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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo stanovit obsah a aktiveinzymu Rubisco ve slunnych
a stinnych jehlicich smrku ztepiléh®i¢ea abies[L.] Karst.) a potvrdit nebo zamitnout
aklimaini depresi na urovni enzymu Rubisco. Vzorky bylhelmidany na Experimentalnim
ekologickém pracovisti AV na Bilémiki, kde byly smrky kultivovany ve dvou lamelovych
kultivacnich sférach s odliSnou koncentraci £® jedné sfée se nachazela koncentrace 350
umol CO, molt a ve druhé 70@mol CO, mol™.

Aktivita enzymu Rubisco byla stanovena spektrofattioky, obsah enzymu byl stanoven
metodou SDS-PAGE. Vzorky jehlic byly odebrany vqaahé ¢ervna a na konci ¥a Bylo
Zjisténo, Ze zvySena koncentrace oxidu &itdho nema vyznamny vliv na aktivitu Rubisco.
Naopak rozdiln4 expozice &a vyznamny vliv na aktivitu Rubisco dervnu, kdy byla
ZjiSténa statisticky vyznaninizsi aktivita Rubisco u stinnych jehlic nez ulietslunnych.
Naproti tomu ve vzorcich z koncetz&ebyly zjiStny statisticky vyznamné rozdily mezi
aktivitou Rubisco ve slunnych a stinnych jehlicich.

Zatimco véervnovych vzorcich nebyl zji&t statisticky vyznamny rozdil v obsahu
Rubisco mezi jehlicemi A a E, ve vzorcich z kon@&i byl zjiS€n o 34 % nizSi obsah
Rubisco v jehlicich E neZli v jehlicich A, coZéski o vyrazné akliméni depresi obsahu
Rubisco. Obsah Rubisco byl vizaekolikrat vysSi nez ¥ervnu, coZz dokazuje postupné,
dlouhodobé budovani asimilaiho aparatu u jelnatych strom.

ABSTRACT

Diploma thesis’s aim was to determine Rubisco #gtiand its content in sunny and
shaded needles of Norway spruBécéa abiegL.] Karst.) and confirm or refuse acclimation
on Rubisco enzyme level. Samples were taken orExperimental ecology station Czech
Academy of Sciences at Bilyi& (Beskydy Mountains) where needles were cultivaetwo
cultivation spheres with different concetrations ;C@ne cultivation sphere contains
atmosphere with ambient (A) concentration G860pumol CO, mol?) and the other contains
atmosphere with elevated (E) concentratior, CZOOpmol CO; mol™).

Rubisco activities were determinated spectrophotomdrubisco content was determined
by SDS-PAGE method. Samples were taken in the reodélJune and in the end of
September. Elevated concetration Qi not have significant influence on Rubisco ati
Whereas different exposition had significant inflae on Rubisco activity in June, when was
found lower Rubisco activity in shaded needles tinasunny needles. In September were not
find significant differences in Rubisco activitydiezen sunny and shaded needles.

We did not find statistically significant differees in Rubisco content between A and E
needles in June. Incontrary, we found about 34 WeldRubisco content in E needles than in
A needles, which confirms acclimation on Rubiscayeme level. In September Rubisco
content was several time higher than in June, wihgidences the long term building
photosynthetic apparatus in coniferous trees.
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1 UvOD

Fotosyntéza je zakladnim procesem udrzujicim ziaoZemi. Je zdrojem kysliku nutného
pro dychani. Fotosyntéza vyuziva energii stunileo zd&eni k tvorkd energeticky bohatych
organickych latek (sachafi}lz jednoduchych anorganickych latek (oxidu &itdého a vody).
Jedna se o proces vazany na chloroplastgkbanchlorofyly. Jako dodavatel energie slouzi
sluneéni swtlo. Fotosyntéza je slozity soubor reakci, kteréZzeme rozdlit na primarni
a sekundarnige.

Fotosyntéza iedstavuje zaklad rostlinné vyroby, na jeji rychlogvisi vynosy
jednotlivych plodin. Zasadnim #pobem se podili na vytieni a udrzovani dnesniho slozeni
atmosféry, vetné tvorby ochranné ozénové vrstvy. Kyslikavodre vedlejSi produkt
fotosyntézy, vyraz® ovlivnil i smér vyvoje organism k sowtasné rozmanitosti Zivotnich
forem. Fotosyntéza se tak podili i na zpomalovésturkoncentrace CQr atmosfée.

Koncentrace C®je naopak jednim z hlavnich faktioiktery ovliviiuje rist a vyvoj rostlin.
Pisobeni zvySené koncentrace L£Obecrk vede jak ke zvySeni kapacity fotosyntézy
(pozitivni aklimace), tak i k poklesu kapacity feymtézy (aklimani deprese). Mechanismy
a @iciny aklimani deprese fotosyntézy jsou staiegmitem diskuzi a hypotéz. Aklintai
deprese fotosyntézy byva rasnzpisobena sniZzenou aktivitou nebo mnozstvim enzymu
Rubisco.

Enzym Rubisco (ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasggmnasa) je nejhofjsi protein na
Zemi a tvai az 50 % rozpustnych listovych bilkovin. V tomtazgmu je také obsaZzena
podstatn&ast vesSkereho dusiku v listech. Katalyzujgp@eni CQ k molekule ribulosa-1,5-
bisfosfatu. Krons této karboxylani reakce (fixace C£ katalyzuje oxygenani reakci, pi niz
se na molekulu stejného akceptoru vaze molekulygfilkk a kron¢ 3-fosfoglyceratu vznika
fosfoglykolat. Z gho se sice vrostlinAch syntetizuje serin a glyoiitSina se vsSak
katabolicky odbourava. Rubisco je n@gFitéjSim fotosyntetickym enzymem, protoZe itvo
vstupni branu anorganického uhliku do biosféry.

Vlivem zvy3ené koncentrace G® atmosfée se u nas zabyva Ustav systémové biologie
a ekologie (USBE) AVCR. Tato diplomovéa prace je sgsti grantového projektu tohoto
Ustavu, na kterém secastni roviz katedra fyziky BF Ostravské univerzity a UCHPBT
Fakulty chemické VUT v Brér Cilem prace bylo stanovit obsah a aktivitu enzyRulbisco
ve stinnych a slunnych jehlicich smrku ztepiléhgodminkdch normalni a zvySené
koncentrace C@a potvrdit nebo zamitnout akligra depresi na Urovni tohoto enzymu.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Fotosyntéza

Mrivriw s

umoziuje existenci chemotrofnich organigm

1. Zachycuje slunmi energii a z nejjednodussi steminy uhliku, oxidu uhéitého, vyrabi
organickou hmotu pro vyZivu chemottiof

2. Je hlavni producentem Kkysliku, ktery je nepastielny pro existenci aerobnich
organisni [1].

Fotosyntéza je &, ktery z CQ vytvéari cukry, a tim obnovuje organické latky, které #e p
katabolismu neustale na @Oxiduji. Je to satasré jediny biologicky proces, ktery vyuZziva
energii nezemskéhoipodu — slunéni z&eni.V celkové bilanci fedstavuje fotosyntézasid
ktery je opakem dychani [2].

Fotosyntézu rizeme shrnout do nasledujici rovnice:

6CO, +12H,0 +swtelna energie- C,H,,O, + 60, + 6H, O

Za vzorcem @H120s se skryva sacharid glukosa, voda se v rovnici valpe na obou
stranach, protozeéhem fotosyntézy je 12 jejich molekul sfeiiovano a 6 molekul név
vytvoieno [3].

Soubor fotosyntetickych reakci zahrnuje:

» fyzikdlni procesy souvisejici s absorpciferd a s penosem zachycené energie
k reakénim centim fotosystén,

e primarni fotochemické procesy vazané na tylakoiclmbroplastové membrany
a spojené s fotolyzou vody argmosem elektran redoxnimi systémy k redukci NADP
a k energetické podpe vzniku ATP z ADP

» sekundarni biochemické procesy vazané na stronmaogithsti, spojené s fixaci
CO; a jeho s redukci vodikem, uveétym fotolyzou vody (Calvifv cyklus).

Ve fotosyntetickém Calvingv cyklu je prvnim stabilnim produktem kyselina
3-fosfoglycerova, tedy sl@enina seiemi atomy uhliku. Rostliny s timto typem fixace £0
se proto oznauji jako rostliny G[2]. Mimo to existuji i rostliny, kde primarnim agptorem
CO; je fosfoenolpyruvat a meziproduktem je oxalaceéttery se dale f@meénuje prevazrit na
malat nebo aspartat. Hame proto aityiuhlikové cesta o G rostlinach [1].

Ptijem CQ do listu probiha tési vyluéné difazi. Molekuly CQ pii tom prekonavaji
difuzni odpor (phduchovy a mezofylovy). Mirou dostupnosti €@ro fotosyntézu je
piedevsim vodivost (otégnost) piiduchi [2].

Obecr se gijimaji tii hlavni reguléni mechanismy rychlosti fotosyntézy:

1) Pri nizkych koncentracich CGOje limitovana rychlost karboxylace ribulosa-1,5-
bisfosfatu.
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2) Pri dostatku CQ a nizké oz&enosti je rychlost fotosyntézy limitovana nedostatel
rychlosti regenerace ribulosa-1,5-bisfosfatu. T@oprimym disledkem nedostatku ATP
a NADPH, tedy nedostateé rychlosti penosu elektroiv systému tylakoidni membréany.

3) A vysokych rychlostech fotosyntézy seire projevit jest limitace anorganickym
fosfatem. B fotosyntéze jsou totiz z chloropléstxportovany asimilatyipdevsim ve forh
glyceraldehydfosfatu nebo dihydroxyacetonfosfatuentd export se &e antiportem
s anorganickym fosforem, ktery tak kazdou molekulexportované triosy nahrazuje
v chloroplastu fosfor. Nestali obnovovani obsahu fosforu v chloroplastu kigotieby
zvySené rychlosti fotosyntézy, dochazi k jejimulpsl [4].

Schopnost fotosyntézy maji nejen eukaryotni orgayis vysSi rostliny, zelené a ¢de
fasy — ale i organismy prokaryotni — jedno#itn€ sinice, zelené a purpurové bakterie [1].

2.1.1 Mechanismus fotosyntézy

Pri fotosyntéze na sebe navazuji dvged prenos elektrob uskut€novany slozitymi
transmembranovymi komplexy v tylakoidech a Cailvincyklus, zahrnujici fEménu
organickych substrata lokalizovany ve stromatu [2].

Obr. 1: Prehled fotosyntézy: spolupraces®inych reakci a Calvinova cyk|8].
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2.1.1.1 Primérni faze fotosyntézy

Swtelné reakce jsou kroky fotosyntézyghlem kterych se slutiei energie feméiuje na
energii chemickou. S¥lo pohlcené chlorofylem pohanfgnos elektroi a vodiku z vody na
piiiemce NADP, ktery da@asré skladuje elektrony obohacené energfi.tBmto pochodu je
Stpena voda, sitelné reakce jsou tedy tim stwjom fotosyntézy, ktery jako vedlejSi produkt
poskytuje Q. Swtelné reakce vyuzivaji slutei energii pro redukci NADPna NADPH, a to
pripojenim dvojice elektroh spolu s vodikovym iontem neboli*HP¥i swvételnych reakcich
vznikd ATP; s¥tlo pohéni pipojeni fosfatové skupiny na ADP pochodem zvanym
fotofosforylace. S#telna energie je tedy hned v Uvodiemenéna na chemickou energii
v podolg dvou slogenin: NADPH — zdroje energie obohacenych elektrgredukujici sila®)

a ATP [3].

Primérni faze fotosyntézy se odehrava v tzv. fatsypech, coz jsou transmembranové
proteinové komplexy v tylakoidech, na které jsowardy FenasSeée elektror. Klicovy
vyznam ma chlorofyl. Chlorofyl m& schopnost absedt@nergii fotonu, a timipchazet do
tzv. vzbuzeného stavu. V chloroplastuifvasi sto molekul chlorofylu tzv. anténu: molekuly
chlorofylu si zde zachycenou energii mohou vzajempredavat a nasénovat ji k jediné
urcité molekule chlorofylu, znné P, kterd je soasti tzv. fotosyntetického re&kiho
centra. Ta jed&sre propojena jednak s akceptorem elekironvelmi nizkém redoxpotencidlu,
jednak s donorem elektrdbro vysokém redoxpotencialu; rozdily jejich redoxguatiali jsou
blizké mnoZstvi energie nesené fotonem, kteraijblime¢ 1,8 eV. Pray molekula P
excitovana fotonem fize gedat elektron na akceptor, ktery se diky tomu stsih@
redukujici slodeninou. Tato reakce je nesmirnychla a v rychlém sledu po ni nasleduje
spontanni fechod elektrof na dalSi akceptory o vySSim redoxpotencialu. Ténsise snizi
energeticky vy#zek cje, ale znemozni se navrat elektronu na molekulorafylu a vyz&eni
energie fluorescenci. Ztraceny elektron nahrad8® @aw z molekuly vody, z niz vznikne
0 [2].

Praw kvili této ztrat energie nestd k prenosu elektroin z jedné molekuly vody na
molekulu koenzymu jeden fotosystém: je ipbf dvou na sebe navazujicich systém
fotosystém |l a fotosystém I. Pro fotosystém Il j&nna vinova délka sitla 680 nm,
molekula chlorofylu v realnim centru se proto ozéigie jako P 680. Donorem elektiiofe
voda, konénym akceptorem plastochinon, podobny ubichinon@iogystém | ma v regkim
centru P 700, donorem je protein plastocyanin sato nédi (+0,4V), konénym
akceptorem koenzym NADR-0,4 V). Na penos jednoho elektronu je petba dvou foto
[2].

Prechod elektrotn od plastochinonu k plastocyaninu z&jie komplex cytochroiin b
v membras tylakoidi, velmi podobny komplexu 1l z mitochondriifiRomto pechodu se
energie uvaluje, a diky tomu vznika na membegtylakoidi protonovy gradient, ktery
piitomna ATP-syntasa vyuZiva k syntéze ATP; to je totofosforylace. Na rozdil od
mitochondrii neni vznikly ATP k dispozici celé ime, chloroplasty totiz nemaji takovy
pienaSéovy systém pro ATP jako mitochondrie, ATP je vyuZithloroplastech v Calvingv
cyklu [2].

Za ukitych podminek vyuZivaji s¥lem vybuzené elektrony druhou drahu, zvanou
uzaweny elektronovy tok, ktera vyuziva fotosystémuikoh vSak fotosystému Il. Elektrony
se z ferredoxinu vraceji #pdo soustavy cytochroima odtud pokréuji do chlorofylu P700.
Nedochazi zde k zadné tvérNADPH, ani k uvahovani kysliku. Uzakeny tok vyrabi pouze

13



ATP. Tato cesta je oztavana jako cyklicka fotofosforylace. Neuzamy elektronovy tok
vytvaii ATP a NADPH ve zhruba stejnych mnozZstvich, aldévi@av cyklus spatebovava
vice ATP nez NADPH. Uza&eny elektronovy tok vyrovnava tento rozdil. Pokindbcoplast
spotebuje Calvinovym cyklem té#h veSkery ATP, Calvitiv cyklus se zpomali a Zae se
hromadit NADPH. Vzestup NADPH e podnitit déasné pesnérovani toku elektroin

Z neuzaieného na uzaeny az do doby, kdy dodavka ATP znovu uspokoji @dpi [3].

redaxpotencidl
v Z fetony

- \\\\‘;80 nm
+1,0+ jﬁfﬂ@ P 680

4084 HO=p 0 |1z
FATL |
+0,4 - ; %
I'¢
‘.L '.";_"
” 5

fmmysh'r*m I

d—

NADP

feredaxin 4'2’ e

Obr. 2: Fotosynteticky tok elektridrse Zetelem k redoxpotenciélu&strenych soustay?].

2.1.1.2 Calvimv cyklus

Calvinav cyklus dostal jméno podle Melvina Calvina, ktesy svymi spolupracovniky
zatal koncem 40. let minulého stoleti ¢dovat jeho pitbéh. Cyklus zé&ina zabudovanim
vzdusSného Cedo organické molekuly, ktera jéippmna v chloroplastu. Redékim ¢inidlem
je NADPH, obsahujici elektrony bohaté energii zgedaych reakci. Stugmn fotosyntézy, ve
které vznika sacharid, je tedy Calincyklus; jeho pibéh je vS8ak nemozny beziasti
NADPH a ATP, vznikajicich &hem s¥telnych reakci. Metabolické kroky Calvinova cyklu
jsou rekdy nazyvany temnostni fazi nebo reakcemi nezéawisha s¥étle, protoZze ani jeden
z krokii swtlo ke svému prb¢hu grfimo nepatebuje. Pesto u ¥tSiny rostlin probiha Calviiv
cyklus hem dne, jelikoZ pouze tehdy mohou bygteinymi reakcemi obnovovany zasoby
NADPH a ATP, spatebované p redukci CQ na cukr. V podstéttedy chloroplast vyuziva
swtelnou energii k vytveni sacharidu za séianosti obou stuj fotosyntézy [3].

Calvinav cyklus zabudovava kazdou molekulu £f@jim pipojenim na monosacharid
s peti atomy uhliku v molekule, zvany ribulosa-1,5-bisfat. Enzym, ktery katalyzuje tento
prvni krok, je ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/ggnasa neboli Rubisco. Vysledkem reakce
je meziprodukt se Sesti atomy uhliku v molekulerktje nestaly a okaméitse rozpada na
dvé molekuly 3-fosfoglyceratu [3].
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Kazda molekula 3-fosfoglyceratu dostava od ATP id&Sfatovou skupinu a stava se
1,3-bisfosfoglyceratem. Elektrony z NADPH redukkgrboxylovou skupinu 3-fosfoglyceratu
na karbonylovou skupinu, ktera uskiage vice potenciélni energie. Na kaz#énolekuly
CQO,, vznika Sest molekul glyceraldehyd-3-fosfatu. Rojedna molekula této latky siemi
uhliky mize byt zapgitana jakodisty vytézek sacharidu. Poslednim krokem Calvinova cyklu
je prestaeni peti molekul glyceraldehyd-3-fosfatu né molekuly ribulosa-1,5-bisfosfatu [3].

G3P Glukoza

feuksl A nstain
\ystup organicke
slaugening

Obr.3: Calviniv cyklug[3].

2.1.2 Faktory ovliviiujici fotosyntézu

Fotosyntéza je ovlisovanaiadou fakto# vnitinich i vrgjSich. V rdmci vnitnich faktofi
jde kron® strukturnich a fyziologickychiniteli predevsim o obsah chlorofylu. MnoZstvi £O
redukovaného na jednotku hmotnosti chlorofylu éefeme jako asimikni ¢islo. Hi silném
poklesu obsahu chlorofylu v listu se dostavuje @Morofylovy kompenzéni bod, tj. stav
rovnovahy mezi fotosyntézou a dychanim. Zavisloszinmnozstvim chlorofylu a rychlosti
fotosyntézy neni zpravidlafima. Pro rychlost fotosyntézy je vyznamny é&kvlista.
Maximalni rychlosti fotosyntézy (tj. fotosyntetickidsglosti) dosahuje list v daf kdy jeho
plocha dosahuje 50-80 % kame plochy. V té dabje v listu i nejétSi obsah rostlinnych

~ v s

hormori podrécujicich kst listu. Nejvyssi rychlost fotosyntézy je v ligteze stedni casti
lodyhy [5].
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Mezi strukturni faktory ovlitiujici fotosyntézu péit zejména velikost a et chloroplast,
tlou&’ka listovychcéepeli, p@et ptiduchi, struktura mezibugnych prostai a tzv. listova
pokryvnost [2].

VnéjSi faktory ovliviujici fotosyntézu jsou CEL teplota, voda, prvky mineralni vyzivy
(dusik, fosfor, hixik, Zelezo), spektralni slozeni a intenzitatksv[4].

2.1.2.1 Listova pokryvnost

Listova pokryvnost znamena listovou plochu ¥ pipadajici na 1 fpady. Husty porost
jako celek vyuziva stelné zéeni lépe f vertikdlnim nez horizontalnim postaveni dist
které nedovoluje dostatey prinik swtla do hlubSich vrstev porostu. Spodni listy pak
z&inaji Zloutnout. V nad#rné listové ploSe klesa rychlost fotosyntézy, ptetse zvySuje
obsah tzv. inhil@inich (st brzdicich) latek a roste i intenzita vydeje vigtirpar (transpirace)

[4].

2.1.2.2 Z&eni

Zéareni o vinové délce 380-710 nm, jez je absorbovammigcnimi barvivy, oznaujeme
jako fotosynteticky aktivni radiace. Abseérp spektrum hlavnich asimdaich barviv,
tj. chlorofylu a a b ukazuje, Ze maximum absorpce je vétlgvéerveném (610-710 nm)
a modrofialovém (380-495 nm). Tyto vinové délkaétky jsou proto ve fotosyntéze
nejieinngjsSi. Mnozstvi zéeni dopadajici na jednotku listové plochy za jekn¢tsu néiime
jako ozd&enost v jednotkéach energie (W3mebo vumol (fotoni) m? [2]. Na kvantitu sétla
jsou velmi naréné rostliny s¢étlomilné. U nich se f snizené intenzitswtla zahy dostavuje
tzv. swtelny kompenzéni bod, tj. vyrovnani fotosyntézy s dychanim, taki#edochazi
k prirastku ani abytku susiny [4].

2.1.2.3 Teplota

U vétSiny rostlin mirného pasma kolisa teplot&] piz cista fotosyntéza z@na byt
meftitelnd, mezi -3 az 0 °C (u jebham pii -7 az -5 °C). B téchto teplotach je jiz zastaven
rist a dochézi tedy k hromad asimilati (cukry, dusikaté organické latky, enzymy,
fytohormony). Tropické rostliny zastavuji fotosymtemezi +4 az +8 °C. NejvysSi rychlost
fotosyntézy (teplotni optimum) je uzQostlin mezi 15-25 °C a kolem 30 °C se u nich jiz
fotosyntéza zastavuje (teplotni maximum). Napmtit pro rostliny s cyklem fgsou teploty
25-40 °C jest optimalni [2].

2.1.2.4 Oxid uhléity

Pfi obsahu 0,01 % CfOve vzduchu fotosyntéza &aa. Zvyseni z grmérného obsahu
0,03 % CQ ve vzduchu na deseti- aZz dvacetindsobeéiemzvySovat rychlost fotosyntézy
v zavislosti na optimalnim zastoupeni ostatnichtdidk zvlast teploty, s¥tla, vody,
mineralni vyzivy [4].

2.1.2.5 Voda

Dostatek vody je pro fotosyntézu nezbytny. Vadnedstlina, zaviraji se pduchy,
kterymi do lisi pronikd CQ. Béhem dne se proto jevit&inou pokles rychlosti fotosyntézy
mezi 11. a 13. hodinou [4].
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2.1.2.6 Mineralni vyZiva

Ve fotosyntéze se vytvdji prekurzory uhlikatych skefetna &z se vazi mnohé mineralni
Ziviny. Fotosyntéza také poskytuje redok ekvivalenty (NADPH) a energetické platidlo
ATP, které jsou nezbytné pro aktivriijpm mineralnich Zivin a jejich akumulaci. PlatiSem
I opainy vztah. Mineralni Ziviny tvid nezbytnou satast fotosyntetickych struktur a enzgym
To znamena, Ze vitém rozsahu rychlost fotosyntézy podige rychlost pijmu
mineralnich Zivin, ficemz mira jejich dostupnosti spolurozhoduje o rystilfmtosyntézy [4].

2.2 Rostliny G, C, a CAM

Calvinav cyklus pouziva k fixaci CovétsSina rostlin aas. Oznéujeme je jako grostliny,
protoZe prvnim produktem asimilace jguhlikova slodenina, 3-fosfoglycerat [1]. Ve
fotosyntéze rostlin €hraje rozhodujici tlohu mnoZzstvi a aktivita enzyRubisco. Zajimavé
Gdaje o kvantitativnim vyznamu tohoto enzymu prim$gntézu fi zvySené koncentraci GO
uvackji Theobald et al. [6]. Podle jejich nazoru j& pvySené koncentraci GOmaximalni
rychlost karboxylace d#mna obsahu Rubisco, zatimcai psaturaci setlem se jedn&
0 umeérnost s obsahem tylakoidni ATP-syntasy [4]. Nevythwtbhoto zfisobu fixace CQje
skute&nost, Ze v dsledku nizkého parcialniho tlaku €@ atmosfée a vysokého parcialniho
tlaku G, zde probiha po#mné intenzivni fotorespirace [7].

M. Hatch a C. Slack v roce 1970 objevili, Z&ieré rychle rostouci tropické rostliny jsou
schopné fixovat C@ jinym zpisobem. Primarnim akceptorem &€Q0e pi tom
fosfoenolpyruvat a meziproduktem misto 3-fosfoghate oxalacetat, ktery se dal&penuje
pievazre na malat nebo aspartat. Héwoe proto octyruhlikové cest a o G-rostlinach.
Dekarboxylaci oxalacetatu setbe vytvdit v misg Calvinova cyklu vysoka koncentrace
CO,, coz umotuje velkou rychlost a dinnost fotosyntézy.Ctyiuhlikova cesta byla
prokadzana u vice nez 500 déutostlin. Jeji vyznam sgiva v tom, Ze zvySujedinnost fixace
CO; v lokalitach s intenzivnim #anim, vysokou teplotou a omezenyifispupem vody. Na
plném slunci listy G-rostlin (maji odliSnou morfologii stavby listu) ebre fixuji CO, dvakréat
rychleji nez rostliny uzivajici £cestu, protoZze fosfoenolpyruvat reaguje s niz$ickatraci
CO,, nez patebuje ribulosa-1,5-bisfosfat. Tim se £aakoncentruje préinnost ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasy v Calvin@vcyklu. St&i tedy mensSi fisun CQ do listu, jeho pory
mohou byt proto uzd&ensjSi a tim jsou menSi ztraty vodni pary. DalSivad zvySené
acinnosti fixace CQ Cy-cestou je, Ze ztraty GOfotorespiraci jsou velmi malé, protoze
oxygenace ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy je ketfitiyné inhibovana vysokou koncentraci
CO, v listech G rostlin [1].

Enzym  Rubisco vykazuje mnohem mensi afinitu kCOnez PEPCc
(fosfoenolpyruvatkarboxylasa), takze za stavajicdndentrace C® ve vzduchu neni
fotosyntéza list rostlin G saturovana. U rostlin CAM, coz jsouepazrié sukulenty velmi
dolie adaptované naist v aridnich teplych podminkach, jsouiguchy oteveny gevazre
v noci, kdy je CQ fixovan enzymem PEPc a vysledny malat je pak hd#mae vakuole. Ve
dne, s pvienymi az uzatenymi paduchy, je malat veden do cytoplazmy, kde je
dekarboxylovan a vznikly C£opst fixovan enzymem Rubisco.

Z téchto rozditi se pak odvozujeéada dalSich rozdilmezi uvedenymiiemi skupinami
rostlin. V&tSina rostlin na Zemi p#tk typu G. Charakteristickym rozdilem mezi druhy C
a G je jejich kvantovy vyzek pro pijem CQ, coz je pomir mezi fotosyntetickou absorpci
CO, a absorpci fotahlistem. VySSi kvantovy vgfek maji rostliny G které fixuji CQ jen
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jednou. OvSemip fotosyntéze listu je tento wizek snizovan fotorespiraci, ktera y 1©stlin
je mala nebo zcela zanedbatelna. Proto v porosteh rostliny typu G vysSi @&innost
vyuziti z&eni nez rostliny € Z rozdilné zavislosti rychlosti fotosyntézy nalta¢ u druhi Cs
a G, vyplyva, Ze ¥tSi fixace CQ porostem ¢ nez G projevi jen pi vySSi teplog. Udava se,
Ze fotosyntéza £druhi pievysSuje druhy €v podminkéch, kdy denni teplotahem vegetace
je niz8i nez 22 °C. Naopak druhy @ominuji @i teplotach nad 30 °C.

Rostliny CAM jsou obvykle charakterizovany miradreé vysokymi hodnotami d&innosti
vyuziti vody a nizkou produkci suSiny. Z podréiich nefeni Nobela a Hartsocka [8]
vyplyvd, Ze zvySeni koncentrace £©350pumol.mol* na 650umol.mol* zvysuje rychlost
fotosyntetické fixace COb¢hem dne o 30 %, zatimco rychlost fixace v natava beze
zmeny [4]. Tyto rostliny své pirduchy oteviraji Bhem noci a uzaviraji jeéhem dne, tedy
piesré obracen, nez jak se chovaji ostatni rostliny. Uzaviraridpichi béhem dne pomaha
poustnim rostlindm zadrzovat vodu, zanowe v3ak zabnguje vstupu CQ do listi. Tyto
rostliny @ijimaji CO, béhem noci, kdy jsou jejich pduchy oteveny, a zabudovavaji jej do
rozlicnych organickych kyselin. Biky mezofylu u CAM rostlin usklatlji ve svych
vakuolach organické kyseliny, které vyftga béhem noci, az do rana, kdy se uzaviraji
praduchy. Bhem dne, kdy mohou &telné reakce dodavat pro Caléin cyklus ATP
a NADPH je CQ z organickych kyselin vytwenych khem gedchazejicich noci uvabvan
a v chloroplastech postupmabudovan do sacharidu.

C, CAM
cO, CO,
Bunka ﬁ\ o CO, je zaclenén Noc
0, Je zaclene o H
mezofylu Orgg_ icka do organické 9
kysglina LY i fei kysglina
’ kyseliny se étyrmi
4 / atomy uhliku
\,’_/ v molekule
Burka co (zabudovani uhliku) co Den
pochvy /‘\
o Organicke kyseliny
uvolnuji CO, pro
Calvintv cyklus
Cukr
(a) Prostorové oddeleni reakci. (b) Casové oddéleni reakci.
U C;-rostiin probihaji zabudovani U CAM-rostlin probihaji
uhliku a CalvinOv eyklus zabudovani uhliku
v rozdilnych druzich bunék, a Calvinuv cyklus
v tychz burikach,
ale v ruznych

dennich dobach

Obr. 4: Srovnani ¢a CAM fotosyntéz].

CAM draha a @ draha jsou si navzajem podobné v tom, Ze je faprvé zabudovan do
organického meziproduktu j€Spied vstupem do Calvinova cyklu. Rozdil gp@ v tom, Ze
zatimco u G rostlin je Gvodni krok zabudovani uhliku étih od ptfibéhu Calvinova cyklu
prostoro¥, u CAM rostlin probihaji tyto dva kroky wviznych dennich dobéach [3].
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2.3 Frimé Winky zvySené koncentrace C@na rostliny

Piimé &inky zvySené koncentrace GGe projevuji zrnami rychlosti fotosyntézy,
fotorespirace a vodivosti fduchi [4].

2.3.1 Rychlost fotosyntézy

Vysledkem znin rychlosti karboxylace a inhibice fotorespiraceukovanych zvySenim
koncentrace C® ve vzduchu obklopujicim fotosyntetické organy jeyseni rychlosti
fotosyntézy. Mira tohoto zvySeni zavisi na ostdéitrfaktorech, a to zejména na dostupnosti
z&ivé energie. Obr. 5 nazarnlustruje vliv ozdenosti na rychlost fotosyntézyiprizné
koncentraci CQ

Je patrno, Ze vysSi koncentrace (u@sobi vyrazné zvyseni rychlosti fotosyntézy zejména
pii vySSich oz#enostech. OvSem zvySeni koncentrace, G® iznivé projevi i (¥ nizsich
oz&enostech, coz je vyznamné pro fotosyntézu wdaohtce po rozedmi a ged setmnim.
VétSina rostlin je totiz limitovana nedostatkentizé energie dopoledne i odpoledne. Keom
toho spodni patro hustych porbstykazuje ponirné shodné hodnotydinnosti vyuziti zéeni.

To Ize nesporapii¢ist shodnému mechanismu fotosyntézy u rostinT@to &innost je vSak

| pii podsaturanich ozéenostech snizovana ztratamiizpbenymi fotorespiraci. Inhibice této
oxygenasove aktivity vyssi koncentraci £ ve vSechifpadech projevi zvySenou rychlosti
fotosyntézy. Uvedeny primarniiaek zmeény koncentrace COpak pisobi naradu dalSich
procesi, a hakonec ovlituje produktivitu rostlin.

Ptimé pisobeni CQ se projevuje nejen v souvislosti s karboxylaciyemz Rubisco. Je
tieba vzit v Gvahu také regutd (cinky CO, na vazbu ionit Mn?* na donorové stran
fotosystému Il, vazbu chindma akceptorové stranéhoz fotosystému a aktivaci samotného
enzymu Rubisco. KvantitatigmejvyznamuijSi je Zejmeé pasobeni nha enzym Rubisco, kdy se
jedna o zvyseni rychlosti karboxylace, protoZiespandardni koncentraci G@ejsou rostliny
Cs timto substratem saturovany, a inhibici oxygenasaktivity enzymu Rubisco, ktera za
standardni koncentrace @®@nizuje rychlost fotosyntézy o 20 az 50 %.,G&©kompetitivni
inhibitor uvedené oxygenasoveé aktivity. R¥éoto druhé psobeni nize byt mimadadre
vyznamné, protoze jehousledkem je zvySeni rychlosti fotosyntézy ti peji limitaci
dostupnosti Zévé energie nebo CO4].
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Obr. 5: llustrace zavislosti rychlosti fotosyntéag oz&enosti @i riizné koncentraci C£)
kterou udavajtisla u jednotlivych Kvek[4]
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2.3.2 Interakce teploty a zvySené koncentrace GO

Pro pisobeni zvySené koncentrace Q@ fotosyntézu rostlin je vyznamna jeho interakce
se zng¢nou teploty. B zvySovani teploty sila klesa hodnota specifitniho faktoru (udavajici
poner rychlosti karboxylace k rychlosti oxygenac# ptejnych koncentracich GQa ),

a to: wtSim poklesem rozpustnosti @@zhledem k @ a poklesem afinity Rubisco k GO
vzhledem k afinit k O,. Uvedeny pokles specifitniho faktoru Rubisco sengta také v tom,

Ze &inek zvySené koncentrace ¢Qoste se zvysSujici se teplotou. Z dosavadnich
experimentalnich vysledkvyplyvd, Ze interakce zény koncentrace C£a znény teploty méa

na rychlost fotosyntézy velmiaiznorody vliv. Napiklad zvySena koncentrace g@isobi na
rast rostlin a jejich maximalni rychlost fotosyntézyohem vice b vysSich neZli i nizkych
teplotach. Krom toho teplotni optimum pro rychlost fotosyntézyusavanou zéenim se
zvySuje se zvySenim koncentrace 4.

2.3.3 Aklimace na zvySenou koncentraci CO

Aklimaci wtSinou rozumime fzpasobeni rychlosti fyziologickych proags nékdy
i rostlinnych struktur, na zéméné hodnoty &kterého faktoru v&Siho prostedi. Jsou to
zmeény, k nimz dochazi ip dlouhodobém ¢gstovani rostlin fi zmeénénych, nefastji
zvySenych koncentracich GQUkazalo se, Ze néjlad samotna rychlost fotosyntézy sé p
dlouhodoljSi kultivaci rostlin v podminkach zvySené koncane CQ zane liSit (negast;ji
klesd) od rychlosti fotosyntézy rostlinigtovanych za jinak srovnatelnych podminak p
obvyklé koncentraci CQ

Pokles rychlosti fotosyntézy, sniZzeni mnozstvi naktivity Rubisco¢i dalSich enzym
Calvinova cyklu pi dlouhodobé kultivaci rostlin jsou v podminkachsgy koncentrace GO
pozorovany velmtasto. Tento jev je oztiavan jako aklimace. Obeénze aklimaci na vyssi
koncentraci C@definovat jako soubor fyziologickych zm, k nimz dochaziip dlouhodobé
kultivaci rostlin ve zvySené koncentraci €0 o znamend, Ze fotosyntetick&4 charakteristika
listt, které se vyvinuly jiz v podminkach zvysené konre CQ, se liSi od charakteristiky
listd rostlin, které byly v pedchozim obdobi kultivovanyfip okolni koncentraci C@
Nejnapadsji se tato aklimace projevuje postupnym pokleseomlgsticisté fotosyntézy, coz
bylo mnohokrat pozorovano a popsano. K¢aiwho se sniZzuje obsah dusiku, rozpustnych
bilkovin a Rubisco v listech. Obetrse gedpoklada, Ze pokles rychlosti fotosyntézy p
aklimaci rostlin dlouhodob péstovanych f zvySené koncentraci COje zpisoben
zpstnovazebnym ginkem asimilat akumulovanych v listu na expresi geld].

Problematika aklimace rostlirfigejich dlouhodobé kultivaciip zvySené koncentraci GO
neni vSak dosud zdaleka vyjésn. V zasaéljsou dva dvody pro tuto aklimaci:

1) Rostlina neni schopna vyuzit nadiyi@ asimilaty, proto reguluje pokles aktivity jejich
zdroja.

2) Pro fotosyntézuipvysSi koncentraci Cge postéujici mensi mnoZstvi Rubisco [4].

2.4 NegFime vlivy CO, na rostliny

Samotné zvySeni rychlosti fotosyntézy vyiwatSi mnozstvi asimilét které mohou hdi
inhibovat vlastni fotosyntézu nebo zvysit alokag$iay do rostoucich Keni nebo jinych
sinki. Vysledkem vysSi rychlosti fotosyntézyipe byt také zmna kvality biomasy
s naslednymisznivymi nebo nefiznivymi dopady na herbivorni faunu.
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Zvysena koncentrace G@bvykle sniZuje obsah dusiku v suShostliny a zvySuje podil
sacharid a fenoti. Zména hodnoty porru C/N v rostlinach ma vsak vliv na jejich ngtri
a krmnou hodnotu také v tom smyslu, Ze rostliggtgvané f vysSi koncentraci COmaji
také vysSi obsah fenolickych latek a tananjsou tuzsi [4].

2.4.1 Teplota

Zvyseni koncentrace GG3nizuje vodivost girduchi, a tim i vydej vody transpiraci, a tedy
i celkovou evaporaci. Vysledkem je zvySeni tepladta a celého porostu, které se régn
projevi zvySenim teploty okolniho vzduchu. Toto &eni n@ize byt v gkterych
geografickych oblastech velmi vyznamné [4].

ZvySeni koncentrace GQezvySuje teplotni optimum fotosyntézy. S teplot@ké klesa
kvantovy vytzek fotosyntéezy, tj. ptet moli CO, fixovaného absorpci jednoho molu fotion
AvSak zvySeni tohoto wyiku zvySenim koncentrace @@k rovrez umerné teplo¥. Jest
uved’me kompenzéni oz&enost, tj. ozéenost, P niz je gijem a vyde] CQ listu
v rovnovaze. Ta s teplotou silstoupa. Ot zvySeni koncentrace GQejména fi vysSich
teplotach tuto kompenzai oz&enost sild snizuje. To vSe se pak promita v relativni
stimulaci rychlosti fotosyntézy vyj&ené pomdrem rychlosti fotosyntézy ip nizké a pi
zvySené koncentraci GOZvysSeni rychlosti fotosyntézy zvySenou koncerit@@, mize byt
zesileno, pokud dojde stasré ke zvySeni teploty, a to v rozmezi mezi teplotmiimimem
a optimem fotosyntézy.iPvysSich teplotach vSak dalSi zvySeni teploty wumize i na
fotosyntézu psobit inhibené. Dale pak ma teplota velmi silny vliv na rychlaltchani. Jeji
zmeéna byva podstatnvétSi nez zmina rychlosti fotosyntézy vifslusném teplotnim rozmezi.
ZvysSeni samotné koncentrace £@ede jednozrmé ke zvySeni rychlosti fotosyntézy
a casté&n¢ nebo i aplné inhibici fotorespirace. Zvyseni jeploty se vSak a&tSinou projevi
snizenim hodnoty po¥ru mezi rychlosti fotosyntézy a rychlosti fotoreape, protoze pokles
rozpustnosti CQje WwtSi nez pokles rozpustnosti kysliku. To znamenésataotné zvyseni
teploty neni pormér CO, ku O, v mist karboxylace ve progph O, a podporuje tak
fotorespiraci [4].

VySSi teploty podporuji spitbu asimilai pri rastu nebo jejich akumulaci v zasobnich
organech, takzeftfpadna inhibice fotosyntézy se anii pllouhodobé kultivaci rostlin ip
zvySené koncentraci Gdemusi projevit. Proto tte mit zvySen& koncentrace £@iznivy
vliv i v podminkach stresu vyvolaného vysokymi tgpmi. VSeobeah se gedpoklada, ze
budouci zvySovani koncentrace £ilide doprovazeno postupnym zvySovanim teploty [4].

Kromé primych (zejména na rostliny) a répych (fevdzr na Ziva&ichy) &inka
zvysené koncentrace G®e uplatni i dalSi faktory souvisejici s antropogeni zménami nasi
planety. Napiklad zvySena depozice dusiku podporuijst rychle rostoucich drahrostlin.
OvsSem vztah rostliny - ekosystém je netdgge slozitym komplexem, vdmz je rovnovaha
udrZzovana mnoha vztahy [4].

2.5 Weinky zvy3ené koncentrace C@na stromy

Stromy nepedstavuji homogenni skupinu rostlin. BeggjSi je ¢lenéni na stromy opadave
a trvale zelené (jellhany) se zcela odliSnym ¢oim pribéhem fotosyntézy, rozdilnym
obsahem dusiku v pletivech apod.
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Rychlost fotosyntézy ip zdvojnasobeni koncentrace £€®e zvySuje o 50 % az 60 %,
piicemz nejsou jednoztiaé vysledky o moznych rozdilech mezi listnatymiealignatymi
stromy. Sodasré vSak je vhodné upozornit, Ze zejména pro stronmyi m&ieni rychlosti
fotosyntézy metodou dostateu pro odhad z#m v produkci biomasy. @&vodem mohou byt
sezonni zrény v obsahu nestrukturnich polysacharigemise izoprein z listh a exudat
z koreni, které mohou odveést nezanedbatelny podil asiimi@becr se ovSsem jfedpoklada,
Ze zvySeni koncentrace @QzvySi &innost fotosyntézy zejména snizenim rychlosti
fotorespirace, a to itpmensi spaeke dusiku vyvolané poklesem obsahu Rubisco.

Také u strom dochéazi vlivem zvySené koncentrace ClOpoklesu specifické listové
plochy vyjadené velikosti plochy listvytvorené jednotkou hmotnosti jejich susiny. ZvySuje
se obsah Skrobu v listech i velikost &@ioburék. Ani sekundarni metabolity nejsou chéém
pied vlivem zndny koncentrace C£L Byly prokadzany zmny v obsahu ligninu, coz se
nasledg projevuje zrndnou kvality deva. ZvySenim koncentrace €@ochazi u strofntaké
ke zvySeni produkce izoprém ostatnich uhlovodik

Zda se, Ze zvySena koncentrace,C@ysuje rychlost vyvoje fiedevsim v péatetnich
juvenilnich fazich. Tato stimulacéstu zvySenou koncentraci se projevila zejména ayola
stromi. Ke konci sledovaného obdobi, tj. u stiowe stdi 25 az 30 rok, se jiZ neprojevily
Zadné rozdily.

Pri vysSich hodnotach listové plochy mohou jednotlisgomy @Estované fi vysSi
koncentraci CQ@ vykazovat ¥tSi spotebu vody nez stromy rostouciti pstandardni
koncentraci CQ Pri omezené zaseébvody v pidé tak mohou nastat vyrazné &ny v ristu
jednotlivych druli. Je teba si proto wdomit, Ze pedpokladany pozitivni vliv zvySené
koncentrace C&na &innost vody nemusi byt tak obecny jev, jak s&wou fFedpoklada.

Specifickou otazkou je mnohokrat citovana aklimexstlin na zvySenou koncentraci €O
postupnym poklesem rychlosti fotosyntézy. Mareklef9] prokazali u dvanactiletych strém
smrku obecného aklimaci projevujici se poklesem imaki rychlosti fotosyntézy
0 38 % a dinnosti karboxylace o 32 %. Rychlosteposu elektroh byla nasled& rovrez
snizena. Urban a Marek [10] pak dolozili také snate rychlost karboxylace tip
dlouhodobém fisobeni zvySené koncentrace £dento pokles byl doprovazen i Znami
rychlosti regenerace substratu pro karboxylacizagmave, Ze uvedené Zny stanovené
v jarnim obdobi zélvodnili autdi lokalnim deficitem dusiku v asimitaim pletivu, zatimco
na podzim se projevila nedost&ié kapacita sinku.

Mira zvySeni rychlosti fotosyntézyizvySené koncentraci GQr zavislosti na dostupnosti
mineralnich Zivin je utiznych druli dievin rozdilna [4].

2.6 Ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa (Risco)

Enzym ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygend®ab({sco, EC 4.1.1.39) je nejheéjsi
protein na Zemi. Nachazi se ve stromatu chloroplastvelké koncentraci a t¥ioaz 50 %
rozpustnych listovych bilkovin [11]. V tomto enzymje také obsaZena podstatdast
veSkerého dusiku vlistech [4]. Rubisco je ¢qteni enzym fotosyntetického
a fotorespiraniho metabolismu autotrofnich rostlin. Katalyzujarldoxylaci ribulosa-1,5-
bisfosfatu (RuBP) v Calvin@vcyklu a oxygenaci stejného substratu ve fotorespim cyklu
[12, 13, 14]. Porér mezi €mito dwma metabolismy stefnjako mnozstvi a aktivita enzymu
je dana dinnosti fotosyntézy a produktivitou rostlin. Pro@ Rubisco zajimavy cil pro
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vyzkumy, vedouci k vytvieni rostlinnych druln se zlepSenou ¢innosti karboxylace
a snizenou fotorespiraci [15, 16, 17].

Zmeény v aktivité i v obsahu enzymu Rubisco jsou pouZivany jakdvgittiagnosticky
parametr @i zjiStovani negativnich efekt biotickych i abiotickych faktar Zivotniho
prostedi. Hlavnim faktorem prasdi, ktery vyznam ovliviiuje rist a vyvoj rostlin, je
oz&enost
a koncentrace COv atmosfée. Risobeni zvySené koncentrace L£@becrk vede jak ke
zvysSeni kapacity fotosyntézy (pozitivni aklimacpdgné se zvySenym vyuzitim absorbované
energie ve fotochemickych reakcich, tak i k pokleapacity fotosyntézy (aklintai deprese).
Aktivita enzymu Rubisco iZe byt stanovena vivo pouzitim n&feni vymeény plyni nebo
in vitro spektrofotometrickymi metodami. Obsah enzymu Rubisnize byt stanovovan
separanimi metodami, jako jsou gelova a kapilarni elekiréza a radioimunoprecipitai
metoda [11].

Schain L chain

Obr. 6: Struktura enzymu Rubis|d®].

2.6.1 Struktura enzymu Rubisco

Rubisco se vyskytuje ve dvou fuitkich forméach, které maji odliSnou strukturu, dsidi
a citlivost na kyslik. Oxygenni fototrofy a mnohmtdsyntetickych bakterii obsahuje formu 1,
skladajici se z osmi velkych (L) katalytickych pedipotek (kazda 55 kDa) a osmi malych (S)
podjednotek (kazda 14 kDa), davajici dohromady tiekamer Sz 0 molekulové hmotnosti
okolo 560 kDa. Osm L podjednotek formy | je usitano do oktamerniho jadra obklopeného
dvéma vrstvami 4S podjednotek, kazda vrstva je lokalima na opmé stra molekuly.
Forma Il enzymu Rubisco se nachazi¢ktarych fotosyntetickych purpurovych bakteriich
a sklada se ze dvou L podjednotek (50 kDa kazd#) Katalytické centrum je na velkych
podjednotkach, které jsou kédovany v DNA chloroplas/alé podjednotky jsou kédované
v jadre [20].
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Obr. 7: Model struktury Rubisco. S podjednotky jgoa‘eny cerverg, L podjednotky jsou
zelené a modrfl9].

V roce 1980 byl nalezen chloroplastovy protein sek@ovou hmotnosti 720 kDa. Tento
protein napoméha spravnému sbaleni holoenzymu &ybisk Ze vytvE meziprodukt
s velkou podjednotkou Rubisco. [15, 21 - 26]. Geftandner a Salvucci [27] oznamili
existenci proteinového komplexu o 120 kDa, ktegngk vaze prekurzory malé podjednotky
v cytosolu a redukuje jejich transport do chlordjpla tak reguluje sbaleni holoenzymu
Rubisco. Aktivace Rubisco &¥em in vivo umoziuje dalSi specificky chloroplastovy enzym
aktivasa Rubisco, majici ATP-asovou aktivitu [17].

Vyuziti rentgenové krystalografické analyzy vedlotljeveni struktury Rubisco z mnoha
raiznych drulii rostlin [28 - 32]. Bylo zji&no, Ze podjednotky Rubisco jsou symetricky
organizované Vv §Sg oktamerové strukte. Bez ohledu na ékteré odliSnosti
v aminokyselinovém slozeni nebyly stanoveny velbk@f@rmani rozdily, dokonce i mezi
takovymi druhy jako je Spenat a fotosyntetickd bakt Rhodospirillum rubrum[33].
Kvarterni struktura Rubisco ze Spenatu je typické pSechny vySSi rostliny a mnoho
bakterialnich karboxylas [17, 20].

Aktivni misto je lokalizované na rozhrani mezi (akovou oblasti jedné velké
podjednotky a N-koncovou oblasti druhé velké podjekly. V jedné molekule 4Sg se tedy
vyskytuje osm aktivnich mist. Aktivni misto enzymiosahuji aminokyseliny: lysin, kyselina
asparagova, kyselina glutamova a dale argininykser vaze fosfatovou skupinu substratu
a histidin, ktery se uvalje i katalyze. Na N-konci jsou také mista, ktera &astni vazby
enzymu na substrat [17].
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co,

bisphosphate

Obr. 8: Struktura aktivniho mistaervers: lysin 201, aspartat 203 a glutamat 204 bénaty
ion je navazan na karbamat lysifiL8].

2.6.2 Karboxylace a oxygenace enzymu Rubisco

Karboxyla&ni enzym rostlin g ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa vaze
substrat (ptiuhlikaty cukr ribulosa-1,5-bisfosfat) nejen maldk CO,, ale také molekulu ©
[4]. CO, a G jsou tedy sowici substraty bifunkniho enzymu:  vysokém ponsru CO,/O,
pracuje enzym jako karboxylasdj pizkém pongru CQ,/O, jako oxygenasa [1].

Afinita Rubisco k CQ je sice podstatnhvétSi nez ke kysliku, jenZe v chloroplastech byva
mnohem vySSi koncentrace kysliku nez ,C[34]. Tato reakce s kyslikem je podstatou
fotorespirace, kterd sniZzuje mnoZzstvi fotosyntgtickytvdiené hmotnosti suSiny az
o0 jednuétvrtinu za stavajicich koncentraci €(860 umol.mol™) a & (210 pmol.molY)

v atmosfée. Tento porér rychlosti fotosyntézy a fotorespirace pfare prospch fotosyntézy
i pfi mnohem vySSi koncentraci kysliku v atmdsfge dan kinetickymi vlastnostmi enzymu
Rubisco, kdy konstantaipro G je asi 700krét &Si nez je konstantaipro CQ [4].

Fotorespirace je iejmé neusporna reakce, ktera sniZzuje efektivitdler@ni uhliku do
organické sloteniny. SoutZzeni Q a CQ o vazbu na substrat Rubisco zéalezi na okolnim
poméru G,/CO, a na specifickém faktorg [19], udavajicim porr rychlosti karboxylace
k rychlosti oxygenaceip stejnych koncentracich GGa . Hodnota specifického faktoru
kolisa od 88 do 131 si{mmérem kolem 100. NejvysSi hodnoty vykazuji suchozeisistliny
Cs, zatimco rostliny i sinice maji hodnoty nizsi [4].

Rychlost karboxylace a oxygenace ukazuji naslediginice:

dlco,|/dt = v, =(v,/K_)Co,]

d[oz]/dt =Vo = (Vo / Ko) E[Oz]v

kde K.: Michaelisova konstanta pro GO
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Ko: Michaelisova konstanta pro,O
V. : maximalni rychlost pro karboxylaci

V,: maximalni rychlost pro oxygenaci

Pontr karboxylace k oxygenaci katalyzované Rubisco:
Ve lvg = (Vc (Ko Vo EKC) [([COZ]/[OZ]) =6 E([CC)z]/[Oz])’

kde specificky faktoth. Vysoka hodnota ukazuje vyssi specifitu pro,CI3].

Fotorespirace Zén& grenosem kysliku pomoci enzymu Rubisco na stejnytsatbgako i
karboxylaci (ribulosa-1,5-bisfosfat). Stalym protierk této reakce je jedna molekula 3-PGA
a jedna molekula fosfoglykolatu. Z ni se zahy &oidfe fosfatova skupina a vznikly glykoléat
je transportovan z chloroplé@stio blizkych peroxizoin Tam je oxidovan na glyoxylat a ten
dale trasaminovan na glycin. Na tyto reakce v pemru navazuji dalSi, tentokrat
v mitochondriich: tvorba jedné molekuly serinu aew molekul glycinu — uvaéluje se pi
tom po jedné molekule GOa NH, Serin niize byt jednak vyuzivan v dusikovém
metabolismu boky (syntéza dalSich aminokyselin, bilkovin a jinyslozigjSich latek), ale
muze byt také transportovan&plo peroxizoni, kde po transaminaci a redukci (za gpby
jedné molekuly NADH) vznika glycerat. Ten se v ¢blaastech fosforyluje zacasti jedné
molekuly ATP na 3-fosfoglycerat, kteryibe byt vyuZit k regeneraciipodniho substratu,
ribulosa-1,5-bisfosfatu. Tim se cely cyklus uzavidaostlin G je fotorespirace zanedbatelna

[4, 34].

Na karboxyl&ni a oxygenéni aktivitu Rubisco maji vliv strukturni zmy pri katalyze
v aktivnich mistech molekuly [35]. Kvarterni kompjeenzymu s C@ Mg?* a CABP jsou
studovany spektrofotometricky. RuBP se nemusi vapatze na katalytické misto enzymu,
ale také na nekatalytické misto, které pggatiobrd souvisi s enzymovou regulaci
metabolismu [18, 36].

Pri zvySovani teploty listu posn mezi koncentraci Ca G v chloroplastech klesa, nebo
CO, méa za vyssich teplot menSi rozpustnost vesvoel kyslik. Podil oxygenace, a tudiz
i fotorespir&nich ztrat, tedy nuthvzrista s teplotou [34]. Pokud je list saturovan erergi
z&eni a nachazi se Vvipnivé teplot, tak rychlost fotosyntézyipnizkych koncentracich GO
je limitovana mnoZstvim karboxyaiho enzymu (u € rostlin) ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasy/oxygenasy (Rubisco) & pySSich koncentracich GOkapacitou
regenerace substratu ribulosa-1,5-bisfosfatu (RukBj)a je zase tiovana dostupnosti ATP,
tedy rychlosti penosu elektroi a dostupnosti anorganického fosfatu. Tyto 3 diuhitace
rychlosti fixace CQ jsou obec# povazovany za faktory determinujici rychlost zatwéhi
atmosférického C®do organickych latek. iRom limitace fosfatem je detekovatelna svou
necitlivosti na zvySeni koncentrace £@bo pokles koncentrace.ento limitujici faktor
se vyskytuje pedevSim fi vysokych rychlostech fotosyntézyiiRzméné koncentrace CO
v zavislosti na  oz&nosti dochazi nejen ke #mam  Rubisco, RuBP
a anorganického fosfatu, alesmi se i hladiny ¥tSiny ostatnich metabalitvyskytujicich se
v Calvinow cyklu [4].

Zvyseni koncentrace GQumoziujici vySSi rychlost fixace CObude vyZzadovat mensi
mnoZstvi enzymu Rubisco, a tak i mensi mnoZzstvikdyg].
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Rubisco je aktivovanin vitro pomoci CQ, Mg?* a nskterymi metabolity. V aktivénim
procesu je jeden zbytek lysinu karbamylovan,@@lekulou, ktera je hll efektorem nebo
substratem karboxytai reakce [12]. Z tohotvodu se CQ vaze u Rubisco na dwdliSna
mista [17]. Tento proces (karbamylace Rubisco) tjenudovan specifickym enzymem
aktivasou Rubisco. U égkterych druli se vyskytuje dalSi specifickd skmnina, kteraridi
(tentokrat inhibuje) aktivitu Rubisco: 2-karboxydbabinitol-1-fosfat [34].

CH,0P0,2~ C|1H20P032‘ CH,0P, 2~
\
C=0 C—0OH HO—EC—E0O™
Il CO; H* |
H—C‘—OH — C—0OH — 2 C‘7=O
H—CJ?—OH H—C—OH H—C—0OH
CH,0P0,*~ CH,OR@L2= CH,0PO%~
ribuléza-1,5-bisfosfat endiol 2" karboxy-3-keto-D-arabinitol-
meziprodukt -1,5-bisfosfat
/Hio
C]IHZOPOf_ i CH,0PO,%~ CH,0P0, 2=
H—(IZ—OH L sl HO—C—C00~ HO—C—CO0-
Co0~ karbanion HO—C—OH
3-fosfoglycerat H—C—O0OH
Coo- CH,0PO,2~
H—C—OH hydratovany
meziprodukt
CH,OPO,2-
3-fosfoglycerat
([ZHzoPOJZ’
=
(iZHZOPOf* ?HZOPO;"“ —o/ \\‘\o
ﬁ.—OH 8, HO—ff_O_O—’H e Hzo* fosfoglykolat
RuBP —— CllfOH — C[:O o HH
O =
H—C—OH H—C—OH \C/O
CH,0PG. 2~ CH,0PO,%~ H—(:I—OH
endiol hydroperoxid
meziprodukt meziprodukt CH, AP0,

3-fosfoglycerat
Obr. 9: Karboxylace (hornicast) a oxygenace (spodidhst) zprostedkovana enzymem
Rubiscd37].

2.6.3 2-karboxyarabinitol-1-fosfat (CA1P)

2-karboxyarabinitol-1-fosfat (CA1P) jeipzere se vyskytujici inhibitor Rubisco. Typické
je, ze mnozstvi CA1P je v noci vysSi neghém dne, zatimco doi aktivita Rubisco je nizsi
nez Ehem dne. V nedavné délbylo potvrzeno, Zze se CA1P vaze na Rubiscavo v noci.
CA1P, ktery je pevt vazan na Rubisco, se uigje na s¥tle pomoci aktivasy Rubisco.
Uvolnény CAL1P je pak defosforylovan specifickou CA1P &abou (CAlPasa) na
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2-karboxy-D-arabinitol (CA) a anorganicky fosfaB]3 CA1P byl poprvé izolovan v listech
tabaku a poziji ve fazolich [39].

2-
CH,O0PO4

HO—C—CO00O"

T=O
H—C—OH
CH,OH

Obr. 10: 2-karboxyarabinitol-1-fosfat (CA1P0].

2.6.4 Aktivasa Rubisco

Samotny enzym Rubisco je ved&meaktivni. Teprve po ostleni je aktivovan aktivasou
Rubisco, vyskytujici se ve stromatu chloroplag7]. Aktivasa se sklada se z monotner
velikosti 42-45 kDa, a fize podporovat rychlejSit@menu inaktivniho komplexu Rubisco na
aktivni formu [40]. Tato aktivace je nutna, aby wmz Rubisco mohl katalyzovat
fotosyntetickou fixaci CQ[17].

Aktivasa Rubisco zvySuje podil aktivity Rubisco,dporuje disociaci pewnvazaného
fosfatového cukru z aktivniho mista enzymu a pgpedobré navozuje konformani zmeny
[17, 40 - 43].

Inaktivni enzym Rubisco je charakterizovdn pevn@zbou ribulosa-1,5-bisfosfatu na
nekarbamylované aktivni misto. Aktivasou se tatabaa uvolni, molekula Rubisco se
karbamyluje a nasledrvaze s M§'. Aktivasa Rubisco byla prokazana u véech ros8i.[

Aktivita aktivasy Rubisco je zvySovanai pzrastu ozéenosti. Zéiva energie je nutna pro
vytvoreni takovych koncentraci 'Ha Md* ve stromatu, které jsou pro aktivaci nezbytné.
OvSem i i oswtleni nemusi byt veSkery enzym Rubisco v aktivnitavis. Mira jeho
aktivace zavisi na \#sich faktorech (oz&nost, CQaj.) [37].

Genovymi manipulacemi jiz byly vyt¥eny rostliny sitzné¢ snizenym obsahem Rubisco.
Bylo zjiSttno, Ze podil Rubisco na kontrole fotosyntézy zawiai vrgjSich i vnitnich
faktorech [1].

Byly objeveny d¥¢ isoformy aktivasy Rubisco (42 a 46 kDa)tzmych druzich rostlin
s odliSnou C-koncovodasti, jako vysledek spojovani pre-mRNA. Oboformy katalyzuji
aktivaci Rubisco a hydrolyzuji ATP, ale malé isofigyr maji vySSi kapacitu nez velké.
Aktivace Rubisco pomoci aktivasy vyZaduje oboustéarozpoznani obou proté&ifl9].

2.6.5 Stanoveni aktivity enzymu Rubisco

2.6.5.1 Gazometrické stanoveni

Gazometrické metody jsou zaloZeny na princigtiemi rychlosti spageby CQ rostlinami.
ZjednodusSea lIze ftici, Ze pomoci d&chto metod réfime pokles koncentrace G® okoli
rostliny vyvolany fotosyntetickou fixaci molekul GOPodle uspifadani ndfici aparatury,
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zejména zapojeni infearveného analyzatoru pl§{IRGA) do neficiho systému, rozliSujeme
gazometrické metody za a) utené (cirkulgniho typu) a za b) otéené (ptitocneho typu)
[44].

Gazometrické metody se uplatnily jiz ve 30. letesimulého stoleti, ale jejich nejisi
rozvoj nastal v 50. letech, kdy se pro detekci lemiace CQ zaaly pouzivat infréervené
analyzatory. Princip vSechdhto metod spfiva v tom, Ze rostlina, list nelddst se uzae do
vzducho¥sné konirky, ktera je os#tlena a jiz prochazi vzduch.& se Ubytek koncentrace
CO,. Moderni metody ®gteni umoduji stanovit nejen vlastni rychlosisté fotosyntézy, ale
i fadu dalSich paramétr které jsou vyznamné pro interpretaci vlivuéjaich faktofi na
rychlostéisté fotosyntézy [4].

Existuji taky ugité modifikace gazometrickych metodttani, kdy se vyuziva radioaktign
znaseny “CO,. Toto je postup vhodny ipdevsim pro studium transportu vznikajicich
asimilati nebo jejich chemického slozeni [4].

2.6.5.2 Radiometrické stanoveni

U této metody se nejiv musi z reaéni snesi odstranit veSkery oxid uliity a uhlitany.
Do sn¥si se pida zndmé mnoZst¥'C ve forng hydrogenuhliitanu draselného. Paigani
RuBP se odstartuje reakce, ktera se po 60 s zagtavkem chlorovodiku. Odstrani se
uvolrény oxid uhlgity a zmeti se radioaktivita produktu, kter4d odpovida mnoZstv
asimilovaného CQJ[45].

2.6.5.3 Spektrofotometrické stanoveni

Stanoveni aktivity enzymu Rubisco spektrofotomeirie zaloZzeno na zén¢ absorbance
pii oxidaci NADH, ke které dochazitipsprazeni prvnichif reakci Calvinova cyklu. Zgma
absorbance byla #&ena pi 340 nm. Tento postup stanoveni vychazi z metoilgyho
a Wolkera [46].

Tissue et al. [47] wednostiuji postup, kdy se jehlice ndjde zhomogenizuji v 100
mol.m® HEPES, 5 mol.m EDTA, 2% roztoku polyvinylpyrrolidinu, 14 mol.th
B-merkaptoethanolu. Supernatant se poté zmraziwéek dusiku. Je to z tohaiwbdu, Ze
jehlice obsahuji terpeny a fenolické latky, ktet@& zmrazeni poSkozuji strukturu Rubisco
a tim snizuji jeho aktivitu.

Portis et. al. [48] pouzili pro stanoveni aktivRybicso smis enzyni fosfoglyceratmutasu,
enolasu, pyruvatkinasu a mitdu dehydrogenasu. Metoda je stabilfiikoncentraci enzymu
Rubisco 1Qug.I™* a teplot 45 °C. Tato metoda dava stejné vysledky jakmg stanoveni.

Mezi dalSi moznosti stanoveni enzymuizeme z#adit postup, kdy jsou jehlice borovice
(Loblolly ping extrahovany s tlumivym roztokemtip4 °C ve vysokorychlostnim
homogenizatoru. Homogenizované vzorky byly okaénzinrazeny a uskladny v tekutém
dusiku do analyzy. Poté byly rozmrazeny a centofdgy @i 13000 g po dobu 30 sekund
v mikrocentrifug&ni zkumavce. Supernatant byl pouZit pro stanovedatgni a celkové
aktivity enzymu Rubisco. Aktivani stav Rubisco byl zji&h jako pondr pocateeni a celkové
aktivity [49].

Pii spektrofotometrickém stanoveni se rozliSujggtani a celkova aktivita. Rateni
aktivita se stanovuje ihned po extrakci enzymut@i®e Rubisco nesthaktivovat vic nez
bylo aktivovanéin vivo (fyziologicky aktivované mnozZstvi).iPstanoveni celkové aktivity
jsou k extraktu pdany aktiv&ni roztoky s KHCQ a MgCh a snés se 10-15 minut inkubuje.
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Pri této inkubaci dochazi k aktivaci vSech aktivnadnter, ktera nejsou blokovana p&vn
vazanymi inhibitory. Po inkubaci vzorku je reakogciovana pidavkem substratu adiena
absorbance. Velikost natiené aktivity zavisi na mnozZstvi enzymu, ktetgjge extrakci
a naslednou centrifugaci do supernatantu. Uvadiesdp supernatantugrhazi pouze 33 %
z celkového mnozstvi enzymu [50].

2.6.6 Stanoveni obsahu enzymu Rubisco

2.6.6.1 SDS-PAGE

Elektromigr&nimi ¢i elektroforetickymi metodami nazyvame soubor tekhrktere
vyuzivaji k separaci pohyb nabity@fastic v elektrickém poli. Elektroforéza jako segaia
technika byla prvé pouzita Tiseliem, ktery na jejim zaktadz v roce 1937 roztil smés
bilkovin.

Jestlize jsou latky nesouci naboj rozgogtv elektrolytu a umishy v elektrickém poli,
zanou se pohybovat konstantni rychlostidinou velikosti jejich ndbdj, anionty k anod
a kationty ke kato#l Rychlost, kterou se ion v elektrickém poli pohjhumize byt vyjadena
vztahem:

v =, LE,

v = rychlost iontu

. = elektroforeticka pohyblivost

E = intenzita elektrického pole [51]

Elektroforetickd pohyblivosty, urcité nabité castice je rychlost jejiho pohybu
v elektrickém poli o jednotkové inten&itJsou-li na zé&atku separacéastice v jednom mist
dostavaji se ¢hem separace digrdu nabit&astice, které maji&si pohyblivost, a opaefuji
secastice s mensi pohyblivosti. Tim dochaziledi [52].

Zakladem metody SDS-PAGE je elektroforéza komipledenaturovanych peptid
s anionickym detergentem dodecylsulfatem sodnymSjSINabojové rozdily meziaznymi
peptidy se navazanim SDS t&miplr¢ potlati, komplexy protein-SDS jsou v neutralnim
a alkalickéem progedi silt negativk nabité a putuji kan@&d Prochazeji-li
polyakrylamidovym gelem o vhodné por@zife jejich pohyblivost dana velikosti molekuly
[52]. VSechny bilkoviny vazi asi 1,4 g SDS na 1 itkdvin a @i tom unifikuji i svou
konformaci. Mobilita komplexu SDS — bilkovina v gakrylamidovém gelu jeffimo un&rna
logaritmu molekulové hmotnostifiglusné bilkoviny [51]. Separované fragmenty jsou
negastji detekovany specifickym barvenim, fluoreséeim nebo radioaktivnim zganim
[48]. Nevyhodou je, Ze vazbou SDS na bilkovinu w#Siwé pripadi dochazi ke ztrét
biologickeé aktivity bilkovin, takze napenzymy jiz po prokhnuti elektroforézy neni mozné
na zaklad aktivity prokézat [51].

Cleveland popsal modifikovanou verzi této metoditk@/iny jsou nejprve odtleny od
kontaminujicich latek SDS polyakrylamidovou elekbtrézou a detekovany specifickym
barvenim. Vyiznuté platky gelu, obsahujici bilkoviny, jsou uttiy do drazek druhého
diskontinualniho polyakrylamidového gelu. Studovab#@koviny jsou elektroeluovany
z platku do zaosbvaciho gelu, jenz obsahuje proteinasy s vysokeaiBpkou aktivitou. Zde
probiha Stpeni. Peptidové fragmenty jsou pak elektroforetiskparovany v polyakrylovém
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gelu v gitomnosti SDS. Na&pené a separované produkty jsou detekovany jakidpeaqs
klasické SDS-PAGE [53].

0
C—NH, o 0

CH,=CH + CH._=CH—E'*NH—CH.;—.—\'H—-(|'E‘—CH:CH:

akrylamid : N,N'-methylenbisakrylamid

| so,
] i Vo i

C—NH, C-NH, C-NH C—NH,
—CH,—CH—CH;— CH—CHy;—CH—CH,— CH — CHy— CH— CH,— CH —
r_"=('—.\_fH 0=C-NH
CH;- 0 0 0 CH.
O=C-NH C—NH, C—NH, C-NH, O=C-NH
—CH;—CH—CH;— CH—CH,— CH— CHy— CH— CHy— CH— CH.— CH—

C—NH
0

Obr. 11: Struktura polyakrylamidového g¢hi].

2.6.6.2 HPLC

Chromatografie je sepata metoda, pi které se odéuji — separuji slozky obsazené ve
vzorku. Svym u¥enim je to pedevSim metoda kvalitativni a kvantitativni analyzgrku.

V chromatografii se vzorek vnasi mezicdwzajemr nemisitelné faze. Stacionarni faze je
nepohybliva, mobilni faze je pohybliva. Vzorek utiiiee na z#atek stacionarni faze.
Pohybem mobilni fazeips stacionarni fazi je vzorek touto soustavou unéSl®Zzky vzorku
mohou byt stacionarni fazi zachyceny, a proto s@@hybu zdrzuji. Vice se zdrzi slozky,
které jsou stacionarni fazi poutany &jinTim se postup& od sebe separuji a na konec se
dostéavaji diive slozky méa zadrzované [52].

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalirO separaci sloZzek vzorku rozhoduje
nejen jejich interakce se stacionarni fazi, aleuzita mobilni faze. Bhem separace se analyt
rozc&luje mezi mobilni a stacionarni fazi.

Klasické kolonové provedeni nema fatnou dinnost, ale stalo se zakladem vysoce
acinné kapalinové chromatografieligh Performance Liquid ChromatograpryHPLC) [52].

Metoda HPLC se pro stanoveni mnoZstvi Rubisco péu¢imensi nie v porovnani s
ostatnimi metodami. iP stanoveni pomoci HPLC se pouziva gelova kolora, ktere
nejrychleji prochazeji velké molekuly a nejdéleysmadrzovany malé molekuly. Antonov
[54] pouzil kolonu Sepharose CL6B (0.9x50 cm) aoja&heni roztok HEPES o koncentraci
15 mmolll™* a pH 7,6, obsahujici EDTA (c = 0,1 mriid), a 2-merkaptoethanol (c = 10
mmolI™). Objemovy piitok eluiniho roztoku byl 15 cihin™ [50].

Metoda gelové chromatografie byla pouzita v praeer& [55]. Pouzil kolonu TSKgel
G3000SWXL (0,78 x 30 cm). Jako ehi roztok byl pouzit MOPS pufr o koncentraci 50
mmoll™* a pH 7,0, obsahujici N8O, (c = 0,2 mall™). Objemovy piitok eluniho roztoku
byl 0,5 mimin™. Celé stanoveni bylo provémb i teplot 4°C [50].

31



2.6.6.3 Imunochemické postupy

Tato metoda, stegnjako vSechny ostatni imunochemické metody, vyuZivi@rakce
antigenu se specifickymi protilatkanm vitro za tvorby imunokomplexu antigen - protilatka.
Stanoveni tohoto komplexu je ume@ho navazanim vhodné zfky (v tomto gipad
enzymu) na jednoho z imunoreakiaf&6].

Kompetitivni ELISA - princip této metody je zaloZexa tom, Ze antigen zakotveny na
pevny nosi sougzi se stanovovanym antigenem ve vzorku o omezedgt p@azebnych mist
na molekulach protilatkyCim vice antigenu obsahuje analyzovany vzorek, tigrgm
protilatky se navaze na zakotveny antigen. Nenan&zbzky se odstrani a nasléede ida
enzymem zngend sekundarni protilatka proti navazané protildt€enena detekce je
uskut&néna enzymovou reakci, kdy vznika barevny produkterimita zbarveni je &iena
spektrofotometricky. Vyhodou tohoto stanoveni jeZzmast pouZiti komeéné pripravenych
znaenych protilatek (napprasei IgG proti kralgim IgG) [56].

Monoklonalni protilatky, které maji vysokou spettifia senzitivitu na stanovenicitého
mista (epitopu) na molekule proteinu [57]. Jsoudri®pro hodnoceni interakci mezi proteiny
a pro hodnoceni konformiaich znén béhem aktivace a katalytického procesu.

Byly ziskany ti monoklonalni protilatky proti Rubisco z fekychias Bryopsis maxima
sedm monoklondlnich protilatek proti RubiscdNizotiana plumbaginifolia[57] a Sest
monoklonalnich protilatek Elordeum vulgarg58].

32



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Material

Materidlem pro stanoveni obsahu a aktivity enzynabigco, byly stinné a slunné jehlice
smrku ztepilého Ricea abies[L.] Karst). Odkéry byly provedeny na Experimentalnim
ekologickém pracovidti AMCR na Bilém KiZi v Moravskoslezskych Beskydech (obr. 12).
Jehlice byly odebirany ze dvou lamelovych kukivi@h sfér siznou koncentraci CO
V jedné kultiv@ni sfée je normalni koncentrace G@. 350 umol CQ, mol* (A - ambient)

a ve druhé sfé je dvojnasobnéa koncentrace &> 700pumol CO, molt (E — elevated).

Jehlice byly odebirany dne 12. 6. 2008 (od 11:0QA®0 pro stanoveni aktivity A a E
slunnych jehlic; od 12.00 do 13:00 pro stanovenivéai A a E stinnych jehlic; od 13:00 do
13:30 pro stanoveni obsahu A a E slunnych jehlic;18:45 do 14:05 pro stanoveni A a E
stinnych jehlic) a 29. 9. 2008 (od 12:30 do 12:5@ stanoveni obsahu A a E slunnych jehlic;
od 13:48 do 14:21 stanoveni aktivity A a E stinnyehlic; od 14:21 do 15:00 stanoveni
obsahu A a E stinnych jehlic; od 12:00 do 13:30gtemoveni aktivity A a E slunnych jehlic).

Pribliznd hmotnost jehlic v jednom vzorku byla 60 niRp naskenovani se jehlice vloZzily
do zkumavek Eppendorf a naslédiyly vnareny do termosky s tekutym dusikem. Vzorky se
po ijezdu uchovavaly v mrazite fi teplo€ -20 °C az do doby, nez préila analyza.

Obr. 12: Kultivaini lamelové sféry na Bilémi [59].

3.2 Spektofotometrické stanoveni peatecni a celkové aktivity Rubisco

Stanoveni aktivity enzymu Rubisco vychazelo z metddlleyho a Walkera [46].
s extrakci podle Besforda [60]. Ebeni aktivita byla stanovena podle Heringové [61kala

33



substrat byl pouzit ribosa-5-fosfat, ktery se kg smeési transformuje na ribulosa-1,5-
bisfosfat enzymy obsaZzenymi v extraktu (reakcd)l,HHCOs, ktery uvohuje CQ, byl do
smesi piidavan jako druhy substrat reakce a aktivator Rugbi& aktivaci Rubisco byly téz
dodavany ionty Mg ve forms MgCl,. Do reakni smési byly pridany enzymy katalyzujici
reakce (lll) — (V), NADH a ATP. Konmym produktem reakce je glyceraldehyd-3-fosfat
(reakce Ill — V). Aby se zabranilo hromad ADP, ktery inhibuje enzym fosfoglyceratkinasu,
je ATP fosforylovano v reakci (VI). Aktivita Rubisecbyla pd&itana z Ubytku absorbancé p
oxidaci NADH (reakce V) podle Lambert-Beerova z&kon

Tento postup stanoveni aktivity Rubisco je zaloZen spaZeni prvnich it reakci
Calvinova cykKlu.

ribosa-5-fosfatd CIPPPTI[FFT™ A — ribulosa-5-fosfat ()
 ribulosa-5-fosfat + ATRICITEFPE R  ribulosa-1,5-bisfosfat + ADP +H(ll)

 ribulosa-1,5-bisfosfat + COF H,O O [FFf1 - 2(3-fosfoglycerat) + 2 H (Il

« 3-fosfoglycerat + ATPO °H9PT% P . 1,3-bisfosfoglycerat + ADP (IV)
+ 1,3-bisfosfoglycerat + NADH + HI [o%reive£1 bsddeoesas - glyceraldehyd-3-

fosfat + NAD" + HPQ (V)
« 2-fosfokreatin + 2 ADPO CFPTPYIY™H] . 2-kreatin + 2 ATP (VI)

3.2.1 Fistroje

Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGO CZ Hradé&céalové. Parametry: kapacita
120 g, nejmensi dilek 0,1 mg, at€ddl.

Centrifuga MLW T52.1

Spektrofotometr Heliosy od firmy Spectronic Unicam. #tici rozsah 190 — 1100 nm,

spektralni &ka pasu 2 nm.

3.2.2 Chemikalie

NaEDTA — ethylendiamintetraoctan disodny; Sigma ALCRI
HEPES — N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-ethansulfon&yéelina; Sigma ALDRICH
DTT — dithiothretol; Sigma ALDRICH

BSA — bovinni sérovy albumin; Sigma ALDRICH

MgCl, — chlorid hdec¢naty; Sigma ALDRICH

KHCO; — hydrogenuhéitan 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

Fosfokreatn; Sigma ALDRICH

Polyclar — polyvinylpolypyrrolidon; Sigma ALDRICH
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NADH - [ -nikotinamidadenindinukleotid ; Sigma ALDRICH

3.2.3 Fiprava roztoki

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

5,96 g HEPES a 0,186 g NEDTA bylo rozpustno asi ve 400 ml vody, pH bylo upraveno
pomoci KOH (c = 3 mol}) na 7,8. Poté byl roztokigveden do 500 ml odfmé baiky

a vodou doplan po rysku.

Roztok je staly a uchovava sé paboratorni teplat PouZziva se proifpravu extrakniho
roztoku.

3.2.3.2 Fiprava zasobniho roztoku 50mM HEPES-KOH, pH 8,0

5,96 g HEPES a 0,219 g MNBDTA bylo rozpu&no asi ve 400 ml vody, pH bylo upraveno
pomoci KOH (c = 3 mol?l) na 8,0. Poté byl roztokigveden do 500 ml od¥mé baiky

a vodou doplan po rysku.

Roztok je staly a uchovava sé paboratorni teplat PouZivid se proffpravu pracovniho
a aktiva&nich roztok.

3.2.3.3 Fiprava extraléniho roztoku

V odngrné bace 200 ml bylo rozpu&bo 0,156 g DTT, 0,0906 g Mgg£h 0,4 g BSA
v zasobnim roztoku HEPES-KOH, pH 7,8.

Takto gipraveny extraéni roztok obsahuje 50nM HEPES-KOH, pH 7,8, 1 mMEATA,
5mM DTT, 5 mM MgC} a 0,2 % BSA.

Roztok se uchovavé&ipeplot 4 °C.

3.2.3.4 Fiprava aktivanich roztoki

V odngrné baice na 50 ml bylo rozpudio 0,2285 g MgGlv HEPES-KOH, pH 8,0.

V odngrné baice na 50 ml bylo rozpudio 0,3003 g KHC@v HEPES-KOH, pH 8,0.
Roztoky jsou stalé a uchovavaji selpboratorni teplat

Z téchto roztok se pipetuje po 5@l do kyvety, coz odpovida koteé koncentraci 20 mM

MgCl, a 25 mM KHCQ v aktivainim roztoku.

3.2.3.5 Fiprava roztoku glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy

6 mg enzymu bylo rozpusto v 1 ml zasobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0.
Roztok se uchovavé&ipgeploi -18 °C.

3.2.3.6 Fiprava roztoku kreatinfosfokinasy

2 mg enzymu bylo rozpusto v 1 ml zasobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0.
Roztok se uchovavé&ipgeploi -18 °C.

3.2.3.7 Fiprava roztoku R5P

6,2 mg enzymu bylo rozpu$to v 1 ml zasobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0.
Roztok se uchovavé&ipgeploi -18 °C.

3.2.3.8 Roztok 3-fosfoglyceratkinasy
Byl pouzit komeéné vyrakeny roztok.
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Roztok se uchovavé&ipeplot 4 °C.

3.2.3.9 Fiprava pracovniho roztoku

V odngrné baice na 10 ml bylo rozpudto v zasobnim roztoku HEPES-KOH, pH 8,0:
0,019 g ATP

0,002 g NADH

0,013 g fosfokreatinu

0,008 g DTT

19 ul 3-fosfoglyceratkinasy

100 ul roztoku glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy

100 pl roztoku kreatinfosfokinasy

Takto @ipraveny pracovni roztok obsahuje piiddani aktiv&nich roztoki 50mM HEPES-
KOH, pH 8,0, 20 mM MgGl 25 mM KHCQ, 3,5 mM ATP, 0,25 mM NADH, 5 mM
fosfokreatinu, 1 mM N#ZEDTA, 5 mM DTT, 80 nkat 3-fosfoglyceratkinasy, 8(kamh
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy a 80 nkat krieesfokinasy.

Pracovni roztok je staly maxim#l® hodin a uchovava séipaboratorni teplat

3.2.4 Extrakce enzymu

Priblizn¢ 60 mg vzorku bylo rozdrceno keti misce s migkym piskem. Bylo fidano
5ml extrakniho roztoku a polyvinylpolypyrrolidon a vzorek byasi 30 sekund
homogenizovan. Suspenze bykzlga do centrifugéni zkumavky a 1 minutu odst’'ovana.
Ziskany extrakt byl pouzit k &eni p&atecni a celkové aktivity. Extrakt rychle starne, proto
bylo nutné zpracovat ho co nejrychleji.

3.2.5 Méreni aktivity

3.2.5.1 Pdéatedni aktivita

Do optické kyvety bylo pro #feni pa@&ateni aktivity napipetovano 5Qul aktivaéniho
roztoku MgC4, 50 pl aktivacniho roztoku KHC@, 20 (nebo 50l extraktu, 850 (nebo 820)
pl pracovniho roztoku a 3@l roztoku R5P. Po promichani byléren pokles absorbance
v intervalech 30sipvinové délce 340 nm.

3.2.5.2 Celkové aktivita

Do optické kyvety bylo pro #feni celkové aktivity napipetovano 501 aktivainiho
roztoku MgCy, 50 pl aktivacniho roztoku KHCQ@ a 20 (nebo 50l extraktu. Roztok byl
promichan a 15 minut inkubovan. Po inkubaci bylokgwety gidano 850 (nebo 820l
pracovniho roztoku a 3@l roztoku R5P. Po promichani byléren pokles absorbance
v intervalech 30sipvinové délce 340 nm.

3.2.6 Vypdiet aktivity a stupné aktivace enzymu Rubisko

M¢reni absorbance v 30s intervalech byly ziskany hiydma Z téchto hodnot byl
vypaéitan Ubytek absorbance za Y2 minuhA. Ze zmeny absorbance $ase se pomoci
Lambert-Beerova zakona vygitala aktivita enzymu:

At At

BA _ e
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kde A je absorbance, t j@s [s], € je molarni absokmi koeficient [cri.mmolY], | je délka
optické drahy a c je koncentrace vzorku [mbl.|

Aktivita enzymu je poitana z rychlosti tubytku substratu (9O

_AMA LV
20

An

Hodnotae pro NADH je 6300 crhmmol™, opticka délka kyvety ke 1 cm.

Vzorovy fiklad vyp@tu aktivity

Aktivita je pctitana z linearntasti nangienych dat. Bblizné 90 s se projevuje tzv. lag
faze, ktera je nelinearni. #nérna absorbance je uvath za 30 s, proto jifpvadime na
minuty, vynasobenim awma.

Tabulka 1: Myeni p@étecni aktivity enzymu Rubico v extraktu vzorku Saus st (29. 9.

2008)
Pocatecni Sa E slun 4
t[s] A AA
30 0,596 0,004
60 0,592 0,003
90 0,589 0,004
120 0,585 0,004
150 0,581 0,003
180 0,578 0,004
210 0,574 0,004
240 0,570 0,004
270 0,566 0,004
300 0,562 0,003
330 0,559 0,004
360 0,555
Pramer AA [min™] | 0,0074
Aktivita
[umol CO, s* m? 8,963

Koncentrace v 10001 extraktu:

i1
An = -AA[Zm'” ]Di/l[“'] = 0007401000 _ g 8568110 umol O,
2 CElem? Cmmol | fcm| 2 (6300060
Koncentrace v celém objemu extraktu (5 ml):

_ 5[B8598 1o
002

An = 0,0025 pmol CO, s*

37



Aktivita Rubisco vztaZena na jednotkovou plochu (8000275 ) listu:

- 00025 _ 89634 umol CO, s* m™

0,000275
Z deseti stanoveni (n = 10) byla vyitdna piimérna hodnota aktivit a stupeaktivace v %
podle vztahu:

AP
~* 1100
A

C

kde A, je aktivita p@ateini a A je aktivita celkova.

3.3 Elektroforetické stanoveni obsahu Rubisco

Stanoveni vychazelo z metod Damervalové et al. §6Rlogerse et. al. [63]. Metoda byla
dale upravena Florianem [64].

3.3.1 Fistroje

Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGO CZ Hradé&céalové. Parametry: kapacita
120 g, nejmensi dilek 0,1 mg, at€ddl.

Centrifuga MLW T52.1

Michatka — Vortex mixer od firmy Merci s.r.o.

Trepaka LT2

Termoblok TDB-100 firmy BIOSAN, Riga (LotySsko)

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

3.3.2 Chemikalie

Akrylamid; Serva

N,N"-methylenbisakrylamid; Serva

TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan; Sigma ALDRIC
SDS - dodecylsulfat sodny; Sigma ALDRICH
Peroxodisiran amonny; Serva

Bromfenolovd motiNa dil; Serva

Glycerol; Sigma ALDRICH

Glycin; Serva

2-merkaptoethanol; Sigma ALDRICH

Methanol CHROMASOLYV, Siedel-de-Haén

Brilantni mod G 250 — Coomasie; Serva

Kyselina octova; Lachema

Ethanol; Lachema

TEMED - N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin; Serva
D-Ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa — standard Bedyi Sigma ALDRICH
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3.3.3 Kiprava roztoki

3.3.3.1 Roztoky proifjgpravu geli

Roztok A30 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu bylo rozgné ve 100 ml vody.
Roztok se uchovavi teplot 4 °C.

Roztok B18,16 g TRIS bylo rozpudto ve 50 ml vody, pH bylo upraveno pomoci
koncentrované HCI na pH 8,8, fdoteroztok doplgn na 100 ml.
Roztok se uchovavi teplot 4 °C.

Roztok €18,16 g TRIS bylo rozpudto ve 50 ml vody, pH bylo upraveno pomoci
koncentrované HCI na pH 6,8, goteroztok doplgn na 100 ml.
Roztok se uchovavi teplot 4 °C.

Roztok D 10 g SDS bylo rozpu&to ve 100 ml vody.
Roztok je nutno chranied swtlem.

Roztok EO,1 g peroxodisiranu amonného bylo rozgndtv 1 ml vody.
Roztok je nutndipravit pro kazdé stanovetérstvy.

Roztok FF 10 mg bromfenolové mdidoylo rozpuséno v 1 ml vody.
Roztok se uchovavi teplot 4 °C.

TEMED. komegné dodavany roztok

3.3.3.2 Pomocné roztoky

Elektrodovy pufr6 g TRIS, 2 g SDS a 18,8 g glycinu bylo rozgoétv 1000 ml vody.
Roztok se uchovavidgplot 4 °C a pouziva se opakowan
TRIS pufr3,76 g TRIS, 10 g SDS, 5,02 g DTT a 50 ml glyéetylo rozpustno v 450 ml
vody, pH bylo upraveno pomoci éemtrované HCI na pH 6,8.
Roztok se uchovavé lpboratorni teplat.
Vzorkovy pufr4,8 ml roztoku C, 4 ml roztoku D, 0,2 ml roztoku6 ml glycerolu, 4,8 ml
vody a 1 ml merkaptoetHano
Roztok se uchovavéteploi 4 °C.

3.3.3.3 Roztoky k vizualizaci bilkovin

Stabiliza'ni roztok 100 ml methanolu + 400 ml vody
Barvici roztok 0,5 g Coomasie Blue R 250 + 450 ml methanolu G-h0koncentrované
kyseliny octové + 450 noldy
Odbarvovaci roztak?50 ml methanolu + 100 ml koncentrované kysetintové + 650 ml
vody

3.3.4 Kiprava geli

Elektroforeticka skla se ndjdte omyla vodou, poté odmai/acim gipravkem, oplachla
se destilovanou vodou a ethanolented® upnutim do stojanu byla vylésa bunéinou
namaenou v ethanolu. Skla byla upéwa do stojanu tak, zextéi sklo bylo vzadu. Spodni
hrany skel leZzely na gumové podloZzce a tlakem ladasS€na proti vytéeni gelu. Ke
stanoveni byl pouzit 10% sepanda 5% zaosbvaci gel.

3.3.4.1 Separéni gel
Pomoci automatickych pipet byly do kaddinky agteny objemy roztok podle tabulky 2.
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Tabulka 2: Objemy roztakk pFiprave 10% gelu (10 ml)
Roztok Objem (ml)
Destilovana voda 4,0

A 3,3
B 2,5
C -
D 0,1
E 0,14

TEMED 0,004

Tésre pred nalitim roztoku mezi skla byliigan roztok E a roztok TEMED. Poté byl
roztok nalit mezi skla, asi 2 cm od horniho okrajeyly roztok byl ponechan v kadince jako
kontrola zatuhnuti gelu. Roztok mezi skly byewrstven butanolem pro spravné vyrovnani
hladiny a jako ochrana proti vyfmvani vody.

3.3.4.2 Zaosbvaci gel
Pomoci automatickych pipet byly do kadinky agteny objemy roztok podle tabulky 3.

Tabulka 3: Objemy roztakk pFiprave 10% gelu (10 ml)
Roztok Objem (ml)
Destilovana voda 2,1

A 1,0
B -
C 0,38
D 0,03
E 0,03

TEMED 0,003

Po ztuhnuti sepataiho gelu byl odstram butanol a gel byl #kolikrat vymyt
destilovanou vodou. Poridani roztoku E a roztoku TEMED byl zatmtaci gel nalit na
vrstvu separmiho gelu téns po okraj a do prostoru mezi skla byl nasazen eékteticky
hiebinek. Hebinek se odstiiaje az ped nanasenim vzoik Hotovy gel je mozné uchovavat
v lednici, ale nejdéle dor$tiho dne.

3.3.5 Kiprava vzorku

Priblizn¢ 60 mg vzorku bylo rozdrceno keti misce s miskym piskem. Byly fidany
2ml TRIS pufru a vzorek byl asi 30 sekund homogevén. Suspenze bylaighita do
centrifug&ni zkumavky a 1 minutu odstfovana. 0,5 ml supernatantu bylo napipetovano do
mikrozkumavky Eppendorf, poté byldgigano 0,5 ml vzorkového pufru a gmbyla 5 minut
varena v termobloku. Po zchladnuti byly vzorky uch@rawv mraznice @i teplog —18 °C.

3.3.6 Elektroforéza

Sklo s giipravenym gelem bylo vytazeno ze stojani&idtdno od zbytk gelu. Opatra byl
odstrarn hitebinek a skla byla upesma do stojanu pro elektroforezetsim sklem srem
ven. Stojan byl umigh do elektroforetické nadoby a vt prostor stojanu byl az po okraj
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naplrén elektrodovym roztokem, ¥§§i prostor byl napkn asi do poloviny. Pomoci
automatické pipety s dlouhou 8kou bylo do prvni pozice nanesenodlGtandardu Rubisco
(Img.mi*) a do kazdé jamky 1@ vzorku. Aparatura byla fipojena ke zdroji, kde bylo
nastaveno konstantni ndp 140 V. V pabéhu analyzy bylo nutné kontrolovat, zda
elektrodovy pufr neprotékd z vhii c¢asti stojanu do WjSi a popipact pufr dopinit.
Elektroforéza probihala 60 minut, dokddlo vzorku nedostoupilo asi 2 cm od spodniho
okraje gelu.

3.3.7 Zviditelnéni bilkovin

Skla s gelem byla vyjmuta ze stojanu a gena do misky s destilovanou vodou, mensim
sklem doti. Pomoci udlohmotné Spachtle bylo horni sklo sejmuto. &twm spodniho skla
pod vodou doSlo kvyklopeni gelu. Voda v misce bylgmuta a gel byl pevrstven
stabiliza&nim roztokem a 5 minut stabilizovan regace. Poté byl roztok slit a 30 minut
protrepavan s barvicim roztokem. Po uplynuti této doby bel promyt pouzitym
odbarvovacim roztokem a potéilgizneé 90 minut protepdvan <istym odbarvovacim
roztokem do dostateého odbarveni. Po sliti pouzitého roztoku byl grelmyt destilovanou
vodou, poloZzen na elektroforetické sklo a zabalempatravinéské folie, kterd ho chranied
vysychanim. S gelem a roztoky praigsavu gel bylo, vzhledem k vysoké toxigit
akrylamidu, nutné pracovat v rukavicich. Hotovéygayly skladovany v leddce @i teplog
do 8 °C.

3.3.8 Vyhodnoceni

Hotové gely byly skenovany, kvantifikace velké pafjotky byla provedenaa HP
Scanner programem AIDA (Advanced Image Data Analyzer, verze 3.23.00., Rayte
Germany. Zény velkych podjednotek Rubisco bylyepedeny na piky a integraci byla
vypccitana jejich plocha. Koncentrace Rubisco ve vzobigly vypatitana porovnanim
plochy zony vzorku a plochy zény standardu. Profmdeer velikosti plochy a koncentrace je
ovlivnén mnoha faktory, bylo nutné nanést standard Rubiadkazdy gel.

Vzorovy gFiklad vypa@tu obsahu enzymu Rubisco:

Tabulka 4: Vypoet obsahu Rubisco ve vzorku Sa E slun_4 (29 .8)200

Sm E slun plocha zény| plocha (M | c (g/nf)
standard 198219,60
1 119473,00 0,000262 9,201992
2 124161,40 0,000249 10,062379
3 132262,90 0,000296 9,016951
4 139751,60 0,000290 9,724610
5 147080,80 0,000292 10,164512

Obsah Rubisco v 1 ml extraktu:

o - 110473
19821%

[2 = 1,205 mg.mf*

Mnozstvi Rubisco v 2 ml extraktu (tj. v celkovémearu):
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m =1205[2 = 2411mg=2,411.18¢g
MnoZstvi Rubisco vztaZené na jednotkovou plocha (8000262 rf):

.= 2,41100° _

= 9,202 g.m*
0,000262
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1. Vysledky

Tab. 5: Aktivita enzymu Rubisco v jehlicich smrikepiho v podminkach zvySené
a normalni koncentrace G@n = 10).

12. 6. 2008 pocateEni spg}teerrl\i/\?cl)sti celkova IS aktivace
T (umol CQ, s* m?) (1S) (umol CG; s* m?) (%)
Sa A slun 4,64 0,70 4,99 0,65 93,06
Sa E slun 4,77 1,16 5,73 1,60 83,24
Sa A stin 2,98 0,61 3,18 0,62 93,62
Sa E stin 3,05 0,84 3,67 0,95 83,30
29. 9 2008 pocateeni inlterrl\./al i celkova IS aktivace
" (umol CQy s' m?) SPO SS)IVOS ! (umol CQ, s* m?) (%)
Sa A slun 8,47 2,06 10,36 2,18 81,75
Sa E slun 8,31 1,56 10,53 1,36 78,92
Sa A stin 8,65 2,63 10,43 2,39 83,01
Sa E stin 6,34 2,27 10,22 2,44 61,98

Tab. 6: Obsah enzymu Rubisco v jehlicich smrkuletepv podminkach zvysené a normalni
koncentrace C@(n = 10).

odbéry | 12.6.2008| 29.9.200812.6.2008 29.9.2008
c (g/nT) c (g/nf) IS IS

Sm A slun 2,42 14,69 0,21 2,05

Sm E slun 2,67 9,75 0,18 0,30

Sm A stin 2,15 2,16 0,12 0,28

Sm E stin 2,35 5,56 0,20 0,45
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Obr. 13: P@atecni a celkova aktivita enzymu Rubisco ve vzorkumalmi koncentraci Cg)
12. 6. 2008; (n = 10).
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Obr. 14:Pocatecni a celkova aktivita enzymu Rubisco ve vzorkumsalmi koncentraci Cg)
29. 9. 2008; (n = 10).

Ve vzorcich z12. 6. 2008 byla zpgh statisticky vyznamn nizSi aktivita Rubisco

u stinnych nez u jehlic slunnych. U q&eni aktivity bylo nangieno snizeni o 35 %,
u celkové aktivity je to snizeni o 36 %.
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Ve vzorcich z 29. 9. 2008 nebyl z{it statisticky vyznamny rozdil v akti¢itRubisco
mezi slunnymi a stinnymi jehlicemi.
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Obr. 15: Pa@tecni a celkova aktivita enzymu Rubisco ve vzorkuvg8enou koncentraci
CO,, 12. 6. 2008; (n = 10).
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Obr. 16: Pa@aterni a celkova aktivita enzymu Rubisco ve vzorkuvgéenou koncentraci
CO,, 29. 9. 2008; (n=10).
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Ve vzorcich z 12. 6. 2008 byla zgfh statisticky vyznamn nizSi aktivita Rubisco
u stinnych nez u jehlic slunnych. U q@eni aktivity bylo namdfeno snizeni o 36 %,
u celkové aktivity je to snizeni o 35 %.

Ve vzorcich z 29. 9. 2008 nebyl z{iét statisticky vyznamny rozdil v akti¢itRubisco
mezi slunnymi a stinnymi jehlicemi.
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Obr. 17: Pa@ateni a celkovd aktivita enzymu Rubisco ve slunnémkwze odliSnou
koncentraci C@ 12. 6. 2008; (n = 10).
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Obr. 18: P@ateni a celkovd aktivita enzymu Rubisco ve slunnémkwze odliSnou
koncentraci C@ 29. 9. 2008; (n = 10).
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Obr. 19: Pa@daterni a celkova aktivita enzymu Rubisco ve stinnéntkuzse odliSnou
koncentraci C@ 12. 6. 2008; (n = 10).
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Obr. 20: Pa@étecni a celkova aktivita enzymu Rubisco ve stinnéntkuzg odliSnou
koncentraci C@ 29. 9. 2008; (n=10).

Pri porovnani aktivity slunnych a stinnych jehlic vd& A pi ¢ervnové kultivaci bylo
zjisténo, ze poateini a celkova aktivita je u slunnych i stinnych jeny3Siv E nez v A .
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P porovnani poateeni a celkové aktivity slunnych jehlic v E a Ai podzimni kultivaci

N L2

aktivitu nez slunné jehlice v E. Pateini aktivita slunnych jehlic v A je 0 2 % vysSi neE.
Celkova aktivita u slunnych jehlic v E je 0 2 % 8iy®eZ u slunnych jehlic v A. U stinnych
jehlic je paateini i celkova aktivita vysSi v A nez v E. &&eni aktivita stinnych jehlic v A
je vysSi 0 27 % nez v E. Celkova aktivita stinnjedflic v A je 0 2 % vySSi nez v E.
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Obr. 21: Srovnéni obsahu enzymu Rubisco ve slurjefiibich A a E (n = 10).

Ve vzorcich z 12. 6. 2008 nebyl z§iststatisticky vyznamny rozdil v obsahu Rubisco mezi
slunnymi jehlicemi A a E.

Ve vzorcich z 29. 9. 2008 byl zj&t o 34 % niZSi obsah Rubisco ve slunnych jehli&ch
nez v jehlicich A (aklimace).

Obsah Rubisco ve slunnych jehlicich A byl wizgkrat vysSi nez ¥ervnu, ve slunnych
jehlicich E 3,6kréat vysSi nezéervnu.
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Obr. 22: Srovnéni obsahu enzymu Rubisco ve stinefticich A a E (n = 10).

Ve vzorcich z 12. 6. 2008 nebyl z§iststatisticky vyznamny rozdil v obsahu Rubisco mezi
stinnymi jehlicemi A a E.

Ve vzorcich z 29. 9. 2008 byl zj&t 2,6krat vySSi obsah Rubisco ve stinnych jehlidgch
nez v jehlicich A.

Obsah Rubisco ve stinnych jehlicich E byl ¥iZ&4krat vysSi nez $ervnu, ve stinnych
jehlicich A byla v z& nantiena téndt stejna hodnota jakodervnu.
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Obr. 23: Srovnani obsahu enzymu Rubisco ve sluragtinnych jehlicich A (n = 10).
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12. 6 2008 byl obsah Rubisco ve slunnych a stingghhcich v A téngi stejny. Zatimco
29. 9. 2008 byl obsah Rubisco ve slunnych jehliéidh8krat vysSi nez ve stinnych jehlicich

A.
Obsah Rubisco ve slunnych jehlicich A byl Wizékrat vysSi nez ¥ervnu, ve stinnych

jehlicich byl obsah v z&témet stejny jako Wervnu.
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Obr. 24: Srovnani obsahu enzymu Rubisco ve sluragtinnych jehlicich E (n = 10).

Ve vzorcich z 12. 6. 2008 nebyl z{igtstatisticky vyznamny rozdil v obsahu Rubisco mezi
slunnymi a stinnymi jehlicemi E. 29. 9. 2008 bylsabh Rubisco ve slunnych jehlicich E
0 43 % vysSi nez ve stinnych jehlicich E.

Obsah Rubisco ve slunnych jehlicich E byl ¥iz3a6krat vysSi neZz #ervnu. Obsah
Rubisco ve stinnych jehlicich E byl viz&,4krat vysSi nez $ervnu.

4.2. Diskuze

V gervnu se nagfena pdateni aktivita pohybovala mezi 2,9 az 4ol CO, s*.m?

a celkova aktivita od 3,1 do 5ol CO, s'.m? V z&i doslo ke zvySeni aktivity, kdy
pocateini aktivita byla od 6,3 do 8,6mol CO, s*.m? a celkova aktivita se pohybovala okolo
10umol CO, s*.m™. Srovnani aktivit Wervnu a v z& je velmi problematické, nebdodnota
aktivity velmi zavisi na okamzitych podminkéach @dbsru.

V zéai tedy byla narmiena 2krat az 3krat vysSi aktivita slunnych i stocinyjehlic
kultivovanych v A a E neZ ¥ervnu.

V ervnu se obsah enzymu Rubisco pohyboval okolo 2°gitnse jedna o slunné nebo
stinné jehlice kultivované v E a A atmosfé V z& se obsah Rubisco zvysil nejvice u A
slunnych jehlic na 14 g.-fha u E slunnych na 9 g:mObsah Rubisco v A stinnych jehlicich
se zvysil nepatma v E stinnych doslo ke zvy$eni na 5,5.m

50



V zati stejré jako u aktivity doSlo ke zvySeni obsahu enzymuiBedoproticervnu. V zéi
byla u slunnych jehlic zji8ha vyrazna redukce obsahu Rubisco v jehlicich Eregnani
s jehlicemi A (aklimace), u stinnych jehlic naopa®a nang¢iena vyrazna stimulace obsahu
Rubisco u jehlic E ve srovnani s jehlicemi A.

Myers et. al. [65] prezentoval aktivitu u borovikadidlové Pinus teadd..), kterou n&iili
v dervenci a zé. V &ervenci aktivita vykazuje hodnotu 14,0610l s>.m? a v z&i 17,35umol
s'.m? Hrstka et al. [66] nauili u smrku ztepilého hodnoty 1,0-3jimol CO, m™=s™
a Urban a Marek [67] uvedli aktivity éfenéin vivov rozmezi 4,0-7,amol CO, m2s™.

Aktivita Rubisco zavisi na tepkgt rychlosti regenerace RuBP, integzibz&eni,
koncentraci C@ mnozstvi anorganického fosfatu ditpmnosti inhibitoé v aktivnich
mistech [68]. Zmny v celkové aktivié béhem dne a noci mohou bytisledkem jsobeni
inhibitora. Jedna se o inhibitor CA1P iadu dalSich jemu podobnych inhibiiorNo¢ni
inhibitor CA1P zodpovida za nizsi ranni &emni hodnoty celkové aktivity Rubisco, protoze
se v noci nachazi az na 90 % aktivnich mist enziRuhbisco. Inhibitor CA1P e byt
vytésnin z aktivniho mista pomoci $®ionti neboin vivo aktivasou Rubisco. DeZita je
také regulace aktivity Rubisco pomoci karbamyld&abamylace zavisi na koncentraci £0
a Md™, koncentraci RuBP, CA1P nebo na jinych fosforylot@h cukrech, které mohou
blokovat aktivni mista aktivasy Rubisco [69].

Obsah enzymu Rubisco zavisftegevSim na iftomnosti uéitého mnoZstvi sacharidu
(nag. glukosy, sacharosy). ZvySeni mnozstghto sacharitl vede k potlaeni exprese gén
Rubisco [68] a dochazi ke snizeni obsahu enzymiZzeShn obsahu Rubisco the byt
dusledkem neselektivniho sniZzeni dusiku v listech.[70

Literatura také uvadi, Ze obsah enzymu Rubisccejetsi v dolé plného rozvinuti list
a v piibéhu vegetani sezény postugnklesa. Pak Rubisco postupdegraduje a dusik se
premisti do jinychtasti rostouci rostliny [70]. NaSecheni tento z&r nepotvrzuji, k narstu
obsahu enzymu Rubisco doSlo na podzim. Kalina p&idoroval u smrku hlawnna konci
veget&ni sezony akliméni depresi aktivity enzymu Rubisco, zatimaiém jarniho obdobi
byla pozorovana stimulace fotosyntetické aktiviudsejici s dinngjSim sinkem. Tento
za&wr nasSe mireni potvrzuji hlavé u slunnych jehlic gstovanych za normalni koncentrace
CO..

Z dalSich vysledk experimeni vyplyva odliSnd odezva slunného a stinného asémiite
aparatu smrku ztepilého na zvySenou koncentraci. @inné jehlice vykazovaly v tomto
piipact mirnou aklim&ni depresi aktivity enzymu Rubisco, zatimco u staim jehlic
v nizSich korunovych patrech byla pozorovana staoellCQ a zvySena kapacita fotosyntézy
pii satur&ni koncentraci CQ[71].

Jev, i kterém dochazi k pokles rychlosti fotosyntézyjZzeni obsahu nebo aktivity
Rubisco¢i dalSich enzym Calvinova cyklu p dlouhodobé kultivaci rostlin v podminkach
zvySené koncentrace G@e nazyva aklimace. Obecse gedpoklada, ze pokles rychlosti
fotosyntézy p aklimaci rostlin dlouhodob péstovanych fi zvySené koncentraci GQe
zpasoben zptnovazebnym &inkem asimilah akumulovanych v listu na expresi ged].

Marek at al. [9] prokazali u dvanactiletych striosmrku obecnéhdPfcea abiey aklimaci
projevujici se poklesem maximalni rychlosti fotagay o 38 % a &innosti karboxylace
0 32 %. Hoda praci popisuje rozdilnou reakci jednotlivych diunrodi rostlin na zvySenou
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koncentraci CQ@ Poorter [72] shrnul literarni Gdaje postihujielkem 156 drut, u nichZ pi
zvySeni koncentrace GQ@inila pramérna stimulacetrstu 37 %. Kulturni rostliny reagovaly
na zvysenou koncentraci G@ic (58 %) nez plahrostouci (35 %).

Woodward a Kelly [73] shrnuji vysledky 100 rostljmin druhi. Z toho pd@tu péstovanych
pii zvySené koncentraci GQbyla aklimace prokdzana u 74 % diuliRozdiln4 odezva na
pusobeni zvySené koncentrace £&yla rovréZz pozorovana meziiznymi druhy strom.
Napiklad, rekteré topoly spiSe profitovaly ze zvySenéhktspnu CQ, naopak smrk ztepily
vykazoval spiSe aklintai depresi fotosyntézy [71].
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5 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo stanovit aktivitu a dbsanzymu Rubisco ve stinnych
a slunnych jehlicich smrku ztepiléhBi¢ea abie¥ a potvrditéi zamitnout aklimani depresi
na arovni enzymu Rubisco.

Odbsry vzorku jehlic probihaly na Experimentalni pradiUstavu systémové biologie
a ekologie AVCR na Bilém KiZi v Moravskoslezskych Beskydech. Smrky byly kdtiany
ve dvou lamelovych sférach s normalni koncentra@s (350 pmol CO, mol?) a zvySenou
koncentraci C@(700umol CO, mol™). V pribéhu roku se provedly dva odlty jehlic smrku
ztepilého a to dne 12. 6. 2008 (od 11:00 do 131@0spanoveni aktivity; od 13:00 do 14:05
pro stanoveni obsahu) a 29. 9. 2008 (od 12:30 da0lpro stanoveni obsahu; od 12:00 do
14:21 pro stanoveni aktivity).

U vzorki byla stanovena gate:ni a celkova aktivita a obsah enzymu Rubisco. Stamio
aktivity vychazelo z metody Lilleyho a Walkera [46]extrakci podle Besforda [60].
Patateini aktivita byla stanovena podle Heringové [61par8lveni obsahu enzymu Rubisco
vychazelo z metod Damervalové et al. [62] a Rogetsal. [63]. Metoda byla dale upravena
Florianem [64].

V z&i byly nangteny vySSi hodnoty pateini aktivity u slunnych jehlic kultivovanych
v normalni koncentraci C{nhez za zvysSené kultivace. U stinnych jehlic bylakgzana vyssi
celkova i p@ateini aktivita za normalni koncentrace £fe7 za zvySené koncentrace £O
Pti podzimni kultivaci slunnych i stinnych jehlic lyyhodnoty celkové i pateeni aktivity
vySSi ze zvySené koncentrace £®e vzorcich z 29. 9. 2008 nebyl z§ist statisticky
vyznamny rozdil v aktivit Rubisco mezi slunnymi a stinnymi jehlicemi. Ve x@ch z 12. 6.
2008 bhyla zji&na statisticky vyznaminnizsi aktivita Rubisco u stinnych neZz u slunnych
jehlic.

Ve vzorcich z 12. 6. 2008 nebyl z{igtstatisticky vyznamny rozdil v obsahu Rubisco mezi
jehlicemi kultivovanymi v normalni a zvySené kontani CQ. Ve vzorcich z 29. 9. 2008
byla u slunnych jehlic zji8ha vyrazna redukce obsahu Rubisco v jehlicich\kaanych ve
zvySené koncentraci GQe srovnani s jehlicemi kultivovanymi za norm&ohcentrace CO
(aklimace), u stinnych jehlic byla naopak rgtema vyrazna stimulace obsahu Rubisco u
jehlic za zvySené koncentrace £@ srovnani s jehlicemi, které bylggtované v normalni
koncentraci CQ Ve vzorcich z 12. 6. 2008 nebyl z§8t statisticky vyznamny rozdil
v obsahu Rubisco mezi slunnymi a stinnymi jehliceévi@ vzorcich z podzimniho odtu byl
zjistén vyznamg vySSi obsah Rubisco u slunnych jehlic. Z naSicifemi vyplyva, Ze u
podzimnich slunnych jehlic rostouci v A byla pro&aa aklimé&ni deprese obsahu Rubisco.
V zéti byl obsah enzymu Rubisco vySSi neZewnu, coz ukazuje na dlouhodobé budovani
asimila&niho aparatu u jeldnatych strom.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATECH A SYMBOL U

ADP
NADP
Rubisco
3-PGA
PEPc
RuBP
CAl1P
CABP
I9G
DNA
ELISA
HPLC
SDS-PAGE
SDS

60

adenosindifosfat
nikotinamidadenindinukloetidfosfat
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygana
fosfoglycerat

fosfoenolpyruvatkarboxylasa
ribulosa—1,5—bisfosfat
2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat
2-karboxy-D-arabinitol-1,5—bifosfat
imunoglobulin G
kyselina deoxyribonukleova
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Essay
vysokotlaka kapalinova chromatografie
elektroforéza na polyakrylovém gelu @aziti SDS
dodecylsulfat sodny
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