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Abstrakt

Rubisco (ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylaza/oxygenaza) je hlavni enzym, ktery asimiluje CO, do
biosféry. Na druhou stranu je Rubisco velmi neefektivni katalyzator a jeho karboxylazova aktivita je
nahrazena aktivitou oxygenazovou, pii které je vyuzivan atmosféricky O,. Difizni cesta CO, az do mist
karboxylace zahrnuje fadu vodivosti, které pfispivaji ke snizovani koncentrace CO, uvniti listu.
K nejvétsimu poklesu dochazi pies priduchy a mezofyl listu. Hlavni mySlenkou je hypotéza, ze obsah a
aktivita enzymu Rubisco musi byt v optimalnim poméru ke koncentraci CO, v chloroplastech, z divodu
maximalniho vyuZiti energie, kterd je generovana vramci primarnich fotochemickych reakci. Pro
stanoveni obsahu Rubisco byla vyuzita denaturujici elektroforéza (SDS-PAGE) a koncentrace
CO, v chloroplastu byla stanovena pomoci gazometrie.
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Uvod

Rubisco (ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylaza/oxygenaza) je enzym, ktery tvoii vice jak
50% vsech rostlinnych proteinti. Podili se na fixaci molekul CO; do metabolismu fotosyntézy.
Tento proces se nazyva Calviniv cyklus, ktery probihd v temnostni fazi fotosyntézy. Rubisco je
extrémné pomaly katalyzator a jeho karboxylacni aktivita je navic ovliviiovana vedlejsi
konkuren¢ni reakci, ve které se uplatiiuje kyslik (oxygenace) a spousti proces fotorespirace [1].
Pomér téchto dvou reakci (karboxylace a oxygenace) je zavisly na poméru vyskytu CO; a O, v
okolni atmosféfe listu [2].

Pii difuzi CO, aZ do mist karboxylace dochazi ke sniZzovani jeho koncentrace diky
odporiim vytvofenym na jednotlivych urovnich difuzni cesty. CO; ptfechazi z okolni atmosféry
listu (C,) skrz povrch listu, kde se nachazi hrani¢ni vrstva vzduchu, a prostfednictvim praduchi
do podpriduchové dutiny (Cs). Odtud ptechazi skrz intracelularni prostory (Cj) ptes mezofyl az
do stromatu chloroplasti (C¢). Vyznamnymi misty, kde dochézi k nejvétsimu poklesu mnozstvi
CO, jsou priduchy a mezofyl listu (pruduchova gs a mezofylova gy, vodivost) [3].

Listy potiebuji znacné mnozstvi Rubisco na jednotku plochy pro fotosyntézu, protoze
tento enzym se vyznacuje nizkou katalytickou aktivitou. Z toho diivodu je mezofylova vodivost
kone¢na a neni velkd. Koncentrace CO; ve stromatu chloroplastu se snizuje s rostoucim
mnozstvim Rubisco na jednotku plochy chloroplastu (S¢). Z divodu nizké afinity Rubisco k CO»,
s klesajici C; karboxyla¢ni rychlost klesé a fotorespirace roste. Jestlize se v rostlin€ nachazi velké
mnozstvi Rubisco/S, dochazi k velké spotfebé CO; a jeho koncentrace v chloroplastu se snizuje.
Tim dochazi k tomu, Ze Rubisco zatne odebirat kyslik a spusti se proces fotorespirace.
V opacném piipad€, kdy ma rostlina malé mnozstvi Rubisco, je koncentrace CO, ve stromatu
chloroplastu velka. Potom nedochdzi ke spotfebé energie a hrozi tak oxidacni poSkozeni
tylakoidnich membran a fotooxidac¢ni poskozeni [4]. Slunné listy maji vétsi mnozstvi Rubisco na
jednotku plochy nez listy stinné. Jestlize listy maji vét§i mnozstvi Rubisco, tak také maji vetsi
plochu mezofylu (Smes) a tudiz i vétsi plochu chloroplasti (S¢). Vzhledem k tomu, Ze u stejnych



druhti rostlin se priimér ani hustota bunék slunnych a stinnych listi nelisi, vysvétluje se, ze veétsi
plochy mezofylu je dosazeno protazenim bunék do vysky. To vysvétluje, pro¢ jsou slunné listy
tlust$i nez ty stinné [5]
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Obrazek 1. Zavislost koncentrace oxidu uhli¢itého ve stromatu chloroplastu (C¢) na
mnozstvi Rubisco na jednotku plochy chloroplastu (Rub/S;). Prazdné a plné symboly znazornuji
ro¢ni byliny a listnaté stromy. Pievzato z [4].

Material a metody

Pro obé metody byly pouzity rostliny: fepen durkoman (Xanthium strumarium),
sluneénice ro¢ni (Helianthus annuus) a tabak selsky (Nicotiana rustica). Vsechny rostliny byly
péstovany v rastovych komorach (HB 1014, Bioline-Heraeus, Némecko) pii vysokém
(850umol.m'2.s'1) a nizkém (ISOumol.m'z.s'l) ozéfeni. Rostliny byly ozatovany 16 hodin denné
pii 23°C a 8 hodin byly ve tm¢ pii 8°C. Pro stanoveni obsahu byly odebrany 4 vzorky od
kazdého druhu pfi nizké i vysoké ozafenosti. Rostliny péstované na nizkém svétle byly oznaceny
jako LI (low intensity) a na vysokém svétle HI (high intensity).

Obsah enzymu Rubisco byl stanovovan pomoci denaturujici elektroforézy (SDS-PAGE)
dle Matulkové (2010) [6] za pouziti aparatury Mini-PROTEAN 3 (BIO-RAD, USA).
Polyakrylamidovy gel se pfipravuje polymeraci akrylamidu, kdy vzniklé molekuly
polyakrylamidu se spojuji pficnymi mustky, které se tvofi kopolymeraci s N,N’-
methylenbisakrylamidem. Polymerace se zahajuje pfidanim katalyzatorG peroxydisiranu
amonného a tetrametylendiaminu (TEMED). Pro elektroforézu byl pouzit 10% separacni gel
(10ml) a 5% zaostiovaci gel (3ml). Jednotlivé vzorky byly pfipraveny homogenizaci s moiskym
piskem a 4ml extrak¢éniho pufru, pH 7,8 [62mM tris(hydroxymethyl)aminomethanu (TRIS), 2%
(w/v) dodecylsulfatu sodného (SDS), 66mM DTT a 10% (v/v) glycerolu]. Poté nasledovala
centrifugace a fedéni vzorkl. K 0,5ml extraktu bylo pfidano 0,5ml vzorkového pufru [3% (w/v)
TRIS, 5% (v/v) 2-merkaptoethanol, 10% (w/v) SDS, 20% (v/v) glycerol, 0,2% (w/v)
bromfenolova modi]. Tato smés byla provaiena 5 minut v termobloku. Na kazdy gel byl také
nanesen standard Rubisco o koncentraci (1mg.ml™). Elektroforéza probihala piiblizng 2 hodiny
pii 80V. Gely byly barveny pomoci barviva Coomassie briliant blue a vyhodnocovany pomoci
programu Image Lab 4.0.1. (Bio-Rad).

Koncentrace CO; v chloroplastu byla stanovena pomoci gazometrie. Pro méfeni byl
pouzit Li 6400 (LiCor) s integrovanou fluorescen¢ni komorou. Méfeni probihalo pii PPFD
1000pmol.m™2.s™ a teploté listu 22°C. Soudasné se stanovenim parametri A, (rychlost asimilace
oxidu uhli¢itého), C;, C, byl stanoven parametr ETR (rychlost elektronového transportu pies
PSII).



Z takto ziskanych hodnot bylo mozno vypocitat mezofylovou vodivost dle vzorce:

T
Im = .. _["[ETR+8(A+Rg)]
1" ETR-4(A+Ry)
kde T'" je kompenzaéni bod CO, bez piitomnosti Ry, Ry je respirace ve dne.
Prostiednictvim 1. Fickova zdkona a g lze pak dale ziskat hodnoty koncentrace CO;
v chloroplastu:
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Obriazek 2. A) Obsah Rubisco (g.m) u jednotlivych druht rostlin (fepet durkoman-Xanthium
strumarium, sluneénice ro¢ni-Helianthus annuus, tabak selsky-Nicotiana rustica), které byly
péstovany pii nizké ozafenosti (150pumol.m™.s™); B) Zavislost obsahu Rubisco (g.m™) na
koncentraci CO, v chloroplastu C.. (umol.mol™). Obrazce bez vyplné predstavuji rostliny
péstované pii nizké ozatenosti (150pmol.m™.s™) a obrazce s vyplni predstavuji rostliny
péstované pii vysoké ozafenosti (850pmol.m™.s™). Ctverce (Xanthium strumarium), kolecka
(Nicotiana rustica) a trojuhelniky (Helianthus annuus).
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Obrazek 3. Primérné hodnoty hmotnosti Serstvého listu na plochu listu (g.cm™) u jednotlivych
druhi rostlin LI a HI (druhy rostlin a hodnoty ozéatenosti viz obrazek 2)

Obrazek 2A ptedstavuje obsah Rubisco vzatzeny na plochu listu u rostlin rostoucich pfi
nizké ozafenosti. Nejméné Rubisca ma podle vypocti fepenn durkoman a naopak nejvice ma
slune€nice rocni. U rostlin péstovanych pii vysoké ozarenosti byly vysledky podobné, nejvyssi
hodnoty zde mé¢l ale tabdk. Na obrdzku 2B je zndzornéna zavislost obsahu Rubisco na



koncentraci CO; v chloroplastu. Z obrazku vyplyva, Ze fepen durkoman nevykazuje Zadnou
zavislost a vzath mezi témito veli¢inami je ndhodny. U slune¢nice péstované pii vysoké
ozafenosti lze pozorovat nartst C. S vzrustajicim obsahem enzymu Rubisco, coz je v rozporu
s hypotézou, kterou ve své praci uvadi Terashima et al. (2011) [4]. Pravdépodobné je to dano
variabilitou gnm, ktera se mize nahle zménit ve velmi kratkém ¢asovém useku, coZz ve své praci
popisuje Flexas et al. (2007) [7]. Na poslednim obrazku 3 jsou znazornény prumérné hodnoty
hmotnosti ¢erstvého listu vztazené na plochu listu. Jsou zde evidentni anatomické rozdily mezi
rostlinami LI a HI. Rostliny HI maji vétsi nardst biomasy z diivodu vétsi fotosyntézy. LI Rostliny
maji nizsi fotosyntézu a proto také mensi nariist biomasy nez rostliny HI.

Zavér

Z vysledkt tedy vyplyva, ze hypotéza, kterou uvadi Terashima et al. (2011) [4], se
Vv nasem piipad¢ nepotvrdila. Rostliny s vy$§im obsahem Rubisco neobsahovaly mensi C; a
naopak.
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Abstract

Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco) is the major enzyme assimilating CO,
into the biosphere. At the same time Rubisco is extremely inefficient catalyst and its carboxylase activity
is compensated by an opposing oxygenase activity involving atmospheric O,. Diffusion pathway of CO,
into the sites of carboxylation includes a number of conductivity, which contributes to reducing CO,
concentration. The largest decline occurs through stomata and leaf mesophyll. The main idea is the
hypothesis that the content and activity of Rubisco must be in optimal proportion to the concentration of
CO, in chloroplast, for reason of maximum usage of energy, which is generated within the primary
photochemical reaction. SDS-PAGE electrophoresis was used for the determination of Rubisco content
and gas exchange measurement was used for the determination of CO, concentration in chloroplast.



