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Abstrakt

Tato bakalaiskd prace se zabyva vlivem zvySené koncentrace oxidu uhli¢itého na aktivitu
a obsah enzymu Rubisco ve slunnych a stinnych listech buku lesniho (Fagus sylvatica).
U odebranych vzorkl byla métfena pocatecni a celkova aktivita spektrofotometricky. Obsah
enzymu Rubisco byl stanoven elektroforeticky metodou SDS-PAGE.

U listt kultivovanych pii zvySené koncentraci oxidu uhli¢itého byla prokazana vyznamné
vyssi aktivita enzymu Rubisco v ¢ervnu, avSak nikoliv v zafi. Naopak, expozice listh
(slunné/stinné) neméla vyznamny vliv na aktivitu Rubisco v ¢ervnu, naproti tomu v zafi byla
u stinnych listi namétfena nizsi aktivita Rubisco nez u listl slunnych a tyto rozdily byly na
hranici statistické vyznamnosti.

Obsah Rubisco byl statisticky vyznamné nizsi u listi kultivovanych pfi zvySené koncentraci
oxidu uhli¢itého (aklima¢ni deprese), s vyjimkou stinnych listh v zafi. U stinnych listd byl
zjistén vyznamné niz8i obsah Rubisco nez u listl slunnych jak v ¢ervnu, tak v zafi.

Abstract

This bachelor thesis focuses on influence of elevated carbon dioxide concentration at
Rubisco activity and its content in sunny and shaded leaves of beech (Fagus sylvatica). The
initial and total activities were measured spectrophotometrically, the content of Rubisco was
determined by using SDS-PAGE method.

It was observed statistically significant higher activity of Rubisco in leaves cultivated under
elevated concentration of carbon dioxide in June but not in September. In contrary, exposure
of leaves (sunny/shaded) did not have significant influence on Rubisco activity in June, but in
September was found lower activity of Rubisco in shaded leaves than in sunny leaves.

The content of Rubisco was lower in leaves cultivated under elevated concentration of
carbon dioxide (acclimation), with the exception of shaded leaves in September. There was
found significantly lower Rubisco content in shaded leaves than in sunny leaves both in June
and in September.
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1 Uvod

Nejvyznamnéj$im déjem zajiStujicim pfevedeni uhliku zjeho oxidované formy o nizké
energii na vysoce energetickou, redukovanou formu je fotosyntéza. Na procesu pievedeni
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa, neboli Rubisco. Tento enzym se vyznacuje
velmi malou molekulovou aktivitou, za jednu sekundu pfeméni pouze nékolik molekul
substratu. Kinetika enzymu Rubisco je praveé limitujici faktor rychlosti fotosyntézy, proto je
jeho neucinnost kompenzovdna jeho vysokym obsahem v rostlindich. Tvoii asi 50 %
rozpustnych rostlinnych bilkovin a je nejhojnéjSim enzymem na Zemi.

Z diivodu mozného nedostatku potravin pro svétovou populaci v piiStich desetiletich se
genoveé inzenyrstvi zamétuje praveé na enzym Rubisco. Snahou je ziskat efektivnéjs$i enzym,
¢imz by doslo ke zvySeni vynost hospodarskych plodin. ZvySeni vynost by také mohlo
zajistit soucasné zvySovani koncentrace oxidu uhli¢itého v atmosfére.

Pti kratkodobém zvySeni koncentrace CO, dojde u rostlin ke zvySeni rychlosti fotosyntézy,
avSak pifi dlouhodobéjsi kultivaci dojde k poklesu tohoto ptirtistku. Poklesne také obsah
a aktivita enzymu Rubisco, obsah celkového dusiku a rozpustnych bilkovin. Tento soubor
fyziologickych zmén, k nimz dochéazi pravé pii dlouhodobé kultivaci rostlin v podminkéach
zvysené koncentrace oxidu uhli¢itého se nazyva aklimacéni deprese.

Vlivem zvys$ené koncentrace CO, na rostliny se u nas zabyva Ustav systémové biologie
a ekologie Akademie véd CR. Experimentalni ekologické pracovisté tohoto tistavu se nachazi
v Moravskoslezskych Beskydech na Bilém kiizi a hlavni vyzkum je zamétfen na studium vliva
globalnich zmén na lesni ekosystémy. Na tomto pracovisti byly vybudovany kultivacni sféry
snormalni a zvySenou koncentraci CO,. ZvySenou koncentraci oxidu uhli¢it¢ho jsou
modelovany podminky ocekavané v prubéhu nékolika ptistich desetileti.

Vyznamnou roli pfi vyzkumu globalnich zmén hraje méfeni aktivity Rubisco, ta vSak
v pfipadé Rubisco nevyjadiuje mnozstvi enzymu. Rubisco se totiz vyskytuje v aktivované
a inaktivované formé¢, pficemz pouze aktivovana forma je schopna katalyzy a projevuje se
urcitou aktivitou. Inaktivni ¢ast enzymu Rubisco neni mozné stanovit méfenim aktivity. Spolu
s aktivitou je tedy nutné méfit i obsah enzymu Rubisco, coz je veli¢ina vhodnéjsi pro
dlouhodoba pozorovani nezli aktivita.

Cilem ptedlozené bakalarské prace bylo stanovit pocatecni a celkovou aktivitu a mnozstvi
enzymu Rubisco v listech buku lesniho (Fagus sylvatica) a potvrdit ¢i zamitnout existenci
aklimacni deprese na trovni enzymu Rubisco. Aktivita i mnozstvi byly stanoveny pro slunné
a stinné listy kultivované pii normélni a zvySené koncentraci CO,. Prace je soucasti
grantového projektu Zmeény aktivity a obsahu enzymu Rubisco pii plusobeni zvySené
koncentrace CO,, na kterém se podileji Ustav systémové biologie a ekologie AV CR, Katedra
fyziky Ostravské univerzity a UCHPBT Fakulty chemické VUT v Brné.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Fotosyntéza

vvvvvv

a z nejjednodussi slouceniny uhliku, oxidu uhli¢itého, vyrabi organickou hmotu pro vyzivu
chemotrofii. Je hlavnim producentem kysliku na Zemi, ktery je nepostradatelny pro existenci
aerobnich organismt.

Z fyzikélniho hlediska je fotosyntéza pireménou energie slune¢niho zéafeni na energii
chemickou. Chemicky predstavuje fotosyntéza prevedeni uhliku z nejvice oxidované formy
o nizké energii na redukovany material o vysoké energii — sacharidy. Je to tedy silné
endergonicky redukéni proces, kdy energii poskytuje slune¢ni zéfeni, zachycované
fotoreceptory (chlorofylem) a reduk¢ni sila pochéazi u vyssich rostlin z vodiku vody. Redukce
CO; na cukry je sprazena s oxidaci H,O, vedouci ke vzniku O,,

COz +2 HzO L) (CHZO) + Oz + Hzo,
kde (CH,0) predstavuje monosacharidovou jednotku, jejiz vznik vystihuje sumarni rovnice
6 COz +12 Hzo L) C6H1206 +6 02+ 6 Hzo.

Fotosyntéza zahrnuje dvé oddelené, ale na sebe navazujici faze — svétlou (svételnou,
primarni procesy, fotosynteticky pfenos elektrontl) a temnou (temnostni, sekundarni procesy,
Calviniv cyklus). Svételnd faze je fotochemicky dé&j spocivajici v pfeméné energie fotoni
slune¢niho zéafeni na energii chemickou. Energie zdfeni se nejprve méni na energii
excitovanych elektront, kterd se pak pouziva na vyrobu makroergickych slouc¢enin: ATP —
zdroje chemické energie a NADPH — energii bohatého redukovadla. Temnostni faze se
sestava ze série enzymovych reakci, které vyuzivaji energii a redukovadlo, vyrobené ve
svételné fazi, k redukci CO; na cukry. Reakce temné faze probihaji v cyklickych sledech.

2.1.1 Chloroplasty

Cely proces fotosyntézy probihd u eukaryotnich bunék ve specializovanych plastidech
zvanych chloroplasty. Jsou to diskovité utvary bohaté na membrany, délky asi 5-10 pm
atloustky asi 2—4 um [1]. Maji siln¢ prostupnou vnéj$i obalovou membrianu a téméer
nepropustnou vnitini membranu. Obé€ jsou oddéleny tenkym mezimembranovym prostorem.
Prostor obklopeny vnitini membranou obsahuje stroma, tj. koncentrovany roztok enzymd,
v némz jsou dale obsazeny molekuly DNA, RNA a ribosomy, na nichZ se syntetizuji nékteré
z chloroplastovych bilkovin. Ve stromatu je uloZena treti soustava membran, thylakoidy, které
tvotfi uvniti chloroplastu shluky zvané grana. Tyto uUtvary jsou propojeny stromalnimi
thylakoidy. Primérny chloroplast obsahuje 10 az 100 gran [2].
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Obr. 2.1 Rez chloroplastem. Prevzato z [3].

2.1.2 Svételna faze

Prvnim stupném fotosyntézy je absorbce zaieni chlorofylovymi molekulami, které se
nachazeji na thylakoidech. Chlorofyl je cyklicky tetrapyrrol s centralnim iontem hofe¢natym
(Mg®"). Za absorpci fotont jsou odpovédné prevaznd m-elektrony systému konjugovanych
dvojnych vazeb, které se v chlorofylu nachazeji. Molekuly chlorofylu jsou vétSinou vazany na
molekuly specidlnich bilkovin, které je udrzuji optimalné¢ nasmérované, aby si mohly piedavat
absorbovanou energii. Nashroméazdéna energie fotonli je pak prfenesena na molekulu
chlorofylu a vreakénim centru, kde se pfeméni na energii elektrickou. Podstatou této
pfemény je prechod nékterych elektronti molekuly chlorofylu do hladiny o vyssi energii.

2.1.2.1  Fotosystém I a Il

Pti fotosyntéze spolupracuji dva fotosystémy. Prvni vyrabi silné redukcni ¢inidlo, které
redukuje NADP", druhy naopak silné oxida¢ni ¢inidlo O,, které produkuje zvody. Oba
fotosystémy s pfisluSnymi soubory oxidoreduktas jsou na kazdém thylakoidu umistény
oddélené a jsou propojeny fetézcem transelektronas.

Fotosystém I (P;) obsahuje pfevazné¢ molekuly chlorofylu a, s absorpénim maximem asi
700 nm. VétSinou jsou vazany na molekuly nosicové bilkoviny. Pfenosem foton dojde
k uvolnéni elektronti molekuly chlorofylu vreakénim centru (oznacovana jako P7q)
ak jejimu prechodu do excitovaného stavu P'7g0. Uvolnéné elektrony jsou pak pomoci
oxidoreduktasy pteneseny na NADP'" za vzniku NADPH. Potfebné protony pochéazeji
z fotolyzy vody, spfazené s fotosystémem II.

Fotosystém II (Py) obsahuje molekuly chlorofylu a 1 b, opét vétSinou vazané na nosiCové
bilkoviny. Absorpéni maximum Py je asi 680 nm. Molekula chlorofylu v reakénim centru
(oznaCovana jako Pggo) prejde ozafenim do excitované¢ho stavu P es0. Elektrony se pak
prendseji systémem oxidoreduktas a ptfevedou excitovanou molekulu chlorofylu v reakénim
centru Py fotosystému I do zakladniho stavu. Uvolnénim elektrona ZP*680 a jejich
prechodem na P7gy vznikne oxidovana forma chlorofylu Pggo, kterd oxiduje vodu za uvolnéni
O,

H,0-2¢ < 2H +0,50,.



Elektrony odebrané vodé redukuji Peso a protony jsou pouzity pii redukci NADP™ ve
fotosystému I.
NADP" +2H" +2¢" — NADPH + H"

Pro elektrony pochazejici z excitovaného centra P00 existuje jeSté druhd alternativa.
Probiha jako cyklickd fotofosforylace. Excitované elektrony jsou pifevadény pies systém
oxidoreduktas zpét na molekulu chlorofylu do reakéniho centra, kterd se tim regeneruje zpét
do zédkladniho stavu. Cyklické fotofosforylace se neucastni fotosystém II a nevznika pfi ném
NADPH, ani se neuvoliiuje O, zvody. Tato cesta je pouzita, kdyz je pomér NADPH
k NADP" v buiice vysoky, takZe neni potfeba produkovat dalsi redukovadlo [1].

NADP* NADPH

Light Light
(% <680 nm) (A <700 nm)

) - m
P Cytochrome

% bt

H,0 0,

Obr. 2.2 Fotosystéem I a Il. Prevzato z [4].

2.1.2.2  Transport elektronii a vyroba ATP

K vyrobé ATP dochazi ve svételné fazi fotosyntézy sprazenim s transportem elektront.
Toto spfazeni umoziluje protonovy gradient vznikly piebytkem protoni na vnéjsi strané
membrany. Energie nahromadéna protonovym gradientem je pouzita na syntézu ATP. Vlastni
tvorbu ATP katalyzuje ATP-syntetasa, ktera je soucasti thylakoidové membrany [1].

ADP + Pi — 5 ATP

; ADP | ATP
Light NADP* NADPH

N

H*

Obr. 2.3 Sprazeni transportu elektronii a ATP. Prevzato z [4].



2.1.3 Temnostni reakce

Temnou reakci je biosyntéza sacharidi z CO, za pomoci redukéniho ¢inidla NADPH
a energie ATP nahromadénych ve svételné fazi. Nepottebuje svételnou energii a probihd ve
tmé, pokud se nevycCerpaji zasoby ATP a NADPH.

Biosyntéza sacharidii se odehrdva v kapalné casti chloroplastu (stroma) a v cytosolu
a zahrnuje tadu enzymovych reakci. Je realizovana nékolika metabolickymi cestami.
Nejznaméji je tzv. hexosafostatovy — pentosafosfatovy cyklus, nazyvany také podle objevitele
Calvintiv cyklus.

2.1.3.1 Calvinuwy cyklus

Tento cyklicky d&j se skldda ze tii fazi: fixace CO, v organické formé, redukce
aktivovaného CO; za vzniku hexosy a regenerace akceptoru CO,.

Fixace oxidu uhli¢itého slouzi k pfevedeni energeticky chudé¢, nereaktivni molekuly CO; na
aktivovanou redukovatelnou formu. Cukerny fosfat ribulosa-1,5-bisfosfat piijme molekulu
CO, a ptejde na nestabilni Sestiuhlikaty meziprodukt, ktery se ihned rozstépi na dvé molekuly
3-fosfoglyceratu. Ten se vreduk¢ni fazi redukuje s NADPH za spotieby ATP na
glyceraldehyd-3-fosfat a poté isomeraci na dihydroxyacetonfosfat. Cast trios piechazi
chloroplastovou membranou do cytosolu buiiky, kde se preménuji na fruktosa-1,6-bisfosfat,
odstépenim fosforylové skupiny a isomeraci na glukosa-6-fosfat. K regeneraci ribulosa-5-
fosfatu dochdzi slozitym procesem zahrnujicim tfadu reakci vzajemnych pfemén cukri —
transglykosidacnich reakci zbylych trios. Béhem jednoho cyklu vznikne z pentosy hexosa
a vyuzije se jeden atom uhliku asimilovatelného CO,. Aby se z molekul oxidu uhli¢itého
vyrobila hexosa, musi prob¢hnout cyklus Sestkrat. Pfi tom se regeneruje 6 molekul ribulosa-
1,5-bisfosfatu, ¢imz se cyklus uzavie.

6 CO,

6 C, \ > 12 C, (ox.)

ribulosa-1,5-bisfosfidt 3-fosfoglycerovia kyselina

6 ADP + 6 P, €——
AT sl =

— 12 (NADPH+H") + 12 ATP

"\m-.....> 12 NADP" + 12 ADP + 12 P,

10 C; (red.) =—— 12 C, (red.)

glyceraldehydfosfit
Cs > nC ={(C)
glukosa Skrob

Obr. 2.4 Schéma Calvinova cyklu. Prevzato z [5].

V Calvinové cyklu hraje dilezitou roli enzym ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
(Rubisco), ktery katalyzuje reakci oxidu uhli¢itého s ribulosa-1,5-bisfosfatem.

VétSina rostlin a fas vyuziva k fixaci CO, Calvintv cyklus. Tyto rostliny se oznacuji jako
C3-rostliny, protoze prvnim produktem asimilace je tfiuhlikatd sloucenina. U néckterych,

10



pievazné tropickych rostlin dochéazi k odlisné fixaci CO,, produktem asimilace je pak
¢tytuhlikatd sloucenina a oznacuji se proto C4-rostliny [1].

2.2 Ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa

Ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa, neboli Rubisco, je nejvyznamnéjsi enzym na
Zemi, nebot’ vSechen Zivot zavisi na jeho ¢innosti. Tato bilkovina se nachdzi ve stromatu

chloroplastii a ptfedstavuje asi 15% chloroplastovych bilkovin. Je to nejhojnéjsi bilkovina
v biosféte.

Obr. 2.5 Struktura enzymu Rubisco. Prevzato z [9].

Rubisco ma globularni strukturu a sklada se z osmi velkych podjednotek (L, 56 kDa) a
z osmi malych podjednotek (S, 14 kDa). Velkd podjednotka je kdédovana v chloroplastové
DNA a je syntetizovdna na chloroplastovych ribosomech. Obsahuje katalytické a regulaéni
centrum enzymu. Je aktivni i v nepfitomnosti malych podjednotek. Malé podjednotky zvysuji
katalytickou Gi€innost enzymu, jsou kddovany jadernym genomem a syntetizovany v cytosolu.
Do chloroplastu jsou dopravovany za spotieby ATP. Posttransla¢ni ipravy enzymu probihaji
za Ucasti chaperontl [2].

L Feltézec

S fetézec |
' | Aktivni centrum

Obr. 2.6 Struktura aktivniho centra. Prevzato z [32].
Aby byl enzym Rubisco aktivni, musi nejprve dojit k aktivaci jeho katalytického centra.

Nejdiive dochéazi k reverzibilni karbamylaci e-aminoskupiny postranniho fetézce lysinu za
vzniku karbamatu. Poté nasleduje koordinaéni vazba Mg®". Tato vazba probiha pouze
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v nadbytku Mg®" a v alkalickém prostfedi. Na takto vytvorené aktivni misto se vaZe substrat
ribulosa-1,5-bisfosfat [16]. Tuto aktivaci katalyzuje enzym aktivasa Rubisco. U mnoha druhti
rostlin se nachazi jesté¢ dalsi slouCenina, 2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat, kterd inhibuje
aktivitu Rubisco. Dokonald regulace aktivity enzymu Rubisco je nutnd ke sladéni nadvaznosti
reakci [7].

co; | Mg®* '
CH
H © \. H O
E—NHz E-N-C, E-N-C _ = o,
1 o

COy Mg?*
RuBP AuBP
Q

H S
E-N-C__
O--Mg“™- -RUBFP

E-_E:C‘ T ¥ AL
QO-Mg RuBP

Obr. 2.7 Aktivace enzymu Rubisco a navdazani RuBP. Prevzato z [16].

Regulace aktivity Rubisco slouzi k regulaci Calvinova cyklu. Je totiz nutné, aby Calviniv
cylus probihal jen ve dne, aby v noci nedoslo ke spotiebé katabolicky vytvofenych ATP
a NADPH k asimilaci CO;. Na aktivitu Rubisco maji vliv tyto faktory:

1. Po osvétleni dojde ke zméné pH ve stromatu z 7,0 na 8,0, nebot’ protony piechéazeji ze
stromatu do dutiny thylakoidu. Rubisco mé pravé ostré optimum u pH 8,0.

2. Tok protonti do thylakoidu je kompenzovan tokem ionti Mg*" do stromatu. Hofe&naté
ionty jsou dilezité pro aktivaci enzymu.

3. Cinnosti fotosystému 1 vznikd po osvétleni NADPH, ktery allostericky aktivuje
aktivitu enzymu.

4. Nekteré rostliny produkuji ve tmé 2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat, ktery siln€ inhibuje
aktivitu Rubisco [2].

Aktivovany enzym katalyzuje bud’ karboxylaci nebo oxygenaci ribulosa-1,5-bisfosfatu. Pti
karboxylaci nejdfive dochdzi k deprotonaci molekuly ribulosa-1,5-bisfosfatu za vzniku 2,3-
enediolu. K tomuto meziproduktu vaze Rubisco oxid uhli¢ity za vzniku nestabilniho
Sestiuhlikatého meziproduktu 3-keto-2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatu. Jeho hydrolyzou pak
vznikaji dvé molekuly 3-fosfoglyceratu.

Rubisco miize vazat na stejny substrat, tj. ribulosa-1,5-bisfosfat, i kyslik. Tento proces se
nazyva fotorespirace a jeho =zacitek je stejny jako u karboxylace. Nejdiive dojde
k deprotonaci ribulosa-1,5-bisfosfatu, vznika enolicky meziprodukt a na ten vaze Rubisco
molekulu kysliku. Vznika 3-keto-2-peroxyarabinitol-1,5-bisfosfat a po hydrolyze vznika
fosfoglykolat a fosfoglycerat. Z fosfoglykolatu se nasledné odstépuje fosfatova skupina
a vznikly glykolat je transportovan z chloroplastu do peroxisomi. Tam dochazi k jeho oxidaci
na glyoxylat atransaminaci vznikd glycin. Na reakce v peroxisomu navazuji reakce
v mitochondriich, a to tvorba jedné molekuly serinu ze dvou molekul glycinu. Pfi této reakci
se uvoliuje jedna molekula CO, a NHj;. Serin muze byt bud vyuzivan v dusikovém
metabolismu bunky, tj. k syntéze dal§ich aminokyselin a bilkovin, a nebo muize byt
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transportovan zpét do peroxisomil, kde po jeho transaminaci a redukci vznika glycerat. Ten se
pak v chloroplastech fosforyluje za tGcasti jedné molekuly ATP na 3-fosfoglycerat, ktery mize
byt vyuzit k regeneraci ptivodniho substratu, ribulosa-1,5-bisfosfatu. Tim dochazi k uzavieni
celého cyklu [7].

Hi
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H coar L HO—— L0 a0
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COp H* CH0PO;"
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arahinital-F arabmitol-Pp (hydrate) lwear P-glycarate
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o 1 OH .
H——0H == OH CARBOXYLATION
H CH F QH T e T S T s Tt
- - XYGENATION
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Obr. 2.8 Karboxylace a oxygenace RuBP katalyzovana enzymem Rubisco. Prevzato z [16].

Schopnost enzymu Rubisco piendset CO; i O, na tentyz substrat, ma obvykle za nasledek
znacné snizeni fotosyntetické fixace CO,. Pomér mezi karboxyla¢ni a oxygenacni aktivitou
enzymu zavisi predev§im na poméru mezi koncentraci CO, a kysliku v atmosféie. Za
normalniho sloZeni atmosféry (21% obj. O, a 0,035% obj. CO,) je pomér mezi rychlosti
karboxylace a oxygenace 2 : 1 az 3 : 1. To znamena, Ze jedna Ctvrtina primarniho substratu
vyuzitelného v Calvinové cyklu podléha fotorespiracnim procesiim a tedy i1 ztratam uhliku
a energie [7].
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Obr. 2.9 Prubeh fotorespiracnich reakci. Prevzato z [7].

I kdyz mé fotorespirace negativni vliv na celkovou efektivitu fixace CO,, pro celkovy
metabolismus je tento proces dilezity. Fotorespirani cestou se vytvari nejvice glycinu
a serinu, fotorespirace je prospésna i pii odvadeéni prebytki ATP a reduk¢niho potencialu za
silného zafeni a nedostatku CO, [7].

2.3 Vliv zvySené koncentrace CO; na rostliny

Utinky zvy3ené koncentrace CO, na rostliny mizeme rozdélit na piimé a nepiimé. PHmé
ucinky se projevuji zménami rychlosti fotosyntézy, fotorespirace, vodivosti priduchi
arychlosti mitochondrialni respirace. Pfimé pisobeni vétSinou vyvolava celou kaskadu
naslednych zmén, jejichz zaméfeni i velikost jsou navic dotvafeny interakci s ostatnimi
faktory. Tyto faktory, neboli nepiima pisobeni, jsou hlavné teplota, obsah mineralnich latek,
obsah dusiku a vody. Tato nepfima piisobeni pak ovliviiuji plisobeni pifimych ucink.

Utinky zvysené koncetrace CO, jsou navzajem provazané. Pokles obsahu dusiku vede ke
zméné rustové 1 udrzovaci slozky dychani. Pokles vodivosti priiduchii zlepsujici vodni bilanci
rostlin mize oddalit vznik vodniho deficitu v polednich hodinach. Zvysena ucinnost vyuziti
vody a pokles rychlosti transpirace rostlin méni obsah vody v ptid€ i1 energetickou bilanci
listd: snizuje se vydej energie transpiraci a naopak se zvySuje vydej tepla vedenim do
okolniho vzduchu, coz miize zptsobit zvySeni teploty nad kontinenty.
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2.3.1 Primé ucinky

2.3.1.1 Rychlost fotosyntézy

Rychlost fotosynézy jako funkce oxidu uhli¢itého je kiivocara zavislost s nasycenim. Pro
jeji matematicky popis se pouziva modifikace rovnice Michaelise a Mentenové:

P _ Pmax ’ CC02
Ceo, + K¢

kde P je rychlost fotosyntézy, P je maximdlni mozna hodnota rychlosti fotosyntetického
pochodu, ccoz je koncentrace oxidu uhli¢itého a K, je konstanta analogickd konstanté Ky
zrovnice Michaelis-Mentenové. Tvar kiivky je ur€en maximalni hodnotou rychlosti
fotosyntézy, ke které se kiivka asymptoticky blizi. Hodnoty P, @ Ky zavisi na ozéfeni a
teploté [15].
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Obr. 2.10 Zavislost rychlosti fotosyntézy na koncentraci CO,. Prevzato z [15].

U rostlin kultivovanych v prostiedi se zvySenou koncentraci CO, je mozné pozorovat
zvySeni rychlosti fotosyntézy. AvSak po dlouhodobé kultivaci v podminkdch zvySené
koncentrace oxidu uhli¢itého velmi Casto dochazi k poklesu rychlosti fotosyntézy, snizeni
mnozstvi nebo aktivity enzymu Rubisco ¢i dalSich enzymii Calvinova cyklu. Tento jev je
oznacovan jako aklimace. Obecné lze aklimaci na vy$si koncentraci CO, definovat jako
soubor fyziologickych zmén, k nimz dochazi pti dlouhodobé kultivaci rostlin pii zvySené
koncentraci CO,. To znamend, Ze fotosynteticka charakteristika listl, které se vyvinuly
v podminkach zvySené koncentrace CO,, se li§i od charakteristiky listh rostlin, které byly
v ptfedchozim obdobi kultivovany pii okolni koncentraci CO,. Nejndpadnéji se tato aklimace
projevuje postupnym poklesem rychlosti €isté fotosyntézy, coz bylo mnohokrat pozorovano
a popsano. Napiiklad Marek et al. [26] prokdzali, ze po pfechodném vzestupu rychlosti
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fotosyntézy dochdzi po dlouhodobé kultivaci v podminkdch zvysSené koncentrace CO,,
k poklesu rychlosti fotosyntézy a obsahu chlorofyld.

Obecné se predpoklada, ze pokles rychlosti fotosyntézy pii aklimaci rostlin dlouhodobé
pestovanych pfi zvySené koncentraci CO,, je zplsoben zpétnovazebnym ucinkem asimilath
akumulovanych v listu [8].

Dalsi divody pro aklimaci mohou byt, Ze rostlina neni schopna vyuZzit nadbytecné
asimilaty, proto reguluje pokles aktivity jejich zdroji, a nebo Ze pro fotosyntézu pii vyssi
koncentraci CO; je postacujici mensi mnoZzstvi Rubisco. Pfi dvojnasobném zvySeni stavajici
koncentrace CO, sta¢i pouhych 65% Rubisco pro zajisténi piislusné rychlosti karbonylace
[27].

2.3.1.2  Rychlost fotorespirace

Zéklady fotosyntézy a fotorespirace spocivaji ve schopnosti enzymu Rubisco navézat na
stejny substrat ribulosa-1,5-bisfosfat jak CO, (karboxylace), tak i O, (oxygenace). Navazanim
molekuly na uvedeny substrat zacina tzv. glykolatova cesta, béhem niz se pii postupném
navazani dvou molekul O, uvolni i molekula COs,.

Vzestup koncentrace CO, ve vzduchu obklopujicim list plisobi dvojim zpiisobem. ZvySeni
koncentrace substratu (CO;) zvySuje rychlost karboxylace, a tedy i fotosyntézy. ZvySuje
1 hodnotu poméru koncentraci CO,/O,, a tim snizuje fotorespiraci, tedy ztraty CO,, coz vede
op¢t ke zvyseni rychlosti fotosyntézy [8].

2.3.1.3 Vodivost priduchii

Zména koncentrace CO, v atmosféie obklopujici list ovliviiuje miru otevienosti priducht,
kterd zase modifikuje jejich vodivost. Zatimco mechanismus G¢inku CO, na fotosyntézu
1 fotorespiraci je dobie znam, reakce priduchti na zmény koncentrace CO; je pies dlouhodobé
usili mnoha autord popséana spiSe fenomenologicky.

Zvyseni koncentrace CO, vyvolava u vétsiny rostlin pfivieni praduchi. Drake et al. [27]
zjistili ve 41 pokusech, Ze pii zdvojnasobeni atmosférické koncentrace doslo ke snizeni
vodivosti praduchii. Ale neni mnoho dalSich praci, v nichz by byl podobny pokles vodivosti
priduchti prokézan.

Pokles vodivosti nemusi vSak vést 1 k poklesu rychlosti fotosyntézy. Soucasné se totiz
zvySuje rozdil koncentrace CO, mezi atmosférou a mistem karboxylace, coz fotosyntézu
stimuluje.

S poklesem vodivosti pruducht je také spojen pokles rychlosti transpirace, a tim dochazi
k modifikaci jednotlivych slozek energetické bilance listu, coz se projevi 1 ve zméné jejich
teploty. Napfiklad zvysSeni koncentrace CO, zvysilo teplotu porostu baviniku srstnatého
o 1°C. Idso et al. [28] prokazali, Ze zvySeni teploty listu je pfimo imérné poklesu vodivosti
praduchd.

2.3.1.4  Rychlost dychdni

Rychlost dychéani je ve srovnani s rychlosti fotosyntézy relativné mala. Okamzité ztraty
uhliku dychanim odpovidaji mén€ nez 10 % zisku uhliku paralelné probihajici fotosyntézou.
Pfesto je vSak nutné povazovat dychani za proces vyznamné ovlivitujici bilanci uhliku
v rostlin€. Dychédni probiha nejen v noci, kdy je fotosyntéza nulova, ale i ve dne, tiebaze
rychlosti denniho dychani jsou patrné nizsi nez rychlosti dychani v noci.
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Pti sledovani vlivu CO; na rychlost mitochondrialniho dychani jej lze rozlisit na piimy
anepiimy. Pfi pfimém vlivu dochédzi k poklesu rychlosti dychdni pfi vystaveni zvySené
koncentraci oxidu uhli¢itého. Nepiimy vliv se projevuje pii aklimaci rostlin dlouhodobé
péstovanych pii zvySené koncentraci CO,. V tomto piipadé vSak existuji protichidné udaje
popisujici jak inhibici, tak i stimulaci dychani [8].

2.3.2 Neprimé ucinky

2.3.2.1 Teplota

Zmeéna globalniho klimatu je velmi Casto spojovana se zmeénami teploty. ZvySenim
koncentrace CO; se zvysuje teplotni optimum fotosyntézy. To znamend, ze relativni pokles
rychlosti fotosyntézy pii teplotach piesahujici teplotni optimum rostlin, je kompenzovan
pravé posunutim tohoto optima [29]. S teplotou také klesa kvantovy vytézek fotosyntézy, tj.
pocet moli CO,; fixovaného absorpci jednoho molu fotonu. Kompenzac¢ni ozafenost, coz je
ozéfenost, pii niZ je pfijem a vydej CO, listu v rovnovaze, s teplotou naopak siln¢ stoupa.
Avsak zvySeni koncentrace CO, pii vysSich teplotach tuto kompenzac¢ni ozarenost zase velmi
snizuje [30].

Piisobeni zmény koncentrace CO, pii1 soucasné zméné teploty ma v metabolismu rostliny
nékolik sty¢nych bodl. Jednak se méni energetickd bilance listu nebo porostu. ZvySena
koncentrace CO; snizuje vodivost pruducht, tim klesd rychlost transpirace a zvySuje se
teplota rostliny. Pokud paralelné¢ dochéazi ke zvySeni teploty, jeji u€inek je timto plisobenim
CO, zesilen, naopak pfi paralelnim poklesu teploty mize byt jeji ti¢inek i anulovan.

Druhym vyznamnym styénym bodem je samotné bilance pfijmu a vydeje CO, rostlinou.
Zvyseni rychlosti fotosyntézy zvysenou koncentraci CO, muze byt zesileno, pokud dojde
soucasné ke zvySeni teploty, a to v rozmezi mezi teplotnim minimem a optimem fotosyntézy.
Pti vysSich teplotach vSak dalsi zvySeni teploty vzduchu muze i na fotosyntézu pusobit
inhibi¢né [8].

Dale pak ma teplota velmi silny vliv na rychlost dychéani. Se zvySenim teploty klesd pomér
rychlosti fotosyntézy k rychlosti dychani.

2.3.2.2  Minerdlni vyZiva

Utinek zvy$ené koncentrace CO, na rychlost fotosyntézy ovliviiuje také pifjem a obsah
mineralnich Zivin v rostliné. A naopak dostupnost mineralnich zivin ovliviiuje velikost
pusobeni zvysené koncentrace CO, na fotosyntézu a produkci rostlin.

Hlavni postaveni mezi biogennimi zivinami zaujima dusik. Je to dano jednak tim, ze se
vyskytuje v rostlinach ze vSech zivin v nejvét§Sim mnozstvi, a jednak tim, ze je pfitomen ve
vSech bilkovinéch, tedy i enzymech.

Diky nedostatecné dostupnosti N dochazi u rostlin péstovanych pti vyssi koncentraci CO,
k urychlenému rozkladu enzymi, zejména enzymu Rubisco. Pravé vtomto enzymu je
obsaZzena podstatnd Cast veSkerého dusiku v listech. ZvySeni koncentrace CO, umoznujici
vys$si rychlost fixace CO, bude vyzadovat mensi mnozstvi enzymu Rubisco, a tak i mensi
mnozstvi dusiku. Uginnost vyuziti dusiku je definovana bud’ jako rychlost fotosyntézy
vztazend na obsah N v listech nebo jako mnozstvi suSiny rostliny vztazené na jeji mnozstvi.
Zvyseni koncetrace CO;, vede k poklesu obsahu N vlistech o 15 az 20 %, coZ je ddno
poklesem obsahu fotosyntetickych bilkovin [31].
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2.4 Metody stanoveni aktivity enzymu Rubisco

2.4.1 Aktivita

Aktivita enzymu Rubisco vyjadiuje latkové mnozstvi asimilovaného oxidu uhli¢itého za
sekundu na jednotkovou plochu listu. Toto je definice nespecifické aktivity a udava se
v [umol CO, s' m™]. Mize se vyjadfit i specificka aktivita, coz je latkové mnoZstvi
asimilovaného CO, za sekundu na jednotkovou hmotnost enzymu Rubisco. Specificka
aktivita je tedy déna jednotkou [umol CO, s g']. Aktivita Rubisco je ve srovnani s ostatnimi
enzymy velmi nizka. Rubisco pfeméni fadovée jednotky molekul substratu za sekundu, kdezto
molekula béZzného enzymu zpracuje az tisice molekul.

2.4.2 Stanoveni aktivity in vivo

v

Metody in vivo jsou nepifimé metody. Nejznaméjsi je metoda gazometricka.

2.4.2.1 Gazometricke stanoveni

Gazometrickd metoda je zalozena na méfeni rychlosti spotieby CO; rostlinami. M¢Efi se
pokles koncentrace CO, v okoli rostliny vyvolany fotosyntetickou fixaci molekul CO,. List je
umistén do asimila¢ni komory, kterd je termostabilni, vzduchotésna a je zajiSténo dokonalé
proudéni vzduchu. Pokles koncentrace CO, v okoli listu se méfi pomoci infracerveného
analyzatoru plynt [18].

2.4.3 Stanoveni aktivity in vitro

Nejpouzivanéj$i metody in vitro, neboli pfimé metody, jsou radiometrickad a spektrofoto-
metricka.

2.4.3.1 Radiometrické stanoveni

Radiometrickd metoda je zaloZena na asimilaci molekuly '*CO, do molekuly ribulosa-1,5-
bisfosfatu. Do reakéni smési, kterda musi byt zbavena veskerého CO; a uhliitand, se piida
znamé mnozstvi NaH'*COj a reakce se nastartuje zndmym mnoZstvim extraktu aktivovaného
enzymu. Po 60 sekundach se reakce zastavi ptidavkem HCI, ¢imz dojde k inaktivaci Rubisco
a uvolnéni 14COz, které¢ se kvantitativné odstrani. Zméii se radioaktivita produktd, které
odpovida mnozstvi asimilovaného 1Co, [19].

2.4.3.2  Spektrofotometrické stanoveni

Spektrofotometrické stanoveni aktivity Rubisco je zalozeno na méfeni zmény absorbance
pfi 340 nm, ke které dochazi pti oxidaci NADH v systému spfazenych chemickych reakci
prvnich tii krok Calvinova cyklu [20]. V reakéni smési jsou obsazeny enzymy a substraty,
které 3-fosfoglycerat preméni na glyceraldehyd-3-fosfat. V poslednim kroku dochazi
k oxidaci NADH, ¢imz dojde k poklesu absorbance.

Spektrofotometrickd stanoveni aktivity enzymu Rubisco soucasnych autorti, vychazeji
radiometrické stanoveni, avSak nevyhodou je cCasova prodleva mezi karboxylac¢ni reakci
a oxidaci NADH. Bylo zjisténo, ze tato nezadouci prodleva miize byt eliminovana ptidanim
ATP-regenerujiciho systému do reakéni smési. Tento regeneracni systém predstavuje
fosfokreatin, ktery odstranuje hromadici se ADP v reakéni smési [21].
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Stanovuje se pocatecni a celkova aktivita. Pocatecni aktivita se stanovuje ihned po extrakci
a vyjadiuje mnozstvi fyziologicky aktivovaného enzymu ve vzorku. Pii stanoveni celkové
aktivity se enzym inkubuje s CO, a ionty Mg®". P¥i inkubaci dojde k aktivaci viech aktivnich
center, kterd nejsou blokovdna pevné vazanymi inhibitory. Metoda spektrofotometrického
stanoveni aktivity enzymu Rubisco je vice popsana v kapitole 3.2.2.

Uvadi se, ze do supernatantu piejde pouze 33% z celkového mnozstvi enzymu Rubisco
[22]. Toto je ptiCina toho, ze aktivity méfené in vivo jsou vyssi nez aktivity namétené in vitro.

2.5 Metody stanoveni mnozstvi Rubisco

2.5.1 HPLC

HPLC, neboli vysokotlaka kapalinova chromatografie, je druh kapalinové chromatografie,
kde oddéleni slozek analytu je urychleno ¢erpanim elu¢niho ¢inidla pod velkym tlakem. Toto
stanoveni je zalozeno na vzniku slabych vazeb mezi slozkami mobilni faze, obsahujici
vzorek, a pevnou fazi, ktera tvofi naplii kolony. Jednotlivé slozky analyzovaného vzorku jsou
k pevné fazi vazany riazné velkou silou, kterd je zavisla na fyzikdlnich ¢i chemickych
vlastnostech této dvojice.

Pti pouziti HPLC pro stanoveni Rubisco se pouziva gelova kolona, kde dochazi k déleni
¢astic podle jejich velikosti [6]. Kolonou nejdiive prochdzeji velké molekuly a malé molekuly
mohou pronikat hloubéji do pért, proto jsou v kolon¢ zadrzovany déle. Metoda HPLC se pro
stanoveni mnozstvi Rubisco pouzivd méné Casto nez ostatni metody.

2.5.2 Gelova elektroforéza

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu za pouziti dodecylsiranu sodného, neboli SDS-
PAGE, je nejpouzivanéjs$i metodou pii stanoveni mnozstvi Rubisco. Pii metodé SDS-PAGE
se dodecylsiran sodny navaze na bilkovinu, narovna jeji fetézec ¢asteCnou denaturaci a udéli
Jji z&porny naboj, jehoz velikost je tmérnad hmotnosti bilkoviny. Na takto vzniklé ionty ptisobi
elektricka sila

F,=q-E
kde g je naboj iontu, E je sila elektrického pole a odporova sila
F=-37-n-d-v

kde 7 je viskozita prostiedi, d je primér Castic a v je rychlost Castic.

Vysledkem rovnovahy je urcita rychlost pohybu castic v zavislosti na jejich velikosti a tim
dochazi k separaci jednotlivych bilkovin. Polyakrylamidovy gel diky své viskozit¢ umoziuje
rozdéleni bilkovin na kratké draze. Gel se pfipravuje smichdnim monomert s aktivatory
a nalitim mezi elektroforeticka skla. Vhodné je nechat analyzovany vzorek projit vrstvou
fidSiho (zaostfovaciho) gelu, aby doslo k zakoncentrovani bilkovin. Na néj pak navazuje
separacni gel, ktery je viskéznéjSi a kde dochézi k vlastni separaci bilkovinnych slozek.
Separované bilkoviny se poté barvi pomoci trifenylmethanového barviva Coomasie blue.
Zjisténi koncentrace separovanych bilkovin se provadi srovnanim ploch pika s plochou piku
standardu [1].
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2.5.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je podobné jako SDS-PAGE zaloZzena na rovnovaze odporové
a elektrické sily, které ptusobi na elektricky nabitou castici v elektrickém poli. Na slozky
analyzovaného vzorku také pusobi elektroosmoticky tok, coz je neselektivni sila, kterd unasi
ionty smérem ke katod¢ a tieci sila, ktera plisobi proti pohybu ¢astic a jeji velikost je tmérna
velikosti ¢astic. Silu odporu lze zvysit pouzitim elektroforézy v zesitovaném prostiedi, kde je
kapilara naplnéna gelem nebo Castéji je jako separacni pufr pouzit roztok linedrnich polymert
[23].

2.5.4 Imunologické metody

2.5.4.1 Radioimunosradzeci metoda

Radioimunosrazeci metodu vyuziva mnoho autorti ke stanoveni mnozstvi Rubisco. Enzym
je aktivovan inkubaci v p¥itomnosti iontd Mg®" a HCO?, radioaktivng znageného '‘C 2-
karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatu a protilatkového séra se specifickou afinitou k enzymu
Rubisco. Vznikne sraZenina komplexu Rubisco-'*C 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatu-
protilatka, ktera je odstranéna filtraci pies polysulfonovy filtr a promyta od nadbytku 'C 2-
karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatu. Mnozstvi Rubisco je pifimo Umérné urovni radiace
vyzatované srazeninou. U této metody je nutna kalibrace na standard Rubisco [24].

2.5.4.2 ELISA

ELISA je analytickd metoda, kterd se vyuziva ke kvantitativnimu stanoveni rtznych
antigeniti. M4 tadu variant, ale vSechny jsou zalozeny na vysoce specifické interakci antigenu
a protilatky, pficemz na jednu ztéchto latek je kovalentné vazan enzym, ktery katalyzuje
chemickou pfeménu substratu v reakéni smési. Produkt enzymové reakce je bud’ barevny
a stanovuje se spektrofotometricky nebo fluoreskuje a stanovuje se fluorimetricky.
Koncentrace produktu je umérnd koncentraci antigenu nebo protilatky v analyzovaném
vzorku [25].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material

U buku lesniho (Fagus sylvatica) byl sledovan vliv ozafenosti a vliv zvySené koncentrace
oxidu uhli¢it¢tho na aktivitu a mnoZstvi enzymu Rubisco. Stromky byly kultivovany
v atmosférach s normalni koncentraci CO, (asi 385 umol mol™”, ambient = A) a zvy3enou
koncentraci CO, (asi 700 pmol mol™, elevated = E) na Experimentalnim pracovisti Ustavu
systémové biologie a ekologie AV CR na Bilém K{iZi v Moravskoslezskych Beskydech.

Vzorky listl byly odebirdny ve dvou terminech, a to na jafe 12. 6. 2009 a v 1ét¢ 3. 9. 2009.

Listy byly z vybranych stromkii ustfizeny a pomoci korkovrtu byly vyfezany dva disky o
jednotné plose 0,000628 m’. Ziskané disky byly dany do mikrozkumavky Eppendorf
s propichnutym vickem a ponofeny do termosky stekutym dusikem. Pii pfevozu
z experimentalniho pracovisté byly vzorky uchovavany v termosce s tekutym dusikem a poté
az do samotné analyzy byly uchovavany v mraznic¢ce pii — 20°C.

Obr. 3.1 Kultivacni sféry Experimentdlniho ekologického pracovisté USBE AV CR na Bilém
KrizZi. Prevzato z [48].

3.2 Metody

3.2.1 Spektrofotometrické stanoveni pocatecni a celkové aktivity enzymu Rubisco

Stanoveni aktivity enzymu Rubisco bylo provedeno metodou Lilleyho a Walkera [10]
s extrakci podle Besforda [11]. Pocatecni aktivita byla stanovena podle Heringové [12].
Substratem probihajici reakce byl ribosa-5-fosfat, ktery se v reakéni smési transformuje
pusobenim enzymti obsazenych v extraktu a dodaného ATP na ribulosa-1,5-bisfosfat (reakce
I, IT). Jako druhy substrat reakce a soucasn¢ aktivator Rubisco byl do smési piidavan KHCO;,
ktery uvolituje CO». K aktivaci Rubisco byly také dodavany ionty Mg”* ve form& MgCl,. Do
reakéni smési byly ptfidany enzymy NADH a ATP, které katalyzuji reakce (III) — (V).
Kone¢nym produktem reakce je glyceraldehyd-3-fosfat (reakce III — V). Hromadéni ADP
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v reakéni smési inhibuje enzym fosfoglyceratkinasu, proto je fosforylovan na ATP v reakci
(VD). Aktivita Rubisco byla pocitana z ubytku absorbance pii oxidaci NADH (V) podle
Lambert-Beerova zékona.

ribosa—5—fosfatisomerasa

e ribosa-5-fosfat > ribulosa-5-fosfat I.

e ribulosa-5-fosfat + ATP —ftlosaS-fosfitkinass o rihylosa-1,5-bisfosfat + ADP+H' 1L

e ribulosa-1,5-bisfosfat + CO, + H,O —R&° 5 7(3-fosfoglycerat) + 2H" 1.
e 3-fosfoglycerat + ATP —foeheertinan o 3_hisfosfoglycerat + ADP IV.
e 1,3-bisfosfoglycerat + NADH + H' —gheereldehyd 3 fosfiudehydrogenasa_y - oy,ceraldehyd-3
fosfat + NAD" + HPO, V.
e 2-fosfokreatin + 2 ADP —leutinfosiokinass_y 9 _reatin + 2ATP VI.

3.2.1.1 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

3.2.1.2 Chemikdlie

3-Fosfoglyceratkinasa; Sigma ALDRICH

ATP — adenosin-5-trifosfat; Sigma ALDRICH

BSA — bovinni sérovy albumin; Sigma ALDRICH

DTT — dithiothreitol; Sigma ALDRICH

Fosfokreatin; Sigma ALDRICH
Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa; Sigma ALDRICH
HEPES — N-2-hydroxyethylpiperazin-N-ethansulfonova kyselina; Sigma ALDRICH
Hydrogenuhli¢itan draselny; Sigma ALDRICH

Hydroxid draselny; Penta

Kreatinfosfokinasa; Sigma ALDRICH

Chlorid hotecnaty; Sigma ALDRICH

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

RSP — ribosa-5-fostat; Sigma ALDRICH

3.2.1.3 Priprava roztoku

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

5,96 g HEPES a 0,186 g Na,EDTA bylo rozpusténo ve 400 ml vody a pH bylo upraveno
pomoci 3M KOH na 7,8. Poté byl roztok preveden do odmérné baiiky o objemu 500 ml
a vodou doplnén po rysku.
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Roztok se pouziva pro pripravu extrakéniho roztoku. Je staly a uchovava se pii laboratorni
teploté.

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

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

Roztok se pouziva pro pfipravu pracovniho a aktivacnich roztoki. Je staly a uchovava se
pii laboratorni teploté.

Extrakcni roztok

V odmérné baiice o objemu 200 ml bylo v zdsobnim roztok HEPES-KOH, pH 7.8
rozpusténo 0,156g DTT, 0,096 g MgCl, a 0,4 g BSA.

Pfipraveny extrak¢ni roztok obsahuje 50 mM HEPES-KOH, pH 7,8, 1 mM Na,EDTA, 5
mM DTT, 5 mM MgCl, a 0,2% BSA.

Roztok se uchovava pii teploté 4 °C.

Aktivaéni roztoky

V odmérné banice o objemu 50 ml bylo rozpusténo 0,2285 g MgCl, v HEPES-KOH,
pH 8,0.

V odmérné banice o objemu 50 ml bylo rozpusténo 0,3003 g KHCO; v HEPES-KOH,
pH 8,0.

Roztoky jsou stalé a uchovavaji se pii laboratorni teplot¢.

Roztok glyceraldehyd-3-fosdatdehydrogenasy

6 mg enzymu glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy bylo rozpusténo v 1 ml zdsobniho
roztoku HEPES-KOH, pH 8,0.
Roztok se uchovava pii teplote -18 °C.

Roztok kreatinfosfokinasy

2 mg enzymu kreatinfosfokinasy byly rozpustény v 1 ml zadsobniho roztoku HEPES-KOH,
pH 8,0.
Roztok se uchovava pfi teploté -18 °C.

Roztok R5P

6,2 mg RSP bylo rozpusténo v 1 ml zasobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0.
Roztok se uchovava pfi teploté -18 °C.

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

Pracovni roztok

V odmérné baiice o objemu 25 ml bylo v zasobnim roztoku HEPES-KOH, pH 8,0
rozpusténo: 0,0475 g ATP
0,005 g NADH
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0,0325 g fosfokreatinu

0,02 g DTT

47,5 ul 3-fosfoglyceratkinasy

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

Ptipraveny pracovni roztok obsahoval po ptidani 50 pl aktivaénich roztokli 50 mM
HEPES-KOH, pH 8,0, 20 mM MgCl,, 25 mM KHCO;3, 3,5 mM ATP, 0,25 mM NADH, 5
mM fosfokreatinu, 1 mM Na,EDTA, 5 mM DTT, 80 nkat 3-fosfoglyceratkinasy, 80 nkat
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy a 80 nkat kreatinfosfokinasy.

Pracovni roztok se uchovava pii laboratorni teploté a je staly maximalné 6 hodin.

3.2.1.4 Extrakce enzymu

Dva disky listu byly rozdrceny v tfeci misce s moiskym piskem. Bylo pfidano 5 ml
extrakénitho roztoku a polyvinylpolypyrrolidon. Vzorek byl pfiblizn¢ 30 sekund
homogenizovan. Supenze byla pfelita do centrifugacni zkumavky a asi 1 minutu
odstied’ovana pti 3000 otackach/min. U ziskaného extraktu obsahujiciho enzym byla métena
pocatecni a celkova aktivita. Bylo nutné pracovat co nejrychleji, jelikoz extrakt rychle starne.

3.2.1.5 Méieni aktivity

Pocatecni aktivita

Pro méfeni pocatecni aktivity bylo do 1 ml optické kyvety napipetovano 50 ul aktiva¢niho
roztoku MgCl,, 50 pl aktivaéniho roztoku KHCOs3, 20 pl extraktu, 850 pl pracovniho roztoku
a 30 pl roztoku R5P. Roztok byl promichdn a ihned byl méfen pokles absorbance pii vinové
délce 340 nm v 30 s intervalech.

Celkova aktivita

Pro méteni celkové aktivity bylo do 1 ml optické kyvety napipetovano 50 ul aktiva¢niho
roztoku MgCl,, 50 ul aktiva¢niho roztoku KHCO; a 20 pl extraktu. Roztok byl promichan
a inkubovan po dobu 15 minut. Poté bylo do kyvety ptidano 850 ul pracovniho roztoku a 30
ul roztoku R5P. Po promichani byl méfen pokles absorbance pti vinové délce 340 nm v 30 s
intervalech.

3.2.1.6 Vypocet aktivity

Celkem bylo u kazdého odbéru méieno 10 vzorki (n = 10), z toho kazdy vzorek byl méten
po dobu 5 minut a 30 sekund. U kazdého vzorku bylo ziskano celkem dvanact hodnot
absorbance A. Z téchto hodnot byl vypocitan ibytek absorbance za 30 sekund AA.
pt. AA= A;—A,=0,6720 - 0,6700 = 0,0020
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Tabulka 1: Méreni pocatecni aktivity ve vzorku Al — stin

t [s] plocha [m2] A AA
0 0,000628 0,6720 | 0,0000*
30 0,000628 0,6700 | 0,0020*
60 0,000628 0,6670 | 0,0030
90 0,000628 0,6630 | 0,0040
120 0,000628 0,6600 | 0,0030
150 0,000628 0,6560 | 0,0040
180 0,000628 0,6530 | 0,0030
210 0,000628 0,6490 | 0,0040
240 0,000628 0,6460 | 0,0030
270 0,000628 0,6420 | 0,0040
300 0,000628 0,6380 | 0,0040
330 0,000628 0,6350 | 0,0030
Pramér AA 0,0035
Aktivita [umol CO, s m™] 3,6860

*vytazené chybné hodnoty z divodu projevu tzv. lag faze

Po vytazeni chybnych hodnot byla ze zmén absorbance vypocitana aktivita enzymu
Rubisco z Lambert-Beerova zdkona:

AA Ac
20 22
At At

kde A je absorbance, t je &as [s], € je molarni absorp&ni koeficient [cm? mmol™], | je délka
optické drahy [cm] a ¢ je koncentrace vzorku [mol dm™].

Aktivita enzymu byla vypocitana z rychlosti ibytku substratu CO;:

AA -V
2-¢-1

An =

kde AA je pramémy ubytek absorbance po vyfazeni chybnych hodnot [min™'], V je objem
vzorku [pl], € je molarni absorpéni koeficient [cm® mmol'] a 1 je délka optické drahy [cml].
Hodnota € je pro NADH je 6300 cm® mmol™ a délka optické kyvety je 1 cm.

Aktivita v 1000 pl extraktu:

_AA-V _0,007-1000
2-¢-1  2-6300-60

An =9,23-10"° umol CO, s~
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Aktivita v celém objemu extraktu (5 ml):

-6
An = % =0,0023254molCO, s™

Aktivita enzymu vztaZend na jednotkovou plochu:

©0,002325

n= =3,6860molCO, s m™>
0,000628 A 2

3.2.1.7 Vypocet specifické aktivity

Specificka aktivita je aktivita vztazena na 1 g enzymu Rubisco. Byla vypocitana jako podil
aktivity enzymu Rubisco a obsahu enzymu Rubisco.
Pt. Vypocet pro pocatecni aktivitu A slunce:
A0 gy 3,7306

= :(),52()1 molCO S—l 1
B ¢ (A slunce) 7, 1730 K 2 g

3.2.2 Elektroforetické stanoveni obsahu Rubisco

Stanoveni vychazelo z metod Damervalové [13] a Rogerse et al. [22] a metoda byla dale
upravena Florianem [6].

3.2.2.1 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)

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

3.2.2.2 Chemikdlie

2-Merkaptoethanol; Sigma ALDRICH
Akrylamid; SERVA

Brilantni modf G 250 — Coomasie; SERVA
Bromfenolova modi Na stul; SERVA

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

Glycerol; Sigma ALDRICH

Glycin; SERVA

Kyselina chlorovodikova; Penta

Methanol CHROMASOLYV, Seidel-de-Haén
N,N’-Methylenbisakrylamid; SERVA
Peroxodisiran amonny; SERVA

Octova kyselina; Lachema

SDS — dodesylsulfat sodny; Sigma ALDRICH
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TEMED — N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin; SERVA
TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan; Sigma ALDRICH

3.2.2.3 Piiprava roztoku

Roztoky pro piipravu 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
koncentrované HCI na pH 8,8. Pot¢ byl roztok dopIlnén na 100 ml.

Roztok se uchovava pii teplote 4 °C.

Roztok C: 18,16 g TRIS bylo rozpustétno v 50 ml vody, pH bylo upraveno pomoci
koncentrované HCI na pH 6,8. Poté byl roztok doplnén na 100 ml.

Roztok se uchovava pii teploté 4 °C.

Roztok D: 10 g SDS bylo rozpusténo ve 100 ml vody.

Roztok se uchovava pii teploté 4 °C.

Roztok E: 0,1 g peroxodisiranu amonného bylo rozpusténo v 1 ml vody.

Roztok je nutno piipravit pro kazdé stanoveni Cerstvy.

Roztok F: 10 mg bromfenolové modii bylo rozpusténo v 1 ml vody.

Roztok se uchovava pii teploté 4 °C.

TEMED: Komercné dodavany roztok.

Pomocné roztoky

Elektrodovy pufr: 6 g TRIS, 2 g SDS a 18,8 g glycinu bylo rozpusténo v 1000 ml vody.
Roztok se uchovava pii teploté 4 °C a pouziva se opakovang.

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

Roztok se uchovava pii laboratorni teplot¢.

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 uchovéva pii teplote 4 °C.

Roztoky pro vizualizaci bilkovin

Stabilizacni roztok: 100 ml methanolu se smicha se 400 ml vody.

Barvici roztok: 0,5 g Coomasie Blue R 250 se smicha se 450 ml methanolu, 100 ml
koncentrované kyseliny octové a 450 ml vody.

Odbarvovaci roztok: 250 ml methanolu se smicha se 100 ml koncentrované kyseliny octové
a 650 ml vody.

3.2.2.4 Priprava gelu

Elektroforeticka skla byla omyta vodou, odmasténa, oplachnuta destilovanou vodou a pied
upevnénim do stojanu byla vylesténa buni¢inou namocenou v ethanolu. Skla byla upevnéna
do stojanu tak, ze mensi sklo bylo veptedu, spodni hrany skel lezely na gumové podlozce a
tlakem shora byla zajiSténa proti vyteceni gelu. Ke stanoveni byl pouzit 10% separaéni a 5%
zaostfovaci gel. Pii piipravé gell bylo nutné kvili vysoké toxicité akrylamidu pracovat
v rukavicich.
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10% separacni gel
Pomoci automatickych pipet byly do kadinky odméteny objemy roztokii podle tabulky 1.

Tabulka 2. Objemy roztoku k pripravé separacniho gelu (10 ml)

Roztok Objem [ml]
Destilovana voda 4,00
A 3,30
B 2,50
C —
D 0,10
E 0,14
TEMED 0,004

Ptred nalitim roztoku mezi elektroforeticka skla byl pridan roztok E a roztok TEMED. Poté
byl roztok dobfe promichan nalit mezi skla asi 2 cm od horniho okraje. Zbyly roztok byl
ponechan v kadince jako kontrola ztuhnuti gelu. Roztok mezi skly byl pfevrstven butanolem
pro vyrovnani hladiny a jako ochrana proti vypafovani vody.

5% zaostiovaci gel

Pomoci automatickych pipet byly do kaddinky odméteny objemy roztokl podle tabulky 2.

Tabulka 3. Objemy roztokii k pripravé zaostrovaciho gelu (3 ml)

Roztok Objem [ml]
Destilovana voda 2,10

A 1,00

B —

C 0,38

D 0,03

E 0,03
TEMED 0,003

Po ztuhnuti separaéniho gelu byl odstranén butanol a gel byl nékolikrat vymyt destilovanou
vodou. Po ptidani roztoku E a roztoku TEMED byl zaostiovaci gel dobfe promichédn a nalit na
vrstvu separacniho gelu téméf po okraj. Zbyly roztok byl ponechan v kddince jako kontrola
ztuhnuti gelu. Do prostoru mezi skla byl nasazen elektroforeticky hiebinek, ktery byl
odstranén az pfed nanasenim vzorkt. Hotovy gel bylo mozné uchovavat v lednici, ale nejdéle
do pftistiho dne.

3.2.2.5 Priprava vzorki

Dva disky listu byly rozdrceny ve tfeci misce s mofskym piskem. Byly ptidany 2 ml TRIS
pufru a vzorek byl asi 30 sekund homogenizovan. Vznikld suspenze byla ptelita do
centrifugaéni zkumavky a 1 minutu odstfed’ovana pfi 3000 otackach/min. 0,5 ml extraktu
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bylo napipetovano do mikrozkumavky Eppendorf, bylo piidano 0,5 ml vzorkového pufru
asm&s byla po promichani na vortexu 5 minut vafena v termobloku. Po vychlazeni byly
vzorky uchovéavany v mraznicce pfi teploté -18°C.

3.2.2.6 Elektroforéza

Sklo s pripravenym gelem bylo vytazeno ze stojanu, ociSténo od zbytkd gelu a byl opatrné
odstranén elektroforeticky hiebinek. Skla byla upevnéna do stojanu pro elektroforézu mensim
sklem smérem dovnitt. Stojan byl vloZen do elektroforetické nddoby a vnitini prostor byl az
po okraj zaplnén elektrodovym pufrem. Vnéjsi prostor byl zaplnén asi do poloviny nadoby.
Pomoci automatické pipety s dlouhou Spickou bylo do prvni jamky napipetovano 10 pl
standardu Rubisco (1,000 mg v 1 ml vzorkovaciho pufru) a do kazdé dalsi pozice 10 pl
vzorku. Aparatura byla pfipojena ke zdroji o konstantnim napéti 140 V. V prubchu analyzy
bylo nutné kontrolovat, zda elektrodovy pufr neprotékd z vnitini Casti stojanu do vnéjsi
a poptipadé ho bylo nutné doplnit. Elektroforéza probihala, dokud ¢elo vzorku nedostoupilo
asi 2 cm od spodniho okraje gelu.

3.2.2.7 Zviditelnéni bilkovin

Po ukonceni elektroforézy byla skla s gelem vyjmuta ze stojanu a ponofena do misky
s destilovanou vodou mensim sklem doli. Pomoci umélohmotné Spachtle byla skla od sebe
oddélena a oto¢enim spodniho skla pod vodou doslo k vyklopeni gelu. Destilovand voda byla
vylita, gel byl pfevrstven stabilizacnim roztokem a 5 minut stabilizovan na tfepacce.
Stabiliza¢ni roztok byl slit do zasobni ldhve a gel byl protfepavan s barvicim roztokem po
dobu 30 minut. Poté byl gel promyt pouzitym odbarvovacim roztokem a nasledné¢ 90 minut
protfepavan s Cistym odbarvovacim roztokem do dostatecného odbarveni. Po vyliti pouzitého
roztoku byl gel opét promyt destilovanou vodou, polozen na elektroforetické sklo a zabalen
do potravinarské folie, kterd zabraiiuje vysychani. S gelem bylo nutné pracovat v rukavicich
z diivodu vysoké toxicity akrylamidu. Hotové gely byly uchovavany v lednici pti teploté 8°C.

3.2.2.8 Vyhodnoceni

Hotové gely byly skenovany a velké podjednotky byly zanalyzovany programem A/DA
(Advanced Image Data Analyzer, verze 3.23.001, Raytest, Germany). Timto programem byly
zony velkych podjednotek Rubisco pievedeny na piky a integraci byla vypocitana jejich
plocha. Koncentrace Rubisco ve vzorku byla vypocitana porovnanim plochy zoény vzorku a
plochy zoény standardu. Jelikoz je pomér velikosti plochy a koncentrace ovlivnén mnoha
faktory, byl standard Rubisco nanesen na kazdy gel.
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Obr. 3.2 Naskenovany gel po analyze programem AIDA.

3.2.2.9 Vypoclet mnoZstvi
Tabulka 4. Vypocet mnozZstvi Rubisco

Vzorek plocha [m?] plocha zony
standard 174555,7
Al slunce 0,000628 204495,1
A2 slunce 0,000628 199657,8
A3 slunce 0,000628 210426,1
A4 slunce 0,000628 153851,2*
A5 slunce 0,000628 194027,8
* odlehla hodnota, nebyla zahrnuta do vypoctu

Obsahu enzymu v 1 ml extraktu:
oo standard . o(standardu) = 174555,7 ‘

" ¢ vzorek 2021515 1=1,1581 mgml™ — 2x ziedény roztok
¢ vzore ’

Neziedény roztok:
m=1,1581-2=2,3162 mg v1ml

Ptepocet na cely objem extraktu:
2-2,3162 =4,6324 mg ve 2 ml

Mnozstvi Rubisco pfepocitané na jednotkovou plochu listu:

= H0324 7,376 gm™>
0,000628 ———
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4 Vysledky a diskuse
4.1 Vysledky

4.1.1 Aktivita enzymu Rubisco

Pomoci metody uvedené v kapitole 4.1 byla méfena pocatecni a celkova aktivita enzymu
Rubisco. Vzorky potiebné pro toto stanoveni byly odebirany ve dvou ro¢nich obdobich, a to
na jafe 12. 6. 2008 a v lété¢ 3. 9. 2008. Pti kazdém odbéru bylo ziskano 40 vzorka. Z toho 10
vzorki bylo ze stinnych listti a 10 ze slunnych listi pii normélni koncentraci (A). Pti zvysSené
koncentraci (E) bylo opét odebrano 10 vzorkl ze stinnych listt a 10 ze slunnych. Z kazdych
10 vzorkt byla ziskana primérna hodnota (n = 10).

Tabulka 5. Hodnoty pocatecni a celkové aktivity u vzorki odebiranych 12. 6. 2008

Vzorek Pocateéni aktivita | Celkova aktivita
[umolCOz s'l m'2] [HmOICOZ s-l m-2]
A slunce 3,73 3,98
A stin 3,69 4.20
E slunce 5,47 6,40
E stin 5,31 6.80
8,00
— 7,00 -
g
‘@ 6,00
g' ’ M slunné A
@) o
S 5.00 - O stinné A
E B
=
= 4,00 -
3,00 —ii |

pocatecni celkova

Obr. 4.1 Pocatecni a celkova aktivita u slunnych a stinnych listii A ze dne 12. 6. 2008.
Z obrazku 4.1 je ziejmé, ze pocatecni aktivita enzymu Rubisco byla dne 12. 6. 2008 jak

u slunnych, tak i stinnych listd téméf totozna. Celkova aktivita u stinnych listd byla pon¢kud
vy$si nez u listl slunnych, avSak rozdil nebyl statisticky vyznamny.

31



8,00

u\]
o
S

|

)
=
=]

|

E slunné E
O stinné E

n [umolCOz.s'l.m-z]
9,1
k=)
)

WA

o

S
|

3,00 -
pocatecni celkova

Obr. 4.2 Pocatecni a celkova aktivita u slunnych a stinnych listii E ze dne 12. 6. 2008.

Na obrazku 4.2 je vidét, Ze pocate¢ni aktivita enzymu Rubisco u stinnych listli byla dne
12. 6. 2008 niz8i nez u slunnych, ale celkova aktivita Rubisco byla naopak u stinnych listi
vy$§i neZ u slunnych. Rozdily v aktivit¢ mezi slunnymi a stinnymi listy vSak nebyly
statisticky vyznamné.

8,00

2

X

o

S
|

S

[

()
|

| slunné A
@ slunné E

n [p,molCOz.s'l.m' 1

pocatecni celkova

Obr. 4.3 Srovnani pocatecni a celkové aktivity u slunnych vzorkit A a E ze dne 12. 6. 2008.
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Obr. 4.4 Srovnani pocatecni a celkové aktivity u stinnych vzorkit A a E ze dne 12. 6. 2008.

Z obrazku 4.3 a 4.4 je patrné, ze u slunnych a stinnych listi kultivovanych pfi zvySené
koncentraci CO; byla pocatecni 1 celkova aktivita dne 12. 6. 2008 statisticky vyznamné¢ vyssi
nez u slunnych a stinnych listd A, a to o 32 % u pocatecni aktivity slunnych listi a 38 %
u celkové aktivity slunnych listd. U stinnych listh E je pocatecni aktivita o 31 % vyS$si nez
u listll A a celkova aktivita je u listd E o0 38 % vysSi nez u listi A.

Tabulka 6. Hodnoty pocatecni a celkové aktivity u vzorku odebiranych 3. 9. 2008

4,00 -

3,00 -

pocatecni

celkova

Vzorek Pocatecni aktivita | Celkova aktivita
[pmolCO, st m'z] [pmolCO, §! m-2]
A slunce 5,49 6.22
A stin 4,42 5.17
E slunce 5,97 6.61
E stin 4,60 5.56
8,00 -
— 7.00 -
&
g' “ M slunné A
@) -
g 5,00 - O stinné A
=
=

Obr. 4.5 Pocatecni a celkova aktivita u slunnych a stinnych listit A ze dne 3. 9. 2008.
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Z obrazku 4.5 l1ze vy¢ist, ze pocatecni i celkova aktivita enzymu Rubisco u slunnych listh
byla dne 3. 9. 2008 vyssi nez u stinnych listli. Zatimco pocatecni aktivita u slunnych listl
nebyla statisticky vyznamné odlisnd od aktivity Rubisco u stinnych listl, celkova aktivita
Rubisco statisticky vyznamné odlisna byla. Celkova aktivita Rubisco u slunnych listti byla
0 17 % vyssi nez u stinnych listd..
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Obr. 4.6 Pocatecni a celkova aktivita u slunnych a stinnych listit E ze dne 3. 9. 2008.

Obréazek 4.6 ukazuje, ze aktivita enzymu Rubisco u slunnych listi kultivovanych pfi
zvysené koncetraci CO, byla 3. 9. 2008 vyss§i nez u stinnych listd, a to o 23 %. Statisticky
vyznamné byly rozdily v poc¢ate¢ni aktivité avSak nikoliv v celkové aktivité¢ Rubisco.

8,00
& 7,00 -
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Obr. 4.7 Srovnani pocatecni a celkové aktivity u slunnych vzorkii A a E ze dne 3. 9. 2008.
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Obr. 4.8 Srovnani pocatecni a celkové aktivity u stinnych vzorkit A a E ze dne 3. 9. 2008.

Na obrazcich 4.7 a 4.8 je srovnani pocatecni a celkové aktivity Rubisco u slunnych
i stinnych listd kultivovanych pfi normalni a zvysené koncentraci CO,. Hodnoty pocatecnich
aktivit Rubisco u slunnych i stinnych listd A byly 3. 9. 2008 nizsi nez hodnoty u E, rozdily
vSak nebyly statisticky vyznamné.

4.1.2 Obsah enzymu Rubisco

Elektroforeticky byl stanoven obsah enzymu Rubisco u slunnych a stinnych listh
kultivovanych pii normélni a zvysené koncentraci CO,. Vzorky byly odebirdny soucasné se
vzorky pro stanoveni aktivity Rubisco. Ke kazdému datu bylo odebrano 40 vzorki. Z toho 10
vzorki bylo ze stinnych listti a 10 ze slunnych listi pii normélni koncentraci (A). Pti zvySené
koncentraci (E) bylo opét odebrano 10 vzorkl ze stinnych listl a 10 ze slunnych. Z kazdych
10 vzorkt byly ziskany primérné hodnoty (n = 10).

Tabulka 7. Hodnoty mnozstvi enzymu Rubisco u vzorkii odebiranych 12. 6. 2008

Vzorek | c[g m'z]
A slunce 7,2

A stin 5,9
E slunce 6.2
E stin 4,7
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Eslunné A DOstinné A

Obr. 4.9 Srovnani obsahu Rubisco u slunnych a stinnych listi A ze dne 12. 6. 2008.
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Obr. 4.10 Srovnani mnozstvi Rubisco u slunnych a stinnych listit E ze dne 12. 6. 2008.
Z obrazkli 4.9 a 4.10 je zfejmé, Ze obsah enzymu Rubisco byl ve stinnych listech

kultivovanych pii normdlni i zvySené koncentraci CO, dne 12. 6. 2008 statisticky vyznamné
nizsi, ato o 18 % u listd A a 0 24 % u listi E.
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Eslunné A Oslunné E

Obr. 4.11 Srovnani obsahu Rubisco u slunnych listit A a E ze dne 12. 6. 2008.

@ stinné A O stinné E

Obr. 4.12 Srovnani obsahu Rubisco u stinnych listu A a E ze dne 12. 6. 2008.
Na obrazcich 4.11 a 4.12 je vidét, ze obsah Rubisco 12. 6. 2008 byl ve slunnych a stinnych
listech A statisticky vyznamné vysSi neZ ve slunnych a stinnych listech E, a to o 14 %

u slunnych listti a 0 20 % u stinnych listd.

Tabulka 8. Hodnoty obsahu enzymu Rubisco u vzorkit odebiranych 3. 9. 2008

Vzorek | c|g m?
A slunce 6,4

A stin 4.4
E slunce 5,9
E stin 43
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Eslunné A Ostinné A

Obr. 4.13 Srovnani obsahu Rubisco u slunnych a stinnych listii A ze dne 3. 9. 2008.

Eslunné E DOstinné E

Obr. 4.14 Srovnani obsahu Rubisco u slunnych a stinnych listii E ze dne 3. 9. 2008.

Z obrazkli 4.13 a 4.14 je zjevné, Ze obsah enzymu Rubisco byl ve stinnych listech,
kultivovanych jak pii normalni koncentraci CO,, tak i pii zvySené koncentraci CO, statisticky
vyznamné nizsi, a to o 31 % u listh A a 0 27 % u listd E, nez u slunnych listt, kultivovanych
za stejnych podminek.
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Bslunné A OshinnéE

Obr. 4.15 Srovnani obsahu Rubisco u slunnych listit A a E ze dne 3. 9. 2008.

@ stinné A Ostinné E

Obr. 4.16 Srovnani obsahu Rubisco u stinnych listit A a E ze dne 3. 9. 2008.

Na obrazcich 4.15 a 4.16 je patrné, Ze obsah Rubisco u slunnych a stinnych listii E byl nizsi
nez u slunnych a stinnych listd A. Obsah u slunnych listii E byl o 8 % niZ8i nez u slunnych
listt A. Zatimco u slunnych listi E byl tento rozdil statisticky vyznamny u stinnych listi
nikoliv.
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Obr. 4.17 Srovnani obsahu enzymu Rubisco u slunnych listit A v cervau 12. 6. 2008 a zari
3. 9.2008.
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Obr. 4.18 Srovnani obsahu enzymu Rubisco u stinnych listit A v ¢ervnu 12. 6. 2008 a zari
3. 9. 2008.

Na obrazcich 4.17 a 4.18 je vidét, Ze obsah enzymu Rubisco byl u slunnych i stinnych listt

A v Cervnu 12. 6. 2008 statisticky vyznamné vyssi nez v zafi 3. 9. 2008. Obsah u slunnych
listd byl v €ervnu o 11 % vysS8i neZ v zafi a u stinnych listl o 25 %.
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B gerven O zafi

Obr. 4.19 Srovnani obsahu enzymu Rubisco u slunnych listii E v cervau 12. 6. 2008 a zari
3.9.2008.

H gerven O zafi

Obr. 4.20 Srovnani obsahu enzymu Rubisco u stinnych listit E v ¢ervnu 12. 6. 2008 a zari
3. 9.2008.

Z obrazkt 4.19 a 4.20 je zfejmé, ze obsah enzymu Rubisco byl u slunnych i stinnych list E
v ¢ervnu 12. 6. 2008 vyssi nez v zati 3. 9. 2008, ale tento rozdil byl statisticky nevyznamny.
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4.2 Diskuze

Experiment sledujicich vliv zvySené koncentrace oxidu uhli¢itého na polni plodiny

v jejich pfirozenych podminkéach je velmi mnoho, avSak obdobné udaje pro lesni porosty
donedavna chybély. Teprve s technickym rozvojem nejriznéjSich typti komor, zvlasté¢ pak
zavedeni systému FACE, se tato situace zménila. Specifickym problémem pfi studiu vlivu
zmény klimatu na rist a produkci stromit je pravé jejich délka zivota, kterd vyzaduje
i adekvatné¢ dlouhé doby meéteni. Jestlize pro byliny predstavuje n€kolikamésicni méfeni
pokus dlouhodobého charakteru, protoze postihuje jejich celou dobu vegetace, tak pro vétSinu
stromi by odpovidajici pokus musel trvat desetileti. Je vhodné uvést i dalsi aspekt stromu.
Mal¢ az zdanlivé zanedbatelné zmény vnéjSich podminek mohou vést zejména ve stadiu
mladych rostlin k nepostfehnutelnym zménadm morfologie nebo fyziologie stromil. Dalsi
vyvoj vSak muze tyto zmény natolik zesilit, ze se objevi ptekvapivé disledky, jejichz pavod
se jen tézko zjist'uje [8].
a stromy stéle zelené (jehli¢naté), které maji zcela odlisny ro¢ni pribéh fotosyntézy, rozdilny
obsah dusiku v pletivech ap. [43]. VétSina praci zaméfenych na studium vlivu zvySené
koncentrace CO, na dfeviny je provadéna u jehli¢natych stromii a obvykle jsou viceletou
zalezitosti.

V nasi préaci jsme zjistili, ze obsah Rubisco v listech A byl statisticky vyznamné vyssi
(0 14 % v Cervnu a o 8 % v zéfi) nez v listech E. Podle naSich méteni tedy existuje aklimaéni
deprese obsahu Rubisco na zvySenou koncentraci oxidu uhli¢itého, kterd je vyznamné véEtsi
v ¢ervnu nez v zafi. Podobné vysledky uvadi vétSina autorti napt. Riikonen et al. [33] u btizy
bélokoré (Betula pendula), Tissue et al. [36] u borovice tézké (Pinus ponderosa) a Zachova
[44] u buku lesniho (Fagus sylvatica). Podle Drake et al. [27] je primé&rné sniZzeni obsahu
enzymu Rubisco o 15 %.

Co se ty€e vlivu expozice na obsah enzymu Rubisco, neexistuji v literature pro listnaté ani
jehli¢naté stromy zaddné dostupné udaje. Podle naSich méteni byl obsah Rubisco ve slunnych
listech statisticky vyznamné vyssi nez ve stinnych listech.

Obsah enzymu Rubisco byl v ¢ervnu vyssi nez v zafi, coz je v souladu s udaji v literatute,
podle kterych je obsah enzymu Rubisco maximalni v dob& plné expanze listi a potom
v pribehu sezény postupné klesa [45].

Podle nasich méteni byla aktivita Rubisco v Cervnu u listl E statisticky vyznamné vyssi nez
u list A. Naproti tomu aktivita Rubisco v zafi u listd E nebyla statisticky vyznamné vyssi,
nez u listh A. Tyto vysledky jsou v souladu se zavéry Zachové [44], pro buk lesni na témze
stanovisti, Besforda et al. [47] pro Prunus avium a Rogerse a Ellswortha [22] pro Pinus taeda.
Naproti tomu Riikonen et al. [33] uvadéji u brizy bélokoré pokles celkové aktivity
v podminkach zvysené koncentrace CO, o 14-26 %. Obdobn¢ [37, 38, 36, 46] uvadeji
u druhtt rodu Pinus pokles celkové aktivity Rubisco u mladych jehlic v podminkach zvysSené
koncentrace CO,. Podle Drake et al. [27] je primérné snizeni aktivity enzymu Rubisco o 15
a24 %.

Ve studii Tissuea et al. [38] bylo pozorovano, ze obsah a celkova aktivita enzymu Rubisco
vyznamné rostly s pfidavkem N a vyznamné klesaly se zvySenou koncentraci CO,. Podobné
poklesy obsahu Rubisco byly pozorovany i pro mnoho dalSich rostlin napt. Rowland-Bemford
et al. [39], Sage et al. [40]. Naproti tomu, n¢které rostliny nevykazovaly zménu v obsahu
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Rubisco [14], [40]. Snizeni celkové aktivity vlivem zvySené koncentrace oxidu uhli¢itého je
také typické pro hodné rostlin, napt. pro ryzi [39], rajcata [41] nebo soju [42].

SniZzeni obsahu Rubisco mulze byt dasledkem: (1) Represe exprese genti pro Rubisco
v disledku nadmérného hromadéni asimilati (zejména glukosy a sacharosy) v podminkach
zvysené koncentrace CO; [16]. (2) Nedostate¢nym piisunem dusiku [34].

Kromé toho miize zvySena koncentrace oxidu uhli¢it¢ho zménit alokaci dusiku ve stromech
kvili prizpasobeni energetickym vydajim. V tom piipadé je méné dusiku lokalizovano ve
fotosyntetickém aparatu, kdezto vice dusiku je v kofenovém systému [35].

Podle naSich méfeni se zda, Ze obsah a aktivita Rubisco jsou do jist¢ miry antiparalelni.
Vyrazny cervnovy pokles obsahu Rubisco v podminkidch zvySené koncentrace oxidu
uhlic¢itého byl doprovazen vysokou aktivitou, a to jak u slunnych tak u stinnych jehlic. Pfitom
aktivace Rubisco u E byla nizsi nez u A. Narust aktivity Rubisco u listi E je tedy nutno pficist
vytésnéni dennich inhibitorti z aktivnich mist enzymu.
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5 Zavér

Cilem diplomové prace bylo srovnat aktivitu a obsah enzymu Rubisco ve slunnych
a stinnych listech buku lesniho (Fagus sylvatica) v podminkdch normalni a zvySené
koncentrace CO, a potvrdit ¢i zamitnout existenci aklimacni deprese na Urovni enzymu
Rubisco, popft. popsat jeji prabeh.
Vzorky listli byly odebirany na Experimentdlnim ekologickém pracovisti AV CR Bily kiiz
v Moravskoslezskych Beskydech, kde jsou stromky buku lesniho kultivovany v atmosféie
s normalni koncentraci oxidu uhli¢itého (koncentrace CO, asi 385 pmol mol™, ambient = A)
a v atmosféfe se zvysenou koncentraci CO, (asi 700 pmol-mol™, elevated = E). Odbér vzorki
se uskutecnil ve dvou odliSnych obdobich, a to na konci jara 12. 6. 2008 a na konci léta
3.9.2008.
U vzorkil byla spektrofotometricky stanovena aktivita enzymu Rubisco podle Lilleyho
a Walkera [10] s extrakci podle Besforda [11]. Pro stanoveni poc¢atecni aktivity Rubisco byla
metoda modifikovana Heringovou [12]. Obsah Rubisco byl stanoven metodou SDS-PAGE
podle Damervalové [13], Rogerse et al. [22] a Floridna [6].
Bylo zjisténo, Ze expozice listid (slunné/stinné) v ¢ervnu neméla vyznamny vliv na aktivitu
Rubisco. Naproti tomu v zaii byla u stinnych listh naméfena nizsi aktivita Rubisco nez u listh
slunnych a tyto rozdily byly na hranici statistické vyznamnosti.
Listy kultivované pfi zvySené koncentraci oxidu uhli¢itého mély v ervnu asi o 45 % vyssi
aktivitu nez listy A. Naproti tomu v zafi nebyly v aktivité listh A a E statisticky vyznamné
rozdily. ZvySend koncentrace oxidu uhlicitého tedy stimulovala aktivitu Rubisco nejvice
v prvni poloviné vegetacni sezony.
Obsah enzymu Rubisco byl statisticky vyznamné nizsi v E nez v A, coz svéd¢i o existenci
aklimaéni deprese na urovni obsahu Rubisco (s vyjimkou stinnych listd v zafi). Rovnéz vliv
expozice na obsah Rubisco byl vyznamny, obsah Rubisco ve stinnych listech byl statisticky
vyznamné niz§i nez v listech slunnych. Kromé toho bylo prokazano, Ze obsah enzymu
Rubisco byl v ¢ervnu vyssi nez v zafi.
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7 Seznam symboli

AIDA
ADP
ATP
BSA
DNA
DTT
ELISA
FACE
HEPES
HPLC
IR
NADH
NADPH
Na,EDTA
Pi

PI,II
RNA
Rubisco
R5P
SDS
SDS-PAGE
TEMED
TRIS
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Advanced Image Data Analyser
adenosindifosfat

adenosintrifosfat

bovinni sérovy albumin

deoxyribonukleova kyselina

dithiothreitol

enzyme-linked immunosorbent assay

Free Air CO;, Enrichment
N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-ethansulfonova kyselina
vysokotlaka kapalinovéa chromatografie
infracervena oblast
nikotinamidadenidinukleotid
nikotinamidadenidinukleotidfosfat
ethylendiamintetraoctan disodny
anorganicky fosfat

fotosystém 1, II

ribonukleova kyselina
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
ribosa-5-fosfat

dodecylsulfat sodny

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu za uziti SDS
N,N,N" N’-tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan
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