B METABOLICKE PROCESY

Poznavani neuvéfitelné velkého mnozstvi chemickych sloucenin a reakci pfi
pfeménach latek v zivych builkidch je hlavni naplni védniho oboru biochemie. Pro
rostlinného fyziologa jsou detailni znalosti o metabolickych pochodech ovSem také velice
cenné, a to predevsim jako podklad k vysvétleni procesi na vysSich organizacnich
urovnich (orgény, celé rostliny). Fyziologie rostlin vSak nejenZe vyuziva biochemické
poznatky, ale méa vypracované i vlastni metodické pfistupy, jak studovat metabolické
projevy rostlin nedestruktivng, in vivo. Prave k témto ptistupiim a také ke vztahim mezi
metabolismem a ostatnimi funkcemi rostliny bude sméfovat nasledujici ¢ast naseho
ucebniho textu. Nemlzeme ovSem zcela vypustit pifehled zékladnich poznatki o
metabolickych  procesech  ziskanych  klasickymi metodami na bunécné tUrovni.
Piedpokladem k hlubSimu pochopeni dalSiho vykladu je nutna jistd troven znalosti z
organické chemie a biochemie, ziskana v piislusnych ptfednaskach a ucebnicich (napf.
Kindl et Wober 1981, Karlson 1981, Vodrazka 1992, 1993, Sipal etal. 1992).

5 Fotosynteticka asimilace oxidu uhli¢itého - zakladni poznatky

Naprosta vétSina rostlin ziskdva veskerou energii pro své metabolické procesy z
priméarniho energetického zdroje - slunecniho zéafeni, a veSkery uhlik z anorganické
slouceniny - oxidu uhli¢itého. Jsou to tedy fotoautotrofni organismy. Diky témto
schopnostem maji klicové postaveni v celé biosféie, nebot’ ostatni (heterotrofni) biotické
slozky ekosystémt, vcéetné cloveéka, pouze vyuzivaji energii bohaté organické latky
vytvoiené rostlinami.

Procesy vedouci k vazbé oxidu uhli¢itého do organickych sloucenin s vyuzitim
radiacni energie oznacujeme jako fotosyntetickou asimilaci COj, zkracené (i kdyz ne
zcela presn€) hovofime o fotosyntéze. Obecnéji lze definovat fotosyntézu jako souhrn
procesii spojenych s preménou energie fotonui (kvant zdieni) do volné chemicke
energie, kterd je ddle vyuZita pii biologickych syntézach. Chemicka energie ziskana ze
zafeni muze byt totiz vyuzita nejen k redukci anorganickych sloucenin uhliku, ale i k
jinym biochemickym reakcim, napf. k redukci sloucenin dusiku a siry.

Fotosyntetickd asimilace oxidu uhli¢it¢ého zahrnuje velké mmnozstvi dil¢ich reaket,
které Ize rozd¢lit do tii skupin:

a) fyzikalni procesy souvisejici s absorbci zafeni v asimilacnich pigmentech a s
rezonan¢nim prenosem zachycené energie k reakénim centriim,

b) primarni fotochemické a redoxni procesy spojené s pienosem elektronti
redoxnimi systémy k redukci NADP' (nikotinamidadenindinukleotidfosfat) a k
energetické podpote vzniku ATP (adenosintrifosfatu) z ADP (adenosindifosfatu),

c) sekundarni biochemické reakce, ve kterych dochézi k vazbé CO, do organickych
sloucenin.

5.1 Stavba hlavnich funkénich celki v tylakoidni membrané

Dokonald souhra vsech reakci spojenych s fotosyntézou je mozna pouze ve
specializovanych strukturdch chloroplast, které taky absorbuji vétSinu zéfeni
dopadajiciho na zelené organy rostlin.

Chloroplasty jsou organely s dvojitou povrchovou membranou a s dal§im, vysoce
specifickym  vnitinim membranovym systémem, oznacovanym jako thylakoidy.
Thylakoidni membrany sice vznikaji z vnitini obvodové membrany chloroplastu, avSak
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vytvaieji zcela oddélenou soustavu uzavienych plochych vackt. Skupiny tésné na sebe
priléhajicich tylakoidii nazyvame grana. Ty Casti membran, které k sobé v granech
priléhaji nazyvame granalni (pfitisknuté, stésnané) thylakoidni membrany. Maji ponékud
odlisnou skladbu a funkci nez ty, které voln¢ komunikuji se stromatem (= gelovita vypli
chloroplastu, bohatd na enzymy). Prostor uvniti' thylakoidi nazyvame lumen - je vyplnén
vodou s rozpusténymi solemi.

4+ granalni (pritisknuté)
¢dsti.membrany

Obr.11. Schema vzniku thylakoidi z vnitini membrany proplastidu (A), blizsi pohled na Cast soustavy
thylakoidt (B) a na vysek z jednoho thylakoidu (C).

Veskeré primarni procesy fotosyntézy se odehravaji v thylakoidech, a to pfedevsim v
jejich membranach. Tyto membrany maji zakladni lipidovou matrix znacné tekutou (s
velkym obsahem nenasycenych mastnych kyselin). Zvlasté¢ pozoruhodny je vysoky obsah
bilkovin - 60 az 65 % hmotnosti membran. Na vétSinu z nich se vaze velké mnoZstvi
molekul asimila¢nich barviv (chlorofyll a karotenoidil) za vzniku protein-pigmentovych
komplexii.

Proteiny v thylakoidnich membranach, at’ uz s navadzanymi pigmenty ¢i bez nich,
nejsou rozmistény nahodné, ale sdruzuji se do velmi dokonale organizovanych shlukt
(funkénich celki), které mohou sice pracovat do znaéné miry samostatné, ale obvykle
spolu navzijem spolupracuji. Rozdélujeme je do Ctyf hlavnich skupin: fotosystém I,
fotosystém II, cytochromovy komplex a ATP-syntaza. NasSe predstavy o organizaci a
funkci téchto celkli se velmi rychle vyvijeji. Nevime dosud vSechno, ale 1 to, co uz vime,
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zdaleka nelze zahrnout do naseho vykladu. Uved'me tedy jen velmi zjednoduSeny piehled
téch nejpodstatnéjsich skutecnosti.

Oba typy fotosystému (I a II) se sklddaji z centralni Casti (reakéni centrum, jadro
fotosystému), ktera je obklopena svétlosbérnym protein-pigmentovym komplexem,
oznaCovanym zkratkou LHC (= Light Harvesting Complex), nebo téz jako anténa.
Funkci antény je pouze zachycovat a induktivni rezonanci piedavat excitacni energii do
reakéniho centra, kde za¢ina vlastni ptenos elektrond. Na transmembranovych proteinech
jadra byvaji pfipojeny nejen asimilacni barviva, ale 1 molekuly latek s redoxnimi
vlastnostmi, které slouzi jako pienasece elektronti.
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Obr.12. Chemicka stavba tfi nejcastéjsich asimilacnich pigment (Mohr et Schopfer 1978, upraveno).

Z asimilacnich barviv, kterych byva v kazdém z obou fotosystému nékolik stovek
molekul, ma zcela vyjimecné postaveni chlorofyl a. Nejen proto, Ze je ho daleko nejvétsi
mnozstvi (asi tfi Ctvrtiny vSech barviv v chloroplastech), ale také pro schopnost piejit do
ionizované¢ho stavu (pfedat elektron) po pifijmu energie fotonli. Tuto schopnost maji
ovSem jen nékteré molekuly chlorofylu @ umisténé v jadru fotosystémut. Chlorofyl a
nachazime ve vSech ¢astech fotosystémti, na rozdil od chlorofylu b, ktery byva zastoupen
pouze v anténach. Chlorofyl b ma tudiz jen pfidavnou (akcesorickou) funkci, stejné jako
karotenoidy. Pro fungovani fotosyntetického aparatu neni nezbytny. Chlorofyly jsou
zelené, protoze zelenou Cast viditelného spektra nejméné absorbuji. Nejveétsi absorpei maji
v oblasti modré (zhruba 400-500 nm) a ¢ervené (600-700 nm).
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Karotenoidy maji nej€astéji zlutou, oranzovou a ¢ervenou barvu. Absorbuji hlavné
kratkovlnnou c¢ast viditelného zaieni (mezi 400 - 500 nm). Nachazime je jak v anténach,
tak 1 v jadfe fotosystémil. K nejhojnéjSim patii beta-karoten a ze skupiny xantofyli pak
lutein. Maji jednak funkci svétlosbérnou (jako doplnkové pigmenty), ale navic velmi
vyznamnou funkci ochrannou. Pokud totiz molekuly chlorofylu absorbuji vice zatrivé
energie nez muze byt vyuzito pro pienos elektroni, pak mize dojit k excitaci kysliku.
Vznikly "singletovy" kyslik, 1 n¢které dalsi formy aktivovaného kysliku, maji destrukéni
ucinky na stavebni soucasti thylakoidt (fotoinhibice fotosyntézy, bliZze viz napt. Long et
Humpries 1994). Pokud je ale nadbytecna energie pievedena ke karotenoidiim, zneskodni
se preménou na teplo. Karotenoidy jsou prave pro tuto funkci pro zivot rostlin naprosto

nezbytné. Bezkarotenoidni mutanti ptisobenim svétla velmi rychle hynou.
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Obr.13. Pomérna pohltivost (absorbance) roztokii tii hlavnich typd asimila¢nich pigmenti pii rdznych
vlnovych délkach (absorp¢ni spektra), a obvyklé akéni spektrum fotosyntézy (relativni rychlost fotosyntézy
pfi ozafovani listu svétlem riznych vinovych délek, horni ¢ast grafu). Sestaveno podle riznych autort.

Oba typy fotosystémti maji krom¢ zminénych spole¢nych znaki i fadu odliSnosti ve
své stavbé a funkci. Existuji 1 jisté rozdily mezi druhy a navic tentyz druh mtize slozeni
fotosystémti ponékud meénit v zavislosti na podminkach prostfedi. Nize uvedené
charakteristiky maji proto znacn¢ pravdépodobnostni charakter.

Fotosystém I se nachédzi vyluéné¢ v téch castech thylakoidnich membran, které
komunikuji pfimo se stromatem. Nevyskytuje se tedy v téch Castech tylakoidi, které k
sob¢ tésné priléhaji. Jadro fotosystému I (reakcni centrum) obsahuje predevsim dva velké
polypeptidy (Ia, Ib), které na sebe vazou ionizovatelnou molekulu chlorofylu a
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(oznacovanou jako P700, nebot absorbuje nejvice zafeni o vinové délce 700 nm).
Pravdépodobné jde vSak o dimer, tedy o dvé spojené molekuly. Celkem je k proteinim
reakéniho centra piipojeno jest€¢ asi 50 az 130 dalSich molekul chlorofylu a, spolu s
nékolika molekulami karotenoidia. K proteiniim reakéniho centra je piipojeno 1 nékolik
prenasecu elektronli, jejichz identifikace neni jeSté dokonCena. Anténni systém
fotosystému I (svétlosbérny komplex, LHC I) obsahuje asi 100 molekul chlorofylua i b (v
piiblizném poméru 3:1 az 4:1), které jsou vazany na nékolik integralnich proteinti v tésné
blizkosti reakéniho centra.

Fotosystém 1II je lokalizovan v granalnich (pfitisknutych, stésnanych) membranach
thylakoidd. Jeho hlavni ¢ast (bez vnéj$i antény) je tvofena obvykle Sesti integralnimi a
ttemi perifernimi proteiny. Jadro (reak¢éni centrum) fotosystému II tvoifi dva integralni
proteiny oznacované jako D1 a D2, na které byva navazano asi 50 molekul chlorofylu a,
véetné jedné zvlastni ionizovatelné molekuly P680 (oznaCeni opét vyjadiuje
vlnovou délku svétla s maximem absorbce). Déle je v jadie fotosystému trvale pfitomno
nékolik molekul prenasecii elektront (feofytin, plastochinony Q1 a Q2).

K fotosystému II patii i komplex ve kterém dochazi k fotolyze vody. Byva téz
oznacovan jako OEC (Oxygen Evolving Center). Je tvofen tiemi perifernimi
proteiny, pfipojenymi z vnitini strany (z lumen) tylakoidni membrany. Na nich jsou
navazany 4 ionty manganu, dale ionty CI- a Ca2t K pienosu elektronit mezi komplexem
oxidace vody a P680 slouzi redoxni zmény v molekule aminokyseliny tyrosinu.

Na proteiny v tésné blizkosti reakéniho centra je ptipojeno asi 100 molekul
chlorofylll a + b, a také n€kolik molekul beta-karotenu. Dohromady tak vytvareji celek
oznacovany jako vnitini anténa. Krom¢ toho je k fotosystému II volné€ pfipojena jeste
dalsi, vnéjsi anténa (= vnéjSi LHC II). Ta obsahuje asi 100 az 250 molekul chlorofyli a i
b v ptiblizn¢ stejném poméru, a také mensi mnozstvi karotenoidi. Pigmenty ve vnéjsi
antén¢ jsou také vazany na vhodné nosice - bilkovinné molekuly (vzdy asi 10 molekul
chlorofylu, a 1 az 3 molekuly beta-karotenu na jeden polypeptid). Vnéjsi antény nejsou
pevné spojeny s ostatnimi ¢astmi fotosystému, ale mohou se pfemistovat, coz umoziuje
prizpusobit dodavku excitacni energie ménicim se potfebam obou fotosystémi. Bylo
dokazano, ze za vysokych hodnot zafeni dochéazi k piesunu vnéjSich antén od fotosystému
II k fotosystému I, ve kterém je mozny rychlejsi transport elektronti. Fotosystém I je také
odoln¢jsi k posSkozeni prebytkem excitacni energie. Pfesun vnéj$i anteny vyzaduje
dodavku metabolické energie (z hydrolyzy jedné molekuly ATP).

Cytochromovy komplex (cyt bg - cyt f) je slozen ze Ctyf proteind. Tento komplex
byva piiblizné rovnomérné zastoupen ve vSech ¢astech membran thylakoidt. Jeho hlavni
funkci je zprostfedkovani transportu elektronti z fotosystému II na fotosystém I (ve
spolupraci s mobilnimi pfenaseci - plastochinon a plastocyanin, viz déle).

ATP-syntaza (diive nazyvana "Coupling Factor", CF) je rozmisténa vzdy v blizkosti
fotosystému I, to znamend jen v téch Castech thylakoidnich membran, které volné
komunikuji se stromatem. Tvoifi ji komplex deviti polypeptidl - velmi podobny
tomu, jaky nalézame i v mitochondriich. Funkci ma jednoznacnou, zprostfedkovat tvorbu
ATP z ADP pfi transportu protonil z lumen thylakoidu do stromatu.

5.2 Prubéh primarnich procesi fotosyntézy

Pti dopadu kvant zéafeni (fotonl) vhodné vinové délky (380 az 710 nm) na asimilacni
barviva v anténach, dojde v jejich molekulach k excitaci elektronu. Jeden foton ptitom
excituje pouze jeden elektron v jedné molekule. Excita¢ni energie muze byt jednak
preménéna na teplo ¢i vyzéfena ve formé fluorescenéniho zafeni, a nebo se muze
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induktivni rezonanci postupné pireddvat jinym molekuldm barviv a tak nakonec
proniknout az do reak¢niho centra k ionizovatelné molekule chlorofylu a. Jediné tato tieti
moznost energetické pfemény zatfeni je z hlediska dalSiho vyuziti vyznamna a také
obvykle pfevazuje.

Jednosmérnost pienosu excitacni energie z antén smérem k reakénimu centru
fotosystémt je zajisténa diky rozdilim ve vlastnostech barviv, které jsou velmi zavislé na
zpusobu jejich vazby k molekuldm bilkovin. Cim bliZe k reakénimu centru se barviva
nachazeji, tim mensi energii potfebuji k excitaci (tedy i jejich maximum absorbce zareni
lezi v delSich vlnovych délkach). Tim stoupa pravdépodobnost, zZe pravé na né¢ bude
excitacni energie prenesena. Karotenoidy a chlorofyl b potiebuji obecné vyssi excitacni
energii nez molekuly chlorofylu a.

Ptredpokladejme, ze se jedna o centrum fotosystému II. Z ionizovatelné molekuly
chlorofylu P680 se po prijeti excitatni energie odstépi elektron a piechazi na prvni
akceptor, kterym je feofytin. Z n¢ho je pfeveden na molekuly plastochinonii QA a Qp,
které jsou pevné vazané k proteiniim D2 a D1. Fotosystém II pak elektrony opoustéji
vazéany na molekuly volné pohyblivych plastochinond, kterych je v thylakoidni membrané
vzdy dostateCna zasoba. Redukci se plastochinony méni na hydrochinony a sméiuji k
cytochromovym komplextim.

tylakoidni membrana
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Obr.14. ZjednoduSené schéma organizace hlavnich proteinovych komlexi a jejich spoluprace v prubehu
primarnich procecest fotosyntézy. LHC - svétlosbérny komplex (anténa), OEC - komplex oxidace vody, PC
- plastocyanin, PQ - plastochinon, Fd - ferredoxin (blize viz text). Teckované je vyznaCena granalni
(ptitisknuta, st€snand) ¢ast thylakoidni membrany.

Vratme se vSak jest¢ k molekule chlorofylu P680, ktera ptedala sviij elektron.
Zpét do puvodniho stavu se dostava tim, Ze pfijima elektron pochazejici z molekuly vody.
Oxidace vody je vSak velmi obtizny proces, ktery musi byt zprostiedkovan pomocnym

aparatem. Rozpadem jedné molekuly vody se uvoliiuji dva elektrony. Méfenim bylo
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zjisténo, Ze se dokonce soucasn¢ oxiduji dvé molekuly vody, které tedy predavaji Ctyfi
elektrony. Je tedy zfejmé, ze pifimd oxidace vody molekulou chlorofylu (schopnou
akceptovat jen jeden elektron) neni moznd. Podle naSich soucasnych piedstav by méla
oxidaci vody zprosttedkovat sloucenina se schopnosti Ctyfi elektrony naraz piijmout a pak
je postupné predavat za asistence tyrosinu na P680. Je dosti pravdépodobné, Ze tuto tlohu
plni mangan, ktery se mize postupné oxidovat az na Mn4t.

Sledujme vSak nyni opét cestu elektroni po vazbé na plastochinony. Je dulezité si
uvédomit, ze k redukci plastochinonu na hydrochinon jsou potifebné nejen dva elektrony,
ale také dva vodikové ionty, které vSak nepochazeji z fotolyzy vody. Jsou piebirany z
vnéjsi strany membrany, ze stromatu, a pii dalSich redoxnich zménach (hydrochinonu na
chinon) se v membrané uvoliiuji na jeji opacné stran¢, tedy do lumen. Vidime tedy, Ze
oxidaci jedné molekuly vody a naslednym pienosem elektroni ve fotosystému II se lumen
tylakoidu obohatil o dva vodikové ionty. To je velmi dilezit¢ pro celkovy
energeticky vytézek, jak uvidime z dalSiho vykladu.

0 CH,
H,C
’ B (CH,—C = CH—CH,),—H
H,C
PLASTOCHINON A
o o OH
H,C R H,C R HaC R
+ e te-  + 21*
— f — —_—
H,C H,C H,C
0~ OH
CHINON SEMICHINON HYDROCHINON

Obr.15. Struktura plastochinonu A a obecné schéma redukce plastochinond.

Ptenos elektronti z fotosystému II k cytochromovému komplexu pomoci volné
pohyblivych plastochinont (redukovanych na hydrochinony, v chloroplastech jich byva
nékolik druhll) je nejpomalejsi proces v celé transportni cesté. Primérna doba pienosu je
asi 5 ms, ostatni vymeény jsou obvykle o n€kolik fadi rychlejsi.

Redoxni vymény v cytochromovém komplexu (se ¢tyfmi redoxnimi misty) kon¢i u
dalsiho mobilniho pfenaSeCe elektronli na cest¢ z rozstépené molekuly vody. Timto
pirenaseCem je plastocyanin, coz je protein s malou molekulovou hmotnosti obsahujici
meéd’. Nachazi se na vnitini strané¢ thylakoidni membrany (smérem k lumen). Pfenasi
elektrony z cytochomového komplexu do reakéniho centra ve fotosystému I. Jakmile je
svételnym kvantem ¢i rezonanénim pienosem z antennich pigmenti oxidovan aktivni
chlorofyl P700, chyb¢jici elektron je doplnén z plastocyaninu, nebot’ ve fotosystému I se
neuplatiiuje fotolyza vody jako zdroj elektroni. Prvni akceptor elektronu z P700 je
oznacovan jako A (Jedna se o zvlastni molekulu chlorofylu a), pak nasledu
je nékolik dalSich pfenaSeci, jejichZ strukturu dobfe nezndme: A (asi chinon) a tfi Fe-S
proteiny. VSechny jsou piipojeny k integralnim proteiniim reak¢niho centra. Teprve pak
dochazi k ptenosu elektronu na ferredoxin, ktery se nachazi na stromatalni strané
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thylakoidni membrany. Ferredoxin je dobfe rozpustny a tudiz pohyblivy protein s
obsahem Zeleza. Pienasi elektrony ke kone¢nému akceptoru v celém fetézci, k NADP™,
ktery je redukovan na NADPH. Reakce je zprostfedkovana flavoproteinem ferredoxin-
NADP reduktazou (zkracené Fp), a spotiebovavaji se pfi ni dva elektrony.
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Obr.16. Zavéreéna faze necyklického transportu elektront - redukce NADP' na NADPH.

Cely popsany pienos elektronii z rozstépené molekuly vody az na NADP™ nazyvame
necyklicky elektronovy transport, nebot’ elektrony se jiz zpatky nevraceji. Kromé toho
jesté mize probihat cyklicky elektronovy transport, ktery je mnohem kratsi,
neni spojen s fotolyzou vody a neddva vznik NADPH. Pti ném jsou elektrony uvolnéné z
P700 pienaseny pies pienasece fotosystému I a mobilni ferredoxin nikoliv k NADP™, ale
k cytochromovému centru, na kterém je zprostfedkovana redukce plastochinonu (2
elektrony + 2H™ ze stromatu). Elektrony jsou dale pfeneseny plastocyaninem k P700 a
tim se jejich cyklus uzavira. Dva protony vSak zlstavaji v lumen. Je jasné, Ze tento
cyklicky transport elektrond slouzi k "pumpovani" vodikovych iontl ze stromatu do
lumen. Vyuziva svételnou energii zachycenou jen ve fotosystému I a je tudiz zcela
nezavisly na fotosystému II a na fotolyze vody.

Za vysoké ozafenosti listi a souCasné¢ za nedostatecné rychlosti biochemickych
redukénich procest vyuzivajicich NADPH mize dojit k nedostatku finalniho akceptoru
elektrontt (NADP). V tom ptipadé byva ¢ast elektronii z ferredoxinu piendsena na kyslik
za vzniku superoxidu (O;). K inaktivaci tohoto nebezpecného produktu je v
chloroplastech vzdy velké mnozstvi antioxida¢nich enzymu (napf. superoxiddismutéza,
askorbatperoxiddza) a substrati (askorbat, glutation). BIliz§i popis komplexu
antioxida¢nch reakci (Halliwell-Asadova cesta) je uveden v kapitole 13.2.

Fotolyzou vody a navazujicimi redoxnimi vyménami dochézi k velkému nahromadéni
vodikovych iontli v lumen thylakoidu - ptfi probihajici fotosyntéze tam maji asi
tisickrat vétsi koncentraci nez ve stromatu (pH 5 v lumen, pH 8 ve stromatu).
Potencidlni energie tohoto gradientu je vyuzita ke tvorbé ATP, a sice pii transportu H' z
lumen do stromatu ATP-syntdzou. Ke tvorbé jedné molekuly ATP (z ADP) je nutny
transport tfi protonli. Tvorbu ATP na ukor chemického potencidlu vodikovych iontl
nahromadénych v lumen pfi necyklickém elektronovém transportu nazyvame necyklickou
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fosforylaci na rozdil od cyklické fosforylace, ktera vyuziva energie vodikovych ionti
pienesenych do lumen ze stromatu pfi cyklickém elektronovém transportu.

-1,5
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2-1 ’0 i O\AV«F
- P680 esx‘FeS
50,5 Teofyti , "es ,
g' i feof{tm cyl‘?:rt:]rpo'r:ovy . “Fd-Fp-NADP
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x 1,0 vody ~ P680
FOTOSYSTEM 1I

Obr.17. Schema zmén redoxnich potenciall pfi transportu elektront v tylakoidni membrané.

5.3 Sekundarni procesy asimilace oxidu uhlicitého, fotorespirace

Na popsané primarni procesy v thylakoidnich membranach navazuje vlastni asimilace
COy do organickych sloucenin. K tomu slouzi cely komplex biochemickych reakci
probihajici tentokrat ve stromatu chloroplastu. Reakce jsou spojeny do uzavieného
kolobéhu, ktery souhrnné oznacujeme jako fotosynteticky cyklus redukce uhliku, nebo
téz Calviniiv cyklus. Nebudeme jej zde podrobné popisovat, nebot’ to je jiz problematika
Cisté biochemicka. Zopakujme si tedy jen opravdu to nejdilezité;si.

Calviniv cyklus lze rozdélit na tfi etapy:

Karboxylace: CO) je vazdn na pétiuhlikaty cukr ribuldza-1,5-bisfosfdt pomoci
enzymu ribuldza-1,5-bisfosfat karboxyldza/oxygenaza. Prvnim stadlym produktem této
reakce, kterd probiha bez dodani energie, jsou dvé molekuly kyseliny 3-fosfoglycerové (3-
PGA).

Redukce: Nejprve se na 3-PGA napojuje dalsi fosfatova skupina uvolnéna hydrolyzou
molekuly ATP. Vznika tak kyselina 1,3-bisfosfoglycerova a pak dochazi k vlastni redukci
pomoci NADPH za vzniku glyceraldehyd-3-fosfatu. Protoze pfi fixaci jedné molekuly
COy vznikly dvé& molekuly 3-PGA, bude tedy celkovy néklad na jejich redukci dva ATP a
dva NADPH.

Regenerace: Zna¢n¢ komplikovana faze celého cyklu ve které fetézec fosforylovanych
cukrit vede k syntéze ribuldza-5-fosfatu, ktery je nutno dalsi molekulou ATP (tedy uz
tieti v celkovém souctu) prevést na ribuldza-1,5-bisfosfat. Ten pak slouzi jako akceptor
pro dalsi molekulu CO».

K dcistému zisku jedné tfiuhlikaté molekuly (glyceraldehyd-3-fosfatu) je zapotiebi
fixovat tf1 molekuly COp, tedy cely cyklus musi prob&hnout tfikrat dokola. Vytvofeny
glyceraldehyd-3-fosfat je jednak zpracovavan v dalSich syntézach piimo v chloroplastu
(napf.na $krob), jednak je transportovan z chloroplastu do cytosolu. Na transportu se muize
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podilet také blizce pfibuzny dihydroxyacetonfosfat, ktery wvznikd snadnou
izomeraci z glyceraldehyd-3-fosfatu.

CO. 1 H,0 AP ADP H* 4+ NADPH  NADP! .
3-PGA LL—‘ 1,3-bisPGA \ / ., 3.PGald —————~— >
t st
transportovana
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Obr.18. Schema reakci Calvinova cyklu (bez uvedeni pfislusnych enzymt, které je zprosttedkovavaji).

Calviniv cyklus je evolu¢né velmi stary proces, spolecny vSem fotosyntetizujicim
organismam. Zadny jiny cyklus se srovnatelnou funkci neni znam, av$ak je znama cela
fada pridavnych reakci, které fungovani Calvinova cyklu mohou zefektivnit anebo
piizptsobit zvlastnim podminkam.
laza/oxygenaza, bézn¢ oznacovana akronymem "Rubisco”. Miize fungovat, jak uz jeho
nazev napovidd, nejen jako karboxylaza, ale 1 jako oxygendza, tedy na stejny substrat
vnéset jak CO»p, tak 1 Op. V listech rostlin ma daleko nejvétsi zastoupeni ze vSech
proteint (30 az 50 %). Katalytické schopnosti Rubisco jsou aktivovany pouze na svétle
za pritomnosti Mngr a COp, které s nim vytvareji pevny komplex. Tento proces
(karbamylace Rubisco) je stimulovan specifickym enzymem Rubisco aktivazou. U
nekterych druhlt se vyskytuje jest¢ dalSi specificka slouCenina, ktera fidi (tentokrat
inhibuje) aktivitu Rubisco: 2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat. Dokonald regulace aktivity
Rubisco a nekterych dalSich enzymi v Calvinové cyklu je zfejmé¢ nutna ke sladéni
navaznosti reakci a k omezeni oscilaci v cyklu na pocatku svételné periody.

Afinita Rubisco k CO» je sice podstatné vétsi nez ke kysliku, jenze v chloroplastech
byva mnohem vyssi koncentrace kysliku nez CO». Za takovych
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podminek se oxygenazova aktivita skute¢né¢ vyznamnym zplisobem projevi - spousti cely
fetéz reakci, které souhrnné oznacujeme jako fotorespiracni cyklus oxidace uhliku,
zkracené fotorespirace.

Fotorespirace zaCina tedy pfenosem kysliku pomoci Rubisco na stejny substrat, jako
pii karboxylaci (ribuldza-1,5-bisfosfat). Stalym produktem této reakce je jedna molekula
3-PGA a jedna molekula fosfoglykolatu. Z ni se zdhy odstépuje fosfatova skupina a
vznikly glykolat je transportovan z chloroplastu do blizkych peroxisomu. Tam je
oxidovan na glyoxylat a ten dale transaminovan na  glycin. Na tyto reakce v
peroxizOmu navazuji dalsi, tentokrat v mitochondriich: tvorba jedné molekuly serinu
ze dvou molekul glycinu - uvoliiyje se pii tom po jedné molekule CO5 a NH3. Serin miize
byt jednak vyuzivan v dusikovém metabolismu buiiky (syntéza dalSich aminokyselin,
bilkovin a jinych slozitéjSich latek), ale miize byt také transportovan zpét do peroxizomd,
kde po transaminaci a redukci (za spotieby jedné molekuly NADH) vznika glycerat. Ten
se v chloroplastech fosforyluje za ucasti jedné¢ molekuly ATP na 3-fosfoglycerat, ktery
muze byt vyuzit k regeneraci ptivodniho substratu, ribuloza-1,5-bisfosfatu. Tim se cely
cyklus uzavira.

Je dobré si povSimnout, ze z kazdych dvou dvouuhlikatych molekul glykolatu (tedy
celkem 4 C), které vystupuji z chloroplastu do fetézu fotorespiracnich reakei, se vraci zpét
jen jedna tfiuhlikatd molekula glyceratu, tedy jen 75% C. Zbyla ctvrtina uhliku se ztraci ve
formé CO». Pfi prepoctu na vychozi substrat (ribuldza-1,5-bisfosfat) €ini ztrata uhliku
10%, ovSem navic pfistupuji ztraty energetické (2 ATP a 2,5 NAD(P)H na kaZdou
fixovanou molekulu O7)
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Obr.19. Pribéh fotorespiracnich reakci (Co-cyklus). Blizsi popis je uveden v textu. (Taiz et Zeiger 1991,
upraveno).

Schopnost enzymu Rubisco pienaSet nejen COp, ale 1 Op na tentyZ substrat, ma
obvykle za nasledek znac¢né sniZeni Ucinnosti fotosyntetické fixace COy. Pomér mezi
karboxylacni a oxygenacni aktivitou tohoto enzymu zavisi piedev§im na poméru mezi
koncentraci CO» a kysliku v chloroplastu. Tento pomér je zase velmi zavisly na
koncentraci obou plynti v atmosféfe. Za normalniho slozeni volné atmosféry (21
objemovych % Op a 0,035% CO»y), a pii teploté listu 25 OC, je pomér mezi rychlosti
karboxylace a oxygenace 2 az 3. To znamena, Ze jedna ctvrtina az jedna tfetina
primarniho substratu vyuzitelného v Calvinové cyklu podléha fotorespiracnim procesim
a tedy 1 ztratam (uhliku, energie), jak jiz bylo uvedeno.

Pti zvySovani teploty listu pomér mezi koncentraci COy a Oy v chloroplastech klesa,
nebot CO» ma za vysSich teplot menSi rozpustnost ve vodé neZ kyslik. Podil
oxygenace, a tudiz i fotorespiracnich ztrat, tedy nutné vzrista s teplotou.

I kdyz negativni vliv fotorespirace na celkovou efektivitu fixace CO> je nepochybny,
pro celkovy metabolismus neni tak zcela bez uzitku. Pravé fotorespiracni cestou se asi
vytvaii nejvice glycinu a serinu. Fotorespirace mulze byt prospéSna i pii odvadéni
piebytklt ATP a reduk¢éniho potencidlu za silného zéafeni a nedostatku CO5. To jsou
ovSem zatim jen hypotézy. Jak uvidime =z dalstho vykladu, tada druhii rostlin
docela dobie funguje 1 s fotorespiraci trvale potlacenou. Misto hledani "smyslu"
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fotorespirace bude asi nutné se smifit s tim, Ze enzym Rubisco se nam zachoval v témér
nezmeénéné podobé jesté z doby vzniku prvnich autotrofnich organismu s Calvinovym
cyklem. Tehdy méla zemska atmosféra vice CO» a méné kysliku nezZ v soucasné dob¢, a
tudiz tento enzym fungoval jen jako karboxylaza.

5.4 Fixacni cesta Cy

I kdyz v pribéhu evoluce rostlin nevznikl krom¢ Calvinova cyklu zadny jiny fixacni
cyklus s tak dokonalou obnovou vSech reagujicich slozek a také ani nedoslo k vyraznému
zlepseni vlastnosti klicového enzymu Rubisco, presto jisté zmény v metabolickych cestach
u fady druhti skute¢né¢ nastaly. Bylo jiz objeveno né€kolik pozoruhodnych
metabolickych adaptaci, které v prvé fadé umoznuji zvysit parcialni tlak COy v mistech
jeho fixace Calvinovym cyklem a tim potlacit oxygendzovou  aktivitu  Rubisco.
Spole¢nym principem téchto  adaptaci u suchozemskych rostlin je opakovana
karboxylace, u vodnich rostlin pak je$t€ navic aktivni transport iontt HCO3~ z vnéjSiho
prostiedi do listi.

Podivejme se nyni, jak funguje metabolickda modifikace oznacovana jako fixa€éni cesta
C4. U rostlin s timto typem metabolismu (zkracené¢ Cg-rostliny) jsou chloroplasty
schopné fixace béznym Calvinovym cyklem soustiedény jen do skupin zvlastnich buné¢k,
které maji ztlustlé stény a malé vakuoly. Zato chloroplasti a mitochondrii maji
mimotadné velky pocet. Tyto zvlastni bunky vytvareji jednu az dvé koncentrické
vrstvy kolem cévnich svazkl. Jsou velmi népadné a fika se jim téz vénce ¢i pochvy
cévnich svazkii. Ostatni mezofylové buiiky maji chloroplasty mensi, mén¢ pocetné, bez
Skrobovych zrn, zato s velkym poctem granalnich tylakoidt. Hlavné vSak maji zcela jinou
funkci pfi sekundérnich procesech fotosyntézy. Nejvice chloroplasti byva v téch
mezofylovych bunkach, které lezi v tésné blizkosti zvlaStnich bunék pochev cévnich
svazkl, nebot’ mezi obéma typy buné€k je nutné velmi té€sna spoluprace.

Obr.20. Priifez ¢asti listu rostliny s fixa¢ni cestou C4. Buriky pochvy cévnich svazki, kde probihd kone¢na
fixace CO, do sacharidd, jsou zvyraznény.

K prvotni karboxylaci dochdzi vzdy v cytosolu béznych mezofylovych bunék. Jsou pii
ni vyuzivany ionty HCO3~ , které se v cytosolu vyskytuji hojnéji nez rozpustény CO».
Navazuji se na tiiuhlikaty fosfoenolpyruvat za vzniku oxalacetatu (kyseliny oxaloctové).
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Primarni produkt reakce je tedy c¢tyfuhlikatd sloucenina - proto oznacujeme tuto fixacni
cestu jako Cy4 (na rozdil od piimé fixace Calvinovym cyklem, oznacované jako C3-fixacni
cesta, nebot’ prvnim stalym produktem je tiiuhlikatd kyselina fosfoglycerovd). Enzymem
katalyzujicim popsanou reakci je fosfoenolpyruvat karboxylaza (zkricen¢ PEP
karboxylaza), kterd ma k COp vétsi afinitu nez Rubisco. Tim je také moZzny rychlejsi
piijem CO» do listu 1 pii stejné vodivosti difuznich cest.

Dalsi reakce, které nasleduji po prvotni karboxylaci, mohou vést n¢kolika sméry. U
jedné skupiny Cy-rostlin, ke které patfi napt. kukutice, vznikly oxalacetat vstupuje do
chloroplastli mezofylovych buné¢k, kde se velmi rychle premeénuje na malat. Ten je pak
transportovan do zvlastnich bunék v pochvach cévnich svazki, kde dochazi k
oxidativni dekarboxylaci na pyruvat. Uvolnény COp je postupné zpracovavan
Calvinovym cyklem. Zbyly pyruvat je odvadén zpét do mezofylovych bunék k vyuziti v
dal$im fixa¢nim cyklu.

U jiné skupiny Cyg-rostlin (n€které tropické travy) je oxalacetat v cytosolu
transaminovan na aspartat (donorem aminoskupiny je glutamat), ktery je pak
transportovan do zvlastnich bun¢k v pochvach cévnich svazkl. Tam je nejprve opét
preménén na oxalacetat, ktery je bud’ ptimo dekarboxylovan, nebo je nejprve redukovan
na malat a pak teprve dekarboxylovan na COp a pyruvat. Ve vSech ptipadech je uvolnény
COy ve zvlastnich bunkach pochev cévnich svazki dale zpracovdvan Calvinovym
cyklem. Zbylé
produkty (pyruvat ¢i alanin) jsou transportovany zpet do mezofylovych bunék a regeneraci
primarniho akceptoru se cyklus uzavira.
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Obr.21. Schema dvou variant fixacni cesty C4: varianta s transportem malatu (nahofe) a s transportem
aspartatu (dolni ¢ast obrazku). Existuji i dalSi modifikace C4-metabolismu.

Fixacni cesta C4 je z hlediska vyuZiti COp neobycejné ucinna. Nejen proto, Ze v
mezofylu je COp (resp. HCO3~) velmi rychle a ucinn€ vazan PEP karboxyldzou na
fosfoenolpyruvat, ale hlavné proto, ze v buinkach pochev cévnich svazkii vznika
dekarboxylaci organickych kyselin velmi vysoka koncentrace CO» (asi 1500 cm3.m-3,
coz je témér desetkrat vice, nez byva v mezofylovych buikach C3- rostlin!) ZvySenou
koncentraci CO9 je téméf uplné¢ potla¢ena oxygenazova aktivita Rubisco, a tim tedy 1
fotorespirace. Chloroplasty v bunkach pochev cévnich svazki maji velmi malo gran, tudiz
1 malé zastoupeni grandlnich (pfitisknutych) ¢asti tylakoidnich membrén s fotosystémem
II. Proto 1 produkce kysliku rozkladem vody je pomérné mala.

Na druhé strané vSak cely mechanismus umoziujici zvySovat koncentraci COy v
odd¢€lené skupiné buncék schopnych jeho vazby Calvinovym cyklem vyzaduje jisté
provozni naklady. Na kazdou fixovanou molekulu CO» je nutno vynalozit energii nejen
tii molekul ATP v Calvinové cyklu, ale jest¢ navic 1 az 2 ATP na regeneraci
fosfoenolpyruvatu. Z toho miZeme usoudit, Ze rostliny s fixa¢ni cestou C4 mohou byt
zv1asté tspésné za podminek, kdy piikon zafivé energie neni limitujici, a kdy omezujicim
faktorem je spiSe nedostatecny pfisun CO» do listu. Také za vyssi teploty, kterd zvySuje u
C3- rostlin fotorespiracni ztraty, je vyhodné&jsi cesta Cy.

Je proto pochopitelné, Ze nejvice druhll rostlin s fixa¢ni cestou C4 nachdzime v
tropickych a subtropickych zemich. Celkem se jedna asi o tisic druht z 16 celedi, u
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kterych byla tento typ metabolismu dosud dokazan (seznamy uvadi Downton 1975 a
Andrés 1993). Nejpocetnéjsi skupinu tvoii tropické travy (vCetné hospodaisky
vyznamnych druhd, jako je proso, cukrova titina a kukufice), ale také asi 300 druht
dvojdéloznych bylin. Cy4- cesta se nevyskytuje u fas, mechii a nahosemennych, ani u
vétSiny listnatych stromi a ketd. V nasi fléfe (pokud nepocitime zminénou
introdukovanou kukufici, proso a nékteré zavleCené plevelné travy) se vyskytuji rostliny
C4 jen zcela vyjimecné. Jde predevSim o nepocetnou skupinu druhil teplomilnych trav
(napft. rodi Digitaria, Bothriochloa, Setaria a Cynodon).

5.5 Fixa¢ni cesta CAM

Ve velmi rozsahlé a taxonomicky rozmanité skupiné sukulentnich rostlin nachazime
dal$i zajimavou metabolickou variantu fotosyntetické asimilace CO7, oznaCovanou jako
fixacni cesta CAM (z angl. Crassulacean Acid Metabolism, nebot’ byla poprvé zjisténa u
rostlin Celedi tlusticovitych, Crassulaceae). Také zde, obdobn& jak u rostlin Cyg,
dochazi nejprve k vazb& HCO3™ na fosfoenolpyruvat a az pozdéji k vlastni asimilaci v
Calvinové cyklu. Celé fada dalSich znaki je vSak zcela specificka.

Prvni zvlasStnost spociva v tom, ze oba karboxylacni procesy probihaji v téze
buiice. Nejsou oddéleny prostorove, ale zato ¢asove - neprobihaji soucasné.

Dalsim svéraznym znakem je prvotni karboxylace v cytosolu zprostitedkovand PEP-
karboxylazou. Probihd totiZ pouze v noci. Na rozdil od Cg4- rostlin neprobihd soucasné
dekarboxylace a tak substrat pro karboxylaci (fosfoenolpyruvat) neni doplhovan z
uzavien¢ho cyklu. Musi byt tudiz obstaravan glykolyzou a piidavnymi reakcemi ze
Skrobu.

Ttetim rysem je hromadéni kyseliny jable¢né (ktera vznikd z primarniho produktu
karboxylace, oxalacetatu) v prubéhu noci ve velkych vakuolach. Jeji koncentrace mize
dosahovat az 0,3 M (= 3.102 mol.m‘3), a pH vakuolarni §tavy klesa az k hodnoté 4. Pro
spravnou funkci cesty CAM je proto velmi dilezitd jednak dostatecna velikost
vakuoly, ale i schopnost tonoplastu udrzet obrovsky koncentra¢ni rozdil ve vodikovych
iontech mezi vakuolou a cytosolem.

Konecné Ctvrtou specifitou je regulace druhé fixace CO). Za svétla je kyselina
jable€nd transportovdna do cytosolu, kde je dekarboxylovana. Uvolnény CO» je v
chloroplastech vyuzit Calvinovym cyklem. Nyni se vSak opravnéné mizeme ptat, proC je
CO»7 na svétle spotfebovavan pravé Calvinovym cyklem, kdyZz je pfitomna 1 0¢innéjsi
PEP-karboxyldza? Ta se nachazi dokonce pifimo v cytosolu, tedy bliZze substratu (CO»,
respektive HCO3"). Kromé toho v cytosolu téchZze bunék je pfitomna nejen PEP
karboxylaza, ale 1 dekarboxylazy.

Spravna funkce celé¢ fixacni cesty a Casova posloupnost jednotlivych reakci je
nepochybné podminéna dokonalou regulaci aktivity enzymt. Zdaleka ne vSem regulacnim
mechanismim rozumime. Vime vSak, ze PEP-karboxylaza
se v rostlinach s fixacni cestou CAM vyskytuje ve dvou reverzibilnich formach. Za tmy
je to forma aktivni (dokonale funk¢ni a navic necitliva ke koncentraci malatu). Plisobenim
zateni vSak prechazi do formy inaktivni (s velmi malou afinitou k CO», a ta je jeSté navic
siln¢ inhibovana pfitomnosti malatu). Tyto zmény jsou provazeny fosforylaci (za tmy) a
defosforylaci (za svétla) serinové slozky v jeji molekule. Je pozoruhodné, ze aktivita
PEP-karboxylazy v rostlinach typu C4 je regulovana pravé opacné - v aktivni formé se
vyskytuje pouze za svétla.

Svétlem je ovSem aktivovana celd fada jinych enzymit (z toho pét jen v Calvinové
cyklu!) a mechanismus aktivace je v soucasné¢ dob¢ intenzivné zkouman. U nékterych
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enzymu jde jen o redukci disulfidickych skupin na sulfthydrylové na svétle, nékdy je to
mnohem komplexné;jsi problém, jako napt. v pfipadé enzymu Rubisco.

U fixacni cesty CAM, obdobné jako u Cy, se prakticky neuplatiiuje fotorespirace. Je to
opét dano tim, Ze k fixaci COp Calvinovym cyklem dochédzi za podminek velmi vysoké
koncentrace CO» (po uvolnéni z malatu, az 5000 cm3.m'3!). Tato koncentrace zcela
potlacuje oxygenazovou aktivitu Rubisco.

I ptesto jsou vSak energetické naklady na fixaci jedné molekuly vySsi nez u cesty Cy.
Kromé spotieby 1 az 2 ATP na zpracovani malatu (jako u Cy4-cesty), jesté navic piistupuje
potieba 1 ATP na aktivni transport jedné molekuly malatu do vakuoly (zpétny transport je
pasivni) a 0,5 ATP na jednu molekulu CO» pii syntéze rezervnich sacharidi (ty jsou nutné
jako zdroj energie pti tvorbé PEP v noci).
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Obr.22. Schéma fixacni cesty typu CAM.

Fixacni cesta CAM se vyskytuje pfiblizn€ u 10 az 15 tisic druhli z vice nez 30 celedi.
Nékteré Celedi maji prakticky vSechny druhy typu CAM (napt. Crassulaceae, Cactaceae,
Mesembryanthemaceae), avSak obvykle je sukulence a vyskyt fixacni cesty CAM
vyhrazen jen nékterym zéastupciim. Vazba sukulence a metabolismu CAM je pochopitelna,
nebot’ velké vakuoly jsou potfebné ke zvySeni ulozné kapacity pro malat. Tedy
naprostd vétSina rostlin s fixani cestou CAM je vice ¢i méné sukulentni. Obracené to
vsak neplati - zdaleka ne vSechny sukulenty maji fixa¢ni cestu CAM !

Tim, Ze u rostlin s fixacni cestou CAM jsou piitomny oba karboxylacni enzymy ve
stejnych buiikach (neni zde prostorové oddéleni a dvoji druh chloroplastli jako u Cy-
rostlin), jsou také mozné rizné odchylky od popsaného typického priibéhu
opakované karboxylace COp. U fady druhd neni vyuZivan k denni fixaci Calvinovym
cyklem pouze CO7 ziskany dekarboxylaci malatu, ale i pfimo pfijimany ze vzduchu
(zejména po vycCerpani zasob malatu). Zndme vSak i takové druhy, které maji sice vSechny
ptedpoklady pro CAM metabolismus, ale zna¢nou ¢ast svého Zivota je vliibec nevyuzivaji
a asimiluji k nerozeznani stejn€ jako bézné Cj3- rostliny. MozZnost pfechodu z fixacni
cesty C3 na CAM jim vSak umoziiuje pouzivat fixacni cestu CAM za takovych podminek,
kdy je to vyhodnéjsi. To tedy znamena, Ze maji moznost dokonale pfizplisobovat sviij
metabolismus velmi Siroké amplitudé kolisani faktorti vné&jSiho prostiedi. Je poucné
sledovat, za jakych podminek vyuzivaji tyto druhy fixaéni cestu CAM, nebot z toho
mizeme dedukovat, jaké vnéjsi tlaky vlastné vedly k jejimu vzniku.
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Ptechod na fixacni cestu CAM ( = indukce CAM u téch sukulenti, které jsou toho
schopny) probiha:

- za nedostatku vody v pudé (nejcastéj$i pripad, hlavni vyhodou je omezeni
tranpirace),

- p¥i zasoleni pidy (omezeni transpirace vede k mensimu pfijmu soli),

- za vysoké teploty (napf. u rostlin rodit Sedum, Sempervivum).

Je zcela nepochybné, ze hlavni vyhody fixacni cesty CAM se uplatiiuji za nedostatku
vody. Jedine¢na schopnost CAM-rostlin pfijimat CO» v noci, kdy relativni vlhkost
vzduchu je vysokd a tudiz ztraty vody z listli jsou minimalni, umoznuje témto rostlinam
na jednotku vydané vody vytvofit asi desetkrat vétsi mnozstvi biomasy. Druhy s fixacni
cestou CAM také mohou za krajné neptiznivych podminek mit priiduchy dlouhodobé
uzavieny a provadét vnitini recyklaci COy uvolnéného z respiraCnich procest. To jiné
rostliny nemohou.

Hlavni centra vzniku a vyskytu sukulenti s fixacni cestou CAM lezi v aridnich
oblastech tropt a subtropti. Jen malo z nich je mrazuvzdornych - pravé pro velky obsah
vody ve svych burikach.

5.6 Souhrnné zhodnoceni u¢innosti fotosyntézy na arovni chloroplastu

Celkovou termodynamickou ucinnost fotosyntetickych procesti ur€ujeme jako pomér
mezi mnozstvim energie vazané v nove vytvorenych asimilatech, a energii fotonti, ktera
byla pfi tvorbé téchto asimilati spotiebovana. Hodnoty ucCinnosti fotosyntézy jsou
nepochybné dualezitym méfitkem rozdilii v potencialnich schopnostech rostlin vytvaret
novou biomasu, avsak jejich stanoveni neni vibec jednoduché. Dtuvodu je hned nékolik.
Ptfedevsim hodnoty Gc¢innosti jsou silné zavislé na rychle proménlivych faktorech, jako je
napt. mnozstvi zafeni, koncentrace substrat ¢i aktivita enzymii, a lze je tudiz urcovat jen
pro jisté zjednoduSené podminky. Déle je nutné se rozhodnout co vlastné¢ budeme
povazovat za vstupni energetické hodnoty - zda energii vSech fotont, které¢ dopadaji na
list a chloroplasty, a nebo pouze energii fotonli absorbovanych asimila¢nimi pigmenty.

Pti teoretickém hodnoceni uCinnosti fotosyntézy je uzitetné posuzovat oddélené
energetick¢é pfemény v primdrnich a sekundarnich procesech. Kolik je vlastné potteba
chemické energie na fixaci jednoho molu CO» ? Vime, Ze k zabudovani jedné molekuly
CO» do asimilati v Calvinové cyklu jsou nutné dvé molekuly NADPH a tii molekuly
ATP. Energeticky pozadavek na tvorbu jednoho molu NADPH je ptiblizné 220 kJ, a na
tvorbu molu ATP nanejvyS 50 kJ (Nobel 1991- piesné hodnoty jsou zavislé na
podminkach, za kterych reakce probihaji. Dosti Casto se uvadi jen 33 kJ, viz napf.
Vodrazka 1992). Fixace jednoho molu CO» je tedy celkem spojena s naklady asi 590 kJ.

Na Calvinuv cyklus jsou ale obvykle napojeny jesté dalsi reakce, které jsou v podstaté
neod¢liteln¢ spojeny s fixaci COp a které celkové naklady na fixaci zvySuji. U C3-
rostlin je to fotorespirace, u rostlin s fixacni cestou C4 a CAM opakovana karboxylace.
Z 0daji uvedenych v tab. 3 je zfejmé, ze fotorespiraCni ztraty u C3- rostlin zvySuji
celkové néaklady na fixaci CO» vice, neZ koncentracni mechanismy u rostlin typu C4 a
CAM. Uginnost biochemickych procesii fotosyntézy, uvedena v tab. 3, byla vypoéitana
jako pomér mezi energetickym ziskem (spalnym teplem, které odpovida obsahu volné
energie v molu fruktozy, = 2804 kJ) a naklady ptislusné fixacni cesty.
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Tabulka 3. Srovnani energetickych nakladi a Gc¢innosti v sekundarnich (biochemickych)
procesech fotosyntetické asimilace CO» u tfi hlavnich typt fixacnich cest (s vyuzitim Gdaj, které
uvadi Nobel 1991).

C3 Cyq CAM

Spotreba na fixaci 1 molekuly CO»:
ATP 3,00 4-5 5,5-6,5
NADPH 2,00 2,00 2,00
Energetické naklady na fixaci CO» (kJ mol‘l):
bez fotorespirace 590,00 640-690  715-765
veetné fotorespirace (priamer) 867,00 665,00 740,00
llilnergetické naklady na tvorbu fruktézy (kJ mol- 5202,00 3990,00 4440,00

):
Energeticka acinnost tvorby fruktozy: 0,54 0,70 0,63

Pro vypocet celkové ucinnosti fotosyntézy (véetné primarnich procesti) nas v prvé radé
zajima, jaké jsou maximalni hodnoty této ucinnosti. Obvykle vychazime z odhadu
minimalniho poctu fotonli, jejichz energie je nutnd pro tvorbu patficného mnoZzstvi
NADPH a ATP pro sekundarni procesy. Z diivejsiho vykladu jiz vime, ze k redukci jedné
molekuly CO» jsou nutné dvé molekuly NADPH a tfi molekuly ATP. K redukci dvou
molekul NADP* na NADPH jsou potieba étyii elektrony, které se uvolni ze dvou molekul
vody za spotieby energie z osmi fotontli, nebot’ dva fotony (v kazdém fotosystému jeden)
jsou nutné na transport jednoho elektronu necyklickou cestou. Tedy osm fotoni je
absolutni minimum pro zabezpe€eni dvou NADPH na redukci jedné molekuly CO5. Osm
fotoni vSak sotva postacuje k ziskani nutnych tii molekul ATP, nebot jejich tvorba
vyzaduje 9 H' (oxidaci dvou molekul vody ziskame 4 H™ a oxidaci plastochinonu ve
fotosystému II dalsi ¢tyfi, tedy celkem 8 H™T). PFipoéteme-li navic reakce pfidruzené ke
Calvinovu cyklu (fotorespirace ¢i opakované karboxylace), pak k zabezpeleni asimilace
jedné molekuly CO) je zapotiebi obvykle minimdlné 12 fotonii, jak bylo dokdzano 1
experimentalné. Pro tvorbu jednoho molu fruktézy potifebujeme tedy 6 x 12 = 72 moli
fotonl. Jeden mol fotona cerveného svétla (680 nm) predava pii absorbci v asimila¢nich
pigmentech energii 175 kJ, tudiz na zisk jednoho molu fruktozy (2804 kJ) jsou naklady 72
x 175 = 12600 kJ. Maximalni ucinnost (zisk/naklady) celého procesu fotosyntetické
asimilace CO9 je tedy piiblizné 2804/12 600 = 0,22 (= 22%).

Uvedené vypocty vychazely ze zateni absorbovaného v asimilatnich pigmentech a
pIn¢€ zuzitkovaného pro transport elektront. Jak uvidime jest¢ v dalsi kapitole, vyuziti
zateni dopadajiciho na list je mnohem mensi, nebot’ pfiblizné¢ 15 % fotosynteticky
aktivniho zafeni neni listem viibec absorbovano (Cast se odrazi, ¢ast je propusténa), a jisty
podil absorbuji 1 jiné soucasti listu nez asimilacni pigmenty.
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Se wvzristajici hustotou toku fotonli roste také mnoZzstvi zéafeni které sice bylo
absorbovano asimila¢nimi pigmenty, ale nemohlo byt vyuZito ve fotosyntéze pro
omezenou kapacitu pienosu  elektroni v primarnich  procesech.  Necyklicky
transport jednoho elektronu v tylakoidni membrané trva piiblizné pét milisekund. Ze
znalosti primérného poc¢tu molekul asimila¢nich pigmenti na jednotku plochy listi
béznych rostlin 1ze odhadnout, Ze pii hustoté toku fotosynteticky aktivnich fotont,
naptiklad 200 wmol m-2 g1, je excitovana kazda molekula pigmenta ptiblizné jedenkrat
za sekundu (Nobel 1991). Pokud by se v jednom fotosystému nachéazelo celkem 200
excitovatelnych molekul pigmentd, tak pfi uvedeném toku fotonii by byla kapacita
necyklického transportu elektronti v tylakoidech zcela nasycena (5 ms na jeden elektron
odpovida zpracovani 200 elektronli za sekundu).

Pti plném slunecnim zafeni je hustota toku fotosynteticky aktivnich foton zhruba
desetkrat vyssi (asi 2000 pmol m-2 s‘l) a v takovém ptipad¢ lze v asimila¢nich procesech
vyuzit jen jednu desetinu jejich energie. Zbyld Cast je preménéna pievazné na teplo.
Vhodnym rozmisténim listli v prostoru mohou rostliny do znacné miry ovliviiovat vyuziti
dopadajiciho zéfeni, jak bude jesté blize popsano.

6 Fyziologicky pristup ke studiu fotosyntézy

Pro své vyjimecné postaveni v Zivoté rostliny je fotosyntetickd asimilace CO»
intenzivné studovana nejen metodami bichemické a biofyzikalni analyzy bunécnych
struktur, ale 1 na Urovni list, celych rostlin ¢i dokonce porosti. Hlavni pozornost pii
tomto studiu neni obvykle zaméfena na poznani vlastni podstaty asimilacnich procest,
ale spiSe na hledani vnitinich a vné&jSich faktort omezujicich rychlost fotosyntézy
intaktnich rostlin v pfirozeném prostiedi. Cilem fyziologického vyzkumu fotosyntézy je
jednak poznani mechanismu fidiciho rychlost fotosyntézy u struktur s vysSi Grovni
integrace, ale 1 konkrétni aplikace ziskanych poznatktli, napt. v zemédélské vyrobé ¢i pii
ekologickém studiu piirozené vegetace. V kazdém ptipad¢ tento piistup vyzaduje pouZzivat
vhodné nedestruktivni metody. Daleko nejcastéji je fotosyntéza sledovana pomoci
méteni rychlosti prijmu CO7» do listl, méné Casto (napf. u vodnich rostlin) je
pouzivano meéfeni rychlosti vydeje kysliku. V soucasné dobé se stale vice vyuziva k
odhadu rychlosti fotosyntézy i méteni fluorescence chlorofylu in vivo.

Odhad rychlosti fotosyntézy z méfeni rychlosti vymény plynti (gazometrické metody)
je komplikovan respira¢nimi procesy v mitochondriich, které probihaji i na svétle a jsou
téz spojeny s vymeénou plynti. Pomoci gazometrie tedy nemizeme méfit skuteCnou
rychlost fixace CO9 v chloroplastech (ktera byva oznaCovana jako hruba fotosyntéza),
ale pouze rychlost Cisté fotosyntézy, coz je rychlost hrubé fotosyntézy zmensSend o
rychlost soucasné probihajicich respiracnich procesli spojenych s vydejem CO7 a s
piijmem kysliku.

6.1 Zareni a teplota jako hlavni vnéjSi faktory Fidici rychlost
fotosyntézy

Pokud provadime v piirodnich podminkdch dlouhodobd méfeni rychlosti
fotosyntézy a soucasné registrujeme i nejruznéjsi vngjsi abiotické faktory, mizeme pak
stanovit jejich vyznamnost pomoci statistickych metod. Nejtésnéjsi korelace byva téméer
vzdy zjistovana mezi fotosyntézou a zatfenim, na druhém misté je obvykle teplota.

Mnozstvi zafeni kolisd v dennich i ro¢nich cyklech a navic v porostech se
meéni 1 v zavislosti na umisténi listl v prostoru. Pfi studiu fotosyntézy nds zajima pouze ta
Cast spektra, ktera je absorbovana asimilacnimi pigmenty, tedy pfiiblizné v rozmezi
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vlnovych délek 380 az 710 nm (= fotosynteticky aktivni radiace, FAR). Mnozstvi zatfeni
dopadajici na jednotku listové plochy za jednotku casu méfime jako ozarenost v
jednotkéch toku energie (W.m‘z), ¢i jako hustotu toku fotosynteticky aktivnich fotonu
(zkracené PPF, z angl. Photosynthetic Photon Flux, mol.m‘z.S'l). Maximalni hodnoty za
jasného letniho dne &ni 400 az 500 W.m2, & 2000 az 2200 umol.m-2.s-1 FAR. Rychlost
Cisté fotosyntézy nejCastéji méfime poctem molit CO» piijatych jednotkou listové plochy
za sekundu.

Vztah mezi rychlosti Cisté fotosyntézy a ozaienosti listu neni linedrni, nybrz ma tvar
limitni kiivky charakteristického tvaru. Tradicné¢ byva oznaovana jako svételna krivka
fotosyntézy. Jeji pocatek na abscise lezi u takové hodnoty ozarenosti, pii které rychlost
hrubé fotosyntézy je praveé dostateCnd na kompenzaci soucasn¢ probihajici respirace (=
kompenzacni ozarenost, diive téz nazyvand svételny kompenzacni bod). Hodnota
kompenzacni ozétenosti je zavisla predev§im na rychlosti respirace (a tudiz i na teplot¢), a
také na strukturnich charakteristikach listd. Oboji vSak mlze byt opét zavislé na druhu
rostliny a podminkéch, za kterych roste. Nejcastéji se pohybuje v rozmezi 1 az 5 W m-2
(= ptiblizng 5 az 20 umol m-2s-1 FAR).

Rychlost fotosyntézy pifi vzestupu ozarenosti nad kompenzacni uroven zpocatku
stoupa téméi linearné, pozdéji se vSak zpomaluje a dale jiz nevzrasta - b
ylo dosazeno nasyceni fotosyntézy zafenim. Hodnotu ozaienosti, pii které k nasyceni
doslo, nazyvame saturacni ozarenost. Také v hodnotach saturani ozafenosti jsou
obrovské rozdily dané strukturnimi vlastnostmi listh (tenké listy ji maji vzdy nizsi) i
kapacitou biochemickych procesti. Obecné plati, ze listy s nizkou hodnotou saturacni
ozarenosti maji i nizkou rychlost fotosyntézy pii nasyceni zarenim.
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Obr.23. Zavislost rychlosti Cisté fotosyntézy na mnozstvi fotosynteticky aktivniho zafeni (pro srovnani jsou
uvedeny energetick€ i kvantové jednotky) u listil kukufice (C4-rostlina) a pSenice (C3). Rostliny pSenice

byly péstovany jednak za dostatku svétla, jednak v silném zastinéni (ostatni kultivacni podminky byly
shodné).
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JiZ pouhym pohledem na svételnou kiivku (presnéji pak po jeji derivaci) zjistime, Ze
nejvetsi prirastek rychlosti fotosyntézy na jednotku ptirtstku zaieni je na jejim pocatku,
tedy v oblasti nizkych hodnot ozatfenosti. Uvedeny pomér se nazyva kvantovy vytézek
fotosyntézy (Q):

_ pocet molt fixovaného CO,
Q= pocet molii fotont pohlcenych listem

Pti pfesném vypoctu kvantového vytézku vychazime ze zareni listem pohlceného - je
tedy nutné bézné¢ méefené mnozstvi dopadajiciho zéteni  korigovat hodnotami
odrazivosti a propustnosti pfislusného listu. Pfevracenou hodnotu kvantového vytézku
oznacujeme jako kvantovy poZadavek.

Za nizké trovné zaieni je rychlost fotosyntézy omezena predevsim dodavkou energie
(ve formé¢ ATP a NADPH) z primarnich (fotochemickych) procest. Proto hodnoty
kvantového vytézku, zjisténé ze sklonu pocatecniho, linearniho useku svételnych
kifivek nas informuji o0 maximalni ¢innosti fotochemickych procesti.

Tabulka 4. Kvantovy vytézek, kvantovy pozadavek a ucinnost fotosyntézy za nizké
ozafenosti listil rostlin s fixacni cestou C3 a C 4 za normdlni atmosférické koncentrace COp
a Oy apfi teploté 30 OC (s vyuzitim udaji: Ehleringer et Bjorkman 1977).

kvantovy kvantovy ucinnost
vytézek pozadavek fotosyntézy
C3- druhy 0,0524 19,08 0,12
C4- druhy 0,0534 18,72 0,12

Jak je zfejmé z udaju v tab. 4, maximalni u€innost fotosyntézy nameéiena u intaktnich
listh je podstatné mensi, nez teoretické hodnoty uvedené v piedeslé kapitole pro
chloroplasty. Rozdil je zplGsoben v prvé tfadé pohlcenim jisté casti fotosynteticky
aktivniho zateni v jinych strukturéach listu, nez v asimila¢nich pigmentech.

Rychlost fotosyntézy listli za vysokych hodnot ozafenosti (oblast platd svételnych
kiivek, nasyceni fotosyntézy zaifenim) neni obvykle ur¢ovana jedinym faktorem - kromé
nedostatecné kapacity sekundarnich (biochemickych) procesit miize mit velky vliv 1 mala
difuzni vodivost praduchii a také hromadéni produkti fotosyntézy. Zpusob, jakym
urcujeme vyznamnost jednotlivych omezujicich ¢initeld, bude popsan v dalsi kapitole.

Teplota je vedle zafeni druhym nejvyznamnéj$Sim vnéjSim faktorem, ktery ovliviiuje
rychlost fotosyntézy. Teplota kolisd v pravidelnych dennich i ro¢nich cyklech. Teplotni
optimum pro Cistou fotosyntézu lezi u vétSiny rostlin s fixacni cestopu C3 v rozmezi
15 az 25 OC, zatimco u Cy4-rostlin byva obvykle vyssi (25 az 35 ©C).
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Obr.24. Zavislost rychlosti Cisté fotosyntézy listh kukufice (C4-rostlina) a pSenice (C3) na teplote.
Minimélni a maximalni teploty mohou byt zna¢né€ ovlivnény dobou plisobeni teploty, teplotni optima jsou
stalejsi.

Cim je vlastné uréovéana teplotni zavislost fotosyntézy ? Primarni (fotochemické)
procesy se v bézném rozsahu teplot méni jen velmi malo. Citlivéji reaguji sekundarni (
biochemické) procesy fotosyntézy. Jejich rychlost se s teplotou zvySuje az po hodnotu
zhruba 400C, kdy zacina denaturace enzymui. Kfivka teplotni zavislosti ¢isté fotosyntézy,
méfené z vymény plyni,, nema ovSem tvar Ccisté teplotni zavislosti enzymatické
aktivity, nebot’ nutn¢ dochdzi k interferenci s kladnou teplotni  zavislosti
mitochondrialni respirace. U C3- rostlin navic s teplotou vzrista oxygendzova aktivita
Rubisco a tudiz i fotorespirace.

Minimalni teploty pfi kterych je jeSté méfitelna Cistd fotosyntéza jsou u vétSiny
druhti rostlin mirného pasma v rozmezi 0 az -3 9C, zatimco rast téchto druhti se zastavuje
jiz pti teplotach blizkych +5 OC. Fotosyntéza za nizkych teplot (blizkych nule) vede tedy k
hromadéni nevyuzitych asimilatt. U mrazuvzdornych druht (napt. naSe jehli¢naté stromy,
fada druhii trav véetné ozimych odrad obili) byva Cistd fotosyntéza meétitelna jeste pii
niz8ich teplotach (-5 az -7 ©C). Také teplotni optimum fotosyntézy byva u téchto druhti v
zimnich mésicich posunuto smérem k niz§im teplotam.

6.2 Stanoveni vyznamnosti faktort omezujicich rychlost fotosyntézy

Rychlost fotosyntézy listu ¢i celé rostliny se méni ve velmi Sirokém rozmezi jak v
prubéhu dne, tak 1 béhem vegetacniho obdobi. Neni to vSak pouze v dusledku kolisani
faktorti vnéjsiho prostiedi, ale i v diisledku vnitiniho stavu asimila¢niho aparatu, zejména
funk¢nich predpokladi dil¢ich biochemickych reakci. Na zménach rychlosti
fotosyntézy studované na organové urovni se podileji i morfologické a anatomické
charakteristiky. Ty ur€uji napf. maximalni vodivost difuznich drah pro COp v listech,
¢i pocet a usporadani chloroplasti v mezofylovych bunkach. Proto pii podrobnéjSim
zkoumani pfi€in rozdili v rychlosti fotosyntézy nevystaCime pouze se systematickym
mefenim této rychlosti u rostlin v pfirodnich podminkach a s naslednym statistickym
vyhodnocenim. Je zapotiebi provadét 1 pokusy v fizeném prostiedi s promyslené
navozovanymi zménami jednotlivych zkoumanych faktori. Neméné¢ dualezitd je 1
schopnost spravné interpretovat zjisténé reakce, posoudit jejich postaveni v dlouhém a
slozitém fetézci pticin a nasledkd.
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Pti kauzalni analyze rozdili v rychlosti fotosyntézy je velmi uzite¢né rozd¢lit si mozné
fidici proménné do jisté hierarchické posloupnosti. Vyjdéme z ustfedniho postaveni
Calvinova cyklu u béZnych rostlin s C3-fixacni cestou. Omezeni rychlosti fixace mize
bezprostfedné (primarng) zpiisobovat:

1) Karboxylacni aktivita enzymu Rubisco (kterd zavisi hlavné na jeho mnozstvi) a
dale na koncentract COp a Oj v chloroplastu. Za normalnich okolnosti je koncentrace
O7 vceelku stald a omezujici vliv ma pouze koncentrace CO». Jeji hodnoty (i pii stalém
slozeni vnéjSiho vzduchu) jsou siln€ zavislé na vodivosti difuznich cest v listu, predevSim
na vodivosti priduchi.

2) Rychlost primarnich (fotochemickych) procesu, ktera je zavisla na mnozstvi
zéfeni, asimilacnich pigmentt, prenaSect elektrond, atd.

3) Hromadéni produktu fixace CO». Mala rychlost pfemény fosforylovanych inter-
mediatd na konecné produkty (Skrob, sacharoza) vede k blokovani fosfatovych ionti
v cytosolu a k jejich nedostatku v chloroplastech.

Pomoci gazometrickych metod muizeme 1 u celych nepoSkozenych rostlin urcit,
ktery z uvedenych tfi procesit ma v daném okamziku nejvetsi omezujici vliv. Zakladni
postup takovéto analyzy spocCivd ve stanoveni zavislosti rychlosti ¢isté fotosyntézy na
zafeni a na koncentraci CO».

Interpretace svételnych krivek je pomérné jednoducha: pocatecni, ptiblizné linearni
¢ast kiivky, vymezuje interval hodnot ozafenosti, ve kterém asimilaci CO» omezuje
nedostateCna rychlost priméarnich procesti. Za saturani ozarenosti mize byt rychlost
fotosyntézy urCovana jak nedostatecnou karboxylac¢ni aktivitou, tak i hromadénim
produkti fixace. RozliSeni téchto dvou omezujicich vlivli je mozné po nahlém zvyseni
koncentrace CO» (€1 snizeni Op) ve vzduchu - pokud se rychlost fotosyntézy nezméni,
pak se jednd o limitaci asimilaty.

Pon¢kud naro¢néjsi je celkova analyza zavislosti Cisté fotosyntézy na koncentraci
CO». Je znamo, ze tato zavislost je u vétSiny rostlin (zejména s fixacni cestou C3) téméer
linearni az do hodnot, které jsou v cistém vzduchu bézné (okolo 350 cm3.m‘3).
Kompenzacni koncentrace CO» (= pruse¢ik COjp-kiivky s abscisou) je u Cy-rostlin
obvykle nulova ¢i velice blizka nule. U vSech C3-rostlin je vySSi nez nula, nejCastéji v
rozmezi 35 az 50 cm3.m3. Hlavni pfic¢inou téchto rozdill je fotorespiracni vydej COo u
Cj3-rostlin. Potlacime-li fotorespiraci (sniZenim koncentrace kysliku ve vzduchu na 2%),
pak rozdily mezi obéma skupinami rostlin zmizi.

Za dostatku zafeni je normalni koncentrace CO7 ve vzduchu nedostatecna pro zajisténi
takové rychlosti jeho toku do chloroplasti, ktera by odpovidala kapacité
fotochemickych a biochemickych procesii u Cjz-rostlin. ZvySeni koncentrace COp ve
vzduchu az do hodnot asi 1000 cm3.m-3 obvykle zvysuje rychlost Cisté fotosyntézy.
Limitujicim faktorem fotosyntézy neni pouze vné&j§i koncentrace COp, ale 1
vodivost difuznich cest pro CO7. Uvnitt listu (v intercelularach a v chloroplastech)
byva pii aktivni fotosyntéze koncentrace CO7 sniZena piiblizné o 20 az 50% ve srovnani
s okolnim vzduchem, coz je pravé dano omezenou difuzni vodivosti listu. Navic je tato
vnitini koncentrace siln¢ zéavisla na zménach v otevienosti priduchtii, které Ize casto
obtizné predvidat.

Presné stanoveni zavislosti rychlosti fotosyntézy na CO7 musi proto vychazet nikoli z
jeho koncentrace ve vzduchu v okoli listu, ale v intercelulardach (C;j). Neumime ji sice
pfimo méfit, ale miZeme ji vypocitat z rychlosti toku CO» do listu (= z gazometricky
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namétené rychlosti Cisté fotosyntézy, A), z vodivosti listu pro CO3 (gCc() a z koncentrace
CO» ve vnéjSim vzduchu (Cy):
Ci = Ca -A/ gco

Postup pfi méfeni a vypoctu gco byl popsan jiz diive (kap.4.3). Pocate¢ni linedrni
usek zavislosti A na C;j (méfime ji vzdy za saturacni ozarenosti!) vymezuje oblast, kdy je
fotosyntéza limitovana pouze aktivitou Rubisco. Z jeho sklonu lze vypocitat Gfinnost
karboxylace. Energetické zabezpeceni fotosyntézy z primarnich procest je dostatecné a
také jeji limitace hromadénim asimilatli nepiichazi v uvahu. Tyto dva procesy naopak
rozhoduji o maximalni rychlosti fotosyntézy pfi satura¢nich hodnotach C; (= platdo CO»-
kiivky).

Za normalni koncentrace CO7 ve vzduchu (350 cm3.m'3) a saturaCni ozafenosti se
hodnoty C; pohybuji nejcastéji mezi 200 az 250 cm3.m-3, coz byva pravé v oblasti
nejveétsiho ohybu A/Cj-kiivek. Rychlost fotosyntézy je v tom piipadé omezovéana jak
karboxyla¢ni kapacitou (aktivitou Rubisco), tak rychlosti fotochemickych proces,
piipadn¢ 1 hromadénim asimilati. Je proto vhodné dale urCovat i relativni podil téchto
faktori na omezeni rychlosti fotosyntézy, napt. z reakce na sniZeni koncentrace Oy (zvysi
se karboxylac¢ni aktivita o definovany stupen), nebo z reakce na nahlou a kratkodobou
zménu v ozafenosti. Pokud dojde po této zméné k oscilacim v rychlosti fotosyntézy,
sveéd¢Ei to o limitaci hromadénim asimilati.

Z kiivek zavislostt A na Cj; miZeme také urCovat relativni podil nedostatec¢né
vodivosti listu pro CO» (je dana predevSim vodivosti priduchil) na omezeni rychlosti
fotosyntézy. Tento podil zjistime ze srovnani hodnoty A pii skutecné C; s teoretickou
hodnotou A pii C; = C, (tedy pro piipad, kdy difusni tok CO» do listu by nebyl ni¢im
omezovan).
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Obr.25. Zavislost svételné nasycené rychlosti Cisté fotosyntézy na koncentraci CO5 v intercelularach (A/C;-
kiivka) a jeji vyuziti pfi analyze limitujicich faktorl fotosyntézy. Z rozdilu Aj-Aj lze urcit omezeni
rychlosti fotosyntézy nedostateCnou vodivosti difuznich cest pro CO5. Blizsi vysvétleni je v textu.
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Dosavadni studium limitujicich faktor rychlosti fotosyntézy u rostlin v piirozenych
podminkach ukazuje, ze jen zfidka lze oznalit pouze jeden faktor (¢i fidici komplex) za
limitujici. Na fizeni rychlosti fotosyntézy se obvykle podili vice mechanismt. soucasn¢ a
stfida se pouze jejich relativni vyznamnost. Regulacni mechanismy sméruji k optimalnimu
vyuziti vSech soucasti asimilacniho apardatu . Sméfuji tedy k takovému takovému
stavu  kdy, v daném prostiedi neni zadna z téchto soucasti ve vyrazném piebytku ci
nedostatku.

Zvlasté nazorn¢ muzeme tuto optimalizaci struktur a funkci pozorovat u rostlin
rostoucich za dlouhodobé nepiiznivych podminek. Pfi trvalém nedostatku zafeni (v
zastinéni) je v listech velmi maly obsah Rubisco 1 jinych enzymi, zato je udrzovano velké
mnozstvi asimilaCnich pigmenti ve svétlosbérnych komplexech. Pocatecni sklon CO»-
kiivek a platd svételnych kiivek ma proto jen nizké hodnoty, ovSem to jsou oblasti, ve
kterych tyto listy bézné neoperuji. Obdobny charakter fotosyntetickych zavislosti maji 1
rostliny rostouci za nedostatku dusiku. Ve vSech téchto ptipadech piesto zjiStujeme
hodnoty C; lokalizované do oblasti ohybu COj-kiivek, coz tedy znamend limitaci
rychlosti fotosyntézy vice dil¢imi procesy soucasné.

Pti studiu fotosyntézy na urovni celych rostlin je v soucasné dobé vénovana velka
pozornost dvéma problémim, které spolu ¢astecné souviseji. Je to jednak vliv trvale
zvySené koncentrace CO» ve vzduchu na rychlost Cisté fotosyntézy, a dale ovliviiovani
fotosyntézy rychlosti odbéru asimilata z listu.

Koncentrace CO7 ve vzduchu je sice z kratkodobého hlediska pomérné stala (denni a
ro¢ni vykyvy jsou zfidka vétsi nez +£10%), ovSem z kazdoro¢niho pfirtistku primérné
koncentrace lze usoudit, Ze ke zvySeni na dvojnasobek soucasného stavu by mohlo dojit
uz béhem piistiho stoleti. Pti této zméné (z 350 na 700 cm3 m‘3) se rychlost fotosyntézy
vétSiny béznych druhli C3-rostlin zvySuje piiblizné o 40 az 50%, coz se milZe projevit i v
podstatném zrychleni rlstu. ZvySend koncentrace COj stimuluje rychlost Cisté
fotosyntézy nejen proto, Ze Rubisco ma k COp pomérné malou afinitu a pfi normalni
koncentraci COy je v nenasyceném stavu, ale 1 diky potla¢ené fotorespiraci. U Cg4-rostlin
je PEP-karboxyldza v normalni atmosféfe prakticky saturovana CO», a dalsi zvySeni jeho
koncentrace nema vyznamny vliv na zrychleni fixa¢nich procest.

Pokusy s dlouhodobou expozici rostlin v uméle vytvorené "atmosfére budouciho
stoleti" (700 cm3 C02.m‘3 po nékolik mésict az rokil) ukazuji, ze za jistou dobu muize
dojit k postupnému poklesu rychlosti fotosyntézy ve srovnani s hodnotami na pocatku
expozice. Tento pokles souvisi se snizenim aktivity enzymua (piedevSim Rubisco) a s
hromadénim asimilati v listech. OvSem zdaleka ne vSechny dosud testované druhy takto
reagovaly.

Snizeni rychlosti fotosyntézy v disledku hromadéni asimilati ( zptsobené jejich
nedostateCnym vyuzivanim) neni pouze problémem u rostlin péstovanych za zvysSené
koncentrace COj, které maji velmi zrychlenou fotosyntézu. Je velmi zavazny i1 za
normalni koncentrace COy ve vzduchu, a sice za takovych podminek, kdy rostliny maji
malou kapacitu pro ukladani asimilatt ve form¢ zasobnich latek a soucasné je nemohou
ani vyuzivat ke zrychleni rtistu, at’ uz z divodi morfogenetickych, ¢i v dusledku inhibice
rustu vnéj$imi faktory (vodni stres, nizka teplota, atd.).

Soucasny vyzkum vztahli mezi vyuzivanim asimilati a fotosyntézou se zaméiuje na
feSeni n¢kolika otdzek soucasné. PredevSim jde o vysvétleni mechanismu inhibice
fotosyntézy, coz predpokladd porozumét biochemické regulaci slozit¢tho metabolismu
cukrt v buiikach (mimo chloroplasty). Najit tedy pficiny, které vedou ke zpomaleni tvorby
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sachar6zy (jako hlavniho cukru transportovatelného do jinych organti), k hromadéni
fosforylovanych cukrii a tim i k nedostatku fosfatovych iontii v chloroplastech. U tady
druhti vSak nelze negativni vztah mezi rychlosti fotosyntézy a koncentraci jakékoliv
cukerné slouceniny viibec dokazat, 1 kdyz pfi zvySeném odbéru asimilati jinymi organy
dochazi 1 u téchto rostlin k vyraznému zrychleni fotosyntézy.

Velké usili je téz v soucasné dob¢ soustiedéno na poznani mechanismu, ktery fidi
zvétSovani ulozné kapacity pro asimilaty (riist zasobnich orgdnti, semen, novych odnozi,
atd.) v zavislosti na zrychleni fotosyntézy. To jsou vSak jiz problémy, které mohou byt
feSeny pouze ve spolupraci jak s biochemii, tak 1 s rlstovou fyziologii
(fytohormonalni regulace) a s molekularni biologii rostlin.

6.3 Fotosyntéza na urovni porostu

Porosty  rostlin jsou nejslozitéjsi fotosyntetické struktury, jejichz chovani nelze
odvodit jen z funk¢nich charakteristik jednotlivych listh. Zvlastnosti vyplyvaji zejména ze
slozit¢tho rozmisténi listh v prostoru, coz spolu s velkou heterogenitou jejich
fotosyntetickych parametra vede k velkym rozdilim ve vyuzivani dopadajiciho zafeni.

K radiacnimu nasyceni fotosyntézy celého souboru listh v porostech nedochazi
prakticky nikdy. Jednak proto, ze nékteré listy jsou orientovany velmi Sikmo ke sméru
dopadajiciho zéfeni, ale hlavné proto, Ze dochazi k jejich vzajemnému stinéni. V béznych,
sttedn¢ hustych porostech byva celkova plocha listi vztazena na jednotku plochy porostu
(= pokryvnost listovi, angl. Leaf Area Index, LAI, m2 m'2) vzdy vétsi nez 1 (nejCastéji
mezi 2 az 5). Svételnad kiivka porostu ma proto podstatné jiny tvar nez svételné kiivky
jednotlivych listl - je mén¢ zaoblena a také hodnota kompenzacni ozafenosti je vyssi.

Porosty rostlin sice nemohou nikdy plné vyuzit fotosyntetické kapacity jednotlivych
listd, ovSem na druhé strané¢ vicevrstevné usporadané listy vyuZzivaji dopadajici zafeni
podstatné Iépe, nez listy rozlozené v jedné souvislé vrstvé. K pochopeni této skutenosti
si musime uvédomit, jak je to vlastné s efektivitou vyuziti zateni u jednotlivych lista.

V oblasti blizké saturacnim hodnotam ozarenosti, jak jiz vime, je mnoho dopadajiciho
zéafeni absorbovano listem zcela bez uzitku. Nejlépe je tedy vyuzito zafeni u takovych
porosti, které maji velkou listovou plochu, a listy jsou pfitom postaveny spise vertikalné
nez horizontdlné. V tom piipad¢ zaifeni pronika i do hlubSich vrstev porostu a je
rovnomeérngji rozdéleno na vétsi pocet listi. Ozafenost kazdého z téchto listl je
pochopiteln€ nizka, coz ovSem soucasné¢ znamend, ze vyuziti zafeni ve fotosyntéze
(Gc¢innost fotosyntézy) listli 1 celého porostu je vysoka. U fidkych porosti (
do hodnoty LAI = 3) vSak postaveni listli nemé na vyuziti zaieni celym porostem velky
vliv. U téchto porostl totiz pii vertikdlnim postavenim listi velmi vzristad podil zafeni,
které neni viibec listy zachyceno a dopada bez vyuziti na povrch ptdy.
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Obr.26. Rychlost fotosyntézy hustého porostu zblochanu (Glyceria maxima) s riznym sklonem listl a pii
ruzném mnozstvi dopadajiciho zafeni (modelové vypocty). Rychlost fotosyntézy je vztazena na jednotku
plochy porostu.

Pii vysokych hodnotach LAI se neobycejné zvySuje heterogenita ozafenosti
jednotlivych listil, ptiCemz spodni listy mohou byt 1 za jasného pocasi jiz velmi blizko
kompenza¢nim hodnotdm. Vzhledem k tomu lze u nich pozorovat n¢které zadvazné zmény
fotosyntetického aparatu, zejména velmi maly obsah karboxylaénich enzymi. Dusikaté
latky jsou z téchto listli translokovany do mladSich, kde je 1ze efektivnéji vyuzit.

I u velmi hustych porostd, u kterych dosahuje fotosynteticky piijem CO7
rostlinami n¢kolik graml na metr ctvereéni za hodinu, jen stézi Ize zjistit vyraznéjsi
snizeni koncentrace COp ve vzduchu uvnitf porostu (jen asi o 1 aZ 5%). Turbulentni
vymeéna vzduchu je i v hustych porostech po vétSinu dne velmi rychla.

7 Respiraéni procesy

Témét polovina vSech sacharidd vytvofenych fotosyntetickou asimilaci oxidu
uhli¢itého je v pribchu dne opét rozlozena v soubézné probihajicich biochemickych
reakcich, oznacovanych souhrnné jako respirace. Tento rozklad byva spojen s piijmem
kysliku a jeho kone¢nym produktem je oxid uhli¢ity a voda.

Zdaleka ne vSechny molekuly rozkladaného substratu jsou vSak oxidovany az na CO».
Smyslem respirace neni totiz pouze pfeména energie a jeji zpfistupnéni pro jiné
procesy, ale i tvorba jednodussich organickych molekul, které jsou vyuzity jako zakladni
stavebni moduly v navazujicich syntetickych procesech. Obdobné jako u fotosyntézy, cely
komplex respira¢nich procestt miizeme rozdélit do nékolika na sebe navazujicich skupin:

- rozklad primarniho substratu na jednodussi casti (glykolyzou a oxida¢nim
pentézovym cyklem, pfevazné v cytosolu),

- citratovy cyklus v matrix mitochondrii,

- elektronovy transport a s nim spojend oxidac¢ni fosforylace (na vnitinich membranach
mitochondrii).

7.1 Rozklad primarniho substratu v cytosolu
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V kazdé rostlinné buiice je pohotovostni zdsoba rychle vyuzitelného substratu,
tvofené¢ho predevSim sacharézou a  fosforylovanymi  hexdézami (glukéza-1-fostat,
glukoza-6-fosfat a fruktoza-6-fosfat). Tato zasoba se neustdle dopliuje jednak z
novych fotosyntatli (transportem triézafosfati, predevSim glyceraldehyd-3-fosfatu z
fruktosand, ale v jistych piipadech i lipidi a proteind.

Klasické schema glykolyzy zacind od molekuly hexo6zy, ze které po deviti krocich a za
ucasti deseti riznych enzymu vznikaji dvé molekuly pyruvatu. Molekula hexdzy se
nejprve dvakrat fosforyluje a pak rozpada na dvé fosforylované triozy. Klicové postaveni
pro dalsi reakce ma glyceraldehyd-3-fosfat, ktery slouzi jako donor vodiku pro redukci
pyridinového nukleotidu (NAD' na NADH). Pii dal$ich pfeménach na pyruvat prechazi
fostatova skupina na ADP za vzniku ATP.

U rostlin, na rozdil od zivocisnych bun¢k, byva Castéjsim produktem glykolyzy malat,
nikoli pyruvat. Ten vznika také z fosfoenolpyruvatu jako pyruvat, ale nepiimo pies
oxalacetat. Tvorbu oxalacetatu katalyzuje PEP-karboxyldza (viz obr. 28).

Energeticky zisk glykolyzy je velmi maly - z jedné molekuly hexo6zy lze ziskat
nanejvyS 2 ATP a 2 NADH, coz piedstavuje jen zlomek z celkové vyuzitelné energie
vstupniho substratu. Hlavni funkci glykolyzy je tedy piiprava jednodusSich sloucenin
(ptedevsim malatu a pyruvatu, ale i jinych meziproduktti) pro dalsi rozkladné i1 syntetické
procesy.

Pokud maji bunky dostatek kysliku, wvznikly malat ¢i pyruvat je dale
oxidovan v mitochondriich. Za nedostatku kysliku glykolyza sice probih4, avSak
hromadici se produkty musi byt zpracovany jinymi cestami, souhrnn¢ ozna¢ovanymi jako
fermentace (kvaseni). Akceptorem elektronii jsou v tom piipad¢ rizné organické latky a
kone¢nym produktem nejCastéji kyselina mlécna (laktat) nebo etanol. Pii téchto
reakcich  dochazi soucasné k regeneraci NAD™, takZe je zajiitén neruSeny pribéh
glykolyzy. Pti nahlém nedostatku kysliku dochéazi obvykle nejprve ke tvorbé laktatu, ale
pozdéji prevazuje tvorba etanolu, ktery je relativné méné toxicky (neptisobi silné
okyseleni cytosolu).

Reakce probihajici pii glykolyze jsou reverzibilni a skuteCné¢ také miizeme
nekdy v rostlindch pozorovat syntézu sacharidi z pyruvatu, malatu ¢i jinych jednoduchych
organickych sloucenin vzniklych rozpadem vétsich necukernych molekul. Tento proces
oznacovany jako glukoneogeneze je hojn¢ vyuzivan pii mobilizaci rezerv ulozenych ve
formé¢ tukti (napf. pti kli¢eni olejnatych semen).

Paralelné s glykolyzou obvykle probiha jest¢ jedna varianta rozkladu primarniho
substratu oznaCovana jako oxida¢ni pent6zovy cyklus. Na rozdil od glykolyzy umoziiuje
uplnou oxidaci hex6z aZ na CO», aniz by musely byt vyuzivany mitochondrialni procesy.
V prvni fazi tohoto cyklu dochazi k oxidaci jednoho uhliku v hex6ze az na CO7 za vzniku
pent6zy a dvou NADPH. Postupné se hromadici pentdzové molekuly mohou byt vyuzity k
tvorbe hexoz (regeneracni faze cyklu), a nebo téz pro jiné syntézy.

Pent6zovy cyklus je hlavnim zdrojem NADPH v cytosolu. Velky vyznam maji i
nekteré meziprodukty, napt. ribdza-5-fosfat jako prekurzor pro tvorbu nukleotidd,
erythr6za-4-fosfat pro tvorbu fenolickych sloucenin vcetné ligninu. Asi 20 az 30 %
sacharidii se rozklada pravé timto cyklem. Je tedy pro rostliny nepostradatelny a jeho
aktivita se snizuje pouze za anaerobnich podminek. Pentézovy cyklus ovSem nemize byt
nikdy hlavni respiracni cestou, protoze se v ném nevytvaii ATP, ktery je pro vétSinu
bunécnych procesii nejpohotovej§im a nenahraditelnym  zdrojem energie. Pent6zovy
cyklus probiha nejen v cytosolu, ale i v chloroplastech, ovSem tam pouze za tmy.
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Inhibice svétlem je nutna, aby se vyloucil jeho neptiznivy vliv na pribeh Calvinova cyklu
(konkuren¢nim odbérem gluko6za-6-fosfatu).

7.2 Oxidacni procesy v mitochondriich

Dalsi  oxidace malatu, pyruvatu a NADH, vytvofenych v glykolyze,
probiha v mitochondriich - tam je teprve dosazeno nejvétsiho energetického vytézku.
Mitochondrie jsou obdobné jako chloroplasty semiautonomni organely s dvojitou
membranou, s vlastnimi ribozémy, DNA a RNA. Vnéjsi membrana je pomérné dobie
propustna i pro velké molekuly (pfiblizn¢ do 10 kDa, tedy pro vétSinu bunécnych
metaboliti a iontdl). Vnitini membrana vytvaii vyrazné zahyby, oznacované jako kristy.
Na jejich vnitini stran¢ je zakladni hmeota (matrix) mitochondrie, z vnéjsi strany pak
mezimembranovy prostor. Ve vnitini membrané jsou hojné transportni  bilkoviny,
zvlast¢ pak antiportni pfenasece: pyruvat/OH -, malét/HPO42', a ATP/ADP. Hojné
jsou také ATP-syntazy.

vnéjSi membrana

——

zahyby vnitini
membrany (kristy)

mezimembranovy
prostor

matrix
(vnitfni vyplfi mitochondrie)

Obr.27. Obvykla stavba rostlinné mitochondrie
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Obr.28. Do rostlinné mitochondrie mtize vstupovat (pies specifické pfenaSece) nejen pyruvat, ale i malat.
Obrazek zachycuje ob¢ tyto moznosti, které vSak nemuseji byt vyuzivany soucasné ¢i stejné casto.

Pyruvat transportovany z cytosolu je v matrix mitochondrie nejprve dekarboxylovan -
uvoliuje se jedna molekula COy aacetitovy zbytek je vnaSen pomoci koenzymu
A do vlastniho citratového cyklu (n¢kdy byva téz nazyvan jako cyklus trikarboxylovych
kyselin ¢i Krebsuv cyklus podle svého objevitele H.A.Krebse). V ném se navazuje na
oxalacetat za vzniku Sestiuhlikaté kyseliny citronové, kterd v dalSich sedmi krocich
postupné ztraci dva uhliky (ve formé dvou molekul CO»p). Malat vchazi do citratového
cyklu ptimo. Elektrony z oxidacnich reakci jsou pouzity k redukci redoxnich sloucenin
(hlavné NAD™), nedochazi zde tedy k prenosu na kone¢ny akceptor - kyslik. Ne vzdy
ovSem musi byt veskery malat nebo pyruvat oxidovan v celé soustavé reakci. Citratovy
cyklus je pro buiiku vyznamnym centrem jak katabolickych, tak i anabolickych reakci,
zdrojem fady meziproduktl pro nejriznéjsi syntézy (napt. aminokyselin).
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Obr.29. Zjednodusené schéma citratového cyklu (nejsou uvedeny enzymy, zprosttedkovavajici naznacené
reakce).

Konecny pienos elektronii z redukovanych slouc¢enin, vzniklych v citratovém cyklu a
pii glykolyze, probiha pomoci slozité soustavy oxidoreduktdz, oznacované jako
respiracni retézec. Redoxni systémy, které tvoti tento fetézec, jsou umistény predevsim
na Ctyfech multiproteinovych komplexech, pevné zakotvenych ve vnitini membrané
mitochondrie.

Komplex I obstarava dehydrogenaci a ptenos elektroni z NADH
(vznikajicich v citratovém cyklu) pomoci FMN (flavinmononukleotid) a tfi az ¢ty
Fe-S  proteini s rozdilnymi redox potencidly. Elektrony jsou pienaSeny na
ubichinon, ktery je chemicky 1 funkéné podobny plastochinonim v chloroplastech.
Ubichinonu (a jeho redukované formy ubichinolu ¢i  hydrochinonu) je v
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mitochondridlni membrané¢ vzdy znacna zasoba. Vzhledem k jeho pohyblivosti je
dalezitym prostiednikem pro nékolik dalSich reakci, které mohou probihat soubézné.

Komplex I pracuje obvykle paraleln¢ s komplexem I. Je k nému pfipojen jeden
enzym z citratového cyklu (sukcindtdehydrogendza) a tak pfedevSim zajiStuje pienos
elektroni ze sukcinidtu na ubichinon pomoci redoxniho systému FAD - FADH»
(flavinadenindinukleotid), ktery je k uvedenému enzymu kovalentné¢ vazan. Soucasti
komplexu II jsou téz asi tii FeS-proteiny, fungujici jako pfenosové meziclanky mezi
FADH> a ubichinonem.

Komplex III , nazyvany téz cytochromreduktaza, obsahuje dva cytochromy b,
cytochrom c] a FeS-proteiny. Tyto redoxni systémy zprostfedkovavaji pfenos elektroni z
ubichinolu na dal$i mobilni pfenasec, cytochrom c.

Komplex IV, znamy jako cytochromoxidaza, obsahuje dva cytochromy typu a, které
jsou schopny, diky specificky véazanym iontim médi (kromé zeleza v hemové
skuping), pienosu elektronti na kone¢ny akceptor - kyslik.

Kromé¢ uvedenych zékladnich komplext byly zjistény v rostlinnych mitochondriich
jesteé nekteré dal§i pomocné systémy, umoziujici v jistych usecich hlavniho fetézce
soubézny transport elektronti. PredevSim jde o dva komplexy NADH-dehydrogenaz,
které maji obdobnou funkci jako komplex I. Jeden z nich je umistén na vné&jsi strané
membrany, kde usnadiiuje oxidaci NADH (a pravdépodobné i NADPH) ptichézejicich z
cytosolu. Dalsi komplex NADH-dehydrogenazy je pfipojen k vnitini strané membrany a
funguje zcela obdobné jako komplex I (1isi se vSak citlivosti k nékterym inhibitoram).

MEZIMEMBRANOVY PROSTOR

H* NADPH NADP* H* H*

vnitini mefrnbréna mitochondrie I \//c):\) /_j(_\
T . PR B B L e . >L/ C/ -T'Tg
i . S A0 2N Lei
: ‘ T - .| FeScytc,|,. = %. cyta I/ !
: voiné : e VB
:|KOMPLEX 1 NS ( IR 4
i ubichinony Cytbys | 7 | KOMPLEX |33
R v
Fp, Fe-s S owmiex |||
KOMPLEX i \] alternativni Pl &3
Fp,Fes /'~ oxid4dza Z_ Cytby, | cyta, i‘j
- x oA A A
NADH NAD* NADH NAD* sukcinat fumarat 120, H,0 120, H,0
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Obr.30. Hlavni proteinové komplexy s redoxnimi systéniy, zapojené do pfenosu elektrond ve vnitini
membrané mitochondrie.

Pozoruhodnou zvlastnosti dychaciho fetézce rostlinnych mitochondrii je existence
alternativni cesty, kterd umoziuje prenos elektronii z ubichinolu na kyslik i bez ucasti
cytochromovych komplext. Funguje tedy i po jejich zablokovéni kyanidem - proto byva
téz oznaCovana jako kyanid-rezistentni cesta. Transport elektront z ubichinolu na kyslik
pies komplex "alternativni oxiddzy" na vnitini strané¢ mitochondrialni membrany neni
spojen s prenosem vodikovych iontli a proto ani potencialni energeticky rozdil pienosu

nelze vyuzit pro tvorbu ATP (dochazi pouze k tvorbé tepla).
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Vyznam alternativni cesty pro rostliny je stile jest¢ predmétem vyzkumu. Byla
dokazana u vSech dosud zkoumanych druhii a vime, Zze obvykle probihd soubézné s
cytochromovou cestou, 1 kdyz mén¢ intenzivné. Jeji podil na celkovém toku elektronii
vSak napadn¢ stoupa pii nadbytku respiratniho substratu (napft. za vysokych rychlosti
fotosyntézy v listech) a proto je mozné, ze jde o zplsob, jak zajistit rychly rozklad
substratu (rychlej$im odvodem elektronl) a piitom si zachovat pod kontrolou optimalni
mnozstvi vytvafeného ATP. VétSi vyznam vsSak alternativni cesta asi ma jako regulacni
mechanismus pro udrzovani optimalniho poméru mezi mnozstvim ATP, NADH a
nékterymi  intermediatnimi  produkty citratového cyklu (napi. 2-oxoglutaratu,
spotfebovavaného pfi asimilaci amonnych iontt).
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Obr.31. Struktura prostetické skupiny (hemu) u cytochromu typu c, ve které¢ probihaji redoxni zmény
Fe2t/Fe3*,

U transportu elektron v membran¢ mitochondrii (ve srovnani s obdobnym
transportem v chloroplastech) je napadna velka pocetnost redoxnich systémi a moznost
vétveni hlavniho fetézce. Velky pocet systéml je nutny, aby se dosdhlo pozvolného
snizovani velkého rozdilu elektrického potencidlu mezi redukovanymi substraty a
kyslikem, a tim i1 u¢inného vyuziti uvolinované energie prevodem do makroergickych
vazeb ATP.
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Obr.32. Zmény redoxniho potencialu pfi pfenosu elektronli v membrané mitochondrii a jejich vyuziti pro
tvorbu ATP.

Tvorbu ATP z ADP, ktera je sptazena s transportem elektroni v mitochondriich,
oznacujeme jako oxidacni fosforylaci. Obdobn¢ jako v chloroplastech se na ni podileji
ATP-syntazy, vyuzivajici potencidlni energii elektrochemického gradientu vodikovych
iontd mezi matrix (pH asi 8,5) a mezimembranovym prostorem (pH asi 7). Gradient
vznika ¢innosti téch redoxnich systému, u kterych je ptenos elektronti spojen s vazbou
vodikovych ionti. Pti pfechodu do redukovaného stavu je prfibiraji z matrix, a pfi oxidaci
je odstépuji na vnéjsi stranu membrany. Molekuly ATP, které se hromadi v matrix, je
nutno neustale transportovat do cytosolu, a naopak do mitochondrii ptivadét ADP a
fosfatové ionty. Pro tento transport slouzi hojné antiportové pienaseCe ve vnitini
membrang.

7.3 U&innost a metody méfeni respiraénich procesi

K rozkladnym respira¢nim procesim mohou byt vyuzivany rtizné druhy substrati a
také ne vZdy je rozklad uplny, tedy az na CO5 a HpO. Pfesto je vSak uZite¢né védét, jaké
maximalni mnozstvi energie se mize pii respiraci uvolnit.

Pti uplné oxidaci jedné molekuly glukdézy miize vzniknout celkem az 32 molekul
ATP (2 v glykolyze a zbyvajicich 30 pak z mitochondridlnich procesit). Maximalni
ucinnost (efektivitu) respirace zjistime z podilu mezi ziskanou energii (standardni
volna energie 32 molekul ATP je pfiblizn¢ 1,6 MJ) a vstupni energii jedné molekuly
glukézy (2,8 MJ), coz je tedy zhruba 0,57. Zbyvajicich 43% chemické energie obsazené v
glukoze se z rostliny ztraci pfeménou na teplo.

V reédlnych podminkach vsak tak vysoké ucinnosti energetické premény glukozy sotva
muzeme dosdhnout. Zejména proto, ze v rostlinné buiice probihaji obvykle soucasné i
mén¢ energeticky ¢inné respiracni cesty, které vyslednou G¢innost nutné snizuji. Jednak
je to maldtova varianta glykolyzy, u rostlin mnohem castéj§i nez pyruvatova. Dale

pristupuje velmi malo uc¢innd alternativni cesta prenosu elektronti v mitochondriich.
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V cytosolu mohou jesté navic probihat v jisté mitfe dal$i oxida¢ni procesy, o jejichz
existenci se muzeme pomeérné snadno piesvédcCit. Po zablokovani cytochromové cesty
(kyanidem) 1 alternativni cesty (kyselinou salicylhydroxamovou, SHAM) je stale jesté
jistd respiracni aktivita méfitelnd. Pivodné byla souhrnné oznacovéna jako rezidualni
respirace, o jejiz biochemické podstaté a lokalizaci se dosud mnoho nevédélo. Bylo
vSak zndmo, ze probihd pouze mimo mitochondrie, a Ze pfi ni nevznika zadny ATP. Nyni
se vSak podafilo z této rezidudlni respirace vyclenit jednu Iépe definovanou slozku, a
sice takzvané peroxidazové dychani. Nejde vSak o néjakou samostatnou respiracni
cestu, ale pouze o oxidaci NADH (1 Op /2 NADH) katalyzovanou peroxiddzami. Mize
mit v§ak znaény podil (aZ 20 %) na celkovych oxida¢nich procesech v buiikach.

Energetickou uc¢innost respira¢nich procestt v zivé rostliné muzeme dnes studovat
pomoci modernich fyzikalnich metod. Pievratnou udalosti bylo zejména zavedeni
spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR), ktera ve spojeni s aplikaci
znacen¢ho fosforu (31P) umoziuje méfit rychlost tvorby ¢i rozkladu ATP in vivo. Pokud
soucasn¢ meétime spotiebu kysliku, miizeme vypocitat, kolik molekul ATP vzniklo na
jednu ptijatou molekulu kysliku. Pii nejefektivnéjsi cytochromové cesté¢ ve spojeni s
glykolyzou je tento pomér 6 ATP/ Oy (Cast&ji se vyjadiuje jako ATP/O = 3). U
alternativni cesty je ATP/O = 1, a u peroxidazového dychani ATP/O = 0.

Rychlost respirace vSak métime daleko nejcastéji klasickymi metodami, a sice bud’
stanovenim spotieby kysliku, nebo vydeje CO». Jiz vzacnéji se pouziva méfeni vydeje
tepla pomoci specialnich kalorimetrt.

Vydej CO»y stanovujeme jednak pritokovymi gazometrickymi metodami (ze zmény
koncentrace CO9 ve vzduchu po priichodu okolo uzaviené rostliny ¢i organu - tedy stejné
jako pfi méteni fotosyntézy), a jednak metodami nepritokovymi. Pti nich vylou¢eny CO9
jimdme do vhodného roztoku hydroxidu a poté jej kvantitativné stanovime titracne.
Existuje ovSem fada dokonalejSich metod, pfi kterych méfime zménu objemu ¢i tlaku
vzduchu zplsobenou respiracnim pifjmem Oy a absorbci vylouc¢eného CO» v uzavieném
systému (volumetrické a manometrické metody, napt. klasicky Warburglv pfiistroj).
Velmi rozsifené je stanoveni rychlosti respirace ze spotieby kysliku polarografickou
metodou (Clarkovo c¢idlo), a to obvykle pfi ponofeni méfeného organu do vhodného
roztoku. Prace v roztocich umoziuje snadnou aplikaci specifickych inhibitort
jednotlivych respiracnich cest, stanoveni podilu téchto cest na celkové rychlosti respirace,
a tedy 1 odhad celkové energetické ucinnosti oxida¢nich procest.

Uvedené metody miizeme s vyvhodou kombinovat. Zejména je uzitecné métit soucasné
vydej CO» a spotiebu kysliku a z toho pak vypocitat respira¢ni kvocient (RQ):

_ _vylouceny CO, (mol kg™)
prijaty O, (mol kg™)

RQ

Pokud prodychavany substrat pochdzi ze sacharida (coz je nejcastéjsi pripad), pak RQ
= 1. Pti oxidaci vysoce redukovanych sloucenin je hodnota RQ nizsi (pro vétSinu lipidi je
RQ pftiblizné 0,7, u proteini 0,8). Naopak, pro vice oxidované slou¢eniny muze byt i vyssi
nez jedna (napft. pro kyselinu citronovou jako substrat je RQ = 1,33).

7.4 Vnitini a vnéjsi faktory ridici rychlost respirace
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Regulace rychlosti respira¢nich procest je neobycejné slozity problém. Je to dano
piedevsim tim, Ze jde o komplex velmi raznorodych biochemickych reakci, které mohou
byt nezdvisle na sob¢ stimulovany ¢i inhibovany specifickymi metabolity. Ne vzdy musi
regulace sméfovat k zajisténi maximalné efektivnich energetickych pfemén. Piesto jiz
zname nékteré mechanismy a uzlové body v celém komplexu reakci, kterymi rostlina
muze zvlaste acinné tidit rychlost respirace.

Nepochybné nejdiilezitéjsi vnitini regulace sméfuji k piizpisobeni rychlosti respirace
energetickym potfebam rostliny. Nejjednodussi a vecelku samovolné piisobici regulacni
mechanismus je ovladan koncentraci adenylati, predevsim mnozstvim volného ADP,
které pochopiteln¢ vzrista pii vétsi spotiebé energie (rychlejSim Stépenim  ATP).
Koncentraci adenylati je jednak fizena rychlost glykolyzy (zménou aktivity enzymi
fosfofruktokindzy a pyruvatkinazy), a také rychlost oxida¢ni fosforylace v mitochondriich.

Rychlost respirace je dale zavisla na mnoZstvi primarniho substratu v buiikach.
Zvysené mnozstvi hexos (a také fosfatovych iontl) v cytosolu zrychluje glykolyzu 1
ostatni respiracni procesy. Rychlost hydrolyzy zasobnich sacharidii je zcela nezavisla na
aktivité¢ respiranich enzymt - je fizena samostatné, stejné tak jako rychlost transportu
nov¢ vytvafenych asimilati. Také oxidaéni pentdézova cesta neni ziejmé fizena
"poptavkou" po energii, nebot’ jeji hlavni vyznam je spiSe ve tvorb¢ intermediat.

V mitochondridlnim useku respiracnich procesi miize rostlina fidit jejich rychlost
pomoci signali do transportnich proteini ve vnitini membran¢. Tim ovlivni naptiklad
rychlost vymény ATP a ADP, ktera méa pro pritb¢h respirace zasadni vyznam.

Rostliny jsou schopny regulovat nejen celkovou rychlost respirace, ale 1 jeji
energetickou u¢innost. Je to déano existenci  paralelnich, energeticky odliSnych
variant glykolyzy (malatova a pyruvatova cesta), a zpracovani NADH v mitochondriich
(cytochromova a alternativni cesta). O vnitinich mechanismech, které urcuji aktualni
stupenn vyuziti jednotlivych cest, toho dosud mnoho nevime. Je vSak zndmo, Zze za
nedostatku energie v bunikach prevazuji energeticky ucinnéjsi cesty.

Krom¢ vnitinich regulaci, které mohou meénit rychlost respirace rostliny i ve zcela
neménném vnéjSim prostiedi, pisobeni vnéjsich abiotickych Ciniteld ma casto nadrazenou
regulacni tulohu.

Teplota ma zvlasté vyrazny vliv, nebot’ na ni zavisi rychlost vSech enzymatickych
reakci. Pfi zvySeni teploty o 109C se rychlost respirace obvykle zdojnasobi (faktor
Q10 = 2). To plati v teplotnim rozmezi ptiblizné¢ od 0°C do 25°C, pak se jiz rychlost
respirace zpomaluje, a pii teplotach okolo 4009C velmi rychle klesd. Zpomaleni pfi
vysSi teploté muze souviset s nedostatecné rychlou difuzi kysliku (difuze se také
zrychluje s teplotou, ale mnohem méné, s Qo = 1,1). Hlavni pfi¢inou zpomaleni a
posléze poklesu respirace je vSak obvykle denaturace nékterych enzymi. Neptiznivy vliv
vyssi teploty se zejména projevuje pii jejim delSim ptisobeni. Charakter teplotni zavislosti
respirace muze byt znatné¢ odliSny u riznych druht rostliny a byva ovlivnén i
podminkami, ve kterych rostou. Rozdily jsou zejména v hodnotach minimalni teploty, kdy
je vubec respirace jest¢ meéfitelna (u nékterych arktickych druhd i pii -20 ©C !) a v
hodnotach maxima, ale také rychlost vzestupu respirace v oblasti béznych teplot (napt. od
10 0C do 20 ©°C) nemusi byt zcela stejnd. Rozdily v Qo se mohou pohybovat v
rozmezi od 1,8 do 2.,4.
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Obr.33. Zavislost rychlosti respirace na teploté u listt titiny kfovistni (Calamagrostis epigejos) péstované za
dostatku svétla a v silném zastinéni (v obou piipadech Q¢ = 2)

Zareni nema na rychlost respirace pfimy vliv, ale ovliviiuje ji nepfimo pies
fotosyntézu. V cytosolu fotosyntézy schopnych bunék osvétlenych listli se fotofosforylaci
zvySuje koncentrace ATP a soucasné se snizuje mnozstvi ADP, cozZ mlze mit inhibi¢ni
vliv na rychlost respirace. Soucasné se vSak zvySuje mnozstvi volnych cukri, a tak na
zacatku temné periody je rychlost respirace zvysena.

Koncentrace Kkysliku je obvykle v mitochondriich dostatecnd, nebot’ jeho
transport do bunck je velmi rychly. V ptipadé¢ nedostate¢ného zéasobeni kyslikem
(hypoxie, naptiklad u kofenli rostoucich v =zaplavenych ¢i v udusanych pidéach)
dochazi v bunkach k celé fadé metabolickych zmén. PfedevSim je velmi omezena tvorba
ATP v mitochondriich, nebot’ je zpomalen transport elektronii (pro nedostatek jejich
kone¢ného akceptoru). Déle je v cytosolu stimulovdna fermentace a jeji produkty
(pfedevsim kyselina mlécna a etanol) jsou ve vétsi koncentraci toxické. Velmi Casto byva
za nedostatku kysliku pozorovano zvySeni rychlosti glykolyzy, které ovSem vede k
neefektivnimu vyc€erpani zasobnich latek (blize viz kap. 13.6).

7.5 Vyznam respirace pro dalsi fyziologické procesy v rostlinach

Respiracni procesy se sice tradicné v ucebnicich fyziologie rostlin probiraji jako
soucast uhlikového metabolismu, ovSem je nutné si stale uvédomovat jejich podvojny
charakter - slouzi jak k transformaci uhlikatych sloucenin, tak i k pfenosu obrovského
mnozstvi chemicky vazané energie. Respirace probihd, na rozdil od fotosyntézy, ve vSech
zivych buikdch rostliny a je proto spojena témét se vSemi ostatnimi fyziologickymi
procesy. I pfes tuto sloZzitost lze rozd€lit nadvaznosti respirace na jiné procesy do tii
hlavnich skupin:

a) energetickd a materidlova podpora riistovych procest (tvorby novych struktur),
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b) podpora procesti Udrzby jiz vytvofenych struktur (obména proteint, udrzovani
funkci membran)

c) energeticka podpora procesti spojenych s piijmem Zivin a s transportem latek v
rostling.

Zabezpecfeni ristu (syntézy nové biomasy) energii a intermediatnimi organickymi
slouCeninami, je prvotfadou ulohou respirace v rostlinach. Je proto pochopitelné, Ze
existuje piima zavislost mezi rychlosti ristu a rychlosti respirace. Vyssi rostliny vSak
nerostou rovnomérne ve vSech svych ¢astech a vztah mezi rychlosti riistu a respirace je
vazan vzdy jen na prislusnou ¢ast rostliny.

Biochemické procesy spojené s tvorbou stavebnich slozek noveé vytvarené biomasy
jsou vcelku dobfe zndmé. Pokud stanovime chemické slozZeni této nové biomasy, mizeme
vypocitat materidlové a energetické naklady na jeji tvorbu. Velmi uzitecny je téz vypocet
koeficientu energetické ucinnosti syntetickych procesi (Y):

_energie v nové vytvofenych slouceninach
energie ve spotiebovanych substratech

Tabulka 5. Mnozstvi jednotlivych slozek biomasy rostlin, které se vytvofi heterotrofnimi
procesy z jednoho gramu glukdzy, a koeficient ucinnosti jejich syntézy (Y). Na zakladé tdaju z
Penning de Vries (1972).

Slozka Vytvorené mnoZstvi (g) Y

oligo + polysacharidy 0,85 0,93
proteiny 0,67 0,78
lipidy 0,36 0,88
lignin 0,48 0,80

Jestlize zname chemické slozeni nové vznikajici biomasy, miizeme z uvedenych
dil¢ich naklada a G¢innosti vypocitat celkovou uc¢innost. Napiiklad v susiné novych listi
byva primérné 70% sacharidf, 15% proteind, 5% lipidi, 5% ligninu. Celkova ucinnost
syntetickych procesti by pak méla byt asi 0,85. To je ovSem hodnota teoretického maxima
ucinnosti, které prakticky nelze dosahnout. Biochemické syntézy z ftady divodu
neprobihaji jen po energeticky nejvyhodnéjSich cestach a kromé toho vyzaduji nékteré
dalsi neptfimé ndklady (napf. na transport vychozich substrati a konecnych produkti).
Skute¢na G¢innost se proto pohybuje nejcastéji v rozmezi od 0,50 do 0,75.

V kazdé burice, a to 1 u nerostoucich organi, probihaji energeticky narocné udrzovaci
procesy, jejichz rychlost musime vzit také v tvahu. Respirace spojena s udrzbou
bunécnych struktur a funkci byva nékdy vycleniovana do zvlastni kategorie ("udrZovaci
respirace"). Nejde samoziejmée o jiny typ biochemickych procest, ale pouze o jistou ¢ast z
celkové respirace, na které¢ je udrzba zéavisla. Stanovit velikost této slozky respirace je
metodicky velmi obtizné, piesto se vSak intenzivné hledaji vhodné postupy
(naptiklad stanovenim respirace u nerostoucich orgdni ¢i méfenim respirace téchze
rostlin za rizné rychlosti ristu s naslednou extrapolaci zjisténé zavislosti pro nulovou
rychlost ristu). Zda se totiz, Ze pravé ve velikosti udrzovaci slozky respirace mohou byt
znacné rozdily mezi druhy a odrtidami, coz miize vyznamné urcovat jejich potencilni
produkéni schopnosti. Moznost vyuzit rozdili v udrzovaci respiraci jako kritéria pfi
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Slechténi se proto jevi jako velmi perspektivni. Primérné denni ztraty biomasy zptisobené
udrzovaci slozkou respirace byvaji nejcastéji okolo dvou procent z celkové hmotnosti
rostliny.
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Obr.34. Ze série méteni rychlosti respirace pii rizné rychlosti ristu 1ze odhadnout (extrapolaci pro nulovy
rust) udrzovaci respiraci, a tedy i naklady na mimoristové procesy. (V. Gloser, nepublikovano).
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na udrzbu jednotlivych struktur a funkci v rostliné. K nejvice energeticky naro¢nym
procestim patii obména proteini. Primérna Zivotnost molekul proteinli zapojenych do
metabolickych procesii se odhaduje pfiblizné¢ na 10 dni (Penning de Vries 1972). Naklady
na jejich obménu se odhaduji zhruba na 10 mg glukdzy na gram susSiny za den. Obdobné
mnozstvi substratu se ziejmé spotfebuje pii udrzovani potencidlovych gradientl na
membrandch (aktivnim transportem iontll) a pfi transportu v lyku. Je pochopitelné, ze
obsah a ¢im kratsi je jejich zivotnost.

Velmi obtizné se také stanovuje mnozstvi respiraci uvolnéné energie nutné na prijem
nezbytnych iontu soli (mineralnich Zivin) kofeny. Tyto potize vyplyvaji z rozmanitosti
mechanismia pfijmu soli - vzdyt' i tentyZ ion mize byt nékdy pfijiman pasivné a jindy
aktivné. Hojn¢ pfijimany nitratovy iont mize byt nckdy téméf souCasné s piijjmem v
kotenech redukovan (energeticky velmi naro¢né !), jindy probiha redukce az v listech, kde
muze byt vyuzita energie z primarnich procest fotosyntézy. Nejnovéjsi vysledky ukazuji,
ze naklady na pfijem a prvotni asimilaci mineralnich Zivin budou vy$si, nez se dosud
odhadovalo. U rychle rostoucich druhit mohou vyzadovat asi 10 % veskeré energie
uvolnéné respiraénimi procesy v celé rostlin€, u pomalu rostoucich druhil (zvlaste pak za
nedostatku zivin v pide€) to miize byt i vice nez 20 %.

7.6 Respirace jako slozka uhlikové bilance rostlin
V  pifedchazejici kapitole byl naznacen kliCovy vyznam respirace pro
energetické a materidlové zabezpeceni ristovych procest. Je zfejmé, ze tuto ulohu muize
respirace plnit pouze v nadvaznosti na fotosyntézu, ktera je primarnim zdrojem chemické
energie a organicky vézaného uhliku. Ptirdstek biomasy rostliny ( AW) za jisty casovy
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interval je umérny rozdilu mezi integrovanymi hodnotami rychlosti hrubé fotosyntézy (F)
a celkové respirace (R) za stejny ¢asovy interval, jako v ptipadé W:

AW =F -R

Z tohoto globalniho pohledu vystupuje rychlost respirace jako ztratova slozka, kterd
nejen o nepostradatelnosti respirace pro rist, ale i o okolnostech, které mohou podstatné
meénit mnozstvi zakladniho  substratu spotiebovaného na jednotku nové vytvorené
biomasy - at’ uz se jedna o rozdily v uc¢innosti syntetickych ¢i udrzovacich procesti. Pro
srovnavaci ucely byva Casto vyhodné pouzivat souhrnnou charakteristiku oznacovanou
jako ucinnost ristu (YG). Vyjadfuje podil mezi piirGstkem biomasy a hrubou
fotosyntézou, a tedy i relativni podil respirace na snizeném zisku biomasy z asimilatt:

_ AW _ AW _F-R
F  AW+R F

Yo

Pokud by ucinnost riistu byla stale stejna, pak tvorba nové biomasy by byla pfimo
zéavisla jen na fotosyntéze:

AW =Y. F

Tomu tak ve skutecnosti neni. Z fady diivodl se hodnoty t¢innosti riistu béhem zivota
rostliny méni v Sirokém rozmezi od nuly (pokud rostlina nezvySuje mnozstvi biomasy, 1
kdyZ je fotosynteticky aktivni), az po maximalni hodnoty okolo 0,7. Studium zmén
Y@, at uz v prib&hu ontogeneze, ¢i za plsobeni riznych vnéjSich vlivli, méa nepochybné
znacny prakticky vyznam, a je také dobrym vychozim bodem pro hlubsi analyzu pficin.

Metody, které pouzivame pro stanoveni ucinnosti ristu, jsou zalozeny predevsim na
pfesném méfeni vymény CO» a piiriistku biomasy za nejméné jeden celodenni cyklus,
obvykle vSak za nékolik dni. Integrované hodnoty hrubé fotosyntézy, ktera neni
gazometricky pfimo méfitelna, odvozujeme z Cisté¢ fotosyntézy pfictenim integrovanych
hodnot soucasné probihajici respirace (ve svételné Casti dne povazujeme jeji rychlost za
stejnou jako v temnu). K vlastnim vypoctim Y@G (podle vztahii uvedenych nahoie)
potfebujeme znat bud” W a F, nebo jen gazometricky zjisténé hodnoty F a R, tedy bez
nutnosti ptimého méieni W.

Principialné odlisny zplisob stanoveni ucinnosti rtistu spociva ve vyuziti znaceného
uhliku. Rostliny jsou ponechany po jistou dobu asimilovat 14C02 a za n¢kolik dnu ¢i
tydnl se stanovi ubytek znaceného uhliku z jejich biomasy. Tato metoda je dosti naro¢na
nejen na technické provedeni, ale 1 na spravnou interpretaci vysledku.

Uginnost rastu byva pravidelné vyssi u rychle rostoucich druhti. Rist ptitom obvykle
vyjadifujeme v hodnotach specifické (relativni) rychlosti ristu, coz je rychlost tvorby
biomasy celé rostliny vztazena na jednotku jeji hmotnosti:

aw 1 [g.g’l.den'1 = den'l]

Ta w

Z praktickych divodii uvazujeme obvykle o specifické rychlosti ristu za cCasovy
interval jednoho dne. U extrémné¢ rychle rostoucich rostlin (r = 0,2 az 0,5 den‘l) mohou
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dosahovat hodnoty Y@ az 0,7, zatimco u pomalu rostoucich (r = 0,01 az 0,03 den™) byva
Y v rozmezi 0,3 az 0,5. Maximalni hodnoty specifické rychlosti rtstu, a tudiz i G¢innosti
rustu, jsou 1 za zcela shodnych podminek velmi odlisné u rtiznych druhti. Jde tedy o
vlastnost geneticky podminénou, kterd se ovSem v jistém rozmezi méni v prubéhu
ontogeneze 1 pod vlivem okamzitého stavu vnéjSich podminek.

Specifickd rychlost ristu se v pribéhu ontogeneze vzdy pomérné rychle snizuje.
Uginnost ristu viak klesa obvykle mnohem pomaleji, a nékdy dokonce miZe i vzristat.
Tento pomérné neocekavany priabéh byva pozorovan zejména u zemédeélskych plodin v
obdobi, kdy asimilac¢ni aparat je jeSté dokonale funkcni, ale pfitom jiz zapocalo
hromadéni asimilati v semenech a v jinych zasobnich organech. Pfirtistek biomasy
vyvolany hromadénim jen velmi malo pietvoienych asimilati (pfedevSim oligo- a
polysacharidli) je pomérné malo energeticky nékladny, a to jak z hlediska nakladi na
syntézu (= vysoka ucinnost syntetickych procesti), tak i z hlediska nakladt na drzbu, coz
souvisi s malym podilem funkénich proteinti v zasobnich organech.

Primérna ucinnost ristu béznych zemédelskych plodin za celé vegetacni obdobi byva
nejcastéji v rozmezi 0,4 az 0,5. To tedy znamena, ze nejméné jedna polovina vytvoienych
asimilata je spotfebovédna v respiracnich procesech. Vysoké hodnoty Yg mé naptiklad
kukufice a vSechny obiloviny, mensi pak okopaniny a lusténiny.

8 Asimilace dusiku, siry a fosforu

Dusik je vibec nejhojnéjSi minerdlni zivinou, kterou rostlina pfijima a svym
obsahem v rostlinné biomase je na ¢tvrtém misté - hned za uhlikem, kyslikem a vodikem.
Sira je zastoupena sice mén¢ (asi jeden gram v kilogramu susiny), ale stejné jako dusik je
nepostradatelnou soucésti bilkovin a fady dalSich stavebnich soucasti rostlin. Oba prvky
jsou piijimény z paidniho roztoku nejéastdji ve znaéné oxidované formé (NO;™ a SO4%) a
pted inkorporaci do organickych molekul spotiebuje rostlina hodné energie na jejich
redukci. Clovék ani ostatni Zivogichové nejsou schopni redukce nitrati a sirand a proto

jsou zcela odkazani i z tohoto hlediska na ¢innost rostlin.

8.1 Fixace dusiku

Ackoliv vzduch v atmosféfe je tvofen prevazné dusikem a plynny dusik je ve vysoké
koncentraci pfitomen i uvniti rostlin, pfesto je to prvek, jehoz nedostatek nejcasteji
limituje rychlost metabolickych procesti. Molekulovy dusik totiz vyssi rostliny nedovedou
piimo vyuzivat k asimilaci (fixaci) do organickych slouc¢enin. Tuto schopnost vSak maji
nékteré prokaryotni organismy a predevSim jejich Cinnosti vdéfime za zéasoby
vyuzitelnych dusikatych sloucenin, které¢ se vyskytuji v ekosfére.

Fixaci dusiku mohou provadét jednak nékteré mikroorganismy zijici volné v puadé
(napft. rodu Azotobacter a Clostridium), nebo v rhizosfére nékterych trav (zvlasté bakterie
rodu Azospirillum a Azotobacter). Nejvyznamnéjsi jsou vsak bakterie, které fixuji dusik
pii pevném symbiotickém spojeni s kotfeny nékterych druhti vyssich rostlin. Jde predevsim
o bakterie rodu Rhizobium, 1 kdyz symbiotické fixace dusiku jsou schopny i1 nékteré
aktinomycety (Frankia spp.) a sinice (Anabaena, Nostoc) . K hostitelskym rostlindm patii
vétSina druht Celedi Fabaceae, dale pak nckteré stromy a kefe z celkem asi 23 rodu
(napt. Alnus, Myrica a Hippophae).
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Tabulka 6. Hlavni typy prokaryotnich organismi se schopnosti fixace N, jejich
hostitelské rostliny a potencidlni hodnoty fixa¢ni aktivity (kg N na hektar za rok).
Aktualni hodnoty rychlosti fixace kolisaji v Sirokych mezich v zéavislosti na vnéjSich
podminkach. (Udaje pievzaty od riiznych autort).

Fixator Hostitelska rostlina Fixace

1. Hlizkové symbidzy

Rhizobia

Rhizobium leguminosarum bob (Vicia faba) 45 -300

Rhizobium trifolii jetel (Trifolium sp.) 45 -350

Rhizobium melilotii vojtéska (Medicago sativa) 50 - 400

Aktinomycety

Frankia sp. olse (Alnus sp.) 50 -150
teSetldk (Hippophae sp.) 180

Sinice

Anabaena azolae kapradiny rodu Azolla 50-80

Nostoc sp. cykasy rodu Macrozamia 18

2. Asociativni symbiozy

Azotobacter, Klebsiella, Bacillus, tropické travy 3-10

Azospirillum

3. Volné Zzijici fixatori

sinice (rizné rody) 8-120

Azotobacter, Clostridium, aj. 1

Podivejme se trochu blize na pribéh nejcastéjsi a také nejdilezitéjsi symbiotické
fixace dusiku bakteriemi rodu Rhizobium. Téchto bakterii zndme celou fadu druhd, a ty
maji vesmés specifickou afinitu jen k ur€itym druhim hostitelskych rostlin. Vyskytuji
se bézn¢ v pudé€ jako saprofytni organismy bez fixacni aktivity. Pfi kontaktu s kofenem
vhodné hostitelské rostliny pronikaji po enzymatickém naruSeni bunécné st€ny do bunck
epidermis (obvykle do kotfenového vlasku), a pak dale az do vnitinich vrstev kiiry. Tam
stimuluji rast bun€k, takze nakonec vznikd kofenové hlizka o velikosti 2 az 4 mm.
Bakterie se usazuji v cytoplazmé vnitinich (obvykle tetraploidnich) buné¢k hlizek. V kazdé
buiice jich byva nékolik stovek. Usazené (ned€livé) a ponékud zvétSené bakterie
nazyvame bakteroidy. Jednotlivé skupiny nékolika (5 az 20) bakteroidd jsou obaleny
peribakteroidni membranou, ktera vznika invaginaci plazmatické membrany hostitelské
buiiky. V cytosolu bunék s bakteroidy se vytvari zvlastni protein (leghemoglobin) ¢ervené
barvy, ktery reguluje vnitini koncentraci kysliku. Ta totiz musi byt udrzovéna na nizké
urovni, pokud ma fixace dusiku probihat efektivné.

Je nutné zduraznit, Ze cely proces vzniku symbiotického vztahu - migrace bakterii v
pude ke vhodnym kotentim, tvorba hlizek a usazeni bakterii v bunikdch, probiha za aktivni
spoluprace hostitelské rostliny. Bakterie jsou vabeny ke kofenim specifickymi latkami
(atraktanty) flavonoidniho charakteru, vylu¢ovanymi z kotenil. Tyto sloueniny soucasné
indukuji v bakteriich tvorbu specifickych metabolitii (lipochitinové oligosacharidy), které
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maji zasadni dualezitost jednak pro uspéSny prinik bakterii do bunc¢k kotene hostitelské
rostliny, a také pro indukci tvorby nékolika desitek zvlastnich proteinti koédovanych v
genomu hostitelské rostliny a oznacovanych jako noduliny. Ty se podileji na utvareni
hlizek a na zabezpeceni fixacni funkce symbiotickych bakterii.

Vlastni redukce molekulového dusiku probihd v bakteroidech, které jsou
hostitelskou rostlinou zédsobovany sacharidy. Redukce dusiku na amoniak je energeticky
dodat minimaln¢ 8 elektronil (z toho 6 na tvorbu NH3 a 2 na soucasné probihajici tvorbu
H»), a dale energii z 16 molekul ATP. Souhrnné 1ze celou reakci vyjadfit:

N,+8e¢ +8H +16 ATP —>2 NH; +H, + 16 ADP + 16 P;

Cely proces je katalyzovan nitrogenazou, coz je enzymovy komplex slozeny ze dvou
casti oznaCovanych jako Fe-protein a Mo-Fe-protein. Ty se jest¢ déli na nékolik
podjednotek s redoxnimi skupinami typu Fe-S. Nitrogenaza je privadéna do aktivniho,
redukovaného stavu pomoci elektront pfenasenych k ni z jinych metabolickych procest.
Poslednim donorem elektroni byva obvykle ferredoxin nebo flavodoxin. Pii pfenosu
elektront v nitrogenaze je nutny i hoi¢ik navazany na ATP.

Odhad rychlosti fixace dusiku se obvykle provadi ze stanoveni aktivity nitrogenazy,
kdy vyuzivame jeji schopnosti redukovat i jiné slouceniny, nez je dusik (stanoveni malych
zmén koncentrace dusiku ve vzduchu je totiz velmi obtizné). Nejcastéji pouzivame
acetylen, pfidavany ke vzorkiim kofent ¢i pudy v uzaviené nddobce. Vznikajici etylen lze
vysoce citlivé méfit pomoci plynové chromatografie.

Aktivita nitrogendzy v bakteroidech je inhibovana vyssi koncentraci kysliku, ovSem
soucasné kyslik je nezbytny pro respiracni procesy. K regulaci koncentrace Oy uvnitt
bunék slouzi nejen zminény leghemoglobin, ale také vysoky odpor pro difuzi kysliku,
ktery kladou vnéjsi vrstvy bunék kotenovych hlizek.

44



infekéni vlakno
s pronikajicimi bakteriemi

OH
HO 0
dihydroxyflavon
0]
Mg® HADP+PI nt \
ferre(éoxin ® Fe-profein Mo- Fe'”protein No H
red.
® ferredoxin ‘ Ferrolein—MgM P Mo -Fe protein NH3 Hp
oxid.
MgATP
[§ v 7
NITROGENAZA

Obr.35. Pronikéni bakterii rodu Rhizobium do kotend hostitelské rostliny, struktura jedné ze sloucenin
vylucovanych z kofent vojtésky (vabicich baktérie), a schema vlastni fixace dusiku.

Amonné ionty transportované z bakteroidii jsou pfimo v cytoplasmé hostitelskych
bunék zabudovany do organickych sloucenin (nejcastéji glutamin, glutamat a asparagin) a
ty jsou pak vedeny xylémem do nadzemnich ¢asti rostliny. V listech jsou pfevazné pouzity
k syntéze dalsich aminokyselin. Cast z tdchto produktil je transportovana zpét do kofen.

Mezi fixacni aktivitou jednotlivych druhti a kmena symbiotickych bakterii mohou byt
znacné rozdily. Proto se vénuje v souCasné dob& velkd pozornost nalezeni téch
nejefektivnéjSich mikroorganismi (selekci, genovymi manipulacemi). Nemensi usili se
také veénuje nalezeni nejvhodnéjSich  hostitelskych rostlin. Existuji totiz velké
genotypové rozdily v poctu vytvarenych hlizek na jednotku kofenti a rostlina také do
zna¢né miry miZe fidit rychlost fixace Ny v hlizk&ch. Tato rychlost se podstatné méni v
prubéhu ontogeneze - nejvyssi je vzdy v obdobi tvorby semen.

Mnozstvi symbioticky fixovaného dusiku se snizuje pii vysSim obsahu anorganickych
forem dusiku v pidé¢. Je to veelku pochopitelné, nebot’ ptijem nitratovych ¢i amonnych
iontl z plidy je pro rostliny méné energeticky naro¢ny, nez fixace N».
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8.2 Asimilace nitrati a amonnych ionti

Schopnost symbiotické fixace dusiku je vyhrazena pomérné¢ malé skupiné rostlin -
vSechny ostatni jsou odkézany na piijem dusikatych sloucenin z ptidy. Nejc€astéji se jedna
0 nitraty, nitrity a amonné ionty, které v pudé vznikaji z padni organické hmoty ¢innosti
mikroorganismt (= mineralizace dusiku). Pti rozkladu organickych latek vznikaji nejprve
amonné ionty (amonifikace). Ty se dale mohou oxidovat na nitrity (bakteriemi rodu
Nitrosomonas) a dale na nitraty (Nitrobacter) v procesech souhrnné oznacovanych jako
nitrifikace. Pii nedostatku kysliku v pudé mize dochdzet k mikrobidlnimu rozkladu
dusi¢nanti na molekulovy dusik ¢i na plynné oxidy dusiku (denitrifikace) a tim i ke
ztratam dusiku z pady.

Je to tedy ptfedevSim dynamika ptidni mikroflory, ktera rozhoduje o mnozstvi a typu
slougenin dusiku v pdé. Cinnost mikrobd je oviem ¥izena podminkami prostiedi. Tak
naptiklad za nizké teploty a nizkého pH pldy je znan€ zpomalena nitrifikace (tvorba
nitratll) a hromadi se pouze amonné
ionty, nebot amonifikacni mikroflora je mnohem odolnégjsi k nepifiznivym vliviim.
VétsSinou vSak maji rostliny k dispozici soucasné rizné piijatelné formy anorganickych
sloucenin dusiku.

Nitratové ionty piijaté z pady nemulze rostlina zabudovat do organickych latek svého
téla pfimo, ale az po redukci na ionty amonné. K této redukci mize dochazet u nékterych
druhtt pfimo v kofenech, u jinych az v listech. Misto redukce lze zjistit jednak
analyzou xylemové S§tavy, jednak stanovenim aktivity enzymu nitratreduktizy v
prislusnych organech. AvSak i1 u druhfi, které¢ obvykle redukuji veskeré nitraty v
kotenech, muze nékdy dochazet k jejich transportu do listl, a to v téch pfipadech,
kdy aktivita nitratreduktdzy v kotenech je bud’ snizena (napf. nizkou teplotou), nebo je
nedostateCna vzhledem ke zvySenému piijmu nitrati. Redukci nitrati lze popsat
souhrnnou rovnici:

NO; +8¢ +10H" — NH, +3 H,0

Jiz z prvniho pohledu na tuto rovnici je zfejmé, ze jde o velmi narocnou redukci
(oxidacni Cislo dusiku se méni z +5 na -3 !). Také je uziteCné si vSimnout, Ze se
spotiebovava vice vodikovych iontd nez elektront. I kdyz jeden H™ se vraci pfi
inkorporaci NH41 do proteindi, celkové musi dochazet k tbytku HT. Pro zachovéni
optimalniho pH v bunkéch jsou tedy nezbytné¢ jist¢ kompenzatni mechanismy. U
kofenti obvykle zjistujeme snizeny vydej HT do ptdniho roztoku a naopak zvysené
vyluCovani OH- a aniontd organickych kyselin (pH pudy se tedy zvySuje!). Redukce
nitrat v listech je provazena také zvySenou tvorbou organickych kyselin (zvlasté kyseliny
jable¢né ze sacharidli pies fosfoenolpyruvat a kyselinu oxaloctovou). K témto reakcim
dochazi vcelku samovolné, nebot’ aktivita PEP-karboxylazy je stimulovdna zvySenym pH.
Cely reak¢ni systém byva oznacovan jako biochemicky pH-stat.

Pti blizSim pohledu na redukci nitrat v rostlinach zjistime, Ze jde vlastné o dvé
navazujici reakce. Tou prvni je redukce nitratu na nitrit:

NO; + NADH+H" —>NO, +NAD" + H,0

Tato reakce probihd za ucasti enzymu nitratreduktdzy v cytosolu bunék (ne v
organelach). Nitratreduktaza je klicovym enzymem pfi asimilaci nitratt v rostlinach, na
ktery se pravem soustied’uje intenzivni vyzkum. Dnes jiz vime, Ze se jedna o komplex
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slozeny ze dvou totoznych podjednotek (homodimer). Kazdd z nich obsahuje tii
prostetické skupiny: FAD, hem a molybdenovy komplex.

Mnozstvi nitratreduktazy v rostlinach siln¢€ kolisd v zavislosti na genotypu i na celé
fad¢ faktorti prostfedi. Vzhledem k velmi kratké zivotnosti tohoto enzymu (polocas
rozpadu je jen nékolik hodin), v bunkéach soucasné¢ probihd jak syntéza, tak i rozklad
(proteolytickymi enzymy). Rychlost syntézy a tudiz i potencialni aktivita nitratreduktazy
je v ptimé zavislosti na mnozstvi nitratl v bunce. Jedna se tedy o typicky pfipad indukce
enzymatické aktivity substratem, ktera je jinak u vysSich rostlin velmi vzacna (na rozdil
od bakterii, kde je béznd). Maximalni aktivita nitratreduktazy (dana hlavné rychlosti jeji
syntézy) byva méfitelna asi 6 az 12 hodin po zvySeni koncentrace nitratii v buiice. Aktivita
tohoto enzymu je také stimulovana svétlem - jednak diky vyS$i produkci reduktanti
(mize byt vyuzivan jak NADH, tak i NADPH), ale pravdépodobn¢ i jinymi, na svétle
zavislymi mechanismy (zvySeny transport NO3~ z vakuol a syntéza enzymu v zavislosti na
informacich z fytochromového systému). Stimulace svétlem je ale podminéna pfitomnosti
nitrat v buiice - pouze tedy umociiuje uc¢inek substratové indukce.

Navazujici redukce nitritu na amonny ion probiha u listii v chloroplastech, u jinych
organi pak v proplastidech. Nejlépe je pritbéh tohoto pro
cesu prozkouman v plastidech list. Zde se totiz vyuziva primarnich reakci fotosyntézy
a vSech Sest potfebnych elektronii je pfenaSeno z ferredoxinu pomoci enzymu
nitritreduktazy:

NO, +6¢e +8H  —>NH, +2 H,0

Pti redukei nitriti v kofenech a v jinych nezelenych organech je donorem elektronii
NADH ¢i NADPH, produkované respiracnimi procesy:

NO, +3NAD(P)H+5H" —>NH, +3 NAD(P)" +2 H,0

Neékteré nové prace naznacuji, ze 1 v tomto piipad¢ je do pfenosu elektronii na
nitritreduktdzu zapojen protein velmi podobny ferredoxinu.

Amonné ionty, vytvoiené z nitratu ¢i piijaté koreny z pudy, pisobi velmi neptiznivé
na bunécny metabolismus (zejména inhibuji tvorbu ATP) a proto jejich rychla vazba do
dalSich sloucenin (u piijmu z piidy piimo v kofenech) je zivotn¢ dilezita. Prvni reakci je
obvykle tvorba glutaminu (amidovou vazbou na glutamat) za spotieby jedné¢ molekuly
ATP. Glutamin je hlavni slou¢eninou, ktera umoziuje rostlinam skladovat rezervni dusik
v organické vazbé, proto také byva v hojné miie obsazen v zasobnich organech.

Cesty syntéz dalSich dusikatych sloucenin v rostlinach jsou jiz problematikou cisté
biochemickou. Jde piedevSim o tvorbu nejriiznéjSich aminokyselin. Ta zacind u
glutaminu, z n¢hoz vznik4d glutamat. Aminoskupina glutamatu pak mize byt dale
pienasena transaminaci na rtizné organické kyseliny za vzniku aminokyselin. Celkovy
pocet organickych sloucenin s obsahem dusiku je u rostlin mnohem vétsi nez u zivocichl
- mnohé z nich slouzi jako ochrana vii¢i patogentim a herbivoriim.

Z fyziologického hlediska je velmi zajimavé sledovat zmény v obsahu dusikatych
latek v riiznych organech béhem rustu. Mladé kliCici rostliny ziskavaji veskery dusik ze
zéasobnich bilkovin ulozenych v semeni (proteinova téliska). Velmi rychle po zacatku
kli¢eni jsou zasobni proteiny hydrolyzovany na aminokyseliny a amidy, ze kterych jsou
opét syntetizovany nové druhy proteint a dalSich latek.

Cely dalsi rast a vyvoj rostliny je provazen maximalni uspornosti v hospodaieni s
organicky vazanym dusikem. Zvlast¢ dramatické zmény nastavaji pti starnuti organii a pii
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tvorbé semen ¢i plodi. Funkce rostliny za téchto situaci smétuji k translokaci dusiku do
mista nejvetsi potieby z  ostatnich  svych ¢asti. Protoze nejvice dusiku je vazano v
bilkovinach, dochazi v prvé fad¢ k jejich rozkladu. Ze starnouciho listu, diive nez uschne,
muze byt translokovéano az 85 % veskerého dusiku.

Pti tvorbé semen a plodl u rostlin nedostate¢né zasobenych dusikem je méfitelny
pokles fotosyntézy listi. Tento na prvni pohled paradoxni jev se da vysvétlit prave
prednostnim zasobenim reprodukcnich orgdnt dusikem z listli (tedy 1 z karboxyla¢nich
enzymi), a to i za cenu snizené tvorby sacharidi.

8.3 Asimilace sirant a fosfore¢nanu

Sira je nejCastéji piijimana z pidy v podobé¢ siranil a jejich asimilace v rostliné ma
nékteré podobnosti s asimilaci nitratii. Je to také energeticky velmi narocny proces, ktery
souhrnné¢ mizeme vyjadfit takto:

SO +ATP+8¢ +8H" —K% +4H,0 + AMP + P;

K redukci siranti obvykle dochazi v chloroplastech listli, v omezené mife mtize
probihat 1 v kofenech (asi v proplastidech). Siranovy iont se nejprve vaze na ATP za
vzniku adenosin-5-fosfosulfatu (APS) a jedné molekuly pyrofosfatu. Ta se vSak zéhy
rozpada na dva fosfatové ionty. Teprve pak dochézi k vlastni redukci prenosem elektronti
- u listt je
donorem ferredoxin. Je zapotiebi celkem osmi elektronti, nebot’ oxidacni ¢islo siry se
meéni z +6 na -2. Cely proces redukce siranového iontu v APS neni dosud uspokojivé
popsan. Konecnym produktem je vSak sirnikovy iont, ktery je velmi rychle vestavén do
organickych vazeb. Naprostd vétSina asimilované siry je pouzita ke tvorbé aminokyselin
cysteinu a metioninu, které¢ nemusi byt pouze soucasti bilkovin, ale i nékterych dalSich
latek (naptiklad koenzymu A).

Asimilace fosforu rostlinami je pomérn¢ jednoducha, protoze fosfor - na rozdil od
dusiku a siry - zastava téméi stdle v plné oxidovaném stavu. Z pudy je pifijiman jako
dihydrogenfosfatovy iont (HoPO4"), pouze ve vyjimecnych piipadech (za vysokého pH)
jako HPO42‘. Koncentrace téchto iontii v piidnim roztoku jsou vzdy extrémné nizké (0,5
az 2 uM) a proto pfijem obvykle vyZaduje metabolickou energii.

Po vstupu do cytoplasmy kotenovych bunék jsou fosfatové ionty rychle esterifikovany
do ATP. Cast z nich je pak jesté v kofenech vyuzita na syntézu fosfolipidi, DNA a RNA,
cast se uklada jako zasoba do vakuol. V cytosolu se stabiln¢ udrzuje jen velmi nizka
koncentrace.

Z kotenti miize byt fosfor transportovan do nadzemnich organi jak ve formé volnych
fosfatovych iontl, tak i vazany v ATP. U vétSiny rostlin jsou vSak na delsi vzdalenosti
transportovany prednostné anorganické formy fosforu, zatimco uvnitt bun€k (napt. mezi
organelami) pfevlada vyména ATP a ADP. Pii starnuti listi je asi 60 % z jejich celkového
obsahu fosforu translokovano lykem do jinych organti.

Vzhledem k nizké koncentraci fosforu v cytoplasm¢ je doba jeho obratu v
metabolickych procesech velmi kratka (jen asi 5 minut). Daleko nejvice fosfatovych ionti
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pak pii syntéze a obménach fosfolipidii, RNA a DNA.
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