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ABSTRAKT

V této diplomové praci je popsan denni chod pocatecni a celkové aktivity a obsahu enzymu
Rubisco u buku lesniho (Fagus sylvatica) v podminkich normalni, tj. 350 pmol.mol” (A-
ambient) a zvysend, tj. 700 pmol.mol” (E-elevated) koncentrace CO, v prib&hu dne. Vzorky
byly odebirany 8.7.2009 (10:00-21:30), 9.7.2009 (4:00-12:00) a22.7.2009 (4:00-21:30).
Spektrofotometrickou metodou byla stanovena pocatecni a celkova aktivita azpoméru
pocatecnich a celkovych aktivit byl vypocitan stupeii aktivace. Obsah enzymu Rubisco byl
stanoven metodou SDS-PAGE a z poméru pocatecnich a celkovych aktivit a obsahu enzymu
Rubisco byla vypocitana hodnota pocatecni a celkové specifické aktivity.

V naSem experimentu nebyl zjiStén statisticky vyznamny rozdil mezi aktivitami u buki
kultivovanych v atmosféte s normalni a zvySenou koncentraci CO,, nedoslo tedy k aklimacni
depresi aktivity Rubisco vlivem zvySené koncentrace CO,. Denni chod aktivit vykazoval pouze
statisticky nevyznamné kolisani. Po rozednéni nedoslo k vyznamnému vzestupu celkové aktivity
Rubisco, coz svéd¢i o nepiitomnosti nebo zanedbatelném vlivu no¢niho inhibitoru CA1P u buku.
Silné kolisani stupné aktivace (40-90 %) svéd¢i o regulaci fotosyntézy v prubéhu dne
prostfednictvim karbamylace enzymu Rubisco.

Obsah enzymu Rubisco u bukl kultivovanych ve zvySené koncentraci CO, byl nizsi nez
u bukll rostoucich pii normélni koncentraci CO,. V podminkach zvysené koncentrace CO, lze
tedy konstatovat existenci aklimacni deprese na urovni obsahu Rubisco. Pfed rozednénim
vykazoval obsah enzymu Rubisco na hranici statistické vyznamnosti nevyrazné minimum,
v prib¢hu dne bylo zaznamenano pouze jeho nevyznamné kolisani.

ABSTRACT

In this diploma thesis, the diurnal changes of initial and total Rubisco activity and Rubisco
enzyme content in beech (Fagus sylvatica) were studied under conditions of ambient (A) CO,
concentration (350 pmol.mol™) and elevated (E) CO, concentration (700 pmol.mol") during the
day. Samples were taken on July 8th (from 10:00 to 21:30), on July 9th (from 04:00 to 12:00) and
then on July 22th (from 04:00 to 21:30). The initial and total activity were measured
spectrophotometrically and the activation level was calculated from the ratio of initial and total
activities. Rubisco enzyme content was determined by SDS-PAGE method and the initial and
total specific activity were calculated from the ratio of initial or total activity and Rubisco
enzyme content.

In our experiment no statistically significant difference was found between Rubisco activities
in beeches cultivated under conditions of ambient CO, concentration and elevated CO,
concentration, so any down-regulation of Rubisco activity did not appear under the influence of
ambient CO; concentration. Diurnal changes of Rubisco activities showed only statistically
nonsignificant fluctuation. After daylight no significant increase of total Rubisco activity was
observed, which demonstrates the absence or the immaterial effect of CA1P night inhibitor in
beech. Intensive fluctuation of the activation level (40-90 %) proves the regulation of
photosynthesis during the day via Rubisco enzyme carbamylation.



Rubisco enzyme content in beech cultivated under conditions of ambient CO, concentration
was lower than that one in beech cultivated under conditions of elevated CO, concentration. Then
down-regulation of Rubisco enzyme content is presented under conditions of ambient CO,
concentration. Before daylight Rubisco enzyme content showed an indistinctive minimum on the
level of statistical significance, during the day only nonrelevant fluctuation was noticed.
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1. UVOD

Produkce potravin na Zemi zavisi primarné¢ na fotosyntéze, coz je jeden znejstarSich
a soucasné nejdulezitéjSich déji v zivé prirodé. Jedna se o vysoce kvantitativni biologicky proces
premény svételné energie na chemickou. Chemicky se jednd o pievedeni uhliku z nejvice
oxidované formy o nizké energii, oxidu uhli¢itého, na redukovany material o vysoké energii,
sacharidy. Fotosyntéza je silné endotermicky redukcni proces, energii poskytuje slunecni zareni
zachycované fotoreceptory a redukéni sila pochazi u vyssich rostlin z vodiku vody. Vznikajici
kyslik tedy nepochazi z oxidu uhli¢itého, ale z oxidace vody.

Vstupni bréanou anorganického uhliku do biosféry je enzym Rubisco (ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa), ktery katalyzuje vazbu oxidu uhli¢itého na organickou
molekulu (karboxylaci) a je tedy klicovym enzymem fotosyntézy. Rubisco je nejrozsirenéjsi
a z hlediska biosférického i nejvyznamnéjsi enzym na Zemi a krom¢ karboxylace katalyzuje také
oxygenaci neboli vazbu molekuly kysliku na stejnou organickou molekulu (oxygenaci).
Schopnost Rubisco katalyzovat dva typy reakcei tkvi ve strukturni podobnosti molekul CO, a O,,
které si konkuruji na aktivnim misté enzymu.

Rubisco je pozoruhodné neucinny enzym, jeho €islo obratu ¢ini necelé tfi molekuly substratu
za sekundu, zatimco u typického enzymu je to asi 1000 molekul substratu za sekundu. Tato
pomalost je nahrazovana mnozstvim, v jakém se v rostlinach tento enzym nachazi (tvoii 30-50 %
celkového obsahu proteinti v listech). Enzym Rubisco existuje v aktivované a neaktivované
formé, proto neni aktivita enzymu pifimo umérna jeho obsahu. Pouze aktivovanad forma je totiz
katalyticky aktivni a navenek se projevuje urcitou aktivitou. Aktivita enzymu je regulovana
pomoci pH (optimum je pii pH 8), koncentrace hofe¢natych kationtli, mnoZzstvi svétla a substratu.
To znamenad, Ze pfi stejném obsahu enzymu se mlize ménit jeho aktivita (pfechazet z aktivované
do neaktivované formy), proto je dilezité méfit aktivitu i obsah enzymu.

Efektivita, ¢i spiSe neefektivita tohoto enzymu je hlavnim limitujicim faktorem rychlosti
fotosyntézy. V poslednich letech pfibyva publikaci, ve kterych je snaha genovym inzenyrstvim
vyrobit efektivnéjsi Rubisco a tim radikalné zvysit intenzitu fotosyntézy, ddle umoznit genovymi
manipulacemi u¢inéjsi aktivaci.

Zvysena koncentrace CO, vede ke zvySeni rychlosti fotosyntézy. Pii dlouhodobém piisobeni
zvySené koncentrace CO, na rostliny se u mnoha druhi rostlin takto zvySena rychlost fotosyntézy
postupné snizuje, nastava aklimacni deprese, ktera se vysvétluje nahromadénim sacharidi ve
fotosyntetizujici tkdni, coz vede k poklesu rychlosti fotosyntézy, ke snizeni mnoZstvi nebo
aktivity enzymu Rubisco nebo dal$ich enzymt, katalyzujicich reakce Calvinova cyklu. Dochazi
také ke snizeni obsahu dusiku a rozpustnych bilkovin v listech.

Enzym Rubisco miizeme stanovit pomoci mnozstvi metod. Aktivita Rubisco se stanovuje in
vivo gazometricky nebo in vitro radiometricky ¢i spektrofotometricky. Standardni metodou pro
stanoveni obsahu Rubisco je vertikalni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s SDS (SDS-
PAGE), déile je mozné obsah enzymu stanovit také imunochemicky nebo kapilarni
elektroforézou.

Tato diplomova prace se zabyva dennim chodem obsahu a aktivity enzymu Rubisco u buku
lesniho v podminkdch normalni a zvySené atmosférické koncentrace oxidu uhlicitého.
V teoretické casti diplomové prace je struéné popsana fotosyntéza a vliv zvySené koncentrace



CO; na fotosyntézu. Dalsi kapitoly jsou vénovany enzymu Rubisco, jeho struktuie, vyznamu pro
fotosyntézu, jeho aktivaci a zavislosti aktivity a obsahu na vngSich podminkéch.
V experimentalni Casti byla spektrofotometrickou metodou stanovena pocatecni a celkova
aktivita enzymu Rubisco u buku lesniho, jeji zmény v prubéhu dne. Metodou SDS-PAGE byl
sledovan denni chod obsahu enzymu Rubisco u buku lesniho. Z obsahu a aktivity enzymu
Rubisco byla vypocitana pocatecni a celkova specifickd aktivita a stupen aktivace.



2. TEORETICKA CAST
2.1 Fotosyntéza

vvvvv r

Fotosyntéza je jednim z nejstarSich a soucasné nejdilezitéjSich d&ji v zivé prirodé, protoze
umoziuje existenci chemotrofnich organismda.

e  Zachycuje slunecni energii a z nejjednodussi slouceniny uhliku, oxidu uhli¢itého, vyrabi
organickou hmotu pro vyzivu chemotrofii.

e Je hlavnim producentem kysliku nasi planety, nepostradatelného pro existenci aerobnich
organismu.

Z fyzikalniho hlediska pfedstavuje fotosyntéza pfeménu energie slunecniho zafeni na energii
chemickou. Tato pfeména je uskute¢néna biologickym objektem. Z chemického hlediska se jedna
o velmi naro¢ny d¢j, pfevedeni uhliku znejvice oxidované formy o nizké energii, oxidu
uhli¢itého, do molekuly organické slouceniny o vysoké energii — sacharidu. Jedna se o siln¢
endergonicky proces, kde energii poskytuje slunecni zéafeni, zachycované fotoreceptory
(chlorofylem), a redukéni sila pochdzi u vyssich zelenych rostlin z vodiku vody. Redukce CO,
na cukry je spfazena s oxidaci H,O, vedouci ke vzniku O,. Vznikajici kyslik tedy nepochdzi
z oxidu uhli¢itého, ale z oxidace vody. Fotosyntézu Ize tedy vystihnout sumarni rovnici:

6C02 +6H20 svételna energie C6H1206 +6CO2

Fotosyntéza probiha ve dvou oddélenych, ale na sebe navazujicich fazich — primarni (svételné)
a sekundarni (temnostni) [4].

Svételna nebo téz primarni faze je fotochemicky déj spocivajici v pfeméné fotond slune¢niho
zafeni na chemickou energii. Zména slunecni energie na energii chemickou vSak neni pfima,
nejdiive se energie zafeni méni na energii excitovanych elektront, ktera se pak pouziva na
vyrobu makroergickych slouc¢enin (ATP a NADPH).

o

reduk&ni procesy ADP +P; ATP
A v, 2 v ™ ATP-synthasa
o) <)
T, 5%
£ v % foom s w ot V

stroma

membrina

lumen

Obr.1 Enzymy primadrni faze fotosyntezy v tylakoidni membrané. OEC — komplex uvolnujici
kyslik, cyt bg/f — komplex cytochromii, PC — plastocyanin, FD — ferredoxin, PSI — fotosystém I,
PSII — fotosystém II. Pievzato z [2].
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Primarni faze je realizovana fotosyntetickym aparatem, ktery se sklada ze tii asti.

e Fotoreceptory jsou slouCeniny véazané na proteiny, umisténé v tylakoidech. Jsou to
pigmenty, které absorbuji svételné zateni potiebné pro fotosyntézu. Z chemického hlediska
se jedna o tetrapyrrolové slouceniny chlorofyl a a chlorofyl b, které ve svém centru
obsahuji hofec¢naty kation. Jejich ¢innost ¢asto dopliiuji karotenoidy.

chlorofyl 5

Obr. 2 Struktura chlorofylu a a b. Prevzato z [2].

e Fotosyntetické reakéni centrum, které provadi pfeménu svételné energie na energii
elektrickou. Dochazi tady k excitaci elektronii fotoreceptoru absorbovanym zatenim.
e Retézec oxidoreduktas, preménujici energii excitovanych elektroni na energii chemickou.

Prvnim krokem primarni faze fotosyntézy je absorpce zatreni chlorofylovymi molekulami,
které jsou pomoci vazby na specidlni bilkoviny neustile optimalné¢ nasmérovany, aby mohly
pfedavat absorbovanou energii. Absorpce fotoni vede k excitaci a uvolnéni elektront, které
opusti molekulu chlorofylu a prochazeji systémem pienasect o stoupajicim redoxnim potencialu.
Cast energie excitovanych elektront je pouZita k vyrob& ATP. Elektrony se v zakladnim stavu
vraceji zpét do reakéniho centra chlorofylu. Systém transportu elektront, ktery zacina a konci
v molekule chlorofylu, je soucasné akceptorem i donorem elektronti, se nazyva cyklicka
fotofosforylace.

Muze vsak dojit i k ulozeni energie excitovanych elektroni do NADPH. V takovém piipadé
ale nedojde k navratu elektronii do reakéniho centra chlorofylu a tento déj nazyvame necyklickou
fotofosforylaci.

NADP' +2H" +2¢ — NADPH+H"

K regeneraci chlorofylu do ptvodniho redukovaného stavu je potieba pouzit elektrony
z oxidace jiné molekuly. Jako donor elektronti je u oxygenni fotosyntézy pouzivana voda, jejiz

oxidace vede ke vzniku kysliku:

2H,0 — 4H"+ O, +4¢
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Obr. 3 Z-schéma svételné faze fotosyntézy: prenos elektronii ziskanych fotolyzou vody

elektronovymi prenaseci za pomoci energie ziskané absorpci svétla fotosystémy I a II. Ptevzato
z [4].

Soucasné se svételnou fazi probihd temna neboli sekundarni faze. Neni zavisld na energii

slune¢niho zafeni a vétSina reakci je identickd nebo podobnd jako obracené reakce glykolyzy
aregeneracni faze pentosového cyklu. V této Casti fotosyntézy dochdzi k vyuziti NADPH, které
vznikd a hromadi se v primarni casti fotosyntézy, dale se vyuziva energie, ulozend v ATP,
k redukci CO; na sacharidy. Biosyntéza sacharidi probiha v kapalné ¢asti chloroplastu (stromatu)
a v cytosolu. Reakce probihaji v cyklickych sledech a mohou probihat nékolika cestami.
Nejznaméjsi z nich je cyklicky d¢€j, nazvany podle objevitele Calviniv cyklus.

12

Calvintiv cyklus probihd ve tfech fazich:

Reakce molekuly CO, jako karboxylu s molekulou ketopentosy ribulosa-1,5-bisfosfatu
(RuBP). Tato faze slouzi k ptfevedeni energeticky chudé, nereaktivni formy CO, na
aktivovanou redukovatelnou formu. Vysledkem je vznik nestalé slouCeniny, ktera se
rozpada na dvé tiiuhlikové molekuly 3-fosfoglyceratu. Reakce je katalyzovana enzymem
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasou/oxygenasou (Rubisco).

CO,, ATP H,0
c, —< c,—1% 2C,

Fosforylace 3-fosfoglyceratu pomoci ATP na 1,3-bisfosfoglycerat a jeho nasledné redukce
molekulou  NADPH na glygeraldehyd-3-fosfat. Z n¢ho pak izomeraci vznika
dihydroxyacetonfosfat. Cést trios ptechazi vn&jsi chloroplastovou membranou do cytosolu



a tam se aldolovou kondenzaci, katalyzovanou aldolasou, pfeménuji na fruktosa-1,6-
bisfosfat, ze kterého pak izomeraci vznika glukosa-6-fosfat.

2 (NADPH + H"), 2ATP
2C3 (N. +H),

2C, - — G

e Regenerace akceptoru CO; (ribulosa-1,5-bisfosfatu) je obracenou regeneracni fazi
pentosového cyklu. Z 5 molekul hexos se pfi ni regeneruje 6 molekul pentos.

V kazdé obratce Calvinova cyklu je zachycena jedna molekula atmosférického CO,
a zabudovana do organické molekuly. K vytvoreni glukosy je potieba 6 obratek Calvinova cyklu

[1,5].
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Obr.4 Schématické zndzornéni Calvinova cyklu. Prevzato z [3].
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2.1.1 Rychlost fotosyntézy

Rychlost fotosyntézy zavisi na velkém mnozstvi faktor. Z vnitinich faktort jsou to zejména
mnozstvi chlorofylu, stafi listd a mineralni vyziva, mezi vnéjsi Cinitele patii svétlo, teplota, voda
a koncentrace CQO,. Dalsi pifimé faktory, které ovliviiuji rychlost fotosyntézy jsou rychlost

fotorespirace, vodivost pruducht a rychlost dychani [6].

2.1.1.1 Vliv svétla

Na fotosyntézu ma nejvétsi vliv spektrum a intenzita svételného zareni. Spektrum hlavné pri
vlnové délce 380-760 nm. Pfechodem od cervenych k fialovym paprskiim se kvantovy zisk
snizuje, 1 kdyz se snizujici absorpce chlorofylli ¢astecné kompenzuje doprovodnymi pigmenty.
Minimalni intenzita svétla, kterd je zapotfebi pro zacatek fotosyntézy, je u rznych druhti rostlin
ruzna. S rostouci intenzitou svétla se rychlost fotosyntézy zvysuje az do okamziku, kdy se ptijem
a vydej CO, vyrovna a nastava tzv. kompenzac¢ni svételny bod. Déle pak dochazi jesté nartistu
rychlosti az po bod svételného nasyceni, kdy se rychlost fotosyntézy ustali. Prili§ vysoka
intenzita svétla je vSak také nezddouci z diivodu vzniku velkého mnozstvi kyslikovych radikald,
které mohou porusit fotosystém II, a tim zastavit fotosyntézu [6].

2.1.1.2 Vliv CO; a jeho zvySené koncentrace na rostliny

Atmosféricky oxid uhli¢ity je hlavnim a nejdiilezitéj$Sim dodavatelem uhliku pro fotosyntézu.
Jeho koncentrace ve vzduchu kolisa kolem 0,038 %. Rychlost fotosyntézy jako funkce oxidu
uhli¢itého je kiivocara zavislost s nasycenim. Nejnizsi koncentrace pro zacatek fotosyntézy je
0,008-0,010 % CO,. Pti zvySovani koncentrace se rychlost fotosyntézy zvySuje az do bodu
nasyceni (0,06-0,4 % CO,), kdy se ustali. DalSim rtistem koncentrace CO, za hranici 2-5 % CO;
ve vzduchu fotosyntéza ustane [6].

K matematickému popisu zavislosti koncentrace CO, a rychlosti fotosyntézy se nejCastéji

pouziva rovnice Michaelise a Mentenové:

P= Pmax . CCOZ
Cco, K,

kde P je rychlost fotosyntézy, Pmax je nejvyssi dosazend hodnota rychlosti fotosyntézy a K. je
konstanta obdobna konstanté K, z rovnice Michaelise a Mentenové [7].
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Obr. 5 Zavislost rychlosti fotosyntézy na koncentraci CO, pri riuznych teplotach a urovnich
ozareni. Ptevzato z [7].

Vliv zvySené koncentrace CO, na rychlost fotosyntézy je studovan jiz dlouhou dobu. Rostliny
C4 jsou pfi stavajici koncentraci CO, timto substritem saturovany, naproti tomu rostliny
C3 reaguji na dalsi zvySeni koncentrace CO; zvySenim rychlosti fotosyntézy. Zvyseni rychlosti
fotosyntézy je spojeno  sptusobenim CO, na enzym Rubisco (ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasu/oxygenasu), ale také s regulaénimi G&inky CO, na vazbu iontd Mn>" na
donorové stran¢ fotosystému II a vazbu chinonti na akceptorové strané téhoz fotosystému.

Pokud rostlinu umistime do prostiedi se zvySenou koncentraci CO,, dochazi ke zvyseni
rychlosti fotosyntézy. Pfi dlouhodobém ptlisobeni zvySené koncentrace CO, se u mnoha druht
rostlin takto zvySena rychlost fotosyntézy postupné snizuje a né¢kdy dokonce dosadhne i pocatecni
hodnoty. Tento jev se nazyva aklimace nebo aklimacni deprese. Aklimace se vysvétluje
nahromadénim sacharidii ve fotosyntetizujici tkani, coz ma za nasledek pokles rychlosti
fotosyntézy, snizeni mnozstvi nebo aktivity enzymu Rubisco nebo dalSich enzymd, katalyzujicich
reakce Calvinova cyklu. Dochazi také ke snizeni obsahu dusiku a rozpustnych bilkovin v listech.
Klesa i obsah chlorofylli, kvantového vytézku fluorescence i fotochemického zhaseni. Aklimace
projevujici se poklesem fotosyntetické ucinnosti nastava jen tehdy, kdyz vSechny sinky rostliny
vykazuji niz$i akumulaéni kapacitu nez odpovida zvysené rychlosti produkce asimilati [6,7].

Pokles rychlosti fotosyntetického aparatu pii péstovani ve zvySené koncentraci CO, lze
vysvétlit také dal$im zplisobem. Pfi péstovani rostlin v béZznych podminkach a pfi okolni
koncentraci CO, odpovidd rychlost tvorby asimilati kapacit¢ transportnich drah i aktivité
prislusnych sinkl. Za této situace je exprese fotosyntetickych geni fizena predevSim svétlem
a stupném vyvoje rostliny. Pfi kultivaci rostlin v podminkach se zvySenou koncentraci CO,
ptesahuje rychlost tvorby asimilati moznosti jak jejich transportu, tak i vyuzivani sinku. Proto se
zacne hromadit v cytosolu sacharosa, ktera je transportovana do vakuoly a zde invertasou
roz§tépena na glukosu a fruktosu. Tyto hexosy jsou zpétné transportovany do cytosolu, kde se
zvySuje jejich koncentrace. OvSem sacharosa mulze byt také exportovana do apoplastu, kde je
zase apoplastickou invertasou rozloZzena na hexosy transportovatelné rovnéz zpatky do
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cytoplazmy. Neni vylouceno, ze piislusni prenase¢i hexos jsou mistem, odkud vznikéd signal
indukujici pokles exprese fotosyntetickych genti [4].

2.1.1.3 Vliv teploty, interakce teploty a zvySené koncentrace CO;

Zavislost rychlosti fotosyntézy na teploté je exponencidlni. ZvySeni teploty o 10 °C urychluje
reakci 2—3krat. Pti nizkych teplotach fotosyntetizuji rostliny pomalu, zvySovanim teploty rychlost
fotosyntézy roste, az dosahne hranici teplotniho optima, poté nastava pomaly pokles. Pokles
rychlosti fotosyntézy nastava jiz pti teplotach, které neposkozuji fotosynteticky aparat. Pii teploté
35-45°C se vétSinou fotosyntéza zastavuje, dochazi k naruSeni normalniho uspotadani
fotosyntetického aparatu a k denaturaci bilkovin. Vliv teploty na fotosyntézu se vyraznéji
projevuje pii vyssi intenzité svétla.

Rychlost fotosyntézy je vyrazné ovliviiovdna kromé zvySené koncentrace CO, také vlivem
jeho vzajemné interakce se zménou teploty. Pfi vyssi koncentraci CO; se teplotni optimum
posouva k vy§§im hodnotdm a toto optimum se vyrazn€ zuzuje. Pti zvySovani teploty dochdzi
k vyraznému poklesu hodnoty specifitniho faktoru Rubisco, ktery uddva pomér rychlosti
karboxylace k rychlosti oxygenace pfi stejnych koncentracich CO;, a O,, a to jednak vétSim
poklesem rozpustnosti CO, vzhledem k O, a také poklesem afinity Rubisco k CO, vzhledem
k afinité O, [4,7].

)
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°
E
=
o

Teplota (°C)
Obr. 6 Zavislost rychlosti fotosyntézy na teploté pri riznych ozarenostech. Pievzato z [4].

2.1.1.4 Rychlost fotorespirace

Enzym Rubisco je bifunkéni enzym. Metabolické zaklady fotosyntézy a fotorespirace
spocivaji ve schopnosti enzymu Rubisco navazat na tentyz substrat (ribulosa-1,5-bisfosfat) jak
CO, (karboxylace) tak i O, (oxygenace). V ptfipad¢ navazani molekuly O, na uvedeny substrat
vznikd kromé fosfoglyceratu také fosfoglykolat, jimz zacind tzv. glykolatova cesta, ktera je
soucasti fotorespirace. Béhem glykolatové cesty dochazi pii postupném navazani dvou molekul
O, k uvolnéni jedné molekuly CO,. Pfi vyssi koncentraci CO, je fotorespirace inhibovana.
K tplné inhibici fotorespirace dochdzi pti sniZzeni koncentrace O, na 5 % a méné nebo dvoj- az
trojnasobnym zvySenim koncentrace CO,. ZvysSend koncentrace CO, ve vzduchu, ktery
obklopuje list ptisobi na rostliny dvojim zptisobem:

e ZvySeni koncentrace substratu (CO,) zvysuje rychlost karboxylace, a tedy fotosyntézy.
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e Zvyseni koncentrace CO, zvySuje hodnotu poméru koncentraci CO,/O,, atim snizuje
fotorespiraci.To predstavuje dalsi zvySeni rychlosti ¢isté fotosyntézy.

Existuje fada metod méteni fotorespirace listil a rostlin, ale v§echny maji ur¢ité nedostatky,
snad i proto existuje relativné malo praci udéavajicich kvantitativni hodnoty fotorespirace [4].

2.1.1.5 Vodivost pruduchu

Zmeéna koncentrace CO, v atmosféfe obklopujici list ovliviiuje miru otevienosti priaduchd,
ktera modifikuje jejich vodivost. Vyss§i koncentrace CO, vede u vétSiny rostlin k pfivieni
praduchi. Podobné piisobi i pokles rychlosti fotosyntézy, coz ziejmé souvisi s koncentraci CO;
v intercelularach. Drake et al. [6] shrnuli vysledky 41 pokust s 28 druhy rostlin a zjistili, ze
pramérné snizeni vodivosti praduchti pii dvojnasobné atmosférické koncentraci ¢ini 20 %. Pokles
vodivosti praducht, ktery je zplsobeny zvySenim koncentrace CO, v okoli listu, nemusi vést
k poklesu rychlosti ¢isté fotosyntézy, protoze soucasn¢ dochazi ke zvyseni gradientu koncentrace
CO, mezi atmosférou a mistem karboxylace, coz fotosyntézu stimuluje. Zavisi pak na vzajemném
poméru mezi zmeénou vodivosti a zménou gradientu CO,, jestli dojde k poklesu nebo zvyseni
rychlosti ¢isté fotosyntézy.

Snizena rychlost transpirace ovliviiuje jednotlivé slozky energetické bilance listu, coz se
nasledné projevi i ve zméné jejich teploty. Idso et al. [8] prokazali, ze zvySeni teploty listd, které
je zpusobené zvysenou koncentraci CO,, je pfimo imérné poklesu vodivosti pruducht [4].

2.1.1.6 Rychlost dychdani

Rychlost respirace je v porovnani s rychlosti Cisté fotosyntézy relativné mald. Ztraty uhliku
zpisobené dychanim odpovidaji vétSinou méné nez 10 % jeho zisku paraleln¢ probihajici
fotosyntézou. Piesto je dychdni proces, ktery vyznamné ovliviiuje celkovou bilanci uhliku
v rostlin€. Dychani probihd nejen v noci, kdy je fotosyntéza nulova, ale také ve dne, ptestoze
rychlosti denniho dychani jsou patrné nizsi nez rychlosti dychani v noci. Pfi sledovani vlivu CO,
na rychlost mitochondrialniho dychani lze rozlisit:

e piimy bezprostifedni vliv zvySené koncentrace CO,, pfi némz dochézi ke snizeni rychlosti
dychéni. Gonzéles-Meler et al. [9] prokdzali, Ze zvySend koncentrace CO, inhibuje externé
dodany sukcinat nebo NADPH k suspenzi mitochondrii. Dale zjistili, ze zvySena
koncentrace CO; inhibuje aktivitu sukcinatdehydrogenasy i cytochrom-c-oxidasy.

e nepfimy vliv zvySené koncentrace CO,, ktery se projevuje pii aklimaéni depresi rostlin
dlouhodobé péstovanych pii zvysené koncentraci CO,. V tomto piipad¢ vSak existuji
velmi protichidné udaje popisujici nejen inhibici, ale i stimulaci dychani.

Novéjsi publikace se kloni k pfesvédceni, ze dychéni je vySSimi koncentracemi CO;
inhibovano [5].

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

V roce 1947 Wildman a Bonner [10] objevili pomoci elektroforézy v extraktu listd protein,
ktery u nékterych rostlin tvofil az polovinu hmotnosti listli a pojmenovali ho Frakce I. Teprve
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dalsi studie, které provedli o deset let pozdéji Calvin a Massini [11], Quayle et al. [12],
Weissbach et al. [13] prokazaly, Ze tento protein vykazuje enzymatickou aktivitu a katalyzuje
karboxylaci ribulosa-1,5-bisfosfatu, ktera vede ke tvorbé dvou molekul 3-fosfoglyceratu. Enzym
byl nazvan ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa. V Sedesatych letech Bowes et al. [14], Andrews et
al. [15], Lorimer et al. [16] objevili druhou katalytickou aktivitu enzymu, a to oxygenaci RuBP
vedouci k tvorbé molekuly fosfoglykolatu a fosfoglyceratu. Nazev enzymu byl poté zménén na
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/ oxygenasa a postupné se pro néj vzila zkratka Rubisco [17].
Rubisco tvofi spojeni mezi Zivou a nezivou piirodou a je vychozim bodem kazdého
potravniho fetézce. Jedna se o jeden z nejrozsifenéjSich proteinli na planeté a tvoii az 16 %
veskerych bilkovin v chloroplastech. Fixuje asi 10'! tun CO, roén&. Nevyhodou tohoto enzymu je
jeho nizka katalyticka ucinnost (ki,=2—12s"). Aby se udrZela dostate¢na rychlost fotosyntézy
musi byt enzym ptitomen ve velkém mnozstvi [18].
Rubisco je kli¢ovy enzym fotosyntézy, ktery katalyzuje nasledujici typy reakci:
e Karboxylaci neboli fixaci CO, v Calvinové cyklu (na ribulosa-1,5-bisfosfat se vaze CO5).
e  Oxygenaci pii fotorespiraci (na ribulosa-1,5-bisfosfat se vaze O,).
Teplotni optimum enzymu Rubisco se vyrazné 1isi podle zdrojového organismu, nejéastéjsi
hodnoty jsou 20-30 °C [19].

2.2.1 Struktura

Ptiroda vytvoftila nékolik odlisSnych forem Rubisco. Nejrozsitenéjsi jsou formy I a II.

Forma I, hexadekamer LgSg, se vyskytuje u vétSiny autotrofnich rostlin (vyssi rostliny,
cyanobakterie, zelené fasy). VétSinou ma relativni molekulovou hmotnost 550 kDa a soumérnost
ctytbokého hranolu (diedralni symetrie). Skladd z osmi velkych podjednotek (L), o relativni
molekulové hmotnosti 55 kDa azosmi malych podjednotek (S), o relativni molekulové
hmotnosti 14 kDa.

S-fetézec  L-fetdzec

Obr. 7 Stuktura Rubisco — forma I (LsSs). Enzym Rubisco se sklada z 8 velkych podjednotek
(modrd a zelend barva) a z 8 malych podjednotek (Zlutd a svétle modrozelend barva). Cervenou
barvou jsou vyznacena aktivni mista. Prevzato z [19].

Velké podjednotky obsahuji aktivni centrum a maji katalytickou schopnost i bez ptitomnosti
malych podjednotek. Podjednotky L jsou kdédovany geny rbcl v genomu chloroplasti
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a dimerizuji ,,hlavou k pate*. Malé podjednotky ovliviiuji strukturu enzymu i jeho aktivitu, jsou
az na vyjimky kdédovany geny rbcS jaderného genomu. Tato podjednotka je po translaci
prenesena do chloroplastu, kde se za pomoci piitomnych chaperont spoji s velkou podjednotkou
a vytvoii holoenzym [22].

U velké podjednotky L je sekvence aminokyselin téméi shodna u vSech vyssich rostlin. Kazda
velkd podjednotka ma mensi N-termindlni doménu, ktera je tvofend péti tiseky s B-strukturou
advéma a-helixy, tzv. o-B-tunely. Déle obsahuje vétsi C-terminalni doménu, kterd ma
soudkovity tvar sloZeny z antiparalelnich [-struktur, které jsou na jedné strané prekryty dvéma
a-helixy [21].

Aktivni misto lezi na rozhrani mezi N-terminalni doménou jedné a C-termindlni doménou
druhé podjednotky, proto tedy samotna podjednotka nemuze mit katalytickou aktivitu [22].
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Obr. 8 Aktivni misto Rubisco s navazanym 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatem (CABP). Pievzato
z [23].

Forma II je homodimer L, a vyskytuje se u anaerobnich purpurovych bakterii a u obrnének.

Relativni molekulova hmotnost 110 kDa a je slozend ze dvou velkych L podjednotek, které jsou
asi z 30 % homologni s podjednotkami z vyssich rostlin [5].
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Obr. 9 Struktura Rubisco — forma Il (L;). Tato struktura enzymu Rubisco se sklada za dvou
podjednotek, vyznaceny Zlutou a modrou barvou. Cervené je vyznacend [-struktura, a modie
vyznacena struktura a-helix. Pfevzato z [19].

2.2.2 Karboxylace a oxygenace ribulosa-1,5-bisfosfatu

Enzym Rubisco je bifunkéni, ma afinitu jak k oxidu uhli¢itému, tak ke kysliku z diivodu
podobnosti jejich molekul. To vede ke konkurenci téchto substratii na stejném aktivnim misté
[23]. Enzym katalyzuje karboxylaci (vdzani CO,) a oxygenaci (vdzani O;) na ribulosa-1,5-
bisfosfat (RuBP). Prvnim krokem je u obou reakci pfeména RuBP na endiolat a dale dochazi
k bimolekularni reakci endiolatu s CO, nebo s O,. V obou reakcich je rozstépena vazba mezi C2
aC3[19].

Pti karboxylaci dochazi k hydrataci meziproduktu, $tépeni vazby C—C meziproduktu a vzniku
prvni molekuly 3-fosfoglyceratu. Z CO, se stane karboxylova skupina v molekule 3-fosfo-
glyceratu. Nasledn¢ probéhne protonace karbaniontu za vzniku druhé molekuly 3-fosfoglyceratu.
Mechanismus karboxylace je zalozen na stabilizaci pfechodného meziproduktu 2-karboxy-
arabinitol-1,5-bisfosfatu vlivem komplexu karbamétu s kovovym iontem Mg*". Karboxylace je
prvnim krokem Calvinova cyklu, kde z 2 molekul 3-fosfoglyceratu vznikaji 2 molekuly
glyceraldehyd-3-fosfatu. Déle dojde k regeneraci ribulosa-1,5-bisfosfatu. Spojenim dvou molekul
glyceraldehyd-3-fosfatu se vytvoii sacharid [22].

Oxygenace probihd za nepfitomnosti redox-aktivnich kovli nebo organickych kofaktord. Do
karboxylové skupiny je inkorporovan pouze jeden atom kysliku za vzniku ptechodného
meziproduktu 2-peroxy-3-ketoarabinitol-1,5-bisfosfatu. Nasleduje Stépeni tohoto meziproduktu
ve vodném prostfedi a uvolnéni molekuly 3-fosfoglyceratu a molekuly 2-fosfoglykolatu, jimz
zacina tzv. glykolatova cesta [22]. Z fosfoglykolatu se zahy odstépuje fosfatova skupina a vznikly
glykolat je transportovan z chloroplastu do blizkych peroxizomt, kde probihaji dals$i reakce.
V glykolatové draze se pfi postupném navazovani dvou molekul O, uvolni jedna molekula CO..
Fotorespirace je energeticky nevyhodnd, dochéazi ke ztraté€ jednoho atomu uhliku, ve formé CO,,
a spotfebuje se jedna molekula ATP. Fotorespirace snizuje Cisty vytézek fotosyntézy, ale
poskytuje rostlin¢ diilezité metabolity, napt. glycin a serin, a dale také chrani rostlinu pred
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nadmérmym piikonem zafivé energie. Rychlost fotorespirace je 4krat mensi nez rychlost
karboxylace za normadlnich atmosferickych podminek pii 25 °C. Fotorespirace, stejné jako
karboxylace, potiebuje Lys 201 v karbamatové formé [24, 25].
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Obr.10 Reakcni schéma karboxylace a oxygenace. Pievzato z [18].

Zda bude Rubisco véazat CO, nebo O,, zda tedy prednostné probéhne karboxylace nebo
oxygenace je dano tzv. specifitnim faktorem (Q), ktery vyjadiuje pomér rychlosti oxygenace ku
rychlosti karboxylace pfi stejnych rovnovaznych koncentracich CO, a O,.

Q=Y _V. K
Vv Vy K

kde v. je rychlost karboxylace, vy je rychlost oxygenace, V. je maximalni rychlost karboxylace,
K. je rychlostni konstanta karboxylace, K je rychlostni konstanta oxygenace a Vj je maximalni
rychlost oxygenace. ZvySenim parcialniho tlaku CO, dojde k jeho pfednostnimu navazani na
enzym Rubisco, dojde tim k potlaceni fotorespirace a zvysi se rychlost fotosyntézy [22].
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2.2.3 Aktivace Rubisco

Rubisco je katalyticky aktivni pouze v aktivovaném stavu.
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Obr. 11 Aktivni misto enzymu Rubisco. N-terminalni domeéna je tvorena Glu48, Thr53, Asn53
a Asnlll1, vSechny ostatni zbytky jsou umisteny v /o — stocené doméné priléhajici podjednotky.
Ddle miizeme na obrdzku pozorovat interpodjednotku solného miistku mezi Glu48 a Lys329.
Vétsina zbytku aktivnich mist je iontovych a polarnich, pouze Met 330 je hydrofobni. Soucdsti
aktivniho mista je i ion Mg’", ktery md mnohocetné role a je nezbytny v aktivaci a katalyze. Je
také rozhodujici pro spravnou orientaci substrdtu v aktivnim miste, protoze CABP se vdze
e-aminoskupina je karbamylovana molekulou CO; a vznikly karbamat se stabilizuje koordinact
s Mg”". Na takto karbamylované aktivni misto se navazuje RuBP a na jeho uhlik C, se navazuje
molekula vzdusného CO,. Ddle jsou v aktivnim misté také fosfatove ligandy, ligandy pro P; fosfat
Jjsou polarni a zahrnuji Gly370, Gly393, Gly394, Thr53 a Asn54. P, fosfatova skupina je
zakotvena v Arg288 a His321. Funkce ostatnich zbytku aktivniho mista nejsou automaticky
urceny strukturou. Prevzato z [22].
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2.2.3.1 Spontdnni aktivace

Enzym Rubisco méa 8 vazebnych mist, ktera vSak nejsou schopna katalyzy, dokud nevytvoii
komplex s CO, a bivalentnim kovovym iontem Mg*". Tento proces se nazyvé aktivace. Soucasti
aktivace je tzv. karbamylace, reakce molekuly CO, s g-aminoskupinou lysinu 201 velké
podjednotky enzymu Rubisco. Molekula CO, zahrnuta v aktivacnim procesu je odliSna
od substratové molekuly CO, fixované béhem karboxylace [26]. Karbamylace je pomaly d¢&j
a uréuje rychlost celé aktivace. Ton Mg®" poté rychle reaguje s karbamatem koordina&ni vazbou
a karbamat stabilizuje. Pouze pokud je karbamat stabilizovany kovem, je aktivni misto schopno
premeénit ribulosu-1,5-bisfosfat na produkty. [27].
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Obr. 12 Aktivace Rubisco (E ) karbamylaci K201 (vznik EC), ndslednym navazanim Mg2+
(vznik ECM). Vazba RuBP na karbamylovanou formu (ECM) nebo na nekarbamylovanou formu
(ER). Ptevzato z [18].

2.2.3.2 Aktivace zprostiedkovand aktivasou

In vivo neni mozna uplna samovolnd karbamylace Rubisco, protoze koncentrace CO, a iontl
Mg®" ve stromatu chloroplasti je pro spontinni aktivaci nedostatend. Proto bylo dlouho
zahadou, jak probiha aktivace Rubisco in vivo. Hlavnim prilomem byl objev jaderné kédovaného
chloroplastového proteinu, ktery byl pojmenovan aktivasa Rubisco [22], a ktery usnadiuje
aktivaci Rubisco pti fyziologickych koncentracich CO,. Poprvé byla aktivasa identifikovana
u mutantl Arabidopsis thaliana vyzadujicich vysoké koncentrace CO,, které na svétle Rubisco
slabé aktivovaly. Aktivasa patii do rodiny AAA proteini, coz jsou ATPasy asociované s riznymi
bunécnymi aktivitami. Jednd se o oligomer, ktery se sklada ze 14 nebo 16 podjednotek, jeZ maji
tendenci spontanné asociovat. Enzymova aktivita aktivasy je tim vyssi, ¢im vétsi je stupen
asociace. Pro funkci aktivasy je dllezita hydrolyza ATP, RuBP a no¢ni inhibitor 2-karboxy-D-
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arabinitol-1-fosfat (CA1P). Hydrolyzou ATP je aktivasa aktivovana, na tuto aktivni aktivasu se
navaze Rubisco a dojde k aktivaci Rubisco specifickym ptemisténim fosfatovych zbytki. Poté se
aktivasa navrati k neaktivni forme [18, 20].

uzavieny otevieny

B = Aktivasa
B =Rubisco

aktivni AE)P ATP peaktivni
Pi : :H = Ligand

Obr. 13 Mechanismus piisobeni aktivasy Rubisco. Pievzato z [18].

Pti osvétleni a v pfitomnosti RuBP, dochazi krychlé aktivaci enzymu Rubisco pomoci
aktivasy. Ve tmé vSak aktivasa nijak neovliviiuje kinetiku a rovnovahu spontanni aktivace.
Aktivasa vyZaduje vysokou koncentraci RuBP, i kdyz pii vysoké koncentraci tohoto sacharidu
dochazi k inhibici spontanni aktivace. Ve tm¢ deaktivované Rubisco upiednostituje pevnou vazbu
s RuBP. Pii osvétleni je aktivasa aktivovand zvySenou hladinou ATP a dochazi k uvolnéni RuBP
z aktivniho mista. Volny enzym pak miize projit karbamylaci a vysledny ternarni komplex muze
byt stabilizovan vazbou RuBP. Nicméné neni zndmo, pro¢ se méni aktivita Rubisco béhem dne,
kdyz hladina ATP ziistava piiblizné stejna [22].
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Obr. 14 Premeéna vytvorené neaktivni formy enzymu Rubisco na formu aktivni, zptisobena
aktivaci aktivasou Rubisco, a ndasledny metabolismus CAIP (2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat)
a XuBP (xylulosa-1,5-bisfosfat) pomoci specifickych enzymii. E — samotny enzym Rubisco a ECM
aktivované Rubisco pomoci CO, a Mg’*, CA — karboxyarabinitol, Xu5P — xylulosa-5-fosft.
Prevzato z [28].

2.2.3.3 Vliv 2-karboxyarabinitol-1-fosfdtu na aktivitu Rubisco

In vitro je hodnoceni stupné aktivace Rubisco zalozeno na méfeni jeho aktivity enzymu
v Cerstvé piipraveném extraktu z listu pied a po preinkubaci pti vysokém obsahu CO,, ktery je
nutny k dosahnuti plné aktivace. Celkova aktivita, tj. aktivita po preinkubaci, mize byt shodna
s celkovou koncentraci aktivnich mist Rubisco (pocitdno za pomoci syntetického reakéniho
meziproduktového analogu 2-karboxy-D-arabinitol-1,5-bifosfatu (CABP) oznaceného uhlikem
'C). V mnoha ptipadech je viak celkové aktivita, ziskana z extraktu tmavych listil, znatelng nizsi
nez aktivita odhadovand podle koncentrace aktivnich mist. Pokud jsou listy pfed samotnou
extrakci osvétleny, zadna takova rozdilnost tu neni. Tato anomadlie vyskytujici se u extraktu
z tmavych listli vedla k objevu no¢niho inhibitoru 2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfatu (CA1P). Tato
sloucenina se od pfirozeného meziproduktu CABP li§i pouze neptitomnosti fosfatové skupiny na
patém uhlikovém atomu. Na rozdil od RuBP se CAI1P ptednostné vaze na karbamylované
Rubisco. Obsazenim aktivniho mista CA1P dojde k nevratné blokaci aktivniho mista a tim
k inhibici katalyzy. Vliv CAI1P se uplatiiuje hlavné za snizeného svétla, jednd se tudiz o no¢ni
inhibitor. Svétlem dochazi k aktivaci aktivasy, kterd obnovuje aktivitu Rubisco.

Dal$imi inhibitory jsou epimer RuBP xylulosa-1,5-bisfosfat (XuBP) a ketoisomer 3-
ketoarabinitol-1,5-bisfostat (3-KABP), které¢ se mohou za urcitych podminek tvofit v listech [16].
XuBP vznika v pribéhu katalytické reakce reprotonaci endiolatového meziproduktu a je
odpovédny za hromadéni inaktivniho enzymu za svétla [28].

25



> ECM-CAI1P

vazba CA1P
(ot -

o, RuBP CO,+Mg**  RuBP
€—— ECM-RuBP €—> ECM €—> E €—> E-RuBP
(G, vazba
RuBP
tH*
> ECM-XuBP

izomerizace

Obr.15 Schéma ukazujici preménu aktivni formy Rubisco na neaktivni formu, navazanim
CAIP (2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat), RuBP nebo izomeraci substratu na XuBP (xylulosy-1,5-
bisfosfat). E — samotny enzym (neaktivni), ECM — enzym s navazanym CO, a Mg’" (aktivni), CA
— karboxyarabinitol. Pievzato z [29].

2.2.3.4 Casovy priibéh aktivace

Aktivace Rubisco in vivo trvd 4-5 minut, deaktivace pii sniZzené urovni osvétleni 20-25
minut. V porovnani s dobou aktivace a deaktivace ostatnich enzymt Calvinova cyklu je to
pomérné dlouhéd doba. Pomalé aktivace enzymu a jeho jesté¢ pomalejsi deaktivace maji pozitivni
vliv na schopnost listi fixovat CO, v proménlivych svételnych podminkach. Nebyly vsak
pozorovany zadné stalé zmény v rychlosti aktivace a deaktivace enzymu Rubisco u rostlin, které
vyrustaji na riiznych stanovistich, ani mezi druhy s metabolismem CA1P nebo bez CA1P. [30].

2.2.4 Aktivita a mnoZstvi Rubisco

Aktivita enzymu predstavuje mnozstvi enzymu, které pieméni za standardnich podminek za
1 sekundu 1 mol substratu. Jednotkou aktivity je katal. U enzymu Rubisco se aktivita vyjadiuje
jako latkové mnozstvi asimilovaného CO, za sekundu vztazené na jednotkovou plochu listu
[umol (CO,).s™.m?]. Jak uZ bylo fe¢eno, molekulova aktivita enzymu Rubisco je velmi nizka
v porovnani s ostatnimi enzymy. Bézny enzym je schopen premeénit asi tisic molekul substratu za
sekundu, Rubisco pfeméni necelé tfi molekuly substratu za sekundu. Jeho pomalost se vSak
kompenzuje jeho mnozstvim.

Aktivitu enzymu Rubisco mlizeme stanovovat in vivo (gazometricky) a in vitro (radiometricky
nebo spektrofotometricky). Pti stanoveni in vitro se rozliSuje pocatecni a celkova aktivita.
Pocatecni aktivita se méfi ihned, celkova az po 15 min inkubaci s aktivaénimi roztoky, které
obsahuji satura&ni koncentrace iontii CO, a Mg®". Pomoci t&chto iontt dojde k aktivaci aktivnich
center, pokud vSak nejsou obsazena pevné navazanymi inhibitory, a proto je pocatecni aktivita
niz§i nez aktivita celkova. Pomér pocatecni a celkové aktivity udava stupenn aktivace
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v procentech. Aktivita enzymu Rubisco je velmi proménliva veli¢ina, vyjadiuje pouze obsah
katalyticky aktivni formy Rubisco, a proto se stanovuje také celkovy obsah enzymu [31].

2.2.5 Vliv riznych podminek na obsah a aktivitu enzymu Rubisco

2.2.5.1 Vliv dusikaté vyZivy

Vétsina dusiku v listech je vazana ve fotosyntetickych slozkach chloroplastii. V Cs rostlinach
je ptiblizné 25 % dusiku vazano v samotném enzymu Rubisco. Dusiku je ¢asto nedostatek, coz
vede poklesu obsahu Rubisco v listech se starim listd, kdyz je dusik piesouvan do vyvijejicich se
mladych listd. Mnozstvi Rubisco v listech se zvétSuje u rozristajicich, zvétsujicich se listl, a pak
klesa se starnutim listli, pficemz existuje silna zavislost mezi rychlosti asimilace CO; a aktivitou
enzymu Rubisco [18].

Na obsah Rubisco v listech ma znacny vliv dusikata vyziva. Rozdily v obsahu Rubisco jsou
také doprovazeny soub&éznymi zménami v dalSich chloroplastovych proteinech a chlorofylu, coz
svéd¢i o tom, Ze je udrzovana rovnovaha mezi kapacitou karboxylace a regeneraci RuBP.

Zavislost mezi enzymem Rubisco a listovym dusikem je vétSinou linearni. Listy, které maji
nizky obsah dusiku vSak investuji vice dusiku do enzymu Rubisco [32]. Mechanismus pusobeni
dusikaté vyzivy na mnozstvi Rubisco je z veétsi Casti nezndmy [18]. Scheible et al. [33]
ptedpokladaji, ze dusi¢nany hraji pfimou roli pfi kontrole vyvoje rostlin a pii distribuci
syntetizovanych sacharidi na Grovni genové exprese.

2.2.5.2 Vliv ozdienosti

Rostliny vyrostlé pfi vyssi intenzité svétla maji vyssi obsah Rubisco nez rostliny rostouci pii
nizké ozafenosti [34]. Chloroplasty v rostlinach, které rostou na stinnych mistech vykazuji fadu
adaptivnich zmén, napt. vétsi rozvoj tylakoidi. Tyto rostliny maji také mensi cast listového
dusiku zabudovaného v Rubisco (asi 10 %), na rozdil od rostlin rostoucich pfi dostate¢ném
osvétleni (asi 19 %). Mnoho druhi rostlin redukuje mnozstvi enzymu Rubisco, pokud je
vystavime nizkému osvétleni, nebo pokud vyrlstaji pti nizké ozafenosti. VéEtSina druhti rostlin
vSak redukuje mnozstvi Rubisco nedostate¢né vzhledem k optimalni redistribuci dusiku v listech
[18].

Obsah enzymu Rubisco v listech se velmi rychle méni v zavislosti na zméné podminek
prostedi a to dokonce 1 ve vyzralych listech [34]. Mnoho praci se soustfedilo na regulaci exprese
Rubisco v zavislosti na intenzité svétla. Tato regulace je uskuteciovdna rliznymi mechanismy
(riiznou rychlosti transkripce, translace, posttransla¢nich modifikaci mRNA) [18].

Mnozstvi Rubisco v listech se méni i béhem dne, dopoledne se mnozstvi Rubisco mirné
zvySuje, v poledne je nejvyssi a odpoledne mirné klesa, pricemz nedochazi k nahlym zménam.
Pocatecni ani celkova aktivita neni pfimo ovlivnéna obsahem enzymu Rubisco, protoze zména
obsahu béhem dne nevykazuje stejnou kiivku jako pocatecni a celkova aktivita [35].
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2.3 Metody stanoveni aktivity Rubisco
2.3.1 Invivo

2.3.1.1 Gazometrické stanoveni

Principem gazometrického stanoveni je nepiimé meéfeni aktivity enzymu Rubisco pomoci
rychlosti spotieby CO, rostlinami. Pro stanoveni spotfeby CO; je nutné umistit ¢ast rostliny do
asimilacni komory, kterd je vzduchotésnd, termostabilni a je zajisténo dokonalé michani vzduchu
uvniti komory.

hmotovy
pritokomér

EGM-3 Hastings

zvihéovad

Obr. 16 Gazometricky systéem (IRGA — infrared gas analyzer, infracerveny plynny analyzér).
Prevzato z [36].

Podle zplisobu stanoveni zmény koncentrace CO, v asimilacni komofe je mozné rozd¢lit
gazometrické systémy do tii kategorii:

e Uzaviené gazometrické systémy — vzduch do systému zvenéi nevstupuje ani zngj
nevystupuje. V pripadé, ze do systému vlozime fotosyntetizujici list, nastane pokles
koncentrace CO; v systému nez dojde k dosazeni tzv. kompenzacniho bodu (koncentrace
COy, pfti které jsou procesy piijmu a vydeje CO, v rovnovaze). Pokles koncentrace CO, je
méfen infra¢ervenym analyzatorem.

e  Polouzaviené gazometrické systémy — systém, kdy je udrzovana konstantni koncentrace
CO,. Infracerveny analyzator plynt zde slouzi jako prvek, ktery udrzuje rovnovahu mezi
tokem CO; do systému a rychlosti pfijmu CO, listem rostliny. Rychlost fotosyntézy se
stanovi vypoctem z dodaného mnozstvi CO,.

e Oteviené gazometrické systémy — neustaly vstup nového vzduchu do systému.
Infracerveny analyzator plynt slouzi pro méfeni koncentrace CO, ve vzduchu pied
vstupem do asimilacni komory a po vystupu zni. Rychlost fotosyntézy je pocitana
z rozdilu koncentraci CO; [37].

2.3.2 1Invitro

2.3.2.1 Spektrofotometrické stanoveni

Stanoveni aktivity enzymu Rubisco pomoci spektrofotometrie je zalozeno na zméné
absorbance pii oxidaci NADH 3-fosfoglyceratem, ke kterému dochazi pii spfazeni prvnich tii
reakci Calvinova cyklu. Zména absorbance se méfi pti 340 nm.

Prvni zminky o této metodé pochazeji z let 1956 a 1957 od autort, ktefi poprvé izolovali
enzym Rubisco. VSechna spektrofotometrickd stanoveni aktivity Rubisco soucasnych autort
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vychazeji z metody, kterou publikovali Lilley a Walker [38]. Jako zdkladni pufr se pouziva N-2-
hydroxyethylpiperazin-N etansulfonova kyselina (HEPES), Tris nebo Bicin o pH 7,7-8,2. Pro
akitvaci Rubisco se do reak&ni smési nejéasté&ji pridava 10 mmol.dm™ KHCOs a 20 mmol.dm™
radiometrické stanoveni, nevyhodou vsak je, Ze je ¢asova prodleva (asi 1 min) mezi karboxyla¢ni
reakci a oxidaci NADH. Tento nezaddouci efekt mize byt eliminovan ptidanim ATP-
regenerujiciho systému do reakéni smési. Tento systém predstavuje fosfokreatin, ktery odstranuje
ADP z reak¢ni smési [38].

Pfi stanoveni aktivity enzymu Rubisco se rozliSuji dva piipady — stanoveni pocatecni
a celkové aktivity. Pocate¢ni aktivita se stanovuje ihned po extrakci enzymu a slouZzi k vyjadreni
mnozstvi fyziologicky aktivovaného enzymu ve vzorku; enzym Rubisco se totiz nestac¢i aktivovat
vice nez byl aktivovan in vivo. Tato aktivita je zavisla na podminkach pii kterych byl vzorek
odebran. Celkova aktivita se stanovuje po inkubaci enzymu s CO, a ionty Mg”". P¥i inkubaci
dochazi k aktivaci vSech aktivnich center, ktera nejsou blokovana pevné vdzanymi inhibitory.

Extrakci enzymu lze provadét riznymi zplsoby, nesmi vSak dochédzet ke zméndm jeho
aktivity. Uplatiiuji se hlavné dva postupy:

e Besford [40], Du et al. [41], Gerard a Driscoll [42], Parry et al. [43], Li et al. [38] aj.
doporucuji vzorek listi ihned po odebrani zvazit, zmétit jeho plochu a zmrazit v kapalném
dusiku. Pfed vlastnim stanovenim vzorek rozmélnit v tfeci misce s moiskym piskem a poté
extrahovat Rubisco extrakénim pufrem (HEPES) a po centrifugaci stanovit aktivitu
Rubisco v supernatantu.

e Tissue et al. [44] preferuji jiny postup, vhodnéjsi pro jehli¢nany. Ty totiz obsahuji velké
mnozstvi fenolickych latek a terpent, které pii zmrazeni kapalnym dusikem rozrusuji
strukturu Rubisco a tim zplisobuji pokles jeho aktivity. Proto navrhuji odsttizené jehlice
ihned zhomogenizovat pfi 0°C ve 100 mmol.dm™ HEPES, s pfidavkem 5 mmol.dm™
EDTA a 2% polyvinylpyrrolidonu, extrakt zcentrifugovat a teprve supernatant zmrazit
v kapalném dusiku.

Spektrofotometrickd metoda se pouziva pfi rutinnich stanovenich, protoze tato metoda je
¢asové nenarocna. Pomérn¢ snadno miizeme urcit rychlost reakce a neni tfeba radioaktivné
znaceny bikarbonat [38].

2.3.2.2 Radiometrické stanoveni

Radiometrickd metoda je zaloZena na prvni reakci Calvinova cyklu. Z reakéni smési je tieba
odstranit veskery CO, a endogenni uhliGitany, poté se do ni prid4 zndme mnozstvi '*C ve form&
NaHCOs. Reakce se nastartuje pfidanim zndmého mnozstvi RuBP nebo extraktem aktivovaného
enzymu. Po 1 min se reakce zastavi ptfidavkem HCI. Volny znaceny CO, se ze smési odstrani
a naslednd se zmé&ii radioaktivita produktd, ktera odpovida mnozstvi asimilovaného '*CO, [45].
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2.4 Metody stanoveni obsahu Rubisco
24.1 ELISA

ELISA (z angl. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), nékdy také oznaCovana jako EIA
(Enzyme Immunoassay — enzymova imunoanalyza), patii mezi analytické metody, je to citliva
neprecipita¢ni imunochemicka metoda. Tato metoda slouzi ke kvantitativnimu stanoveni riznych
antigentl a je schopna detekovat nizké koncentrace antigenu a protilatky, které neumoziuji vznik
precipitatu. Pro citlivéjsi stanoveni imunokomplexu antigen-protilatka je mozné pouzit vhodnou
znacku, ktera se vaze na jednoho z imunoreaktantl jesté¢ pred uskuteénénim interakce antigen-
protilatka. Ke znaceni se u ELISA pouZivaji kovalenté navazané vhodné enzymy. Nejcastéji
pouzivané enzymy jsou peroxidasa a alkalickd fosfatasa. Tyto enzymy katalyzuji chemickou
preménu substratu pridaného do reakéni smési, umoziuji bezpecné, citlivé a pomérné jednoduché
stanoveni. Pokud je konec¢ny produkt barevny jednd se o spektrofotometrické stanoveni, je-li
produkt reakce fluoreskujici, stanovuje se fluorimetricky. Koncentrace produktu je Umérna
koncentraci antigenu nebo protilatky [46].

Heterogenni enzymova imonuanalyza, ELISA, mize byt provedena jako kompetitivni nebo
nekompetitivni. Koncentrace analytu se urCuje z kalibra¢ni kfivky, ktera je sestrojena s pomoci
standardd. Nejcitlivéjsim provedenim mazeme stanovit analyt v mnozstvi 107?107 g. Nejcastgji
pouzivany typ pevného nosice pii ELISA jsou stény jamek mikrotitracnich desticek z tvrzeného
polystyrenu. Pii nekompetitivni (sendvicové) enzymové imunoanalyze nejdrive reaguje protilatka
zakotvend na pevny nosic¢ s antigenem v analyzovaném vzorku. Poté, co se ustanovi rovnovaha se
systém promyje ave druhé fazi se na protilatky zachyceny antigen navaze dalsi protilatka,
nesouci na sobé znacku — enzym. Po promyti se méfi enzymova aktivita zachycend na pevnou
fazi. Pti piimé kompetitivni enzymové imunoanalyze interaguje protilatka zakotvena na pevny
nosi¢ soucasné s antigenem ze vzorku i se znaCenym antigenem. Po ustaveni rovnovéhy se
systém promyje a méfi se enzymova aktivita zachycend zprostfedkované na pevnou fazi.
Neptimou kompetitivni enzymovou imunoanalyzu muzeme rozdé€lit na dvé Casti. Prvni Cast
analyzy je kompetitivni, antigen zakotveny na pevny nosi¢ soutézi se stanovovanym
nezakotvenym antigenem ze vzorku o omezeny pocet vazebnych mist na molekulach protilatky
prfidavané do systému roztoku. Druhda faze je nekompetitivni, zjisStuje se mnozstvi
zprostiedkované zakotvené protilatky [46].

Pro stanoveni mnozstvi Rubisco je ELISA jednou z nejcitlivéjSich metod a je relativné rychla.
Nassoury et al. [47] pouzili tuto metodu pro stanoveni enzymu Rubisco. Protilatky byly
vypestovany uvnitt zivych kralikd. Protilditka pro Rubisco byla pfipravena inzerci cDNA
kddujiciho Rubisco a pfipravenda DNA byla vlozena do pQE31 vektoru. Poté byl vektor vlozen
do bun¢k M15, které byly kultivovany, a ziskana protilatka Rubisco byla purifikovana afinitni
chromatografii. Rubisco bylo reakci s pfipravenou protildtkou za soucasné interakce
s peroxidasou oznacenym sekundarnim antigenem a substratem 3,3°,5,5 -tetramethylbenzidinem
stanoveno fotometricky pti vinové délce 650 nm.
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2.4.2 Radioimunosrazeci technika

Metoda, kterd je mnohymi autory Casto vyuzivana ke stanoveni mnozstvi enzymu Rubisco.
Nejdiive se ziska extrakt z listi obsahujici enzym Rubisco, ktery je poté aktivovan inkubaci
v ptitomnosti ionti HCO;™ a Mg*". Dale je pak Rubisco inkubovano v p¥itomnosti radioaktivné
znaceného '*C 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatu a protilatkového séra se specifickou afinitou
k Rubisco. Vznikla sraZenina komplexu Rubisco-'*C 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfat-protilatka
je odfiltrovana polysulfonovém filtru a promyta od nadbytku '*C 2-karboxyarabinitol-1,5-
bisfosfatu. Mnozstvi Rubisco je pifimo umérné urovni radiace vyzafované srazeninou. Metodu je
nutné kalibrovat na standard Rubisco [48].

24.3 SDS-PAGE

SDS-PAGE neboli elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného patii mezi elektromigracni (elektroforetické) metody. Tyto metody vyuzivaji pohybu
ionizovanych ¢astic v elektrickém poli. V piipad€, ze jsou latky, které nesou naboj rozpustény
v elektrolytu a umistény v elektrickém poli, zacnou se pohybovat konstantni rychlosti tmérnou
velikosti naboji, anionty k anod¢ a kationty ke katodé. Na ionty, pohybujici se konstantni
rychlosti, pisobi elektricka sila:

FE:qE

kde g je ndboj Castice, E intenzita elektrického pole.V opacném sméru plisobi odporova sila
vnitiniho tfeni dana Stokesovym zakonem:

F,=-6mnrv

kde 7 je viskozita roztoku, » je polomér iontu, v je jeho rychlost.

Pii elektroforéze dochazi k velmi rychlému ustaveni rovnovahy mezi elektrickou silou
a odporovou silou, ob¢ sily maji stejnou hodnotu, ale opacny smér. Rychlost pohybu iontu
ve stejnosmérném elektrickém poli je pak pfimo imérna intenzit¢ vlozeného pole, poméru naboje
iontu k jeho velikosti a odporu prostfedi. Efektivni mobilita, t.j. mobilita, kterou pfi elektroforéze
naméiime, byva vétSinou niz$i a zavisi na rfad¢ faktort: viskozité prostiedi, teploté, pH roztoku,
iontové sile roztoku, koncentraci elektroforetického pufru.
makromolekul. Pti pouziti poréznich gelti dochézi k separaci molekul na principu sitového efektu
ana elektroforetické pohyblivosti délenych latek. Velké molekuly se oproti malym molekuldm
zrzd'uji, protoze gel zcela vypliuje vymezeny prostor. Bézné pouzivany nosi¢ je
polyakrylamidovy gel, ktery je inertni, mechanicky, pevny, prihledny a dava moznost pfipravy
nosi¢e ruznych predem urCenych vlastnosti (hustota, zesitovani gelu, gradient hustoty gelu).
Pripravuje se kopolymeraci dvou monomert, akrylamidu a N,N’-methylen-bis(akrylamidu).
Kopolymerace probiha v roztoku pufru za pfitomnosti iniciatoru — peroxodisiranu amonného.
Piisobenim svétla se molekuly iniciatoru rozkladaji za vzniku volnych radikald, tyto radikaly poté
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zah4ji vlastni polymeracni reakci. Jako stabilizator volnych radikald se pouziva
tetramethylethylendiamin ,, TEMED* nebo dimethylaminopropionitril (DMPN).

Castou variantou PAGE je elektroforéza v piitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS), ktery se
vaze na bilkoviny v poméru piiblizn€ 1,4 g SDS/1 g bilkoviny a udili jim uniformni, zdporny
naboj, ktery ptekryva vlastni naboj proteinu. Proteiny pokryté SDS maji shodné poméry poctu
naboji na jednotku hmotnosti a podobny, valcovity tvar. Pfi SDS-PAGE se bilkoviny déli
predevsim na zakladé rozdilnosti molekulovych hmotnosti. Mnohé proteiny obsahuji vice nez
jeden polypeptidovy ftetézec. Pusobenim SDS se porusi nekovalentni interakce mezi
podjednotkami a pokud se ptida soucasné 2-merkaptoethanol, ktery redukuje disulfidové miistky,
1ze stanovit molekulovou hmotnost jednotlivych podjednotek [46].

P 9
i
$—NH2 + CH,=CH—C—NH—CH,~NH—C—CH=CH
CH,= CH
akrylamid N,N -methylen-bis(akrylamid)
lso4'-
o} 0 o}
| 3 P 1
(l:wNH2 f_NHz C—NH C—NH,
—-CHZ—(!:H— CH,— CH — CH,— CH— CH,—~ CH—~CH,— CH —CHZ-(EZH -
0=C—NH 0=C—1'VH
I?Hz i
O=C— NH O=C-—NH

I |
—CH—CH— CH,— CH—CH_— CH— CH,—CH—CH,—CH—CH,—CH —
CH-CcH— (i (lZH CH, (|ZH CH, (fH CH, (I:H H,
(ﬁ—-NHz %——IINIH ?——NHz cl;—NH2
0 0 0 0

Obr. 17 Chemicka struktura polyakrylamidového gelu. Pievzato z [49].

Dalsi variantou je diskontinudlni elektroforéza. Pii tomto postupu se mezi elektroforeticka skla
naléva nejdiive separacni gel, po zatuhnuti se pfevrstvi zaostiovacim gelem s velkymi pory.
Zaostfovaci gel bilkoviny zkoncentruje a v separacnim gelu dochazi k vlastni separaci bilkovin.
Vzniklé zény jednotlivych proteinii se barvi roztokem, ktery obsahuje alkohol a barvivo
Coomasie blue. Proteiny jsou v tomto roztoku jednak denaturovany a tim i fixovany, jednak se
vytvaieji komplexy barvivo-protein. Prebytek barviva se odstrani vymyvanim gelu kyselym
roztokem nebo elektroforetickym odbourdvanim. Intenzita zbarveni je pfimo imérna koncentraci
proteinu a vzdalenost od mista naneseni je nepiimo Umérna jeho molekulové hmotnosti. Ke
kvantifikaci se pouziva specialni software, ktery pfevede jednotlivé zony na piky a koncentrace
urc¢itého proteinu se vypocita porovnanim plochy piku stanovovaného proteinu s plochou piku
standardu [49].

Metoda SDS-PAGE je nejpouzivanéjsi metodou ke kvantifikaci obsahu enzymu Rubisco.
Metoda byla pouzita napt. v praci Besforda [50] pro stanoveni mnozstvi Rubisco v listech
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rajcatovych rostlin. Dale se s ni miizeme setkat také v praci Ferreiry et al. [51], kde byla pouzita
na stanoveni obsahu RuBP v listech rostlin kukufice a pSenice.

sample loaded onto gel
by pipette

cathode

plastic casing

Obr. 18 Aparatura pouzZivanda pro stanoveni mnozstvi Rubisco metodou SDS-PAGE. Ptevzato z

[49].

2.4.4 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je separacni metoda zalozena na rovnovaze elektrické a odporové sily
pusobici na elektricky nabitou ¢astici v elektrickém poli. Tato metoda vyuziva pohyb nabitych
Castic, at’ uz malych iontli ¢i makromolekul (proteint, fragmenti DNA) v elektrickém poli, a to
bud’ piimo ve volném roztoku elektrolytu, nebo v n¢jakém nosném médiu, napiiklad gelu.
Kapilarni elektroforéza vyuziva elektrokinetickych principti elektroforézy a elektroosmozy
k separaci latek uvnitt kfemenné kapilary. Tyto tenké kapilary odvadéji teplo, takze mohou byt
pouzita elektrickd pole s vysokym napétim, ¢im se snizi Cas potiebny pro déleni vzorku.
Odporovou silu jde zvySit pouzitim elektroforézy v sitovych prostfedich, kde je kapilara
naplnéna gelem nebo Castéji je jako separacni pufr pouZit roztok linedrnich polymert [49].

Metodu kapilarni elektroforézy ke stanoveni vlivu zdroje dusiku na koncentraci Rubisco
pouzil ve své praci Charles Warren [52]. Vzorek byl extrahovan z listi Eucalyptus diversicolor.
Analyza extraktl z listi byla mozna teprve po vysrazeni proteinii kyselinou trichloroctovou.
Kapilarni elektroforéza byla provedena za pouziti systému Bio-Rad 3000. K déleni proteinti byla
pouzita kiemenna nepotazena kapildra o priméru 50 pm, celkové délce 24 cm a efektivni délce
19,4 cm. Jako separacni pufr byl pouzit komeréni pufr CE-SDS pro stanoveni proteind.
Elektroforéza probihala pfii teploté 20 °C a pti konstantnim napéti 15 kV. Po kazdém méfeni byla
kiemenna kapilara 90 s promyvana hydroxidem sodnym o koncentraci 0,1 mol.dm™, 60 s
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kyselinou chlorovodikovou o koncentraci 0,1 mol.dm™ a nakonec 120 s proteinovym pufrem
CE-SDS.

245 HPLC

Vysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC - high pressure liquid chromatography) je
druh kapalinové chromatografie, kde je separace slozek analytu urychlena Cerpanim elu¢niho
¢inidla pod velkym tlakem. Mobilni fazi je kapalina, staciondrni fazi je film ptisluSné latky
zakotveny na povrchu nosice nebo pevny adsorbent. Tato metoda je zaloZena na vzniku slabych
vazeb mezi slozkami mobilni faze, kterd obsahuje vzorek, a pevnou fazi, jez tvori napli kolony.
Slozky analytu jsou k pevné fazi vazany rizné velkou silou v zavislosti na riznych chemickych
¢i fyzikélnich vlastnostech této dvojice. Slozeni mobilni faze ovliviiuje rychlost separace analytu.

poditad
kohoutse™~ [~ T | L
smytkoun  separadni i
kolona detektor

Obr. 19 Schéma kapalinového chromatografu. Pievzato z [53].

Metoda HLPC se pro stanoveni mnozstvi Rubisco pouzivd v mens$i mife v porovnani
s metodami SDS-PAGE a ELISA. Pii aplikaci HLPC se pouziva gelovd kolona, kde jsou
jednotlivé sloZzky déleny podle velikosti ¢astic, a to tak, Ze nejrychleji prochéazeji velké molekuly
a nejvice zadrzovany jsou malé molekuly [53].
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Odbér vzorku, material

Odbér vzorku listd buku lesniho byl provadén na Experimentélni ekologické stanici Ustavu
systémové biologie a ekologie AVCR Bily Kiiz v Moravskoslezskych Beskydech. Objekt je
situovan v nadmotské vySce cca 908 m n.m. Na tomto pracovisti byly vybudovany v roce 1997
dvé minisféry pro sledovani vlivu zvySené koncentrace oxidu uhli¢itého na rostliny. V jedné
minisféte je koncentrace CO, 350 pmol.mol™ (ambient A) a v druhé minisféte je koncentrace
CO, 700 pmol.mol™ (elevated E).

Vzorky byly odebirany v pravidelném dvouhodinovém intervalu 8. 7. 2009 od 10:00 do 22:00
hod. a 9. 7. 2009 od 4:00 do 12:00 hod. Z kazdé minisféry byly odebirany dvé série po péti
vzorcich (n = 5), jedna pro spektrofotometrické stanoveni pocatecni a celkové aktivity a druhd
pro stanoveni obsahu Rubisco metodou SDS-PAGE. 22. 7. 2009 od 4:00 do 21:30 byly
v pravidelném dvouhodinovém intervalu odebirany vzorky pouze pro stanoveni obsahu Rubisco.
Z odebraného listu byly korkovrtem vyfiznuty 2 disky, kazdy o priméru 20 mm a zvazeny.
Pramét listové plochy dvou diskd byl 628 mm® a hmotnost asi 56 aZ 121 mg. Disky byly
okamzité vlozeny do mikrozkumavky Eppendorf a ponofeny do termosky s tekutym dusikem.

Obr. 20 Minisféry Experimentdlni ekologické stanice AV CR Bily Kiiz v Moravskoslezskych
Beskydech. Ptevzato z [54].
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3.2 Spektrofotometrické stanoveni po¢ateéni a celkové aktivity Rubisco

Stanoveni pocatecni a celkové aktivity enzymu Rubisco vychédzelo z metody Lilleyho
a Walkera [38] s extrakci podle Besforda [40]. Tato metoda pro stanoveni aktivity Rubisco je
zaloZena na sptazeni tii reakci Calvinova cyklu (reakce III — V). Postup byl modifikovan pro
stanoveni pocatecni aktivity enzymu podle Heringové [55]. Jako substrat pro reakci byl pouzit
ribosa-5-fosfat, ktery se v prabéhu reakce transformuje na ribulosa-1,5-bisfosfat enzymy
obsazenymi v extraktu (reakce I a II). Vyhodou pouziti ribosa-5-fosfatu je jeho nizsi cena
a stabilngjsi rychlost reakce, protoze se substrat uvoliiuje do smési postupné. Do smési se take
ptidavd KHCOs, ktery uvolituje CO; a aktivuje tak enzym Rubisco. K aktivaci enzymu jsou také
dillezité ionty Mg”", které se do smési piidavaji ve formé MgCl,. Dale byly do reakéni smési
piidavany enzymy, které katalyzuji reakce (III) — (V), NADH a ATP. Kone¢nym produktem
reakce (III — V) je glyceraldehyd-3-fosfat. Aby nedochazelo k hromadéni ADP, ktery inhibuje
enzym fosfoglyceratkinasu, je ADP fosforylovano v reakci (IV). Pocatecni a celkova aktivita je
vypocitdna pomoci Lambertova-Beerova zdkona z tibytku absorbance pii oxidaci NADH (reakce
V).

e ribosa-5-fosfat —tboseSfositisomerassa o yiyy1 g sa-5-fosfat (D)
e ribulosa-5-fosfat + ATP —ftuesesfosfikinas_y ihyy]osa-1,5-bisfosfat + ADP + H' (1D
e ribulosa-1,5-bisfosfat + CO, + Hy0 —2i 5 2(3-fosfoglycerat) + 2 H' (111)
e 3-fosfoglycerat + ATP —sleeertlinon 9 3_hisfosfoglycerat + ADP (Iv)

e 1,3-bisfosfoglycerat + NADH + H™ —gheealdehydfosfidehydrogenasa - o ycoraldehyd-3-

fosfat + NAD" + HPO, (V)

e  2-fosfokreatin + 2 ADp —kruinfoslokinw_y 5 _Jreatin + 2 ATP (VD

3.2.1 Pristroje

Analytické vahy HR-120-EC (firma HELAGO® CZ Hradec kralové) — parametry: kapacita
120 g, nejmensi dilek 0,1 mg, atest CMI

pH metr KNICK Portamess, typ 913pH

Centrifuga MLW T52.1

Absorpéni spektrofotometr Helios y od firmy Spectronic Unicam. Méfici rozsah 190-1100 nm,
spektralni Sitka pasu 2 nm

3.2.2 Chemikalie

HEPES — N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-ethansulfonova kyselina (Sigma ALDRICH)
NaEDTA — ethylendiamintetraoctan disodny (Sigma ALDRICH)
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KOH - hydroxid draselny (Penta)

DTT - dithiotreitol (Sigma ALDRICH)

MgCl; — chlorid hote¢naty (Sigma ALDRICH)

BSA — bovinni sérovy albumin (Sigma ALDRICH)
KHCOj; — hydrogenuhlicitan draselny (Sigma ALDRICH)
Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (Sigma ALDRICH)
Kreatinfosfokinasa (Sigma ALDRICH)

R5P — ribosa-5-fosfat (Sigma ALDRICH)
3-Fosfoglyceratkinasa (Sigma ALDRICH)

ATP — adenosin-5"-trifosfat (Sigma ALDRICH)

NADH - B-nikotinamidadenindinukleotid (Sigma ALDRICH)
Fosfokreatin (Sigma ALDRICH)

Polyvinylpolypyrrolidon (Sigma ALDRICH)

3.2.3 Priprava roztoku

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

V 800 ml vody bylo rozpusténo 11,92 g HEPES a 0,372 g Na,EDTA. Po rozpusténi bylo
upraveno pH pomoci KOH (¢ = 3 mol.I'") na 7,8. Dale byl roztok preveden do odmémé baiiky
o objemu 1000 ml a doplnén vodou po rysku.

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

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

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

Roztok je staly a uchovava se pfi laboratorni teploté. Pouziva se pro ptipravu pracovniho roztoku
a aktivacnich roztok.

3.2.3.3 Priprava aktivaénich roztoki

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

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

Roztoky jsou stalé a uchovavaji se pii laboratorni teploté. Z téchto roztokl se pii
spektrofotometrickém stanoveni pipetuje do optické kyvety po 50 ul, coz odpovida konecné
koncentraci 20 mM MgCl, a 25 mM KHCO; v aktiva¢nim roztoku.

3.2.3.4 Priprava extrakéniho roztoku

V odmérné barice na 200 ml bylo rozpusténo 0,156 ¢ DTT, 0,096 g MgCl, a 0,4 g BSA
v zasobnim roztoku HEPES-KOH, pH 7.8.

Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C. Takto piipraveny roztok obsahuje 50 mM HEPES-KOH,
pH 7,8, 1 mM Na,EDTA, 5 mM DTT, 5 mM MgCl, a 0,2 % BSA.
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3.2.3.5 Priprava roztoku glyceraldehyd-3-fosfdatdehydrogenasy

V 1 ml zasobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylo rozpusténo 6 mg enzymu glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasy.

Roztok se uchovava pii teploté —18 °C.

3.2.3.6 Priprava roztoku kreatinfosfokinasy

V 1ml zasobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 byly rozpusttny 2mg enzymu
kreatinfosfokinasy.

Roztok se uchovava pfi 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 pfi teploté —18 °C.

3.2.3.8 Priprava roztoku 3-fosfoglycerdtkinasy
Ke stanoveni se pouzije komercné dodavany roztok 3-fosfoglyceratkinasy.
Roztok se uchovava pii teploté 4 °C.

3.2.3.9 Priprava pracovniho roztoku

V 10 ml odmérné barice bylo rozpusténo v zasobnim 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, 5 mM 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 teplot¢.

3.2.4 Extrakce enzymu

Vzorek, disky listu buku lesniho, byl rozdrcen spolu s moiskym piskem v tfeci misce. Po
dikladném rozdrceni bylo pfidano 5 ml extrakéniho roztoku. Tato smés byla homogenizovana po
dobu asi 30s. Vyslednd suspenze byla pielita do centrifugaéni zkumavky a asi 1 minutu
odstfedovana. Vysledny extrakt byl pouzit k spektrofotometrickému stanoveni pocatecni
a celkové aktivity. Vysledny extrakt rychle starne, proto bylo nutné zpracovavat ho co
nejrychleji.
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3.2.5 Méreni aktivity
3.2.5.1 Mgéreni pocdtecni aktivity

Pro méfeni pocatecni aktivity bylo napipetovano do optické kyvety 50 ul aktiva¢niho roztoku
MgCl, a 50 pl aktivacniho roztoku KHCOs5. Dale bylo ptidano 20 pl extraktu, 850 pl pracovniho

roztoku a 30 pl roztoku R5P. Po dikladném promichani byl ihned méten pokles absorbance v 30s
intervalech po dobu 6 minut pfi vinové délce 340 nm.

3.2.5.2 Mgéreni celkové aktivity

Pro méfeni celkové aktivity bylo napipetovano do optické kyvety 50 pl aktiva¢niho roztoku
MgCl, a 50 pl aktivaéniho roztoku KHCO;5 a 20 pl extraktu. Roztok byl promichén a inkubovéan
15 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci bylo do kyvety piiddno 850 pl pracovniho roztoku
a 30 ul roztoku R5P. Po dikladném promichani byl méten pokles absorbance v 30s intervalech
po dobu 6 minut pti vinové délce 340 nm.

3.2.6 Vypocet aktivity enzymu Rubisco

Aktivita enzymu Rubisco se vypocita z Lambertova Beerova zakona podle vztahu:

AA Ac
—=&l—
At At

kde A4 je pokles absorbance, 7 je Gas [s], & je molarni absorpéni koeficient [ cm’.mmol™ ], / je
délka optické drahy [cm] a ¢ je koncentrace [ mol.1™].

Aktivita enzymu je vyjadiena jako rychlost ubytku latkového mnozstvi substratu (CO,) :

_2AA4V
2.l

An

Hodnota ¢ je pro NADH 6300 cm’.mmol” | optick4 draha kyvety /je 1 cm.

Vzorovy priklad vypo¢tu aktivity:

Pocatecni i celkova aktivita je pocitana z linearni ¢asti namétenych dat. Vzhledem k tomu, ze
zména absorbance byla méfena po 30 sekunach, také primérna zména absorbance je uvedena za
30 s. Vynasobenim dvéma dostaneme zménu absorbance za minutu.
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Tabulka 1. Stanoveni pocdatecni aktivity enzymu Rubisco v extraktu vzorku 9. 7. 2009, 8:00 aE 4

aE 4 plocha [m2] Cers. hm. [g] A AA

1 0,000628 0,1 1,334

2 0,000628 0,1 1,331 0,003
3 0,000628 0,1 1,329 0,002
4 0,000628 0,1 1,327 0,002
5 0,000628 0,1 1,325 0,002
6 0,000628 0,1 1,323 0,002
7 0,000628 0,1 1,321 0,002
8 0,000628 0,1 1,318 0,003
9 0,000628 0,1 1,315 0,003
10 0,000628 0,1 1,313 0,002
11 0,000628 0,1 1,311 0,002
12 0,000628 0,1 1,308 0,003

Primér AA 0,00236
Aktivita v kyvete:

A min” |V [em’ | 0,00472.1

An = =
" 2.£[cm2mmol_1].l[cm] 2.6300.1

=3,8.10" mmolCO,.min"'

Prevedeni na sekundy:

~3,8.107.1000
60

An =6,3.10° umolCO,.s™

Aktivita v 5 ml extraktu:

-6
An= 56,3107 1,6.107° umolCO,.s™

0,02
Aktivita Rubisco vztazena na jednotkovou plochu listu (0,000628 m?):

A, 1:0,0016

n=——"——=249umolCO,.s”" .m~
0,000628
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Aktivita Rubisco vztazena na jednotkovou hmotnost listu:

An = 2 4:)91'60 =0,94umolCO,.min"" .g”'

3.3 Elektroforetické stanoveni obsahu Rubisco

Stanoveni obsahu enzymu Rubisco vychazelo z metod Damervalové et al. [56] a Rogerse et al.
[39] a metoda byla dale upravena Florianem [30] a Zachovou [57].

3.3.1 Pristroje

Analytické vahy HR-120-EC (firma HELAGO® CZ Hradec kralové) — parametry: kapacita
120 g, nejmensi dilek 0,1 mg, atest CMI

Centrifuga MLW T52.1

Vortex — stuart formy MERCI s.t.0.

Termoblok TDB-100 (firma BIOSAN, Riga, Lotyssko)

Aparatura pro elektroforézu Mini-PROTEAN 3 (firma BIO-RAD, USA)

Zdroj Power Pac 300 (firma BIO-RAD, USA)

Tiepacka LT2

3.3.2 Chemikalie

Akrylamid (Serva)

Brilantni modi G 250 — Coomasie (SERVA)

Bromfenolova modi Na sl (SERVA)

Buthanol (Lachema)

D-Ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa izolovand ze Spenatu — standard Rubisco (Sigma
ALDRICH)

DTT — dithiotreitol (Sigma ALDRICH)

Ethanol (Lachema)

Glycerol (Sigma ALDRICH)

Glycin (SERVA)

Kyselina chlorovodikova (Penta)

Kyselina octova (Lachema)

2-Merkaptoethanol (Sigma ALDRICH)

Methanol CHROMASOLV™ (Seidel-de-Hagn)
N,N’-Methylenbisakrylamid (SERVA)

Peroxodisiran amonny (SERVA)

SDS-dodecylsulfat sodny (Sigma ALDRICH)

TEMED — N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (SERVA)
TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma ALDRICH)
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3.3.3 Priprava roztoku

3.3.3.1 Roztoky pro piipravu geli

Roztok A: 29,2 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu bylo rozpusténo ve 100 ml vody. Roztok se
uchovava pfi teploté 4 °C.

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

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

Roztok D: 10 g SDS bylo rozpusténo ve 100 ml vody. Roztok nutno chranit pted svétlem,
uchovava se v temnu.

Roztok E: 0,1 g peroxodisiranu amonného bylo rozpusténo v 1 ml vody. Roztok nutno pfipravit
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, 2 g SDS a 18,8 g glycinu bylo rozpusténo ve 1000 ml vody.
Roztok se uchovava pfi 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 HCI na 6,8. Roztok se uchovava pri
laboratorni teplot¢.

Vzorkovy pufr: Smicha se 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 k vizualizaci bilkovin

Stabiliza¢ni roztok: Smiché se 100 ml methanolu a 400 ml vody.

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

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

3.3.4 Priprava gelu

Elektroforetickd skla byla nejdiive omyta vodou, poté odmastovacim piipravkem, ndsledné
byla oplachnuta destilovanou vodou a ethanolem. Po odpafeni ethanolu byla skla upnuta do
stojanu, a to tak, ze vétsi sklo bylo vzadu. Spodni hrany skel lezi na gumové podlozce a tlakem
svrchu byla zajisténa proti vyteCeni gelu. Ke stanoveni byly pouzity 10% separacni gel a 5%
zaostfovaci gel.
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3.3.4.1 Separacni gel

Do kadinky byly pomoci automatickych pipet odméteny objemy roztokl podle tabulky 2.

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

Roztok Objem (ml)
Destilovana voda 4,0
A 3,3
B 2.5
D 0,1
E 0,1
TEMED 0,004

Roztok E a roztok TEMED byl pfidédn tésné pfed nalitim roztoku mezi skla. Nasledné se
roztok nalil mezi skla, do vysky asi 2 cm od horniho okraje. Zbyly roztok byl ponechan v kadince
jako kontrola zatuhnuti gelu. Roztok mezi skly byl okamzit¢ pfevrstven asi 3 mm vrstvou
butanolu, pro spravné vyrovnani hladiny a jako ochrana proti vypafovani vody. Po ztuhnuti
separacniho gelu byl odstranén butanol a gel byl nékolikrat promyt destilovanou vodou.

3.3.4.2 Zaostiovaci gel
Do kadinky byly pomoci automatickych pipet odmétreny objemy roztokl podle tabulky 3.

Tabulka 3. Objemy roztokui k priprave 5% zaostrovaciho gelu (3 ml)

Roztok Objem (ml)
Destilovana voda 2,1
A 1,0
C 0,38
D 0,03
E 0,03
TEMED 0,003

Po pfidani roztoku E a roztoku TEMED byl zaostiovaci gel rovhomérné nalit na vrstvu
ztuhlého separacniho gelu az téméf po okraj a do prostoru mezi skla byl ihned vlozen
elektroforeticky hiebinek. Gel se necha opét ztuhnout a hiebinek se odstranuje az pred nandSenim
vzorkd, jinak hrozi vysychani gelu. Hotovy gel je mozné uchovavat v lednici, nejdéle vSak do
dalsiho dne.
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3.3.5 Priprava standardi

V mikrozkumavce Eppendorf byl rozpustén v 1 ml vzorkového pufru 1 mg D-ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasy (standard 1 mg.ml™). Smés byla promichéna na Vortexu a 5 minut vafena
v termobloku pii teploté 100 °C. Standard 0,5 mg.ml’ byl piipraven smichanim 0,5 ml
vzorkového pufru a 0,5ml standardu 1 mg.ml”. Smés byla opét promichana na Vortexu
a 5 minut vafena v termobloku pfi teplot¢ 100 °C. Po vychladnuti byly standardy uchovavany
v mraznicce pii teploté¢ —18 °C.

3.3.6 Priprava vzorki

Navazka vzorku o znamé ploSe byla homogenizovana ve vychlazené tifeci misce
s 0,03 g inertniho moiského pisku a 2 cm’ extrakéniho pufru o pH 7,8, ktery obsahoval 62 mM
tris(hydroxymethyl)aminomethanu (TRIS), 2 % (w/v) dodecylsulfatu sodného (SDS), 65 mM
DTT a 10 % (v/v) glycerolu. Homogenat byl ptelit do centrifugac¢ni zkumavky a odstfed’ovan po
dobu jedné minuty. Nasledn& bylo 0,5 cm® supernatantu piidano k 0,5 cm® vzorkového pufru,
obsahujiciho 3 % (w/v) TRIS, 5% (v/v) 2-merkaptoethanolu, 10 % (w/v) SDS, 20 % (v/v)
glycerolu a 0,2 % (w/v) bromfenolové modfi. Smés supernatantu a vzorkového pufru byla
povatena v termobloku 5 minut pii 100 °C. Po zchladnuti byly vzorky uchovany v mrazni¢ce pfi
teploté¢ —18 °C.

3.3.7 Elektroforéza

Skla s ptipravenym a dokonale ztuhlym gelem byly vytazena ze stojanu, ocisténa od zbytku
gelu a fixem obkreslen tvar hiebenu na zadni sklo. Opatrné byl odstranén elektroforeticky
hiebinek a skla byla upevnéna do stojanu pro elektroforézu vétsim sklem ven. Stojan byl umistén
do elektroforetické nadoby, vnitini prostor stojanu byl zcela naplnén elektrodovym roztokem
a vnéjsi prostor byl naplnén asi do poloviny. Pomoci automatické pipety s dlouhou $pickou bylo
do prvni pozice naneseno 10 pul standardu Rubisco (1 mg.ml™) a do kazdé jamky 10 ul vzorku.
Aparatura byla pfipojena ke zdroji, kde bylo nastaveno konstantni napéti 120 V. V pribéhu
elektroforézy bylo nutné kontrolovat, zda elektrodovy pufr neprotéka z vnitini ¢asti stojanu do
vnéjsi a poptipadé¢ pufr doplnit. Elektroforéza trvala 120-150 minut, dokud celo vzorku
nedostoupilo asi 2 cm od spodniho okraje gelu.

3.3.8 Zyviditelnéni bilkovin

Elektroforeticka skla s gelem byla vyjmuta ze stojanu tak, aby pufr odtekl do vnéj$i nadoby
a ponofena do misky s destilovanou vodou mensim sklem dolti. Pomoci umélohmotné Spachtle
bylo horni sklo sejmuto. Otoc¢enim spodniho skla pod vodou doslo k vyklopeni gelu. Voda
v misce byla vylita a gel byl pfevrstven stabiliza¢nim roztokem a 5 minut stabilizovan na
trepacce. Poté byl gel protiepan asi 30 minut s barvicim roztokem. Po uplynuti této doby byl gel
promyt odbarvovacim roztokem a poté asi 90 minut protfepan s odbarvovacim roztokem do
dostatecného odbarveni. Po sliti pouzitého roztoku byl gel promyt destilovanou vodou, polozen
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na elektroforetické sklo a zabalen do potravinarské folie, kterda ho chrani ptfed vysychanim.
Hotové gely byly skladovany v chladni¢ce pii teploté do 4 °C. Celd prace byla provadéna
v ochrannych gumovych rukavicich, z divodu vysoké toxicity akrylamidu.

3.3.9 Vyhodnoceni geli

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

o =it 50
™A Jhebd

Obr.21 Zony separovanych bilkovin na polyakrylamidovém gelu. Prvni sloupec vievo je standard
Rubisco, 3.—7. sloupec jsou extrakty z listii. Sipka znaci zény velké podjednotky.

3.3.10 Vypocet

Obsah enzymu Rubisco byl vypocitan z velikosti plochy standardu Rubisco o zndmé
koncentraci, plochy zény stanovovaného vzorku a jeho plochy disku.
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Vzorovy priklad vypo¢tu obsahu:

Tabulka 4. Stanoveni obsahu Rubisco v extraktu vzorku 8. 7. 2009, 21:45, mA

hmot. list. disku obsah
Cislo vzorku | standard | vzorek obsah [g.m'z] [mg] [mg(rub).g(fw)'l]

1 144 148 6,55 90 45,68

4 144 197 8,71 99 55,27

5 144 244 10,79 92 73,67

6 144 226 10,00 93 67,50

7 144 225 9,95 92 67,93

prumérny

obsah 9,20 62,01

Pro stanoveni byl pouZit standard o koncentraci 1 mg.ml”
Obsah Rubisco vztazeny na jednotkovou plochu listu (0,000628 m?):

148.4

c=——"——=6,55gm™
144.0,628

Obsah Rubisco vztazeny na jednotkovou hmotnost listu:

148.4.1000
c=——7"—

— 45,68 b). -
144.90 ,08mg (rub). (fiv)

3.4 Stanoveni specifické aktivity

Specifickd pocate¢ni aktivita je stanovena jako pomér pocatecni aktivity, stanovené
spektrofotometricky a mozstvi enzymu Rubisco, které je stanovené elektroforeticky. Specificka
celkova aktivita se ziska pomérem celkové aktivity a mnozstvi enzymu Rubisco.

a [umol.s'] .m'2]
m [ gm” ]

sa [umolCOz.s'l.g"] =

3.5 Stanoveni stupné aktivace

Stupeii aktivace byl vypocitan z poméru pocatecni a celkové aktivity.

stupen aktivace [%] = a—".lOO
aC
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4. VYSLEDKY

Vzorky byly odebirany v pravidelném dvouhodinovém intervalu 8. 7. 2009 od 10:00 do 22:00
hod. a 9. 7. 2009 od 4:00 do 12:00 hod. Z kazdé minisféry byly odebirany dvé& série po péti
vzorcich (n = 5), jedna pro spektrofotometrické stanoveni pocatecni a celkové aktivity a druhd
pro stanoveni obsahu Rubisco metodou SDS-PAGE. 22. 7. 2009 od 4:00 do 21:30 byly
v pravidelném dvouhodinovém intervalu odebirany vzorky pouze pro stanoveni obsahu Rubisco,
hodnoty aktivity potfebné pro vypocet specifickych aktivit byly pfevzaty z prace Uhrové [69].
Vysledky jsou zachyceny na obr. 21-28.

9.7.2009

50
45 |
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25
2,0 |
15 1
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—=— A po¢

aktivita [pumol.s .m?]

4:00 5:30 6:30 8:00 10:00 12:00

¢as [h]

Obr. 22 Srovnani pocdtecni aktivity, vztaZzené na jednotkovou plochu listu, u listit buku lesniho
kultivovanych pri normalni koncentraci CO, (A) a pri zvySené koncentraci CO; (E). Vzorky
odebrané 9.7.2009.
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8.7.2009
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Obr. 23 Srovnani pocdtecni aktivity, vztaZzené na jednotkovou plochu listu, u listit buku lesniho
kultivovanych pri normalni koncentraci CO, (A) a pri zvysSené koncentraci CO; (E). Vzorky
odebrané 8.7.2009.
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Obr. 24 Srovnani celkové aktivity, vztazené na jednotkovou plochu listu, u listiit buku lesniho
kultivovanych pri normdlni koncentraci CO, (A) a pri zvysené koncentraci CO, (E). Vzorky
odebrané 9.7.2009.
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Obr. 25 Srovnani celkové aktivity, vztazené na jednotkovou plochu listu, u listii buku lesniho
kultivovanych pri normalni koncentraci CO, (A) a pri zvySené koncentraci CO; (E). Vzorky
odebrané 8.7.2009.

Z obrazka 22 az 25 je patrné, ze u vzorki odebranych 8. a 9.7.2009 nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil mezi aktivitami u bukid kultivovanych v A a E. Denni chod aktivit vykazoval
pouze statisticky nevyznamné kolisani (o = 0,05). Napadny je vzestup pocatec¢ni a celkové
aktivity v A i E vdobé 8:00-10:00 (o 38 resp. 39 % u pocatecni aktivity a o 23 resp. 22 %
u aktivity celkové) a pocatecni aktivity u varianty A v 18:30 (o 28 %). Zatimco celkova aktivita
u varianty E byla v dobé 4:00-6:30 téméf konstantni, u varianty A doslo k nevyznamnému

cvwvr

ag&.7.v16:00.
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Obr. 26 Srovnani pocatecni aktivity, vztaZené na jednotkovou hmotnost listu, u listit buku lesniho
kultivovanych pri normalni koncentraci CO, (A) a pri zvysSené koncentraci CO; (E). Vzorky
odebrané 9.7.2009.
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Obr. 27 Srovnani pocatecni aktivity, vztazené na jednotkovou hmotnost listu, u listii buku lesniho
kultivovanych pri normdlni koncentraci CO, (A) a pri zvysené koncentraci CO, (E). Vzorky
odebrané 8.7.2009.
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Obr. 28 Srovnani celkové aktivity, vztazené na jednotkovou hmotnost listu, u listit buku lesniho
kultivovanych pri normalni koncentraci CO, (A) a pri zvysSené koncentraci CO; (E). Vzorky

odebrané 9.7.2009.
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Obr. 29 Srovnani celkové aktivity, vztaZené na jednotkovou hmotnost listu, u listii buku lesniho
kultivovanych pri normdlni koncentraci CO, (A) a pri zvysené koncentraci CO, (E). Vzorky
odebrané 8.7.2009.

Z obrazki 26 az 29 je patrné, ze u vzorku odebranych 8. a 9.7.2009 nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil (o0 = 0,05) mezi aktivitami u buki kultivovanych v A a E. Denni chod aktivit
vykazoval pouze statisticky nevyznamné kolisani. Po rozednéni nedoslo k vyznamnému zvyseni
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celkové aktivity, coz svéd¢i o nepfitomnosti no¢niho inhibitoru CA1P u buku. Pribéh
jednotlivych aktivit, vztazenych na jednotkovou hmotnost listu, pfiblizné kopiruje pribéh
ptislusnych aktivit vztazenych na jednotkovou plochu listu.

Pomoci metody SDS-PAGE byl stanoven obsah enzymu Rubisco v listech buku lesniho
kultivovanych pfi normalni koncentraci CO, (A) a pfi zvySené koncentraci CO, (E) a to
8.29.7.2009 a 22.7.2009. Vysledky zachycuji nasledujici grafy.
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Obr. 30 Srovndni mnozstvi enzymu Rubisco, vztazené na jednotkovou plochu listu, u listi buku
lesniho kultivovanych pri normalni koncentraci CO, (A) a pri zvySené koncentraci CO; (E).
Vzorky odebrané 8. a 9.7.2009.
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Obr. 31 Srovnani mnozstvi enzymu Rubisco, vztazené na jednotkovou plochu listu, u listu buku
lesniho kultivovanych pri normalni koncentraci CO, (A) a pri zvysené koncentraci CO; (E).
Vzorky odebrané 22.7.2009.

Z obrazka 30 a 31 je patrné, ze obsah enzymu Rubisco u listd buku lesniho, rostouciho pfi
normalni koncentraci CO, je vy$$i nez obsah enzymu u listd rostoucich vE. U vzorki
odebranych 8. a9.7.2009 neni v rannich a dopolednich hodinach statisticky vyznamny rozdil (o
= 0,05) mezi hodnotami obsahu enzymu Rubisco u listli kultivovanych v A a E, v odpolednich
hodindch je patrny vyznamny rozdil mezi hodnotami obsahu enzymu u buku lesniho
kultivovaného v A i E, nejvice mezi 16:00-19:00. Tyto vysledky svéd¢i aklimaci obsahu Rubisco
pfi dlouhodobém pilisobeni zvySené koncentrace CO,. Jednotlivé kiivky hodnot vzajemné
kopiruji sviij prabeh, v rannich a odpolednich hodinadch dochéazi k mirnému vzestupu, naopak
kolem poledne a ve vecernich hodinach nastava mirny pokles obsahu enzymu Rubisco v listech
buku lesniho. U vzorki odebranych 22.7.2009 se vyskytl statisticky vyznamny rozdil
v hodnotach v A a E v rannich a odpolednich hodinéach (nejvice v 6:30 a 18:00).
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Obr. 32 Srovnani mnozstvi enzymu Rubisco, vztazené na jednotkovou hmotnost listu, u listu buku
lesniho kultivovanych pri normalni koncentraci CO, (A) a pri zvysené koncentraci CO; (E).
Vzorky odebrané 8. a 9.7.2009.
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Obr. 33 Srovnani mnozZstvi enzymu Rubisco, vztazené na jednotkovou hmotnost listu, u listu buku
lesniho kultivovanych pri normalni koncentraci CO, (A) a pri zvySené koncentraci CO; (E).
Vzorky odebrané 22.7.2009.

Na obrazcich 32 a 33 je patrné srovnani mnozstvi enzymu Rubisco, vztazené na jednotkovou
hmotnost listu, u listd buku lesniho kultivovanych v A a E. Jednotlivé kiivky hodnot vzdjemné
kopiruji sviij prabeh, v rannich a odpolednich hodindch dochédzi k mirnému vzestupu, naopak
kolem poledne a ve vecernich hodindch nastavd mirny pokles obsahu enzymu Rubisco v listech
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buku lesniho. Mnozstvi Rubisco u listli buku kultivovanych v A je v obou ptipadech vyssi nez
u listt v E (aklimace). U vzorkl odebranych 8. a 9.7.2009 neni statisticky vyznamny rozdil (o =
0,05) mezi hodnotami mnozstvi enzymu Rubisco u listi kultivovanych v A a E, statisticky
vyznamny rozdil (o« = 0,05) byl zaznamenan pouze ve 14:00-18:00. U vzorkii odebranych
22.7.2009 se vyskytl statisticky vyznamny rozdil v hodnotich vA a E v dopolednich
a odpolednich hodinach (nejvice v 8:00).

Pocatecni a celkova specificka aktivita byla vypocitdna z poméru pocatecnich a celkovych

aktivit a mnozstvi enzymu Rubisco u listti buku lesniho. Vysledky zachycuji nasledujici grafy.
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Obr. 34 Srovnani pocatecni specifické aktivity enzymu Rubisco u listii buku lesniho kultivovanych
pri normalni koncentraci CO, (A) a pri zvySené koncentraci CO, (E). Vzorky odebrané

8.a9.7.2009.
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Obr. 35 Srovnani celkové specifické aktivity enzymu Rubisco u listii buku lesniho kultivovanych
pri normdalni koncentraci CO, (A) a pri zvySené koncentraci CO, (E). Vzorky odebrané
8.a9.7.2009.
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Obr. 36 Srovnani pocatecni specifické aktivity enzymu Rubisco u listii buku lesniho kultivovanych
pri normalni koncentraci CO, (A) a pri zvySené koncentraci CO, (E). Vzorky odebrané
22.7.2009. Hodnoty aktivity potrebné pro vypocet specifické aktivity 22.7.2009 byly poskytnuty L.
Uhrovou [69].
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Obr. 37 Srovnani celkové specifické aktivity enzymu Rubisco u listii buku lesniho kultivovanych
pri normdalni koncentraci CO, (A) a pri zvySené koncentraci CO, (E). Vzorky odebrané
22.7.2009. Hodnoty aktivity potrebné pro vypocet specificke aktivity 22.7.2009 byly poskytnuty L.
Uhrovou [69].

Na obrazcich 30 az 34 je patrné srovnani pocatecni a celkové specifické aktivity enzymu
Rubisco u listth buku lesniho kultivovanych pii normalni a zvysené koncentraci CO,. U vzorkt
odebranych 8. a 9.7.2009 byla pocatecni a celkova specifickd aktivita v A a E téméf konstantni,
vzestup byl zaznamenan pouze u celkové specifické aktivity okolo 20:00 u listd kultivovanych
v E. U vzorki odebranych 22.7.2009 je pocatecni i celkova specificka aktivita u listl v E vyssi
nez pocatecni a celkova specificka aktivita u listi v A, nejsou vSak zaznamenany statisticky
vyznamné rozdily a prib¢h specifické aktivity v E kopiruje pribéh specifické aktivity v A.
V prubéhu dne nastava jak u pocateéni tak i u celkové specifické aktivity mirny vzestup, nejvyssi
v 18:30, v pozdéjsich hodinach nastava pokles.

Stupeni aktivace byl vypocitan z poméru pocatecni a celkové aktivity enzymu Rubisco u list

buku lesniho kultivovanych pfi normalni (A) a zvySené (E) koncentraci CO,. Vysledky zachycuji
nasledujici obrazky.
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Obr. 38 Zavislost stupné aktivace enzymu Rubisco na case odbéru vzorku u listit buku lesniho

kultivovanych pri normalni koncentraci CO, (A) a pri zvysSené koncentraci CO; (E). Vzorky
odebrané 8.7.2009.
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Obr. 39 Zavislost stupné aktivace enzymu Rubisco na case odbéru vzorku u listii buku lesniho

kultivovanych pri normdlni koncentraci CO, (A) a pri zvysené koncentraci CO, (E). Vzorky
odebrané 9.7.2009.

Obrazky 38 az 39 zachycuji zavislost stupné aktivace enzymu Rubisco na ¢ase odbéru vzorku
u listli buku lesniho kultivovanych v A i E. U vzorkli odebiranych 8.7.2009 se stupen aktivace
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enzymu Rubisco pohyboval v rozmezi 40—80 %. Denni prab¢h byl variabilni, stfidal se pokles
a vzestup aktivace enzymu Rubisco. U vzorkli odebranych 9.7.2009 kultivovanych v A byl
stupen aktivace enzymu Rubisco vyssi nez u list v E. Stupen aktivace se pohyboval v rozmezi
hodnota zaznamenana v 8:00 (45 %), poté se stupen aktivace zvySoval. U listd kultivovanych v E
se stupenl aktivace pohyboval v rozmezi 40—-60 %. V pribéhu rannich hodin nastal opét pokles

cvwvr

mirny vzestup stupné aktivace.
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5. DISKUZE
5.1 Denni chod aktivity Rubisco

Vzorky byly odebirany v pravidelném dvouhodinovém intervalu 8. 7. 2009 od 10:00 do 22:00
hod. a 9. 7. 2009 od 4:00 do 12:00 hod. U pocate¢ni i celkové aktivity v pribéhu dne nebyl
zjistén statisticky vyznamny rozdil v zavislosti na svételnych podminkach. Hodnoty poc¢atecnich
aktivit u listd kultivovanych pii normalni koncentraci CO; (A) byly stanoveny v rozmezi 1,7-3,3
umol CO,.s™".m™, u listi kultivovanych pfi zvy$ené koncentraci CO; (E) v rozmezi 1,8-3,2 umol
CO,.s".m™. Hodnoty celkovych aktivit u listii kultivovanych pfi normélni koncentraci CO, (A)
byly stanoveny vrozmezi 2,9-5,1 pmol CO,.s'.m? u listd kultivovanych pii zvySené
koncentraci CO, (E) v rozmezi 3,7-5,7 pmol COg.s'l.m'z. Aktivita Rubisco zalezi na mnoha
faktorech, které se méni v zavislosti na Case odbéru a druhu rostliny. Proto je velmi obtizné
srovnat aktivity jednotlivych autord. Z pevné vdzanych inhibitorti, které ovliviiuji celkovou
aktivitu enzymu Rubisco, jsou to piedevsim nocni inhibitor CA1P a denni inhibitory XuBP a 3-
KABP [58].

Je-li v rostlin€ pfitomen noc¢ni inhibitor CA1P, ktery se za svétla postupné odbourava, celkova
aktivita se po rozednéni postupné zvysuje. Tento jev nebyl v naSem experimentu pozorovan a zda
se tedy, ze CAIP nehraje u buku vyznamnou roli. Pro pfitomnost dennich pevné vazanych
inhibitorti na aktivnich mistech Rubisco, existuji dva diikazy:

e Existence poledni deprese — prudky pokles pocatecni i celkové aktivity v polednich
hodindch zpisobeny tim, ze uroven radiace prekrocila limitni hodnotu svételného toku.
Tento pokles je dokumentovan v mnoha pracich [59], [60]. Poledni deprese miize mit vice
pri¢in, jednou z nich mize byt omezena schopnost tylakoidu zpracovavat vyssi svételné
toky. Pii vysoké radiaci tylakoidu dochézi ke zvySeni excitace, ale soucasn¢ dochazi ke
snizeni poctu otevienych reakénich center, v nichz mtize byt excitace ucinné preménéna.
Proto se s rostouci ozarenosti snizuje ucinnost ptemény pohlceného zareni, snizuje se podil
pohlcenych fotonti, jejichz energie se zachova v podobé rozdélenych naboji a zvysSuje
podil téch, jejichz energie se ptemeéni v teplo nebo ve fluorescenci [7].

e  Vecerni nartst aktivity — rist celkové aktivity ve vecernich hodindch mtze byt zplisoben
uvoliiovanim dennich inhibitorti z t€snych vazeb na Rubisco a pomalou syntézou CA1P.

Podle nasich méfeni vSak aktivita typickou poledni depresi nevykazuje, k nejvyssimu poklesu
aktivity doslo v 8:00 a v 16:00.

Vliv dennich inhibitord je podrobné zkouman v praci Keyse et al. [61]. V prvnim pokusu byl ke
standardu Rubisco pfiddn purifikovany listovy extrakt testovanych rostlin. Vzorky byly
odebirany za dne a za tmy, proto bylo mozné idealné porovnat velikost vlivu no¢niho a dennich
inhibitori. U pSenice byl zaznamenan vyssi pokles aktivity zplsobeny vzorkem s dennim
inhibitorem, u fazole byl prokazéan vyssi ucinek no¢niho inhibitoru.

Sinha et al. [62], Wang et al. [63] objevili, ze pocatecni aktivita Rubisco u ryze (Oryza sativa)
ma typicky prabeh se dvéma maximy rano a odpoledne a s poledni depresi. Pocatecni aktivita
dosahla prvniho maxima okolo osmé hodiny, ve 13 hodin byla patrna poledni deprese, odpoledne
nastal mirny vzriist a druhé maximum nastalo v 18 hodin. Stejny pribéh se dvéma maximy jsme
zjistili 1 v naSem stanoveni aktivit, a to jak u vzorkd v A, tak iu vzorkll v E. Prvni maximum
nastalo v dopolednich hodinach 10:00, druhé ve vecerni hodin¢ 18:30. V dob¢ prvniho maxima je
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pocatecni aktivita u vzorkll z E vys$$i nez u vzorki z A, naproti tomu v dobé druhého maxima je
pocatecni aktivita u vzorkli z A vyssi nez u vzorki z E. V naSem méfeni neni patrna poledni
deprese, neni patrny prudky pokles aktivity v polednich hodindch, minimdlni hodnoty pocatecni
aktivity jsme naméfili v 8:00 a v 16:00. V praci Servaites et al. [35] je uveden jiny prubéh
pocatecni aktivity. Pocatecni aktivita enzymu Rubisco vzrostla nékolikrat béhem rannich hodin
se vzrustajici ozarenosti a zustala pfiblizné konstantni mezi dvanactou a Sestnactou hodinou.
Potom se snizujici ozafenosti zacala klesat.

U naSich vzorkl byla stanovena i celkova aktivita a stejné jako u pocatecni aktivity, byla
patrnd dvé maxima, ale druhé maximum nedosahovalo tak vysokych hodnot, bylo patrnéjsi pouze
u vzorkd z A. Prvni maximum nastalo v 10:00, druhé v 18:30. Nejnizsi celkova aktivita byla
naméiena v 8:00 a 16:00. Celkova aktivita u vzorkid z E byla vyssi v pribéhu dopolednich hodin,
odpoledne dosahovaly vyssi hodnot celkové aktivity u vzorki z A. Relativné vysoké hodnoty
byly naméteny ve vecernich hodinach, kdy se ocekaval spise pokles z divodu inhibice no¢nim
inhibitorem CA1P. Sinha et al. [62] uvadi také prib¢h celkové aktivity se dvéma maximy. Od
rannich hodin celkova aktivita se vzristajici ozafenosti vzristala az do deseti hodin, kdy dosahla
maxima. Poté klesala a v poledne opét dosahla poledni deprese. Poté celkova aktivita prudce
vzrostla a ve tfinact hodin doséhla druhého maxima. S klesajici ozafenosti poté klesala i celkova
aktivita. Wang et al. [63] ve své praci uvadeji mefeni pouze pocatecni aktivity. Celkova aktivita
naméfend v praci Servaitese et al. [35] vzrostla rano asi tfikrat, mezi devatou a desatou hodinou
je patrny maly pokles, poté celkova aktivita vzrostla a zlstala od dvanacti hodin témér
konstantni. V 18 hodin naméfen mirny pokles, ale v 19 hodin se aktivita opét vratila na ptivodni
hodnotu.

Sinha et al. [62] udavaji, ze ptfed vychodem slunce pfi nizké ozarenosti byl stupeni aktivace
u Prosopis juliflora kolem 100 %, protoze pocatecni i celkovd aktivita byly velmi nizké. Se
vzristajici ozafenosti ob¢ aktivity vzristaly az do 10 hodin, ale stupeni aktivace klesal na 40 %,
protoze vzrust celkové aktivity byl vétsi nez rist pocatecni. V poledne stupen aktivace dale klesal
az na 20 %, poté setrvaval kolem 25 % a po 16. hodin¢ vzristal, az o pilnoci dosahl 100 %. P ti
nasem stanoveni stupné¢ aktivace je patrny vysSi stupen aktivace pfi rannich a vecernich
odbérech, a pokles v pribéhu poledne, celkove se vSak stupen aktivace drzi na vyssich hodnotach
(40-100 %). Mtze to byt zpisobeno rozdilnymi hodnotami celkové aktivity, kdy ranni aktivita
neni tak nizka a jeji vzestup v priitbé¢hu dne neni tak razantni, stejné jako jeji op€tovny pokles ve
vecernich hodinach. Stupen aktivace odrazi karbamylovany stav Rubisco, tudiz pokles béhem
poledne miize byt nasledkem dekarbamylace Rubisco [29]. Prace Servaitese et al. [35] ukazovala,
ze stupeni aktivace se ménil paralelné se zménou ozéafenosti. Na zacatku a konci dne byl stupent
aktivace kolem 50 %, v poledne pak dosahl 100 %.

5.2 Denni chod obsahu Rubisco

Nejdokonalejsi zptisob extrakce spociva v precipitaci listovych proteinli roztokem kyseliny
trichloroctové (TCA) a acetonu pfi teplot¢ —18 °C [56, 39]. Nevyhodou této metody je znac¢na
pracnost a Spatnd rozpustnost srazeniny proteini, coz zpusobuje nepfesnosti v méfeni. Proto
nebyla ke stanoveni mnozstvi Rubisco pouzivana TCA/acetonova metoda, ale byl pouzit piimo
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extrakt z listd v Tris pufru. Pfi této metod¢ je vSak kvantifikace proteinu ztézovana pfitomnosti
dalsich latek, které zptisobuji nerovnosti zakladni linie.

Obsah enzymu Rubisco v listech je mnohem stalejSim parametrem nez jeho aktivita. MnozZstvi
obsahu Rubisco u vzorkl odebranych z A byl vyssi po celou dobu nez u vzorki z E (aklimaéni
deprese). Na existenci aklima¢ni deprese u stromu se shoduje vétSina autorti [67, 64, 65, 66].
aklimace pfi zvySené koncentraci CO,. Pfi¢inou redukce obsahu Rubisco je nahromadéni
sacharidi ve fotosyntetizujici tkani, které vede k poklesu rychlosti fotosyntézy, a tim i snizeni
mnozstvi enzymu Rubisco nebo dalSich enzymd, katalyzujicich reakce Calvinova cyklu. Dochazi
také ke snizeni obsahu dusiku a rozpustnych bilkovin v listech. Klesa i obsah chlorofyld,
kvantového vytézku fluorescence i fotochemického zhaseni. VétSina autort [67, 64, 65, 66] se
shoduje v nazoru, ze redukce obsahu Rubisco nastadva pouze pii nedostateném zasobovani
rostliny dusikem. Kolisani obsahu Rubisco v pribé¢hu dne bylo statisticky nevyznamné (o =
0,05), pouze 22. 7. 2009 byl v dobé 4:00-5:30 zaznamenan mirny vzestup obsahu Rubisco
a8.7.2009 v dobé 16:00-21:30 mirny pokles.
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6. ZAVER

Cilem ptedlozené¢ diplomové prace bylo stanovit denni chod obsahu a aktivity enzymu
Rubisco u buku lesniho (Fagus sylvatica) kultivovaného v podminkach normalni a zvySené
koncentrace CO..

Stromky byly kultivovany v minisférach na Experimentalnim ekologickém pracovisti Ustavu
systémové biologie a ekologie AV CR Bily kiiz v Moravskoslezskych Beskydech. V jedné
minisféfe byla atmosféra s b&znou koncentraci COs, tj. 360 pmol CO, mol™ (A — ambient), druha
minisféra obsahovala atmosféru o dvojnasobné koncentraci CO,, tj. 700 pmol CO, mol™ (E —
elevated).

Odbér vzorkl probihal ve dnech 8. 7.2009, 9. 7. 2009 a 22. 7. 2009. Odbéry byly provadény
kazdé dvé hodiny od 4:00, kdy byla jesté tma do 21:45, kdy uz se setmélo.

U vzorkli z 8. a 9. 7. 2009 byly stanoveny pocatecni a celkové aktivity a obsah enzymu
Rubisco, u vzorkli z22. 7. 2009 byl stanoven obsah enzymu Rubisco, aktivity byly pfevzaty
z prace Uhrové [69]. Aktivita byla stanovena spektrofotometrickou metodou podle Lilleyho
a Walkera [38] s extrakci podle Besforda [40], metoda byla dale modifikovana pro stanoveni
pocatecni aktivity Heringovou [55]. Jako substrat byl pouzit ribosa-5-fosfat. Obsah byl stanoven
metodou SDS-PAGE podle Darmervalové et al. [56] a Rogerse et al. [39], metoda byla dale
upravena Florianem [30].

U vzorkli odebranych 8. a 9. 7. 2009 nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi aktivitami
ubukt kultivovanych v atmosféfe s normalni a zvySenou koncentraci CO,, nedoslo tedy
k aklimacni depresi aktivity Rubisco vlivem zvySené koncentrace CO,. Denni chod aktivit
vykazoval pouze statisticky nevyznamné kolisani. Po rozednéni nedoslo k vyznamnému vzestupu
celkové aktivity Rubisco, coz svéd¢i o nepfitomnosti nebo zanedbatelném vlivu nocniho
inhibitoru CA1P u buku. Silné kolisani stupné aktivace (40-90 %) sveéd¢i o regulaci fotosyntézy
v pribéhu dne prostiednictvim karbamylace enzymu Rubisco.

Obsah enzymu Rubisco u bukt rostoucich ve zvysené koncentraci CO, byl nizsi nez u bukt
v normalni koncentraci CO,. Vlivem zvySené koncentrace CO, doslo tedy k aklima¢ni depresi
obsahu Rubisco. Obsah Rubisco vykazoval nevyrazné minimum (na hranici statistické
vyznamnosti) pred rozednénim, v dalSim pribéhu dne bylo zaznamendno pouze jeho
nevyznamné kolisani.

U vSech vzorkli byla také stanovena specifickd aktivita a to pocatecni 1 celkova. Pocatecni
specificka aktivita byla vypocitana z poméru pocateéni aktivity a obsahu enzymu Rubisco,
celkova specificka aktivita byla vypocitana z poméru celkové aktivity a obsahu enzymu Rubisco.
U vzorkl odebranych 8.a9.7.2009 i u vzorkli odebranych 22. 7. 2009 nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil mezi pocatecnimi a celkovymi specifickymi aktivitami u bukt kultivovanych
v atmosféfe s normalni azvySenou koncentraci CO,. Statisticky nevyznamné kolisani
specifickych aktivit je dano tim, Zze denni chod specifické aktivity se odvijel od denniho chodu
pocatecni a celkové aktivity aobsahu enzymu Rubisco, kde nedochdzelo ke statisticky
vyznamnym rozdilim.

63



7. POUZITA LITERATURA

[1]
(2]
(3]
[4]

[3]
(6]

[7]

(8]

(9]

[10]

[11]

[12]

[13]

64

VODRAZKA, Z. Biochemie. Academia, Praha 2002.
KLOUDA, P. Zaklady biochemie, Pavel Klouda, Ostrava 2000.

Dostupné z <http://cs.wikipedia.org/wiki/Fotosynt%C3%A9za»

NATR, L. Koncentrace CO; a rostliny, 1. vyd. Praha 6: ISV nakladatelstvi, 2000. 257s.
ISBN: 80-85866-62-5.

VOET, D., VOETOVA, J. G. Biochemie. Victoria Publishing, Praha 1990.

DRAKE, B. G., GONZALEZ-MELER, M. A., LONG, S. P. More efficient plants: A
consequence of rising atmospheric CO,? Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol.,
1997, 48: 609-639.

SETLIK, 1., SEIDLOVA, F., SANTRUCEK, I. Fyziologie rostlin [online]. Biologické
fakulta JihoGeské univerzity v Ceskych Budgjovicich, posledni revize 21.2.2007 [cit.
2008-02-04]. Dostupné z: <http://web.natur.cuni.cz/biochem/kucera/rostliny/is/kap06.pdf>

IDSO, S. B., KIMBALL, B. A., AKIN, D. E., KRIDLER, J. A general relationship
between CO, -induced reductions in stomatal conductance and concomitant increases in
foliage temperature. Environ. Exp. Bot., 1993, ro€. 33, s. 443-446.

GONZALES-MELER, M. A., RIBAS-CARBO, M., SIEDOW, J. N., DRAKE, B. G.
Direct inhibition of plant mitochondrial respiration by elevated CO,. Plant Physiol., 1996,
ro€. 112, s. 1349-1355.

WILDMAN, S., BONNER, J. The proteins of green leaves. Isolation, enzymatic
properties, and auxin content of spinach cytoplazmatic proteins. Arch. Biochem., 1947,
ro¢. 14, s. 381-413.

CALVIN, M., MASSINY, P. The path of carbon in photosynthesis. XX. The steady state.
Experientia, 1952, ro€. 8, s. 445-457.

QUAYLE, J. R., FULLER, R. C., BENSON, A. A., CALVIN, M. Enzymatic
carboxylation of ribulose disphosphate. J. Amer. Chem. Soc., 1954, ro€. 76, s. 3610-3611.

WIESSBACH, A., SMYRNIOTIS, P. Z., HORECKER, B. L. Pentose phosphate and CO,
fixation with spinach extracts. J. Amer. Chem. Soc., 1954, ro€. 76, s. 3611-3612.



[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

(23]

[24]

[25]

BOWES, G., ORGEN, W. L., HAGEMAN, R. H. Phosphoglycolate production catalyzed
by ribulose disphosphate carboxylase. Biochem. Biophys. Res. Commun., 1971, ro€. 45, s.
716-722.

ANDREWS, T. J.,, LORIMER, G. H., TOLBERT, N. E. Ribulose disphosphate
oxygenase. . Synthesis of phosphoglycolate by fraction.1 protein of leaves. Biochemistry,
1973, ro¢. 12, s. 11-18.

LORIMER, G. H., ANDREWS, T. J., TOLBERT, N. E. Ribulose disphosphate
oxygenase. II. Further proof of reaction product and mechanism of action. Biochemistry,
1973, ro¢. 12, s 18-23.

SIPAL, Z., AZENBACHER, P., PEC, P., POSPISIL, J., PUZICKA, L Biochemie. 1. vyd.
Praha, SPN, 1992. 480 s. ISBN 80-04-21736-2.

LEEGOOD, R. C., SHARKEY, T. D., von CAEMMERER, S. Photosynthesis:
Physiology and Metabolism. 1. vyd. Dordrecht: Kluwer Academic Publishers, 2000. 624
s. ISBN 0-7923-6143-1.

Dostupné z <http://biomikro.vscht.cz/enzymologie/rubisco.pdf>

MILLER, A., TSAIL, CH-H., HEMPHILL, D., ENDRES,M., RODERMEL, S.,
SPALDING, M. Elevated CO,; effects during leaf ontogeny, Plant Physiol., 1997, 115:
1195-1200.

SPREITZER, R. J., SALVUCCI, M. E. Rubisco: Structure, regulatory interactions and
possibilites for better enzyme. Annu. Rev. Plant Biol., 2002, ro€. 53, s. 449-475.

HARTMAN, F. C., HARPEL, M. R. Structure, function, regulation and assembly of D-
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase. Annu. Rev. Biochem., 1994, ro¢. 63, s.
197-234.

ANDERSSON, I., TAYLOR, T. C. Structural framework for catalysis and regulation in
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase. Archives of biochemistry and Biophys.
2003, ro¢. 414, s. 130-140.

WINKLER, A., LEA, P. J., QUICK, W. P. et al. Photorespiration: metabolic pathways
and their role in stress protection. Philos. Trans. R. Soc. Lond. Ser. B-Biol. Sci, 1999,
1402: 1517-1529.

Calvinliv cyklus a pentosefosfatova draha [online]. Posledni revize 6.11.2006 [cit.
29.12.2008]. Dostupné z <http://www.biochemie.upol.cz/stranky/vyuka/bch/09.ppt>

65



[26]

[27]

(28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

66

LORIMER, G. H., BADEGR, M. R., ANDREWS, T. J. The activation of ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase by carbon dioxide and magnesium ions. Equilibria, kinetics, a
suggested mechanism and physiological implications. Biochemistry 1976, 15: 529-536.

LORIMER, G. H. Ribulosebisphosphate carboxylase-aminoacid sequence of a peptide
bearing the activator carbon dioxide. Biochemistry 1981, 20: 1236-1240.

PORTIS, A. R. Jr. The regulation of Rubisco by Rubisco activase. J. Exp. Bot., 1995,
46: 1285-1291.

PORTIS, A. R. Jr. Regulation of ribulosa-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
activity. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol.., 1992, 43: 415-437.

FLORIAN, J. Krdtkodobé a stiednédobé zmény aktivity a mnozstvi ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasy/oxygenasy u Beta vulgaris a jejich viiv na rychlost fotosyntézy.
Diplomova prace. VUT Brno 2006.

JIANG, C. H., RODERMEL, S. R., SHIBLES, R. M. Photosynthesis, Rubisco Activity
and Amount, and Their Regulation by Trancription in Senescing Sobean Leaves.
Departments of Argonomy and Botany, 1993, ro¢. 101, s. 105-112.

EVANS, J. R. Photosynthesis and nitrogen relationship in leaves of Cs plants. Oecologia,
1989, 78: 9-19.

SCHEIBLE, W.-R., GONZALES-FONTES, A., LAUERER, M., MULLER ROBER, B.,
CABOCHE, M. and STITT, M. Nitrate acts as a signal to induce organic acid metabolism
and repress starch metabolism in tobacco. Plant Cell, 1997, 9, 783-798.

KRALL, J. P.,, SHEVELNA, E. V., PEARCZ, R. W. Regulation of
photosyntheticinduction state in high and low light grown soybean and Alocasia
macrorrhiza (L.) G. Don. Plant Physiol., 1995, 109: 307-317.

SERVAITES, C.J., TORISKY, R. S., CHAO, S. F. Diurnal Changes in Ribulose-1,5-
bisphosphatecarboxylase activity and activation state in leaves of field-grown soybeans.
Plant Science Letters, 1984, 35: 115-121.

Stanoveni rychlosti Cisté fotosyntézy gazometricky. Dostupné V4
<http://www.sci.muni.cz/~fyzrost/fotosynteza.htm>.

SESTAK, Z., CATSKY, J., JARVIS, P. Plant photosynthetic production. Manual of
methods. Dr. W. Junk, Publishing, The Hague, 1971.



[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

LILLEY, R. M., WALKER, D. A. An improved spectrophotometric assay for
ribulosebisphosphate varboxylase. Biochim. Byophys. Acta, 1974, 358: 226-229.

ROGERS, A., ELLWORTH, D. S., HUMPHRIES, S. W. Possible explanation of the
disparity between the in vitro and in vivo measurements of Rubisco activity, a study on
loblolly pine grown in elevated pCO,. J. Exp. Bot., 2001, 52: 1555-1561

BESFORD, R. T. Some properties of ribulose bisphosphate carboxylase extracted from
Tomato leaves. J. Exp. Bot., 1984, 35, 495-504.

DU, Y. CH., NOSE, A.,, KAWAMITSU Y. et al. An improved spectrophotometric
determination of the activity of ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase. Jpn. J. Crop. Sci.,
1996, 65(4): 714-721.

GERARD, V. A., DRISCOLL, T. A spectrophotometric assay fot Rubisco activity:
Application to the kelp Laminaria saccharina and implications for radiometric assay. J.
Phycol., 1996, 32: 880-884.

PARRY, M. A. J.,, ANDRALOJC, P. J., PARMAR, S. et al. Regulation of Rubisco by
inhibitors in the light. Plant Cell Environ., 1997, 20:528-534.

TISSUE, D. T., THOMAS, R. B., STRAIN, B. R. Long-term effects of elevated CO, and
nutrients on photosynthesis and Rubisco in loblolly pine seedlings. Plant Cell Environ.,
1993, 16: 859-865.

WARD, D. A., KEYS, A. J. A comparison between the coupled spectrophotometric and
uncoupled radiometric assay for RuBP carboxylase. Photosynthesis Res., 1989, 22: 167-
171.

KAS, J., KODICEK, M., VALENTOVA, O. Laboratorni cviceni z biochemie. Vysoka
$kola chemicko-technologicka v Praze, Ustav biochemie a mikrobiologie. Nakladatelstvi
Olomouc, s. 1. 0., 2000.

NASSOURY, N., LAWRENCE, F., MORSE, D. Circadian Changes in Ribulose-1,5-
Bisphosphate Carboxylase/Oxygenase Distribution Inside Individual Chloroplasts Can
amount for the Rhythm in Dinoflagellate Carbon Fixion. The Plant Cell, 2001, roc. 13, s.
923-934,

KOBZA, J., SEEMAN, J. R. Mechanisms for the light regulation of ribulose-1,5-

bisphosphate carboxylase activity and photosynthesisin intact leaves. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1989, 85: 3815-3819.

67



[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

68

KODICEK, M., VALENTOVA, O. Laboratorni cviceni z biochemie. 1. vyd. Olomouc:
Nakladatelstvi Olomouc, 2000. 203 s. ISBN 80-7182-104-7.

BESFORD, R. T. The greenhouse effect: Aclimation of Tomato plants growing in high
CO,, relative changes in Calvin cycle enzymes. J. Plant Physiol. Vol., 1990, 136: 458-
463.

FERREIRA, R. B,, ESQUIVEL, M. G., TEIXEIRA, A. R. An accurate method to
quantify ribulose bisphosphate corboxylase content in plant tissue. Plant, Cell Environ.,
2000, 23: 1329-1340.

WARREN, CH. R.,,CHEN Z-L.,ADAMS, A. A. Effect of N source on concentration of
Rubisco in Eucalyptus diversicolor, as measured by capillary elektrophoresis. Physiologia

plant., 2000, 1: 52-58.

KASICKA, V. Teoretické zdiklady a separacni principy kapildrnich elektromigracnich
metod. Chem. Listy, 1997, 91: 320-329.

Dostupné z <http://www.usbe.cas.cz/lefr/kultivacni_sfery.htm)

HERINGOVA, P. Aktivita enzymu Rubisco u smrku ztepilého v prithéhu dne. Diplomova
prace VUT, Brno 2004.

DAMERVAL, C., VIENNE, D., ZIVY, M., THILLEMENT, H. Technical improvement
in two-dimensional electroforesis increase the level of genetic variation detected in wheat-
seeding proteins. Electrophoresis, 1986, 7: 52 — 54.

ZACHOVA, L. Ucinek zvysené koncentrace oxidu uhlicitého na mnozstvi a aktivitu
enzymu Rubisco. Diplomova prace. VUT Brno 2008.

SERVAITES, J. C. Inhibition of Ribulose-1,5-Bisphosphate Carboxylase/Oxygenase by
2-Carboxyarabinitol-1-Phosphate. Plant Physiol., 1990, ro¢. 92, s. 867-870.

KOBZA, J., SEEMANN, J. R. Regulation of Ribulose-1,5-bisphosphate Carboxylase
Activity in Response to Diurnal Changes in Irradiance. Plant Physiol., 1989, ro¢. 89, s.
918-924.

PONS, T. L., WELSCHEM, R. A. M. Midday depresion of net photosynthesis in the
tropical rainforest tree Eperua Grandiflora: contribution of stomatal and internal
cunductances, respiration and Rubisco functioning. Tree physiol., 2003, ro€. 23, s. 937-
947.



[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

KEYS, A. J., MAJOR, L. Is there another player in. The game of Rubisco regulation? J. of
Exp. Bot., 1995, roC. 46, s. 1245-1251.

SINHA, A. K., SHIRKE, P. A., PATHRE, U., SANE, P. V. Midday depression in
photosynthesis: Efect on sucrose-phosphate synthese and ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase in leaves of Prosopis juliflora (Schwartz) DC. Photosynthetica, 1997, 34(1):
115-124.

WANG, N.Y., JIANG, D. A., HONG, J., ZHANG, F., WENG, X. Y. Diurnal Changes of
Rubisco and RCA Activates and Their Cellular Localization in Rice. Acta Botanica
Sinica, 2003, 45(9):1076-1083.

SUZUKI, Y., MAKINO, A., MAE, T. Changes in the turnover of Rubisco and levels of
mRNAs of rbcL and rbcS in rice leaves from emergence to senescence. Plant, Cell,
Environ., 2001, ro¢. 24, s. 1353-1360.

NIE, G. Y., LONG, S. P., GARCIE, R. L. ¢t al. Effects of free-air CO, enrichment on the
development of the photosynthetic apparatus in wheat, as indicated by changes in leaf
proteins. Plant, Cell, Environ., 1995, ro¢. 18, s. 885-864.

MAKINO, A. Rubisco and nitrogen relationships in rice: Leaf photosynthesis and Plant
Growth. Soil Sci. Plant Nutr, 2003, ro¢. 49, s. 319-327.

EVANS, J. R. Photosynthesis and nitrogen relationship in leaves of Cs plants. Oecologia,
1989, 78: 9-19.

MOORE, B. D., CHENG, S. H., SIMS, D., SEEMANN, J. R.The biochemical and
molecular basis for phatosynthetic acclimation to elevated atmospheric CO,. Plant, Cell,

Environ., 1999, ro. 22, s. 567-582.

UHROVA, L. Denni chod aktivity enzymu Rubisco v podminkdch normdlni a zvysené
koncentrace oxidu uhlicitého. Bakalaiska prace. VUT Brno 2010.

69



8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3-KABP 3-ketoarabinitol-1,5-bisfosfat

A minisféra s normalni koncentraci oxidu uhli¢itého
ADP adenosin-5 -difosfat

AIDA Advanced Image Data Analyzer

ATP adenosin-5 -trifosfat

BSA bovinni sérovy albumin

CA karboxyarabinitol

CAI1P 2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat

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

CE-SDS kapildrni elektroforéza za pouziti SDS

DMPN dimethylaminopropionotril

DNA kyselina deoxyribonukleova

DTT dithiothreitol

E minisféra s dvojnasobnou koncentraci oxidu uhli¢itého
EDTA ethylendiamintetraoctan

EIA Enzyme Immunoassay

ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-ethanosulfonova kyselina
HLPC vysokotlaka kapalinova chromatografie

mRNA medidtorova RNA

NADH nikotinamidadenindinukleotid

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

Pi anorganicky fosfat

PVC polyvinylchlorid

R5b ribosa-5-fosfat

RNA kyselina ribonukleova

Rubisco ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
RuBP ribulosa-1,5-bisfosfat

SDS dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE elektroforéza na polyakrylovém gelu za pouziti SDS
TCA kyselina trichloroctova

TEMED N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan

XuBP xylulosa-1,5-bisfosfat
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