Jit{ Kvétod

Gazometrie — vyména kysliku

UvaZujeme-li obecné o vyméné kysliku (O,) jako soucasti gazometrie v ramci
rostlinné fyziologie, mame na mysli v prvni fadé fotosynteticky vydej a respiracni
spotiebu O,. Oba tyto procesy slouzi jako generatory energetickych (adenosintri-
fosfat, ATP) a redukc¢nich (nikotinamidadenindinukleotid a nikotinamidadenin-
dinukleotidfosfat, NADH a NADPH) ekvivalenti vyuzivanych pro rist a vyvoj
rostlin. Pri fotosyntéze se energie ziskava z absorbovaného viditelného zareni
jeho transformaci fotosyntetickymi strukturami asimilacniho aparatu. Méreni
fotosyntetického vydeje O, je dopliikovym piistupem k méfeni asimilace CO.,,.
Obé metody spolu v ramci fotosyntézy koreluji.

U suchozemskych rostlin je vyhodné&j${ mé-
fit fotosyntézu a dychani jako vyménu CO,
v plynném prostiedi, protoZe se sou¢asnou
piistrojovou technikou jsou méfeni dosta-
te€né presna a spolehliva. Navic v pfipadé
vymény O, by malé zmény obsahu O, dané
fotosyntézou byly obtizné méfitelné na po-
zadi vysoké koncentrace O, ve vzduchu. Pro
vodni rostliny a fasy je naopak vyhodné&jsi
méfit vyménu O,. Hlavnim diivodem je fakt,
Ze rozpustnost CO, ve vodé je nizké a kon-
centraci jesté snizuje pfeména ¢asti jeho
molekul na hydrogenuhli¢itanové (HCO,")
a uhli¢itanové (CO,*") ionty a na molekuly
kyseliny uhli¢ité (H,CO,). K vyhodnosti
pouZiti vymény O, v tomto piipadé pFispi-
va déle poznatek, Ze ve vodném prostiedi
je difuze plynt pomalejsi, a tim i mistni
zmény mnoZstvi O, vyraznéjsi.

Jen pro pfipomenuti, k vyvoji O, dochézi
v chloroplastech s vyuZitim absorbované
energie zafen{ p¥i rozkladu molekul vody
(H,0) na manganovém komplexu u foto-
systému II, jenz je soucésti tylakoidnich
membran. P¥itom dojde k separaci zapor-
ného naboje (elektronu). Takto transformo-
vana energie je vyuzita pro vznik ATP
a NADPH a k nasledné asimilaci CO,. Kys-
lik se z fotosyntetizujictho pletiva uvoliu-
je do okoli vlastné jako odpadni produkt
vznikajici pfi transformaci pfijaté energie
na konci fotofyzikaln{ ¢asti fotosyntézy.
Z bilan¢ni rovnice fotosyntézy CO, + H,O
—zdfeni — {CH, 0} + O,, kde {CH,O} pTedsta-
vuje strukturni jednotku cukri, vychazi
teoreticky kvantitativni vztah mezi vznik-
lym O, a spotfebovanym CO, na 1 mol
(0,) / mol (CO,). Ve skutecnosti je viak za-
potiebi rozlozit vice molekul H,O z dtivo-
du existence fotorespirace (viz déle v tex-
tu) v béZné atmosfére obsahujici O,, ale
také kvuli vyssi energetické narocnosti fi-
xace CO,, neZ je ta teoretickd. Za redlnych
podminek se tedy vzdjemny molarni po-
mér mezi uvoliiovanym O, a spotfebova-
vanym CO, pohybuje v rozmezi 1,3-2,0.

Ke spotfebé O, respiraci dochézi, kdyz
energeticky obsah dopadajictho zafeni ne-
dostacuje k tomu, aby mohl pohénét celou
fotosyntetickou ,, ma$inerii“ a samoziejmé
naplno se uplatni ve tmé. Proto se nazyva
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temnostni respirace. M4 charakter stan-
dardni mitochondridlni respirace, jak je zna-
ma u heterotrofnich organismu. Aniz by po-
dle teoretickych tvah musela, temnostni
respirace, tedy mitochondrialni proces, po-
kracuje i po celou dobu svételné periody
a odtud pochézi i jeji ndzev — denni respi-
race. Neni snadné ji mé&fit, Casto se jen od-
haduje. M4 se za to, Ze jeji nejvyssi hodnota
nemuze pfesahovat temnostn{ respiraci.
Nejniz$i hodnota byva zpravidla ztotoZzrio-
véana s polovinou hodnoty respirace ve tmé.

Béhem svételné periody ve standardni
kyslikové atmosféte probiha u vyssich rost-
lin, nékterych druhti fas a sinic jesté jedna
nevyhnutelna spotfeba O, — fotorespirace.
Tento cyklicky pochod, zahrnujici u euka-
ryot nékolik bunéénych organel, ma pocatek
v chloroplastech v oxygenaci ribuléza-1,5-
-bisfosfatu (RuBP), konkurenénim procesu
ke karboxylaci tohoto substratu. Na foto-
respiraci se kromé chloroplast podileji
peroxizomy a mitochondrie. Béhem foto-
respirace dochézi ke ztraté CO,. Cyklus
se uzavira v chloroplastech, kde se zbyly
meziprodukt (fosfoglycerat) zapojuje zpét
do asimila¢niho procesu.

Jesté je tfeba se pro tplnost zminit o jed-
nom dé&ji spojeném se spotfebou O, a souvi-
sejicim s fotosyntézou. Jde o pseudocyklicky
transport elektrontt (Mehlerovu reakci),
pfinémz se elektron putujici transportnim
fetézcem na drovni fotosystému I pienese
na molekulu O, za vzniku superoxidového
radikalu O,. Tento jev se vSak v gazome-
trii nijak neprojevuje, a nelze jej tudiz ani
zadnou gazometrickou metodou méftit.

Kyslikova komirka

Pfistroj pro méfeni vymeény kysliku v labo-
ratornich podminkéch se nazyva kyslikova
komtrka. V laboratornim provedeni je to
maly stolni p¥istroj. Principialné lze jeho
prostiednictvim mé¥it vydej i spotfebu kys-
liku, a to na objektech rostlinného i Zivo-
¢isného ptivodu. Existuji komurky jak pro
pevné vzorky (listové pletivo, ¢asti Zivocis-
nych tkani), tak pro vzorky métené v kapal-
né fazi — protoplasty, izolované bunééné
organely, Fasy, sinice. Dvé takova zafizeni
pro préci s pevnymi vzorky (napf. kousky
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1az3 Listova diskova komirka Hansa-
tech LD2/3 pro méfeni vymény kysliku
(O,) u pevnych vzorki (obr. 1). Komirka
Hansatech DW2/2 pro méfeni rozpusté-
ného O, v kapalné fazi (2) a kyslikovy
elektrodovy disk (3). Detektor je tvofen
plastovym télem diskovitého tvaru

(z umélohmotné pryskyfice) s platinovou
katodou na vrcholu malé kopulky a st¥ibr-
nou anodou tvaru mezikruzi ve zlabku

u jeji paty. Na horni strané v mélkém
vybrani je tésnici o-krouzek a ve spodni
¢asti kopulky v zafezu mensi o-krouzek
pro fixaci tenké plastové membrany
pretahujici se pres kopulku. Z bo¢ni
strany vystupuje elektricky konektor
pro pfipojeni propojovaciho kabelu.

listt, obr. 1) a kapalnymi vzorky (obr. 2)
vyrabi firma Hansatech Instruments z Vel-
ké Britanie. V tomto textu bude pojednano
pfedevsim o vyméné O, pevnymi vzorky
(listovymi a jinymi pletivy) s vyuZzitim lis-
tové diskové komurky. Poprvé byla zminka
o tomto p¥istroji uvedena v publikaci T. De-
lieua a D. A. Walkera (1981).

e Detektor kysliku

Spolecnou ¢4sti uvedenych typt komutrek
je elektrochemicky detektor O,. Vyvinul ho
Leland C. Clark (1956). Tento detektor méa
vyhodu, Ze mtZe pracovat v riznych pro-
stfedich — v suchém i vlhkém vzduchu, ale
také pfimo ve vodé. Vétsinou se tomuto
¢idlu jednoduse, ale nespravneé fiké kysli-
kova elektroda (i kdyz jeho soucasti neni
jen jedna elektroda, ale samoziejmé elektro-
dy dvé — katoda a anoda), spravné kysliko-
vé amperometrické ¢idlo. Jak uz nazev na-
povida, elektrickd odezva (proud) detektoru
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je pfimo imérna mnoZstvi O, v jeho okoli.
Technické provedeni mtiZe byt riznorodé,
vSechny typy vSak maji jedno spole¢né —
material elektrod. Katoda je platinova (Pt)
ama vétsinou tvar kruhového plisku, anoda
je sttibrné (Ag) a podle pouziti v konkrét-
nim ¢idle miiZe mit tvar napi. spirdly nebo
mezikruzi (obr. 3). Detektor se pfipojuje
k ¥{dicimu elektronickému ¢lenu, ktery
poskytuje potfebné napéti pro elektrody,
méni vystupni elektricky proud generovany
elektrodami na napéti a to nasledné digi-
talizuje. Ridici &len je p¥ipojen k poéitaci,
kde je digitalizovany signél zpracovavan
specidlnim programem (OxyTrace+).
e Priprava c¢idla k méfeni
Takto popsany detektor jesté neni schopen
méfeni, musi byt k nému nejprve pfipraven.
Piiprava spo¢iva v pietazeni tenké umélo-
hmotné membrany smécitelné vodnymi
roztoky (teflonové nebo polyetylenové f6lie)
pres kopulku s katodou a jejim zafixova-
nim pryZovym o-krouzkem ve spodni ¢asti
kopulky. Do Zlabku v téle detektoru se nalije
(napipetuje) vhodny elektrolyt (viz déle),
ktery nasdkne do membrany a zajisti vodi-
vé elektrické propojeni katody a anody.
Vyrobce jesté doporucuje umisténi kousku
tenkého papiru (nejlépe cigaretového) pod
membréanu k dosaZeni co mozna nejrovno-
mérné&jsi vrstvy elektrolytu. Membrana je
propustnéd pro molekuly O,. Elektroda se
pfi vloZeni vnéjsiho napéti polarizuje, pii
600-700 mV je O, na katodé redukovan
elektrony a vstupuje do reakci se slozkami
elektrolytu — dochazi k elektrolyze.
Existuje mnoho druh a variaci elektro-
lytti. Mohou byt jednoduchého sloZeni nebo
vicesloZzkové. Jedno snad maji spole¢né —
obsahuji chlorid draselny (KCl). Elektroly-
ty se lisi také podle toho, pro jaky icel ma
detektor slouZit, zda pro komtrky na méte-
ni pevnych, nebo kapalnych vzorka. Vice-
slozkovy elektrolyt, ktery se ¢asto pouziva
s listovou diskovou komtrkou, ma napf.
slozeni: 200mM KCl, 66mM hydrogenfosfo-
recnan sodny (Na,HPO,), 600mM dusi¢nan
draselny (KNO,) a 70mM hydroxid sodny
(NaOH); pH se nastavi na 11,2 (pomoci ky-
seliny chlorovodikové, HCI). Elektrolyty pro
komtrky na méfeni v kapalné fazi byvaji
jednodussi s hlavni slozkou 0,1M az 1M roz-
tokem KCI nebo chloridu sodného (NaCl).
Nékdy se do elektrolytu pridava jesté ety-
lenglykol pro znesnadnéni jeho vysychani
v priibéhu pouzivéani elektrody. Vétsina
elektrolyti je stabilni, nerozklada se a jejich
zmrazené zasobni roztoky vydrzi fadu let.
o Chemické reakce v elektrolytu
Chemismus reakcf 1ze popsat nasledujici-
mi rovnicemi. Katoda poskytuje elektrony
kredukci O,: O, + 2 "+ 2 H,0 — H,0, +
20H;H,O,+2e —20H".
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Na anodé probihé reakce (s pfihlédnutim
k zékonu zachovéani naboje): 4 Ag — 4 Ag*
+4e;4Ag"+4 OH — 4 AgOH; 2 AgOH
— H,0 + Ag,0| (¢ernohnéda sraZenina
pii pouziti viceslozkového elektrolytu);
4 Ag*+4 Cl~— 4 AgCl| (bila sraZenina p¥i
pouziti elektrolytu s KCl).
o Regenerace anody
Zatimco Pt katoda jen poskytuje elektrony
a chemickych reakci v elektrolytu se ne-
Gcastni, Ag anody se rozpousti za vzniku
srazeniny oxidu stfibrného (Ag,0) nebo
chloridu stfibrného (AgCl; podle druhu po-
uzitého elektrolytu) pevné ulpivajicich na
anodg, ¢imz se sniZzuje jeji citlivost (zmen-
uje se vystupni signél detektoru). Proto je
zapotiebi po urcité dobé provozu elektrodu
vycistit a obnovit tak jeji elektrické vlast-
nosti. Toho lze dosdhnout dvéma zptisoby —
mechanickym nebo elektrickym. Pfi mecha-
nickém se usazenina obrusuje vhodnym
abrazivem, napf. hustou vodni suspenzi
jemné mletého korundového prasku nasak-
nutého do smotku vaty na Spejli. Pri elek-
trické regeneraci se elektrody ponofené do
elektrolytu prepdluji a usazenina se roz-
pusti probihajici elektrolyzou.

Listova diskova komirka

Vyména O, mezi vzorkem a vnitfnim pro-
stfedim tohoto p¥istroje a ndsledna detek-
ce O, ¢idlem probiha v plynné fazi. Jak uz
nézev napovida, s listovou diskovou kom?ir-
kou se mé¥i vymeéna kysliku, jejimZ ptvod-
cem je listové pletivo. Nejcastéji se pouziva
vzorek pletiva tvaru disku o plose 10 cm?2.
Je v8ak mozné také métit s mensimi kousky
listi nebo jehlicemi. Zafizeni ma valcovity
tvar o primeéru asi 8 cm a vysce zhruba
13 cm. Rozméry mirné zvétsuji néstavce pro
optické kabely a pro p¥ivod a odvod vody
z termostatu. Sklada se ze t¥{ ¢asti, které se
na sebe upeviiuji. Mezi spodnim a prostied-
nim dilem je sevien O, detektor expono-
vany svou Pt katodou do prostfedniho
dilu. Obé spojeni jsou tésnéna gumovymi
o-krouzky. Horni a spodnf{ dil jsou v tomto
pofadi uvedeny na pozadovanou teplotu
vodou z obéhového termostatu. Spodni dil,
na kterém spocivé detektor O,, musi byt
udrzovan pii konstantni teploté z divodu
vyrazné fyzikalné dané zavislosti vystu-
pujiciho elektrického signalu na teploté
(obr. 4). Kdyby se tak nedélo, znamenalo
by to, Ze by se pti méfeni odezva detektoru
na zmény parcialniho tlaku (mnoZstvi) O,
v komitrce vyrazng meénila i se zménami
teploty. Na prostfednim dilu jsou dva proti-
lehlé kohouty, jejichZ prostfednictvim lze
komtirku podle potfeby proplachovat plyny
¢i jejich smésmi v zdvislosti na povaze po-
kusu. Na zac¢atku série méfeni se jeden z ko-
houtt pouzivé pro kalibraci celého zatizeni
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4 Teplotni zavislost kyslikového detek-
toru Clarkova typu. Schodové zmény

na zédznamu predstavuji zvySeni signélu
detektoru v reakci na postupné skokové
zvySovani teploty zafizeni v rozmezi
25—40 °C pomoci vodniho obéhového
termostatu. V uvedenych okamzicich

se na ovladacim panelu termostatu
nastavila teplota na udané hodnoty.
JelikoZz v hermeticky uzaviené komtrce
nebyl pfitomen zdroj ani spotfebic O,
bylo zvyseni elektrické odezvy ¢isté
dtsledkem zmény teploty zafizeni.

5 Blokové schéma méfici sestavy

s listovou diskovou komitrkou

6 Vydej O, pfi saturacni koncentraci
CO, vyvolané piitomnosti nasyceného
roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného
(NaHCO,) v méfici komurce. Zdznam
zustavéa dlouho linedrni. Vzorek z listu
slunec¢nice roéni (Helianthus annuus)
pfi 40 °C a hustoté zativého toku zhruba
1 000 umol (fotont) . s7' . m~2, vypoctena
rychlost ¢isté fotosyntézy 41,05 umol
(0,) . s . m™ (zména mnozstvi O, byla
pro vypocet méfena po dobu 230 s).

7 Vydej O, pii laboratorni koncentraci
CO,. Méfici komiirka na zac¢atku méfend
obsahovala béznou laboratorni atmosféru.
Zadny jiny zdroj CO, uvnitf nebyl. Vydej
je pouze kratkou dobu (pseudo)linedrni
a jeho nejvyssi mozna hodnota mtize byt
jen vice ¢i méné piesné odhadnuta.
Vzorek z listu slunecnice pii 25 °C

a hustoté zativého toku asi 560 wmol
(fotont) . s . m~2, odhadnuta rychlost
tisté fotosyntézy 5,93 umol (O,) . s . m™>
(zména mnozstvi O, méfena po dobu
103 s). Zaznam se s postupujicim ¢asem
a ibytkem CO, ohybd rovnobézné s caso-
vou osou, kdy se vydej a spotieba O,
vzajemné vyrovnaji — uvolnény CO, se
okamzité spotiebuje fotosyntézou. Thned
po vypnuti svétla vlivem respirace (R)

a ,,dobthajici“ fotorespirace (FR) rychle
klesd mnozstvi O, v komiirce, nez se za-
znam linearizuje poté, co ustane fotorespi-
race. V8echny snimky a orig. J. Kvéton

(vizniZe). Horni dil je opatien prihlednym
oknem stejného tvaru a plochy, jako ma vzo-
rek (10 cm?), pro vstup svételného zateni
z vnéjsiho zdroje. Voda cirkulujici v tomto
dilu slouzi jako tepelny filtr pro procha-
zejici zafeni. Na hornim dilu jsou vedle
prihledu jesté t¥i nastavce pro nasunuti
optickych kabelti fluorometru. Rozsifeni
umoZziiuje soucasné méfeni fluorescence
chlorofylu s méfenim vymény O,.

Mezi prostfednim a hornim dilem ko-
murky vznika pii jejim uzavieni maly pros-
tor valcovitého tvaru (o objemu mensim nez
10 cm?), kam se vklada vzorek, a kde tim
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padem dochézi k vlastnimu procesu vydeje
nebo spotieby O,. Vzorek se zpravidla umis-
tuje na konstrukci z nékolika diski vyro-
benych z rtiznych materialt. Kazdy z diska
ma svou roli. Dospodu se dava kovova pod-
lozka a na ni disk z porézni latky schopné
pojmout malé mnoZstvi roztoku, z néhoz se
bude béhem méfeni uvoltiovat CO, potieb-
ny pro fotosyntézu. Jako oddélovac, aby se
ostatni soucasti sestavy nedotykaly vlhké
latky, se vloZi kovové sitka. Na ni molitano-
vy disk, slouzici v konstrukci jako pruZzina.
Nésleduje dalsi kovové sitka jako oddélovac
a dalsi disk z porézni latky, které se v tom-
to ptipadé zvlhcuje malym mnozstvim vody
(obvykle o objemu 100-200 ul), aby p¥i-
padné list pfi méfeni netrpél nedostatkem
vody. Jako posledni se nahoru vloZi vzorek.
Komiirka se uzavte, pficemz sestava diskt
ji zcela vypln{ a vzorek je p¥itisknut zespo-
du na prihledné okno horntho termostato-
vaného dilu, ¢imz je udrZovan na konstant-
ni teploté. Sledovat zmény v parcidlnim
tlaku (mnozstvi) O, 1ze jen za pfedpokla-
du, Ze je komtrka oddélena od vnéjsiho
prostiedi, tedy spojeni viech dilti dokonale
utésnéno. Schéma celé méfici sestavy s lis-
tovou diskovou komurkou ukazuje obr. 5.
e Kalibrace zarizeni

Kalibraci se rozumi ziskdni elektrické
odezvy detektoru na pfesné definovanou
zménu parcidlniho tlaku (mnozstvi) O,
v komtrce. Jde tedy o ¢iselny tdaj zmény
elektrického napéti vyvolany zménou par-
cialniho tlaku O,. Hodnota kalibrace se pak
pfi vyhodnocovani analyz pouziva v opac-
ném smyslu — ze zméfené zmeény elektrické-
ho signalu se vypocitd zména mnozstvi O,
za dobu méteni. Pt kalibraci se do jedno-
ho z kohoutti na prostiednim dilu komurky
pfi uzavieném druhém kohoutu i celé ko-
miurky zasune plynotésna stiikacka s ptes-
né odméfenym objemem kalibraéniho ply-
nu (vzduchu) o znamé teploté a obsahu O,
a cely objem se vpravi do komirky, ¢imz
se v ni zvysi parcialni tlak (mnoZstvi) O,
o pfesné danou hodnotu. To m4 za nésle-
dek proporcionalni zvyseni elektrického
signdlu detektoru pfesné podle mnozstvi
vpraveného O,. Byl-li pfed zacatkem kali-
brace v uzaviené komirce normalni vzduch
(obsahujici O,), oznacuje se kalibrace jako
relativni k atmosféte. Existuje i absolutni
kalibrace, p¥i niZ se kalibra¢ni mnozstvi
O, vpravi do komtrky proplachnuté ply-
nem bez O, — dusikem (N,), vzduchem zba-
venym O,, heliem (He) apod. Kromé uve-
deného zptisobu zaloZeného na zvyseni
parcidlniho tlaku O, v komfirce je moZno
kalibrovat také opa¢nym piistupem — ode-
branim konkrétniho objemu plynu z kom?tir-
ky stfikackou, doprovazenym patfi¢nym
snizenim elektrického signédlu. Tento typ
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Tab. 1 Smisenim rtizné koncentrova-
nych roztoki hydrogenuhli¢itanu
sodného (NaHCO,) a uhli¢itanu sodného
(Na,CO,) Ize nad témito smésmi v plynné
fazi ziskat odlisné koncentrace oxidu
uhlicitého (CO,). Priklady Warburgovych
pufrt obsahujicich roztoky 0,1M Na,CO,
a 0,1M NaHCO, v rtizném poméru posky-
tujici rozdilné koncentrace CO, v plynné
fazi. Udaje plati pro 25 °C. Upraveno
podle: O. H. Semikhatova a kol. (1971)

Na,CO, NaHCO, CO, pH
[mM] [mM] pufr atmosféra
UMl [%o]
85 15 0,48 0,014 10,42
80 20 0,90 0,027 10,30
75 25 1,49 0,044 10,19
70 30 2,29 0,068 10,10
60 40 4,68 0,139 9,93
50 50 8,67 0,258 9,79
35 65 20,50 0,611 9,51
25 75 37,50 1,120 9,32
15 85 78,70 2,350 9,08
10 90 131,00 3,900 8,91
5 95 290,00 8,650 8,69

kalibrace 1ze aplikovat pouze v p¥ipadg, Ze
je v plynu v komtirce obsazen O,. Pfi pouzi-
ti programu OxyTrace+ probihé kalibrace
poloautomaticky. P¥istroj vyzve experimen-
tatora k zadéanf{ teploty kalibra¢niho plynu
ajeho tlaku a v nékolika krocich k itkontm
spojenym s kalibraci. Vyhodnoceni a vy-
pocet kalibrace probéhnou uz nezavisle.
e Fotosynteticky vydej kysliku

Meéfeni vymeény plynda s listovou diskovou
komurkou zac¢ina tak, Ze se do oteviené
komurky vlozi sada disk z raznych mate-
ridld (viz vyse), podle potfeby se na spodni
disk z porézni latky odmé¥i roztok uvoliiu-
jici CO, a na druhy (vrchni disk) nékolik
kapek vody, nahoru na sestavu se vlozi vzo-
rek a komtirka se uzavie. Nad horni okno
se nainstaluje zdroj zé¥eni a vzorek se jesté
za tmy necha néjakou dobu stabilizovat.
Pokud bude vzorkem objekt schopny foto-
syntézy, znamena to, Ze bude ve tmé respi-
rovat — spotfebovévat O, — a na zdznamu
se objevi klesajici linie dokumentujici spo-
tfebu O,. AZ bude zdznam rovnomérny,
muZeme spustit fotosyntézu zapnutim
zdroje viditelného zatfeni. Vzorek zac¢ne
produkovat O, a linka ihned zméni smér
(zatne stoupat). Pfi méfeni vimény O, ndm
obecné jde o postiZzeni té ¢asti zadznamu
rychlosti vymeény, ktera je konstantni v case
(stacionérni) ¢ili pfimkova (linedrni) na
¢asovém zaznamu. P¥istroj udava c¢istou
rychlost vydeje O, automaticky ,,ocisté-
nou“ od fotorespirace a denni respirace —
procesti spotfebovévajicich O,.
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Pro méfeni fotosyntetického vydeje O,
jsou zasadni t¥i volitelné parametry —teplo-
ta, koncentrace CO, a intenzita zafeni. Vliv
teploty na detektor uz byl zminén a vzhle-
dem k zavislosti fotosyntézy na teploté je
béhem méfeni nutné udrZovat konstantni
zvolenou hodnotu. Se zvy$ujici se teplotou
se zvySuje i rychlost vydeje O, aZ do urci-
té hodnoty charakteristické pro pouZitou
rostlinu. Totéz plati pro vliv intenzity zéte-
ni. Ke zminénym zéavislostem dospé&jeme
zméFenim teplotnich a svételnych kiivek.

Pro méfeni je moZno pouzivat koncen-
trace CO, od nuly aZ po satura¢ni koncen-
traci. Casto se voli prdvé satura¢ni kon-
centrace pro snadnost dosaZeni. Jako zdroj
CO, v tomto pripadé slouZi nasyceny roztok
hydrogenuhlic¢itanu sodného (NaHCO,).
Odméfuje se ho 200 ul na spodni latkovou
podlozku v komurce. Do atmosféry komir-
ky se potom prtibézné uvolituje CO, a do-
sahuje v ni koncentrace jednotek procent.
Za této situace je zcela odstinén vliv pradu-
chi a CO, je pfitomen na karboxyla¢nich
mistech v chloroplastech v satura¢ni{ kon-
centraci. Linearni rychlost vydeje O, je pak
dosazena rychle po zac¢atku ozafovéani vzor-
ku a je dlouhodobé (obr. 6). Alternativou
k nasycenému roztoku NaHCO, je obohace-
ni atmosféry v komiirce pfimo CO, z tlakové
lahve v mnozstvi odpovidajicim pozado-
vané vysledné koncentraci v fadu jednotek
procent. Stacionarni rychlost vydeje O,
vak za uvedenych podminek vydrzi kratsi
dobu ve srovnani s pfedchozim pfipadem.
Saturac¢ni koncentrace CO, je nicméné ne-
fyziologicka, proto se pro situace blizsi p¥i-
rozenym podminkam nebo takovym, které
vyplyvaji z konkrétniho pokusu, daji pouZi-
vat jeho niz3i koncentrace v komdurce.

K navozeni riznych koncentraci CO,
mohou slouzit Warburgovy pufry (tab. 1).
Vzorek listového pletiva se také d4 uzaviit
v komtirce jen s atmosférickou koncentraci
CO,. V tomto pfipadé je vSak stacionarni
¢ast tasového zadznamu rychlosti vydeje
O, velmi kratké a odecteme ji jen pfiblizné.
K¥ivka zdznamu se s klesajici rychlosti
vydeje O, sta¢i do vodorovného sméru, aZ
po urcité dobé dosahne tvaru p¥imky rovno-
bézné s casovou osou. Vydej O, (fotosynté-
za) se vyrovnal s jeho spotiebou (fotorespi-
raci a denni respiraci) a nastala dynamicka
rovnovéaha, pfi niz se celkové mnozstvi O,
neméni (obr. 7). Rychlost fotorespirace
a denni respirace nelze z uvedenych za-
znamu jednoduchym zptisobem ziskat. Jsou
k tomu zapotiebi sofistikované p¥istupy
vétsinou i s vyuZzitim jinych metod.

e Spotieba kysliku

Po vypnuti zdroje zafeni se fotosyntetizujici
pletivo octne ve tmé a okamzité prejde na
(temnostni) respiraci — spotfebu O,. Casovy
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zdznam rychlosti respirace se postupné
linearizuje. U C, rostlin miiZe byt pocatec-
ni rychlost respirace velka, coz se odrazi
v prudkém poklesu mnoZstvi O, v komir-
ce (obr. 7, oblast respirace a fotorespirace,
R+FR). Jev mé spojitost s fotorespiraci
pokracujici jesté néjakou dobu po vypnuti
zéfeni (analogie k vyronu CO, po vypnuti
zéfeni). U C, a CAM rostlin popsany jev ne-
nastava, protoZe tyto typy rostlin vykazuji
zanedbatelnou fotorespiraci. Cim vyssi je
fotosyntéza, tim je vy$si okamzité poté mé-
Fena temnostn{ respirace, coZ mize svéd-
¢it o tom, Ze prednostné jsou prodychavany
aktualné nasyntetizované primérni produk-

Otmar Urban, Lu

ty. Je-li jich fotosyntézou vytvofeno vice,
miuze jich byt také v daném okamziku vice
vyuZito pro respiraci.

Kromé méfeni vymény O, u fotoautotrof-
nich objektt, jak je popséno v pfedchozich
statich, lze v kyslikové komutrce métit spo-
tfebu O, u jakéhokoli objektu (biologické-
ho, organického nebo anorganického), kte-
ry spotfebu O, mtiZze vykazovat.

Komirka pro kapalné ¢i vodni vzorky

Komtirka pro méteni kapalnych vzorki od
stejného vyrobce jako listova diskova ko-
miurka pouziva stejny elektrochemicky de-
tektor. Slouzi k méfeni vymény O, u vod-

omolova, Marian Pavelka, Alexander A&

Globalni fotosyntéza
suchozemskych ekosystémii:
od chloroplastu po kontinent

Fotosyntéza je zdkladni a jedine¢ny biochemicky proces, ktery na nasi planeté
predstavuje pomyslnou hranici mezi anorganickym (nezivym) a organickym
(zivym) svétem. Béhem ni dochazi, za prispéni energie slunec¢ni radiace, k tvorbé
organickych sloucenin (cukri) z jednoduchych molekul oxidu uhlicitého (CO,)
a vody. Vysledné produkty fotosyntézy pak primo ¢i nepiimo poskytuji nezbyt-
nou energii a organickou hmotu pro fungovani slozitych a vzajemné propoje-
nych potravnich siti v suchozemskych i vodnich ekosystémech. Vytvari tak
zaklad pro obrovskou rozmanitost nejen rostlinné, ale i Zivoc¢isné rise. Kromé
udrZovani potravnich Fetézci a produkce kysliku sehrava fotosyntéza klicovou
roli i v globalnim cyklu uhliku. Jak zndmo, CO, neni jen vstupnim substratem
fotosyntézy, ale také vyznamnym sklenikovym plynem, ktery ovliviiuje energe-
tickou bilanci planety a prispiva ke zménam klimatu. Schopnost ekosystémi
fixovat CO, prostiednictvim fotosyntézy a uchovévat uhlik v biomase nebo pidé
je pfirozenym regulacnim mechanismem, ovliviiujicim koncentraci CO, v atmo-
sféfe, a tim i stabilitu klimatického systému jako celku.

Tvaii v tvar globalnimu oteplovani, zpiso-
benému zejména zvySovanim koncentrace
sklenikovych plynt v atmosféfe a zména-
mi ve vyuzivani krajiny (napt. odlesiiova-
nim), je porozuméni procesim, které regu-
kdy dfiv. Jeji sledovani a kvantifikace ndm
umoziiuji lépe posuzovat dopady rostouci
atmosférické koncentrace CO, a méniciho
se klimatu — v&etné vlivt sucha, dlouhodo-
bych vin veder i jinych extrémnich jevi —
na fungovani ekosystémti a zpfesnit scéna-
fe budouciho vyvoje klimatu. Existuje
totiZ realné riziko, Ze s pokracujici zmé-
nou klimatu miZe dojit k oslabeni foto-
syntetické kapacity biosféry a nasledné
ke sniZenf jeji regulaéni funkce v klima-
tickém systému Zemé. V tomto ¢lanku se
pfitom zamé&fujeme vyhradné na fotosyn-
tézu suchozemskych (terestrickych) eko-
systémi.
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Pod pojmem ,,globalni fotosyntéza“ zde
rozumime souhrnnou rychlost, jakou v8ech-
ny zelené organismy na sousi (vyssi rostli-
ny, fasy a sinice) v daném okamziku fixuji
CO,. Schopnost terestrickych ekosystém —
od tropickych pralesi az po tundru — pou-
tat atmosféricky uhlik se v8ak vyrazné lisi
v ¢ase i prostoru. Ovliviiuji ji faktory jako
druhové sloZeni, hustota a stafi vegetace,
jeji zdravotni stav, aktualni dostupnost
vody, svétla a Zivin a aktualni stav pocasi.
Stanovit celkovy rozsah fotosyntetické
aktivity na globaln{ tirovni proto znamena
vyzvu, kterd pfetrvava jiz vice nez pul sto-
leti. Shodou okolnosti, prvni ivahy o moz-
nosti kvantifikovat globalni fotosyntézu
a produkci ekosystému zaznély jiz v r. 1969
na mezinarodnim fotosyntetickém kongresu
v Tfeboni. Tehdy v8ak mnozi odbornici po-
chybovali, Ze by bylo moZné popsat a zmé-
Tit fotosyntézu na drovni vétsich krajinnych
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nich organismi (¥as, sinic, vodnich rostlin
apod.), ale i protoplast1, buné¢nych orga-
nel (mitochondrii, chloroplastii) a jejich
¢asti (tylakoidnich membran). MtiZe byt
pouzita i pro specialni analyzy, jako jsou
aktivity fotosystému I a fotosystému Il nebo
méfeni oxidaéni aktivity enzym a ztista-
neme-li u fotosyntézy, pak jde o oxygena-
zovou aktivitu Rubisco.

Blizsi popisy techniky, metod a aplikaci
pouzivanych pfi préaci s komtrkou na ka-
palné vzorky jsou v8ak nad rdmec této stati.

Pouzita literatura uvedena na webové
strance Zivy.

Casoprostorova organizace zivych systémi
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procesy: fyziologie evoluce

biochemie ekologie
celktl, natoZ na drovni celé planety. Hlav-
nim divodem pochybnosti byla — a stale
je — mimotadna slozitost procesi, které
fotosyntézu ovliviiuji. Tyto procesy, Gasto
velmi dynamické a vzdjemné propojené,
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rovych a ¢asovych méfitek: od molekulér-
nich reakci v chloroplastech aZ po vyménu
uhliku mezi kontinenty a atmosférou. Kom-
plexni povaha déji proto vyZaduje spolu-
préci fady védnich oborid — od biochemie,
biofyziky a fyziologie rostlin ptes ekosysté-
movou ekologii a didlkovy prazkum Zemé
az po klimatologii a modelovéni (obr. 1).
Soucasné pokroc¢ilé métici systémy a vy-
konné vypodcetni technika ndm dnes umoz-
1iuji globaln{ fotosyntézu sledovat a s urci-
tou mirou jistoty i kvantifikovat, véetné
jejich tasovych a prostorovych zmén.

Od listu k porostu:

klicové nastroje a tiloha ,svétla*“

Za zasadni technologicky pokrok ve vyzku-
mu fotosyntézy lze povazovat vyvoj nedis-
perzniho infracerveného analyzatoru plynt
(Infra-Red Gas Analyser, IRGA) v 50. letech
20. stoleti. P¥i{stroj umoznil citlivé, pfesné
a nepfetrzité méfeni koncentraci CO, a vod-
ni péry. Pravé tato schopnost p¥inesla do
fyziologie rostlin zdsadn{ zménu a vedla
k rychlému rozvoji studia fotosyntézy (blize
na str. 152—156 této Zivy). Nésledna minia-
turizace a technické zdokonalovani téchto
systému dovolily nejen métit rychlost, s ja-
kou rostliny dokaZzou p¥ijimat (asimilovat)
CO,, ale i stanovit miru otevienosti pridu-
cht na povrchu listt a rychlost vyparu
vody zrostlin, a to p¥imo v terénu. Zaroven
se oteviela moznost zkoumat odezvu foto-
syntézy na podminky vnéjsiho prostiedi,
jako jsou slunecni zéfeni (radiace), koncen-
trace CO,, teplota a fada dalsich.
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