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2. CAST - METABOLICKE PROCESY

Poznavani neuvéfitelné velkého mnoZstvi chemickych sloucenin a reakci pti pfemeénéch latek
v zivych bunikéach je hlavni néplni védniho oboru biochemie. Pro rostlinného fyziologa jsou
detailni znalosti o metabolickych pochodech ovSem také velice cenné, piedevSim jako
podklad k vysvétleni procesti na vysSich organizacnich trovnich (organy, celé rostliny).
Fyziologie rostlin vSak nejen vyuziva biochemické poznatky, ale ma vypracované i vlastni
metodické ptistupy jak studovat metabolické projevy rostlin nedestruktivné (in vivo), a to
1 u rostlin rostoucich v ptirodnich podminkach. K pochopeni vztahlm mezi metabolismem
a ostatnimi funkcemi rostliny bude sméfovat nésledujici ¢ast u¢ebniho textu. Nemtizeme ale
zcela vypustit prehled zakladnich poznatkii o metabolickych procesech na buné¢éné urovni.

Fotosynteticka asimilace oxidu uhli¢itého - zakladni poznatky

Naprosta vétSina rostlin ziskava veSkerou energii pro své metabolické procesy z priméarniho
energetického zdroje - slune¢niho zatreni, a veskery uhlik z anorganické slouceniny - oxidu
uhli¢itého. Jsou to tedy fotoautotrofni organismy. Diky témto schopnostem maji klicové
postaveni v celé biosféte, nebot’ ostatni (heterotrofni) biotické slozky ekosystému, vcetné
Cloveéka, pouze vyuzivaji energii bohaté organické latky vytvorené rostlinami.

Procesy vedouci k vazbé oxidu uhli¢itého do organickych sloucenin s vyuzitim radiacni
energie oznaCujeme jako fotosyntetickou asimilaci CO,, zkracené (i kdyz ne zcela piesng)
hovotime o fotosyntéze. Obecnéji Ize definovat fotosyntézu jako souhrn procesit spojenych
s pfeménou energie fotonu (kvant zdareni) do volné chemické energie, kterd je ddle vyuZita
pii biologickych syntézach. Chemicka energie ziskana ze zareni muze byt totiz vyuzita ptimo
v chloroplastu nejen k redukci anorganickych sloucenin uhliku, ale 1 k jinym biochemickym
reakcim, napf. k redukci anorganickych sloucenin dusiku a siry.

Fotosyntetickd asimilace oxidu uhlicitého, kterd je ustfednim metabolickym procesem
rostlin, zahrnuje velké mnozstvi dil¢ich reakci, které 1ze rozdélit do ti skupin:

e fyzikalni procesy souvisejici s absorpci zatrivé energie v molekulach asimilac¢nich

pigmentt a s rezonan¢nim pienosem zachycené energie k reak¢nim centriim,

o primdrni fotochemické a redoxni procesy spojené s prenosem elektroni redoxnimi
systémy k redukci NADP (nikotinamidadenindinukleotidfosfat) a k energetické
podpote vzniku ATP (adenosintrifosfatu) z ADP (adenosindifosfatu),

o sekunddarni biochemické reakce, ve kterych dochéazi k vazbé CO, do organickych
sloucenin s vyuzitim energie produkti primarnich procest.

Je potieba poznamenat, Ze fotosyntetické procesy jsou z evolu¢niho hlediska velmi staré -
vyvinuly se jiz u primitivnich prokaryotnich organismti pred né¢kolika miliardami let, i kdyz
zpocatku jejich Gi€innost byla mala. V této piivodni podobé ziistaly zachovany napft. u sirnych
baktérii. Ale jiz u sinic (coz jsou ovSem také velmi staré prokaryotni organismy) evoluce
syntetick¢ho aparatu vedla ke zvySeni celkové efektivity. Navic nové nabyta schopnost
uvolnovat elektrony $tépenim molekul vody a vyuzivat je k tvorbé redukovanych slouc¢enin
otevfela témto organismim cestu ke kolonizaci Sirokého spektra stanovist. Do nejdokonalejsi
podoby se ovsem fotosyntetické procesy rozvinuly az u eukaryotnich rostlin, kde probihaji ve
specializovanych organelach - chloroplastech.
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Stavba hlavnich funkénich celki v thylakoidech chloroplastii

Chloroplasty jsou organely s dvojitou povrchovou membrdnou a s dal§im, vysoce
specifickym vnitfnim membranovym systémem, oznaCovanym jako thylakoidy. Thylakoidni
membrany sice vznikaji z vnitini obvodové membrany chloroplastu, avSak vytvareji zcela
oddélenou soustavu uzavienych plochych vacka. Skupiny tésné na sebe pfiiléhajicich
thylakoidli nazyvame grana. Ty Casti membran, které k sob¢ v granech pfiléhaji, oznacujeme
jako granalni (pfitisknuté, stésnané) thylakoidni membrany. Maji pon¢kud odlisnou skladbu
a funkci nez ty, které volné¢ komunikuji s okolim. Prostor uvniti thylakoidi (lumen) je
vyplnén vodou s rozpusténymi solemi. Thylakoidy jsou vysoce specializované struktury
slouzici k efektivnimu zajisténi krajn¢ obtiznych fotochemickych procesi, tedy vlastni
pfemény radiani formy energie v chemickou. Gelovy roztok mezi thylakoidy (stroma) je
kodovanych v plastidovém geonomu, syntéza asimila¢nich barviv, mastnych kyselin, ale
zcela prevazuji procesy vedouct k asimilaci anorganickych forem uhliku, dusiku a siry.

Chloroplast jako dejiste fotosyntezy u eukaryotnich rostlin

vHEJST
a vnitini
membrana

thylakoidy

thylakoidni
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' Protein-pigmentovy
komplex

(fotosystém)

Specifické znaky chloroplastu

e semiautonomni organely s viastnim genomem,
proteosyntézou a mnozZenim (délenim),

e obsahuji asi 300 druht proteint, syntetizuji véak z nich
jen asi 90 (ostatni se importuji z cytosolu),

e vytvareji se z proplastidl, do funkéniho stavu se vyvijeji
jen na svétle,

e maiji dvojitou membranu na obvodu a uvniti dalsi
membranovy systém plochych vackl (thylakoid(),

e thylakoidy maji zviastni typ membran s vysokym obsahem
galaktolipid( (misto fosfolipid().

METABOLICKE PROCESY 2



V membranach thylakoidl je pozoruhodné vysoky obsah integralnich bilkovin - obvykle
asi 60 az 65 % jejich hmotnosti. Na vétSinu z nich se vdze velké mnozZstvi molekul
asimilacnich barviv (chlorofylt a karotenoidll) za vzniku protein-pigmentovych komplexii.

Proteiny v thylakoidnich membranach, at’ uz s navazanymi pigmenty ¢i bez nich, nejsou
rozmistény nahodné, ale sdruzuji se do velmi dokonale organizovanych shlukii (funkénich
celkll), které mohou sice pracovat do znacné miry samostatn¢, ale obvykle spolu navzajem
spolupracuji. Rozdélujeme je do ctyf hlavnich skupin: fotosystém 1, fotosystéem 11,
cytochromovy komplex a ATP-syntdza.

Oba typy fotosystému (I a II) se sklddaji z centrdlni Casti (reakcéni centrum, jadro
fotosystéemu), 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 preddvat excitacni energii (ne elektrony!)
do reakcniho centra, kde zacina viastni prenos elektronii. Na transmembranovych proteinech
Jjadra byvaji ptipojeny nejen asimilacni barviva, ale 1 molekuly latek s redoxnimi vlastnostmi,
které slouzi jako pfenaSece elektrond.
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Chemicka stavba nejcastéjsich asimilacnich pigmentt

Z asimilacnich barviv, kterych byva v kazdém z obou fotosystémi nékolik stovek
molekul, mé zcela vyjimecné postaveni chlorofyl a. Nejen proto, ze je ho daleko nejveEtsi
mnozstvi (asi tf1 Ctvrtiny vSech barviv v chloroplastech), ale také pro schopnost ptejit do
ionizovaného stavu ztratou elektronu pfi jeho excitaci zatfivou energii. Tuto schopnost maji
ovSem jen né€které molekuly chlorofylu ¢ umisténé v jadru fotosystémi. Chlorofyl a
nachazime ve vSech Castech fotosystému, na rozdil od chlorofylu b, ktery byva zastoupen

pouze v anténach. ,
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Chlorofyl b mé jen piidavnou (akcesorickou) funkci, pro fungovani fotosyntetického
aparatu neni nezbytny. Chlorofyly jsou zelené, protoze zelenou cast viditelného spektra
nejméné absorbuji, a tudiz vétSinu ji odrazeji. Nejveétsi absorpei maji v oblasti modré (vinové
délky zhruba 400-500 nm) a Cervené (600-700 nm).

Karotenoidy maji nejCastéji zlutou, oranzovou a Cervenou barvu. Absorbuji hlavné
kratkovinnou ¢ast viditelného zafeni (mezi 400 - 500 nm). Nachazime je jak v anténach, tak
1 v jadie fotosystémul. K nejhojnéjSim patii beta-karoten a ze skupiny xantofyll pak lutein.
Maji jednak funkci svétlosbérnou (jako doplitkové pigmenty), ale navic velmi vyznamnou
funkci ochrannou. Pokud totiZ molekuly chlorofylu absorbuji vice zafivé energie, neZ muize
byt vyuzito pro pienos elektronil, pak mize dojit k energetickému ovlivnéni molekul kysliku.
Vznikly "singletovy" kyslik, i nékteré dalsi ,,reaktivni* formy aktivovaného kysliku, maji
destrukéni ucinky na stavebni soucésti thylakoidd. Pokud je ale nadbyte¢nd energie
pievedena ke karotenoidiim, mtze byt zneskodnéna pfeménou na teplo. Podrobnéji jsou tyto
procesy popsany ve Ctvrté Casti téchto ucebnich texti, kterd je vénovana stresové fyziologii.
Karotenoidy jsou pravé pro svoji ochrannou funkci pro Zivot rostlin naprosto nezbytné.
Bezkarotenoidni mutanti plisobenim svétla velmi rychle hynou.

Dva zminéné typy fotosystémui maji kromé& uvedenych spole¢nych znaki i fadu odlisnosti
ve své stavbé a funkci. Existuji i jisté rozdily mezi druhy a navic tentyz druh miize sloZeni
fotosystemui (hlavné pocetnost LHC) ponékud ménit v zavislosti na podminkdach prostredi.
Nize uvedené charakteristiky maji proto zna¢né pravdépodobnostni charakter.

Fotosystém I (PS I) se nachazi vyluéné ve ,,volnych* ¢astech thylakoidnich membran,
které komunikuji pfimo se stromatem. Nevyskytuje se tedy v téch Castech tylakoidd, které
k sobé¢ tésné priléhaji. Jadro fotosystému I (reakéni centrum) obsahuje predevsim dva velké
polypeptidy (Ia, Ib), které na sebe vazou ionizovatelnou molekulu chlorofylu a (ozna¢ovanou
jako P700, nebot’ absorbuje nejvice zafeni o vinové délce 700 nm). Obvykle se vSak jedna
o dimer, tedy o dvé stejné, spojené molekuly. Celkem je k proteinim reakéniho centra
pfipojeno jesté asi 50 az 130 dalSich molekul chlorofylu g, spole¢né s n¢kolika molekulami
karotenoidd. K proteinim reakéniho centra je téZ ptipojeno nékolik redoxnich sloucenin
slouzicich k pfenosu elektronii (blize viz str.8). Anténni systém fotosystému I (= svétlosbérny
komplex, LHC I) obsahuje asi 100 molekul chlorofylu a i b (v pfiblizném poméru 3:1), které
jsou vazany na nékolik integralnich proteini v tésné blizkosti reakéniho centra.

Fotosystém II (PSII) je lokalizovan v granalnich (pfitisknutych, stésnanych)
membranach thylakoid. Jeho hlavni cast (bez vnéjsi antény) je tvofena obvykle Sesti
integralnimi a tfemi perifernimi proteiny. Jadro (reak¢ni centrum) fotosystému II tvofi dva
integralni proteiny oznacované jako D1 a D2, na které byva navazano asi 50 molekul
chlorofylu a, v€etn¢ jedné zvlastni ionizovatelné molekuly P680 oznaeni opét vyjadiuje
vlnovou délku svétla s maximem absorpce). Déle je na proteiny jadra fotosystému trvale
pfipojeno n€kolik molekul prenasect elektronti (feofytin, a dva plastochinony typu Qa a Qg).
K fotosystému II patii i komplex ve kterém dochazi k fotolyze vody. Byva téz oznacovan jako
OEC (Oxygen Evolving Center). Je tvofen nckolika malymi perifernimi proteiny,
pfipojenymi z vnitini strany (z lumen) thylakoidni membrany. Na nich jsou navazany 4 ionty
manganu, dale ionty Cl'a Ca®" K pienosu elektronti mezi komplexem oxidace vody a P680
slouzi redoxni zmény v molekule aminokyseliny thyrosinu.

Na proteiny v tésné blizkosti reak¢niho centra fotosystému II byva obvykle piipojeno asi
100 molekul chlorofyld a + b, a také nékolik molekul beta-karotenu. Dohromady tak
vytvareji celek oznaCovany jako vnitini anténa. Kromé toho je k fotosystému II volné
pfipojena jesté dalsi, vnéjsi anténa (= vn&jsi LHC II). Ta obsahuje celkem asi 100 az 200
molekul chlorofyld a + b, a také jist¢ mnozstvi karotenoiddi (hlavné xanthofyld, napf.
violaxanthin a lutein). Pigmenty ve vnéjsi antén¢ jsou také vazany na vhodné nosice -
bilkovinné molekuly (vzdy asi 10 molekul chlorofylu, a 1 az 3 molekuly karotenoidii na
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jeden polypeptid). Vnéjsi antény nejsou pevné spojeny s vnitinimi ¢astmi fotosystému. Za
nadmérné¢ vysokych hodnot zafeni se mohou od fotosystému II odpojit, a tim zabranit jeho
poskozeni nadbytecnou excitacni energii.

Cytochromovy komplex (cyt bg - cyt ;) je sloZen ze Ctyf proteinll. Tento komplex byva
zastoupen ve vSech Castech membran thylakoidu. Jeho hlavni funkci je zprostfedkovani
transportu elektrontl z fotosystému II na fotosystém I (ve spolupréci s mobilnimi pfenaseci -
plastochinon a plastocyanin, viz déle).

ATP-syntaza (diive nazyvand "Coupling Factor”, CF) je rozmisténa vzdy v blizkosti
fotosystému I, to znamena jen v téch castech thylakoidnich membran, které volné komunikuji
se stromatem. Tvofi ji komplex deviti polypeptidd - velmi podobny tomu, jaky nalézame
1 v mitochondriich. Funkci ma jednoznacnou - zprostiedkovat tvorbu ATP z ADP pfi
transportu protonti nahromadénych uvnitt thylakoidnich vacki (= v lumen) do stromatu.

CYTOCHROMOWY . .. FOTOSYSTEM |
= Zdfend KOMPLEX Zdreni
-

e S
m.h-f*

FOTOSYSTEM Il &

woloafnsfen rang P 5 o

S L ST T

@ fotosystém | O cytochromovy komplex
®fotosystém 1& ATP syntaza

Schéma uloZeni hlavnich proteinovych komplexti v thylakoidni membrané. Je také naznacCena jejich
soucinnost pfi prenosu elektronl a protond, blize popisovana v dal§im textu.

Jjednotka
volne antény
Lhebd 7 Lhab2

trimerova FOTOSYSTEM I

malekuly chiorofylu

‘/g proteinu antény

Organizace svétlosbérnych systémi (antén) u fotosystému I1.
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Pribéh primarnich procesi fotosyntézy

Pii dopadu kvant zafeni (fotonti) vhodné vinové délky (piiblizné¢ od 400 do 700 nm) na
asimilacni barviva v anténdch, dojde v jejich molekulach k excitaci elektronii. Jeden foton
pfitom excituje (= prevadi do energeticky bohatSiho, ale nestabilniho stavu) pouze jeden
elektron v jedné molekule. Prebytek energie pii navratu elektronu z excitovaného do
zakladniho stavu miiZze byt jednak pfeménén na teplo ¢i vyzafen ve formé fluorescen¢niho
zafeni, ale nejCastéji byva vyuzit k excitaci elektronu v jiné, blizké molekule chlorofylu ¢i
karotenoidu. Timto bezztratovym pienosem excitacni energie (excitonu) elektronii (nikoli
tedy pfenosem vlastnich elektront!), oznacovanym jako induktivni rezonance, mize dojit az
k transportu excitonu do reak¢niho centra k ionizovatelné molekule chlorofylu a.

Jednosmeérnost pfenosu excitacni energie z antén smérem k reakénimu centru fotosystému
je zajisténa diky rozdilim ve vlastnostech barviv, které jsou velmi zavislé na zplisobu své
vazby k molekulam bilkovin. Cim bliZe k reakénimu centru se barviva nachazeji, tim mensi
energii potfebuji k excitaci (tedy 1 jejich maximum absorpce zatfeni lezi v pon€kud vétSich
vinovych délkach). Tim stoupa pravdépodobnost, ze pravé na né¢ bude excitacni energie
pfenesena. Karotenoidy a chlorofyl b potfebuji obecné vyssi excitaéni energii nez molekuly
chlorofylu a. Pfenos excitacni energie z antén do reakéniho centra probiha vcelku shodné
v obou typech fotosystémil, stejn¢ tak oddéleni elektronu v centralni molekule chlorofylu a.

foton
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foton prenos elektronu

redoxni akceptor elektronu

ionizovatelna molekula chlorofylu
v reakénim centru

; : molekuly asimila¢nich
prenos excitacni pigmentu
energie

Schématické naznaceni excitace elektronu v molekule pigmentli a penosu excitacni energie

Podivejme se ale blize na reakce, které néasleduji po uvolnéni elektronu, nebot’ ty jsou v obou
typech fotosystémii jiz odlisné.

V reakcnim centrum fotosystému II je elektron odStépeny z ionizovatelné molekuly
chlorofylu P680 zachycen prvnim akceptorem, kterym je feofytin (= modifikovana molekula
chlorofylu a bez centralniho atomu hoiciku). Z ného je preddvan na dalsi redoxni pienasece
typu chinonii. Dva z nich (oznaCovane jako Qa a Qg), jsou vazané k proteinim reakéniho

centra. Navazujicimi pienaseci jsou volné pohyblivé plastochinony (PQ), které se nachazeji

uvnitf membrany okolo fotosystému. ,
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Vratme se vSak jest¢ k molekule chlorofylu P680, kterd predala sviyj elektron. Zpét do
puvodniho redukovaného stavu se dostava tim, ze pfijima elektron pochazejici z rozlozené
molekuly vody. Oxidacni rozklad vody je vsak velmi obtizny proces, ktery musi byt
zprostfedkovan pomocnym aparatem. Rozpadem jedné molekuly vody se uvoliuji dva
elektrony. Métenim bylo zjisténo, ze se dokonce soucasné oxiduji dvé molekuly vody, ze
kterych se tedy uvoliuji ctyfi elektrony. Je ziejmé, ze pfimd oxidace vody aktivovanou
molekulou chlorofylu (schopnou akceptovat jen jeden uvolnény elektron) neni mozné. Proto
je v centru oxidace vody dulezitd pfitomnost iontl manganu se schopnosti Ctyii elektrony
nardz piijjmout a pak je postupné predavat na chlorofyl P680 prostfednictvim pienasece
oznacované¢ho jako Yz, coz je ziejmé radikal tvofeny tyrosinovym zbytkem na proteinu D1.

Sledujme vSak nyni opét cestu elektronii po vazbé na plastochinony. Je dulezité si
uvédomit, Ze k redukci plastochinonu na plastohydrochinon jsou potfebné nejen dva
elektrony, ale také dva vedikové ionty, které vsak nepochézeji z fotolyzy vody. Jsou
pfebirany z vngj$i strany membrany, ze stromatu, a pii dalSich redoxnich zménach (oxidaci
plastohydrochinonu) se v membrané uvoliiuji na jeji opacné stran¢, tedy do lumen. Vidime
tedy, ze oxidaci jedné molekuly vody a nadslednym prenosem elektronii ve fotosystéemu Il se
lumen thylakoidu obohatil o ctyri vodikové ionty. To je velmi dilezité z hlediska celkového
energetického vytézku, jak bude zfejmé z dalSiho vykladu.

Ptenos elektroni z fotosystému II k cytochromovému komplexu pomoci volné
pohyblivych plastohydrochinonu (v chloroplastech jich byva nékolik druhi) je nejpomalejsi
proces v celé transportni cesté. Primérna doba pfenosu je asi 5 milisekund, ostatni vymény
jsou obvykle o n€kolik fadt rychlejsi.

Plastochinon (PQ) Plastohydrochinon (PQH,)
1|’.\.: OH
|l )
HyC H4C
a 2 e, 2H
1
| | - —_— CH,
- S~ (CH,~-CH=C-CH.) H ~ |-
Hyf z £ HyC N (CHy=CH =C CH,), H
I n=6-10
0 OH
oxidovana forma redukovana forma

Obecné schéma redukce plastochinontl.

Cytochromovy komplex je tvotfen Ctyfmi proteiny, na které jsou navazany ctyfi redoxni
systémy. U téch ale vyména elektronii neni spojena s vazbou vodikovych iontl. Proto pfi
oxidaci volné¢ pohyblivych plastohydrochinoni na tomto komplexu se odpojené protony
mohou hromadit ve wvnitini casti thylakoidnich vackd (lumen), spolu s protony
produkovanymi rozkladem vody ve fotosystému II. Oxidaci jedné molekuly hydrochinonu se
uvolni dva elektrony, ovSem kazdy z nich se muze ubirat rozdilnymi cestami. Jeden je
obvykle zachycen redoxnim systémem typu Fe-S (na tzv. Rieskeho proteinu), pak je pfenesen
na cytochrom typu £, a nakonec na mobilni ptenaSe¢ plastocyanin. Druhy z elektronti byva
zachycen hemovou redoxni skupinou cytochromu typu b, a po pfestupu na dalsi cytochrom
stejného typu (na témze proteinu) je uvolnén k redukci nékteré z voln¢ pohyblivych molekul
plastochinond, a ta je pak opét oxidovana na cytochromovém komplexu. Smyslem tohoto
cyklického ptenosu elektronu, oznacovaného jako Q-cyklus (= chinonovy cyklus), je pfispét
k dalsimu preCerpavani vodikovych iontli z vnéjsi, stromatalni strany (odkud se odebiraji pti
redukci plastochinonil) do lumen thylakoidu (kam odchazeji pti oxidaci plastohydrochinonu).
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Schéma Q- cyklu v cytochromoveéem komplexu
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Jiz zminény plastocyanin (PC), na ktery diive nebo pozd¢ji piechédzeji vSechny elektrony
transportované z fotosystému II pfes cytochromovy komplex, je maly protein (10,5 kDa) ve
vodé dobfe rozpustny, sredoxni skupinou obsahujici méd. Nachazi se na vnitini strané
thylakoidni membrany (smérem k lumen) a pienasi elektrony z cytochomového komplexu do
reakcniho centra ve fotosystéemu 1. Jakmile je vtomto centru (za piispéni absorbované
radiacni energie) oxidovdna centrdlni molekula chlorofylu a, (oznacovand jako P700),
chybéjici elektron je doplnén pravé z plastocyaninu, nebot ve fotosystému I neprobiha
fotolyza vody (jako mozny zdroj elektronll). Prvni akceptor elektronu z P700 je opét
molekula chlorofylu a (oznacovana téz jako A,), dalsim pak fylochinon (A;), a pak nasleduje
fetéz tii redoxnich systému typu Fe-S (oznaCované jako Fx, Fa, Fg), pevné vazanych na
integralnich proteinech reakéniho centra. Teprve pak dochazi k pienosu elektronu na
feredoxin (Fd), ktery se nachdzi na stromatalni strané thylakoidni membrany. Feredoxin je
dobfte rozpustny a tudiz pohyblivy protein s obsahem zeleza. Pienasi elektrony ke konecnému
akceptoru v celém fetézci, k NADP', ktery je redukovan na NADPH. Reakce je
zprostiedkovana enzymem feredoxin-NADP reduktdazou (zkracené Fp), a spotfebovavaji se
pfi ni dva elektrony.

Feredoxin
na jeho redukované forme jsou zavislé tyto reakce v plastidech:

e redukce NADP na NADPH (+ feredoxin-NADP oxidoreduktaza)
e redukce dusitani na amoniak (+ nitritreduktaza)

e tvorba glutamatu z glutaminu a a-ketoglutaratu, (+ glutamatsyntaza)

e tvorba redukovaného thioredoxinu (+ thioredoxin reduktaza)

V pfipadé nasyceni uvedenych reakci miZe feredoxin piedavat elektrony na:
e plastochinony (= cyklicky transport elektronti = tvorba ATP),

o kyslik (= Mehlerova reakce, je spojena s tvorbou superoxidu, ktery je
rychle rozkladan superoxiddismutazou, a vznikajici peroxid vodiku je dale
rozloZzen systémem askorbat - askorbatperoxidaza).
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Cely popsany pienos elektroni z rozstépené molekuly vody az na NADP' nazyvame
necyklicky (linearni) elektronovy transport. Krom¢ toho jesté mutze probihat cyklicky
elektronovy transport. Pii ném jsou elektrony uvolnéné z excitované molekuly chlorofylu
P700 v reak¢énim centru fotosystému I z pienaSeny ptes diive popsany fetéz pevné vazanych
redoxnich systémii a mobilni feredoxin nikoliv k NADP’, ale jsou pouzity na redukci
mobilnich plastochinonii v thylakoidni membrané. Po piijmu dvou elektronti se navdzou na
jednu molekulu plastochinonu 1 dva protony pochdzejici ze stromatu. Vznikly
plastohydrochinon je oxidovan v cytochromovém komplexu, uvolnéné elektrony jsou
pfendseny pies jeho redoxni systémy na plastocyanin a pak zpét k P700. Pak mohou opét
vstupovat do dal§iho cyklu, ovSem protony uvolnéné pii oxidaci plastohydrochinonu na
cytochromovém komplexu jiz zistavaji v lumen. Popsany cyklicky transport elektronii slouzi
tedy 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. Nemiize vsak zcela nahradit necyklicky transport s ucasti obou fotosystémi, protoze
Jjediné timto transportem se miize vytvaret kromé ATP i nezbytné potrebnd, energeticky velmi
bohata redukujici sloucenina NADPH.

Jak vyplynulo z pfedchazejiciho popisu, fotolyzou vody a navazujicimi redoxnimi
vyménami dochdzi k rychlému hromadéni vodikovych ionti v lumen thylakoidu. Jejich
zvySena volna energie (diky gradientu elektrochemického potencidlu) je pribézné vyuzivana
k tvorbé ATP, a sice pifi prachodu protonli z lumen do stromatu ATP-syntdzou. Tento
polypeptidovy komplex se vyskytuje v hojném poctu jen na volnych (neptilehlych) castech
thylakoidni membrany, vzhledem k potitebé rychlého ptisunu ADP a fosfatovych iontl ze
stromatu a odvodu ATP tamtéz. K tvorbé jedné molekuly ATP z ADP je nutny prichod tii
protont. Tvorbu ATP na ukor chemického potencidlu vodikovych iontii nahromadénych
v lumen pfi necyklickém (linedrnim) elektronovém transportu nazyvame necyklickou
fosforylaci na rozdil od cyklické fosforylace, kterd vyuziva energie vodikovych iontl
pfenesenych do lumen ze stromatu pfi cyklickém elektronovém transportu.

Optimalizace fotochemické casti fotosyntézy

Proc¢ je pro oxygenni fotosyntézu nutna spoluprace fotosytémul ill ?

« Excitovana molekula chlorofylu P 680 v reakénim centru fotosystému Il je
relativné slabé redukéni €inidlo (nepostacuje k redukeci NADP).

+ Molekula chlorofylu P700 v reakénim centru fotosystému | je po odtrzeni
elektronu relativné slabé oxidaéni ¢inidlo (nepostacuje k oxidaci vody).
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Proc je nutné prostorove oddaleni obou fotosystéemu?

Prenos excitaéni energie ve fotosystému | (PS-) je rychlejsi nez v
PS-1l a molekula P700 ma mensi naroky na excitaci nez P680,
vétsina excitonl by tudiz sméfovala k P700.
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Prehled typl procesu ve fotochemickeée ¢asti fotosyntézy

Energie zaireni
Absorpoee zarend - l

Excitaéni energie

FPFenos exciltonii - . -
: Reakéni
Y ' ah
eparace ndboje —» Ty e
FFenos elektronii - ._ - Hromad&ni protonii
-~ -
Energie redoxnich Energie nahromadénych
slouéenin protonii
FPrenos eleltromnn l l Premnos proton
NADPH ATP

Energie primarnich produktii fotosyntézy

Souhrnné hodnoceni prabéhu primarnich procesu:

Rozkladem 2 molekul vody se uvolni 4 elektrony, které na konci transportniho
fetézce redukuji 2 molekuly NADP. Pfi rozkladu vody a nasledném transportu

4 elektronu (za spotieby energie 8 fotonu) dojde k obohaceni lumen thylakoidu

o 10 protonu, coz postacuje k tvorbé 3 molekul ATP pomoci ATP-syntazy.
(2iskané 2 molekuly NADPH a 3 ATP postacuiji k redukci 1 molekuly CO, , viz dalsi kapitoly).

FOTOSYSTEM I CYTOCHROMOVY FOTOSYSTEMI ATP
KOMPLEX SYNTAZA
vnéjsi strana thylakoidu | 2NA2PH
| (stroma) ADP +P ATP
e 4 fotony 2NADP+ .
4 fotony

o

Oy b Emm b

...............

Metodické pristupy ke studiu primarnich procest fotosyntézy

Studium struktury proteinovych komplexi v thylakoidnich membranach a funkce jejich
jednotlivych soucasti je mimotadné obtizné a jest¢ zdaleka neni ukonceno. Potize vyplyvaji
nejen ze slozitosti a funkéni propojenosti téchto struktur, ale hlavné ztoho, Ze jsou to
struktury, jejichZ nenarusend vazba v membranach je podminkou spravné funkce. Bézné
biochemické metody jsou proto pouzitelné jen ve velmi omezené mife. Mnohem vétsi
vyznam maji moderni biofyzikalni metody umoznujici provadét analyzy nedestruktivnim
zpusobem na zivych, plné¢ funkcnich castech rostlin. Detaily ,,architektury* fotosystémd,
zejména tedy prostorové struktury reakénich center a anténnich protein-pigmentovych
shlukii, jsou nejcastéji studovany pomoci rentgenové krystalografie. K vyzkumu funkéni
vyznamnosti jednotlivych protein v komplexech také velmi pomahaji vhodné aplikace
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metod molekularni biologie, napt. cilenou tvorbou geneticky modifikovanych rostlin s riizné
defektni stavbou fotosystémti.

Ke stanoveni celkové funkc¢nosti fotochemického aparatu rostlin i k analyze dil¢ich
procest zapojenych do konverze energie zatfeni do chemické formy energie jsou v soucasné
dob¢ nejvice pouzivany metody zaloZené na detekci a ndsledné analyze signalu indukované
fluorescence chlorofylu. Jsou to metody velmi rychlé, aplikovatelné jak na bunécné tak i na
organové Urovni, a navic snadno pouzitelné i v terénnich podminkach. Proto bychom méli
znat jejich obecny princip a nékteré oblasti jejich vyuziti.

Jak jiz bylo v ptedchéazejicim vykladu naznaceno, jeden elektron v molekule chlorofylu
po absorpci davky zatfeni (fotonu) je uveden do energeticky bohatsiho stavu, ze kterého se
rychle vraci zpét do stavu zékladniho. Piebytek jeho energie pifi tomto ndvratu je vétSinou
vyuzit k fotochemickym procestim (transport elektront z reakéniho centra a tvorba NADPH),
ale mize také poslouzit ke vzniku nového zareni (= fluorescencni zatreni, ma ponékud veétsi
vlnovou délku nez to, které bylo absorbovéano). Je ale také mozna pfeména excitacni energie
na tepelnou energii. Tyto t7i deexcitacni cesty jsou ve vzdajemném kompeticnim vztahu, tudiz
snizeni aktivity jedné z nich vede k relativnimu zvySeni uhrnného podilu zbyvajicich dvou
cest. Tedy namétfime-li u studovaného listu sniZeni fluorescence chlorofylu, lze ztoho
usuzovat jednak na zvySenou aktivitu fotochemickych procesi, ale také muze jit o zvysSeni
tepelného rozptylu (disipace) excitatni energie, kterd pak jiz nemlze byt vyuzita ve
fotochemickych procesech fotosyntézy). V odborné fluorometrické terminologii se tyto dva
kompeti¢ni procesy ovliviiyjici fluorescenci oznacuji jako fotochemické zhdseni (angl.
quenching) fluorescence, a nefotochemické zhdseni fluorescence.

K pfesnému meéteni fluorescence existuje dnes cela tada velice citlivych, snadno
prenosnych pfistrojii, které obvykle maji vlastni zdroj zareni pro regulovanou indukci
(vybuzeni) fluorescence. Nejvaznéjsim problémem pii fluorometrickych métenich vSak neni
presné stanoveni hustoty toku fluorescencniho zareni vyzarovaného z méteného objektu (ten
lze zaznamenavat automaticky i po velmi dlouhy ¢asovy interval!), ale analyza ziskanych dat,
nebot’ z nich je nutno oddélené vypocitat podil fotochemické a nefotochemické slozky na
celkovém zhaseni fluorescence. Jen pak mohou fluorometricka méieni poslouzit k hodnoceni
aktivity primarnich (fotochemickych) procest v rostlinach, na kterych nadm nejvic zéalezi.

Pro oddélené stanoveni podilu obou zminénych slozek je nutno zvolit takovy méfici
postup, pfi kterém je jedna z nich konstantni, ¢i jeste 1épe po jistou dobu zcela potlacena.
Podil fotochemického zhaseni fluorescence lze eliminovat zablokovanim prenosu elektroni
v thylakoidni membrané, coz lze provést nejen aplikaci chemickych inhibitorti redoxnich
systémt, ale 1 (coZ je v praxi nejcastéjsi) kratkym pusobenim zdareni o vysoké (nadsaturacni)
rychlosti toku. V tom ptipad¢ dojde k uplné redukci redoxnich ptenaSecii ve fotosystémech
a ty po jistou dobu nejsou schopny pfijimat zadné dalsi elektrony. Jeden z nejjednodussich
postupil pfi ziskavani zakladnich tidaji o aktudlnim i potencidlnim stavu asimilacniho aparatu
je schematicky znazornén na obrazku a blize popsan v dalSim textu.

Indukéni kfivka: (F.,- Fg) / F,, = maximalni kvantovy vytéZzek PS 11
B (index vitality*)
F FITI (F., - F) / F. = aktualni kvantovy vytézek PS I
Fon— Frn = nafotochemickea .. zhaseani*
fluorescence (premanou Na teplo)
I:'I'I1
Fe Fa F Fo
1 i — i
ZAREMI: #adné slabé velmi slabé normesilmi velmi  slabé
(it silmé (trvale dosti silmdé) silmeé
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Me¢éfteni obvykle za¢iname se vzorkem (rostlinou, listem ¢i ¢asti listu) ktery byl po dobu
neékolika desitek minut pfed méfenim zatemnén. Tim je navozen pln¢ oxidovany stav
redoxnich systému v thylakoidnich membranach, které jsou tudiz schopné po ozéateni vzorku
rychle pfenaset elektrony z reakéniho centra. Pokud zéfeni je jen velmi nizké, je relativni
hodnota emitované fluorescence také velmi nizka (oznacuje se jako F, , ale také jako bazalni
¢i ,,nulova® fluorescence). Poté je aplikovan kratky puls velmi vysokého zafeni, pti kterém je
velkym mnozstvim uvolnénych elektronli v reakénim centru docasné€ zablokovan jejich
transport, nebot’ neni dostatek volnych akceptort (t.j. redoxnich pfenasecii v oxidovaném
stavu, vSe je ndhle pln¢ redukovéno), ale pfitom mechanismy nefotochemického zhaseni
fluorescence (tepelné disipace) nejsou jesté za tak kratkou dobu aktivovany. Cést energie,
které by se u rostliny s nezablokovanymi pfenaSeci mohla fotochemicky vyuzit, je pfeménéna
na mimotadné vysokou (,,maximalni) fluorescenci (Fy,). Normalizovany rozdil fluorescence
od F, az po F,, je tak mirou maximalni (potencialni) rychlosti transportu elektronti ve
fotosystémech a za jistych piedpokladii miize slouzit i k odhadu kvantového vytézku
fotosystému I1.

Po zjisténi uvedenych zakladnich parametrii mizeme meéfeny list vystavit stfednim
hodnotdm zareni (které jsou bézné v piirod€¢) a opakované aplikovat kratké pulzy velmi
vysokého zareni ke zjisténi parametru F',, , coZz je hodnota maximalni fluorescence pfti
dlouhodobém vystaveni listu zafeni. (na naSem obrazku je zndzornén pouze jeden takovy
puls). V Casovém intervalu nckolika desitek minut se postupné aktivuji nefotochemicke
mechanismy zhaSeni (zplisobujici tepelnou disipaci jisté ¢asti excitacni energie) a rozdil mezi
Fm a F'y 1ze povazovat za miru jejich aktivity.

M¢ieni a nasledna analyza signalu fluorescence chlorofylu miize byt pouZzivana
v zakladnim vyzkumu fotosyntetickych procest, napt. k hlubsi analyze rychlosti jednotlivych
krokti a k hledani nejvice limitujicich mist v transportnim fetézci (zejména pomoci piistroji
umoziyjicich méfit extrémné rychlé zmény v emitovaném fluorescencnim zatfeni). Daleko
nejcastéji jsou vSak meéfeni indukované fluorescence pouzivana v ekologické fyziologii
rostlin k velmi rychlé a snadné detekci vyznamnosti vlivu rtiznych stresovych faktorii na
rostliny. Nemusi to byt pouze faktory ovliviiyjici pfimo funkc¢nost fotosyntetického aparatu
(napf. nizka ¢i vysoka teplota, nadmérné zateni, plynné polutanty). I neprimé viivy vedouci ke
zpomaleni rustu (napr. nedostatek vody ci zZivin vedouci ke zpomaleni rustu) se diive nebo
pozdéji projevi v malém ,,odbytu‘ vytvarenych asimilatii, a jejich postupné hromadeéni
v chloroplastech vede v prvé radé k inhibici biochemickych procesu fixace CO,. Pak obvykle
nasleduje i mala ,,poptavka“ po produktech fotochemickych procesiit (ATP, NADPH), a tedy
i zpomaleni rychlosti fotochemickych procesii, A to je uz fluorometricky méritelné.

Relativni  dostupnost kompaktnich aparatur pro meéfeni indukované fluorescence
chlorofylu in vivo a jejich téméf masové nasazeni v riiznych oblastech zakladniho
1 aplikovaného fyziologického vyzkumu lze jen uvitat, av§ak soucasné¢ svadi k mnoha
chybnym aplikacim. Pfedevs§im je nutno mit stale na paméti, Ze se jedna vesmes o relativni
méfeni zmén ve funkEnosti priméarnich procesit v méfeném vzorku, stézi pouzitelné ke
srovnavacim ucelliim, tedy k nalezeni spolehlivych rozdili mezi rGznymi listy ¢i druhy.
Vyvozovat z fluorometrickych méfeni zavéry tykajici se rychlosti sekundarnich
fotosyntetickych procesti (fixace CO,) je také velmi nespolehlivé — korelace zjistované
v laboratornich podminkach nemusi vibec platit pro rostliny v piirodé. V tomto sméru jsou
metody zalozené na meéfeni vymény plyni (predevSim piijmu a vydeje CO;) stéle
nenahraditelné. Avsak 1 pfi jednoduchych detekcich opakované provadénych na tychz listech
velmi zdlezi na spravném (pfedem navrZzeném a vyzkouseném) experimentalnim postupu,
protoZe Spatné naméiend data nelze uspokojivé vyhodnotit a jakékoli snahy o jejich
interpretaci jsou velmi zavadéjici.
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Biochemické procesy asimilace oxidu uhli¢itého, fotorespirace

Na popsané primarni procesy v thylakoidnich membranach navazuje celd tada
syntetickych procest, z nichz nejdilezitéjsi je asimilace CO, do organickych sloucenin.
K tomu slouzi komplex biochemickych reakci probihajicich tentokrat ve stromatu
chloroplastu. Reakce jsou spojeny do uzavieného kolob¢hu, ktery souhrnné oznacujeme jako
Sfotosynteticky cyklus redukce uhliku, nebo téz Calviniv cyklus. Nebudeme jej zde podrobné
popisovat, nebot’ to je jiz problematika Cisté¢ biochemické. Zopakujme si tedy jen opravdu to

Karboxylace: CO, je véazan na pctiuhlikaty fosforylovany cukr ribuldza-1,5-bisfosfat
pomoci enzymu ribul6za-1,5-bisfosfat karboxyldza/oxygenaza. Prvnim stdlym produktem
této reakce, kterd probiha bez dodéni 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 dochéazi k vlastni redukci
pomoci NADPH za vzniku glyceraldehyd-3-fosfatu. Protoze pii fixaci jedné molekuly CO,
vznikly dvé molekuly 3-PGA, bude celkovy néklad na jejich redukci 2 ATP a 2 NADPH.

k syntéze ribuldza-5-fosfatu. Ten je nutno dalsi molekulou ATP (tieti v celkovém souctu)
prevést na ribuldza-1,5-bisfosfat, ktery pak slouzi jako akceptor pro dalsi molekulu CO,.

K ¢istému zisku jedné tiiuhlikaté molekuly (glyceraldehyd-3-fosfatu) je zapotiebi fixovat
tii molekuly CO,, tedy cely cyklus musi prob¢hnout tfikrat. Vytvoreny glyceraldehyd-3-
fosfat je jednak zpracovavan v dalSich syntézach pfimo v chloroplastu (napt. na Skrob),
jednak je transportovan z chloroplastu do cytosolu. Na transportu se miize podilet také blizce
pfibuzny dihydroxyacetonfosfat, ktery vznika snadnou izomeraci z glyceraldehyd-3-fosfatu.

Redukcni pentézofosfatova cesta = Calvinuv cyklus = C3 cesta
(velmi zjednodusene schéma hlavnich éasti)

a) karboxylace:
CO, + ribuloza-1,5-bisfosfat
e e e+ 210ZyM L RUBISCO”
(2x) 3-fosfoglycerat
b) redukce: l
B> 22 0B >
(2x) 1,3-bisfosfoglycerat
[+ 2 NADPH] - >
(2x) glyceraldehyd-3-fosfat [ < dihydroxyacetonfosfat]
(= triczafosfaty). Jsou vyuZity: e k exportu z chloroplastu
e k tvorbé Skrobu v chloroplastu
* k regeneraci ribuldéza-1,5-bisfosfatu

c) regenerace:
RN > Vv
ribuldoza-1,5-bisfosfat

Calviniv cyklus je evolu¢né velmi stary proces, spolecny vSem fotosyntetizujicim
organismum. Zddny jiny cyklus se srovnatelnou funkct neni zndm, aviak je znama cela fada
pfidavnych reakci, které fungovani Calvinova cyklu mohou zefektivnit anebo pfizplsobit
zvlastnim podminkam.

Hlavnim enzymem Calvinova cyklu je ribuldza-1,5-bisfosfatkarboxyliza/oxygenaza,
béZné oznacovana akronymem "Rubisco”. Mlze fungovat, jak uz jeho ndzev napovida, nejen
jako karboxylaza, ale i jako oxygenaza, tedy na stejny substrat vnaset bud’ CO,, nebo O,.

METABOLICKE PROCESY 13



V listech rostlin ma nejvétsi zastoupeni ze vSech proteini (30 az 50 %). Katalytické
schopnosti Rubisco jsou aktivovany pouze na svétle za piitomnosti Mg®* a CO,, které s nim
vytvaieji pevny komplex. Tento proces (karbamylace Rubisco) je stimulovan specifickym
enzymem Rubisco aktivazou. U nékterych druhli se vyskytuje jeSté dalSi specificka
sloucenina, ktera tidi (tentokrat inhibuje) aktivitu Rubisco: 2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat.
Dokonala regulace aktivity Rubisco a nékterych dalSich enzymii v Calvinové cyklu je ziejmé
nutna ke sladéni ndvaznosti 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 vy$§i koncentrace kysliku nez CO,. Za takovych podminek se oxygendzova aktivita
skute¢n¢ vyznamnym zpisobem 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 pfi
karboxylaci (ribul6za-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 peroxisomi. Tam je oxidovdn na
glyoxylat a ten dale transaminovan na glycin. Na tyto reakce v peroxizému navazuji dalsi,
tentokrat v mitochondriich: tvorba jedné molekuly serinu ze dvou molekul glycinu - uvoliiuje
se pii tom po jedné molekule CO, a NHs. Serin mize byt jednak vyuzivan v dusikovém
muze byt také transportovan zpét do peroxizomti, 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 mize byt vyuzit k regeneraci ptivodniho substratu,
ribuldza-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 reakci, se vraci zpét jen
jedna tiiuhlikata molekula glyceratu, tedy jen 75% C. Zbyla ¢tvrtina uhliku se ztraci ve formeé
CO,. Pti prepoctu na vychozi substrat (ribuldza-1,5-bisfosfat) ¢ini ztrata uhliku 10%, ovsem
pfistupuji ztraty energetické (2 ATP a 2,5 NAD(P)H na kaZzdou fixovanou molekulu O»)

Fotorespirace (= glykolatovy cykius = C2 cyklus )

(velmi zjednodusené schéma hlavnich casti)

chloroplast: O, + ribuldéza-1,5-bisfosfat

(1x) 3-fosfoglycerata——p Calvinuv cyklus
+

(1x) fosfogllykolét

glykolat < [+ 1 ATP]

peroxizomy: glykolat glycerat

oxidace = ¥ 4 <= [+1 NADH]
glyoxylat hydroxypyruvat
transaminace - P <---fransaminace
glycin serin
4
mitochondrie: glycin (2x) _*b» serin (1x) + NH,+ CO,

ga’ycmdekarbioxyfézovy komplex

Schopnost enzymu Rubisco pienaSet nejen CO,, ale 1 O, na tentyz substrat, ma
obvykle za nasledek zna¢né sniZzeni ucinnosti fotosyntetické fixace CO,. Pomér mezi
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karboxyla¢ni a oxygenacni aktivitou tohoto enzymu zdvisi pfedev§im na poméru mezi
koncentraci CO, a kysliku v chloroplastu. Tento pomér je zase velmi zavisly na koncentraci
obou plynll v atmosféte. Za normalniho slozeni vzduchu v okoli listu (21 objemovych % O;
a 0,036 % CO,), a pii teploté listu 25 °C, je teoreticky pomér mezi rychlosti oxygenace
a karboxylace (vypocitany z afinitnich konstant obou enzymt) asi 2,5. To by naznacovalo
Zze asi jedna cCtvrtina primdrniho substratu vyuzitelného v Calvinové cyklu podléha
fotorespira¢nim procesiim a tedy i ztratdm (uhliku, energie), jak jiz bylo uvedeno.

Vysledky méteni rychlosti fotorespirace za realnych podminek v listu, ziskané pomoci
modernich metod s vyuZitim znaceného kysliku (‘*0,), umoZiwjicich presn& stanovit
mnozstvi kysliku prendseného enzymem Rubisco, nas nuti znacné prehodnotit nase pivodni
pfedstavy o vyznamnosti fotorespirace, postavené jen na zjednoduSenych, teoretickych
ptedpokladech. Bylo totiz zjiSténo, ze pomer mezi karboxylacni a oxygenacni aktivitou
Rubisco v listech béznych rostlin (s fixacni cestou Cs) byva velmi c¢asto vyrovnany (1:1), a to
1 za normalni koncentrace plynil v atmosféfe. Hlavnim diivodem jsou ziejmé zna¢né rozdilné
koncentrace plynt v chloroplastu ve srovnani s okolnim vzduchem - kyslik je totiz
produkovan ve velkém mnozstvi ptimo v chloroplastech Stépenim vody, zatimco CO, tam
aZ 50%!. Pti zvySovani teploty listu pomér mezi koncentraci CO, a O, v chloroplastech déle
klesa, nebot CO, ma za vysSich teplot mensSi rozpustnost ve vodé nez kyslik. Podil
oxygenace, a tudiz i fotorespiracnich ztrat, tedy nutné vzrista i s teplotou.

Negativni vliv fotorespirace na celkovou efektivitu fixace CO, je sice nepochybny, ale
pro celkové fungovani rostliny neni zcela jisté jen pouhym ztratovym procesem, se kterym si
evoluce "neveédéla rady". Vsechny mozné "benefity" fotorespirace dosud nezname, nebot’ jsou
Casto jen kvalitativniho charakteru a tudiz sotva ocenitelné meétitky zisku energie ¢i uhliku.
Pravé fotorespiracni cestou se vytvari nejvice aminokyselin glycinu a serinu. Také je jiz
znamo, ze rostliny s uméle potlacenou fotorespiraci maji silné¢ inhibované procesy asimilace
anorganického dusiku i tvorbu nékterych organickych kyselin. Fotorespirace mize také byt
velmi prospésna cesta k odvadéni piebytkii ATP a redukéniho potencidlu za silného zareni ¢i
nedostatku CO; (napt. pfi piivieni pruduchii za nedostatku vody). V takovych ptipadech
muze byt v chloroplastech zachovan dostatecné rychly pribéh primarnich procest
fotosyntézy, a tudiz i zpracovani radiacni energie absorbované v asimilaénich pigmentech.
Jeji nadbytek by mohl vést k poSkozeni fotosyntetického aparatu. Ve srovnani s jinymi
fotoprotektivnimi mechanismy miize fotorespirace zajistit ochranu mnohem rychleji.

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, ptesto jist¢ zmény v metabolickych cestach
u fady druhti skute¢né nastaly. Bylo jiz objeveno né¢kolik pozoruhodnych metabolickych
adaptaci, které v prvé fadé umoziuji zvysit parcialni tlak CO, v mistech jeho fixace
Calvinovym cyklem a tim potlacit oxygenazovou aktivitu Rubisco. Spoleénym principem
téchto adaptaci u suchozemskych rostlin je opakovana karboxylace, u vodnich (ponofenych)
rostlin pak jesté navic aktivni transport iontli HCOj3™ z vodniho prostiedi do listt.

Nejprve se podivejme, jak funguje nejvice rozsSifena metabolickd adaptace oznacovana
jako fixacni cesta Cy. U rostlin s timto typem metabolismu (zkracené C4-rostliny) jsou
chloroplasty se schopnosti fixace béznym Calvinovym cyklem soustfedény jen do skupin
zvlastnich bunck, které maji ztlustlé stény a malé vakuoly. Zato chloroplastii a mitochondrii
maji mimofadné velky pocet. Tyto zvlastni buiiky vytvareji jednu az dv€ koncentrické vrstvy
kolem cévnich svazki. Jsou velmi ndpadné a fiké se jim téz vénce Ci pochvy cévnich svazkii.
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Ostatni mezofylové builkky maji chloroplasty mensi, méné pocetné, bez Skrobovych zrn,
zato s velkym poctem granalnich tylakoidi. Hlavné vsak maji zcela jinou funkci pii
sekundarnich procesech fotosyntézy. Nejvice chloroplasti byva v téch mezofylovych
bunikach, které lezi v tésné blizkosti zvlastnich bunék pochev cévnich svazkii, nebot’ mezi
obéma typy bunék je nutna velmi tésna spoluprace.

Prifez Casti listu rostliny s fixacni cestou C,. Buiiky pochvy cévnich svazki, kde probiha konecna fixace CO,
do sacharidd, jsou zvyraznény.

K prvotni karboxylaci dochazi vzdy v cytosolu béznych mezofylovych bunék. Jsou pfi ni
vyuzivany ionty HCO;™ , které se v cytosolu vyskytuji hojnéji nez rozpustény CO,. Navazuji
se na tffuhlikaty fosfoenolpyruvat za vzniku oxalacetatu (kyseliny oxaloctové). Primarni
produkt reakce je tedy ctyruhlikata sloucenina - proto oznacujeme tuto fixacni cestu jako Cy
(na rozdil od pifimé fixace Calvinovym cyklem, oznacované jako C;-fixacni cesta, nebot
prvnim stalym produktem je tfiuhlikatd kyselina fosfoglycerova).

Enzymem katalyzujicim popsanou reakci je fosfoenolpyruvdtkarboxyliza (zkracend
PEP karboxylaza), ktera ma k CO, vétsi afinitu nez Rubisco. Tim je také mozny rychlejsi
ptijem CO; do listu i pfi stejné vodivosti difuznich cest.

Dalsi reakce, které nasleduji po prvotni karboxylaci, mohou vést nékolika sméry. U jedné
skupiny Cy-rostlin, ke které patii napt. kukutice, vznikly oxalacetat vstupuje do chloroplastii
mezofylovych bunék, kde se velmi rychle redukuje na malat. Ten je pak transportovan do
zvlastnich bunék v pochvach cévnich svazki, kde dochézi k oxidativni dekarboxylaci na
pyruvat. Uvolnény CO, je postupné zpracovavan Calvinovym cyklem. Zbyly pyruvat je
odvadén zpét do mezofylovych bunék k vyuziti v dalSim fixa¢nim cyklu.

U jiné skupiny Cs-rostlin (nékteré tropické travy, napf. rodu proso, Panicum) je
oxalacetat v cytosolu transaminovan na aspartdt (donorem aminoskupiny je glutamat), ktery
je pak transportovan do zvlastnich bunék v pochvéach cévnich svazkli. Tam je nejprve opét
pfeménén na oxalacetat, ktery je bud’ pfimo dekarboxylovan, nebo je nejprve redukovan
na malat a pak teprve dekarboxylovan. Ve vSech ptipadech je uvolnény CO, ve zvlastnich
bunikach pochev cévnich svazki déale zpracovavan Calvinovym cyklem. Zbylé produkty
(pyruvat ¢i alanin) jsou transportovany zpet do mezofylovych bun€k a regeneraci primarniho
akceptoru se cyklus uzavira.

Fixac¢ni cesta C,4 je z hlediska vyuziti CO; neobycejné ti¢inna. Nejen proto, ze v mezofylu
je CO; (resp. HCO3') velmi rychle a G€¢inné€ vazan PEP karboxyldzou na fosfoenolpyruvat, ale
hlavné proto, Ze v buitkach pochev cévnich svazka vznika dekarboxylaci organickych kyselin
velmi vysokd koncentrace CO, (asi 1500 cm’.m”, coz je témét desetkrat vice, neZ byva
v mezofylovych bunkdch Cs-rostlin!) Zvysenou koncentraci CO; je témeér uplné potlacena
oxygendzova aktivita Rubisco, a tim tedy i fotorespirace. Chloroplasty v bunkach pochev
cévnich svazkli maji velmi malo gran, tudiz i malé zastoupeni tylakoidnich membran s
fotosystémem II. Proto i produkce kysliku rozkladem vody je pomérné¢ mala.
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Schéma dvou variant fixaéni cesty C,4: varianta s transportem malatu (nahote) a s transportem aspartatu (dolni
Cast obrazku). Existuji i dal$i modifikace C,-metabolismu.

Na druhé stran¢ vSak cely mechanismus umoznujici zvySovat koncentraci CO; v oddélené
skupin€ bunék schopnych jeho vazby Calvinovym cyklem vyzaduje jisté dodatecné provozni
naklady. Na kazdou fixovanou molekulu CO; je nutno vynalozit energii nejen tfi molekul
ATP v Calvinové cyklu, ale jesté navic 1 az 2 ATP na regeneraci fosfoenolpyruvatu. Z toho
miZzeme usoudit, Ze rostliny s fixacni cestou C4 mohou byt zvlasté uspésné za podminek, kdy
pfikon zafivé energie (pro tvorbu ATP v primarnich procesech) neni limitujici, a kdy
omezujicim faktorem je spiSe nedostatecny prisun CO; do listu. Také za vyssi teploty, ktera
zvysuje u Cs- rostlin fotorespiracni ztraty, je vyhodnéjsi cesta Cy

Je proto pochopitelné, Ze nejvice druhti rostlin s fixa¢ni cestou C4 nachazime v tropickych
a subtropickych zemich. Celkem se jedna asi o tisic druhti z 16 ¢eledi, u kterych byl tento typ
metabolismu dosud dokazan. Nejpocetnéjsi skupinu tvoii tropické travy (véetné hospodaisky
vyznamnych druht, jako je proso, cukrova titina a kukufice), ale také asi 300 druht
dvoudéloznych bylin. C4- cesta se nevyskytuje u fas, mechti a nahosemennych, ani u vétsiny
listnatych stromil a ketd. V nasi flofe (pokud nepocitime zminénou introdukovanou kukufici,
proso a nékteré zavlecené plevelné travy) se vyskytuji rostliny C4 jen zcela vyjimecné. Jde
pfedev§im o nepocetnou skupinu druht teplomilnych trav (napf. rodi Digitaria,
Bothriochloa, Setaria a Cynodon).
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Taxonomické skupiny rostlin s nejvétsim zastoupenim drubu
s fixacni cestou C4;

Celed pocet rod( s C4 pocet druhi s C4
JednodéloZné:

Lipnicovité (Poaceas) 372 4600
Sachorovité (Cyperaceae) 28 1330
DwoudéloZné:

Merlikovite (Chenopodiaceae) 45 550
Laskavcovite (Amaranthaceae) 13 250
Hvezdnicovité (Asteraceag) 8 150
FPryicovite (Euphorbiaceas) 7 150
Rdesnovité (Polygonaceae) 7 80
Sruchovité (Portulacaceae) 2 7o
Kacibovité (Zygophyllaceas) 3 50
Hvozdikovité (Caryophyllaceae) ) 50

Rarity. Haloxylon aphylium (merifkovité) — dfevina
Borszczovia aralocaspica, Bienertia cycloptera — jen 1 typ bunék

Fixacni cesta CAM

Ve velmi rozsahlé a taxonomicky rozmanité skupin€ sukulentnich rostlin nachazime dalsi
zajimavou metabolickou variantu fotosyntetické asimilace CO,, ozna¢ovanou jako fixacni
cesta CAM (z angl. Crassulacean Acid Metabolism, nebot’ byla poprvé zjiSténa u rostlin
Celedi tlusticovitych, Crassulaceae). Také zde, obdobn¢ jak u rostlin C4, dochazi nejprve
k vazbé HCOs™ na fosfoenolpyruvat a v druhé fazi ke karboxylaci v Calvinové cyklu. Celé
fada dalSich znaki je vSak zcela specificka.

Prvni zvlastnost spociva v tom, Ze oba karboxylacni procesy probihaji v téie buiice.
Nejsou oddéleny prostorové, ale zato Casove - neprobihaji soucasné.

Dalsim svéraznym znakem je prvotni karboxylace v cytosolu zprostiedkovana PEP-
karboxyldzou. Probiha totiz pouze v noci. Na rozdil od Cy-rostlin neprobiha soucasné
dekarboxylace, a tak substrat pro karboxylaci (fosfoenolpyruvat) nemtze byt dopliovan
z uzavieného cyklu. Musi byt tudiz obstaravan glykolyzou a ptidavnymi reakcemi ze Skrobu.

Tretim rysem je hromadéni kyseliny jablecné (kterd vznikd z primarniho produktu
karboxylace, oxalacetatu) v prubéhu noci ve velkych vakuolach. Jeji koncentrace muze
dosahovat az 0,3 M, a pH vakuolarni stavy klesa az k hodnot¢ 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¢na
transportovana do cytosolu, kde je dekarboxylovana. Uvolnény CO, je v chloroplastech
vyuzit Calvinovym cyklem. Nyni se vSak opravnéné¢ muzeme ptat, pro¢ je CO, na svétle
spotfebovavan pravé Calvinovym cyklem, kdyz je pfitomna i U¢innéjsi PEP-karboxylaza?

Spravna funkce fixacni cesty CAM a casova posloupnost jednotlivych reakci je
podminéna dokonalou regulaci aktivity enzymii. Zdaleka ne vSem regula¢nim mechanismim
rozumime. Vime vsak, ze PEP-karboxyléza se v rostlinach s fixa¢ni cestou CAM vyskytuje
ve dvou reverzibilnich formdch. Za tmy je to forma aktivni (dokonale funkcni a navic
necitliva ke koncentraci malatu). Plisobenim zafeni vSak ptechédzi do formy inaktivni (s velmi
malou afinitou k CO; a ta je jeS$té 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-karboxyldzy v rostlinach typu C, je regulovana
pravé opacné - v aktivni formé se vyskytuje pouze za svétla.
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Schéma fixacni cesty typu CAM.

Svétlem je ovSem aktivovana cela fada jinych enzymi (z toho pét jen v Calvinové cyklu!)
a mechanismus aktivace je v souc¢asné dob¢ intenzivné zkouman. U nékterych enzym jde jen
o redukci disulfidickych skupin na sulfhydrylové na svétle, né¢kdy je to mnohem
komplexnéjsi problém, jako napt. v piipadé enzymu Rubisco.

U fixacni cesty CAM, obdobné jako u Ci, se prakticky neuplatiiuje fotorespirace. Je to
op¢ét dano tim, ze k fixaci CO, Calvinovym cyklem dochéazi za podminek velmi vysoké
koncentrace CO; (po uvolndni z malatu, az 5000 cm®.m™!). Tato koncentrace zcela potlacuje
oxygenazovou aktivitu Rubisco.

I ptesto jsou vSak energetické naklady na fixaci jedné molekuly vyssi nez u cesty Ca.
Kromé spotieby 1 az 2 ATP na zpracovani malétu (jako u Cs-cesty), jesté navic pristupuje
potfeba 1 ATP na aktivni transport jedné¢ molekuly malatu do vakuoly (zpétny transport je
pasivni) a 0,5 ATP na jednu molekulu CO, pfi syntéze rezervnich sacharidil (ty jsou nutné
jako zdroj energie pii tvorbé PEP v noci).

Fixacni cesta CAM se vyskytuje ptiblizné u 15 tisic druht z vice nez 40 celedi. Nekteré
Celedi maji prakticky vSechny druhy typu CAM (napt. Crassulaceae, Cactaceae,
Mesembryanthemaceae), avSak v mnoha jinych celedich je sukulence a vyskyt fixacni cesty
CAM vyhrazen jen nckterym zastupcim. Vazba sukulence a metabolismu CAM je
pochopitelna, nebot’ velké vakuoly jsou potiebné ke zvysSeni ulozné kapacity pro malat.
Tedy naprostd vétSina rostlin s fixacni cestou CAM je vice €1 méné sukulentni. Obracené to
vSak neplati - zdaleka ne vSechny rostliny se zduznatélymi orgédny maji fixa¢ni cestu CAM.

Tim, Ze u rostlin s fixa¢ni cestou CAM jsou pfitomny oba karboxyla¢ni enzymy ve
stejnych bunkach (neni zde prostorové oddéleni a dvoji druh chloroplastii jako u Cy4-rostlin),
jsou také mozné rtizné odchylky od popsaného typického pritbéhu opakované karboxylace
CO,. U tfady druhti neni vyuzivan k denni fixaci Calvinovym cyklem pouze CO, ziskany
dekarboxylaci malatu, ale i1 CO, pfimo pfijimany ze vzduchu (zejména po vycCerpani zasob
malatu). Zname vSak i1 takové druhy, které maji sice vSechny ptfedpoklady pro CAM
metabolismus, ale zna¢nou ¢ast svého zivota je viibec nevyuzivaji - asimiluji k nerozeznani
stejné jako bézné C; rostliny. Moznost prechodu z fixacni cesty C; na CAM jim vSak
umoziiuje vyuzivat fixacni cestu CAM za takovych podminek, kdy je to vyhodnéjsi. To tedy
znamena, ze maji moznost dokonale prizplisobovat svij metabolismus velmi Siroké
amplitud¢ kolisani faktor vnéjSiho prostiedi. Je pou¢né sledovat, za jakych podminek
aktivuji tyto druhy fixacni cestu CAM, nebot’ z toho mizeme dedukovat, jaké vnéjsi tlaky
vlastné vedly k jejimu vzniku.
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Piechod na fixacni cestu CAM (= indukce CAM u téch rostlin, které jsou toho schopny)
probiha zejména:

- za nedostatku vody v pudé (nejCastéjsi piipad),

- za vysoké teploty (napf. 1 u naSich sukulentnich rostlin rodl Sedum a Sempervivum).

- pFi zasoleni pidy.
Je zfejmé, Ze hlavni vyhody fixa¢ni cesty CAM se uplatiiuji za nedostatku vody, kdy je nutné
¢1 vyhodné omezit ztraty vody transpiraci. Jedinecnd schopnost CAM rostlin pfijimat CO,
v noci (kdy relativni vlhkost vzduchu je vysoka a tudiz ztraty vody z listii jsou minimalni),
umoziiuje témto rostlindm na jednotku vydané vody vytvofit asi desetkrat vétSi mnozstvi
biomasy. Druhy s fixa¢ni cestou CAM také mohou za krajné nepriznivych podminek mit
priiduchy dlouhodobé uzavieny a provadet vnitini recyklaci CO, uvolnéného z respiracnich
procesu. To jiné rostliny nemohou. Hlavni lokality s vyskytem rostlin s fixa¢ni cestou CAM
lezi v suchych (aridnich) oblastech tropt a subtropti. V chladnéjsich oblastech (byt tieba taky
suchych) jich nachazime jiz mnohem méné. Je to ddno tim, Ze jen malo z nich je
mrazuvzdornych - pravé pro velky obsah vody ve svych bunkach.

Denni zmény v prijmu CO, a obsahu metaboliti u
rostlin s cestou CAM

Faze: ] I 111 v

obsah zasob.
— sacharidi
(Skrob v chl.)

- — pFijem CO,
(a otevrenost
priduchi)

zasoba §
a— ky¥s. jablecnée
ve vakuole

NOC DEN

Taxonomické skupiny rostlin s nejvétsim zastoupenim druhu
s fixacéni cestou CAM

Celed’ : priblizny pocet druhu:
Orchidaceae 000
Bromeliaceae 2000

Cactaceae 2000

Aizoaceae 2000
Crassulaceae 1200

Liliaceae f00
Asclepiadaceae 600
Euphorbiaceae 500

Agavaceae 400

Rod: priblizny pocet druhu:
Tillandsia 1500

Euphorbia 500

Aloe 400

Sedum 300

Agave 300
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Souhrnné zhodnoceni ucinnosti fixace CO, na arovni chloroplasti

Celkovou termodynamickou tc¢innost fotosyntetickych procesii urCujeme jako pomeér mezi
mnozstvim energie vazané v nove vytvorenych asimilatech, a energii fotonii, ktera byla pri
tvorbé téchto asimilatii spotrebovana. Hodnoty ucinnosti fotosyntézy jsou nepochybné
dilezitym méfitkem rozdili v potencidlnich schopnostech rostlin vytvafet novou biomasu,
avSak jejich stanoveni neni viibec jednoduché. Divodi je hned nékolik. Pfedevs§im hodnoty
ucinnosti jsou siln¢ zavislé na rychle proménlivych faktorech, jako je napf. mnozstvi zafeni,
koncentrace substrati ¢i aktivita enzymd, a lze je tudiz urCovat jen pro jisté zjednodusené
podminky. Dale je nutné se rozhodnout, co vlastné¢ budeme povazovat za vstupni energetické
hodnoty - zda energii vSech fotond, které dopadaji na list a chloroplasty, a nebo pouze energii
fotont absorbovanych asimila¢nimi pigmenty.

Pii teoretickém hodnoceni ucinnosti fotosyntetické fixace CO, je uziteCné posuzovat
oddélen¢ energetické premény v primdarnich a sekundarnich procesech. Kolik je vlastné
potfeba chemické energie na fixaci jednoho molu CO, ? Vime, ze k zabudovéani jedné
molekuly CO, do asimilatii v Calvinové cyklu jsou nutné dvé molekuly NADPH a tfi
molekuly ATP. Energeticky pozadavek na tvorbu jednoho molu NADPH je pfiblizné¢ 220 kJ,
a na tvorbu molu ATP nanejvys 50 kJ (pfesné hodnoty jsou zavislé na podminkach, za
kterych reakce probihaji). Fixace jednoho molu CO; je tudiz spojena s naklady asi 590 klJ.

Na Calvintv cyklus jsou ale obvykle napojeny jesté¢ dalsi reakce, které jsou v podstaté
neoddéliteln¢ spojeny s fixaci CO, a které celkové naklady na fixaci zvysuji. U Cs- rostlin je
to fotorespirace, u rostlin s fixaéni cestou C4 a CAM opakovand karboxylace. Z udaju
uvedenych v tabulce je zfejmé, Ze fotorespiracni ztraty u Cs- rostlin zvySuji celkové naklady
na fixaci CO, vice, nez koncentratni mechanismy u rostlin typu C4 a CAM. Uvedena
ucinnost biochemickych procesti fotosyntézy byla vypocitana jako pomér mezi energetickym
ziskem (= obsahem volné energie v 1 molu vytvotené fruktdzy, méfeno jejim spalnym
teplem, 2804 kJ mol™) a ndklady (= celkova spotieba energie na tvorbu 1 molu fruktozy
pfislu$nou fixacni cestou).

Srovnani energetickych nékladi a ¢innosti v sekunddrnich (biochemickych) procesech fotosyntetické
asimilace CO; u tfi hlavnich typt fixa¢nich cest .

C3 C4 CAM

Spotieba na fixaci 1 molekuly CO, - ATP: 3 4-5 6
NADPH: 2 2 2
Energetické naklady na fixaci 1 molu CO, (kJ)
- bez zahrnuti fotorespirace u C3: 590 665 740
- se zahrnutim fotorespirace u C3: 867 665 740

Energ. naklady na tvorbu fruktéozy (kJ mol-1): 5202 3990 4440
Energeticka ucinnost tvorby fruktézy: 0,54 0,70 0,64

Pro vypocet celkové ucinnosti fotosyntézy (vietné primarnich procesit) nas v prvé
fad¢ zajima, jaké jsou maximalni hodnoty této uCinnosti. Obvykle vychazime z odhadu
minimdalniho poctu fotond, jejichz energie je nutna pro tvorbu patfi¢ného mnozstvi NADPH a
jsou nutné dvé molekuly NADPH a tfi molekuly ATP. K redukci dvou molekul NADP" na
NADPH jsou potieba Ctyfi elektrony, které se uvolni ze dvou molekul vody za spotfeby
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energie z osmi fotonl, nebot’ dva fotony (v kazdém fotosystému jeden) jsou nutné na
transport jednoho elektronu necyklickou cestou. Tedy osm fotont je absolutni minimum pro
zabezpecCeni nejen 2 NADPH, ale 1 3 ATP pottebnych na fixaci jedné molekuly CO, (viz
obrazek na str. 10). Vzhledem k uvedenym hodnotdm ucinnosti (tedy i ztratovosti)
biochemickych procest je k zabezpeceni asimilace jedné molekuly CO, zapotiebi obvykle
minimdlné 12 fotoni, jak bylo dokdzano i experimentdlné. Pro tvorbu jednoho molu
fruktozy potfebujeme tedy 6 x 12 = 72 mola fotonll. Jeden mol fotond Cerveného svétla (680
nm) piedava pii absorpci v asimilanich pigmentech energii 175 kJ, tudiz na zisk jednoho
molu fruktézy (2804 kJ) jsou ndklady 72 x 175 = 12600 kJ. Maximalni u0¢innost
(zisk/naklady) celé fotosyntetické asimilace CO,, zahrnujici primarni i sekundarni procesy,
je tedy pfiblizné 2804/12 600 = 0,22 (= 22%).

Uvedené vypolty vychazely ze zateni absorbovaného v asimilacnich pigmentech a plné
zuzitkovaného pro transport elektronii. Jak uvidime jest¢ v dalsi kapitole, vyuziti zareni
dopadajiciho na list je mnohem mensi, nebot’ ptiblizn¢€ 15 % fotosynteticky aktivniho zatreni
neni listem vibec absorbovano (Cast se odrazi, Cast je propusténa), a jisty podil absorbuji i
jiné soucasti listu nez asimilacni pigmenty. Se vzrustajici hustotou toku fotont roste také
mnozstvi zarfeni, které sice bylo absorbovano asimilacnimi pigmenty, ale nemohlo byt
vyuzito ve fotosyntéze pro omezenou kapacitu pienosu elektronti v primarnich procesech
fotosyntézy.

Studium fotosyntetické asimilace CO; u celych listii a rostlin

Pro své vyjimecné postaveni v Zivoté rostliny je fotosyntetickd asimilace CO, intenzivné
studovana nejen metodami bichemické a biofyzikalni analyzy bunécnych struktur, ale i na
urovni listd, celych rostlin ¢i dokonce porosti. Hlavni pozornost pfi tomto studiu neni
obvykle zamétena na detailni poznani podstaty asimilacnich procesii, ale spiSe na hledéani
vnitinich a vngj$ich faktorii omezujicich rychlost fotosyntézy u asimilujicich organt
intaktnich rostlin. Cilem takovéhoto vyzkumu fotosyntézy je jednak poznani mechanismu,
ktery tidi rychlost fotosyntézy u struktur s vyssi Grovni integrace, ale i konkrétni aplikace
ziskanych poznatki, napt. v zemédélské vyrobé ¢i pii ekologickém studiu pfirozené vegetace.
V kazdém ptipad¢ tento pfistup vyzaduje pouzivat vhodné nedestruktivni metody. Daleko
nejcastéji je fotosyntéza sledovana pomoci méfeni rychlosti piijmu CO, do listl, méné
Casto (napf. u vodnich rostlin) je pouzivano méfeni rychlosti vydeje kysliku. Odhad rychlosti
fotosyntézy z meéfeni rychlosti vymény plynt (gazometrické metody) je komplikovan
respiracnimi procesy v mitochondriich, které probihaji i na svétle a jsou téz spojeny s
vymeénou plynti. Pomoci gazometrie tedy nemizeme méfit skuteCnou rychlost fixace CO; v
chloroplastech (ktera byva oznaCovéana jako hrubda fotosyntéza), ale pouze rychlost cisté
Sfotosyntézy, coz je rychlost hrubé fotosyntézy zmensend o rychlost soucasné probihajicich
respiracnich procest spojenych s vydejem CO,, ktery se po uvolnéni z mitochondrii znovu
fixuje (recykluje) v chloroplastu.

Zaieni a teplota jako hlavni vnéjsi faktory vidici rychlost fotosyntézy

Pokud provadime v pfirodnich podminkach dlouhodobd méfeni rychlosti fotosyntézy
a soucasn¢ registrujeme i nejruznéj$i vnéjsi abiotické faktory, mizeme pak stanovit jejich
vyznamnost pomoci statistickych metod. Nejtésnéjsi korelace byva témer vzdy zjistovana
mezi fotosyntézou a zafenim, na druhém misté je obvykle teplota.

Mnozstvi zdieni kolisd v dennich i ro¢nich cyklech a navic v porostech se méni v
zavislosti na umisténi listli v prostoru. Pfi studiu fotosyntézy nas zajima pouze ta ¢ast spektra,
ktera je absorbovana asimilaénimi pigmenty, tedy ptiblizné v rozmezi vinovych délek 400 az
700 nm (= fotosynteticky aktivni radiace, FAR). MnozZstvi zéafeni dopadajici na jednotku
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listové plochy za jednotku Gasu méfime jako ozdienost v jednotkach toku energie (W m™), &i
jako hustotu toku fotosynteticky aktivnich fotonu (zkracené¢ PPF, z angl. Photosynthetic
Photon Flux, mol m” s?). Maximalni hodnoty za jasného letniho dne &ini asi 500 W.m?, coz
piiblizn& odpovidd 2200 umol m? s* FAR. Rychlost &isté fotosyntézy nejéast&ji mefime
poctem moli CO; pftijatych jednotkou listové plochy za sekundu.

.Vztah mezi rychlosti Cisté fotosyntézy a ozafenosti listu neni linearni, nybrz ma tvar
limitni kiivky charakteristického tvaru. Tradicné byva oznaCovana jako svéfelnd kiivka
fotosyntézy. Jeji pocatek na abscise lezi u takové hodnoty ozaienosti, pti které je rychlost
hrubé fotosyntézy (= fixace CO;) pravé dostatena na spotiebu CO, vydavaného z
respiraénich procesi (vyména CO, s okolnim vzduchem je v tom pfipadé nulova).
Oznacujeme ji jako kompenzacni ozdienost, (diive téz svételny kompenzaéni bod). Hodnota
kompenzacni ozafenosti je zavisla pfedev§im na rychlosti respirace (a tudiz i na teploté), a
také na strukturnich charakteristikach listd. Oboji vSak mize byt opét zavislé na druhu
rostliny a podminkach, za kterych roste. Nejéast&ji se pohybuje v rozmezi 1 az 5 W m™ (=
ptiblizné 5 az 20 pmol m” s FAR).

Rychlost fotosyntézy pii vzestupu ozafenosti nad kompenzacni uroven zpocatku stoupa
témer linedrne, pozdéji se vSak zpomaluje a dale jiz nevzrlstd - bylo dosaZeno nasyceni
fotosyntézy zarenim. Hodnotu ozarenosti, pii které¢ k nasyceni dosSlo, nazyvame saturacni
ozdienost. Také v hodnotach saturacni ozafenosti jsou obrovské rozdily dané strukturnimi
vlastnostmi listli (tenké listy ji maji vzdy niz$i), 1 kapacitou biochemickych procest. Obecné
plati, ze listy s nizkou hodnotou satura¢ni ozarenosti maji i nizkou rychlost fotosyntézy pfti
nasyceni zarenim.

Zavislost rychlosti ¢isté fotosyntézy (= prijmu CO,) na
ozarenosti listu — ,,svételna krivka“ fotosyntézy

RYCHLOST FOTOSYNTEZY

(umol CO, m?s ") . . c .
201 maximalni rychlost fotosyntézy (zavisi na
kapacité biochemickych procesu)

A

15 i
10 ;
5 i
pocéatecni sklon (zavisi na
0 rychlosti fotochemic. procesu) |
ﬁ kompenzaéni ozafenost | saturacni ozéfenost
_5 * ] ] ] L
0 400 800 1200 1600 2000

OZARENOST LISTU (umol fotonG m2s -1 )

Jiz pouhym pohledem na svételnou kiivku zjistime, ze nejvétSi ptirtistek rychlosti
fotosyntézy na jednotku piirGstku zafeni je na jejim pocatku, tedy v oblasti nizkych hodnot
ozatenosti. Uvedeny pomér se nazyva kvantovy vytézek fixace CO;:

_ _pocet mold fixovaného CO,
pocet moll fotonii pohlcenych listem

Q
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Pii pfesném vypoctu kvantového vytézku vychdzime ze zateni listem pohiceného - je tedy
nutné bézn¢ méfené mnozstvi dopadajictho zateni korigovat hodnotami odrazivosti a
propustnosti pfisluSného listu. Pfevracenou hodnotu kvantového vytézku oznacujeme jako
kvantovy poZadavek. Za nizké Grovné zatreni je rychlost fotosyntézy omezena piedevSim
dodéavkou energie (ve formé ATP a NADPH) z primarnich (fotochemickych) procest. Proto
hodnoty kvantového vytézku, zjisténé ze sklonu pocatecniho, (linearniho) useku svételnych
kiivek, jsou vzdy nejvyssi, se stoupajici ozatenosti rychle klesaji

Rychlost fotosyntézy listii za vysokych hodnot ozatrenosti (oblast platd svételnych kiivek,
nasyceni fotosyntézy zafenim) neni obvykle urCovdna jedinym faktorem - kromeé
nedostate¢né kapacity sekundarnich (biochemickych) procestt miize mit velky vliv i mala
difuzni vodivost priducht a také hromadéni produktl fotosyntézy. Zptisob, jakym uréujeme
vyznamnost jednotlivych omezujicich ¢initelti, bude popsan v dalsi kapitole.

Teplota je vedle zareni druhym nejvyznamnéj$im vnéjSim faktorem, ktery ovliviiuje
rychlost fotosyntézy. Teplota kolisa v pravidelnych dennich i ro¢nich cyklech. Teplotni
optimum pro Cistou fotosyntézu lezi u vétSiny rostlin s fixa¢ni cestou Cs nejcastéji v rozmezi
15 az 25 °C zatimco u Cy-rostlin byva obvykle vyssi (25 az 35 °C).

30

( umol CO, m2s")
N
=]
1

-
(=)
T

RYCHLOST GISTE FOTOSYNTEZY

o

20
TEPLOTA LISTU (°C)

Zavislost rychlosti Cisté fotosyntézy listd kukufice (Cy-rostlina) a pSenice (C;) na teploté. Minimalni a
maximalni teploty mohou byt zna¢né ovlivnény dobou ptisobeni teploty, teplotni optima jsou stalejsi.

Cim je vlastn& uréovéna 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 40°C, kdy
zacina denaturace enzymil. Kiivka teplotni zavislosti Cisté fotosyntézy, méfené z vymény
plynii, nemé ovSem tvar Cisté teplotni zavislosti enzymatické aktivity, nebot’ nutné dochazi k
interferenci s teplotni zavislosti souc¢asné probihajici mitochondridlni respirace. U Cs- rostlin
navic s teplotou vzriistd oxygendzova aktivita Rubisco a tudiz i fotorespirace.

Minimalni teploty pfi kterych je jest¢ méfitelnd Cista fotosyntéza jsou u vétSiny druht
rostlin mirného pasma v rozmezi 0 az -3 °C, zatimco rist téchto druhi se ¢asto zastavuje jiz
pii poklesu teploty na +5 °C (v meristematické zoén€). Fotosyntéza za nizkych teplot
(blizkych nule) vede tedy k hromadéni nevyuzitych asimilati. U mrazuvzdornych druhi
(naptf. nase jehlicnaté stromy, fada druhi trav vcetné¢ ozimych odrid obili) byva cista
fotosyntéza méfitelna jeSté pti nizSich teplotich (-5 az -7 °C). Také teplotni optimum
fotosyntézy byva u téchto druhli v zimnich mésicich posunuto smérem k nizsim teplotam.

Stanoveni vyznamnosti faktori omezujicich rychlost fotosyntézy

Rychlost fotosyntézy listu ¢i celé rostliny se méni ve velmi Sirokém rozmezi jak v
pribéhu dne, tak i béhem vegeta¢niho obdobi. Neni to vSak pouze v dasledku kolisani faktorti
vnéjsiho prostiedi, ale i v disledku vnitiniho stavu asimila¢niho aparatu, zejména funk¢nich
ptedpokladt dil¢ich biochemickych reakci. Na zménach rychlosti fotosyntézy, studované na
organové urovni, se podileji i morfologické a anatomické charakteristiky. Ty urCuji napf.
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maximalni vodivost difuznich drah pro CO, v listech, ¢i pocet a uspotfadani chloroplastii v
mezofylovych bunkéach. Proto pii podrobnéj§im zkoumani pfi¢in rozdild v rychlosti
fotosyntézy nevystaCime se systematickym meéfenim této rychlosti u rostlin v ptirodnich
podminkédch a s naslednym statistickym vyhodnocenim. Je zapotiebi provadét i pokusy
v fizeném prostiedi s promyslené navozovanymi zménami jednotlivych zkoumanych faktort.
Neméné dulezitd je 1 schopnost spravné interpretovat zjisténé reakce, posoudit jejich
postaveni v dlouhém a slozitém fetézci pficin a nasledki.

Pti kauzalni analyze rozdilii v rychlosti fotosyntézy je velmi uZzitecné rozdélit si mozné
fidici proménné do jisté hierarchické posloupnosti. Vyjdéme z ustfedniho postaveni
Calvinova cyklu u béznych rostlin s Cs-fixaéni cestou. Omezeni rychlosti fixace muze
bezprostfedné (primarn¢€) zplsobovat:

1) Karboxylacni aktivita enzymu Rubisco (ktera zavisi hlavné na jeho mnozstvi) a dale
na koncentraci CO, a O; v chloroplastu. Za normalnich okolnosti je koncentrace O, vcelku
stala a omezujici vliv ma pouze koncentrace CO,. Jeji hodnoty (i pf1 stalém sloZeni vnéjSiho
vzduchu) jsou zavislé na vodivosti difuznich cest v listu, predev§im na vodivosti praduchd.

2) Rychlost primarnich (fotochemickych) procesii, kterd je zavisla na mnozstvi zafeni,
asimilacnich pigmentt, prenasect elektront, atd.

3) Hromadéni produkti fixace CO,. Mala rychlost pfemény fosforylovanych inter-
mediati na konecné produkty (Skrob, sachar6za) vede k blokovani fosfatovych iontl v
cytosolu a k jejich nedostatku v chloroplastech.

Pomoci gazometrickych metod mizeme i1 u celych nepoSkozenych rostlin urcit, ktery
z uvedenych tii procest ma v daném okamziku nejvétsi omezujici vliv. Zakladni postup
takovéto analyzy spocivd ve stanoveni zavislosti rychlosti Cisté fotosyntézy na zafeni
("svételnych kiivek") a na koncentraci CO, (CO; - kiivek).

Interpretace svételnych kiivek je pomérné jednoduchd: pocatecni, priblizn¢ linedrni Cast
kiivky, vymezuje interval hodnot ozarenosti, ve kterém asimilaci CO, omezuje nedostatecna
rychlost primarnich procesli. Za saturacni ozafenosti mtize byt rychlost fotosyntézy urovana
jak nedostatecnou karboxyla¢ni aktivitou, tak 1 hromadénim produktt fixace. RozliSeni téchto
dvou omezujicich vlivlli je mozné po nédhlém zvySeni koncentrace CO, (¢i snizeni O,) ve
vzduchu - pokud se rychlost fotosyntézy nezméni, pak se jedna o limitaci asimilaty.

Pon¢kud naro¢ngjsi je celkova analyza zavislosti Cisté fotosyntézy na koncentraci CO;.
Je zndmo, Ze tato zavislost je u vétSiny rostlin (zejména s fixacni cestou Cs) téméft linearni az
do hodnot, které jsou v ¢&istém vzduchu b&né (okolo 350 cm’.m™). Kompenzacni
koncentrace CO, (= prusecik CO,-ktivky s abscisou) je u C4 rostlin obvykle nulova ¢i velice
blizka nule. U vech C; rostlin je vy$§i nez nula, nejéastéji v rozmezi 35 az 50 cm’.m”.
Hlavni pfi¢inou téchto rozdilh je fotorespiraéni vydej CO, u C; rostlin. Potlac¢ime-li
fotorespiraci (snizenim koncentrace kysliku ve vzduchu na 2%), pak rozdily mezi obéma
skupinami rostlin zmizi.

Za dostatku zafeni je normalni koncentrace CO, ve vzduchu nedostatecna pro zajisténi
takové rychlosti jeho toku do chloroplasti, kterd by odpovidala kapacité fotochemickych
a biochemickych procesti u Cs-rostlin. Zvyseni koncentrace CO, ve vzduchu aZz do hodnot asi
1000 cm’.m™ obvykle zvy3uje rychlost &isté fotosyntézy. Limitujicim faktorem fotosyntézy
neni pouze vngj$i koncentrace CO, ale 1 vodivost difuznich cest pro CO,. Uvniti listu
(v intercelularach a v chloroplastech) byva pi1 aktivni fotosyntéze koncentrace CO; snizena
ptiblizné o 20 az 50% ve srovnani s okolnim vzduchem, coz je pravé dano omezenou difuzni
vodivosti listu. Navic je tato vnitini koncentrace siln€ zavisla na zménach v otevienosti
praducht, které lze Casto obtizné predvidat.
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Zavislost rychlosti cisté fixace CO, na koncenitraci CO,

RYCHLOST
FIXACE CO, e c4
ocekavana konc. CO,
ve vzduchu v r. 2060
soucasna koncentrace CO,
ve vzduchu (360 ppm)
0 200 400 600 800 1000

KONCENTRACE CO, VE VZDUCHU (umol mol') (= ppm)

Presné stanoveni zavislosti rychlosti fotosyntézy na CO, musi proto vychéazet nikoli z
jeho koncentrace ve vzduchu v okoli listu, ale v intercelularach (C;). Neumime ji sice piimo
méfit, ale mizeme ji vypocitat z rychlosti toku CO, do listu (= z gazometricky namétené
rychlosti Cisté fotosyntézy, A), z vodivosti listu pro CO, (gco) a z koncentrace CO, ve
vnéj$im vzduchu (C,):

Ci=Ca- Algeo

PocateCni linedrni isek zavislosti A na C; (méfime ji vzdy za saturani ozaienosti!)
vymezuje oblast, kdy je fotosyntéza limitovana pouze aktivitou Rubisco. Z jeho sklonu Ize
vypocitat u€innost karboxylace. Energetické zabezpeceni fotosyntézy z primarnich procesu je
dostatecné a také jeji limitace hromadénim asimilati neptichdzi v uvahu. Tyto dva procesy
naopak rozhoduji o maximalni rychlosti fotosyntézy pii satura¢nich hodnotach C; (= platd
CO,-kiivky).
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Zavislost svételn¢ nasycené rychlosti Cisté fotosyntézy na koncentraci CO, v intercelularach (A/C;-kfivka) a jeji
vyuziti pti analyze limitujicich faktori fotosyntézy. Z rozdilu A;-A, lze urcit omezeni rychlosti fotosyntézy
nedostateénou vodivosti difuznich cest pro CO,. Blizsi vysvétleni je v textu.

Za normalni koncentrace CO, ve vzduchu (350 cm’.m™) a saturaéni ozafenosti se hodnoty
C, pohybuji nejcastéji mezi 200 az 250 cm’.m>, coz byva pravé v oblasti nejvétsiho ohybu
A/Ci-kiivek. Rychlost fotosyntézy je v tom piipadé omezovana jak karboxylaéni kapacitou
(aktivitou Rubisco), tak rychlosti fotochemickych procest, piipadn€ i hromadénim asimilati.
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Je proto vhodné dale urCovat i relativni podil téchto faktori na omezeni rychlosti fotosyntézy,
napf. z reakce na snizeni koncentrace O, (zvysi se karboxylacni aktivita o definovany
stupeti), nebo z reakce na nahlou a kratkodobou zménu v ozarenosti. Pokud dojde po této
zméng k oscilacim v rychlosti fotosyntézy, svéd¢i to o limitaci hromadénim asimilata.

Z kiivek zavislosti A na C; mizeme také urCovat relativni podil nedostatecné vodivosti
listu pro CO, (je dana ptedevSim vodivosti priduchl) na omezeni rychlosti fotosyntézy.
Tento podil zjistime ze srovnani hodnoty A pfi skutecné C; s teoretickou hodnotou A pfi
Ci = C, (tedy pro piipad, kdy difusni tok CO; do listu by nebyl ni¢im omezovan).

Dosavadni studium limitujicich faktort rychlosti fotosyntézy u rostlin v pfirozenych
podminkach ukazuje, ze jen ziidka lze oznacit pouze jeden faktor (¢i fidici komplex) za
limitujici. Na fizeni rychlosti fotosyntézy se obvykle podili vice mechanismi. soucasné a
stfida se pouze jejich relativni vyznamnost. Regulacni mechanismy sméruji k optimalnimu
vyuZiti vSech soucasti asimilacniho aparatu. Smétuji tedy k takovému stavu, kdy v daném
prostiedi neni zadna z téchto soucasti ve vyrazném prebytku ¢i nedostatku.

Zvlasté nazorné¢ muzeme tuto optimalizaci struktur a funkci pozorovat u rostlin rostoucich
za dlouhodobé nepfiznivych podminek. Pii trvalém nedostatku zatfeni (v zastinéni) je v
listech velmi maly obsah Rubisco i jinych enzymdi, zato je udrZzovano velké mnoZzstvi
asimilacnich pigmentl 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 v piidé a tim i v listech.. Ve vSech téchto ptipadech pfesto zjistujeme
hodnoty C; lokalizované do oblasti ohybu CO,-kfivek, coz tedy znamend limitaci rychlosti
fotosyntézy vice dil¢imi procesy soucasné.

Pii studiu fotosyntézy na urovni celych rostlin je v soucasné dobé¢ vénovana velka
pozornost dvéma problémtim, které spolu ¢aste¢né souviseji. Je to jednak vliv trvale zvysSené
koncentrace CO; ve vzduchu na rychlost Cisté fotosyntézy, a dale ovliviiovani fotosyntézy
rychlosti odbéru asimilatii z listi.

Koncentrace CO, ve vzduchu je sice z kratkodobého hlediska pomérné stald (denni a
roéni vykyvy jsou ziidka vétsi nez £10%), ovSem z kazdoro¢niho ptirGstku primérné
koncentrace 1ze usoudit, Ze ke zvySeni na dvojndsobek soucasného stavu by mohlo dojit uz
béhem tohoto stoleti. P této zméné (z 360 na 720 cm’.m™) navozené v krdtkodobych
laboratornich pokusech se rychlost fotosyntézy vétSiny béznych druhli Cs-rostlin zvySuje
pfiblizné o 40 az 50%. ZvySend koncentrace CO, stimuluje rychlost ¢isté fotosyntézy nejen
proto, ze Rubisco méa k CO, pomérn¢ malou afinitu a pfi normalni koncentraci CO, zdaleka
nemuze byt v nasyceném stavu, ale 1 diky potlacené fotorespiraci.(u Cs-rostlin).

Pokusy s dlouhodobou expozici rostlin v uméle vytvofené atmosféfe se zvySenou
koncentraci CO, (700 cm’.m” po n&kolik mésict az roki) ukazuji, Ze za jistou dobu obvykle
dochézi u mnoha druhil k postupnému poklesu rychlosti fotosyntézy ve srovnani s hodnotami
na pocatku expozice. Tento pokles (aklimacni reakce) je provazen snizenim aktivity enzymu
(ptedevs§im Rubisco) a hromadénim asimilath v listech.

Snizeni rychlosti fotosyntézy v disledku hromadéni asimilatii (zptisobené jejich
nedostateCnym vyuzivanim) neni pouze problémem u rostlin péstovanych za zvySené
koncentrace CO», které maji velmi zrychlenou fotosyntézu. Je velmi zavazny i za normalni
koncentrace CO; ve vzduchu, a sice za takovych podminek, kdy rostliny maji malou kapacitu
pro ukladani asimilati ve formé zdsobnich latek a soucasné je nemohou ani vyuZzivat ke
zrychleni rastu, at’ uz z davodi morfogenetickych, ¢i v disledku inhibice ristu vnéjSimi
faktory (vodni stres, nizka teplota, atd.).

Soucasny vyzkum vztahl mezi vyuzivanim asimilati a fotosyntézou se zaméfuje na
feSeni nékolika otazek soucCasné. PredevSim jde o vysvétleni mechanismu inhibice
fotosyntézy, coz predpoklada porozumét biochemické regulaci slozitého metabolismu cukra
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v bunikach (mimo chloroplasty), a najit pfic¢iny, které vedou ke zpomaleni tvorby sachar6zy
(jako hlavniho cukru transportovaného do jinych organt), ¢i k hromadéni fosforylovanych
cukrti, a tim i k nedostatku fosfatovych iontti v chloroplastech. U tady druhti vSak nelze
negativni vztah mezi rychlosti fotosyntézy a koncentraci jakékoliv cukerné slou€eniny viibec
dokazat, i kdyz pti zvySeném odbéru asimilatd jinymi organy dochazi i u téchto rostlin k
vyraznému zrychleni fotosyntézy.

Velké usili je téZ v souCasné dobé soustfedéno na poznani mechanismu, ktery fidi
zvetSovani ulozné kapacity pro asimilaty (rist zasobnich organti, novych odnozi ¢i tvorba
semen a plodil) v zavislosti na zrychleni fotosyntézy. To jsou vSak jiz problémy, které mohou
byt feSeny pouze ve spolupraci jak s biochemii, tak i s ristovou fyziologii (fytohormonalni
regulace) a s molekuldrni biologii rostlin.

Respiracni procesy

Témét polovina vSech sacharidli vytvofenych fotosyntetickou asimilaci oxidu uhli¢itého
je v prubéhu dne opét rozlozena v soubézné probihajicich biochemickych reakcich, které se
souhrnné oznacuji jako respirace. Tento rozklad byva spojen s pfijmem kysliku a jeho
kone¢nym produktem je oxid uhli¢ity a voda. Zdaleka ne vSechny molekuly rozkladaného
substrétu jsou Véak oxidovany az na CO,. Smyslem respirace neni totii pouze zpfistupnéni
jednodussich organickych molekul, které jsou pak vyuzity jako zdkladni stavebni moduly v
navazujicich syntetickych procesech. Obdobné¢ jako u fotosyntézy, cely komplex respira¢nich
procesti miizeme rozdélit do n¢kolika na sebe navazujicich skupin:

e rozklad primarniho substratu na jednodussi Casti (glykolyzou a oxida¢nim pentéozovym

cyklem, prevazné v cytosolu),

o citratovy cyklus v matrix mitochondrii,

o clektronovy transport a oxidacni fosforylace na membranach mitochondrii.
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Rozklad primarniho substratu v cytosolu

V kazd¢ rostlinné buiice je pohotovostni zasoba rychle vyuzitelného substratu, tvofeného
pfedev§im sachar6zou a fosforylovanymi hexézami (glukoza-1-fosfat, glukoza-6-fosfat,
fruktoza-6-fostat). Tato zasoba se neustale dopliuje, a to jednak z novych asimilati
(transportem tridzafosfatl, predevSim glyceraldehyd-3-fosfatu z chloroplastil), jednak
piipadech i lipidt a proteint.

Klasické schema glykolyzy zacind od molekuly hexozy, ze které po deviti krocich a za
ucasti deseti riznych enzymu vznikaji dvé molekuly pyruvatu. Molekula hexozy se nejprve
dvakrat fosforyluje a pak rozpadd na dvé fosforylované triozy. Kli¢ové postaveni pro dalsi
reakce ma glyceraldehyd-3-fosfit, ktery slouzi jako donor elektronli (a protonu) pro redukci
pyridinového nukleotidu (NAD" na NADH). P#i dalsich pfeménach se tvoii pyruvdt jako
konecny produkt glykolyzy, a uvolnéna fostatova skupina ptechazi na ADP za vzniku ATP.
U rostlin, na rozdil od zivocisnych bunck, mize byt produktem glykolyzy krom¢ pyruvatu i
malat. Ten vznikd také z fosfoenolpyruvatu podobné jako pyruvat, ovSsem vedlejsi
metabolickou cestou pies oxalacetat. Tvorbu oxalacetatu katalyzuje PEP-karboxylaza.

Energeticky zisk glykolyzy je velmi maly - z jedné molekuly hexo6zy lze ziskat nanejvys
2 ATP a 2 NADH, coz ptedstavuje jen zlomek z celkové vyuzitelné energie vstupniho
substratu. Hlavni funkci glykolyzy je tedy piiprava jednodusSich sloucenin (pfedevSim
pyruvatu a malatu, ale 1 jinych meziprodukti) pro dalsi rozkladné i syntetické procesy.

Pokud maji bunky dostatek kysliku, vétSina produktii glykolyzy je dale oxidovana v
mitochondriich. Za nedostatku kysliku glykolyza sice probihd, av§ak hromadici se produkty
musi byt zpracovany jinymi cestami, souhrnné¢ oznacovanymi jako fermentace (kvaseni).
Akceptorem elektronil jsou v tom piipadé riizné organické latky a konecnym produktem
nejcastéji kyselina mlééna nebo etanol. Pfi téchto reakcich dochazi soucasné k regeneraci
NAD", takze je zajistén neruseny pribéh glykolyzy. P¥i nahlém nedostatku kysliku dochdzi
obvykle nejprve ke tvorbé laktatu, ale pozdéji pievazuje tvorba etanolu, ktery je relativné
mén¢ toxicky (neplisobi silné okyseleni cytosolu).

Reakce probihajici pii glykolyze jsou reverzibilni a skute¢né také muzeme nékdy
v rostlinach pozorovat syntézu sacharidii z pyruvatu, malatu ¢i z jinych jednoduchych
organickych sloucenin vzniklych rozpadem vétSich necukernych molekul. Tento proces
oznacovany jako glukoneogeneze je hojné vyuzivan pii mobilizaci rezerv uloZzenych ve
formé tukt (napf. pfi kliceni olejnatych semen).

Paraleln¢ s glykolyzou obvykle probiha jest¢ jedna varianta rozkladu primarniho substratu
oznaCovand jako oxidacni pentozovy cyklus. Na rozdil od glykolyzy umoziiuje tUplnou
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 CO, za vzniku pentdzy a
dvou NADPH. Postupné se hromadici pentdézové molekuly mohou byt vyuzity k tvorbé
hexo6z (regeneracni faze cyklu), nebo pro jiné syntézy.

Pent6zovy cyklus je hlavnim zdrojem NADPH v cytosolu. Velky vyznam maji i nékteré
meziprodukty, napt. riboza-5-fosfat jako prekurzor pro tvorbu nukleotidl, erythroza-4-fostat
pro tvorbu fenolickych sloucenin vcetné ligninu. Asi 20 az 30 % sacharidl se rozklada praveé
timto cyklem. Je tedy pro rostliny nepostradatelny a jeho aktivita se sniZzuje pouze za
anaerobnich podminek. Pent6zovy cyklus ov§em nemiize byt nikdy hlavni respiracni cestou,
protoze se v ném nevytvaii ATP, ktery je pro vétSinu bunécénych procesii nejpohotovéjsim a
nenahraditelnym zdrojem energie Pentézovy cyklus probihd nejen v cytosolu, ale i v
chloroplastech, ovSem tam pouze za tmy. Inhibice svétlem je nutnd, aby se vyloucil jeho
nepiiznivy vliv na prubéh Calvinova cyklu.
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Oxidaéni procesy v mitochondriich

Oxidace pyruvatu, malatu a NADH, vytvofenych v glykolyze, probiha v mitochondriich.
Tam je teprve dosazeno nejvétsiho energetického vytézku. Mitochondrie jsou obdobné jako
chloroplasty semiautonomni organely s dvojitou membréanou, s vlastnimi ribozomy, DNA a
RNA. Vn¢js§i membrana je pomérné dobie propustnd i pro velké molekuly (pfiblizné do
10 kDa), tedy pro vétSinu bunécnych metabolitii a iontll. Vnitini membrana vytvaii vyrazné
zahyby, oznaCované jako kristy. V této membrané jsou hojné jednak transportni bilkoviny,
(zv4§té pak prenasece pro pyruvat, malat, HPO,*, ATP a ADP), ale i proteinové komplexy
na kterych probiha oxidace NADH, transport uvolnénych elektronti az na kyslik a tvorba
ATP. Stfedni uzavieny prostor vypliuje zdakladni hmota (matrix) mitochondrie, ve které
probihd velké mnozstvi biochemickych reakci. Proto je mimotfadné bohatd na enzymy a
zpracovavané metabolity.

vnéjsi membrana

zahyby vnitini
membrany (kristy)

mezimembranovy
prostor

matrix
(vnitfni vypIfi mitochondrie)
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Do rostlinné mitochondrie mtize vstupovat (ptes specifické prenasece) nejen pyruvat, ale i malat.
Obrazek zachycuje obé tyto moznosti, které vSak nemuseji byt vyuzivany soucasné ¢i stejné Casto.
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Pyruvat transportovany z cytosolu je v matrix mitochondrie nejprve dekarboxylovan -
uvoliluje se jedna molekula CO, a acetatovy zbytek je vnasen pomoci koenzymu 4 do
vlastniho citrdatového cyklu (nékdy byva téz nazyvan jako cyklus trikarboxylovych kyselin ci
Krebsitv cyklus (podle svého objevitele H.A.Krebse). V ném se navazuje na oxalacetdt za
vzniku Sestiuhlikaté kyseliny citronové, ktera v dalSich sedmi krocich postupné ztraci dva
uhliky (ve formé dvou molekul CO,).

Postupnou oxidaci jedné molekuly pyruvatu v citratovém cyklu vznikne kromé 3 molekul
CO; i jedna molekula ATP, ale hlavné 3 NADH a 1 FADH,, ve kterych je uchovano jesté
velké mnozstvi volné chemické energie. Ta se vyuzivd na tvorbu ATP v navazujicich
membranovych procesech. Ne vzdy ovSem musi byt veskery malat nebo pyruvat oxidovan
v celé soustave reakci. Citratovy cyklus je pro buitku vyznamnym centrem jak katabolickych,
tak 1 anabolickych reakci, zdrojem fady meziproduktli pro nejriiznéj$i syntézy, zejména
aminokyselin.

Citratovy cyklus v rostlinnych mitochondriich ma nékteré zvlastnosti, které nenalézdme
u zivociSnych. Je to napt. pfitomnost jablecného enzymu, ktery umoziuje rozklad malatu na
pyruvat, a tak zachovat funk¢nost cyklu i pfi velkém odbéru 2-oxoglutaratu na asimilaci
amonnych iontl. A je to také tvorba ATP misto u Zivocichti obvyklého GTP.
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Zjednodusené schéma citratového cyklu (nejsou uvedeny enzymy nutné pro naznacené reakce).

Konecny ptenos elektront z redukovanych sloucenin, vzniklych v citratovém cyklu a pfi
glykolyze, probihd pomoci slozité soustavy oxidoreduktdz, oznaCované jako respiracni
Fetézec. Redoxni systémy, které tvofi tento fetézec, jsou umistény na nékolika funkéné
propojenych multiproteinovych komplexech ve vnitini membrané mitochondrie.
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Komplex I (NADH dehydrogendza) slouzi k redukci NADH (produkovanych citratovym
cyklem) a pienos uvolnénych elektronti pomoci nékolika pevné vazanych redoxnich systému
(flavinmononukleotid - FMN, a dalsi tfi (n€kdy 1 vice) redoxni centra typu Fe-S proteind.
Elektrony jsou pak pifenaSeny na ubichinon, ktery je chemicky i1 funkén€ podobny
plastochinoniim v chloroplastech. Molekuly ubichinonu (a jeho redukované formy ubichinolu
¢i hydrochinonu) jsou volné pohyblivé v mitochondridlni membrané a proto jsou dilezitym
prostfednikem pro nékolik navazujicich reakei.

Komplex II (sukcinatdehydrogendza) zajistuje prenos elektronii ze sukcinatu (ten je
soucasti citratového cyklu!) na ubichinon pomoci redoxniho syst¢tmu FAD - FADH,
(flavinadenindinukleotid). Soucasti komplexu II jsou téz asi dva FeS-proteiny a cytochrom
typu b. V tomto komplexu nedochdzi k membranovému pienosu protond.

Komplex III (cytochrom BC; komplex), obsahuje dva cytochromy b, cytochrom c; a FeS-
protein. Tyto redoxni systémy zprosttedkovavaji pienos elektronii z ubichinolu na dalsi
mobilni pfenase¢, cytochrom c.

Komplex IV (cytochromoxidadza), obsahuje dva cytochromy typu a, které jsou schopny
diky specificky vazanym iontim médi (kromé zeleza v hemové skupin€), ptenosu elektronti
na konecny akceptor - kyslik.

Kromé uvedenych zakladnich komplexi byly zjistény v rostlinnych mitochondriich jesté
nekteré dalSi pomocné systémy, umoziujici v jistych usecich hlavniho fetézce soubézny
transport elektront. PiedevSim jde o dva komplexy dehydrogendz, které maji obdobnou
funkci jako komplex I. Jeden z nich je umistén na vnéjsi strané membrany, kde usnadiuje
oxidaci NADPH (a také NADH) pfichazejicich z cytosolu. Dalsi komplex NADH-
dehydrogenazy je piipojen k vnitini strané membrany a funguje zcela obdobné jako komplex
I (1isi se vSak citlivosti k nékterym inhibitoram).

MEZIMEMBRANOVY PROSTOR
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Hlavni proteinové komplexy ve vnitini membrané mitochondrie a jejich souéinnost pfi pienosu elektronti

Redoxni vymeény pii oxidaci NADH na komplexu I a pfenos elektront nejbeznéjsi cestou
(ptes ubichinony, a komplexy III a IV az na kyslik) jsou spojeny s pfenosem vodikovych
iontl z matrix do mezimembranového prostoru, jak je zndzornéno na obrazku. Pfi jejich
transportu zpét, hnaném vytvorenym elektrochemickym gradientem pifes hojné ATP-syntazy
(stejného typu a stejné acinné jako v chloroplastech) dochazi k tvorbé ATP (= oxidacni
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Molekuly ATP, které se hromadi v matrix, je nutno neustdle transportovat do cytosolu,
a naopak do mitochondrii ptivadét ADP a fosfatové ionty. Pro tento transport slouzi hojné
antiportové prenasece ve vnitini membrang.

Pozoruhodnou zvlastnosti dychaciho fetézce rostlinnych mitochondrii je existence
alternativni cesty, kterd umoziuje prenos elektroni z ubichinolu na kyslik i bez ucasti
cytochromovych komplexi. Funguje tedy i po jejich zablokovani kyanidem - proto byva téz
oznacovana jako kyanid-rezistentni cesta. Transport elektroni z ubichinolu na kyslik ptes
komplex "alternativni oxiddzy" na vnitini strané¢ mitochondridlni membrany neni spojen
s pfenosem vodikovych iontd a proto ani potencialni energeticky rozdil pfenosu nelze vyuzit
pro tvorbu ATP (dochézi pouze k preméné na tepelnou energii).

Vyznam alternativni cesty pro rostliny je stale jesté pfedmétem vyzkumu. Byla dokazana
u vSech dosud zkoumanych druhil a také vime, Ze probiha soubézné s cytochromovou cestou,
1 kdyz s velmi proménlivou rychlosti. Jeji podil na celkovém toku elektronii vzdy népadné
stoupa pii velkém nadbytku respiracniho substratu (napt. za vysoké rychlosti fotosyntézy
v listech). Je proto mozné, Ze jde o zplsob jak zajistit rychly rozklad substratu (rychlejSim
odvodem elektrontl) a pfitom si zachovat pod kontrolou optimalni mnozstvi vytvaireného
ATP. VEtsi vyznam vSak alternativni cesta asi ma jako regulacni mechanismus pro udrzovani
optimalniho poméru mezi mnozstvim ATP, NADH a nékterymi intermediatnimi produkty
citratového cyklu (napf. 2-oxoglutaratu, spotiebovavaného pii asimilaci amonnych iontt).

Vnitini a vnéjsi faktory ridici rychlost respirace

Regulace rychlosti respira¢nich procesit je neobyCejné slozity problém. Je to dano
predevsim tim, Ze jde o komplex velmi riznorodych biochemickych reakci, které mohou byt
nezavisle na sobé stimulovany ¢i inhibovany specifickymi metabolity. Ne vzdy musi regulace
sméfovat k zajisténi maximalné efektivnich energetickych pfemén. Presto jiZz zname nékteré
mechanismy a uzlové body v celém komplexu reakci, kterymi rostlina mtize zvlasté ucinné
tidit rychlost respirace.
energetickym potiebam rostliny. Nejjednodussi a vcelku samovolné pusobici regulacni
mechanismus je ovladan kencentraci adenyldtii, predev§im mnoZstvim volného ADP, které
pochopitelné vzristd pii veétsi spotiebé energie (rychlejsim Stépenim ATP). Koncentraci
adenylatd je jednak fizena rychlost glykolyzy (zménou aktivity enzymi fosfofruktokinazy
a pyruvatkinazy), a také rychlost oxidacni fosforylace v mitochondriich.

Rychlost respirace je dale zavisla na mnoZstvi primdarniho substrdatu v bunkach. Zvysené
mnozstvi hexos (a také fosfatovych iontl) v cytosolu zrychluje glykolyzu 1 ostatni respiracni
procesy. Rychlost hydrolyzy zasobnich sacharidil je zcela nezavisld na aktivité respira¢nich
enzymi - je fizena samostatné, stejné tak jako rychlost transportu nové vytvéaienych
asimilat. Také oxidacni pentdzova cesta neni ziejmé fizena "poptavkou" po energii, nebot’
jeji hlavni vyznam je spiSe ve tvorb¢ intermediat.

V mitochondrialnim tseku respiracnich procesti mize rostlina fidit jejich rychlost pomoci
signdlii do transportnich proteinii ve vnitini membrané. Tim ovlivni napfiiklad rychlost
vymény ATP a ADP, kterd ma pro pribéh respirace zasadni vyznam. Kromé& vnitrnich
regulaci, které mohou ménit rychlost respirace rostliny i ve zcela neménném vné&j$im
prostiedi, pisobeni vuéjsich abiotickych cinitelit ma ¢asto nadifazenou regulacni tlohu.

Teplota ma zvlasté vyrazny vliv, nebot’ na ni zavisi rychlost vSech enzymatickych reakei.
Pti zvySeni teploty o 10°C se rychlost respirace obvykle zdvojnasobi (faktor Qo = 2). To
plati v teplotnim rozmezi ptiblizné¢ od 0°C do 30°C, pak se jiz rychlost respirace zpomaluje.
Pii teplotich okolo 40°C zacne velmi rychle klesat. Zpomaleni pii vyssi teplot¢ miize
souviset s nedostatecné rychlou difuzi kysliku (difuze se také zrychluje s teplotou, ale
mnohem méng, Qo = 1,1). Hlavni pfi¢inou zpomaleni a posléze poklesu respirace je vSak
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obvykle denaturace nékterych enzymi. Nepiiznivy vliv vyssi teploty se zejména projevuje pii
jejim delsim plisobeni. Charakter teplotni zavislosti respirace muze byt znacné¢ odliSny
u riznych druhii rostliny a byva ovlivnén i1 podminkami, ve kterych rostou. Rozdily jsou
zejména v hodnotach minimalni teploty, kdy je vibec respirace jest¢ méfitelna (u nékterych
arktickych druhti i pti -20 °C!), a v hodnotach maxima, ale také rychlost vzestupu respirace
za béznych teplot nemusi byt zcela stejna. Rozdily v Q9 mohou byt v rozmezi od 1,8 do 2,4.

Zareni nema na rychlost respirace pfimy vliv, ale ovliviiuje ji nepiimo ptes fotosyntézu.
V cytosolu fotosyntézy schopnych bunék osvétlenych listd se fotofosforylaci zvysSuje
koncentrace ATP a soucasné se snizuje mnozstvi ADP, coz mize mit inhibi¢ni vliv na
rychlost respirace. Soucasné se vSak zvySuje mnozstvi volnych cukri, a tak na zac¢atku temné
periody je rychlost respirace zvySena.

Koncentrace kysliku je obvykle v mitochondriich dostate¢nd, nebot’ jeho transport do
bunék je velmi rychly. V piipadé nedostatecného zasobeni kyslikem (hypoxie, naptiklad
u kofent rostlin rostoucich v zaplavenych ¢i v udusanych ptadach) dochazi v bunikach k celé
fadé metabolickych zmén. Pfedevsim je velmi omezena tvorba ATP v mitochondriich, nebot’
je zpomalen transport elektront (pro nedostatek jejich kone¢ného akceptoru O;). Dale je v
cytosolu stimulovana fermentace a jeji produkty (pfedevsim kyselina mlé¢nd a etanol) jsou ve
vetsi koncentraci toxické. Velmi Casto byva za nedostatku kysliku pozorovano zvyseni
rychlosti glykolyzy, které ovSem vede k neefektivnimu vycerpani zasobnich latek.

Vyznam respirace pro dalsi fyziologické procesy v rostlinach

Respiracni procesy se sice tradi¢né 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 védzané energie. Respirace probihd, na rozdil od fotosyntézy, ve vSech zivych
bunkéch rostliny a je proto spojena téméi se vSemi ostatnimi fyziologickymi procesy. I pies
tuto slozitost 1ze rozdélit ndvaznosti respirace na jiné procesy do tii hlavnich skupin:

® podpora ristovych procesii (energie a material pro tvorby novych struktur),

e podpora procesu udrzby jiz vytvorenych struktur, zejména obména proteind, udrzovani

potencialového gradientu na membranéch,

e podpora procesii spojenych s prijmem zivin a s transportem ldatek v rostling.

Zabezpeceni ristu (rist je zde minén jako syntéza a hromadéni nové biomasy), a to energii i
jednoduchymi organickymi slouceninami, je prvofadou ulohou respirace v rostlinach. Je
proto pochopitelné, ze existuje piima zavislost mezi rychlosti riistu a rychlosti respirace.
Vyssi rostliny vSak nerostou rovnomérné ve vSech svych ¢éstech a vztah mezi rychlosti rastu
a respirace je vazan vzdy jen na ptislusnou ¢ast rostliny.

Biochemické procesy spojené s tvorbou stavebnich slozek nové vytvarené biomasy jsou
vcelku dobfe znamé. Pokud stanovime chemické slozeni této nové biomasy, muZeme
vypocitat materidlové a energetické naklady na jeji tvorbu. Velmi uziteény je téz koeficient
energetické ucinnosti syntetickych procesu (Y):

_energie v nove vytvorené slouceniné

~ energie ve spotiebovanych substratech
Mnozstvi jednotlivych slozek biomasy rostlin, které se vytvoii heterotrofnimi procesy z jednoho
gramu glukozy, a koeficient u¢innosti jejich syntézy (Y).

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
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Jestlize zname chemické slozeni nové vznikajici biomasy, mlizeme z uvedenych dil¢ich
nakladt a ucinnosti vypocitat celkovou ucinnost. Naptiklad v susiné¢ novych listi byva
primérné 70% sacharidi, 15% proteind, 5% lipidd, 5% ligninu. Celkova ucinnost
syntetickych procest by pak méla byt asi 0,85. To je ovSem hodnota teoretickéeho maxima
ucinnosti, které prakticky nelze dosahnout. Biochemické syntézy z fady divodii neprobihaji
jen po energeticky nejvyhodnéjSich cestach, a kromé toho vyzaduji nekteré dal$i nepiimé
naklady (napf. na transport vychozich substrati a kone¢nych produktt). Skutecna ucinnost se
proto pohybuje nejcasteji v rozmezi od 0,50 do 0,75.

V kazdé bunce, a to 1 u nerostoucich organt, probihaji energeticky naro¢né udrzovaci
procesy, jejichz rychlost musime vzit také v tivahu. Respirace spojena s udrzbou bunécnych
struktur a funkci byva nékdy vycleiiovana do zvlastni kategorie ("udrzovaci respirace").
Nejde samoziejmé o jiny typ biochemickych procesti, ale pouze o jistou ¢ast z celkové
respiracni aktivity, kterd souvisi s udrzbou. Stanovit velikost této slozky respirace je
metodicky velmi obtizné, pfesto se vSak intenzivn€ hledaji vhodné postupy (napiiklad
stanovenim respirace u nerostoucich organi ¢i meéfenim respirace téchze rostlin za rizné
rychlosti ristu s naslednou extrapolaci zjisténé zavislosti pro nulovou rychlost rtistu). Zda se
totiz, Ze praveé ve velikosti udrZzovaci slozky respirace mohou byt zna¢né rozdily mezi druhy a
odridami, coz mize vyznamné urcovat jejich potencialni produkéni schopnosti. Moznost
vyuzit rozdili v "udrZovaci respiraci" jako kritéria pti Slechténi se proto jevi jako velmi
perspektivni. Primérné denni ztraty biomasy zpusobené udrzovaci slozkou respirace byvaji
nejcastéji okolo dvou procent z celkové hmotnosti rostliny.
udrzbu jednotlivych struktur a funkci v rostlin€. K nejvice energeticky narocnym procestim
patii obména proteinii. Primérna Zivotnost molekul proteini zapojenych do metabolickych
procest se odhaduje ptiblizné na 10 dni. Néklady na jejich obménu se odhaduji zhruba na 10
mg gluk6zy na gram suché hmotnosti rostliny za den. Obdobné mnozstvi substratu se ziejmée
spotiebuje pfi udrzovani potencidlovych gradientl na membranach (aktivnim transportem
iontll) a pii transportu v lyku. Je pochopitelné, Ze ndklady na obménu proteinli v jednotce

Velmi obtizn¢ se také stanovuje mnozstvi respiraci uvolnéné energie nutné na piijem
nezbytnych iontii soli (mineralnich zivin) kofeny. Tyto potize vyplyvaji z rozmanitosti
mechanismil pifjmu soli - vzdyt' i tentyZz iont miize byt nékdy pfijiman pasivné a jindy
aktivné. Hojn€ pfijimany nitratovy iont mize byt nékdy téméf souasné s pifjmem v
kotfenech redukovan (energeticky velmi narocn¢ !), 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 minerdlnich Zivin budou vys$i, neZz se dosud
odhadovalo. U rychle rostoucich druhit mohou vyzadovat asi 10 % veskeré energie
uvolnéné respiraénimi procesy v celé rostlingé, u pomalu rostoucich druht (zvlast¢ pak za
nedostatku zivin v pid¢) to miize byt i vice nez 20 %.

Ucinnost a metody méreni respiracnich procesu

K rozkladnym respiraénim procesim mohou byt vyuzivany rtizné druhy substrati a také
ne vzdy je rozklad uplny, tedy az na CO, a H,O. Pfesto je vSak uzite¢né védet, jaké
maximalni mnozstvi energie se muze pfi respiraci uvolnit.

Pti uplné oxidaci jedné molekuly glukdézy mize vzniknout celkem az 32 molekul ATP (2
v glykolyze a zbyvajicich 30 pak z mitochondrialnich procesil):
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GLYKOLYZA CITRATOVY MEMBRANOVE CELKEM

CYKLUS PROCESY
2 ATP » 2
2 NADH » 5 ATP ——» 5
2 ATP > 2

8 NADH —— 20 ATP —— 20
2 FADH,/— 3 ATP—> 3

Maximalni ucinnost (efektivitu) respirace zjistime z podilu mezi ziskanou energii
(standardni volna energie 32 molekul ATP je ptiblizné 1,6 MJ) a volnou energii rozkladaného
substratu (jedné molekuly glukozy, asi 2,8 MJ), coz je tedy zhruba 0,57. Zbyvajicich 43%
chemické energie obsazené v glukdze se z rostliny ztraci preménou na teplo.

V redlnych podminkéch vsak tak vysoké u€innosti energetické premény glukozy sotva lze
dosdhnout. Zejména proto, Ze v rostlinné bunice probihaji soucasné i méné€ energeticky ucinné
respirani cesty, které¢ vyslednou ucinnost nutné snizuji. Jednak je to malatova varianta
glykolyzy, kterd je u rostlin mnohem castéj$i nez pyruvatova. Déle piistupuje velmi malo
ucinnd alternativni cesta prenosu elektronti v mitochondriich.

V cytosolu mohou jesté¢ navic probihat v jisté mife dal$i oxidacni procesy, o jejichz
existenci se mizeme pomérn¢ snadno piesvédcCit. Po zablokovani cytochromové cesty
(kyanidem) 1 alternativni cesty (kyselinou salicylhydroxamovou, SHAM) je stale jesté jista
respiracni aktivita méfitelnd. Pivodné byla souhrnné oznacovana jako rezidudlni respirace,
o jejiz biochemické podstaté a lokalizaci se dosud mnoho nevéd€lo. Bylo vSak znamo,
ze probiha pouze mimo mitochondrie a neni spojena s tvorbou ATP. Nyni jiz vime, Ze se
jednad prevazné o takzvané peroxiddazové dychdani. Nejde vSak o néjakou samostatnou
respiracni cestu, ale pouze o oxidaci NADH (1 O, / 2 NADH) katalyzovanou peroxidazami.
Miize mit v§ak znacny podil (az 20 %) na celkovych oxida¢nich procesech v buiikéach.

Energetickou ucinnost respiracnich procesti v zivé rostliné mizeme v soucasné dobé
studovat pomoci modernich fyzikalnich metod. Ptevratnou udalosti bylo zejména zavedeni
spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR), kterd ve spojeni s aplikaci znaceného
fosforu (*'P) umozZiiuje méfit rychlost tvorby ¢&i rozkladu ATP in vivo. Pokud soucasnd
méfime spottebu kysliku, mizeme vypocitat, kolik molekul ATP vzniklo na jednu pfijatou
molekulu kysliku. Pii nejefektivnéjsi cytochromové cesté ve spojeni s glykolyzou je tento
pomér 6 ATP/ O, (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 méfime daleko nejCastéji klasickymi metodami, a sice bud’
stanovenim spotieby kysliku, nebo vydeje CO,. Jiz vzacnéji se pouziva méfeni vydeje tepla
pomoci specidlnich kalorimetri. Vydej CO, stanovujeme gazometrickymi metodami, a to
bud’ pratokovymi (ze zmény koncentrace CO, ve vzduchu po pruchodu okolo uzaviené
rostliny ¢i organu - tedy stejné jako pii mefeni fotosyntézy), nebo metodami nepratokovymi.
Pii nich vylouceny CO; jimame do vhodného roztoku hydroxidu a poté jej kvantitativné
stanovime titracné. Existuje ovSem fada dokonalejSich metod, pfi kterych méfime zménu
objemu ¢i tlaku vzduchu zpisobenou respiracnim piijmem O, a absorbci vylouceného CO, v
uzavieném systému (volumetrické a manometrické metody, napi. klasicky Warburgiv
pristroj). Velmi rozsifené je stanoveni rychlosti respirace ze spotieby kysliku polarografickou
metodou (Clarkovo ¢idlo), a to obvykle pfi ponofeni méfeného organu do vhodného roztoku.
Prace v roztocich umoziiuje snadnou aplikaci specifickych inhibitori jednotlivych
respiracnich cest, stanoveni podilu téchto cest na celkové rychlosti respirace, a tedy i odhad
celkové energetické ucinnosti oxidacnich procesu.
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Uvedené metody miizeme s vyhodou kombinovat. Zejména je uzitecné meétit soucasne
vydej CO; a spotiebu kysliku, a z toho pak vypocitat respiracni kvocient (RQ):

_ vylougeny CO, (mol kg™)
RQ=" iy 0, (mol kg™
Pokud prodychévany substrat pochazi ze sacharidl (coz je nejcastéjsi ptipad), pak RQ = 1.
Pii oxidaci vysoce redukovanych sloucenin je hodnota RQ nizsi (pro vétSinu lipidl je RQ
priblizné 0,7, u proteina 0,8). Naopak, pro vice oxidované slouceniny muze byt i vyssi nez
jedna (napf. pro kyselinu citronovou jako substrat je RQ = 1,33).

Asimilace dusiku

v

Dusik je viibec nejhojn€js$i 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 soucasti bilkovin a fady dalSich stavebnich soucasti rostlin. Oba prvky jsou
pfijimany z padniho roztoku nejéastdji ve znaéné oxidované formé (NO;™ a SO4”) a pied
inkorporaci do organickych molekul spotiebuje rostlina hodné energie na jejich redukci.
Clovék ani ostatni Zivo¢ichové nejsou schopni redukce nitratl a sirandl a proto jsou zcela
odk4azani 1 z tohoto hlediska na ¢innost rostlin.

Fixace molekulového (plynného) dusiku

Ackoliv vzduch v atmosféfe je tvofen prevazné dusikem a plynny dusik je ve vysoké
koncentraci pfitomen i uvniti rostlin, piesto je to prvek, jehoz nedostatek nejcastéji limituje
rychlost metabolickych procest. Molekulovy dusik totiz vyssi rostliny nedovedou piimo
vyuzivat k asimilaci (fixaci) do organickych sloucenin. Tuto schopnost vSak maji nékteré
prokaryotni organismy. Piedevsim jejich ¢innosti vdé¢ime za zasoby vyuzitelnych dusikatych
sloucenin, které se vyskytuji v ekosféte.

Fixaci dusiku mohou provadét jednak nékteré mikroorganismy zijici volné v padé (napf.
rodu Azotobacter a Clostridium), nebo v rhizosfére nékterych trav (zvlasté bakterie rodu
Azospirillum a Azotobacter). Nejvyznamnéjsi jsou vSak bakterie, které fixuji dusik pfti
pevném symbiotickém spojeni s kofeny nékterych druhti vyssich rostlin. Jde pfedev§im o
bakterie diive zahrnované do rodu Rhizobium (je nyni roz¢lenén do fady samostatnych rodu).
Symbiotické fixace dusiku jsou schopny i nékteré aktinomycety (Frankia spp.) a sinice
(Anabaena, Nostoc). K hostitelskym rostlindm patii vétSina druht ¢eledi Fabaceae, dale pak
nekteré stromy a kete z celkem asi 23 rodt (napt. Alnus, Myrica a Hippophae).
dusiku bakteriemi z okruhu byvalého rodu Rhizobium. Téchto bakterii zndme celou fadu
druht a casto se vyznacuji specifickou afinitou jen k ur¢itym druhlim hostitelskych rostlin.
Vyskytuji se bézn¢ v pud¢ jako saprofytni organismy bez fixacni aktivity. Pfi kontaktu s
kotenem vhodné hostitelské rostliny pronikaji po enzymatickém naruseni bunécné stény do
bun¢k epidermis (obvykle do kofenového vlasku), a pak dale aZz do vnitinich vrstev kiiry.
Tam stimuluji expresi fady specifickych genli v butikach korového parenchymu kotene (viz
ramecek na nasledujici stran€), coz vede k mnoZeni bun€k infikované ¢asti kotene.
Vysledkem obnovené délivé aktivity je vznik kofenovych hlizek o velikosti asi 2 az 4 mm.

Bakterie se usazuji v cytoplazmé& vnitinich (obvykle tetraploidnich) bunck hlizek.
Usazené (nedélivé) a ponc¢kud zvétSené bakterie nazyvame bakteroidy. Jednotlivé bakteroidy,
nékdy ale i skupiny nékolika bakteroidli jsou obaleny peribakteroidni membrdanou, ktera
vznikd invaginaci plazmatické membrany hostitelské bunky a vytvaii Gtvar oznaovany jako
symbiosom. V cytosolu bun¢k s bakteroidy se vytvari zvlastni protein (leghemoglobin)
Cervené barvy, ktery reguluje hospodareni s kyslikem. Ten je sice potieba dodavat ve velkém
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mnozstvi k respiraénim centrim v obvodové membrané fixujicich bakteroidl, ovSem velmi
selektivné, nebot’ ve vnitinim prostoru, kde probiha vlastni fixace dusiku, musi byt udrzovana
koncentrace kysliku na velmi nizké urovni. Kliovy enzym fixace, nitrogendza, je totiz vyssi
koncentraci kysliku nevratné ni¢en. Na druhé strané termindlni oxidédza v bakteridlnim
dychacim fetézci ma ke kysliku mimotradné vysokou afinitu.

Je nutné zdaraznit, Ze cely proces vzniku symbiotického vztahu (migrace bakterii v ptidé
ke vhodnym kofeniim, tvorba hlizek a usazeni bakterii v bunkach), probiha za slozité
interakce hostitelské rostliny s bakteriemi, podlozené specifickymi komplexy desitek genti u
obou partnerskych organismti.

zapouzdiené
— bakteroidy

infekéni vilakno
s pronikajicimi bakteriemi

OH
dihydroxyflavon

O
- +
Mg HADP P H .
ferredoxm Fe- protein Mo- Fe".)prmein N2 H
K ferredoxm XFe —pvo'em MgATP Mo -Fe protein NH3 Ho
oxid
Mql\TP
L -

NITROGENAZA

Pronikani bakterii rodu Rhizobium do kotenti hostitelské rostliny, struktura jedné ze sloucenin
vyluCovanych z kofent vojtésky (vabicich baktérie), a schéma vlastni redukce dusiku.

PRUBEH VZNIKU SYMBIOTICKE VAZBY:

1. vyludovani druhové specifickych flavonoidnich latek z kofent
hostitelské rostliny,

2. specifické reakce vyvolané flavonoidy u vhodného druhu bakterii:
- chemotaxe (chemicky vyvolany pohyb smérem ke koientm),
- indukce exprese skupiny nod- genti , coz vede ke tvorbé specifickych
oligosacharidl typu lipochitind, oznadovanych jako nod- faktory

3. specifické reakce pod vlivem nod- faktor( v_hostitelské rostlinég :

- tvorba lectinu (= proteiny s vazebnymi misty pro sacharidy) na povrchu
kofenovych vlasku - usnadfiuji vazbu a prinik bakterii do kofene,

- tvorba specifickych proteind nodulind v kofenech
(jsou nutné pro tvorbu hlizek a zabezpeceni fixaéniho procesu),

4. prunik bakterii do bunék klry infekénim viaknem, rist hlizek,

5. tvorba bakteroidl (= zapouzdienych bakterii) a leghemoglobinu
v hostitelskych burikach,

6. vlastni fixace N,

METABOLICKE PROCESY 38



Redukce molekulového dusiku probiha v bakteroidech, které jsou hostitelskou rostlinou
napt. redukce CO,. Na kazdou molekulu N; je zapottebi dodat minimaln¢ 8 elektronii (z toho
6 na tvorbu NH3 a 2 na soucasné probihajici tvorbu H,), a dale energii z 16 molekul ATP.
Souhrnné lze celou reakci vyjadfit:

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

Cely proces je katalyzovan mitrogendzou, coz je enzymovy komplex slozeny ze dvou
¢asti oznaCovanych jako Fe-protein a Mo-Fe-protein. Ty se jesté déli na nékolik podjednotek
s redoxnimi skupinami typu Fe-S. Nitrogendza je piivadéna do aktivniho, redukovaného
stavu pomoci elektronti pfendSenych k ni z jinych metabolickych procesti. Poslednim
donorem elektronti byva obvykle feredoxin nebo flavodoxin. Pfi pfenosu elektroni
v nitrogenaze je nutny i hot¢ik navazany na ATP.

Amonn¢ ionty transportované z bakteroidii jsou piimo v cytoplasmé hostitelskych bunck
zabudovéany 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 téchto produkti je transportovana zpét do kofent.

Mezi fixacni aktivitou jednotlivych druhi a kmenii symbiotickych bakterii mohou byt
znacné rozdily. Proto se vénuje v soucasné¢ dobé mimotadné velkd pozornost nalezeni téch
nejefektivnéjSich mikroorganismi (selekci, genovymi manipulacemi). Nemensi Usili se také
vénuje nalezeni nejvhodnéjsich hostitelskych rostlin. Existuji totiz velké genotypové rozdily
v poctu vytvarenych hlizek na jednotku kotenti a rostlina také do zna¢né miry muze tidit
rychlost fixace N, v hlizkach. Tato rychlost se podstatn¢ méni v priabéhu ontogeneze -
nejvyssi je vzdy v obdobi tvorby semen.

MnoZstvi symbioticky fixovaného dusiku se sniZuje pfi vyS$S§im obsahu anorganickych
forem dusiku v ptade¢. Je to vcelku pochopitelné, nebot’ piijem nitratovych ¢i amonnych iontt
z pudy je pro rostliny méné energeticky naro¢ny, nez fixace N,. Naopak, zvySeny obsah
fosforu v pidé piisobi na rozvoj symbiotické fixace stimulacné. Ro¢ni Uhrnné mnozstvi
fixovaného dusiku za optimalnich podminek muze dosahovat az 400 kg Cistého N na hektar,
coz se zcela vyrovnd davkam dusiku dodavanych do pidy formou umélych hnojiv pfii
intenzivni agrotechnice téch plodin, které symbiotickou fixaci nemaji. Jinymi slovy,
symbioticka fixace je schopna plné saturovat dusikem hostitelské rostliny, coz je v ptirodnich
ekosystémech vyhodné pfi kolonizaci izemi s extrémné malym obsahem dusiku v ptidé.

Méieni 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 obtizn¢). NejCastéji pouzivame acetylen,
pfidavany ke vzorkim kofent ¢i pidy v uzaviené nadobce. Vznikajici etylen Ize vysoce
citlivé méfit pomoci plynové chromatografie.

Asimilace nitratit a amonnych ionti

Schopnost symbiotické fixace dusiku je vyhrazena pomérné¢ malé skupiné rostlin -
vSechny ostatni jsou odk4dzany na piijem dusikatych sloucenin z pidy. Nejcastéji se jedna o
nitraty, nitrity a amonné ionty, které v pudé vznikaji z pidni organické hmoty Cinnosti
mikroorganismti (= mineralizace dusiku). Pfi rozkladu organickych latek vznikaji nejprve
amonn¢ ionty (amonifikace). Ty se dale mohou oxidovat na nitrity (bakteriemi rodu
Nitrosomonas) a dale na nitraty (Nitrobacter) v procesech souhrnné oznacovanych jako
nitrifikace. Ptfi nedostatku kysliku v pidé mulze dochazet k mikrobidlnimu rozkladu
dusi¢nanti na molekulovy dusik ¢i na plynné oxidy dusiku (denitrifikace) a tim i ke ztratam
dusiku z pudy.
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Je to tedy predev§im dynamika pidni mikroflory, kterd rozhoduje o mnozstvi a typu
sloudenin dusiku v ptadé. Cinnost mikrobtl je ovem fizena podminkami prostiedi. Tak
naptiklad za nizké teploty a nizkého pH piidy je zna¢né€ zpomalena nitrifikace (tvorba nitrati)
a hromadi se pouze amonné ionty, nebot” amonifikaéni mikrofléora je mnohem odolnéjsi k
nepfiznivym vlivim. VétSinou vSak maji rostliny k dispozici soucasné rizné pfijatelné formy
anorganickych sloucenin dusiku.

N, NH, N,, NO,
'y

fixace volatilizace denitrifikace
(Thiobacilius
denitrificans)

organickeé N -
. e -
formy dusiku amonifikace NH4 nitrifikace N03
T (Nitrosomonas sp.) l (Nitrobacter sp.)
Y

PFijem a asimilace koFeny rostlin a mikroorganismy (immobilizace)

Nitratové ionty piijaté z ptidy nemize rostlina zabudovat do organickych latek svého téla
pfimo, ale az po redukci na ionty amonné. K této redukci mize dochdzet u né€kterych druhti
ptimo v kofenech, u jinych az v listech. Misto redukce lze zjistit jednak analyzou xylémové
Stavy, jednak stanovenim aktivity enzymu nitratreduktdzy v piisluSnych organech. Avsak
také u druhti, které obvykle redukuji vesSkeré nitraty v kofenech, mize nékdy dochazet k
jejich transportu do listli, a to v téch ptipadech, kdy aktivita nitratreduktazy v kotfenech je
bud’ snizena (napt. nizkou teplotou), nebo je nedostatetna vzhledem ke zvySenému piijmu
nitratd. Redukci nitratl 1ze popsat souhrnnou rovnici:

NO;+8¢ +10H" — NH, +3H,0

Jiz z prvniho pohledu na tuto rovnici je zfejmé, ze jde o velmi naro¢nou redukci (oxidacni
¢islo dusiku se méni z +5 na -3 !). Také je uzite¢né si vSimnout, Ze se spotfebovava vice
vodikovych iontl neZ elektrontl. Ubytek vodikovych iontil v cytosolu vede k jeho alkalizaci.
Pro zachovani optimalniho pH v buiik4ch jsou tedy nezbytné jist¢ kompenzacni mechanismy.
U kofenii obvykle dochazi ke snizenému vydeji H do ptidniho roztoku a naopak ke
zvysenému vyluCovani OH™ a aniontli organickych kyselin (pH pudy v okoli kofent se tedy
zvysuje!). Redukce nitrath v listech je provéazena také zvySenou tvorbou organickych kyselin
(zvlasté kyseliny jable¢né ze sacharidli pfes fosfoenolpyruvat a kyselinu oxaloctovou). K
témto reakcim dochdzi veelku samovolné, nebot’ aktivitu PEP-karboxylazy stimuluje zvySené
pH. Cely reakéni systém byva oznacovan jako biochemicky pH-stat.

Pii blizSim pohledu na redukci nitratd 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 probiha za i€asti enzymu nitratreduktazy v cytosolu bunék (ne v organelach).

Nitratreduktaza je kliCovym enzymem pii asimilaci nitratl v rostlinach, nebot’ nejvice
rozhoduje o jeji celkové rychlosti. V kazdé¢ bunice se vyskytuje v nékolika formach (s odlisné
kédovanymi proteiny), ovsem s velmi podobnou zdkladni strukturou i funkei. Jedna se o
komplex slozeny ze dvou totoznych podjednotek (homodimer). Kazdd z nich obsahuje tfi
fukéni skupiny: FAD, hem a molybdenovy komplex.

Mnozstvi nitratreduktazy v rostlinach siln¢ kolisd v zavislosti na genotypu i na celé fadé
faktorh prostfedi. PredevSim existuji velké rozdily v potencialnich (maximalné
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dosazitelnych) hodnotach aktivity nitratreduktazy. Nékteré ruderdlni druhy (napf. kopfiva,
Urtica dioica) mohou dosahovat hodnot az stondsobné vysSich nez nékteré viesovisni
rostliny (napt. boravka, Vaccinium myrtillus), které jsou adaptovany k rustu na substratech
velmi chudych na nitratovou formu mineralniho dusiku. Tyto druhy pak nejsou schopny
vyraznéji zrychlit a vyuzivat nitraty ani pfi jejich dodani do substratu ve vétS§im mnozstvi.

Ale 1 u téze rostliny ¢i listu se aktualni hodnoty aktivity nitratreduktdzy mohou rychle
meénit i v prubéhu dne. Vzhledem k velmi kratké zivotnosti tohoto enzymu (polocas rozpadu
je jen ne€kolik hodin), v buiikach soucasné probiha jak syntéza, tak i rozklad (proteolytickymi
enzymy). Rychlost syntézy a tudiz 1 dosaZzitelnd aktivita nitratreduktazy je v ptimé zavislosti
na mnozstvi nitratl v bunce. Jednd se tedy o typicky ptipad indukce enzymatické aktivity
substratem, ktera je jinak u vyssich rostlin velmi vzacna (na rozdil od bakterii, kde je béZzna).
Aktivita tohoto enzymu je také stimulovana svétlem - jednak diky vy$si produkei reduktanti
(mize byt vyuzivan jak NADH, tak i NADPH, v zavislosti na dané¢ form¢ enzymu), ale
pravdépodobné 1 jinymi, na svétle zavislymi mechanismy (na zaklad¢ informacich
zprostiedkovanych fytochromovym systémem, jak bude blize vysvétleno ve treti Casti
ucebnich textl). Stimulace svétlem je ale podminéna ptitomnosti nitratd v bufice - pouze tedy
umociiuje ucinek substratové indukce. Nicméné v nocnich hodinach je asimilace nitrati v
nadzemnich ¢astech rostlin vzdy velmi zpomalena a tudiz tam dochazi k jejich hromadéni.

Navazujici redukce nitritu na amonny ion probiha u listd v chloroplastech, u jinych
organt pak v proplastidech. Nejlépe je prubéh tohoto procesu prozkoumén v plastidech listt.
Zde se totiz vyuziva primarnich reakci fotosyntézy a vSech Sest potiebnych elektront je
pfenaseno z feredoxinu pomoci enzymu nitritreduktdzy:

NO, +6e¢ +8H" — NH4 +2H,0

Pii redukci nitritd v kofenech a v jinych nezelenych orgénech je donorem elektronit NADH ¢i
NADPH, produkované respiracnimi procesy. Nékteré nové prace naznacuji, ze i v tomto
ptipad¢ se podili na pfenosu elektronti na nitritreduktdzu protein velmi podobny feredoxinu.

Amonné ionty, at’ uz vytvorené popsanou redukei nitrati ¢i ptimo pfijaté koreny z pidy,
pusobi nepfiznivé na bunény metabolismus (zejména inhibuji membranové procesy vcetné
tvorby ATP) a proto jejich rychla vazba do dalSich sloucenin (u pfijmu z pidy pfimo v
kotenech) je zivotné dulezitd. V buikach listl se navic uvoliiuje velké mnozstvi amonnych
iontll v prubéhu glykolatového (fotorespira¢niho) cyklu, které je také nutno opét vazat do
organickych dusikatych latek.

Prvni reakci asimilace amonnych iontii je obvykle tvorba glutaminu (amidovou vazbou
na glutamat) za UcCasti enzymu glutaminsyntetdzy (oznaCované zkratkou GS). Tato reakce
probiha v cytosolu za spotieby jedné molekuly ATP. Za dostatku amonnych iont v bunkach
glutamin reaguje s 2-oxoglutaratem (ktery je produkovan v mitochondridlnim citratovém
cyklu) za vzniku glutamatu (viz schéma v rdmecku). Tato reakce katalyzovana
glutamatsyntazou (GOGAT) probihd v plastidech a vyzaduje dodani redukéniho c¢inidla,
kterym v chloroplastech listovych bunék byvéa redukovany feredoxin (produkovany v
primérnich procesech fotosyntézy), v buiikach kofenti pak NADH. Cast takto produkovaného
glutamatu je vyuzita opét jako akceptor amonnych iontil pro dalsi cyklus jejich asimilace.

Dalsi cast je ovSem vyuzivana pro tvorbu jinych dusikatych latek, v prvé fad€ riznych
aminokyselin (aminoskupina glutamatu muize byt snadno pienaSena transaminaci na razné
organické kyseliny) a z nich pak se syntetizuji hlavné bilkoviny. Bohaté na dusik jsou
nukleové kyseliny 1 mnoha sekundéarnich metabolitii a zasobnich latek. Velmi vyznamnou
dusikatou latkou je také glutathion, jehoz stala zasoba v chloroplastech slouzi jednak jako
antioxidant, ale i1 jako substrat pro syntézu fady jinych dusikatych sloucenin. Cesty syntéz
téchto dusikatych sloucenin v rostlinach jsou jiz problematikou Cisté biochemickou.
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Asimilace amonnych iontu
Nejéastéjsi cesta:

glutamat + NH,* — glutamin glfutaminsyntetaza

glutamin + oxoglutarat —» 2x glutamat glutamatsyntaza

Za velmi nizkych koncentraci NH&" =

glutamat + NH,* — glutamin
glutamin + aspartat —s asparagin + glutamat asparaginsyntdza

Za velmi vysokych koncentraci NH " -
oxoglutarat + NH,* — glutamat glutaméatdehydrogensza

Velmi zjednodu$ené schéma tfi riznych cest asimilace amonnych iontt v rostlinnych burnkach.

Z fyziologického hlediska je velmi zajimavé sledovat zmény v obsahu dusikatych latek v
ruznych organech béhem ristu. Mladé klicici rostliny ziskavaji veSkery dusik ze zdsobnich
bilkovin uloZzenych v semeni (proteinova téliska). Velmi rychle po zacatku kliCeni jsou
zasobni proteiny hydrolyzovany na aminokyseliny a amidy, ze kterych jsou opét
syntetizovany nové druhy proteinti a dalSich latek.

Cely dalsi rust a vyvoj rostliny je provazen maximalni uspornosti v hospodateni
s organicky vazanym dusikem. Zvlast¢ dramatické zmény nastavaji pfi starnuti organt a pfi
tvorbé semen ¢i plodl. Funkce rostliny za téchto situaci smétuji k translokaci dusiku do mista
nejvetsi potieby z ostatnich svych cCasti. Protoze nejvice dusiku je vazano v bilkovinach,
dochazi v prvé tadé k jejich rozkladu. Ze starnouciho listu, diive nez uschne, mize byt
translokovano do mladych ¢i zasobnich organti az 85 % veskerého dusiku.

Pti tvorbé semen a plodl u rostlin nedostatecné zasobenych dusikem je métitelny pokles
fotosyntézy listl. Tento na prvni pohled paradoxni jev se da vysvétlit pravé prednostnim
zasobenim reprodukcnich orgdnt dusikatymi latkami odebranymi z listd (tedy i1 z c¢asti
karboxylaénich enzymil po jejich rozkladu), a to 1 za cenu sniZené tvorby sacharidi.

Asimilace sirani a fosfore¢nani

Sira je nejCastéji pfijimana z pidy v podobé siranil a jejich asimilace v rostliné ma
nekteré podobnosti s asimilaci nitratd. Je to také energeticky velmi ndro¢ny proces, ktery
souhrnné muzeme vyjadfit takto:

SO +ATP+8¢ +8H" — S +4H,0+ AMP +P;

K redukci siranti obvykle dochdzi v chloroplastech listl, v omezené mife mulize probihat
1 v kofenech (v proplastidech). Siranovy iont se nejprve vaze na ATP za vzniku adenosin-5-
fosfosulfatu (APS) a jedné molekuly pyrofosfatu. Ta se vSak zahy rozpadéa na dva fosfatové
ionty. Teprve pak dochazi k vlastni redukci pfenosem elektronli - u listd je donorem
feredoxin. Je zapotiebi celkem osmi elektronil, nebot’ oxidacni ¢islo siry se méni z +6 na -2.
Produktem redukce je sirnikovy iont, ktery je ale hned vestaven do aminokyseliny cysteinu.

Rostliny jsou schopny vyuzivat anorganické zdroje siry i ve formé plynnych sloucenin
(predevsim oxidu sifi¢itého, pokud nedosahuje toxicky zvySené koncentrace). Molekuly SO,
po vstupu praduchy do listu reaguji s vodou za vzniku sifi¢itanovych iontd, které jsou v
chloroplastech redukovany obdobnym zptisobem, jak bylo uvedeno u sirand.

Naprostd vétSina asimilované siry je pouzita ke tvorbé aminokyselin cysteinu
a methioninu, které jsou pravidelnou soucasti bilkovin i nékterych oligopeptidi. Sira je
soucasti fady redoxnich sloucenin i mnoha sekundarnich metabolitli, zejména silic.
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Asimilace fosforu rostlinami je pomérné jednoduchd, protoze fosfor - na rozdil od dusiku
a siry - zustava téméf stale v pln¢ oxidovaném stavu. Z pady je prfijiman jako
dihydrogenfosfatovy iont (H,POys'), pouze ve vyjimecnych piipadech (za vysokého pH) jako
HPO,>. Koncentrace t&chto iontl v pidnim roztoku jsou vzdy extrémné nizké (0,5 az 2 pM)
a proto prijem obvykle vyzaduje metabolickou energii.

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

Z kotentd muze byt fosfor transportovan do nadzemnich orgdnt jak ve formé volnych
fosfatovych iontd, tak i vazany v ATP. U vétSiny rostlin jsou vSak na delsi vzdalenosti
transportovany piednostné anorganické formy fosforu, zatimco uvnitf bun¢k (napf. mezi
organelami) pfevlada vyména ATP a ADP. Pii starnuti listh je asi 60 % z jejich celkového
obsahu fosforu odvedeno Iykem do jinych organd.

Vzhledem k nizké koncentraci fosforu v cytoplasmé je doba jeho obratu v metabolickych
procesech velmi kratka (Jen asi 5 minut). Daleko nejvice fosfatovych ionth cykluje pfi

vvvvvv

a obmeénach fosfolipidi, RNA a DNA.

Kontrolni otazky ke 2. ¢asti u¢ebniho textu Fyziologie rostlin

1. Jaké jsou hlavni typy proteinovych komplext v thylakoidnich membréanach chloroplastt a
které z nich se nachazeji jen v jejich ¢asti volné komunikujici se stromatem?

2. Z jakych hlavnich ¢asti je sloZen fotosystém II v thylakoidech?
3. Jaké jsou hlavni funkcni rozdily mezi chlorofyly a karotenoidy?

4. Jakym mechanismem je zajiSténa jednosmérnost pfenosu excitacni energie z antén do
reak¢niho centra fotosystému?

5. Jaké dil¢i fotochemické reakce vedou k hromadéni vodikovych iontli v lumen thylakoidu?

6. Jakym zplsobem miiZze cytochromovy komplex pfispivat k vyssi energetické ucinnosti
primarnich (fotochemickych) procest fotosyntézy?

7. Jaké odlisné typy redukénich procesi mohou probihat v chloroplastech s vyuzitim
redukované formy feredoxinu?

8. Popi§ pribéh cyklického transportu elektrond v thylakoidnich membranach. K tvorbé
jakych primarnich metaboliti vede?
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9. Co rozumime pod pojmem "nefotochemické zhédseni fluorescence chlorofylu" a ¢im je

10.
12.

13

14.

15

16.

18

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

26.

27.

28.

29.
30.
31.

32.

zpusobeno?

Jaké jsou tfi hlavni faze fotosyntetického cyklu redukce uhliku (Calviniv cyklus)?
Jaké faktory podminuji aktivaci katalytické funkce enzymu Rubisco?

Popi§ navaznost reakci v glykolatovém cyklu (fotorespiraci).

Popis navaznost reakci ve fixacni cesté C4. Jaké vyhody tato cesta rostlinam piinasi?
Popi§ navaznost reakci ve fixacni cesté¢ CAM.

Jaké biochemické zvlastnosti rostlin s fixacni cestou CAM podmiiiuji jejich schopnost
otvirat priduchy v no¢nich hodinach?

V jakych jednotkach nejCastéji vyjadiujeme mnozstvi fotosynteticky aktivniho zéateni
dopadajiciho na rostliny?

Ktera c¢ast "svételné kiivky" rychlosti fixace CO, je nejvice ovlivnéna uc€innosti
fotochemickych procest?

Jaké energeticky bohaté substraty jsou transportovany do mitochondrii rostlinnych bunék
a v nich pak vyuzivany pro tvorbu ATP?

Jaké hlavni multiproteinové komplexy se nachdzeji ve vnitini membrané¢ mitochondrii
rostlinnych buné¢k a jakou maji funkei?

Jaky vyznam mulze mit transport elektronii v mitochondriich alternativni (kyanid-
resistentni) cestou pro rostlinné bunky?

Jaké maximalni mnozstvi molekul ATP mulze vzniknout (fosforylaci z ADP) v rostlinné
bunce pti uplném rozkladu jedné molekuly glukézy na CO; a vodu?

K jakym hlavnim skupinam fyziologickych procesti v rostlinich jsou vyuZzivany
energeticky bohaté slouceniny (hlavné ATP) produkované v mitochondriich?

Jaké hlavni vnitini a vnéj$i faktory mohou zvySovat celkovou rychlost respiracnich
procesi?

Jaké typy chemickych sloucenin se uplatiiuji pii navazovani symbiotickych vztahii mezi
hostitelskou rostlinou a vhodnym typem hlizkovych baktérii fixujicich plynny dusik?

Jaké specifické proteiny ¢i jiné metabolity jsou nutné pro zabezpeceni fixacni aktivity
bakteroidll uvniti kofenovych hlizek?

Jaké pedochemické faktory (zejména koncentrace nékterych mineralnich zivin) mohou
sniZovat ¢i zvySovat symbiotickou fixaci dusiku?

Jaké hlavni skupiny ptdnich mikrobialnich procest ovliviiuji pfemény dusikatych latek v
pude?

Ve kterych ¢astech bunky (ne celé rostliny!) dochazi k redukci nitratii na amonné ionty?
Jaké faktory ptispivaji k aktivaci enzymu nitratreduktazy?

Na jakou chemickou latku se nejcastéji navazuji amonné ionty pii svém prvotnim vstupu
do organickych vazeb?

Ve kterych ¢astech bunky dochazi k redukci sirant a k zabudovani siry do organickych
vazeb a jaky je prvni staly produkt toho procesu?
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