Obr. 2.2 Struktura chlorofylu a a b. Ptevzato z [6].
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2.1.2. Primarni pochody fotosyntézy

Hlavnim fotoreceptorem ve fotosyntéze je chlorofyl. Tento cyklicky tetrapyrrol syntetizuji
buriky z protoporfyrinu IX. Chlorofyl je zakladni barvivo vyskytujici se chloroplastech a jeho
funkci je pfijimat svételnou energii pro fotosyntézu. RozliSujeme vice druht chlorofylu,
v zavislosti od druhu organismu a zbarveni. Chlorofyl ¢ ma modrozelenou barvu,
b zlutozelenou, ¢ a d maji Cervené rasy. VSechny druhy chlorofylu maji zaklad v ¢tyfech
substituovanych pyrrolovych kruzich, v centru kruhu jsou koordinain& vazané Mg®* na
4 atomy dusiku. U vySSich rostlin se vyskytuji chlorofyl a a b v poméru 3:1.

Ve svételné fazi fotosyntézy (obr. 2.2) dochazi k absorpci zatfeni chlorofylovymi
molekulami, které jsou organizovany v thylakoidech. Chlorofyly jsou vazany na molekuly
bilkovin, které jsou udrzovany optimalné nasmérované tak, aby si mohly predavat
absorbovanou energii prostfednictvim sbéracli. Nashromazdéna energie je prenesena na
molekulu chlorofylu v tzv. reakénim centru. Tato molekula ma schopnost pfemeénit energii
fotonl na elektrickou energii. Podstatou této premény je prechod nékterych elektrona
molekuly chlorofylu do hladiny o vysS§i energii, takze maji negativnéj$i redoxni potencial [2].

Chlorofyly maji mnoho konjugovanych dvojnych vazeb. Takové molekuly siln€ pohlcuji
viditelné svétlo, tj. oblast spektra, v niz je slunecni zafeni na povrchu Zemé nejintenzivngjsi.
Vybuzena molekula miize proménit excitacni energii mnoha zpusoby. Z nich jsou pro
fotosyntézu nejvyznamngéjsi tyto:

1) Vnitini pfeména, bézny zplisob zaniku excitacni energie, ktera se méni na kinetickou
energii pohybu molekul, tj. na teplo. Je to velmi rychly pochod a mnohé molekuly
takto prechazeji do zékladniho stavu. Chlorofylové molekuly piechazeji takto velmi
rychle z vyssich do nejniz§iho excitovaného stavu.

2) Fluorescence, pii niz excitovana molekula vysle foton, ¢imz piejde do zakladniho
stavu. Tento pochod trva piiblizn€ 10 ns. Fluorescenci se ztraci 3—6 % svételné energie,
kterou rostliny pohlti.

3) Pienos excitonu, pii némz vybuzena molekula bezprostfedné prenasi svou excitacni
energii na blizkou neexcitovanou molekulu. Dochazi k tomu vzajemnym plisobenim
molekulovych orbitald. Exciton se muze postupné prenaset mezi molekulami, tento
pfenos excitonu ma zvlastni vyznam pro soustfedéni svételné energie do
fotosyntetickych reakénich center.

4) Fotooxidace, pfi niz svétlem excitovana donorova molekula se oxiduje tim, ze prenese
elektron na molekulu akceptoru, kterou tak redukuje. Ve fotosyntéze je timto donorem
excitovany chlorofyl. Energie pohlceného fotonu se tak objevi jako chemicka energie
v soustave chemickych reakci.

Pii oxygenni fotosyntéze spolupracuji dva fotosystémy. Oba fotosystémy jsou umistény

oddélené a jsou propojeny fetézcem transelektronas.

Fotosystém I (PSI) obsahuje prevazné molekuly chlorofylu a, s absorpénim maximem asi
700 nm. Molekula chlorofylu reakcniho centra (oznaCovana P700) ma v zakladnim stavu
(ve tm¢) redoxpotencial E=0,45V. Pfenosem fotonu ze sbéracovych molekul dochazi
k redistribuci elektroni molekuly P700 a jejimu pfechodu do excitovaného stavu P700*
s potencialem E =0,55 V. Excitované elektrony jsou pfeneseny z molekuly P700* na
oxidoreduktasu ferredoxin, vazany na thylakoidovou membranu. Ten pfenese elektrony na
rozpustny ferredoxin, jehoz redukovana forma preda prostfednictvim flavoproteinu elektrony
na NADP" za vzniku NADPH. Potiebné protony pochéazeji z fotolyzy vody, sprazené
s fotosystémem I1.
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Fotosystém II (PSII) obsahuje molekuly chlorofylu a i b. Absorpéni maximum PSII je asi
680 nm. Molekula chlorofylu reak¢éniho centra (ozna¢ovana P680) ma ve tmé redoxpotencial
E=0,82 V. Ozafenim pfejde do excitovaného stavu P680* s redoxpotencialem E=0V.
Excitované elektrony jsou poté prenaseny systémem oxidoreduktas o stoupajicim
redoxpotencialu a zaplni mezery v molekule chlorofylu reak¢niho centra PSI, coz zpisobi
ptechod zpét do zakladniho stavu. Uvolnénim elektronti z P680* a jejich prechodem na P700
vznikne oxidovana forma chlorofylu P680. Ta pomoci iontd Mn** oxiduje vodu za uvoln&ni
O,. Elektrony odebrané vodé redukuji P680 a protony jsou pouzity pii redukci NADP®,
provadéné PSI za uvolnéni O, [1], [2].

stroma chloroplastu i ATP

* ADP
ferredoxin-NADP +-reduktasa *@
@ cytochrom

kyslik vyvyjejici komplex . .
(oxygen evolving complex) dutina thvlakoldu

Obr. 2.3 Schéma oxygenni fotosyntézy. Pievzato z [7].

2.1.3. Sekundarni faze fotosyntézy

Sekundarni neboli temnostni fazi fotosyntézy se rozumi Calviniv cyklus (obr. 2.4).
UskuteCriuje se ve stromatu chloroplasti, pro svij prubéh nepotiebuje svételnou energii
a muze tedy probihat i ve tmé do vyCerpani zasob ATP a NADPH vzniklych v primarni fazi.
Je to cyklicky dé&j a sklada se ze tii reakci:
1) Fixace CO, v organické formé - aktivace CO, jeho inkorporaci do ribulosa 1,5 - bisfosfatu
jako karboxyl za rozpadu vzniklé nestalé slouceniny na dvé triuhlikové molekuly
3-fosfoglyceratu

2) Redukeni reakce - tfiuhlikata sloucenina se fosforyluje za spotfeby ATP a bisfosfoglycerat
redukuje na fosfoglyceraldehyd za spotfeby NADPH

C,+C, > C;

Tato Cast odpovida biosyntéze sacharidi u heterotrofi.
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3) Regeneracni reakce - triosafosfaty se pak v reakcich izomerizacich, transketolasovych
a transaldolasovych meéni v fosfopentosy, a to napt. pét molekul triosafosfatu ve tfi molekuly
ribulosa-5-fosfatu. Fosforylaci s ATP vznika ribulosa-1,5-bisfosfat, substrat karboxylace.

Fixace oxidu uhlicitého slouzi k prevedeni energeticky chudé, nereaktivni molekuly CO;
na aktivovanou redukovatelnou formu. Toho se dosdhne tim, ze se CO, zabuduje jako
karboxyl do 3-fosfoglyceratu. Neni to jednoduchy d¢j a k jeho realizaci je zapotiebi zvlastni
cukerny fosfat (ribulosa-1,5-bisfosfat). Jeho molekula pfijme CO, a prejde na nestabilni
Sestiuhlikovy meziprodukt, ktery se ihned rozstépi na dvé molekuly 3-fosfoglyceratu, ktery je
prvnim  zachytitelnym  meziproduktem cyklu. Reakci katalyzuje ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasa (Rubisco) [8].

V druhé, redukeni fazi, se redukuje 3-fosfoglycerat s NADPH za spotifeby 2 ATP pres
1,3-bisfosfoglycerat na  glyceraldehyd-3-fosfat. Zného pak izomeraci vznika
dihydroxyacetonfosfat. Cast trios pfechazi vngjsi chloroplastovou membranou do cytosolu
buiky a tam se aldolovou kondenzaci, katalyzovanou aldolasou, pfeménuji na fruktosa-1,6-
bisfosfat. Z ného pak po odstépeni fosforylované skupiny v poloze 1 a izomeraci vznika
glukosa-6-fosfat. Tato faze je tedy zcela analogicka useku biosyntézy glukosy u heterotroft
s tim rozdilem, ze glyceraldehyd uziva NADPH misto NADH.

Z glukosy vznikaji sacharosa a $krob. Cast triosafosfatu se vyuZije na vyrobu lipid
a aminokyselin nezbytnych pro rust rostlin.

Béhem jednoho cyklu vznikne tedy z pentosy hexosa a vyuzije se jeden atom uhliku
asimilovatelného CO,. Aby se z molekul CO, vyrobila hexosa, musi probéhnout cyklus
Sestkrat. Pti tom se regeneruje Sest molekul ribulosa-1,5-bisfosfatu (¢imz se cyklus uzavre).

K regeneraci ribulosa-5-fosfatu dochazi slozitym procesem zahrnujicim fadu reakci
vzajemnych pfemén cukri - transglykosidacnich reakci: transketolasa katalyzuje prenos C,
(glykolaldehydu) a Cs (glyceraldehydu) pomoci thiamindifosfatu jako kofaktoru z ketos na
aldosy a transaldolasa katalyzuje reakce dihydroxyacetonfosfatu s fosforeCnymi estery aldos.

Calviniv cyklus ma v metabolismu rostlin Gstfedni postaveni. Ma fadu divergentnich
vystupt a konvergentnich vstupt. Vyrobeny hexosafosfat se pouzije v chloroplastech na
syntézu Skrobu. Cast triosafosfatd, resp. fosfoglyceratd, vznikajicich v Calvinové cyklu,
opousti chloroplasty a v cytoplasmé muize byt zpracovana enzymy glykolyzy za vzniku
pyruvatu nebo se znich muze tvorit sacharosa, ktera je dulezitou transportni formou
sacharida. Celulosa vznika pies GDP-glukosu jako §krob. Pyruvat se mize premeénit oxidacni
dekarboxylaci na acetyl-CoA, zn€hoz muze vychazet syntéza mastnych kyselin
a isoprenoidnich latek.

Pomoci CO, znaceného radionuklidem uhliku bylo zjisténo, ze prvnim produktem, ktery se
tvoti neobycCejné rychle na svétle v zelenych listech vétsiny rostlin, je Skrob. Teprve po déle
trvajici fotosyntéze se objevuje oznaceny CO, také v glykolatu, sacharose, aspartatu, alaninu
a tim 1 v bilkovinach. Nejpozdé&ji se tvoii volna glukosa a fruktosa aj. [1], [9].

Znalosti o enzymech katalyzujici jednotlivé reakéni kroky se neustale dopliiuji novymi
poznatky. Plnych deset enzymu z celkovych tfinacti je spojeno s regeneraci akceptoru CO,,
ribulosabisfosfatu. Sest enzymd je regulaénich. Pro tyto enzymy obecné plati, Ze:

- jejich kinetika se nefidi mechanismem Michaelise a Mentenové,

- maji vysokou molekulovou hmotnost a podjednotkové slozeni,

- katalyzuji ireverzibilni reakce,

- Jsou strategicky vyznamné umistény.
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Tti enzymy reduktivniho pentosafosfatového cyklu potiebuji jako koenzymy ATP nebo
NADPH, které se regeneruje béhem svételné reakce na thylakoidech. Z celkového poctu
tfinacti enzymu jsou pouze tii typické pro reduktivni pentosafosfatovy cyklus, ostatni jsou

znamy jako katalyzatory oxidativniho pentosového cyklu.

ribulosa-1,5-bisfosfat

> 3 o, D|
3 Co, = |
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Obr. 2.4 Schéma Calvinova cyklu. Ptevzato z [10].

Za dne kryji rostliny svou spotiebu energie fotosyntetickymi reakcemi. V noci vSak musi
podobné jako jiné organismy pouzivat zasoby zivin, aby znich glykolyzou, oxidacni
fosforylaci a pentosafosfatovou drahou vytvorily potfebné ATP a NADPH. Ve stromatu
chloroplastu jsou obsazeny enzymy glykolyzy a pentosafosfatové drahy vedle enzymu
Calvinova cyklu. Musi proto existovat svétlem ovladany regulacni mechanismus, ktery
zabrani tomu, aby ve tm¢é Calvinav cyklus spotieboval katabolicky vytvorené ATP a NADPH
k asimilaci CO,, ktera by neméla smysl. Na regulaci se nejvice podileji ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasa, fruktosabisfosfatasa a seduheptulosabisfosfatasa. Na aktivitu ribulosa-
1,5-bisfosfatkarboxylasy maji vliv tyto Ctyfi faktory zavislé na svétle [2]:

1. Hodnota pH. Po osvétleni vzroste pH stromatu z hodnoty cca 7,0 na hodnotu okolo
8,0, nebot protony se ze stromatu pumpuji do dutiny tylakoidu. Ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasa ma ostré optimum u pH 8,0.

2. Koncentrace hote¢natych iontd. Osvétleni zpusobuje tok protond do dutiny
thylakoidu, ktery je kompenzovan odtokem iontd Mg*do stromatu. Vzrist
koncentrace hofeCnatych iontli ve stromatu stimuluje aktivitu Rubisco.

Koncentrace NADPH. NADPH, ktery vznikéa ¢innosti PSI po osvétleni, allostericky
aktivuje Rubisco.

3.
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4. Mnozstvi 2-karboxyarabinitol-1-fosfatu (CA1P). Aktivita Rubisco je siln€¢ inhibovana
CAI1P, ktery mnohé rostliny syntetizuji pouze ve tmé [2].

2.1.4. Regulace fotosyntézy

Fotosyntézu reguluje svétlo, teplota, pH, vyziva rostliny a rychlost vyuziti konecnych
produkti. Regulace muZze nastat v kterékoliv fazi fotosyntézy, pficemz podrobny
mechanismus mnoha aspekti regulace neni jesté zcela znam [11].

Fosfat je pouzivan jako meziprodukt ve vétSiné spojenych reakci v organismech. Regulace
pomoci anorganického fosfatu (Pi) se uplatiuje pfi nadmérmém hromadéni fosfatu ve
fosforylovaném meziproduktu, kterym dochazi k inhibici metabolického toku [12], coz je
mozna fotosynteticka regulace. Ve fotosyntéze je fotofosforylace a aktivita ATPasy
mimotadné citliva na koncentraci anorganického fosfatu, ktery se muze stat inhibitorem,
pokud klesne jeho koncentrace [13]. Syntéza konecnych produktd, jako jsou sacharosa, Skrob,
nebo aminokyseliny v listu, uruji pomér, kterym je anorganicky fosfat znovu pouzit
v reakcich fotosyntézy. Otazkou je, jestli tento potencidlni regulacni mechanismus zpomaluje
fotosyntézu in vivo. Pieters et al. [14] zjistili, ze zpomaluje, a ze nejvice anorganického
fosfatu pochéazi z kultivaniho substratu rostlin. Nizké mnozstvi anorganického fosfatu
umoziuje regulaci pii nizké teploté a vede ke snizeni rychlosti syntézy sacharosy [15]. Uhlik
se téz zapojuje do regulace fotosyntézy. Hojné zasoby uhliku mohou vyvolat expresi genu
amohou také potlaCit fotosyntetické geny. Regulace fotosyntézy je spojovana nejen
s metabolismem uhliku, ale 1 dusiku [Z6], [17]. Vysoké mnozstvi uhliku i dusiku vede
k potlaeni fotosyntézy, mozny je téz konvergentni mechanismus [I6]. Fotosyntéza je
Castecné divodem velkych investic dusiku. Pfi nedostatku dusiku u rostlin dochazi k inhibici
rastu, akumulaci sacharidd, az k naslednému snizeni fotosyntézy. S dals$im nedostatkem N
muze byt aktivace Rubisco zastavena a dochazi k mobilizaci na Grovni celé fotosyntézy [18].

Experimenty s feedingem pomoci cukrii vedou k vysokému obsahu cukri v listu, avSak ne
ke ztraté fotosyntetické genové exprese, nebo fotosyntetické kapacity [17], [19]. Predpoklada
se, ze z cukr je glukosa signalni molekulou pro represi fotosyntézy [20], a ze akumulace
glukosy potlacuje expresi fotosyntetickych gent a indukuje starnuti listd prostfednictvim
signalni metabolické drahy, kterd zahrnuje hexokinasu [21]. Araya et al. [22] objevili, ze
represe fotosyntézy je nejsilngjsi v listech, ve kterych se akumuloval Skrob, pfi¢emz Skrob
sam je metabolicky inaktivni a je nepravdépodobné, ze by pfimo reprimoval fotosyntetické
geny. Role ostatnich cukrt pfi limitaci fotosyntézy je stale nejasna, ale vSechny dosavadni
prace naznacuji, ze nedostatek dusiku v rostliné zvySuje akumulaci sacharidi

Fotosynteticka kapacita muze byt stimulovana vysokou koncentraci CO, ve vysokém
mnozstvi dusiku [23]. Souhrnn€ tyto udaje naznacuji, Ze zasoba uhliku je dulezitou kontrolni
silou pro fotosyntetickou genovou expresi, ale dulezitost postaveni dusiku je hlavnim
Cinitelem represe fotosyntézy uhlikem, alespori pokud je mnozstvi uhliku vysoké.

Pellny et al. [24] prokazali pfitomnost trehalosa-6-P v tabakovych listech, které koreluji se
zménami ve fotosyntetické kapacité, coz je dukaz, ze i trehalosa se podili na regulaci
fotosyntézy.
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2.2. Enzym Rubisco

Nepochybné nejdualezitéjsi enzym na Zemi je ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
neboli Rubisco. Je to nejvice roz§ifeny a snad i nejvyznamnéjsi protein na Zemi. Jako vstupni
bod oxidu uhli¢itého do biosféry je Rubisco ustfednim enzymem pro zachovani zivota na
Zemi.

Rubisco objevili Wildman a Bonner [25] v roce 1947, jako hlavni rozpustnou bilkovinu
v extraktu rostlinnych listd. Neméli o ném zadné informace a nazyvali ho protein Frakce I.

V roce 1965 bylo objeveno, ze katalyzuje karboxylaci ribulosa-1,5-bisfosfatu a o nékolik
let pozdéji byla objevena jeho druhad hlavni katalytickd aktivita - oxygenace ribulosa-1,5-
bisfosfatu. Enzym byl nazvan ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa a postupné se pro
néj vzila zkratka Rubisco.

Enzym Rubisco byl studovan vice nez vSechny ostatni rostlinné enzymy. Posttranskripcni
uprava enzymu Rubisco probiha za tcasti chaperont. Struktura byla studovana rentgenovou
krystalografii. Pomoci dalSich technik bylo zjiSténo, ze Rubisco katalyzuje celou fadu reakci
[26].

2.2.1. Struktura enzymu Rubisco

U zelenych fas a vysSich rostlin se Rubisco vyskytuje v chloroplastech a velka podjednotka
L je zakodovana v chloroplastovém genomu [27]. Malad podjednotka S je syntetizovana
v cytoplazmatickych ribozomech a je importovana do chloroplastu. Podjednotka se sklada ze
dvou domén — malé N-terminalni domény a velké C-terminalni domény. Mala N-terminalni
doména je tvorena péti useky s B-strukturou a dvéma a-helixy umisténymi na jedné strané
B-struktury. Velka C-terminalni doména ma soudkovity tvar, sloZzeny s osmi struktur.
Vyznamnym strukturnim rysem velké C-terminalni domény je existence ohebné smycky
(loop 6) [26].

Ackoliv bylo dlouho znamo, ze aktivita Rubisco muze byt zvySena preinkubaci s oxidem
uhligitym a Mg®*, podrobné zadal byt tento jev studovan teprve v poloving 70. let. Aktivace
je reverzibilni rovnovazny proces, kde ustaveni rovnovahy zavisi na rovnovazné koncentraci
CO,, iontu Mg** a protond [28].

Rubisco ma u vysSich rostlin komplexni kvartérni strukturu, vysokou relativni
molekulovou hmotnost (560 000), nékolik vazebnych mist pro substrat, kofaktory, inhibitory,
protilatky a je slozeno z neidentickych podjednotek [29]. Je to allostericky enzym z tiidy
ligas, ma globularni strukturu (obr. 2.4) a tfi strukturné odli§né, ale funkéné analogické formy.
Forma I (LgSg) tvoii hexadekamer, byla nalezena u vysSich rostlin, fas, cyanobakterii a mnoha
autotrofnich bakterii a obsahuje osm velkych podjednotek (56 kDa) L a osm malych
podjednotek S (14 kDa). Forma II (1) je dimer a byla nalezena u obrmének a nékterych druha
autotrofnich bakterii vCetné obligatnich anaerobu. Rubisco archebakterii je dekamer (L»)s
[26].

16



beta helix o — v Lot

- alfa helix

Obr. 2.5 Struktura Rubisco - vlevo forma Il (L), vpravo forma I (LsSs).

Forma II se sklddd ze dvou podjednotek, vyznaceny Zlutou a modrou barvou. Sipky vyznacuji
B-strukturu (B- helix) a a-helix. Ptevzato z [30].

Forma I se skildada z osmi velkych podjednotek (modra a zelend barva) a z osmi malych
podjednotek (Zlutd a svétle modrd barva). Aktivni mista jsou vyznacena cervenou barvou.
Prevzato z [31].

2.2.2. Funkce enzymu Rubisco

Aby Rubisco bylo katalyticky aktivni, musi nejprve dojit k aktivaci katalytického centra.
Prvnim krokem je reverzibilni karbamylace e-aminokyseliny postranniho fetézce lysinu za
vzniku karbamatu a poté vznik koordinaéni vazby s Mg**. Karbamylace probiha pomalu
a uruje rychlost celé aktivace. Tato vazba probiha pouze v nadbytku Mg** a v alkalickém
prostfedi. Na takto vytvorené aktivni misto se vaze substrat ribulosa-1,5-bisfosfat [32].
Aktivni misto lezi na rozhrani mezi N-terminalni doménou jedné a C-terminarni doménou
druhé podjednotky, proto samotna velka podjednotka nemutize mit katalytickou aktivitu [9].

Aktivované Rubisco je bifunkéni (obr. 2.5), protoze muze katalyzovat dva druhy reakci
karboxylaci a oxygenaci ribulosa-1,5-bisfosfatu. Pri¢inou dvoji funkce enzymu je podobna
struktura CO; a O,, které jsou konkurenty pfi vazbé€ na aktivni misto (obr. 2.6).

U karboxylace dochazi k pfesmyku ribulosa-1,5-bisfosfatu na enol-formu. Rubisco vaze
CO; na enol-formu za vzniku nestabilniho meziproduktu, ktery je hydrolyzovan na dvé
molekuly 3-fosfoglyceratu. Podstatou celé karboxylace je stabilizace prechodného
meziproduktu 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatu vlivem komplexu karbaméatu s kovovym
iontem Mg**. Po navazani CO, prob&hne Calvintv cyklus a ze dvou molekul 3-fosfoglyceratu
vznikaji dv€ molekuly glyceraldehyd-3-fosfatu. Nakonec dochézi k regeneraci ribulosa-1,5-
bisfosfatu a spojeni dvou molekul glyceraldehyd-3-fosfatu za vzniku sacharidu [9].

Pfi oxygenaci dochazi ke §tépeni meziproduktu 2-peroxy-3-ketoarabinitol-1,5-bisfosfatu
apfimo se uvoliuje molekula 3-fosfoglyceratu a molekula 2-fosfoglykolatu - zaclatek
glykolatové cesty [33].
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Obr. 2.6 Schéma karboxylace a oxygenace RuBP. Ptevzato z [32].

2.2.3. Aktivace Rubisco

Od objevu enzymu Rubisco bylo vynalozeno mnoho usili na vysvétleni jevu, pro¢ ma
izolovany enzym tak velice nizkou afinitu k CO, ve srovnani s poméry in vivo. Zjistilo se, ze
pii preinkubaci enzymu s ribulosabisfosfatem a po té pii zahgjeni reakce s oxidem uhliCitym
a ionty hotfeCnatymi se objevuje na pocatku katalyzy lagova faze, avsak pii preinkubaci s CO,
a Mg**se reakce po piidani RuBP rozb&hne okamzité. Enzym je tieba zprvu aktivovat oxidem
uhli¢itym a hofecnatymi ionty [8].

Predpokladem pro aktivaci Rubisco je sekvenéni vazani CO, a bivalentniho kovového
iontu Mg**. Molekula CO; se jako karbamat kovalentné vaze k e-amino skuping specifického
lysylového zbytku K201 v aktivnim misté a tento karbamat hraje klicovou roli v katalyze.
Pouze pokud je karbamat stabilizovan kovem, je aktivni misto schopno preménit ribulosa-1,5-
bisfosfat na produkty [34].

Pfitom plati tyto zakonitosti:

1. Aktivace Rubisco je zavisla linearn€ na koncentraci CO;

pomalu

E-NH; —r—>E-NH, + Aco, —POM g NH-"C00™ +Me 2+ __rychle

DY S E_NH- Z+

ACOO™ - Me

Pomoci kinetickych dat i spektrometricky se prokazalo, ze “CO, se vaze dfiv nez kationy.
Ternarni komplex E-COO™ -Me** katalyzuje karboxylaci i oxygenaci.
2. Aktivace je reversibilni, po odstranéni iontd Mg** a oxidu uhli&itého se enzym rychle
vraci do inaktivni formy.
3. Molekula oxidu uhlicitého, ktera enzym katalyzuje, je jind nez molekula CO, jako
substratu *CO, # °CO,,
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4. C0, a°CO, se vazi na odli§na mista enzymu.

5. Ze zavislosti aktivace na pH vyplynulo, 7e se “CO, vaZe na skupinu enzymu s vyrazné
alkalickym pH. Experimentalné se prokéazalo, ze touto skupinou je e-aminoskupina
lysylového zbytku v poloze 201 proteinu velké podjednotky.

6. Aktivace je spolecna pro enzymy z taxonomicky odlisnych druhid organismu.

7. Aktivace enzymu je ¢asto spojena se zménami jeho struktury.

Rubisco se aktivuje tadou sloucenin (Fru-6-P, Xyl-5-P, Ery-4-P, Rib-5-P, ADP, ATP,
Glc-6-P, dihydroxyaceton-P) a inhibuje dal§imi (Fru-1-P, Fru-6-P, Glc-1-P).

Pfi tom plati tyto podminky:

a) efektor se uplatni pouze tehdy, pfida-li se béhem preinkubace,

b) je-li v mediu nadbytek enzymu Rubisco nebo jeho analog, CABP, efektory jako

NADPH, fosfoglukonat nebo fruktosabisfosfat se nenavazi,

c) efektory funguji jako kompetitivni inhibitory,

d) efektory (bisfosfofruktosa, 3-fosfoglycerat, sulfat a dalsi) vyvolavaji v UV spektru

obdobné zmény jako navazani substratu.

Mezi aktivatory Rubisco jsou latky velmi chemicky odli§né (P-glukonat, fruktosabisfosfat,
NADPH, fosfat). Uéinek je v nékterych piipadech zavisly na koncentraci efektoru do té miry,
ze nizké koncentrace napi. fosfoglukonatu a fruktosabisfosfatu pochod aktivuje, vyssi
inhibuje. U téchto dvou latek se zjistilo, Zze v nizkych koncentracich se vazi s Rubisco a ionty
v ternarni komplex [2], [8].

Cas, po ktery je efektor navazan do reakéniho centra, je velmi omezeny ve srovnani
s zivotnosti aktivovaného stavu enzymu [8].

2.2.3.1. Aktivace Rubisco svétlem

Rozdily v aktivité enzymu Rubisco na svétle a ve tmé jsou znacné. Po dlouha Iéta se
aktivace Rubisco svétlem vysvétlovala pouze vzestupem v koncentraci ionti hofeCnatych
a pH ve stromatu. Koncentrace hofeCnatych ionti potiebna k aktivaci enzymu na polovicni
maximalni rychlost odpovida fyziologickym koncentracim Mg>* piitomnych ve stromatu na
svétle. Dnes vime, ze nezbytnym aktivatorem je dale oxid uhli€ity potfebny v koncentraci
kolem 100 pmol.l”. Takovéto koncentrace bezpochyby ve stromatu C3 rostlin piitomny
nejsou [8].

Rubisco je obvykle plné aktivovano a karbamylovano v bézné koncentraci CO; a vysokém
svétle. Rubisco by nemuselo byt plné karbamylovano in vivo. Analyza kinetiky Rubisco
in vitro ukazala, ze rovnovaha karbamylace v nepfitomnosti RuBP by byla niz§i o 25 % u pH,
Mg** a koncentraci CO, vyskytujicich se v chloroplastech [35]. Kromé& toho, ze RuBP byl
ptitomen pii analyze in vitro, blokuje karbamylaci pevnou vazbou na nekarbamylovaném
aktivnim mist&. Potize pfi karbamylaci jsou eliminovany in vivo pfitomnosti dalsi bilkoviny,
Rubisco aktivasy. Byla poprvé identifikovana u mutantd Arabidopsis thaliana vyzadujicich
vysoké koncentrace CO,, které na svétle Rubisco slabé aktivovaly. Aktivasa je oligomer,
skladajici se z 14 nebo 16 podjednotek, které maji tendenci samovolné asociovat. Aktivita
aktivasy roste se stupném asociace. Pro funkci aktivasy je nutnd hydrolyza ATP, RuBP
anocniho inhibitoru 2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat (CA1P). Aktivasa je aktivovana
hydrolyzou ATP, ktery rozpozna Rubisco a selektivné se vaze na katalytické misto
premisténim fosfatovych zbytkd. To zptisobuje otevieni smycky, uvolnéni ligandu a navrat
aktivasy v neaktivni formé [33]. Mechanismus je stejny pro vSechny ligandy, které se vazou
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na aktivni misto Rubisco. Pfi osvétleni je aktivasa aktivovana zvySenou hladinou ATP
a dochazi kuvolnéni RuBP z aktivniho mista. Volny enzym pak mutze byt karbamylaci
stabilizovan vazbou RuBP [32].

2.2.3.2. Vliv inhibitoru

Inhibitory jsou latky, které mohou blokovat aktivni misto enzymu Rubisco a nelze je
odstranit aktivaci in vivo. Mezi tyto inhibitory patii 2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat (CA1P),
D-xylulosa-1,5-bisfosfat (XuBP) a 3-keto-D-arabinitol-1,5-bisfosfat (3-KABP). CA1P patfi
mezi inhibitory vyskytujici se pfi malém ozafeni a vnoci. Vaze se nevratné na
karbamylované aktivni misto a tim dojde k zastaveni katalyzy. XuBP a 3-KABP patii mezi
denni inhibitory a jsou to analogy ribulosa-1,5-bisfosfatu [36],[37].
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Obr. 2.7 Aktivni misto enzymu Rubisco. N-termindlni doména je tvorena Glu48, Thr53,
Asn53 a Asnlll, vSechny ostatni zbytky jsou umistény v p/a — stocené doméné priléhajici
podjednotky. Nejdulezitéjsi v aktivnim misté je Lysl91, jehoZ e-aminoskupina je
karbamylovéna molekulou CO; a vznikly karbamdt se stabilizuje koordinaci s Mg** Na takto
karbamylované aktivni misto se navazuje RuBP a na jeho uhlik C, se navazuje molekula

vzdusného CO,. Prevzato z [33].
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2.3. Vliv zvySené koncentrace CO, na rostliny

Plsobeni zvysené koncentrace CO; na rostliny 1ze rozdélit na vlivy pfimé a nepiimé. Primé
ucinky zvySené koncentrace CO, zahrnuji zmény v rychlosti fotosyntézy, fotorespiraci,
vodivosti pruduchid a v mitochondrialni respiraci [38].

2.3.1. Rychlost fotosyntézy

Pfi péstovani rostlin v prostiedi s vyssi koncentraci CO; se rychlost fotosyntézy nejprve
zvysuje, ale pfi dlouhodobé expozici naopak dochazi ke snizeni rychlosti fotosyntézy, snizeni
aktivity nebo mnozstvi enzymu Rubisco a dalSich enzyma vazanych na Calvinav cyklus.
Tento jev nazyvame aklimace. Jde o soubor fyziologickych zmén, k nimz dochazi pfi
dlouhodobé kultivaci rostlin pfi zvysené koncentraci CO; [38]. To znamen4, ze fotosynteticka
charakteristika list, které se vyvinuly jiz v podminkach zvysené koncentrace CO,, se lisi od
charakteristiky listd rostlin, které byly v pfedchozim obdobi kultivovany pii okolni
koncentraci CO..

Pro aklimaci jsou dva davody:

(1) Rostlina neni schopna vyuzit nadbyte¢né asimilaty, proto reaguje poklesem aktivity
jejich zdroja.

(2) Pro fotosyntézu pti zvySené koncentraci CO,, je postacujici mensi mnozstvi Rubisco.
Naptiklad v prehledu zahrnujicim osm praci s jedenacti druhy se ukazalo, ze snizeni aktivity
Rubisco dosahuje pfi vyssi koncentraci CO», asi 24 % [39].

Obecné se predpokladaji tii hlavni regulaéni mechanismy rychlosti fotosyntézy:

1) Pfti nizkych koncentracich CO; je limitovana rychlost karboxylace

2) Pii dostatku CO;, a nizké ozafenosti je rychlost fotosyntézy snizena nedostateCnou

rychlosti regenerace substratu, tj. ribulosa-1,5-bisfosfatu. To je pfimym diasledkem
nedostatku ATP a NADPH, tedy nedostate¢né rychlosti pfenosu elektronti v systému
thylakoidni membrany.

3) Pii vysokych rychlostech fotosyntézy se muze projevit jesté limitace anorganickym

fosfatem. Pfi fotosyntéze jsou totiz z chloroplastl exportovany asimilaty predev§im ve
formée fosfoglyceraldehydu nebo dihydroxyacetonfosfatu [38].

2.3.2. Rychlost respirace

Pomér fixace CO; : O, v soucasné atmosfére je asi 3:1.
Vzestup koncentrace CO, ve vzduchu obklopujicim list pisobi dvojim zptisobem:

a) Zvyseni koncentrace substratu (CO,) zvySuje rychlost karboxylace, a tedy
fotosyntézy.
b) Zvyseni koncentrace CO; zvySuje hodnotu poméru koncentrace CO»/O», a tim

snizuje fotorespiraci, tedy ztraty CO,. To pifedstavuje dalsi zvySeni rychlosti
Cisté fotosyntézy [38].

2.3.3. Vodivost pruduchu

Zvysena koncentrace CO, vyvolava u vétSiny rostlin pfivieni priducht. Pokles vodivosti
pruducht a s tim spojeny pokles rychlosti transpirace nemusi byt pti hodnoceni porostu stejny
jako pfi hodnoceni jednotlivych listd. Je tieba vzit v uvahu, Zze snizena rychlost transpirace
modifikuje jednotlivé slozky energetické bilance listu, coz se promita i ve zméné jejich
teploty. Napfiklad zvySeni koncentrace CO, na 550 umol-mol” zvysilo teplotu porostu
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bavlniku srstnatého o 1 °C. Idso et al. [40] prokazali, ze zvySeni teploty listd zvySenou
koncentraci CO, je pfimo umérné poklesu vodivosti pruduchda.

Drake et al. [39] zjistili, ze primérné snizeni vodivosti pruduchii pfi zdvojnasobeni
atmosférické koncentrace CO; ¢ini 20 %. Vyjimecné se vSak objevuji prace, v nichz obdobny
pokles vodivosti priduchii nebyl prokazan.

2.3.4. Mitochondrialni respirace

Dychéani je proces vyznamné ovliviiujici celkovou bilanci uhliku v rostliné. Dychani
probiha nejen v noci, ale i ve dne, tfebaze rychlosti denniho dychéani jsou patrné nizs§i nez
rychlost dychani v noci. Dychanim se rozkladaji produkty fotosyntézy, nejCastéji cukry, ale
soucCasné se vytvareji uhlikové skelety, zdroje pohotové energie ve formé ATP a redukénich
ekvivalenti ve formé NAD(P)H. Tyto produkty jsou pak bezprostiednim substratem pro
syntézu vSech struktur i pro zajisténi vSech funkci spojenych s rastem rostlin.

Pti sledovani vlivu CO; na rychlost mitochondrialniho dychani lze rozlisit

a)  piimy bezprostfedni vliv, pii némz dochézi k poklesu rychlosti dychani pfi expozici

zvySené koncentraci CO»,

b)  nepfimy vliv projevujici se pii aklimaci rostlin dlouhodobé& péstovanych pfi zvySené

koncentraci CO, [38].

2.3.5. Neprimé ucinky CO; na rostliny

K nepfimym ucinkiim patfi zmény teploty, obsah mineralnich latek v pidé a spotieba
vody.

Zvyseni koncentrace CO, zvySuje teplotni optimum fotosyntézy. To znamena, ze relativni
pokles rychlosti fotosyntézy pii teplotach presahujicich teplotni optimum rostlin péstovanych
v okolni koncentraci CO; je kompenzovan praveé posunutim tohoto optima. Pfitom tato zména
optima muze Cinit az 5 °C pii zdvojnasobeni okolni koncentrace CO,. ZvySena koncentrace
CO; snizuje vodivost praducha a tim klesa rychlost transpirace a zvySuje se teplota rostliny.
Vyssi teploty podporuji spotfebu asimilati pii rastu nebo jejich akumulaci v zasobnich
organech, takze pfipadna inhibice fotosyntézy se ani pii dlouhodobé kultivaci rostlin pfi
zvySené koncentraci CO2 nemusi projevit. Proto mize mit zvySena koncentrace COz2 pfiznivy
vliv 1 v podminkach stresu vyvolaného vysokymi teplotami [41].

Pfijem iontt mineralni vyZivy je v téle rostliny regulovan, jinak by se mohly nékteré prvky
hromadit a pusobit toxicky a jinych by se mohlo v rostliné naopak nedostavat. Pii zvySené
koncentraci CO2 se projevuje nerovnovaha mezi aktivitou kofent a listd, coz se projevuje ve
zvySeném pomeéru C/N v susing rostlin. Pravé zvySena koncentrace CO2 je piikladem, ze 1 pfi
dostatku N muze dojit k nadmémé produkci asimilati neboli nedostatecnému zasobeni rostlin
dusikem. Pfi nedostatecném mnozstvi dusiku dochazi u rostlin kultivovanych pfi zvySené
koncentraci CO2 k rychlejsimu rozkladu enzymii a to hlavné enzymu Rubisco. Rubisco
predstavuje nejvetsi podil ze vSech enzymi nachazejicich se v listech. Zvyseni koncentrace
CO2 vede k poklesu obsahu dusiku v listech a to o 15-20 %. To je zpisobeno vys§im
obsahem sacharidg, ale i poklesem obsahu fotosyntetickych bilkovin [2].

Pfi hospodareni s vodou uvolni rostliny nejvice vody do ovzdusi transpiraci, tj. difuzi
vodni pary z povrchu bunék do volné atmosféry. Zvysena koncentrace CO; ovliviluje piivieni
pruduchd, coz zpusobuje zvySeni hodnoty stomatalniho odporu proti difuzi vodni pary.
Zvysena koncentrace CO, zvySuje celkovou biomasu a velikost listové plochy, coz vyvola
zvySeny piijem a vydej vody. To mlze mit nepfiznivy dopad predevsim pro ekosystémy na
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mistech s omezenou dostupnosti vody. Nekteré rostliny ptizpisobené na bézné podminky
vystaci s danym mnozstvim vody az do konce vegetace. Naproti tomu pii zvySené koncentraci
CO;, mohou byt zasoby vody spotiebovany jesté pred koncem vegetace a mohou tak zpusobit
vyhynuti nékterych druha rostlin [38].

2.3.6. Vliv zvySené koncentrace CO; na dreviny

Saxe et al. [42] se zabyvali vztahem dfevin a koncentrace CO; a poukézali na skuteCnost,
ze zatimco pred 360 miliony az 280 miliony let lesy ovliviiovaly atmosférickou koncentraci
oxidu uhli¢itého jeho hromadénim v produktech, které se preménily na soucasna fosilni
paliva, tak jejich dneSnim spalovanim se zase CO, v atmosfére zvysuje.

Pro dieviny je charakteristickd pfedevSim tvorba sekundarnich pletiv, poskytujici jim
dostatecnou pevnost i pii velkych vyskach kment, ktera je zpisobena velkou investici
zejména uhliku do bunécnych stén. Tyto materialni 1 energetické naklady jsou kompenzovany
dlouhou dobou zivotnosti téchto rostlin. Dfeviny se také vyznacuji produkci velkého mnozstvi
tékavych latek souvisejicich s tzv. sekundarnim metabolismem, jako izopren, monoterpeny,
aldehydy, alkoholy a karboxylové kyseliny.

Dlouha doba zivota i velka vyska kment komplikuje provadéni pokust se stromy v jejich
pfirozeném prostiedi. Pocet pokust provadénych se stromy je nepfimo umeérny jejich vysce.
S tim souvisi 1 konstatovani Ceulemanse a Rousseauové [43], Ze naSe neznalost toho, jak
stromy reaguji na zménu klimatu, je pfimo umémna jejich velikosti. Velikost stromil ma velké
disledky na bilanci C, mnohem vice CO; je fixovano v biomase dospélého stromu.

Malé az zdanlivé zanedbatelné zmény vnéjSich podminek mohou vést zejména ve stadiu
mladych rostlin k obdobné nepostiehnutelnym zménam fyziologie nebo morfologie stromd.
Dalsi vyvoj muze vSak tyto zmény natolik zesilit, Ze se objevi prekvapivé dasledky, jejichz
puvod se mnohdy tézko zjist'uje.

Stromy neptedstavuji homogenni skupinu rostlin, proto jednotlivé druhy maji zcela odlisny
prubéh ro¢ni fotosyntézy, rozdilny obsah dusiku v pletivech apod. [44]. Zda se, ze zvySena
koncentrace CO,, zvySuje rychlost vyvoje predevsim v pocatecnich fazich.

Zakladni otazka vétsiny dlouhodobych studii dievin spociva v tom, zdali lesni ekosystémy
jsou schopny pii zvySené koncentraci CO, zvySovat také mnozstvi ukladaného uhliku. Je to
soucast obecného problému, do jaké miry je suchozemska vegetace sinkem ¢i zdrojem CO,.
Plsobi-li lesy jako vyznamny sink, Ize jimi do znacné miry fesit problematiku zvysujici se
koncentrace CO,. Pozitivni roli v ristu akumulovaného uhliku v lesnich spoleCenstvech vSak
muze hrat i pfirozena depozice dusikatych sloucenin, jejichz mnozstvi se v poslednich
dekadach rovnéz zvysuje.

Lesni spolecenstva hromadi nejvetsi mnozstvi uhliku v podzemnich organech. Déle pak
samotné kmeny ukladaji 20 az 40 % uhliku akumulovaného v nadzemni biomase. Také
v listech dfevin péstovanych pii vyssi koncentraci CO;, je zvySeny obsah nestrukturnich
polysacharidd. Na tomto zvySeni se podili nejen skrob, ale v fadé ptipadd i jednoduché cukry
[38].
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24. Vliv dusiku na rostliny

Vsechny biogenni prvky hraji nezastupitelnou roli ve vyzivé rostlin, a proto jsou stejné
vyznamné. Mimoradné postaveni ale zaujima dusik. Je to nejspi$ zptusobeno tim, ze se dusik
vyskytuje ze vSech mineralnich zivinach v nejvétSim mnozstvi a Ze je piitomen ve vSech
bilkovinach a enzymech.

Zvyseni koncentrace CO, vede k poklesu obsahu dusiku v listech a to o 15-20 % [29],
[45], [46]. Conroy [47] wvysvétluyje tento jev ,zfedénim® listového dusiku sacharidy
akumulovanymi v listech navic vlivem vyssi intenzity fotosyntézy, Bowes [48] potlacenim
fotorespirace. NejCastéji se pokles obsahu listového dusiku vysvétluje tim, ze akumulace
sacharid v listech vede k represi exprese gent rbcS a rbcL, coz ma za dasledek pokles
syntézy enzymu Rubisco [49], [50].

Akumulace sacharidu v listech je zesilovana nedostatkem dusiku [16]. Naptiklad feeding
Arabidopsis thaliana cukrem snizoval maximalni kvantovy vytézek PSII v listech
s nedostatkem dusiku, ale nikoliv v listech, které byly dostatecné zasobeny dusikem [51].
Ono et al. [52] vysvétluji tento jev tak, ze kdyz ma rostlina nedostatek dusiku, malo roste
ama malou silu sinku. Za téchto podminek se pouze mala Cast sacharidi odvadi do sinku
a sacharidy se akumuluji v listech.

2.5. Metody stanoveni aktivity Rubisco

Ke stanoveni aktivity enzymu Rubisco se pouzivaji metody pfimé a nepiimé. Mezi piimé
metody patii metody spektrofotometrické a radiometrické. Nejrozsifenéj§i nepiimou metodou
je stanoveni aktivity Rubisco pomoci gazometrické metody, pfi niz se méti dynamika vymény
plynt pfi fotosyntéze.

2.5.1. Gazometrické stanoveni

Pri této metodé se pouziva modernich komercnich pfistroju, které jsou rychlé,
nedestruktivni a umoziiuji métreni celkové bilance uhliku v rostlinach.

Stanoveni je zalozeno na méfeni vymeény CO, a vodni pary mezi asimilacnim aparatem
rostlin a okolni atmosférou. Piijem resp. vydej CO; asimilujicim pletivem se projevi zmeénou
koncentrace CO, v atmosféfe obklopujici méfeny objekt. Zmena koncentrace CO, je méfena
pomoci infracerveného analyzatoru (IRGA). Aby bylo mozné stanovit tuto zménu, je nutné
umistit asimilujici objekt do tzv. asimilatni komory neboli listové kyvety. Tato je
vzduchotésné a elektronicky spojena s IRGA [39].

2.5.2. Spektrofotometrické stanoveni

Spektrofotometrické stanoveni in vitro patfi k pfimym metodam. Toto stanoveni aktivity
Rubisco vyuzivd zmény absorbance, ke které dochazi oxidaci NADH na NAD" ve
sprazeném systému prvnich tii reakci Calvinova cyklu [40]. V reakcni smési jsou enzymy,
které katalyzuji fixaci CO; ribulosa-1,5-bisfosfatem za vzniku 3-fosfoglyceratu a redukci 3-
fosfoglyceratu na glyceraldehyd-3-fosfat pomoci NADH. Oxidace NADH je provazena
poklesem absorbance, z néhoz je mozno ur€it aktivitu Rubisco podle Lambertova-Beerova
zakona [9], [53]. Pfesny postup je popsan v kapitole 3.2.
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2.5.3. Radiometrické stanoveni

Radiometricka metoda patii mezi pfimé metody a je zalozena na zabudovani radioaktivni
molekuly '*CO, do molekuly ribulosa-1,5-bisfosfatu. Reak&ni smés musi byt zbavena
veskerého CO; a uhli¢itant a reakce je aktivovana znamym mnoZzstvim extraktu aktivovaného
enzymu. Reakce je zastavena po 30 az 60 sekundach pomoci piidavku HCI, ¢imz dochazi
k inaktivaci enzymu Rubisco a uvoln&ni nadbytedného *CO,, ktery se kvantitativné odstrani,
a poté se zmé&fi radioaktivita produktu, ktera odpovida mnozstvi asimilovaného "*CO; [53].

2.6. Metody stanoveni nestrukturnich sacharidu

Sacharidy 1ze stanovit fadou fyzikalnich, chemickych, fyzikalné-chemickych
a biochemickych metod. V této praci bylo pouzito spektrofotometrické stanoveni po reakci
sacharidl s antonem.

2.6.1. Antronova metoda

Tato metoda je zalozena na reakci sacharidi s antronem za vzniku barevného komplexu.
Vzniklé zelené kondenzacni produkty furfural-antrony se stanovuji spektrofotometricky.
Intenzita zbarveni je umérna koncentraci zkoumaného sacharidu. Tato metoda byla poprvé
pouzita Dreywoodem [54], na kterého poté navazala fada autorl, z nichz nejznaméjsi jsou
Yemm a Willis [55].

2.6.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je jedna z analytickych separa¢nich metod.
Principem chromatografii obecné je separovani slozek obsazenych ve vzorku, ktery se vnasi
mezi dvé vzajemné nemisitelné faze — stacionarni a mobilni fazi. Slozky vzorku jsou poté
separovany podle svych afinitnich vlastnosti k jedné nebo druhé fazi. Podstatou stanoveni
pomoci HPLC je vznik slabych interakci mezi slozkami mobilni faze, ktera obsahuje vzorek,
a pevnou fazi, tvorici napli kolony. V zavislosti na fyzikalnich a chemickych vlastnostech
mezi mobilni a pevnou fazi jsou jednotlivé slozky analyzovaného vzorku k pevné fazi vazany
razné velkymi silami. Nejprve jsou detekovany slozky, které jsou poutany ke stacionarni fazi
mensi silou a poté teprve slozky, které se stacionarni fazi reaguji za vzniku pevnéjSich vazeb.
Separované slozky analytu putuji do detektoru, kde poskytuji odezvu, ktera je pfimo umérna
mnozstvi analytu v uréitém rozmezi koncentraci. Vysledkem je chromatogram, ktery
jednotlivé slozky zaznamenava jako chromatografické piky [56].

Nejbézn€jsim detektorem vyuzivanym pifi chromatografii sacharidi je refraktometricky
detektor. Pracuje jako diferencidlni méfi¢ zmény indexu lomu mobilni faze. Méfi rozdil
indexu lomu mobilni faze, ktera je uzaviend v referencni cele a eluentem vychazejicim
z kolony. Vyhodou téchto detektort je jejich univerzalnost.

Metodu HPLC s refraktometrickou detekci pouzili pro stanoveni sacharidi napf.
Cabalkova et al. [57].

2.7. Metody stanoveni obsahu Rubisco

2.7.1. Enzymova imunoanalyza (ELISA)

Heterogenni enzymova imunoanalyza se oznaCuje jako enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), nékdy také jako enzymova imunoanalyza (EIA - enzyme immunoassay).
Enzymové imunoanalyzy jsou citlivé imunochemické metody, které vyuzivaji enzymi ke
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znaCeni antigenu nebo protilatky. Jako enzymova znacka slouzi obvykle peroxidasa nebo
alkalicka fosfatasa. Antigen nebo protilatka jsou nespecificky adsorbovany na povrch pevné
faze. Jako pevné faze se uzivaji rizné materialy - zkumavky, jamky mikrotitracnich desticek,
magnetické Castice. Pevna faze usnadiiuje oddéleni vazanych a volnych znacenych reaktantt.

Homogenni enzymova imunoanalyza je technika, ktera nevyzaduje oddéleni vazané
avolné znaCené protilatky nebo antigenu. Jeji provedeni je jednoduché a uziva se ke
stanoveni nizkomolekularnich latek (1ékti, hormont a metabolit). Pfi imunochemické reakci
soutézi neznaCeny antigen s konjugatem o navazani na omezené mnozstvi protilatky. Pri
vazbé protilatky na enzym konjugatu se aktivni centrum muze zablokovat, nebo nastava
konformaéni zména enzymové molekuly spojena se ztratou aktivity. Cim je ve vzorku vice
neznaCeného antigenu, tim vice molekul protilatky s nim reaguje a tim zistane zachovano
vice enzymové aktivity v konjugatu, ktery nevstoupil do imunochemické reakce.

Imunoanalytické metody vyuzivaji obvykle dva zpisoby usporadani - kompetitivni
a nekompetitivni.

Kompetitivni enzymova imunoanalyza se provadi vzdy v nadbytku antigenu. Se sérem,
které obsahuje nezndmé mnozstvi antigenu, se smicha zndmé mnozstvi stejného antigenu
znaceného enzymem (konjugat). Antigen v séru nebo ve standardnim roztoku a konjugat
soupefi o vazebna mista omezeného mnozstvi specifickych protilatek vazanych na pevné fazi.
Neznaceny antigen ve vzorku a znacCeny antigen se vazou na protilatku ve stejném poméru,
jako byl jejich pomér v pavodni smési, to znamena, ze ¢im vice neznaCeného antigenu reakcni
smes obsahuje, tim méné znaCeného antigenu se vaze na protilatku a opacné. Za téchto
podminek je pravdépodobnost vazby protilatek se znaCenym antigenem nepfimo Umérna
koncentraci neznaCeného antigenu. Se zvySujicim se mnozstvim neznaCeného antigenu
zustava vice znaCeného antigenu nenavazaného. Po inkubaci jsou konjugat a neznaleny
antigen, které se nenavazaly na protilatku, spole¢né s dalSimi soucastmi séra, odstranény
promytim. Intenzita vzniklého zbarveni je nepfimo umérna koncentraci antigenu v sérovém
vzorku. Vysledky ziskdme odectenim z kalibracni kiivky, kterd je sestrojena na zakladé
standardnich vzorkt o znamé koncentraci antigenu.

Nekompetitivni enzymova imunoanalyza (sendvicové metody) se vyuzivaji ke stanoveni
antigeni nebo protilatek. Vyuzivaji pevnou fazi s navazanou protilatkou nebo antigenem,
které musi byt v nadbytku vzhledem k analyzované latce. Nekompetitivni enzymova
imunoanalyza je vhodna pro stanoveni velkych antigenii a nékolika vazebnymi misty pro
protilatku. Pro provedeni metody jsou nezbytné dvé razné protilatky namifené proti riznym
antigennim determinantam stanovovaného antigenu. Prvni protilatka je v nadbytku navazana
na pevnou fazi. K imobilizované protilatce jsou pridany vySetfované vzorky nebo standardy
obsahujici antigen. Dojde k prvni imunochemické reakci. V prubéhu inkubace se navazuje
antigen na prvni protilatku. Vzhledem k tomu, ze protilatka je v nadbytku, vSechny molekuly
antigenu maji moznost se navazat. Po inkubaci jsou odstranény promytim vSechny
nezreagované slozky séra. V nadbytku se pfida druha protilatka znacena enzymem (odlisna od
prvni protilatky). Ta reaguje s dalsi antigenni determinantou vysSetfovaného antigenu. Vznika
sendviCovy komplex - navédzand protilaitka na pevné fazi - antigen - protilatka znacena
enzymem. Absorbance produktu je ptfimo umérna mnozstvi antigenu [58].

2.7.2. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného je
standardni metoda pro studium chloroplastovych proteini. Je to metoda, ktera umoziiuje
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rozdéleni molekul na principu sitového efektu. Pii SDS-PAGE se dodecylsiran sodny vaze na
molekuly bilkovin délenych latek, tim jim udé€luje jednotny valcovy tvar a jednotny zaporny
naboj. Velikost tohoto naboje je umérna velikosti molekuly. SDS se na molekuly vaze
v poméru 1,4 g na 1 g bilkoviny. Na takto vzniklé ionty, pohybujici se konstantni rychlosti
umérnou velikosti jejich naboje pisobi elektricka sila:

F,=q-E
kde ¢ je naboj iontu a E je sila elektrického pole pisobici na ionty.
Polyakrylamidovy gel pouzivany pfi elektroforéze je inertni, mechanicky dostatecné pevny
a pruhledny.  Vznikda  kopolymeraci dvou monomerd, akrylamidu a NN'-
methylenbisakrylamidu. Kopolymerace probiha v pufru za pfitomnosti peroxodisiranu
amonného jako iniciatoru, ktery na svétle pomoci volnych radikali umoziiuje polymeraci.
Molekuly se pii priachodu gelem déli na zakladé svoji velikosti. Jednou z variant, ktera
pouziva dva gely ruzné hustoty, je diskontinualni elektroforéza. Pii této varianté se pouziva
separaCni a zaostfovaci gel s velkymi pory. V zaostiovacim gelu dochazi ke koncentraci
bilkovin a v separanim probihéa déleni bilkovin podle molekulové hmotnosti. Zény bilkovin,
které vznikaji na gelu pii elektroforéze, je mozné zviditelnit pomoci barveni. Barveni se
provadi pomoci alkoholického roztoku s obsahem barviva Coomasie blue. Piebytek barviva
se odstraniuje pomoci odbarvovaciho kyselého roztoku. Koncentrace protein je pfimoumérna
intenzité zbarveni jednotlivych zon [59].
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Obr. 2.8 Aparatura pro elektroforézu. Ptevzato z [60].

2.7.3. Kapilarni elektroforéza (CE)

Podstata délicich metod zalozend na migraci iontd v elektrickém poli je znama jiz
z minulého stoleti a v biologickych védach je vyznamna hlavné pii déleni makroiontu
biopolymert, zejména proteint a nukleovych kyselin.
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Kapilarni elektroforéza je moderni metoda, ktera vyuziva separace v kapilarach o délce
10-70 cm o malém vnitfnim priméru 10-100 um. VloZené napéti se pohybuje mezi
10-60 kV. Princip je zalozen na elektromigraci, tj. na pohybu latek v elektrickém poli.
K separaci dochazi diky rizné iontové pohyblivosti dosazené zménou pH a kompletaci iontt
vhodnymi ligandy. Pomoci kapilarni elektroforézy lze separovat i neutralni latky po pfidéani
povrchové aktivnich latek do elektrolytu. Podstatou separace je jejich Caste¢na ,,extrakce™ do
vytvofenych micel. Nabité micely neutralni latky unéseji a ty jsou separovany na zakladé
jejich rozdilné rozpustnosti v micelach, nebo na zakladé rozdila v distribucnich koeficientech
analytl mezi vodnou a micelarni fazi. Vnitini povrch kiemenné kapilary naplnéné vodnym
elektrolytem obsahuje zcasti disociované silanolové skupiny -Si-OH s pH asi 6,2. Na vnitini
stén¢ vytvoreny zaporny naboj je kompenzovan kationy pufru a vznikd Steinova elektricka
dvojvrstva. Po zapnuti elektrického pole se daji tyto kationy do pohybu, a protoze jsou
hydratovany, zpusobuji posun celého elektrolytu a tak vytvaieji mohutny elektroosmoticky
tok, ktery unasi ke katode vSechny ptitomné latky (neutralni i ionty).

Tyto separace jsou usnadnény pouzitim vysokého elektrického napéti, které muze
generovat elektroosmoticky a elektroforeticky tok roztokt pufru a iontovych Castic uvnitf
kapilary. Elektricka odolnost kapilary umoziiuje aplikaci velmi vysokého elektrického pole
a tim kratkou dobu analyzy s vysokou efektivnosti a rozliSenim [59].

Kazda volna elektricky nabita Castice se v elektrickém poli pohybuje ve sméru daném
znaménkem jeho naboje a orientaci pole. Rychlost tohoto pohybu je zavisla na naboji ¢astice
a na odporu prostiedi. Tuto vlastnost popisuje veli¢ina zvana elektroforetickd mobilita
(pohyblivost), ktera vyjadfuje rychlost pohybu iontd v jednotkovém elektrickém poli.

Rychlost iontu mize byt vyjadiena vztahem:

v=uxFE
kde v je rychlost iontu, p, je elektroforetickd mobilita a E je intenzita aplikovaného
elektrického pole.
Elektroforeticka mobilita iontu je dana vztahem:
_rY__ 9
" 6-7-17-1

kde ¢ je naboj iontu, 7 je viskozita roztoku a r je polomér iontu.

Elektroosmoticky tok (Electro Osmotic Flow - EOF) - elektroosmoéza vznika v disledku
styku kapalného roztoku na vnitinim povrchu kapilary s pevnou sténou kapilary. EOF je tok
kapaliny uvnitf kapilary a je nasledkem povrchového naboje na vnitini sténé kapilary.

Ionizaci plochy nebo absorpci iontovych sloucenin na plochu kapilary dochazi k vytvoreni
negativnich naboji. Pro kfemennou kapilaru jsou pravdépodobné oba procesy vzniku
negativnich naboju, ackoliv ionizace silanolovych skupin SiOH na iontovou formu SiO™ pfi
vysSich hodnotach pH prevlada. Neiontové materidly jako je teflon si pravdépodobné
negativni naboj na vnitini stén€ kapilary vytvoii absorpci aniontt z elektrolytu [33].

Aby byla zachovana elektroneutralita, shromazduji se u téchto zaporné nabitych skupin
kationty z elektrolytu a tim vznika elektricka dvojvrstva. Jeji pevna Cast, zvana Sternova
vrstva, je tvorena vnitini st€énou kapilary a vétSinou byva nabita ploSnym elektrickym
nabojem, ktery je , pfilepen - na sténé, a proto je nepohyblivy. Kompenzovan je vrstvickou,
asi 10 nm silnou, opa¢ného naboje v kapalné Casti dvojvrstvy, kterd se v elektrickém poli
muze pohybovat. Ke katodé€ jsou pfitahovany kationty druhé Casti dvojvrsty tzv. diftzni
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vrstvy. Jelikoz jsou tyto kationty solvatovany, jejich pohyb vyvola tok celého roztoku
v kapilare.

Zeta potencial je potencialovy rozdil mezi Sternovou vrstvou a nabojem kapilary. Protoze
je silné zavisly na pH, i velikost EOF se méni s pH. Pod pH 4 je disociace mala a EOF neni
vyznamny, nad pH 9 jsou silanolové skupiny plné disociovany a EOF je nejsilngjsi. Unikatni
znak EOF, rovny profil toku, je velmi vyznamny, protoze nepfispiva pfimo k disperzi zon.
Dalsi vlastnosti EOF je skuteCnost, ze zpusobuje pohyb vSech Castic, bez ohledu na jejich
naboj a velikost, ve stejném sméru. Za normalnich okolnosti (tj. zaporn€ nabity povrch
kapilary) se analyty pohybuji od anody ke katodé. Kationty migruji nejrychleji, protoze
elektroforetickd pritazlivost smérem ke katodé¢ a EOF jsou ve shodném sméru. VSechny
neutralni latky putuji rychlosti EOF a nejsou od sebe separovany. Anionty migruji
nejpomaleji, protoze jsou pifitahovany k anodé¢, ale diky vysokému EOF putuji ke katode¢.

Podle zplisobu provedeni rozliSujeme Ctyfi zakladni varianty kapilarni elektroforézy. Jsou
to kapilarni elektroforéza ve volné kapilafe neboli kapalinova zonova elektroforéza, kapilarni
gelova elektroforéza, micelarni elektrokinetickd chromatografie a kapilarni isoelektricka
fokusace.

Kapilarni elektroforézu ve volné kapilafe pouzil pro stanoveni obsahu Rubisco napf.
Warren [61].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Material

Meéfeni bylo provadéno na listech buku lesniho (Fagus sylvatica) odebranych na
Experimentalnim ekologickém pracovisti Centra pro vyzkum globalni zmény AV CR na
Bilém Kiizi v Moravskoslezskych Beskydech. Je to oblast s nizkou teplotou (ro¢ni prumér
teploty vzduchu je 6,8 °C) vysokou vlhkosti (primérna rocni relativni vlhkost vzduchu je
83 %) a vysokou mirou rocnich srazek (primeér za rok 2000 - 2009 je 1356 mm).

Tii roky staré sazenice byly na jafe 2010 vysazeny do kontejnerd o objemu 11 litri do
smesi kfemicitého pisku a lehké raseliny, kterd neosahovala zadna hnojiva a pH bylo
upraveno na 5,5-6,5. Na dné kontejnert byla cca 2 cm vysoka drenazni vrstva granulovaného
jilu. Rostliny byly péstovany ve vanach Ebb-flow a zavlaha byla zajistovana kapilarnim
vzlinanim z t&chto van. Zakladni hnojeni varianty N* bylo provedeno zalivkou okamZit& po
vysadbé s vyuzitim hnojiv dusi¢nanu amonného s vapencem, superfosfatu a siranu draselného
na vysledny obsah Zivin v substratu: 200 mg N-1",100 mg P,Os1" a 100 mg K»O-"". Na konci
kvétna 2010 a zac¢atkem dubna 2011 bylo provedeno druhé a tfeti hnojeni dusikem opét
v davce 200 mg N-I'". U kontrolni varianty N” bylo pouZito pouze fosforu a drasliku ve stejné
davce P,Osa K,O jako v pfipadé N* varianty.

Vzorky byly péstovany od zacatku vegetatniho obdobi (zacatek dubna 2011)
v minisférach s b&znou koncentraci CO, (A = 385 pmol-mol™) nebo v atmosféie se zvysenym
obsahem CO, (E =700 pmol'mol™). ,Feeding“ experiment byl provadén na pielomu
cervence a srpna 2011, pfi kazdém odbéru byly odebrany 3 vzorky (n = 3) z kazdé vyzivy
dusikem. Samotny feeding sacharosou byl proveden v souladu s metodou popsanou
MecCormockem et al. [62] Pro experiment byly vybrany stejné slunéné listy s pfiblizné
stejnou velikosti a podobnym umisténim na vétvicce. Listy pouzité ve vlastnim experimentu
byly adaptovany na po dobu 12 hodin. Nasledné byly pod vodou odstfizeny i s 1 cm
segmentem vétvicky a s timto segmentem vlozeny do cca 5 ml 0,7 M roztoku sacharosy resp.
vody. Koncentrace 0,7 M sacharosy predstavuje horni hranici bézné koncentrace sacharosy
v listovém floému. Listy byly fixovany ve vodorovné poloze k podlozce a vystaveny zareni
PPFD 200 umol-m'z-s'1 po dobu 0, 30, 60, 120, 180 min. Po této dobé byla stanovena listova
plocha ¢epele (Li-3000A, Li-Cor, USA) a Cerstva hmotnost. Nasledné byly vzorky vlozeny
v oznac¢enych mikrozkumavkach Eppendorf do tekutého dusiku a poté az do samotné analyzy
skladovany v hlubokomrazicim boxu pii teploté¢ —70 °C. Vzorky byly analyzovany na obsah
a aktivitu Rubisco a obsah nestrukturnich sacharida.
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Obr. 3.1 Kultivacni minisféry Experimentdlniho ekologického pracovisté Centra pro vyzkum
globdlni zmény Akademie véd CR na Bilém Krizi. Vlevo minisféra s normalni koncentraci,
vpravo minisféra se zvySenou koncentraci CO,. Ptevzato z [63].

3.2, Spektrofotometrické stanoveni pocatecni a celkové aktivity Rubisco

Stanoveni aktivity enzymu Rubisco vychazelo z metody Lilleyho a Walkera [64] s extrakci
podle Besforda [65]. Tento postup pro stanoveni aktivity Rubisco je zalozen na sptazeni tii
reakci Calvinova cyklu (reakce III - V). Metoda byla modifikovana pro stanoveni pocatecni
aktivity podle Heringové [66]. Jako substrat byl pouzit ribosa-5-fosfat, ktery se transformuje
pomoci enzymi obsazenymi v extraktu na ribulosa-1,5-bisfosfat (reakce Ia II). Vyhodou
pouziti ribosa-5-fosfatu je jeho nizsi cena a stabilnéjsi rychlost reakce, protoze se substrat
uvolfiuje ze smési postupné. Dale byl do smési pfidavan KHCOs;, ktery uvoliuje CO;
a aktivuje enzym Rubisco. K aktivaci Rubisco jsou dillezité i ionty Mg®* ve form& MgCl,. Do
reakeni smési byly rovnéz piidany enzymy, které katalyzuji reakce (III) - (V), NADH a ATP.
Kone¢nym produktem reakce je glyceraldehyd-3-fosfat (reakce Il - V). Aby se zabranilo
hromadéni ADP, ktery inhibuje enzym fosfoglyceratkinasu, je ADP fosforylovano v reakci
(VD). Aktivita Rubisco byla vypocitana podle Lambertova-Beerova zakona zubytku
absorbance pti oxidaci NADH (reakce V).

o ribosa-5-fosfat —bea—S-foddisonerasa y yihy]osa-5-fosfat (L)

e ribulosa-5-fosfat + ATP —fusa 5 foikinasa s yifyylosa-1,5-bisfosfat + ADP + H" (1)

e ribulosa-1,5-bisfosfat + CO, + H)O —24%“ 5 2(3-fosfoglycerat) + 2H" (I1IL.)

e 3-fosfoglycerat + ATP —fsbeerilinae oy 3 hisfosfoglycerat + ADP (IV.)

e 13-bisfosfoglycerast + NADH + H* —sbeorddelyd 3 foidely drogenase ., o]yceraldehyd-3-
fosfat + NAD" + HPO, V)

e 2-fosfokreatin + 2 ADP —Xrainfofokinasa o 5 yreatin + 2 ATP (VL)
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3.2.1. Pristroje

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

pH metr KNICK Portamess, typ 913pH

Centrifuga MLW T52.1

Absorpcni spektrofotometr Helios y od firmy Spectronic Unicam. Méfici rozsah
190-100 nm, spektralni Sitka pasu 2 nm.

3.2.2. Chemikalie

HEPES - N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-ethansulfonova kyselina; Sigma ALDRICH
Na,EDTA - ethylendiamintetraoctan disodny; Sigma ALDRICH
KOH - hydroxid draselny; Penta

DTT - dithiotreitol; Sigma ALDRICH

MgCl, - chlorid hofe¢naty; Sigma ALDRICH

BSA - bovinni sérovy albumin; Sigma ALDRICH

KHCO; - hydrogenuhlicitan draselny; Sigma ALDRICH
Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa; Sigma ALDRICH
Kreatinfosfokinasa; Sigma ALDRICH

R-5-P - ribosa-5-fosfat; Sigma ALDRICH

Kreatinfosfokinasa; Sigma ALDRICH

ATP - adenosin-5"-trifosfat; Sigma ALDRICH

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

3.2.3. Priprava roztoku

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

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

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

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

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

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

3.2.3.3. Priprava aktivacnich roztoki
V odmérné barice na 50 ml bylo rozpusténo 0,228 5 g MgCl, v HEPES-KOH, pH 8,0.
v odmérné barice na 50 ml bylo rozpusténo 0,300 3 g KHCO; v HEPES-KOH, pH 8.0.
Roztoky jsou stalé a uchovavajici se pii laboratorni teploté€. Z téchto roztokt se pipetuje po
50 ul do optické kyvety, coz odpovida konecné koncentraci 20 mM MgCl, a 25 mM KHCO;
v aktivacnim roztoku.
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3.2.3.4. Priprava extrakcniho roztoki

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

Roztok se uchovava pii teploté 4 °C. Takto pfipraveny roztok obsahuje 50 mM HEPES-
KOH, pH 7.8, 1 mM Na,EDTA, 5 mM DTT, 5 mM MgCl, a 0,2 % BSA.

3.2.3.5. Priprava roztoku glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy

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

3.2.3.6. Priprava roztoku kreatinfosfokinasy

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

3.2.3.7. Priprava roztoku R5P

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

3.2.3.8. Priprava roztoku 3-fosfoglycerdtkinasy

Ke stanoveni byl pouzit komerc¢né dodavany roztok.
Roztok se uchovava pii teploté 4 °C.

3.2.3.9. Priprava pracovniho roztoku

V odmérmé barice na 10 ml bylo rozpusténo v zdsobnim roztoku HEPES-KOH, pH 8,0:
0,002 g NADH
0,008 g DTT
0,013 g fosfokreatinu
0,019 g ATP
19 ul 3-fosfoglyceratkinasy
100 pl roztoku kreatinfosfokinasy
100 pl roztoku glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy

Takto pfipraveny pracovni roztok obsahuje 50 mM HEPES-KOH, pH 8,0, 1 mM
Na,EDTA, 0,25 mM NADH, 5mM DTT, 5 mM fosfokreatinu, 3,5 mM ATP, 80 nkat 3-
fosfoglyceratkinasy. 80 nkat  kreatinfosfokinasy a 80 nkat glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasy. Pracovni roztok je staly maximalné 6 hodin a uchovava se pfi
laboratorni teplotg.

3.2.4. Extrakce enzymu

Vzorek listu, pfiblizné 60—120 mg, byl rozdrcen v tfeci misce spolu s morskym piskem.
Nasledné bylo pfidano 5 ml extrakéniho roztoku a smés byla asi 30 sekund homogenizovana.
Vysledna suspenze byla pfelita do centrifugacni zkumavky a 30 sekund odstfed’ovana.
Ziskany extrakt byl pouzit ke stanoveni pocatecni a celkové aktivity. Tento extrakt rychle
starne, a proto bylo nutné ho zpracovavat co nejrychleji.
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3.2.5. Méreni aktivity

3.2.5.1. Pocdtecni aktivita

Pro méfeni pocatecni aktivity bylo do optické kyvety napipetovano 50 ul aktiva¢niho
roztoku MgCl, a 50 ul aktivaéniho roztoku KHCOs3. Déle bylo pfipraveno 20 pul extraktu,
850 ul pracovniho roztoku a 30 pl roztoku RS5P. Po promichani byl ihned méfen pokles
absorbance v 30s intervalech pii vinové délce 340 nm.

3.2.5.2. Celkova aktivita

Pro méfeni pocatecni aktivity bylo do optické kyvety napipetovano 50 ul aktiva¢niho
roztoku MgCl, a 50 pl aktivaéniho roztoku KHCO3 a 20 pl extraktu. Roztok byl promichan
a 15 minut inkubovan pfi laboratorni teploté. Po inkubaci bylo do kyvety ptfidano 850 pul
pracovniho roztoku a 30 ul roztoku RS5P. Po promichani byl méfen pokles absorbance
v 30 s intervalech pii vinové délce 340 nm.

3.2.6. Vypocet aktivity enzymu Rubisco

Meéfieni absorbance bylo provedeno u jedenacti vzorkd, odebiranych v atmosféfe s béznym
a zvySenym obsahem CO, v riiznych ¢asech. Pokles absorbance byl méfen v 30 s intervalech
celkem 6 minut, takze bylo ziskano celkem 12 hodnot absorbanci pro kazdy ze vzorkd.
Z téchto hodnot byl vypocten ubytek absorbance za 30 sekund AA. Po vytazeni odlehlych
hodnot byla ze zmén absorbance vypoctena aktivita enzymu Rubisco z Lambertova - Beerova
zéakona:

AA Ac
—=g] —
At At
kde AA je zména absorbance, ¢ je Cas [s], [/ je délka optické drahy [cm], & je molarni

absorpéni koeficient [cm*mmol™], ¢ je koncentrace [mol‘1™].
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Tabulka 1: Méfeni pocate€ni aktivity ve vzorku ANV 180 pii standardni koncentraci CO»,
AA je zména absorbance za 30 s.

plocha cerstva
AN*V180 | (md) hmot. (g) AA
1 0,001216| 0,116 -0,002%
2 0,001216| 0,116 0,003
3 0,001216| 0,116 0,001
4 0,001216| 0,116 0,001
5 0,001216| 0,116 0,002
6 0,001216| 0,116 0,001
7 0,001216| 0,116 0,001
8 0,001216| 0,116 0,001
9 0,001216| 0,116 0,001
10 0,001216| 0,116 0,001
11 0,001216| 0,116 0,002
12 0,001216| 0,116
prumér AA | 0,0010
Aktivita
(umol CO,'s™*m™) 0,540

* znaci statisticky odlehlou hodnotu, ktera nebyla zahrnuta do vypoctu
Aktivita enzymu byla vypoctena z rychlosti ubytku latkového mnozstvi substratu (CO,):
C2-MAVV
2.l

kde AA je primémy Ubytek absorbance [min™'], V je objem vzorku [pl], & je molarni
absorpéni koeficient [cm*mmol™'], a [ je délka optické drahy [cm]. Hodnota ¢ je pro NADH
6300 cm*mmol ™ a délka optické kyvety je 1 cm.

An

Aktivita v kyveté tj. 20 ul extraktu:

_AA-V 10,0020 -1000

= = =2,65-10"°umol CO, -s™
2-e-1  2-6300-60

An

Aktivita v 5 ml extraktu:
. . 76
An = 3265107 6,61-10*umol CO,, -s™
0,02
Aktivita enzymu vztazena na jednotkovou plochu listu:
Ao 6,61-107*

n=—"———=054 umolCO, -s" -m™
0,001216
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3.3. Elektroforetické stanoveni obsahu Rubisco

Stanoveni obsahu enzymu Rubisco vychazelo z metod Damerovalové [67] a Rogerse et al.
[68], postup byl upraven Floridnem [53] a Hlavackem [69].

3.3.1. Pristroje

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

Centrifuga MLW T52,1

Termoblok TDB-100 firmy BIOSAN, Riga (LotySsko)

Trepacka - LT2 Kavalier a.s.

Vortex - Start SA8

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

3.3.2. Chemikalie

2-Merkaptoethanol; Sigma ALDRICH

Akrylamid; SERVA

Brilantni modi G 250 — Coomassi; SERVA

Bromfenolova modi Na sul; SERVA

Butanol; Lachema

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

Ethanol; Lachema

Glycerol; Sigma ALDRICH

Glycin; SERVA

Kyselina chlorovodikova; PENTA

Methanol; PENTA

N,N’-Methylenbisakrylamid; SERVA

Peroxodisiran amonny; SERVA

Octova kyselina; Lachema

SDS - dodecylsulfat sodny; Sigma ALDRICH

TEMED - NN, N’ N’- tetramethylethylendiamin; Sigma ALDRICH
TRIS - tris(thydroxymethyl)aminomethan; Sigma ALDRICH

3.3.3. Priprava roztoku

3.3.3.1. Roztoky na pripravu gelii

Roztok A

30 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu bylo rozpusténo ve 100 ml vody.

Roztok se uchovava pii teploté 4 °C.
Roztok B

18,16 g TRIS bylo rozpusténo v 50 ml vody, pH bylo upraveno pomoci konc. HCI na
pH 8,8. Poté byl roztok doplnén na 100 ml.

Roztok se uchovava pii teploté 4 °C.
Roztok C

18,16 g TRIS bylo rozpusténo v 50 ml vody, pH bylo upraveno pomoci konc. HCI na
pH 6,8. Poté byl roztok doplnén na 100 ml.
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Roztok se uchovava pii teploté 4 °C.
Roztok D
10 g SDS bylo rozpusténo ve 100 ml vody.
Roztok se uchovava v temnu pfti laboratorni teploté.
Roztok E
0,1 g peroxodisiranu amonného bylo rozpusténo v 1 ml vody.
Roztok je nutno ptipravit pro kazdé stanoveni Cerstvy.
Roztok F
10 mg bromfenolové modii bylo rozpusténo v 1 ml vody.
Roztok se uchovava pii teploté 4 °C.
TEMED
Komer¢né dodavany roztok.

3.3.3.2. Pomocné roztoky

Elektrodovy pufr

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

Roztok se uchovava pii teploté 4 °C. Pouziva se opakované.
TRIS pufr

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

Roztok se uchovava pii laboratorni teploté.
Vzorkovy pufr

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

Roztok se uchovava pii teploté 4 °C.

3.3.3.3. Roztoky pro vizualizaci bilkovin

Stabilizacni roztok
100 ml methanolu bylo smichéno se 400 ml vody.
Roztok se uchovava pii laboratorni teploté.
Barvici roztok
0,5 g Coomasie Blue R 250 bylo smichano se 450 ml methanolu, 100 ml koncentrované
kyseliny octové a 450 ml vody.
Roztok se uchovava pii laboratorni teploté.
Odbarvovaci roztok
250 methanolu se smicha se 100 ml koncentrované kyseliny octové a 650 ml vody.
Roztok se uchovava pii laboratorni teploté.

3.3.4. Priprava gelu

Elektroforeticka skla byla omyta, odmasténa, oplachnuta destilovanou vodou a vylesténa
buni¢inou namocenou v ethanolu. Skla byla upevnéna do stojanu mens§im sklem dopfedu,
spodni hrany skel lezely na gumové podlozce a tlakem shora byla zajisténa proti vytecCeni
gelu. Ke stanoveni byl pouzit 10 % separacni a 5 % zaostfovaci gel. Pti pfipravé gelt bylo
nutné pracovat v rukavicich z divodu vysoké toxicity akrylamidu.
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3.34.1. Separacni gel
Pomoci automatické pipet byly do kadinky napipetovany roztoky podle tabulky 1.

Tabulka 2: Objemy roztokt k pfipravé 8% separacniho gelu (10 ml)

Roztok Objem
Destilovana voda 4,0
A 33
B 2,5
C -
D 0,1
E 0,1
TEMED 0,004

Roztok E a roztok TEMED byly do roztoku pfidany tésné pred nalitim roztoku mezi
elektroforeticka skla. Poté byl roztok dobfe promichéan a nalit mezi skla asi 2 cm od horniho
okraje. Zbyly roztok byl ponechan v kadince jako kontrola tuhnuti gelu. Roztok mezi skly byl
prevrstven butanolem pro vyrovnani hladiny a jako ochrana proti vypafovani vody. Po
ztuhnuti byl butanol slit a gel byl nékolikrat promyt destilovanou vodou.

3.3.4.2. Zaostiovaci gel
Pomoci automatické pipety byly do kadinky napipetovany roztoky podle tabulky 2.

Tabulka 3: Objemy k piipravé 5% zaostrovaciho gelu (3 ml)

Roztok Objem
Destilovana voda 2,10
A 1,00
B -
C 0,38
D 0,03
E 0,03
TEMED 0,003

Po pfidani roztoku E a roztoku TEMED byl zaostfovaci gel dobfe promichan a nalit na
vrstvu separaniho gelu téméf po okraj. Do prostoru mezi skla byl vlozen elektroforeticky
hiebinek, ktery byl odstranén az pfed nanaSenim vzorkt. Zbyly roztok byl ponechan
v kadince jako kontrola ztuhnuti gelu. Hotovy gel bylo mozné uchovavat v lednici, nejdéle
v§ak do druhého dne.
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3.3.5. Priprava standardu

Ve zkumavce Eppendorf bylo rozpusténo 1 mg D-ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy v 1 ml
vzorkového pufru. Smés byla peclivé promichana na Vortexu a poté vafena 5 minut
v termobloku pii teploté 100 °C.

3.3.6. Priprava vzorku

Vzorek listu (60—120 mg) byl rozetfen ve tifeci misce s moiskym piskem. Byly pfidany
2 ml TRIS pufru a vzorek byl asi 30 vtefin homogenizovan. Vznikla suspenze byla prelita do
centrifugani zkumavky a 1 minutu odstfed'ovana pii 3000 ot./min. Do mikrozkumavky
Eppendorf bylo napipetovano 0,5 ml extraktu a 0,5 ml vzorkového pufru. Smés byla
promichéana na vortexu a 5 minut viena v termobloku. Vzorky byly uchovavany v mraznicce
pfi teploté —18 °C.

3.3.7. Elektroforéza

Elektroforeticka skla s pfipravenym gelem byla vytazena ze stojanu, ocCiSténa od zbytkd
gelu a byl opatrné odstranén elektroforeticky hiebinek. Skla byla upevnéna do stojanu pro
elektroforézu mensim sklem smérem dovnitf. Stojan s upevnénymi skly byl vlozen do
elektroforetické nadoby a wvnitini prostor byl az po okraj naplnén elektrodovym pufrem.
Pomoci automatické pipety s dlouhou §pickou bylo do prvnich dvou pozic napipetovano 10 pl
standardu Rubisco a do dalSich pozic 10 pl vzorku. Vnéj$i prostor byl zaplnén asi do poloviny
nadoby. Aparatura byla pfipojena ke zdroji o konstantnim napéti 80 V. V pribéhu analyzy
bylo nutné kontrolovat hladinu elektrodového pufru ve vnitinim prostoru a poptipadé ho bylo
nutné doplnit. Elektroforéza probihala, dokud ¢elo vzorku nedostoupilo asi 2 cm od spodniho
okraje gelu.

3.3.8. Zviditelnéni bilkovin

Po ukonceni elektroforézy byla skla s gelem vyjmuta ze stojanu a ponofena do misky
s destilovanou vodou mensim sklem doli. Pomoci umélohmotné $pachtle byla skla od sebe
oddélena a doSlo kuvolnéni gelu. Destilovana voda byla wvylita, gel byl pfevrstven
stabilizacnim roztokem a 5 minut stabilizovan na tfepacce. StabilizaCni roztok byl slit do
zasobni lahve a poté byl gel protfepan s barvicim roztokem. Po 30 minutach byl gel promyt
pouzitym odbarvovacim roztokem a nasledné 90 minut protfepavan s Cistym odbarvovacim
roztokem. Po odbarveni byl gel opét promyt destilovanou vodou, polozen na elektroforetické
sklo a zabalen do potravinarské folie zabranujici jeho vysychéani. S gelem bylo nutné pracovat
v rukavicich z divodu vysoké toxicity akrylamidu. Hotové gely byly uchovavany v lednici
pii 4 °C.

3.3.9. Vyhodnoceni gelu

Hotové gely byly naskenovany do pocitate. Kvantifikace velké a malé podjednotky
enzymu Rubisco byla provedena pomoci HP Scanner programem Science Lab 2006, Multi
Gauge, verze 3.X. Tim byly zény velkych a malych podjednotek enzymu Rubisco pievedeny
na piky (intenzita zbarveni proti vzdalenosti od okraje gelu) a integraci byla vypocitana jejich
plocha. Velikost plochy byla pfimo umérna koncentraci bilkovin, proto byla koncentrace
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Rubisco ve vzorku vypocitana porovnanim plochy a koncentrace standardu. Protoze pomér
velikosti plochy a koncentrace standardu byl ovlivnén mnoha faktory, bylo nutné nanést
standard Rubisco na kazdy gel.

S GEEEE - . S

| AN #T,,'WI] EN*: wn

Obr. 3.2 Separacni polyakrylamidovy gel s viditelnymi zonami. Posledni sloupec je
standard Rubisco, 1-6 sloupec jsou extrakty vzorkii. Sipka znaci zény velké podjednotky

Vzorovy ptiklad vypoctu obsahu Rubisco:

Tabulka 4: Stanoveni obsahu Rubisco v uvedenych vzorcich

vaorka | Standard | vaorek | PO LA obsah g ||y
EN-3m 93182,4 43804 83 2,24 22,65
EN-1m 93182,4 62929 107 2,65 25,25
AN+1Im | 83563,5 137319 105 7,79 62,60
AN-3m 83563,5 41363 75 2,34 26,40
AN-4m | 115854,6 46661 61 2,23 26,41
AN+4m | 115854,6 | 125622 77 4,47 56,33

Pro stanoveni byl pouzit standard o koncentraci 1 mg'ml™
Vypocet koncentrace z ploch piki standardu a vzorku (pro vzorek EN-3m)

O3182,4 ... 1 mg/ml
43804,0. .. .. x mg/ml
x =0.47 mg/ml
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Koncentrace nefedéného vzorku:
2-0,47 = 0,94 mg/ml

Celkovy objem V =2 ml
2-0,94 = 1,88 mg enyzmu Rubisco

Prepocet na jednotkovou plochu listu:
1,88

0,00084

=2238mg-m”> =224g-m”

Prepocet na jednotkovou hmotnost listu:

1,88
 =2265mg-g”
0,083 oD MmEE

Vzorec pro vypodet obsahu Rubisco v jednotce listové plochy: (8,410 m?)
Pycg 4 43804 -1-4
10°  93182,4-8,4-10 *-10°

x= =224g-m”

st f)listu(m 2) )

Vzorec pro vypocet obsahu Rubisco vztazeny na jednotku hmotnosti listu:

P, -4-1 43804 -4-1
X = VZ 000 _ 380 000 — 22,65 mg (I'llb) ‘g (fW)l
st " Mgt diskn 931 62’4 -83

34. Stanoveni nestrukturnich sacharidu antronovou metodou

Nestrukturni sacharidy byly stanoveny antronovou metodou dle [54], [55], [70]. Tato
metoda je =zalozena na extrakci nestrukturnich sacharidd ve spojeni s naslednym
spektrofotometrickym stanovenim pomoci antronu. Podstatou je tvorba barevného komplexu
furfural-antron v prostfedi koncentrované kyseliny sirové. Intenzita zbarveni se méfi
spektrofotometricky.

3.4.1. Pristroje

Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGO® VZ Hradec Kralové. Parametry:
nejmensi
dilek 0,0001 g, kapacita 120 g, atest CML
Centrifuga MLW T52,1
Spektrofotometr HELIOS y
Vafi¢

3.4.2. Chemikalie

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

H,S04- 98% kyselina sirova
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3.4.3. Priprava roztoku

Roztok antronu

V 50 ml 85% kyseliny sirové bylo rozpusténo 0,2 g antronu. Roztok byl pfeveden do 100
ml odmérné baiky. Roztok antronu se uchovava pfti laboratorni teploté a je staly maximalné
24 hodin.

Roztok IM chloralhydrdtu - rozpoustédio
Ve 100 ml vody bylo rozpusténo 16,54 g chloralhydratu. Roztok je staly a uchovava se pfi
teplote 4°C.

Kalibracni roztoky glukosy

Ve 100 ml vody bylo rozpusténo 0,1 g glukosy. Roztok byl prfeveden do 200 ml odmérné
baniky. Z pfipraveného kalibraéniho roztoku o koncentraci 0,5 mg/ml byly pfipraveny
postupnym fedénim kalibracni roztoky o koncentracich 0-0,4 mg/ml. Roztoky jsou stalé a
uchovavaji se pfi laboratorni teploté.

Extrakce rozpustnych sacharidi

60—-120 mg vzorku bylo spolu s motfskym piskem rozetfeno v tfeci misce na prasek. Tento
praSek byl  kvantitativné  pfeveden do  zkumavky Sml smési MCW
(metanol : chloroform : voda v poméru 12:5:3). Po protfepani na vortexu byla zkumavka
vlozena na 10 s do ultrazvukové lazné a potom byla zkumavka ponechana 10 minut pfi
pokojové teploté, aby se bunky rozrusily. Poté byl vzorek centrifugovan po dobu 10 min.
(2500 ot./min). Vznikly supernatant byl slit do kadinky a cela extrakce jeste¢ 2x opakovala
(celkovy objem supernatantu byl 15 ml). Supernatant byl pouzit na stanoveni rozpustnych
sacharidu, usazenina ve zkumavce na stanoveni Skrobu.

Ze vzniklého supernatantu bylo odebrano 5 ml a byly pfidany 3 ml H,O a smés byla
centrifugovana po dobu 10 minut pfi (2500 ot./min). Z vrchni faze byl odpipetovan 1 ml
abylo pfiddino 5 ml roztoku antronu - tato smes musela byt intenzivné chlazena. Po
promichani a vychlazeni se vzorek promichal a byl zahtivan po dobu 10 min. na vodni 14zni.
Po vyjmuti z lazn€ byla zkumavka se vzorkem opét chlazena.

Do ¢cisté zkumavky bylo napipetovano 4,5 ml roztoku koncentrované kys. sirové, ke
kterému bylo pfidano 0,5 ml vzorku (10x fedéni). Poté byly vzorky ponechany pfi laboratorni
teploté asi 10 min. Nasledn¢ byla zméfena absorbance pii 630 nm proti destilované vode.

Vypocet obsahu rozpustnych sacharidi

Celkem byly u kazdého odbéru méfeny 3 vzorky (n = 3). Obsah nestrukturnich sacharida
byl vypocten z kalibra¢ni kiivky.
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0,7 1
0,6 -
0,5 1
0,4 -
0,3 1
0,2 -
0,1 1
0e . . . . . .
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

¢ [mg/mil]

y =6,4286x + 0,0206
R* = 0,993

Ae30[nm]

Obr. 3.3 Kalibracni kiiivka glukosy (R°=0,993)

Rovnice linearni regrese:
y = 6,4286x+0,0206

L »=0.0206
6,4286

kde x piedstavuje koncentraci nestrukturnich sacharidéi [mg'ml™] a y znaci absorbanci
jednotlivych vzorkl pii 4 = 630 nm

Tabulka 5: Mé&feni mnoZstvi nestrukturnich sacharidia ve vzorku EN™ S 120

mefeni C. A m [g]

1 0,290 0,123

2 0,302 0,123

3 0,308 0,123
prumér 0,300

Vypocet koncentrace nestrukturnich sacharidi v 10x zfedéném roztoku:
¢, - A-0,0206 _0,3-0,0206 _ 0,0435 mg - ml”
- 6,4286 6,4286

Vypocet koncentrace v nefedéném vzorku:
c=c, -10=0,435mg-ml"

Vypocet hmotnosti nestrukturnich sacharida v 15 ml extraktu:
mys = 0,435x15 = 6,525 mg
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Vypocet koncentrace nestrukturnich sacharidi vztazena na 1 g Cerstvé hmotnosti:

2
—%2@253,049mg-g"1
m 0,123 —7w—

Extrakce Skrobu

K sedimentu po stanoveni sacharida byl napipetovan 1 ml 1M chloralhydratu. Roztok byl
promichan na vortexu a smés byla zahfivana 15 minut na vrouci vodni lazni. Poté byly vzorky
5 min. centrifugovany pii (2500 ot./min). Vzorek byl 10x zfedén ze smési byl odebran 1 ml
aza stalého chlazeni ledem byl pfidan k 5 ml roztoku antronu. Smés byla promichana
a zahfivana na vrouci vodni lazni dalsich 10 minut.

Meéreni obsahu Skrobu

Po vyndani z vodni lazné€ byly vzorky ponechany 10 minut pfi pokojové teploté a nasledné
byla zméfena absorbance pii 630 nm. Pfi méfeni se postupovalo stejné jako pifi méfeni
sacharidti. Nékdy bylo potieba dodate¢né fedéni (1:1) roztokem kys. sirové.

2 -
15 A
g
=
= 1 -
@
< y = 5,945x + 0,0195
0,5 1 R? = 0,999
O 1 1 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4

¢ [mg/mi]

Obr. 3.4 Kalibracni krivka Skrobu (RZ:O, 999)

Rovnice linearni regrese:
y=5945x+0,0195

_ y=0,0195
5,945

kde x piedstavuje koncentraci skrobu [mg:ml™] a y znag&i absorbanci jednotlivych vzorkd pfi
A =630 nm
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Tabulka 6 : Méfeni mnozstvi nestrukturnich sacharidd ve vzorku EN +V 60

mefeni C. A m [g]

1 1,665 0,117

2 1,668 0,117

3 1,675 0,117
prumér 1,669

Vypocet koncentrace Skrobu v 10x zfedéném roztoku:
. = A-0,0195 1,669-0,0195
75,945 5,945

=0,2775 mg - ml”

Vypocet koncentrace v nefedéném vzorku:
c=c, 10=2,775mg -ml"

Vypocet koncentrace Skrobu vztazend na 1 g ¢erstvé hmotnosti:

_% = M = 23,715 mg.g'l
m 0,117 =——————
3.5. Stanoveni nestrukturnich sacharidi pomoci HPLC

Stanoveni sacharidi pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie (HPLC) bylo
provadéno dle Cabalkové et al. [57].

Vzorek listu byl v misce rozdrcen spolu s kapalnym dusikem a §petkou motského pisku.
Rozdrceny prasek byl kvantitativné preveden do mikrozkumavky Eppendorf (2 ml) spolu se
smési 1 ml methanol:chloroform:voda (12:5:3), poté byla smés zahtivana na 45 °C po dobu
10 minut. Smés byla vortexovana a vlozena do ultrazvukové lazné€ (1 min.) a nasledné
centrifugovana (6000 ot./min) po dobu 10 minut. K odebranému 1 ml supernatantu bylo
pfidano 0,5 ml deionizované vody a smés byla opét sonifikovana a centrifugovana, poté byl
roztok prefiltrovan pies stfikackovy filtr (PVDF, 0,22 um). Smés byla zahusténa na vakuové
odparce (30 °C, odpafeni methanolu a chloroformu) na dobu 2-3 hod. a lyofilizovana pies
noc. Lyofilizat byl pfed analyzou rozpustén v 0,5 ml smési acetonitril/voda (1:1) a ziskany
roztok byl po centrifugaci prenesen do vialky.

3.5.1. Pristroje

HPLC HEWLETT PACKARD série 1 100 s refraktometrickym (RI) detektorem, kolona
prevail Carbohydrate ES 5v 250 % 4,6 mm (max. tlak 153 bar, min. O bar)

3.5.2. Chemikalie

voda pro HPLC
acetonitril pro HPLC
standardy:
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sacharosa, SIGMA

fruktosa, SIGMA

glukosa, SIGMA

arabinosa D(-), 99% SIGMA

ribosa D (-), SIGMA

galaktosa D (+), 99% SIGMA, obsahuje < 0,01% glukosy
manosa D (+), mix. Anomer, SIGMA

3.5.3. Priprava roztoku
Mobilni faze

75 % acetonitril byl pfipraven z 750 ml acetonitrilu a 250 ml demi vody, po ohfati pfi
laboratorni teploté byl roztok vlozen na 20 min. do ultrazvuku - odplynéni

Standardy
Koncentrace standardii fruktosy, glukosy a sacharosy byla 5 mg/ml. Od kazdého standardu
bylo navazeno 5 mg a rozpusténo v 1 ml HPLC vody

Podminky metody
pomér acetonitril/voda 3:2, pratok 1ml/min.

Ndstriky standardhi
fruktosa - 0,5; 0,1; 2,5; 5,0; 10; 25 ul
glukosa - 0,5; 0,1; 2,5; 5,0; 10; 25 ul
sacharosa - 2,5; 5,0; 10; 25; 50,100 pl

1200000,0
1000000,0 -
800000,0 -

600000,0 - =4=fru

Plocha piku

400000,0 -

200000,0 -

0,0 T T T T T 1
5 20 25

Obr. 3.5 Kalibracni kifivka fruktosy
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Rovnice linearni regrese:
y=8972,5x

Vypocet mnozstvi fruktosy v 10x zfedéném vzorku:
plocha piku pro fruktosu: 150 460

150460 oo
8972,5 8972,5

y:

Vypocet mnozstvi fruktosy v nefedéném vzorku:
m=16,77x10=167,7 pg = 0,1677 mg

Vypocet hmnotnosti fruktosy vztazeny na 1 g Cerstvé hmotnosti:
0,1677

0,069

= 2,43 mg Fru/g FW

Totozné jsou vypocty pro glukosu a sacharosu z nasledujicich linearnich regresi:

Rovnice linearni regrese pro glukosu:
y =7836,6 x

Rovnice linearni regrese pro sacharosu:
y=9384,4 x

3.6. Statistické zpracovani vysledki

V experimentu bylo pracovano vzdy se tfemi vzorky listd od kazdé varianty (n = 3).
Vysledky byly zpracovavany v programu Microsoft Excel, kde byly vyhodnoceny aritmetické
pruméry, smérodatné odchylky (SD) a intervaly spolehlivosti (IS).

47



4. VYSLEDKY

4.1.

Tabulka 7: Pramérné hodnoty pocateCnich aktivit pro vzorky kultivované v bézné

Stanoveni pocatecni a celkové aktivity enzymu Rubisco

koncentraci CO; , jejich smérodatné odchylky (SD) a intervaly spolehlivosti (IS), n = 3.

A pocatecni
aktivita aktivita

VZORKY | (pmol/ssm?) SD IS (nmol/s-g) SD IS
AN -V 0 1,086 0,000 0,000 0,013 0,011 0,010
AN+V 0 0,917 0,741 0,726 0,004 0,003 0,003
AN-S 30 0,789 0,078 0,076 0,008 0,001 0,001
AN+S 30 0,687 0,148 0,145 0,007 0,001 0,001
AN-S 60 0,709 0,711 0,805 0,002 0,000 0,000
AN+S 60 0,706 0,354 0,401 0,007 0,003 0,003
AN-V 60 0,824 0,208 0,203 0,006 0,002 0,002
AN+V 60 1,577 1,767 1,732 0,008 0,002 0,002
AN-S 120 0,825 0,205 0,201 0,009 0,002 0,002
AN+S 120 0,908 0,688 0,674 0,006 0,001 0,001
AN-V 120 1,149 0217 0213 0,011 0,002 0,002
AN+V 120 0,630 0,227 0,223 0,007 0,003 0,003
AN-S 180 0,760 0,282 0,276 0,007 0,003 0,003
AN+S 180 0,693 0,192 0,217 0,007 0,002 0,002
AN-V 180 0,645 0,183 0,180 0,006 0,002 0,002
AN+V 180 0,537 0,188 0,184 0,006 0,002 0,002
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Tabulka 8: Primérné hodnoty celkovych aktivit pro vzorky kultivované v bézné
koncentraci CO; , jejich smérodatné odchylky (SD) a intervaly spolehlivosti (IS), n = 3.

A celkova
aktivita aktivita

VZORKY | (pmol/s'm?) SD IS (nmol/s-g) SD IS
AN-V 0 1,248 1,062 1,041 0,012 0,010 0,010
AN+V 0 0,751 0,410 0,402 0,004 0,003 0,003
AN-S 30 0,476 0,104 0,102 0,005 0,001 0,001
AN+S 30 0,775 0,029 0,028 0,007 0,001 0,001
AN-S 60 0,800 0,505 0,572 0,007 0,003 0,004
AN+S 60 0,722 0,497 0,563 0,007 0,003 0,004
AN-V 60 0,600 0,139 0,136 0,006 0,001 0,001
AN+V 60 0,733 0,202 0,198 0,008 0,002 0,002
AN-S 120 0,846 0,155 0,152 0,008 0,002 0,001
AN+S 120 0,928 0,639 0,626 0,011 0,008 0,008
AN-V 120 1,033 0,493 0,483 0,009 0,004 0,004
AN+V 120 0,809 0,646 0,633 0,009 0,008 0,007
AN-S 180 0,711 0,359 0,352 0,006 0,003 0,003
AN+S 180 0,753 0,358 0,405 0,040 0,048 0,054
AN-V 180 0,883 0,252 0,247 0,008 0,002 0,002
AN+V 180 0,810 0,356 0,349 0,009 0,005 0,005

Tabulka 9: Primérné hodnoty pocatecnich aktivit pro vzorky kultivované v atmosfére se

zvySenou CO,, jejich smérodatné odchylky (SD) a intervaly spolehlivosti (IS), n = 3.

E pocatecni

aktivita aktivita
VZORKY | (pmol/s'm?) SD IS (nmol/s-g) SD IS
EN-V0 0,793 0,238 0,233 0,007 0,003 0,003
EN+V 0 0,670 0,310 0,303 0,007 0,004 0,004
EN-S 30 1,990 2,221 2,176 0,007 0,003 0,003
EN+S 30 0,416 0,125 0,123 0,004 0,001 0,001
EN-S 60 0,779 0,475 0,466 0,012 0,005 0,005
EN+S 60 0,766 0,222 0,217 0,008 0,003 0,002
EN-V 60 0,748 0,363 0,356 0,012 0,009 0,008
EN+V 60 0,613 0,412 0,404 0,005 0,004 0,004
EN-S 120 0,716 0,340 0,333 0,008 0,001 0,001
EN+S 120 0,671 0,250 0,245 0,007 0,003 0,003
EN-V 120 1,330 1,064 1,043 0,007 0,003 0,003
EN+V 120 1,324 1,339 1,312 0,257 0,436 0,427
EN-S 180 0,792 0,129 0,127 0,008 0,001 0,001
EN+S 180 0,811 0,313 0,306 0,007 0,003 0,003
EN-V 180 2,069 2,329 2,283 0,007 0,003 0,003
EN+V 180 0,782 0,487 0,477 0,257 0,436 0,427
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Tabulka 10: Primérné hodnoty celkovych aktivit pro vzorky kultivované v atmosfére se
zvySenou CO,, jejich smérodatné odchylky (SD) a intervaly spolehlivosti (IS), n = 3.

E celkova
aktivita aktivita
VZORKY | (umol/s'm?) SD IS (nmol/s-g) SD IS
EN -V 0 0,703 0,263 0,258 0,006 0,002 0,002
EN+V 0 0,701 0,343 0,337 0,007 0,004 0,003
EN-S 30 3,676 4,724 4,629 0,039 0,051 0,050
EN+S 30 0,894 0,325 0,319 0,009 0,002 0,002
EN-S 60 0,765 0,578 0,566 0,010 0,005 0,005
EN+S 60 0,912 0,422 0,413 0,009 0,005 0,004
EN-V 60 0,974 0,435 0,426 0,010 0,005 0,005
EN+V 60 0,802 0,504 0,494 0,006 0,005 0,005
EN-S 120 1,079 0,327 0,320 0,011 0,004 0,004
EN+S 120 0,740 0,228 0,223 0,006 0,002 0,002
EN-V 120 0,863 0,271 0,265 0,009 0,003 0,003
EN+V 120 0,764 0,567 0,555 0,008 0,003 0,003
EN-S 180 0,844 0,154 0,151 0,009 0,002 0,002
EN+S 180 0,917 0,316 0,310 0,008 0,003 0,003
EN-V 180 1,061 0,174 0,171 0,010 0,001 0,001
EN+V 180 0,988 0,620 0,608 0,009 0,006 0,006
0,014
0,012 4
é_ 0,010
é 0,008
&
:% 0,006 O AVN-
ﬁ B ASN-
jé 0,004
2
0,002 4
0,000
0 30 60 120 180
¢as [min]

Obr. 4.1 Pocatecni aktivita Rubisco ve vzorcich nehnojenych dusikem (N°) kultivovanych
ve vodeé (V) a sacharose (S) v bézné koncentraci CO, (A), n = 3. Chybové usecky zndzoriuji
interval spolehlivosti.
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Obr. 4.2 Pocdtecni aktivita Rubisco ve vzorcich hnojenych dusikem (N*) kultivovanych ve
vodé (V) a sacharose (S) v bézné koncentraci CO; (4), n = 3. Chybové usecky zndzornuji
interval spolehlivosti.

Zobr. 4.1 a 42 je zfejmé, ze nebyl statisticky vyznamny rozdil v pocatecnich aktivitach
Rubisco mezi vzorky kultivovanymi ve vodé (V) a v sacharose (S) v bézné koncentraci CO,
(A). Statisticky rozdil byl zjistén pouze v nehnojené varianté (N-) v 60. minuté. Taktéz nebyl
pozorovan priikazny rozdil v poCatecnich aktivitach mezi variantami N* a N
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Obr. 4.3 Pocatecni aktivita Rubisco ve vzorcich nehnojenych dusikem (N) kultivovanych
ve vodé (V) a sacharose (S) vezvySené koncentraci CO; (E), n=3. Chybové usecky
znazortiuji interval spolehlivosti.
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Obr. 4.4 Pocatecni aktivita Rubisco ve vzorcich hnojenych dusikem (N*) kultivovanych ve
vodé (V) a sacharose (S) ve zvySené koncentraci CO; (E), n = 3. Chybové usecky zndzoriuji
interval spolehlivosti.

V podminkach zvysSené koncentrace CO, nebyl pozorovan priukazny rozdil v aktivité
Rubisco mezi variantami N* a N ani mezi variantami S a V. Aktivita Rubisco je v3ak vice
stimulovana u varianty hnojené dusikem (obr. 4.3 a 4.4). Rovnéz nebyl prokazan vyznamny
rozdil v aktivité¢ Rubisco mezi listy kultivovanymi v bézné a zvySené koncentraci CO,.

4.2, Stanoveni obsahu enzymu Rubisco

Tabulka 11: Primérné hodnoty obsahu enzymu Rubisco pro vzorky kultivované v bézné
koncentraci CO, (A), jejich smérodatné odchylky (SD) a intervaly spolehlivosti (IS).
N — vzorky nehnojené dusikem, N* — vzorky hnojené dusikem, n = 3.

obsah Rubisco obsah Rubisco
vzorek A | (g/m®) pro N’ SD IS (g/m*)pro N* SD IS
1 2,97 0,03 0,04 7,79 0,17 0,19
2 2,02 0,07 0,08 3,24 0,21 0,24
3 2,34 0,11 0,12 3,03 0,20 0,23
4 2,23 0,10 0,12 4,47 0,28 0,32
pramér 2,39 0,08 0,09 4,63 0,22 0,24
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Tabulka 12: Primérné hodnoty obsahu enzymu Rubisco pro vzorky kultivované ve zvySené
koncentraci CO, (E), jejich smérodatné odchylky (SD) a intervaly spolehlivosti (IS).
N — vzorky nehnojené dusikem, N* — vzorky hnojené dusikem, n = 3.

obsah Rubisco obsah Rubisco
vzorek E | (g/m®) pro N’ SD IS (g/m?) pro N* SD IS
1 2,59 0,15 0,17 3,60 0,31 0,35
2 1,48 0,02 0,02 2,99 0,08 0,09
3 2,24 0,13 0,18 3,99 0,14 0,15
4 2,28 0,13 0,15 2,88 0,19 0,21
pramér 2,15 0,11 0,13 3,37 0,18 0,20
5,0
T
45 1 1
4,0 4
2 35 -
b
S 3,0 -
2
5 25 4 -
m: -
= 2,0 -
3
8 15 -
1,0 4
0,5 4
0,0
varianty
O AN+ O AN- B EN+ @ EN-

Obr. 4.5 Obsah Rubisco ve vzorcich hnojenych dusikem (N*) a nehnojenych dusikem (N)
kultivovanych v bézné (A) a ve zvySené koncentraci CO> (E), n=3. Chybové usecky
znazortiuji interval spolehlivosti.

Z obr. 4.5 je vidét, ze obsah Rubisco je vyznamné nizsi pii kultivaci vzorkd ve zvySené

koncentraci CO;, (E) nez v bézné koncentraci CO, (A), taktéz je nizs§i obsah Rubisco pii
nehnojeni dusikem (N°) neZ pii hnojeni dusikem (N™).
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4.3. Stanoveni nestrukturnich sacharidu antronovou metodou

Tabulka 13: Primérné hodnoty obsahu nestrukturnich sacharidli ve vzorcich kultivovanych
v bézné atmosfére (A), jejich smérodatné odchylky (SD) a intervaly spolehlivosti (IS),
(n=3).

cukr
VZOREK | cukr [mg/g] SD IS [mg/cm’] SD IS
AN-V 0 58,41 15,88 17,97 0,63 0,18 0,20
AN+V 0 53,46 7,56 8,56 0,56 0,06 0,06
AN-V 60 63,26 30,22 34,19 0,62 0,29 0,33
AN+V 60 49,26 12,35 13,97 0,47 0,13 0,14
AN-S 60 85,52 19,92 22,54 0,85 0,20 0,23
AN+S 60 75,68 23,44 26,52 0,79 0,23 0,26
AN-V 120 69,10 13,98 15,82 0,73 0,15 0,17
AN+V 120 53,73 4,85 5,49 0,56 0,05 0,06
AN-S 120 87,76 21,98 24,87 0,92 0,28 0,31
AN+S 120 92,63 22,70 25,69 0,84 0,29 0,33
AN-V 180 57,91 16,14 18,26 0,57 0,14 0,16
AN+V 180 53,29 11,97 13,54 0,49 0,06 0,07
AN-S 180 97,87 19,42 21,97 1,01 0,19 0,22
AN+S 180 106,33 25,66 29,03 1,04 0,35 0,40
Tabulka 13: pokracovani
Skrob
VZOREK | $krob [mg/g] SD IS [mg/cm?] SD IS
AN-V 0 18,81 5,99 6,78 0,20 0,07 0,07
AN+V 0 9,51 1,70 1,92 0,10 0,02 0,02
AN-V 60 36,13 11,04 12,49 0,36 0,10 0,12
AN+V 60 15,24 4,02 4,55 0,15 0,05 0,06
AN-S 60 27,41 10,93 12,37 0,27 0,10 0,11
ANH+S 60 8,37 2,35 2,66 0,09 0,03 0,03
AN-V 120 29,08 7,49 8,48 0,31 0,08 0,09
AN+V 120 10,92 2,04 2,31 0,11 0,02 0,03
AN-S 120 31,39 10,33 11,69 0,33 0,12 0,13
AN+S 120 10,43 1,96 2,22 0,09 0,01 0,01
AN-V 180 34,62 11,89 13,46 0,34 0,11 0,13
AN+V 180 12,16 1,82 2,06 0,11 0,01 0,02
AN-S 180 23,17 5,77 6,53 0,24 0,05 0,06
AN+S 180 9,62 3,45 3,90 0,09 0,03 0,03
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Tabulka 14: Primérné hodnoty obsahu nestrukturnich sacharid ve vzorcich kultivovanych
ve zvysSené koncentraci CO, (E), jejich smérodatné odchylky (SD) a intervaly spolehlivosti

aS), (n=3).
cukr
VZOREK | cukr [mg/g] SD IS [mg/cm?] SD IS
EN-V 0 60,95 21,18 23,97 0,62 0,21 0,24
EN+V 0 48,36 15,13 17,12 0,51 0,20 0,23
EN-V 60 71,76 27,83 31,49 0,74 0,26 0,29
EN+V 60 64,13 14,92 16,89 0,72 0,17 0,20
EN-S 60 82,43 15,31 17,33 0,80 0,12 0,14
EN+S 60 74,63 20,88 23,63 0,76 0,22 0,25
EN-V 120 63,35 17,36 19,64 0,62 0,12 0,13
EN+V 120 60,93 11,24 12,72 0,66 0,10 0,12
EN-S 120 90,43 26,68 30,19 0,90 0,22 0,25
EN+S 120 102,74 34,89 39,48 1,15 0,38 0,44
EN-V 180 73,10 18,69 21,15 0,61 0,16 0,18
EN+V 180 67,51 7.81 8,83 0,76 0,07 0,08
EN-S 180 95,84 18,70 21,16 0,98 0,14 0,16
EN+S 180 95,40 27,28 30,87 1,05 0,26 0,29
Tabulka 14: pokracovani
Skrob Skrob
VZOREK [mg/g] SD IS [mg/cm?] SD IS
EN-V 0 4338 4,98 5,64 0,44 0,03 0,04
EN+V 0 13,47 4,29 4,85 0,13 0,03 0,03
EN-V 60 37,87 4,34 491 0,39 0,04 0,05
EN+V 60 15,26 6,02 6,81 0,17 0,07 0,07
EN-S 60 42,71 14,17 16,03 0,41 0,11 0,13
EN+S 60 12,41 3,68 4,16 0,12 0,03 0,04
EN-V 120 37,12 5,07 5,74 0,38 0,08 0,09
EN+V 120 16,19 4,07 4,60 0,18 0,04 0,05
EN-S 120 48,80 12,37 14,00 0,49 0,10 0,11
EN+S 120 14,55 7,95 9,00 0,16 0,09 0,10
EN-V 180 48,23 9,58 10,84 0,48 0,07 0,08
EN+V 180 15,40 2,20 2,49 0,18 0,04 0,05
EN-S 180 37,22 8,84 10,00 0,38 0,09 0,10
EN+S 180 15,61 3,70 4,19 0,18 0,05 0,06
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Obr. 4.6 Akumulace rozpustnych sacharidii v listech v intervalu 0—180 minut po zacatku
Jotosyntézy u vzorkit kultivovanych ve vodé (V) a v sacharose (S) bez pridavku dusiku (N') pri
bézné koncentraci CO; (A). Chybové uisecky zndzortiuji intervaly spolehlivosti, n = 3.
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Obr. 4.7 Akumulace rozpustnych sacharidii v listech v intervalu 0—180 minut po zacatku
Jotosyntézy u vzorkii kultivovanych ve vodé (V) a v sacharose (S) s pFidavkem dusiku (N*) pri
bézné koncentraci CO; (4). Chybové usecky zndzortiuji intervaly spolehlivosti, n = 3.

57




Z obr. 4.6 a 4.7 mazeme vidét, ze narust obsahu rozpustnych sacharidii s ¢asem nastal
u varianty A pouze u vzorkl kultivovanych v sacharose, kdezto u vzorkl kultivovanych ve
vod¢ zistaval obsah rozpustnych sacharidi od 60. do 180. minuty téméf stejny, jak u varianty
s hnojenim dusikem (N¥), tak i u varianty N°. Statisticky vyznamné rozdily v obsahu
rozpustnych sacharidi 1ze mezi S a V pozorovat pouze u varianty hnojené dusikem (N*)
v ¢asech 120 a 180 minut. Mezi variantami N* a N nebyly zji§tény statisticky vyznamné
rozdily v obsahu rozpustnych sacharidu.
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Obr. 4.8 Akumulace rozpustnych sacharidii v listech v intervalu 0—180 minut po zacatku
Jotosyntézy u vzorkit kultivovanych ve vodé (V) a v sacharose (S) bez pridavku dusiku (N') pri
zvySené koncentraci CO; (E). Chybové usecky zndzorfuji intervaly spolehlivosti, n = 3.
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Obr. 4.9 Akumulace rozpustnych sacharidii v listech v intervalu 0—180 minut po zacdtku
Jotosyntézy u vzorkii kultivovanych ve vodé (V) a v sacharose (S) s pFidavkem dusiku (N*) pri
zvySené koncentraci CO; (E). Chybové usecky zndzorfiuji intervaly spolehlivosti, n = 3.

Z obr. 4.8 a 4.9 vyplyva, ze v podminkach zvySené koncentrace CO, je obsah rozpustnych
sacharidi v listech nevyznamné vyssi u vzorkl kultivovanych v sacharose ve srovnani se
vzorky kultivovanymi ve vod¢é. Hnojeni dusikem nema na akumulaci rozpustnych sacharida
vliv. Rovnéz nebyly zjistény vyznamné rozdily v obsahu rozpustnych sacharidii mezi listy
kultivovanymi v normalni a zvySené koncentraci CO,.
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Obr. 4.10 Akumulace Skrobu v listech 0—180 minut po zacatku fotosyntézy ve vzorcich
kultivovanych ve vodé (V) a v sacharose (S) bez pridavku dusiku (N') pri bézné koncentraci
CO; (A). Chybové usecky zndzorfiuji intervaly spolehlivosti, n = 3.
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Obr. 4.11 Akumulace Skrobu v listech 0-180 minut po zacatku fotosyntézy ve vzorcich
kultivovanych ve vodé (V) a v sacharose (S) s pridavkem dusiku (N°) pri bézné koncentraci
CO; (A). Chybové usecky zndzorfiuji intervaly spolehlivosti, n = 3.
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U listd kultivovanych pfi normalni koncentraci CO, nebyl zjistén statisticky vyznamny
rozdil v obsahu §krobu mezi variantami V a S. Naproti tomu vyznamny vliv na obsah §krobu
mélo hnojeni dusikem, u varianty N* byl obsah §krobu v listech pfiblizn& dvakrat niZsi, nez u

listd nehnojenych dusikem (obr. 4.10 a 4.11).
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Obr. 4.12 Akumulace Skrobu v listech 0—180 minut po zacatku fotosyntézy ve vzorcich
kultivovanych ve vodé (V) a v sacharose (S) bez pridavku dusiku (N°) pri zvySené koncentraci

CO; (E). Chybové usecky zndzorfiuji intervaly spolehlivosti, n = 3.
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Obr. 4.13 Akumulace Skrobu v listech 0—180 minut po zacatku fotosyntézy ve vzorcich
kultivovanych ve vodé (V) a v sacharose (S) s pridavkem dusiku (N') pri zvySené koncentraci
CO; (E). Chybové usecky zndzorfiuji intervaly spolehlivosti, n = 3.

U vzorkll kultivovanych pii zvySené koncentraci CO, nebyl zjistén vyznamny rozdil
v akumulaci Skrobu mezi variantami V a S. Obsah Skrobu v§ak byl u varianty N pfiblizné
dvakrat az tfikrat vy$§i nez u varianty N* (obr. 4.12 a 4.13). U varianty kultivované pii
zvysené koncentraci CO, byl obsah skrobu v listech nevyznamné vyssi nez u varianty v bézné
koncentraci CO..
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4.4.

Stanoveni nestrukturnich sacharidi pomoci HPLC

Tabulka 15: Akumulace fruktosy, glukosy a sacharosy v listech 0—180 minut od zacatku
fotosyntézy zjisténa metodou HPLC. A — bézna koncentrace CO,, N - nehnojeno dusikem,
N* - hnojeno dusikem, V- listy kultivované ve vodg, S — listy kultivované v sacharose, jejich
smérodatné odchylky (SD) a intervaly spolehlivosti (IS), (n = 3).

fruktosa glukosa sacharosa

VZOREK | [mg/g FW] SD IS [mg/g FW] SD IS [mg/g FW] SD IS
AN+V 0 1,16 0,02 0,03 1,14 0,01 0,02 7,45 0,03 0,04

AN-V 0 1,55 0,09 0,10 1,92 0,04 0,04 9,96 0,02 0,02
AN+S 60 4,28 0,07 0,08 3,70 0,07 0,08 20,25 0,04 0,05
AN-S 60 0,64 0,16 0,18 0,64 0,15 0,16 15,48 1,65 2,29
AN+V 60 2,55 0,06 0,07 2,45 0,03 0,04 5,17 0,01 0,01
AN-V 60 0,82 0,09 0,13 0,75 0,15 0,17 8,43 0,12 0,13
AN+S 120 6,75 0,09 0,10 5,75 0,06 0,07 24,59 0,21 0,23
AN-S 120 1,48 0,04 0,04 1,23 0,03 0,04 24,27 0,04 0,05
AN+V120 2,34 0,03 0,03 2,16 0,12 0,14 7,15 0,16 0,18
AN-V 120 1,13 0,03 0,04 1,21 0,02 0,02 11,40 0,05 0,05
AN+S 180 5,67 0,11 0,12 4,36 0,09 0,10 35,39 0,17 0,20
AN-S 180 2,43 0,15 0,17 2,51 0,24 0,27 33,64 0,40 0,45
AN+V180 3,38 0,05 0,06 3,22 0,03 0,03 6,49 0,24 0,28
AN-V180 1,17 0,03 0,03 1,37 0,06 0,06 8,51 0,06 0,07

Tabulka 16: Akumulace fruktosy, glukosy a sacharosy v listech 0—180 minut od zacatku
fotosyntézy zji§téna metodou HPLC. E — zvySena koncentrace CO,, N - nehnojeno dusikem,
N* - hnojeno dusikem, V- listy kultivované ve vodg, S — listy kultivované v sacharose, jejich
smérodatné odchylky (SD) a intervaly spolehlivosti (IS), (n = 3).

fruktosa glukosa sacharosa

VZOREK [ [mg/g FW] SD IS [mg/g FW] SD IS [mg/g FW] SD IS
EN+V 0 2,53 0,05 0,06 2,48 0,06 0,07 7,91 0,13 0,15

EN-V 0 1,23 0,05 0,06 1,64 0,03 0,03 10,71 0,07 0,08
EN+S 60 6,78 0,01 0,01 5,92 0,03 0,03 14,62 0,12 0,13
EN-S 60 2,09 0,02 0,03 2,03 0,15 0,17 15,38 0,20 0,22
EN+V 60 25,27 0,02 0,03 5,24 0,04 0,05 21,18 0,13 0,15
EN-V 60 0,24 0,01 0,01 0,25 0,01 0,01 1,50 0,01 0,01
EN+S 120 3,51 0,05 0,06 3,44 0,07 0,08 4,07 0,01 0,01
EN-S 120 2,48 0,06 0,07 2,29 0,04 0,05 16,50 0,06 0,07
EN+V 120 2,13 0,02 0,02 2,13 0,05 0,06 10,09 0,06 0,06
EN-V 120 1,61 0,04 0,05 2,19 0,09 0,10 9,44 0,14 0,15
EN+S 180 4,62 0,09 0,10 3,89 0,01 0,01 37,09 0,13 0,15
EN-S 180 2,48 0,09 0,10 2,44 0,10 0,12 13,71 0,19 0,21
EN+V 180 2,40 0,03 0,03 2,29 0,01 0,01 12,54 0,02 0,02
EN-V 180 1,46 0,05 0,06 2,10 0,06 0,07 10,00 0,09 0,10
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Obr. 4.14 Akumulace fruktosy 0180 minut od zacatku fotosyntézy v listech kultivovanych
ve vodé (V) a v sacharose (S) hnojenych dusikem (N*) a bez hnojeni dusikem (N'), pro béznou
koncentraci CO; (A). Chybové iisecky znazoriuji intervaly spolehlivosti, n = 3.
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Obr. 4.15 Akumulace fruktosy 0180 minut od zacatku fotosyntézy v listech kultivovanych
ve vodé (V) av sacharose (S) hnojenych dusikem (N*) a bez hnojeni dusikem (N°), pro
zvySenou koncentraci CO; (E). Chybové usecky zndzorfiuji intervaly spolehlivosti, n = 3.
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Metodou HPLC byl zjistén vyznamny narast obsahu fruktosy u varianty A mezi 0.—180.
minutou trvani fotosyntézy u vSech variant, s vyjimkou vzorka kultivovanych ve vodé,
nehnojenych dusikem. (obr. 4.14). U varianty E doSlo k vyraznému nartstu obsahu fruktosy
mezi 0. — 60. minutou fotosyntézy u vSech variant s vyjimkou vzorka kultivovanych ve vodé,
nehnojenych dusikem. Mezi 60. — 180. minutou nastal vyznamny pokles v obsahu fruktosy
u varianty E hnojené dusikem (obr. 4.15).
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Obr. 4.16 Akumulace glukosy 0—180 minut od zacdtku fotosyntézy v listech kultivovanych
ve vodé (V) a v sacharose (S) hnojenych dusikem (N*) a bez hnojent dusikem (N°), pro béznou
koncentraci CO; (A). Chybové isecky znazoriuji intervaly spolehlivosti, n = 3.
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Obr. 4. 17 Akumulace glukosy 0—180 minut od zacdtku fotosyntézy v listech kultivovanych
ve vodé (V) av sacharose (S) hnojenych dusikem (N') a bez hnojeni dusikem (N°), pro
zvySenou koncentraci CO; (E). Chybové usecky zndzorfiuji intervaly spolehlivosti, n = 3.

Zobr. 416 a 4.17 je ziegmé, ze nejveétsi obsah glukosy vykazuje varianta s feedingem

sacharosou, hnojena dusikem. Nejvétsi nartst obsahu glukosy nastal u variant hnojenych
dusikem mezi 0.—60. minutou.
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Obr. 4.18 Akumulace sacharosy 0-180 minut od zacatku fotosyntézy v listech
kultivovanych ve vodé (V) a v sacharose (S) hnojenych dusikem (N*) a bez hnojeni dusikem
(N'), pro béznou koncentraci CO; (A). Chybové usecky zndzorfiuji intervaly spolehlivosti,

n=3.
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Obr. 4.19 Akumulace sacharosy 0-180 minut od zacatku fotosyntézy v listech
kultivovanych ve vodé (V) a v sacharose (S) hnojenych dusikem (N*) a bez hnojeni dusikem
(N'), pro zvySenou koncentraci CO; (E). Chybové uisecky zndzorfiuji intervaly spolehlivosti,

n=3.
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U listd kultivovanych v bézné koncentraci COz v roztoku sacharosy byl zjistén plynuly
nartist obsahu sacharosy v intervalu 0-180 minut. U listd kultivovanych pii zvySené
koncentraci CO» byl pozorovan narlist obsahu sacharosy mezi 0.—60. minutou (s vyjimkou

varianty EVN'.
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S. DISKUSE

V predlozené diplomové praci byl studovan vliv manipulace sinku, dusikaté vyzivy
a koncentrace CO; na akumulaci nestrukturnich sacharidii a na obsah a aktivitu enzymu
Rubisco u buku lesniho. Manipulace sinku spocivala v kultivaci listd v roztoku sacharosy,
srovnavaci vzorky byly kultivovany ve vod€. Rostliny byly kultivovany jednak v bézné
koncentraci CO, (A =385 umol'mol™), jednak ve zvySené koncentraci CO,
(E = 700 pumol-mol™), polovina rostlin v kazdé varianté byla hnojena dusikem, druha polovina
nikoliv.

V nasem experimentu nebyl zjistén prukazny vliv zvySené koncentrace CO, “feedingu”
sacharosou ani hnojeni dusikem na aktivitu enzymu Rubisco. Toto zjisténi je v rozporu se
zaveéry jinych autora [71], [72], [73], ktefi uvadéji, ze aktivita Rubisco v podminkach zvysené
koncentrace klesa. Zachova [74], Matulkova [10], Hrstka et al. [75] uvadéji naopak stimulaci
aktivity Rubisco pifi zvySené koncentraci CO,. VSichni autofi, napt. [71],[72],[75] jsou
zajedno v pozitivni korelaci mezi hnojenim dusikem a aktivitou Rubisco. Pii dostatecném
piisunu dusiku muze rostlina syntetizovat vice enzymu Rubisco a od obsahu Rubisco v listech
se odviji potencialni aktivita. Je zajimavé, ze v naSem experimentu aktivita Rubisco znacné
kolisala, ackoliv bylo zajiS§téno konstantni osvétleni. Lze to snad vysvétlit heterogenitou
vzorku (z jednoho listu bylo udélano jedno stanoveni) a malym po¢tem opakovani (n = 3).

Hlavnim projevem aklimace rostlin na zvySenou koncentraci CO, je snizeny obsah enzymu
Rubisco [39], [50], [71], [72], [76], [77]. V naSi praci jsme zaznamenali snizeni obsahu
Rubisco pfi zvySené koncentraci CO, o 27 % u hnojené varianty a o 10 % u nehnojené
varianty. Markantni vliv na obsah Rubisco mélo hnojeni dusikem. U varianty AN" byl obsah
Rubisco 0 48 % vyssi nez u varianty AN, u varianty EN" byl obsah Rubisco 0 36 % vyssi nez
u varianty EN". Snizeni obsahu Rubisco v podminkach zvySené koncentrace CO, se
vysvetluje: (1) represi fotosyntetickych geni zptisobenou akumulaci hexos v listech [78],
[61], (2) poklesem obsahu rozpustnych proteini a celkového dusiku v listech [79], [80],
(3) pokles sily sinku [81]. Obsah rozpustnych sacharidi v podminkach zvysené koncentrace
CO; byl nevyznamné vyssi u varianty S, nez u varianty V. Bylo zjisténo, ze hnojeni dusikem
nema na akumulaci rozpustnych sacharidd vliv. Rozdily mezi A a E nebyly téz statisticky
vyznamne.

Je ztejmé, ze obsah Skrobu v listech nezavisi na feedingu sacharosou, ale byl vyznamné
vyssi u varianty nehnojené dusikem (N°) neZ u varianty N* a nevyznamné vys$§i u varianty
E ve srovnani s A.

To je v rozporu s jinymi autory, ktefi uvadéji, ze v podminkéach zvySené koncentrace CO,
se v listech zvySuje obsah nestrukturnich sacharidi, coz zplsobuje represi exprese gent pro
malou a velkou podjednotky Rubisco [50], [82]. Na skuteCnost, ze limitace dusikem zvySuje
akumulaci sacharidt v listech, upozoriuje fada praci [83], [84], [85]. Pfi limitaci dusikem je
mala velikost sinku, protoze rast rostliny je omezen. Za téchto podminek jenom mala Cast
sacharidii je translokovana zlist do ostatnich casti rostliny a sacharidy se akumulyji
v listech. Nedostatek dusiku zvysuje akumulaci sacharidi v listech a vysoky obsah sacharida
snizuje obsah fotosyntetickych proteinti véetné enzymu Rubisco a vede tak k dal§imu snizeni
obsahu listového dusiku a intenzity fotosyntézy [51].

Analyza HPLC ukazala, ze v listech byl pfiblizné stejny obsah fruktosy a glukosy
(0,3-7mg/g), pfiCemz zmeény v obsahu glukosy v intervalu 0-180 minut téméf presné
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kopirovaly zmény v obsahu fruktosy. Obsah sacharosy v listech byl podstatné vyssi a Cinil
2-35 mg/g.
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6. ZAVER

Cilem predlozené prace bylo stanovit dynamiku akumulace nestrukturnich sacharida
a aktivity enzymu Rubisco pii zvySené koncentraci CO; .

Meéfeni bylo provadéno na listech buku lesniho (Fagus sylvatica L.) odebranych na
Experimentalnim ekologickém pracoviiti Centra pro vyzkum globalni zmény AV CR na
Bilém Kfizi v Moravskoslezskych Beskydech. Zakladni hnojeni varianty N* bylo provedeno
zalivkou okamzité po vysadbé svyuzitim hnojiv dusicnanu amonného s vapencem,
superfosfatu a siranu draselného na vysledny obsah Zivin v substratu: 200 mg N-I"',100 mg
P,0s1" a 100 mg K,O-I". Na konci kvétna 2010 a zaGatkem dubna 2011 bylo provedeno
druhé a tfeti hnojeni N opét v davce 200 mg N-I"". U kontrolni varianty N” bylo pouZito pouze
fosforu a drasliku ve stejné davce P,Os a K,O jako v pfipadé N* varianty.

Vzorky byly péstovany v minisférach s b&znou koncentraci CO, (A = 385 pmol-mol™)
nebo v atmosféfe se zvySenym obsahem CO, (E =700 umol-mol™). Samotny , feeding®
experiment byl provadén na prelomu Cervence a srpna 2011 pii kazdém odbéru byly odebrany
3 vzorky (n = 3) z kazdé vyzivy dusikem. Pro experiment byly vybrany stejné slunéné listy
s priblizné stejnou velikosti a podobnym umisténim na vétvicce. Listy pouzité ve vlastnim
experimentu byly adaptovany na tmu po dobu 12 hodin. Nésledné byly vlozeny do 0,7 M
roztoku sacharosy resp. vody. Listy byly vystaveny zafeni PPFD 200 pmol'm™>s™ po dobu
0, 30, 60, 120, 180 min.

U vzorki byla méfena pocCatecni a celkova aktivita enzymu Rubisco. Aktivita byla
stanovena spektrofotometricky dle Lilleyho a Wolkera [64] s extrakci dle Besforda [65],
metoda byla modifikovana pro stanoveni pocatecni aktivity dle Heringové [66]. Obsah
Rubisco byl stanoven metodou SDS-PAGE dle Damerovalové [67] a Rogerse et. al. [68],
postup byl upraven Floridnem [53] a Hlavackem [69]. Byl stanoven obsah nestrukturnich
sacharidii antronovou metodou dle [54], [55], [70] a stanoveni nestrukturnich sacharida bylo
provedeno jesté pomoci HPLC dle Cabalkové et. al. [57].

V nasem experimentu bylo zaznamenano snizeni obsahu Rubisco pii zvySené koncentraci
CO;, 0 27 % u hnojené varianty a o 10 % u nehnojené varianty. Markantni vliv na obsah
Rubisco mélo hnojeni dusikem. U varianty AN byl obsah Rubisco o 48 % vy$3i neZ
u varianty AN, u varianty EN" byl obsah Rubisco o0 36 % vyssi nez u varianty EN".

Obsah rozpustnych sacharidi v podminkach zvySené koncentrace CO, byl nevyznamné
vy$Si u varianty S, nez u varianty V. Bylo zjisténo, ze hnojeni dusikem nema na akumulaci
rozpustnych sacharidi vliv. Rozdily mezi A a E nebyly téz statisticky vyznamné.

Podle nasich vysledkii obsah skrobu v listech nezavisi na feedingu sacharosou. Obsah
Skrobu byl vyznamné vys§i u varianty nehnojené dusikem (N) neZz u varianty N*
a nevyznamn¢ vyssi u varianty E ve srovnani s A.

Z HPLC metody jsme urcili obsah fruktosy a glukosy, ktery se pohyboval od 0,3 do
7 mg/g, pficemz zmény v obsahu glukosy v intervalu 0—180 minut témét presné kopirovaly
zmeény v obsahu fruktosy. Obsah sacharosy v listech byl podstatné vys§i a ¢inil mezi
2-35 mg/g.
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8. SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

3-KABP
3-PGA
ADP
ATP
BSA

C

CAI1P
CABP
CO,

CR
DNA
DTT
ELISA
Ery-4-P
Fru-6-P
Glc-1-P
H,

H,S

HCl
HEPES
HPLC
IRGA
KHCO3
KOH
Mg2+
MgCl,
minisféra A
minisféra E
Mo

N

N

N*
NaEDTA
NADH
NADPH
PAGE
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3-keto-D-arabinitol-1,5-bisfosfat
3-fosfoglyceraldehyd
adenosindifosfat
adenosintrifosfat

bovinni sérovy albumin

uhlik
2-karboxyarabinitol-1-fosfat
2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfat
oxid uhlicity

Ceska republika
deoxribonukleova kyselina
dithiotreitol

enzyme-linked immunosorbent assay
erytrosa-4-fosfat
fruktosa-6-fosfat

glukosa-1-P

vodik

sulfan

kyselina chlorovodikova

N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-ethanosulfonova kyselina

vysokotlaka kalinova chromatografie
infraCerveny analyzator plynu
hydroxyuhlicitan draselny

hydroxid draselny

ion hotecCnaty

chlorid manganaty

atmosféra se standardni koncentraci CO,
atmosféra se zvySenou koncentraci CO;
ion manganaty

nehnojeni dusikem

dusik

hnojeni dusikem
ethylendiamintetraoctan disodny
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
elektroforéza na polyarylamidovém gelu



Pi
PPFD
PVDF
R-5-P
RNA
Rubisco
RuBP
SDS
TEMED
TRIS
XuBP
Xyl-5-P
€

A

anorganicky fosfat

Photosynthetic Photon Flux Density
polyvinylidenflourid

ribosa-5-fosfat

ribonukleova kyselina
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
ribulosa-1,5-bisfosfat

sodium dodecilsulfat

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

molarni absorp¢ni koeficient

vlnova délka

81



