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Uvob

Proc studovat stabilni izotopy — povzbuzeni ke studiu

Skriptum, které jste otevieli je primarné uréené pro ty z vas, kdo se zabyvate studiem
7ivé piirody a interakcemi Zivota s nezivou piirodou. V Uvodu nechceme nabidnout jen
obvyklé informace o kapitolach, které budou nasledovat a vyznamu oboru, ktery se vam,
jak doufame, otevie, ale radi bychom zde zacali jakousi ,,ochutnavkou® a ptidali
charakteristiky stabiln¢ izotopovych metod a nékolik rad pro nedocCkavce, ktefi po
piecteni tvodu uz zacCinaji planovat své vlastni pokusy. Obavame se, ze pokud bychom
zacali systematickym vykladem z fyzikalni chemie stabilnich izotopti a pojednanim o
technice, kterou se méfi apod., tak vas odradime uz od prvnich odstavcl, protoze
nebudete v&édét k ¢emu to vSechno je dobré. Za¢neme tedy radéji nékolika trochu
kuriéznimi ale snad atraktivnimi piiklady, které pomohou udé€lat si piedstavu 0 tom, jak
uziteCnym a intelektudlné pfitazlivym ndstrojem mohou stabilni izotopy byt, kdyz vite
k ¢emu a jak jich pouzit.

Rekni mi své 5°C a ja ti povim, co ji§ a odkud jsi

Svét Cloveka je svétem Odkud? Kam? Kdy? Na jak dlouho? Jak rychle? Svétem
cestovani, migrace S nejriznéj$imi piivlastky. V jistém smyslu to plati i o mnoha druzich
zivocicht, stéhovavych ptacich predev§im. Zvidavost i jiné motivace jako napf. snaha
béhem cesty zivi ale také napt. jak se méni prostiedi jejich do¢asného domova. Odlisna
mista na naSi planeté jsou specificki mimo jiné zastoupenim stabilnich izotopi
biogennich prvku (jejich obsah lze méfit a oznacuje se feckym pismenem delta, 6), a tato
specificnost prechazi do téla vSeho Zivého s potravou. My i vSechno zivé Se proto
stavame izotopovymi reprezentanty lokalit, ve kterych pobyvame. Pokud by se obsah
izotopu projevoval napf. $kalou barev a my méli schopnost je vidét, ménilo by nase télo
barvu podle toho, jak bychom se stéhovali z mista na misto. Kdyz je soucasti téla néjaké
,»zaznamové medium* jako tieba vlasy, vousy, nehty, chlupy v ocasu, peti ptaka, krunyi
zelv nebo roh, které neustale pfirustaji, mizeme misto a dobu pobytu, dokonce
rekonstruovat zpétné pomoci jejich ménici se izotopové ,,barvy*. Udélejme pokus sami na
sob&. Predstavte si, Ze Zijete v Ceské republice a naskytla se vam moznost odletdt na tfi
tydny do Stfedni Ameriky, napft. statu Belize. Po pfiletu pravidelné (napi. kazdy druhy
den) odeberete vzorek tkané svého téla, napt. prirostlé vousy (tvofené hlavné strukturni
bilkovinou keratinem), které oholite, oznalite a uschovate. Po piijezdu v podobné
¢innosti jesté néjakou dobu pokracujete a poté vzorky analyzujete na obsah izotopu
uhliku *C, tedy ziskate hodnoty 5'*C. Vysledny ¢asovy zdznam zmén 8*°C béhem vasi
,migrace“ by mohl vypadat podobn¢ jako v grafu na obr. 1. Pfi¢inou vzestupu hodnot
8°C k mén& zapornym (tj. obohaceni téla o izotop uhliku) je nahly prechod na stravu
zalozenou na produktech z tzv. C, rostlin (napf. cukrova titina, kukufice, ¢irok), zatimco
pred cestou a po navratu do Cech testovana osoba byla zavisla prevazné na domacich Cs
rostlinach a produktech z nich (napt. cukr z cukrové fepy, pSenice, maso zvifat krmenych
Cs plodinami). Rychlost navratu 8*3C k piivodnim tj. ,,&eskym* hodnotdam ukazuje také na
dobu (polocas) obratu uhliku Vv téle, tedy metabolickou aktivitu tkan€ (v tomto piipad¢ se
béhem asi 20 dnii vymeénila polovina uhliku v podkozni vrstve, kde se vousy tvori).
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Obr. 1 Casové zmény v obsahu izotopu *C v keratinu (vousech) &loveka Zijiciho dlouhodobé v Ceské
republice (CZ) poté co piesidlil do Belize (dny 1-20) a vratil se zpét (dny 21-39); (Santricek, Hisem,
Rossmann, nepublikovano).

Informace o rozdilech v izotopech uhliku mezi C3 a C4 rostlinami ziskate v kapitole 2 a

o dalsich izotopech vyuzivanych pro sledovani migrace zivocichid v kapitole 7.

Geograficky a druhové specifického zastoupeni izotopli vyuZzivaji kromé piirodovédct

z nejrizngjSich oboru také forenzni védy napt. K odhaleni ptvodu vzork biologické

povahy, archeologie (vzorky kolagenu, kosti, zubni tkané) ke zkoumani migrace lidi,

jejich dietetickych navyku a introdukce novych plodin nasimi piedky, nebo statni sprava

(napf. celni laboratofe, potravinaiska inspekce) ke kontrole pravosti a ptivodu rostlinnych

a zivo€isnych produkti.

Stromy zavlaZujici piidu

Vzrostly strom spotiebuje ohromné mnoZstvi vody za sezonu. Uvazovali jste n€kdy,
zda ten strom, na ktery se zrovna divate, vyuziva spodni hlubinnou vodu (napf. tu, ktera
byva ve studni) nebo vodu ve svrchnich vrstvach pady, ktera pochazi z desté? Pro strom
je takova ,,ivaha* klic¢ovd ma-li pfezit — podle ni musi investovat vice do rastu kotfent
nez vétvi a smérovat rust kofenti. Pro nas je pak klicové ,,rozhodnuti® stromu chceme-li
aby plnil ekologickou funkci, kterou jsme mu pfisoudili 1 po naSem piipadném zasahu do
ptirody. Méfenim mnozstvi stabilnich izotopi kysliku a vodiku ve vodé z kmene stromu a
Z riiznych vrstev piidy mizeme odpoveédét na otdzku, odkud strom vodu cerpd, protoze
voda ze srazek a podzemni voda maji obvykle rizné izotopové slozeni kysliku 1 vodiku.
Podobné¢ diky izotopim mutizeme zjistit kolik vody, ktera se vypatuje z porostu lesa nebo
Z krajiny prosla pies listy (strom ji vytranspiroval) a kolik se ji vypafilo z povrchu pady.
Zkoumani izotopového slozeni ptidni vody a vody ve stromu pomohlo pted lety odhalit
do té¢ doby netusenou vlastnost (n¢kterych?) stromi. A sice to, ze béhem noci nebo jiné
periody nizké transpirace strom z povrchovych vrstev ptidy vodu nebere, ale naopak ji
tam pfidava, ,,zavlazuje* své bezprostfedni okoli. Vodu, kterou pouziva k zavlazovani,
cerpa ze zvodnélych vrstev horniny (podzemni voda) a premistuje ji do povrchového
horizontu pudy. Vice detailii o tomto ,,hydraulickém vytahu® se dozvite v kapitole 7.5.3.



Stabilni izotopy v nds ... a ve skriptech

Jak jsme naznacili na zminénych piikladech, stabilni izotopy jsou béZnou soucasti
okolni pfirody a jako takové jsou bezpecné, nerozpadaji se jako radioaktivni izotopy a pfi
svém prirozeném vyskytu neohrozuji lidské zdravi. Kazdy znés je smési stabilnich
izotopt. Lidské télo se skladd hlavné¢ z vody a organickych latek. Podle toho také
obsahuje nejvice kysliku, vodiku, uhliku a dusiku. Tyto prvky jsou v nasem téle
zastoupeny hlavné svymi lehkymi izotopy s malou pfimési tézkych izotopt. Jak moc
mald ta pfimés je, zavisi hlavné na izotopovém sloZzeni stravy, kterou piijimame.
Duvtipné schéma na obr. 2, ukazujici izotopové slozeni pruimérného 50-ti kilogramového
Cloveka, dokumentuje, ze kazdy znds je soucasti uzasného soukoli nepfetrzitého
izotopového michani a rozdélovani (frakcionace), které probihd od subbunééné az po
globalni trover.

Obr. 2 Izotopové slozeni uhliku (hlava, sta), kysliku (t€lo, ruce), dusiku (levéa noha) a vodiku (prava noha)
prumeérného 50 kg tézkého cloveka (modifikovano podle Fry 2006)

K tomu, abychom mohli pln¢€ pochopit a aplikovat zékonitosti prerozdélovani izotopi
pfi feSeni nasich projektl, musime nejprve vstiebat zdkladni fakta o stabilnich izotopech,
musime védeét o ¢em je fe¢, znat terminologii. Piehled toho najdete v prvni kapitole. Vse
ostatni obsazené ve skriptu je rozdéleno do tii oddili podle izotopt prvki, o kterych se
pojednava na ,,uhlik* (kap. 2-4), ,,dusik (kap. 5, 6) a ,kyslik s vodikem* (kap. 7).
Kapitoly 2-4 ptinaseji zakladni informace 0 primarni frakcionaci stabilnich izotopt uhliku
V biosféte, tj. o frakcionaci béhem fotosyntézy, o vyuziti izotopovych metod pro
sledovani tokd uhliku z rostliny do pidy a do mikrobnich spoleCenstev zijicich v ptdé.
Kapitoly 5 a 6 jsou vénovany piirozené frakcionaci izotopi dusiku v ekosystémech a
vyuziti tzv. zfed'ovaci izotopové metody pro studium premén forem dusiku v padé.
V kapitole 7 je pak zakladni penzum informaci o vyskytu a rozd¢lovani stabilnich izotopi
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prvkli obsazenych v molekule vody tj. kysliku a vodiku, hlavné pak o izotopové
frakcionaci vody v hydrologickém cyklu a v rostlinach. Teoretické oblasti jsme se
pokusili doprovodit aplikacemi a ptipadovymi studiemi, tj. detailn€jSim popisem feSeni
nekterych tkoll, s kterymi jsme se béhem naSi prace se stabilnimi izotopy setkavali.
Ctenat by v tomto zakladnim ucebnim textu mohl postradat podrobngjsi informace o post-
fotosyntetické frakcionaci izotopti uhliku v metabolismu rostlin a Zivoc¢ichi, podrobnéjsi
pojednéani o modelech michani a frakcionace izotopt (véetn€ vyuziti Keelingovych grafi,
Reyleighovy destilace), detailnéjsi informace o frakcionaci izotopd kysliku a vodiku
Vv metabolismu rostlin a zivo€ichii nebo o latkové a molekulové specifickém vyskytu
stabilnich izotopl. Nezahrnuli jsme také kapitoly o izotopech dalSich biogennich prvk,
které se v posledni dobé prosazuji v biologickém a ekologickém vyzkumu jako je sira
nebo bor ale izotop kysliku *'O. Informace, které jsou sice zajimavé, a zvidavy &tendf si
je podle naSeho nazoru nenechd ujit, ale které nejsou nezbytné k pochopeni podstaty
popisovanych jevi, jsou uvadény v poznamkach pod c¢arou, pokud maji charakter kratké
poznamky nebo kurzivou mezi dvéma Carami V textu pokud jsou delSi. Seznam citovana
literatury je uveden na zavér kazdé kapitoly. Podminkou porozuméni podle naseho nazoru
nejsou predbézné znalosti vys$si matematiky, fyziky, chemie ani biologie. Spi§ jen
zvidavost a zdravy rozum.

Zachovaly stabilné izotopovy osmdesatnik nabizi své sluzby, ale...

Stabilni izotopy umoziuji ekologim a biologim indikovat, integrovat, evidovat a
znacit procesy, které hraji klicovou roli v pfirod¢€. Vse zacalo objevem stabilniho izotopu
vodiku (deuteria) Urey-em a spolupracovniky poc¢atkem 30-tych let minulého stoleti, tedy
pied cca 80-ti lety, a pokracovalo aplikacemi stabilné izotopovych technik ve fyzice,
geologii, hydrologii a dalSich ,,nezivych® disciplinach. Rychly rozvoj pfistrojového
vybaveni v poslednich dekadach nastartoval pouzivani stabilnich izotopt v biologii i
ekologii, a ptfinesl mnoho novych metodickych pfistupti umoznujicich studovat procesy
V jejich pfirozeném prostiedi na rtiznych urovnich komplexity, od buiniky pfes jedince,
populace, spolecenstva az po cely ekosystém a biosféru v globalnim métitku.

Pfirozeny vyskyt stabilnich izotopi — méfeny pomoci poméru, v jakém jsou
zastoupeny t€z8i a lehéi izotop - indikuje pifitomnost nebo absenci urcitého procesu,
provazeného izotopovou frakcionaci. Tento proces za sebou zanechava izotopovou stopu.
Napiiklad zastoupeni leh&iho 2C a t&zsiho **C izotopu, resp. jejich izotopovy pomér
BCI*C v rostling indikuje, jaky typ fotosyntézy rostlina vyuziva, izotopové sloZeni tkané
zivocicha zase indikuje, co zivo€ich konzumuje nebo odkud pochézi.

Izotopové slozeni tkané v sob& integruje prabéh dualezitych fyziologickych i
ekologickych procesti v prostoru i ¢ase. Cas, po ktery uréity izotop pribéh procesu
integruje, zavisi na dob& obratu sledované latky v naSem studovaném objektu
(rezervoaru). V dobfe promichavanych velkych pfirodnich rezervoarech, jako jsou
atmosféra nebo vodni ekosystémy, izotopovy pomér sledovaného prvku obvykle
reprezentuje integraci vstupu latek nezavisle na poctu a charakteru vstupujicich zdroju.

Izotopovy pomér prvki eviduje zménu podminek prostiedi. V piipade, ze se latka
vtkani ukladda a lze vymezit Casovy usek, ve kterém se ulozila (nedochazi
k promichavani), pomér stabilnich izotopi mize slouzit jako kronika - historicky zaznam
odpovédi organismu na ménici se podminky prostiedi. Naptiklad izotopové slozeni
letokruhtt mtze slouzit jako ptiblizny ukazatel (proxy) teploty pfi které strom rostl a
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jejich  zmén v minulosti, izotopové slozeni vlast/chlupi/pefi v sobé uchovava
chronologicky zédznam o prostfedi, ve kterém jedinec zil v dobé, kdy se dany usek
vlasu/chlupu/péra tvotil. Tyto archivy jsou vhodné napt. ke sledovani migrace zivocichii

vvvvvv

Stabilnimi izotopy miizeme ozna€it napt. vstupy do potravnich fetézct a pak stopovat
co se zivi ¢im, tedy zjistovat vyzivové (trofické) preference. Miuzeme tak napt. odhalit, ze
jisty druh masozravé rostliny si ve vyzivé dusikem piilepSuje rostlinnym opadem a je tak
vlastné ,,vegetarian® (Pavlovi¢ et al. 2011). Znaceni stabilnimi izotopy sleduje podobna
pravidla jako znaceni izotopy radioaktivnimi. Ma ale tu vyhodu, ze jej Ize provadét bez
rizika radioaktiviho ozafeni a tedy ne jen v piisné sledovanych laboratornich podminkach.

Nikdy bychom neméli zapominat, ze stabilni izotopy, a¢ jsou zde cilem naseho studia,
jsou hlavné prostiedkem - néstrojem, jak pochopit a kvantifikovat procesy probihajici
v piirodé. Jejich méfeni by meélo byt vzdy provézeno znalosti procesu, ktery je
predmétem naseho zajmu, znalosti, zda dany proces, nebo jeden ze fetézce procest, mize
byt spojen s izotopovym michdnim (tj. méni se pomér izotopt diky tomu, Ze se spojuji
dva nebo vice celkil) nebo frakcionaci (v reakci je upfednostiiovan jeden z izotopl a
produkt tak ma jiné izotopové slozeni nez zdroj reakce - substrat). [Pienesené: Popelka
frakcionovala, macecha michala]. Pokud nedochazi k izotopovému michani nebo
frakcionaci, a produkt ma stejné izotopové slozeni jako substrat reakce nebo procesu, pak
izotopové slozeni nemuze byt pouzito jako izotopovy indikator, integrator nebo
archivator. Vyjimkou muze byt situace, kdy se v disledku pochodu sice neméni
izotopové sloZeni latky jako celku ale méni se pozice tézsiho izotopu v molekule, vznika
novy izotopomer. Na zavér jedno varovani, které ponechavame v puvodni feci tak, jak
bylo proneseno.

,, Warning! Stable isotope data may cause severe and contagious stomach upset if
taken alone. To prevent upsetting reviewers’ stomachs and your own, take stable isotope
data with a healthy dose of other hydrologic, geologic, and geochemical information.
Then, you will find stable isotope data very beneficial.” (Marvin O. Fretwell, pers.
Comm. 1983)

Vytvor si vlastni projekt

Pokud zac¢inas s izotopy, nejlepsi je, kdyz si naplanuje$ svij vlastni maly projekt, ktery
Ti pomiize 1épe pochopit praci s izotopy, hlavné uskali vypoctl a naslednych interpretaci;
pomuize Ti uvédomit si, co vSechno kromé vlastniho méteni izotopli potiebujes znat a
méfit.

Nasleduje v osmi bodech vycet toho, jak by sis mé¢l(a) pii tvorbé projektu pocinat.

1. Zamysli se, co T¢ zajima. Uvédom si, ze izotopy jsou vSude a ve vSem
kolem néas a pfemyslej, jakymi pfeménami prochdzeji a kam vSude se
zabudovavaji v pfedmétu Tvého zajmu (napt. v rostling, zivocichovi, ptid¢€). Poloz
si konkrétni otazku, co chces zjistit.

2. Zjisti si z literatury, zda dochazi k izotopovému michani ¢i frakcionaci
v ramci nékterého z procest, které T¢ zajimaji. Pokud dochazi k frakcionaci, zjisti
si, jak je velka a jakymi pravidly se fidi.

3. Ud¢lej si piehled literatury a najdi, co vSechno je znamo a kdo izotopy,
které T¢ zajimaji, pouziva pii zkoumani podobné problematiky. Jdi na Web of
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Science a pomoci kli¢ovych slov typu ,,isotope, 13C, 15N ...
informace ¢i kontakty.

4. Piemyslej o pokusné plose, kterou bys mohl(a) vyuzit, jaké vzorky je tam
mozno odebirat a zda jsou to ty vzorky, jejichz analyza Ti pomtze odpovédét na
polozenou otazku. Pokud ne, ptemyslej o zalozeni cileného pokusu.

5. Najdi si izotopovou laboratof, kterd mize izotopovy pomér zméfit. Zjisti
si, jak je tfeba vzorek odebrat a pfipravit a také se nezapomen informovat na cenu
jedné analyzy. Komer¢ni izotopové laboratotfe se obvykle prezentuji na internetu.

6. Kontaktuj izotopovou laboratoi nebo né¢koho, kdo s izotopy na podobné
problematice pracuje, a prodiskutuj svou ideu. Lidé z izotopové laboratoie jsou
vétSinou ochotni zanalyzovat nékolik vzorkll zadarmo, zvlasté pokud vidi, ze jsi
zacatecnik a mas dobry napad. Naopak, pokud chces analyzovat stovky vzorki a
nevis, co od vysledki mize§ ¢ekat, nikdo s Tebou nebude chtit nic mit. Nicméné
pokud jsi bohaty(4a), servisné¢ Ti komer¢ni laboratoie udélaji téméf cokoli.

7. Odeber vzorky na zakladé toho, co jsi zjistil(a) V literatuie nebo
v diskuzich o sledované problematice. Pokud T¢ zajima celkovy izotopovy pomér
uhliku v rostlinné hmoté, zivocisné tkani nebo v pudé, stac¢i obvykle odebrat
representativni vzorek, vysusit ho pti 60°C a zhomogenizovat. Na vlastni analyzu
je potieba pouze malé mnozstvi vzorku, fadové ve stovkach mikrogramii
az jednotkach miligrama. Pfi specidlnich analyzach (napt. analyzy specifickych
latek) je tfeba pro extrakci latek pouzit laboratofi doporucené postupy. Nesmis
zapomenout, ze jakakoliv neuplna extrakce s sebou nese posun V izotopovém
poméru a vysledky analyz budou nepouzitelné.

8. Kdyz dostanes vysledky, zjisti, zda potvrzuji Tvou ideu. Nezapomen, ze
velmi Casto Ti nestaci prosté srovnani izotopového poméru v méfenych vzorcich,
ale pro interpretaci musi§ pouzit dal§i vypolty. Az dospéjes k interpretaci,
diskutuj to v tymu. Pomize Ti to pro odhaleni ptipadnych chyb ve vypoctu ¢i
Spatné interpretace.

najdi potfebné

Precteni nasledujicich stranek, které jsou vénovany problematice stabilnich izotopi
biogennich prvka C, O, H a N by Ti mélo pomoci pii realizaci Tvého projektu a k tomu,
aby ses co nejvice vyvaroval(a) zacatecnickych chyb. Pfejeme hodné radosti z poznévani
a uspécht pii experimentech.

V Ceskych Budgjovicich 30.11.2014

kolektiv autoru
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1 STABILNI IZOTOPY — TERMINOLOGIE, ANALYZY, PRIRODNI VYSKYT

Jiri Kvéton

1.1 Prvky, nuklidy, izotopy

Uvodem né&kolik tidajii ze svéta atomil. Pijde o zavedeni &i jen pfipomenuti nékterych
zékladnich pojmil z elementarni chemie.

Prvky vyskytujici se ve slune¢ni soustavé lze usporadat podle jistych pravidel do
systému, ktery zavedl D. I. Mend¢lejev (1834 — 1907). Jednotlivé prvky jednoznacné
urCuje pocet protoni v jadie charakterizovany protonovym (atomovym) Cislem (Z).
Zpocatku se zdalo, ze hmotnosti atomt prvka jsou celoCiselnym ndsobkem hmotnosti
atomu vodiku. Tak to predpokladal anglicky chemik W. Prout (1785 — 1850). Pozd¢jsi
vyzkumy ukdzaly, ze tomu tak neni. Hmotnost jadra, kterd je prakticky vyjadienim
hmotnosti atomu, neni témét u zadného prvku vyjadiena celym cislem (vyjimkami jsou
technecium a promethium). Mohou za to dal$i zakladni stavebni kameny atomového
jadra, neutrony, jejichZz pocet v jadru se zna¢i N. Elektrony se do hmotnosti atomu
nezapocitavaji pro svou velmi malou hmotnost ve srovnani s jadrem — klidovou hmotnost
maji skoro 2 000 krat mensi. Neutrony maji pfiblizn¢ stejnou hmotnost jako protony, ale
na rozdil od protont, které maji kladny ndboj, jsou elektricky neutrdlni. Jadro kazdého
prvku tak charakterizuji tii ¢isla:

Z — protonové €islo - jednoznaéné urcujici prvek

N — neutronové ¢islo

A — hmotové (nukleonové) ¢islo, které je dano souctem protronti a neutronti: A=Z + N
Cisla A a Z se pak u znacky prvku pisi nasledovng: 4X.

Na rozdil od Z, které je pro kazdy prvek jedinecné, mize N a v disledku toho i A
prvku nabyvat rtiznych hodnot. Jednotlivé prvky jsou tak tvofeny atomy s rliznym poctem
neutrond a to v rizném relativnim zastoupeni v ramci vSech jader daného prvku. Z toho
pak ptimo vyplyvaji uZ zminéné necelociselné relativni atomové hmotnosti drtivé vétSiny
vSech ptirozené se vyskytujicich prvki.

Atomy se kategorizuji na zéklad¢ variability v zastoupeni jednotlivych nukleont
(protonil a neutronil) v jadre:

Nuklid: Prvek (charakterizovany danym pocétem protond) s konkrétnim poctem
neutronti. Piklad: TH, 3C.

Izotopy: Atomy prvku lisici se poctem neutront. Je mozno je také nazyvat izotopické
nuklidy. Piklad: 1H, {H (stabilni, nazyvany deuterium), JH (radioaktivni, nazyvany
trittum). Jsou to jadernd individua srozdilnymi jadernymi a fyzikdlné-chemickymi
vlastnostmi vyvolanymi odliSnym poctem neutronil v jadfe, a tim padem zménénou
hmotnosti jadra (obr. 1.1.1).

Za chemické chovani prvku, tj. za konkrétni chemické reakce a schopnost vytvaret
konkrétni slouceniny, je zodpovédny elektronovy obal atomu, nebot pravé elektrony
vytvareji vazby mezi prvky ve slouceninach. Riizné izotopy téhoz prvku vstupujici do



reakce mohou jeji pribeh ovlivitovat z kinetického hlediska (pfedevsim rychlost reakce),
nikoliv viak z hlediska schopnosti izotopu vstoupit do dané reakce.!

Vsechny existujici prvky mohou byt bud stabilni anebo radioaktivni. Jadra
radioaktivnich prvkii se samovolné rozpadaji a emituji radioaktivni zafeni (Castice),
pricemz zpravidla dochézi k preméné jednoho prvku v prvek jiny podle jistych pravidel.
Kritériem stability je polocas rozpadu (doba, béhem niz dojde k rozpadu pravdépodobné
poloviny pocate¢niho poctu jader), ktery musi byt del§i nez 108 rokd. Takto dlouhy
polocas rozpadu je totiz limitem souCasné méfici techniky a metod pro detekci
radioaktivniho rozpadu. Z tohoto pohledu existuje asi 120 prvki, které jsou zastoupeny
vice jak 3 000 nuklidy, pfi¢emz stabilnich nuklidi je 254 (tidaj platny koncem roku 2014
a ziskany z anglicky psané mutace Wikipedie). Na zakladé vysledk pokust byla pro
existenci stabilnich nuklidi stanovena pravidla (Cabicar 1983), z nichz nékterd si pro
zajimavost uvedeme:

1. U vSech prvkl s vyjimkou TH a IHe je pomér A/Z > 2, coz znamena, Ze
N > Z. Se stoupajicim A roste A/Z az k hodnote 2,5.

2. Nejvetsi pocet stabilnich nuklidd maji jadra se sudymi Z, N i A. Naopak
nejmensi pocet stabilnich nuklidd mé jadra s lichymi Z a N, a tim padem sudym A.

3. Kazdy prvek slichym Z <82 je zastoupen nejméné jednim a nejvyse
dvéma stabilnimi izotopy (Astonovo pravidlo). Vyjimkami jsou technecium a
promethium, které nemaji stabilni nuklidy (pouze radioaktivni).

4. Kazdy prvek s A <209 ma alespon jeden stabilni nuklid. Vyjimkami jsou
prvky s A =5, 8, 98 a 147, které bud’ neexistuji (nuklid s A = 5) nebo jsou radioaktivni.

S. Prvky se Z > 83 a A > 209 nemaji zadny stabilni nuklid. VSechny jsou
radioaktivni.

! pro uplnost bude uzitecné uvést jeste¢ dalsi kategorie jader prvkll charakterizovanych rtznymi
kombinacemi poc¢tu nukleont, i kdyZ se s témito pojmy v oborech zabyvajicich se stabilnimi izotopy
lehkych prvka setkdvame ziidka.

Izobary: Nuklidy riznych prvki majici shodné hmotnostni ¢islo (A). Z toho plyne, Ze protony a neutrony
jsou v jadrech rizné zastoupeny. Piiklad: g5, IeAr.

Izotony: Nuklidy réiznych prvka majici shodny poéet neutrontl. Piiklad: 13Mg, 12AL

Izodiasféry: Nuklidy rGznych prvkli majici shodny prebytek neutronti nad dvojnasobkem poctu protont, tj.
AN = A, — 2Z; = A, — 2Z,. Piiklad: iH (radioaktivni), iLi.

Izomery: Nuklidy jednoho prvku majici rizny energeticky stav jadra, a tim padem muze byt jeden nuklid
radioaktivni a druhy stabilni. Piiklad: **"fzBa (radioaktivni), “35Ba (stabilni).



Stabilni nuklidy radioaktivni

Vodik Deuterium Tritium
. Neutron
. Proton
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iH a deuteriumiHIHIHIH

1.2 Analyzy stabilnich izotopu
Z toho nejobecnéjsiho hlediska l1ze analyzy stabilnich izotopii vyuZit v oblastech:

l. Pfesné stanoveni hmotnosti ur¢it¢ho izotopu a stanoveni jeho absolutniho
zastoupeni.

. VySetfovani pfitomnosti ur¢itého izotopu v konkrétnim misté molekuly.
1. Urceni izotopického sloZeni vzorku a jeho zmén.

V této publikaci se budeme zabyvat postupy spadajicimi do III. oblasti uvedené¢ho
rozdéleni, protoZe stanoveni izotopického slozeni vzorkl a jeho zmén, ke kterym dochazi
pii1 procesech zahrnujicich biologické systémy, je hojné vyuzivano v biochemickych a
biologickych védach.

Z hlediska fyzikalnich principl, na nichz jsou analyzy zalozeny, pak déleni analyz
vypada nasledovné:

1. Hmotnostni spektrometrie.
2. Nespecifické metody.
3. Specifickeé metody.

Nespecifické metody zahrnuji katarometrii (vyuZziti tepelné vodivosti plynil),
refraktometrii, interferometrii, elektrochemii a hustotové metody. Mezi specifické metody
patii plynova chromatografie, spektroskopie a jaderné metody. Nicméné ve védach o zivé
pfirod¢ je nejvice vyuzivana hmotnostni spektrometrie.



1.2.1 Hmotnostni spektrometrie

Vyznamné postaveni v souboru metod uplatiujicich se v oboru analyzy stabilnich
izotopli zaujima izotopova pomérova hmotnostni spektrometrie (v literatufe se muzete
setkat se zkratkou IRMS, coz je z anglického Isotope Ratio Mass Spectrometry). Tyto
metody musi byt velmi presné a pfistroje velmi citlivé, nebot’ se jimi deteguji rozdily
v hmotnostech molekul liSicich se izotopicky u jednoho prvku ¢asto jen o jeden neutron.
Pro biologické aplikace je typickym piikladem uhlik (izotopy :C + *3C), kde v ramci
analyzované latky (analytu), jimz je CO,, je molekula *3CO, jen o ~ 2,27 % t&z8i nez
molekula *2C0O,. Smérem k t&z8im prvkiim (tj. prvkim obsahujicim vice nukleond
Vv jadre) se toto procento dale snizuje. Molekulam stejného chemického slozeni, ale
ligicim se izotopickym sloZenim (napf. vyse uvedené *ZC'50'50 a 2C'0%50), se fika
izotopology.

Pfistroj pro méfeni relativniho zastoupeni izotopi pomoci IRMS se nazyva
hmotnostni spektrometr. Jeho hlavnimi funkénimi ¢astmi jsou iontovy zdroj, analyzéator
S iontooptickym systémem a detektor. Celé zatfizeni je tvofeno jesté vakuovym systémem,
elektronickym fidicim syst¢émem ovladdanym pocitacem a perifernimi zafizenimi
slouzicimi pro piipravu a davkovani vzorki. Jeden takovy pfistroj pro analyzu stabilnich
izotopti biogennich prvkt vodiku, uhliku, dusiku, kysliku a siry pracujici v moédu
,hepretrzitého toku (continuous flow) si popiseme. Fotografie pfistroje je zachycena na
obr.1.2.1.1.

Vsechny vzorky k analyze musi byt v plynném skupenstvi. Pokud se tedy nejedné o
vzorky, které jsou uz samy o sobé v plynné formé, je zapotiebi pevné a kapalné vzorky do
plynného stavu prevést. U dvou typa periferii, v nichz k tomu dochazi, je spole¢nym
jmenovatelem ptlisobeni vysokych teplot. Anorganické i organické latky pevného Ci
kapalného skupenstvi obsahujici vodik, uhlik nebo dusik se spaluji v proudu kysliku
Vv katalytickych kolonach za vzniku pfisluSnych oxidi, které jsou dale upravovany do
chemické formy pfedepsané pro analyt. Vzorky, at’ uz pevné nebo kapalné, u nichz je
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zapotiebi stanovit stabilni izotopy kysliku, a tudiz spalovani v atmosféte kysliku
nepfichdzi v uvahu, nebot izotopovy signal kysliku ze vzorku by byl piekryt
mnohonésobné siln€j$im signalem kysliku pro spalovani, se rozkladaji na plynné slozky
vysokoteplotni (~ 1400 °C) konverzi. Tieti moznosti, jak pfevést pevné nebo kapalné
vzorky do plynného skupenstvi, je chemicky rozklad. Tato metoda se uplatiiuje
piedevsim pii analyzach stabilnich izotopa uhliku u nespalitelnych vzorka (tj. takovych,
které obsahuji slouceniny, kde je jiz uhlik ve svém nejvyssim mozném oxida¢nim stupni),
Z nichz se uvolnuje CO,. Takové jsou uhli¢itany, kde se jako rozkladného Cinidla pouziva
bezvoda kyselina trihydrogenfosfore¢na (H3PO,4). V tab. 1.2.1.1 jsou uvedeny stabilni
izotopy, které 1ze hmotnostnim spektrometrem stanovit, a k nim pfislusné plynné analyty.

Tab. 1.2.1.1 Chemickd forma stabilnich izotop stanovitelnych izotopovym pomérovym
hmotnostnim spektrometrem Thermo Finnigan DELTAplus XL

2 1 13~ ,12 15, 14, 1B~ (16 o 32
Izotopy "H/iH :C/7C N/ 3N 20/ 750 1694165

Analyty H; CO, N, CO SO,

Periferie  jsou svlastnim hmotnostnim spektrometrem propojeny kovovymi
(nerezovymi) a sklenénymi kapildrami pies mezi€len (,,interface), v némz se vzorek
davkuje pro vstup do komory analyzatoru. Tento meziclen také slouzi ke stfidani toku
vzorku a reference k analyze. Referenci je chemicky totozny plyn jako analyt, ovSem o
znamém izotopovém slozeni. Reference se proto také nazyva pracovni standard. Celym
systémem zafizeni protékd nosny plyn, kterym je chemicky inertni helium.

Molekuly analytu vstupujici do iontového zdroje jsou bombardovany elektrony
emitovanymi zhavenym wolframovym vldknem. Tyto primarni elektrony vyrazeji
z vné¢jSich molekuldrnich orbitalti dalsi elektrony, a vytvareji tak kladn¢é nabité ionty.
Vzniklé kationty jsou urychleny vysokym napétim az na 3 keV a fokusovany
elektronovou optikou a vystupni $térbinou do tzkého svazku. Urychleny tok iontl pak
vstupuje do magnetického pole vytvafeného elektromagnetem, v némz dochazi
k zakfiveni drah ionti v zavislosti na mérmém naboji — poméru hmotnosti iontu a jeho
naboje — m/z. Tim se od sebe separuji ionty riznych hmotnosti a naboji, které se pak
odd€len¢ zaznamenavaji detektorem (obr. 1.2.1.2). Proud iontl se tak pfeménuje na
elektrickou odezvu umérnou mnozstvi ionti daného mérného ndboje. Detektorem byva
soustava elektrostatickych Faradayovych kolektorti. Hmotnostni spektrometry mohou byt
osazeny ruznymi typy a kombinacemi detektord, napf. dvéma kolektory pro analyzu
izotopt vodiku a univerzalnim trojitym kolektorem — viz obr. 1.2.1.2. Trojity detektor se
patfiénym nastavenim intenzity magnetického pole naladi na hmotnosti analyzovanych
izotopti. Cinnost hmotnostniho spektrometru véetnd periferii je Fizena pocitadem
prostiednictvim software doddvaného vyrobcem. Vystupem miize byt bud’ hmotnostni
spektrum v zavislosti na mémém naboji, nebo chromatogram, znéhoz se urluje
kvantitativni zastoupeni analyzovanych izotopt. Piiklad takového chromatogramu je
uveden na obr. 1.2.1.3.

11




\

Detektor

HD kolektor
m/z3

o H, kolektor )
m/z2 ~ Univerzalni
. : trojity
lontovy zdroj kolektor
m/z 28/29/30
m/z 32/33/34
m/z 44/45/46
m/z 64/66

2y,

Komora analyzitoru siontovym zdrojem je evakuovana, protoze drdha pohybu
kationtli k detektoru nesmi byt ovlivnéna jejich interakcemi s molekulami prostiedi.
Narazy elektronll by navic vytvarely kationty nejen z molekul analytu, ale také z molekul
prostiedi, coz by vedlo k nepfipustnému zkreslovani vysledkd. Snizeni tlaku na velmi
malé hodnoty je zprostfedkovano dvoustupfiovym vakuovym systémem. V prvnim stupni
se olejovou rotacni vyvévou docili pfedvakua fadové asi 10° Pa. Ve druhém stupni se
lopatkovymi turbomolekularnimi pumpami dosahne v analyzatoru pfi uzavieném vstupu
tlaku jen 10°® Pa. Po otevieni vstupu (pfi méfeni) stoupne tlak diky proudicimu nosnému
heliu na provoznich 10 Pa.
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Stabilni izotopy jakéhokoliov prvku nejsou v piirodé zastoupeny rovnomérné. U
vyrazn€ minoritni (viz tab. 1.2.1.2). V ptipad¢, Ze by se hmotnostnim spektrometrem se
zesilenim nastavenym na pfirozeny vyskyt izotopi mély méfit vzorky obohacené
pivodné minoritnim izotopem jako znackou, nebylo by to mozné, protoZe piistroj
nastaveny na vyssi citlivost by byl signalem zahlcen. U hmotnostnich spektrometrti se
proto uz pfti jejich vyrobé nastavuje zesileni detektord pro jednotlivé izotopy podle toho,
Vv ramci jakého rozsahu Cetnosti danych izotopii se bude pfistroj pouZivat.

Tab. 1.2.1.2 Zastoupeni stabilnich izotopli biogennich prvkd a siry v ptirodé (oznacované také jako
zastoupeni stabilnich izotopil v pozadi)

Izotopicky nuklid | iH H 2c ue | 1y 5N ) 2 32g g

Zastoupeni [%0] | 99,985 0,015 | 98,89 111 |99,64 0,36 |99,76 0,20 | 9500 4,22

1.2.2 Opticka spektroskopie

Ze specifickych metod pouzivanych v izotopovém vyzkumu v biologickych védach
stoji za zminku absorpcni spektroskopie. Spektroskopické metody tohoto druhu jsou
zaloZeny na optickych vlastnostech izotopologli, které maji velmi malo, ale méfitelné,
vici sobé posunuté absorpéni pasy zatreni. Pfistroje — spektrometry — maji jako zdroj
zafeni laser schopny velmi rychlého preladéni mezi absorpénimi maximy analyzovanych
izotopologii. Timto zplsobem je mozno proméfovat vzorek s velkou frekvenci —
mnohokrat za sekundu.
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Hmotnostni spektrometrie ziistdva v soucasné dobé (2. dekada 21. stoleti) prioritni
metodou pro méteni pevnych a kapalnych vzorku a taky volbou z davodi vyssi piesnosti
a stability pfistroji. Nicméné metody laserové spektroskopie se jiz ted’ uspésné uplatnuji
pfi analyzach plynnych vzorka v téch ptipadech, kde je vyhodou rychlost méfeni a mohou
se tak studovat vysoce dynamické procesy, piipadné kdy je zadouci analyzovat vzorky
piimo v terénu. Laserové spektrometry jsou relativné malé, nepotiebuji zafizeni pro
zajiSténi vakua ani separacni techniky pro vydéleni zadané latky. Mohou piimo
analyzovat plynné izotopology pfi jejich bézné (atmosférické) koncentraci a nevyzaduji
tudiz zadné techniky pro zakoncentrovani analytu na pozadovanou hodnotu.

1.3 Vyjadrovani izotopového sloZeni latek a jeho zmén

1.3.1 Prirozeny vyskyt stabilnich izotopii

Prvotni veli¢inou definovanou pro kvantifikaci stabilnich izotopi je izotopovy pomér,
tj. pomér Cetnosti minoritniho (zpravidla téz8iho) izotopu k cCetnosti majoritniho
(zpravidla leh¢iho) izotopu, znaceny R:

R = (Cetnost minoritniho izotopu) / (Cetnost majoritniho izotopu) [-]2 1.3.1.1

Cetnost miize byt vyjadiena v jednotkdch hmotnosti, latkového mnoZstvi, poétu &astic i
v jinych vhodnych jednotkach vyjadiujicich mnozstvi izotopt v dané latce. Veli¢ina R je
V kazdém piipadé bezrozmérna. Vychazime-li z ptirozeného vyskytu stabilnich izotopu v
ptirodé, neni jejich kvantifikace v absolutni mife v jakychkoliv jednotkach vyjadiujicich
mnozstvi ani s vyuzitim poméru R vhodna ztoho divodu, ze zastoupeni minoritniho
izotopu je opravdu velmi malé, u biogennich prvki nejvice kolem 1 %. Proto bylo pro
izotopové slozeni latek a jejich zmény navrzeno relativni vyjadieni izotopového
zastoupeni (Urey 1948). Relativni v tomto smyslu znamena vzhledem ke standardu. Znaci
se d a je dano vyrazem:

Ry @ Rs predstavuji izotopové poméry u vzorku a standardu; ndsobeni 1000 prevadi
vysledek na promile (McKinney et al. 1950). Veli¢ina ozna¢ovana jako o bohuzel dodnes
nemd svilj vSeobecné pfijimany nazev! Vzhledem k matematické konstrukci vyrazu by
tato veli¢ina mohla byt nazyvana pomérné izotopové sloZeni.

Vztah 1.3.1.2 udéava, jak se izotopovy pomér zkoumané latky li§i od izotopového
poméru mezinarodné uznaného standardu (tab. 1.3.1.1, Fry 2006).
0 > 0 znamena, Ze ve vzorku je vice minoritniho izotopu nez ve standardu a vzorek je o
minoritni izotop ve srovnani se standardem obohacen
0 < 0 znamena, ze ve vzorku je mén¢ minoritniho izotopu nez ve standardu a vzorek je o
minoritni izotop ve srovnani se standardem ochuzen
0 = 0 znamena, Ze ve vzorku je pfesné tolik minoritniho izotopu jako ve standardu.

Kazda dvojice izotopil mé sviij standard. Jako standardy byly zvoleny pfirodni latky,
které jsou izotopové homogenni a nepodléhaji ani pomalym chemickym zménam.
Mnozstvi takovychto pfirodnin je ovsem omezené, a tak jsou v dnesni dobé uz nekteré
Z nich vyc€erpany. Misto vyCerpanych standardd byly v koordinaci s Mezinarodni

2 znaky [-] oznaGuji bezrozmérnou veli¢inu
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agenturou pro atomovou energii (Atomovou agenturou) ve Vidni pfipraveny standardy
nové o shodném izotopovém slozeni jako standardy ptivodni. Nové standardy maji proto
pred zkratku svého nazvu piediazeno pismeno ,,V* podle poc¢ate¢niho pismene ,,Vienna“
— Viden.

Tab. 1.3.1.1: Izotopové poméry R mezinarodnich standardi stabilnich izotopti

Mezinarodni nazev standardu | Oznaceni | lzotopy R[]

Iyl .10
H/H 1,5576 - 10

Standard Mean Ocean Water SMOW
igg /Ho | 2,0052- 107

13~ ;12 . 1072
C/C 1,1180 - 10

PeeDee Belemnite PDB
18~ (16 1073
-0/30 2,0672-10
Air AIR By N | 3,6765 107
Canyon Diablo Troilite CDT i;sﬁrigs 4,41626 - 107

Rychlosti chemickych reakei a transportu molekul zavisi mimo jiné také na hmotnosti
jader a rGzné tézké izotopy v molekulach reaktantu proto tyto rychlosti ovliviiuji.
Odchylka v rychlostech reakce (nebo transportu), které se ucastni lehéi nebo t&Z§i
molekuly je pti¢inou izotopového efektu tj. skutecnosti, ze produkt reakce nebo latka na
konci transportni drahy ma jiné sloZeni nez substrat reakce nebo latka na zacatku dréhy.
Vlivem izotopovych efektil neni pfirozeny vyskyt prakticky Zadnych izotopl Gcastnicich
se geochemickych a biologickych procesli uniformni, méni se v Case 1 prostoru. Pro
studium dynamiky pfirozeného vyskytu je tedy potieba izotopovy efekt definovat

kvantitativng.®

Vyjadieme velikost izotopového efektu o pomérem izotopového slozeni vychozi latky
(reaktantu) a produktu reakce:

a=R/ /R, 1.3.1.3

Rr a Rp jsou po fadé€ izotopové poméry u reaktantu a produktu. Izotopovy efekt je tedy
pomérem izotopovych pomért. Poskytuje ndm tudaje o procesech, v nichz dochazi
k izotopovému tiidéni (frakcionaci), procesu opa¢nému k miseni. Biologické i fyzikalni
systémy a reakce v nich jsou pomérné malo citlivé na hmotnost molekul. Izotopovy efekt
a je proto desetinné Cislo velmi blizké ¢islu 1. Ukéazalo se jako nazornéjsi a uzite¢né
zavést odvozenou veli¢inu nazyvanou izotopova diskriminace jako odchylku (A)
izotopového efektu a od jedni¢ky a oznaCovanou symbolem A:

A=(a-1)- 1000 [%o] 1.3.1.4

Po dosazeni za a dostaneme vyraz formalné matematicky shodny s vyrazem 1.3.1.2
pro vypocet o:

¥ Bohuzel ve védecké komunité nepanuje jednota nazort, jak nékteré vztahy definovat, ani jak zavedené
veli¢iny pojmenovat. Abychom nepfispivali k Sifeni chaosu, nebudeme se snazit vymyslet vlastni
nomenklaturu, ale jako nejvhodnéjsi pro vyklad v dalSich kapitolach zvolime a budeme respektovat
konvenci zavedenou v publikaci Farquhar et al. (1989) a pouZivanou v soucasnosti v pfevazné vétsing
rostlinné fyziologické a ekologické literatury.
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A=[(R: - Ry) / Ry] - 1000 [%o] 1.3.1.5

Na rozdil od pomérného izotopového slozeni o, které nam udava relativni odchylku
izotopového slozeni vzorku od standardu, izotopova frakcionace A vyjadiuje izotopovou
zménu béhem procesu (reakce). Je proto Castéji pouzivana napt. v biologii nebo chemii,
kde se posuzuji procesy a reakce a jejich izotopovy vysledek.

Izotopova diskriminace A byla jako veli¢ina zavedena pii zkoumani izotopovych
efektd pii fotosyntetické fixaci CO,, kdy téméf vSechny dil¢i procesy znevyhodiuji
(diskriminuji) izotop “*C. Produkt (rostlina) je proto vzdy ochuzen o **C proti reaktantu
(substratu, kterym je atmosférické CO;) a A ma tedy kladnou hodnotu (R; > Rp).
Z rovnice 1.3.1.5 tedy vyplyva, ze:

a2 24

Vv

Matematickymi upravami muzeme dojit ke vzijemnému vztahu izotopové
diskriminace A a pomérného izotopového slozeni reaktantu a produktu &, a dp:

A= (8- 8) /1 + (5, / 1000)] [%o] 1.3.1.6

Vyraz se vyznamné zjednodusi, kdyZz je &, Vv absolutni hodnoté ,,malé* ¢islo vzhledem
k ¢islu 1000. Tento pozadavek byva vétSsinou v chemickych a biologickych systémech
splnén. V takovém ptipad¢€ je zlomek ve jmenovateli vyrazu zanedbatelné malé ¢islo ve
srovnani s ¢islem 1 a miizeme jej pominout. Vyraz se tak zjednodusi do tvaru

a umoznuje ziskat jednoduchy odhad izotopové frakcionace odectenim pomérného
izotopového slozeni produktu od pomérného izotopového slozeni vychozich latek.
Naptiklad, je-1i produkt ochuzeny o minoritni izotop ve srovnani s vychozim reaktantem,
dp bude mensi nez J; a A bude kladné ¢islo a to i v ptipadé, ze d; i 6, budou zaporna cisla.
Béhem reakce tak doslo k diskriminaci minoritniho izotopu.

1.3.2 Znaceni stabilnimi izotopy

Pouzivaji-li se stabilni izotopy ke znaceni latek, aby se mohly sledovat jejich osudy ve
fyzikalnich a chemickych procesech, ale predev§Sim v Zivych systémech, neni popis
zalozeny na prostém izotopovém pomeéru R a pomérném izotopovém sloZeni & vhodny.
V takovych pfipadech byva piirozené se vyskytujici minoritni izotop v nadbytku a & pak
nabyva vysokych az velmi vysokych hodnot, fadové az desetitisicli, coz je neZadouci.
Misto toho se proto pouziva veliina popisujici procentualni zastoupeni minoritniho
stabilniho izotopu ve vzorcich. Z jejiho anglického oznaceni se vZzil ndzev atomprocento,
zna&i se A° a je definovano:

A = (Cetnost minorit. izotopu) / (Cetnosti minorit. + majorit. izotopu) - 100 [%] 1.3.2.1

Je to klasicky vzorec pro vypocet procent. Pfestoze je vySe uvedeno, ze pomérné
izotopové slozeni & neni vhodnou veli¢inou pro popis latek obohacenych o minoritni
stabilni izotopy, bude uzite¢né si matematicky vztah davajici do souvislosti atomprocento
A a pomérné izotopové sloZeni 6 uvést:

A =100 - Rs (5 + 1000) / [Rs (8 + 1000) + 1000] [%] 1.3.2.2

* Zaporna diskriminace neboli obohacenti je lingvisticky protimluv. Je tfeba vnimat slovo ,,diskriminace*
jako nazev veli¢iny spi$ nez oznaceni procesu.
> Casto lIze v literatufe nalézt pro jednotky atomprocenta ozna&eni at% (viz také kapitola 3)
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Rs pfedstavuje izotopovy pomér patficného standardu. Jak vyplyva zrovnice 1.3.2.2,
vztah A a é neni linearni. Nelinearita se projevuje zvlasté pii vysokych hodnotach 6.

Pro uplnost si jesté¢ zadefinujme veliCinu, ktera je doplitkova k atomprocentu a udava
procentudlni nadbytek minoritniho izotopu nad jeho zastoupenim v pozadi. Tato veli¢ina
je nazvana atomprocenticky nadbytek (anglicky atompercent excess), znaci se E a je
dana vztahem:

E=A-B[%] 1.3.2.3

B zde v procentech vycisluje pfitomnost daného minoritniho izotopu v pozadi. Tyto
hodnoty jsou pro nékteré prvky uvedeny v tab. 1.2.1.2. Po dosazeni za A ze vzorce 1.3.2.2
dostavame rovnici pro vypocet atomprocentického nadbytku E s vyuzitim d:

E =100 - Rs (5 + 1000) / [Rs (& + 1000) + 1000] — B [%] 1.3.2.4

Na zavér této kapitoly si jeSt€¢ vSimnéme vztahu 1.3.2.1, jestlize z néj vypustime
nasobeni ¢islem 100. Pak dostaneme vyraz nazyvany frakéni zlomek a oznacovany F:

F = (Cetnost minorit. izotopu) / (¢etnosti minorit. + majorit. izotopu) [-] 1.3.2.5

Vysledky vypoctl frakéniho zlomku F a izotopového poméru R (vyraz 1.3.1.1) mohou
byt Ciselné dosti podobné a to tim vice, ¢im je v dané latce mensi Cetnost minoritniho
izotopu. Nicméné podle pfislusnych definic se jedna o dvé rtizné veli€iny, mezi nimiz lze
odvodit vzdjemné matematické souvislosti®;

F=R/(1+R)[] 2.3.2.6
R=F/(1-F)[] 2.3.2.7
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I. UHLIK

2 FRAKCIONACE 1ZOTOPU UHLIKU PRI FOTOSYNTEZE ANEB PROC JSME
OCHUZENI O TEZKY IZOTOP UHLIKU?

Jifi Santriadek
2.1 Vysvétleni na uvod a trocha historie

Strucnd odpoved’ na otdzku v nazvu kapitoly mize byt: protoze uhlik, ktery je v nasem
piednost leh¢imu izotopu 12C. Jeste nez budeme patrat po tom, co tim procesem je,
musime doplnit ne zcela ptesné¢ formulovanou tGvodni otazku. Ochuzeni ve srovnani
s ¢im? Asi kazdy 1 jen v zdkladech biologie vzdélany ¢lovék dnes vi, ze zdrojem vSeho
organického uhliku, a tedy 1 toho v naSich télech, je oxid uhlicity (CO3z), ktery je
v atmosfére a ktery se stal organickym diky fotosyntéze. Tedy otdzka by méla spravnéji
znit ,,Pro¢ je uhlik v mém téle relativné ochuzen o izotop Bc proti uhliku v atmosféfe
Zemég?*. Nalézt odpoveéd’ vyzaduje jit zpét v naSem potravnim fetézci a stopovat jak to
vypada s relativnim obsahem °C vnaSem jidle, v jidle naseho jidla, ... Takovym
procesem bychom dospéli k zavéru, Ze k podstatnému ochuzeni doSlo uz na samém
zacatku potravniho fetézce tj. pfi asimilaci CO; rostlinami. Dalsi ¢lanky potravniho
fetézce a procesy v ném, napf. traveni a dychani bylozravct (herbivorll), masozravci
(karnivort)) i nase fyzikalni postupy pii Gpravé stravy uz relativni obsah *C zasadng
nezménily. A protoze ,,v§echno maso bylo diive trava®, a soucasné ,,izotopove jsme to, co
jime* (s jen malou zménou) i1 nase svaly, kosti 1 nehty nesou izotopovy podpis
diskrimina¢niho procesu, ktery se udal v rostlinach uz na samém zacéatku pti zabudovani
uhliku z CO; do organickych latek, do jednoduchych tfiuhlikatych cukr. Tomuto
procesu se fika fotosynteticka asimilace uhliku, zkracené fotosyntéza.

vvvvvv

prvni pohled, strukturovand a propojend vazbami. Podobné i diskriminace uhliku pfii
fotosyntéze. Nejen, Ze existuji dva az tii z izotopového (1 fyziologicko-biochemického)
hlediska odlisné typy fotosyntézy suchozemskych rostlin; i pficin, které vedou
k diskriminaci *C je nékolik a kombinuji se. V této kapitole bychom vas radi piivedli
srozumitelnou formou Kk jejich pochopeni, a tedy schopnosti porozumét nerdznéj$im
aplikacim, které se od diskriminace uhliku pfi fotosyntéze odvijeji.

Trochu paradoxné, ktomu nejzasadnéjSimu biologickému pozorovani v oblasti
frakcionace *C dospéli fyzikové uz koncem 30-tych let minulého stoleti, jakmile se jim
podafilo zkonstruovat dostatecné citlivy pomérovy hmotovy spektrometr (IRMS).
Analyzami kouskl rostlinnych pletiv zjistili pozoruhodnou véc, totiz, Ze hmota
rostlinného téla je (téméef) vzdy ochuzena o izotop BC ve srovnani s relativnim
zastoupenim BCO, v atmosféte, z které rostliny CO; cerpaly. Naptiklad, kdybyste si
,hachytali“ ndhodné 100 tisic molekul CO; z volné atmosféry a rozttidili je na ! CO, a
B3C0,, zjistite, ze 98 889 bude t&ch leh¢ich a zbytek, tedy 1 111 t&zsich. KdyZ v téhle vasi
atmosféfe vyroste rostlina, jejiz télo zanalyzujete, zjistite, Ze obsahuje mezi 100 000
atomy uhliku ne 1 111 ale o néco méné, presnéji 1 091 (£ nekolik jednotek) atomit BCa
naopak pfiblizn¢ o 20 atoml izotopu 2C vice. A to vzdy; at’ méfeni opakujete,
zptesnujete a oveiujete sebevice-krat. Logicky dojdete po takové zkuSenosti k zavéru, ze
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rostliny z n&jakého zahadného vam neznamého divodu ,,nemaji rady*, diskriminuji **CO,
pied 12C0,. Tento jev, ktery dostal nazev izotopovéa diskriminace uhliku pii fotosyntéze,
byl teprve po 40 letech od prvniho pozorovani vysvétlen nékolika skupinami autord,
Z nichz nejvétsi podil na tom méli Farquhar, O’Leary a Berry, kteti publikovali svoji praci
v roce 1982.

Historie objevii spojenych s izotopovou diskriminaci uhliku rostlinami je popsdna
napr. v knize autorit Ehleringer, Hall, Farquhar (1993). Zde zminime jen to, zZe prvnimi,
V rostlinach byli fyzikove Nier a Gulbransen v roce 1939. Dalsich asi dvacet let trvalo,
nez vedci dolozili spravné podstatu tohoto jevu: CO; rozpusteny ve vodé jesté ochuzen o
B¢ nebyl ale uhlik v uhlohydratech (cukrech z fotosyntézy)uz ano (Park a Epstein 1961).
K diskriminaci tedy muselo dojit v listech behem fotosyntézy. Autori tehdy ale jeste
nespravne prisuzovali hlavni roli transportu CO; koreny rostlin. Trvalo dalsich témeér
dvacet let prace geochemikii, biochemikii a rostlinnych fyziologii nez bylo zrejmé, co se
S izotopem Bc deje a musel predchdzet objev existence Cy a CAM typii fixace uhliku
(Kortshak a spol. 1965 a Hatch a Slack 1966) aby bylo jasné, proc¢ jsou nékteré druhy
rostlin silné ochuzené o *C a Jjiné jen minimalné a proc je toto ochuzeni zavislé castecné
na podminkach prostredi v kterém rostlina vyrostla. Koncem 70-tych let bylo jasné, Ze
pricinou izotopového ochuzeni rostlin je hlavné karboxylacni reakce a v mensi mire také
difuze CO,. Zasluhu méli hlavné Graham Farquhar, Maron O’Leary a Joe Berry (1982),
kteri prisli na to, Ze diskriminace je urcovana hlavneé koncentraci COy V mezibunécnych
prostorech uvnit listu. Nasledujici desetileti az dodnes se tento objev rozvijel, model
diskriminace uhliku zpresnoval (a stile zpresnuje, napr. Cernusak et al. 2013) a objevila
se rada jeho aplikaci.

Uz vime, Ze izotopovou diskriminaci nazyvdme odchylku izotopového efektu od
jedni¢ky a znac¢ime ji symbolem A (velké delta). Vime také jak ji z Cisel udanych
vnasem piikladé vypocitat: A®C=[(R4/Rp)-1]-1000= [(1111/98889)/(1091/98909)-
1]-1000=18,5 %o (Rp je molarni izotopovy pomér, [“C)/[**C], v rostling a R, v atmosféfe).
Nas vysledek, AC=18,5 %o, je typicky pro skupinu tzv. Cs rostlin, které asimiluji (fixuji)
CO; z atmosféry pomoci enzymu ribuléza 1-5 bisfosfat karboxylédza oxygenaza (zkracené
Rubisko) a primarnim produktem fixace je tfiuhlikaty cukr (proto Cjz rostliny). Vedle toho
existuje druhové méné pocetna skupina rostlin, s tzv. C, typem asimilace CO,, které
vyuzivaji pro prvotni fixaci CO; jiny karboxyla¢ni enzym, fosfoenolpyruvat karboxylazu
a prvnim stabilnim produktem takové fixace je ctyfuhlikata organicka kyselina (proto Cy4
rostliny). Sem patii napft. tropické travy, z plodin na naSich polich napt. kukufice, ale také
cukrova titina nebo ananas. Ob¢ skupiny Cz a C4 rostlin diskriminuji Bco, v jiné mife, a
to tak, Ze se hodnoty diskriminace ziskané pro rostliny z obou skupin neptekryvaji (viz
obr. 2.1.1). Vedle obou izotopové odlisnych C3 a C4 typt rostlin existuje ale jesté jedna
skupina nazyvana CAM (z angl. Crassulaceae Acid Metabolism) a patii do ni rostliny
typem metabolismu fixace CO, blizké C,4, které ale jeho jednotlivé faze provozuji
oddélen¢ v ¢ase — béhem dne nebo noci. Kromé tlustice (Crassula) a tady jinych
tu¢nolistych druhii a kaktusii sem patii napt. agave. CAM rostliny jsou svoji hodnotou
diskriminace mezi Cs a C4 rostlinami.
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Obr. 2.1.1 Pramé&rné hodnoty diskriminace izotopu “*C a jejich statistické rozdéleni pro skupiny C5, CAM a
C, rostlin. Data pro C; a C, rostliny jsou pfevzata z piehledu 351 druhd trav (Poaceae)
(upraveno podle Vogel et al. 1980). Hodnoty obsahu izotopu **C jsou uvedeny v obou notacich,
S i A, pro Cs, C4 rostliny a atmosféricky uhlik v CO,. Schematicky jsou vyobrazeni typicti
zastupci C3, CAM a C, rostlin.

Obrazek 2.1.1 ukazuje tii pozoruhodné skute¢nosti. Jednak to, ze v§echny rostliny jsou
ochuzené o izotop **C oproti atmosféfe, zadruhé, Ze mira diskriminace je specifickd pro
Cs;, CAM a C; rostliny, a zatfeti, Ze se mira diskriminace mtze liSit také mezi druhy
uvnitf kazdé z C3, CAM a C, skupin a nejvEtsi variabilita je mezi Cj rostlinami. Pojd'me
nejprve patrat po pricinach; pro¢ rostliny méng ochotnd asimiluji *CO, a pongkud
preferuji 2C0y; pocetné — pro¢ je diskriminace ABC kladné ¢&islo? Po precteni
ptedchozich kapitol asi tuSite, kam sméfujeme: k tzv. kinetické a rovnovazné frakcionaci.
Kinetickd frakcionace odrazi rozdily v rychlosti reakci pro ob¢ izotopové odlisné latky
(izotopology), zatimco frakcionace béhem reakci, které probihaji obéma sméry je
dusledkem rozdilt rovnovaznych konstant pro oba izotopology. Jak se oba typy
frakcionace projevuji pii fotosyntetické asimilaci CO,?

2.2 Kineticka izotopova frakcionace CO, béhem difuze

Molekuly CO; se dostavaji z atmosféry dovniti lista difuzi (tj. transport po spadu
koncentrace) pies otvory v pokoZce listu (tzv. priduchy), které rostlina zavird nebo otvira
hlavné podle toho, zda ma dostatek vody a zda sviti slunce nebo je tma. T&z8i molekuly
CO, (13C02) ale difunduji pomaleji nez lehci 2co, protoze se pii dané teploté¢ pohybuji
s mensi stiedni rychlosti mezi dvéma molekularnimi kolizemi. Molekuldrni tok 13C02
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bude tedy mensi nez tok 2CO,. Toto fyzikové vyjadiuji tzv. difuznim koeficientem D,
ktery je pro tézsi 3C0O, nizsi nez pro leh¢i 2co,, Napt. jeho hodnota pro difuzi 2co, ve
vzduchu (pfi 20 °C) je D12c02=0.1603 cm?s™ a pro *CO,, D13c0,=0.1596 cm’s™. Pomér
D12c02/D13coz (Ciselné zde 1,0044) se nazyva izotopovy efekt o a fika nam, ze CO; je po
probéhlé difuzi 1,0044-krat obohaceno o *CO,, nebo 0,9956-krat ochuzeno o “*CO, ve
srovnani s puvodnim stavem pied difuzi. Dlouha desetinna Cisla se Spatn¢ pamatuji, proto
se z izotopového efektu odvodila veli¢ina frakcionaéni faktor jako odchylka izotopového
efektu od jednicky’ & = (0-1)-1000. Faktor € je tedy také bezrozmérna veliGina vyjadiena
obvykle v promile (%o, jedno promile = jedna tisicina). Takze v naSem piipad¢ difuze
CO; ve vzduchu je &, = (1,0044-1)-1000 = 4,4 %o (index ,,a* z anglického air).

Frakcionacni faktor miizete zjistit mérenim difuznich koeficientii *CO, a Y?CO, (Cisty
¥co, je mozné koupit, i kdyz je velmi drahy, a experimentovat s nim) ale miizete se také
presvedcit teoretickym vypoctem, Ze je skutecné 4,4 %o. Uvedeme zpiisob vypoctu pro
pripad, ze byste v budoucnu potiebovali odvodit hodnoty kinetického frakcionacniho
faktoru pro difuzi latek, které nejsou bézné a chtéli jste se vyhnout pracnému a
nakladnému méreni. Vypocet zaloZeny na tzv. redukovanych molekuldrnich hmotnostech
Jje publikovan napr. v praci Farquhar, O’Leary, Berry (1982).

Pro jednoduchost uvazujme tzv. binarni difuzi tj. systém, kdy jedna latka difunduje
Vjediné jiné latce. Reknéme, latka o molekulové hmotnosti my difunduje v litce o
hmotnosti my. Bindrni difuzni koeficient je neprimo umérny druhé odmocniné z tzv.
redukované molekulové hmotnosti my=my-my/(M1+my). Pro systém 2co, (m, = 44)
difundujiciho ve vzduchu (molekulova hmotnost priimerné ,, molekuly vzduchu* m; je 29)
je my=mymy/(my+my)=17,4795. Podobné plati pro redukovanou hmotnost Bco, s my=45
misto mp. M=17,6351. A protoze vime, Ze izotopovy efekt o je roven poméru difuznich
koeficientii obou izotopologii, plati:

Dizcor _ \/ﬂ (M, +m) _ 1 0044

a =
m2 (m?: + ml)

DlSCOZ

| podle teoretického vypoctu tedy plati, ze g =(1,0044-1)-1000 = 4,4 %o

Zavérem, difuze *CO, je pomalejsi nez difuze ?CO, coz ve vzduchu zpiisobuje
ochuzeni ,,produktu® o 13C02, které se da vycislit frakcionacnim faktorem 4,4 %o. Toto
¢islo je mozné vyuzit v piipadé, ze jde skutecné o molekularni difuzi v klidném
nemichaném vzduchu. Casto se setkavame s difuzi v hrani¢ni vrstvé objektii (napf. listd
rostlin) obtékanych vzduchem®. Zde dochézi k laminarnimu proudéni a frakcionacni
faktor je mensSi. Empiricka méfeni ukazuji, Ze se sniZeni izotopového efektu da vyjadiit
exponentem 2/3. TakZe frakcionacni faktor pfi difuzi v hrani¢ni vrstvé je e (1,00442/3-

" Pojmy frakcionaéni faktor a diskriminace jsou matematicky identické. Diskriminace (A) se pouZivé
pro vyjadieni relativniho rozdilu v izotopovém slozeni mezi substratem a produktem zatimco frakcionacni
faktor (¢) vyjadiuje miru frakcionace charakteristickou pro dany proces (napt. difuzi, karboxylaci a pod.)

Hrani¢ni vrstva je tenka vrstvicka vzduchu, fadové desetiny mm, ktera se vytvaii nad povrchem téles
v proudicim vzduchu. Je charakteristickd ne zcela nehybnym vzduchem ale také ne turbulentnim
promichavanim; dochazi zde k tzv. laminarnimu proudéni, kdy se jednotlivé sub-vrstvi¢ky posouvaji jakoby
po sobg. Jeji sila zavisi na rychlosti vétru a velikosti télesa.
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1)-1000 = 2,9 %o. Daéle je uzite¢né si uvédomit, ze kineticky frakcionacni efekt je mensi
pii difuzi v kapaliné neZ v plynu, protoze rychlost difuze v kapaliné zavisi vice na objemu
nez na hmotnosti molekuly. A protoZe je rozdil v hmotnostech molekul **CO, a **CO,
vetsi nez rozdil v jejich objemech, je frakcionaéni faktor ve vodé¢ difundujiciho CO;
pouze, &y = 0,7 %o. V nékterych spiSe vyjimecnych situacich v ptipad¢ difuze CO, do
list rostlin, kdy jsou praduchové Stérbiny velmi malé (mensi nez cca 0,1 um napfi. pii
suchu a malé ozéafenosti) mize dochdzet kjinému typu tzv. molekularni nebo
Knudsenovy difuze, kdy frekvence srazek molekul se sténami poru jsou Castéjsi nez
frekvence intermolekuldrnich srazek. Frakcionacni faktor za takovych podminek je
podstatné veEtsi nez g, pti bézné difusi (4,4 %0) a ma hodnotu 11,3 %o0. Hodnoty vodivosti
praduchd, pfi kterych se Knudsenova difuse pravdépodobné uplatiiuje, jsou pod 0,05 mol
(H,0) m™s™ (Faquhar a Lloyd 1993).

2.3 Kineticka izotopova frakcionace béhem fotosyntetické fixace CO;

Molekuly oxidu uhli¢itého, které se dostaly do vzdusného mezibunécného
prostoru uvnitf listu, se pted svoji dalsi difuzni cestou do chloroplastu musi rozpustit ve
vodou témé&f nasycené bundtné sténg. Ted’ uZ vime, Ze je zde relativn® méng “CO,
molekul nez bylo v atmosféfe okolo listu (o 4,4 %o). Presko¢ime pro tuto chvili
frakcionaci pfi rozpousténi, solubilizaci (es = 1,1 %o) a pii difuzi CO, uvnité bunky
(prakticky ve vodé, ey = 0,7 %o), které jsou relativné malé. Vénujme se stavu, kdy CO,
doputovalo vodnym prostiedim uvniti bun€k do chloroplastu, kde se setkalo s molekulou
karboxylaéniho enzymu zkracen¢ nazyvaného Rubisko (ribuloza-1,5-bisfosfat
karboxyldza oxygendza). Tento enzym ve svém reakénim centru vaze molekulu
pétiuhlikatého cukru ribuloza-1,5-bisfosfatu (RUBP) a zprostiedkuje jeho karboxylaci t;.
navdzani molekuly CO;. Nestabilni Sestiuhlikatd sloucenina se pak rozstépi na dvé
tifuhlikaté, z nichz ¢ast (kazda Sestd) opousti tzv. Calvinliv cyklus jako tfiuhlikaty cukr
(trioza) 3-fosfoglyceraldehyd (3-PGA):

1)

Prave karboxylace na enzymu Rubisko je z izotopového hlediska ,,horky bod*. Jeden
neutron navic zpusobuje, Ze je *CO, pfi karboxylaci ,,persona non grata®. Z hlediska
molekularni dynamiky se tento fakt vysvétluje men$imi molekulovymi vibracemi Bco,
v porovnani s leh&im *2CO,, a jejich v§znamem pii nasednuti CO, do reakéniho centra
Rubisko. Zkratka *’CO, ma v&tsi pravd&podobnost karboxylace nez *CO,. Vyse
uvedenou reakci je mozné nechat probéhnout ve zkumavce. Pokud zméfime izotopovy
pomér CO; jako substratu (rozpusSténého ve stromatu chloroplastu simulovaného reakéni
smési ve zkumavce, Reoa=[*2CO2]/[ **CO;]) a izotopovy pomér uhliku v produktu tj. 3-
PGA, Rpea=[“CI/[**C), zjistime, Ze je produkt ochuzen o *C s faktorem 29 %o.
Frakciona¢ni faktor pii karboxylaci pomoci Rubisko je tedy & = (a-1)-1000 =
[(Rco2/Rpca)-1]-1000 = 29 %o°. Proti plynnému CO; V listu je PGA ochuzen asi 0 30 %o

® Pouzivame zde notaci podle Farquhara, kde o se nazyva ,,izotopovy efekt a pocita se jako pomér
izotopovych pomérii reaktantu (substratu) k produktu. Nékde se Ize setkat s pivodni notaci navrZzenou
Craig-em (1954) a pouzivanou napt. Vogel-em (Vogel 1993), kde o, oznaované jako ,frakcionacni

23



(eptes). Tato hodnota je pozoruhodné malo zavisla na teplot¢ i na pH pii kterém se
karboxylace d¢je. Rubisko je evolu¢né velmi stary enzym, jehoz kinetické parametry se
V evoluci ménily. Pfesto Rubisko soucasnych vysSich rostlin vykazuje pomérné staly
izotopovy frakcionacéni faktor (variabilita do 1 %o). VEtsi odchylky od bézné hodnoty ¢, =
29 %o jsou znamy napf. u purpurové sirné bakterie Rhodospirillum rubrum, jejiz Rubisko
se strukturné vyrazné odliSuje od vyssich rostlin (je dimerem pouze vétsich podjednotek,
ne hexadekamerem z 8 vétsich a 8 mensich podjednotek jako Rubisko vyssich rostlin a
fas). Napiiklad, zjisténé hodnoty izotopového slozeni (8*3C) karboxylacnich produktii
Rubisko tabaku, R. rubrum a Rubisko u jejiz velké podjednotky byl leucin 335 nahrazen
valinem byly -27,4 %o, -22,2 %o, a -11,2 %o (McNevin et al. 2007). Vétsina rostlin kolem
nas vyuziva témeét vyhradné popsany zpiisob karboxylace pomoci Rubisko; jde o tzv. Cs
rostliny. Pfesto i tyto rostliny ziskavaji asi 10 % uhliku pomoci jiného karboxyla¢niho
enzymu, nazyvané¢ho fosfoenolpyruvat karboxylaza (PEPC). Ten ma frakcionacni faktor
velmi maly (asi 2 %o, viz dale), a proto se obvykle pii vypoctech diskriminace uhliku v Cs
rostlinaich pouzivda 27 %o jako primérna vézena hodnota frakcionaéniho faktoru
fotosyntetické karboxylace (er = 30 %0°0,9+2 %0-0,1 = 27,2 %o).

V minulém odstavei jsme se dozvédéli o existenci PEP-karboxyldzy. Uz pionyrské
izotopové analyzy herbafovych polozek, které provadél ve Stockholmu Wickman
pocatkem padesatych let na rostlinnych sbérech z transektu Sibife (ze stanic transsibifské
magistraly) ukazaly, Ze rostliny ze stiedoasijskych pousti obsahovaly relativng vice **C
nez mezofytni druhy z oblasti mirného pasma. To vedlo k domnénce, Ze velkou roli hraje
prostiedi, v kterém rostliny rostou. Dnes vime, ze skuteCnost byla jind. K jejimu
objasnéni piispéli fyziologové a biochemici pracujici (jako postdoktorandi)
v geochemickych laboratofich nebo tam, kde méli pfistup k technice IRMS. Vysvétleni
Wickmanovych vysledki je v odlisném geografickém rozsifeni C3 a C4 rostlin: v
subtropickém klimatu se slunnymi, teplymi a obvykle 1 suchymi polohami dominuji
rostliny s C4 typem fixace CO, zatimco v severnéjsich a chladnéjsich oblastech naopak Cs
druhy (vSechny stromy maji Cs typ fotosyntézy). Adaptace rostlin, hlavné k extrémné
nizké koncentraci CO; V atmosféie Zemé¢, vedla pred 10-40 milidny lety k evoluéni
inovaci — vzniku CO, koncentraéniho mechanismu C,4 rostlin. Pti zpracovani CO, C,4
rostlinami se CO, z atmosféry opét dostava difuzi pres pruduchy do listu a rozpousti se
vV bunéénych sténach nasycenych vodou. Vyznamnym rozdilem proti C3 druhtim ale je, Ze
jej pro karboxylaci nevyuzije Rubisko az v chloroplastech ale PEP-karboxylaza (PEPC)
uz vcytosolu bunék. Navic substraitem pro PEPC neni rozpusténé CO, ale jeho
hydratovana podoba, bikarbonatovy anion HCOj3'. Jeho fixace na fosfoenol pyruvat (PEP)
pomoci enzymu PEPC pak probiha podle schématu:

kde OAA je vznikajici kyselina oxaloctova resp. jeji anion oxalacetat (ma ¢tyti uhliky
Vv molekule, proto oznaceni C4 rostliny) a P je odstépeny fosfat. Jak uz jsme uvedli,
diskriminace bikarbonatu s tézkym uhlikem (H13C03') PEP-karboxylazou je velmi mala
(ep = 2 %o) a to je také hlavnim diivodem izotopovych rozdili mezi C3 a Cy4 rostlinami.

vvvvvv

tvorby bikarbonatu popsané déale. A nejen to. Ti, kdo védi, ze Cy4 rostliny vyuzivaji pfi

faktor, se pocitd inverzné (produkt k substratu), a méd proto zadporné znaménko v piipadé ochuzeni
produktu.
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sekundarni karboxylaci Rubisko, se asi budou V této fazi ¢teni citit zaskocCeni a budou se
ptat, jak je mozné, Ze Cy rostliny téméf nediskriminuji *C, kdyz maji také Rubisko?
Odpovéd najdete v dalSich kapitolach.

2.4 Rovnovazna frakcionace uhliku pri fotosyntéze

Reakce, ktera probihd obéma smeéry, se obvykle dostane po ¢ase do rovnovazného
stavu, tzn. jeji rychlost v obou smérech je stejnd ale mnozstvi substratu a produktu muize
byt vychylené na jednu nebo druhou stranu. Tento stav vychyleni charakterizuje tzv.
rovnovazna konstanta. Pokud ma substrat nékolik izotopovych podob, mohou se jejich
rovnovazné konstanty lisit. To je pak divodem, izotopové frakcionace pii rovnovaze.
Pokud se pfi takové reakei tvoti chemické vazba, plati obecné, ze téz§i izotop se hromadi
na té stran€ rovnice, kde se vazba tvoii. Popsanou situaci nalezneme pravé pii hydrataci
ve vod¢é rozpusténych molekul CO,, tedy tvorbé bikarbonatu podle nasledujiciho
schématu,

Vv kterém ki, a ki3 jsou rovnovazné konstanty pro CO, a HCO™ s uhlikem 12C nebo C.
ki3 je vE&tsi nez ki, proto se v reakéni smési hromadi 13C na strang bikarbonatu (kde se
tvofi nova vazba) a izotopovy efekt o = Kio/kiz = Rcoa/Rucos- = 0,991. Bikarbonat je tedy
V rovnovazném stavu obohacen o *C proti rozpusténému CO2 0 9 %o (g4 = -9 %o); proti
CO; v atmosfére je ey = -5,7 %o. Molekula bikarbonatu (obr. 2.4.1) se tvoii spontdnné po
rozpus$téni CO; Ve vodou nasycené bunécné sténé a uvniti burniky jeho tvorbu jesté velmi
urychluje enzym anhydraza kyseliny uhli¢ité (carbonic anhydrase, CA). Diky tomu je
hydratace CO, rychla a ma se za to, ze v buiikach je reakce téméf vzdy v rovnovaze.
Bikarbonatovou rovnovéhu ale mé4 smysl uvazovat pfi izotopovych studiich jen u Cy4
rostlin, které zpracovavaji bikarbonat; Rubisko Cj rostlin fixuje piimo rozpustény CO,, a
proto se s obohacenim bikarbonatu nepocita.

Obr. 2.4.1 Model molekuly bikarbonatu s centralnim atomem uhliku (¢erné) obklopenym tiemi atomy
kysliku (¢ervené) v planarnim uspoiadani; na jednom z nich je asociovan vodik (Sed¢).

Podobné jako i ostatni rovnovazné (termodynamické) frakcionace, je i frakcionace pti
CO,-bikarbonatové rovnovaze zavisla na teploté a udana hodnota (en = -9 %o) se vztahuje
k teploté 25 °C.
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2.5 Izotopova diskriminace uhliku v Zivé rostliné. Kvantitativni pristup

Pfedchozi pojednani o frakcionaci uhliku pii fyzikalnich nebo biochemickych
procesech je spi$ kvalitativni a postrada rozmér zivé rostliny. Vime sice uz, Ze specifické
procesy v Cz a C4 rostlinach zpuasobuji jejich izotopovou rozlicnost. Vime také, ze
viechny zmin&né procesy se sice odehravaji v Zivé rostling ale piesto hodnota A™C,
kterou ziskate analyzou rostlinného tcla, bude casto mimo rozsah zminénych
frakcionacnich faktort. Napt. v pfirod€ nenajdete C, rostlinu, kterd by byla obohacena o
13C proti atmosféte (viz obr. 2.1.1). A piesto, uZ vime, e bikarbonat, z kterého konec
koncl vznikaji cukry, mé& zaporny frakcionacni koeficient (eq = -5,7 %o); je tedy
obohaceny proti CO; ve vzduchu a PEPC pii karboxylaci témét nediskriminuje (ep = +2
%o0). Z toho plyne, ze C4 rostliny by mély byt proti atmosféie obohaceny o 3-4 promile.
Zdénlivy rozpor mezi teorii a praxi vznikd mimo jiné proto, Ze jednotlivé frakcionacni
faktory jsou sice aditivni, ale jejich prosté s¢itani nepovede ke spravné hodnoté, kterou
ziskame analyzou. Navic, u Cy4 rostlin nam dosud asi néjaké procesy unikaly. Jak jsou
tedy jednotlivé frakciona¢ni procesy v zivé rostling integrovany? Snaha piedpovédét
vérné praktické vysledky IRMS analyz rostlin vedla poc¢atkem 80-tych let k vytvofeni
matematického modelu (Farquhar, O’Leary a Berry, 1982), ktery pomérné¢ vérné
ptedpovidéa skutecnost, dovoluje vysvétlit variabilitu v izotopovém slozeni mezi 1 uvnitf
druhti a variabilitu zplisobenou prostiedim a nabizi aplikace ve fyziologii a biochemii
rostlin. Pokusme se modelu a Gvaze, ktera k nému vedla porozumét.

2.5.1 C3 rostliny

Z diskuzi nad vysledky analyz rostlinného materialu (vSichni tfi autofi modelu byli
koncem 70-tych let na pracovisti Australské narodni univerzity v Canbeie) vyplynulo, ze
z hlediska limitace rychlosti fotosyntézy a izotopového slozeni syntetizovanych cukri
mohou nastat dva limitni pfipady. Oba jsou zndzornéné na schématech na obr. 2.5.1.1
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Obr. 2.5.1.1 Schéma reakce listu rostliny na stres suchem a limitni hodnoty izotopové diskriminace uhliku
u Cz rostlin. CO, ma ve vnéjsi atmosféte listu koncentraci C, a difunduje do listu ve velkém
mnozstvi pfes pln¢ oteviené priduchy pfi dostatku vody (vlevo) nebo jen v malé mife kviili
témét zavienym pruaduchiim u suchem stresované rostliny (vpravo). V obou piipadech putuje
dovnitf chloroplasti (zeleny obdélnik) po spadu koncentrace CO,. ZavlaZena rostlina bude mit
koncentraci CO, uvnité chloroplastli, C;, vysokou, v extrému blizkou vng&jsi C,, kdezto
v chloroplastech stresované rostliny bude C; daleko mensi nez C,. Diskriminace izotopu **C je
pro ob¢ rostliny vyrazné€ jina proto, ze pievlada frakcionace pfi karboxylaci (eg=29 %o) nebo
pfi difuzi CO; ptes pruduchy (e,=4,4 %o).

Ze zkuSenosti vime, ze rostliny stejného druhu rostouci ve vnéj$i atmosfére za
podminek dobré zasobenosti vodou nebo stresované suchem se lisi obsahem izotopu **C.
Prvni jej diskriminuji hodné (8"3C suché hmoty jejich téla miZe byt napt. v rozmezi -27
aZ -32 %o) a druhé, stresované, malo (-23>5'C>-27 %o). Jak zavislost 5'°C na prostiedi
exaktn¢ vyjadrit? Je dobré si predem uvédomit nékolik skuteCnosti, jak to asi udélali i
autofi zminéného modelu. A/ Dil¢i procesy, které v biologickém organizmu probihaji a
vedou K pfeméné, transportu nebo produkei latky méni jeji izotopové slozeni v zavislosti
na své podstaté (dané frakciona¢nim faktorem) ale také na tom, zda a do jaké miry jsou
limitujici pro tok latky nebo rychlost tvorby produktu. ZjednoduSené€ a v extrému, pokud
karboxylace nepobézi, nebude z divodu karboxylace dochazet k diskriminaci. Pokud
pob€zi pomalu proto, ze prisun substratu vazne (ale jeji kapacita substrat zpracovat je
velika), bude diskriminovat malo, protoZze pravdépodobnost, Ze se kterakoli z molekul
CO; navaze do mnozstvi otevienych reak¢énich center, bude velika. Jesté jinymi slovy,
mira diskriminace (realizace €) se odvozuje od pievisu nabidky (mnozstvi substratu) nad
poptavkou (kapacitou reakce); B/ Jestlize reakce zpracovdva substrat v uzavieném
prostoru (reaktoru) s kontinualnim ptitokem substratu a s odvodem produktu, bude mit
V izotopoveé ustaleném stavu produkt stejné izotopové slozeni jako substrat na piitoku;
prosté dostane se diive nebo pozdéji na vSechny molekuly substratu, které nemaji
moznost Gniku, a proto nebude dochazet k izotopové frakcionaci. Coz ale neznamena, ze
by substrat v uzavieném prostoru mél mit izotopové slozeni stejné s tim, ktery do
reaktoru proudi (zdrojem). C/ izotopové ,,stopy* jednotlivych procesit uspotadanych za
sebou, v sérii, se scitaji.

Pro ndzornost se budeme dale vyjadfovat pomoci diskriminace (A), tedy
relativniho rozdilu *3C v rostling proti jeji okolni atmosféfe, misto 8*3C (viz definice
Vv uvodnich kapitolach pro vztah mezi ¥Can). Hodnoty A'®C nam mohou ¥ici, v jakém
prostiedi rostlina vyrostla, zda asimilaci CO; omezovala pievazné difuse v plynné fazi
(bylo sucho) nebo karboxylace (prselo). Jak tuto verbalni intuitivni Gvahu pfevést do
exaktni podoby? Budeme uvaZovat omezeny piisun substratu a ptipadné¢ omezeny odbér
produktu kazdého dil¢itho pochodu pfi asimilaci CO;. To dosdhneme tak, ze budeme
,»vazit“ kazdy dil¢i frakcionacni faktor rozdilem koncentraci CO; na pocatku a na konci
drahy/reakce. Ochuzeni rostlinného téla o B3¢, hodnota A™C, se da vyjadiit j ako'®:

1%V nasledujicim piejdeme k oznacovani, s kterym se nejéastdji setkavame v rostling-izotopové odborné
literatuie a kde a je frakcionacni faktor pti difuzi (dosud jsme pouzivali g;), b je frakcionaéni faktor pii
karboxylaci pomoci Rubisco (dosud jsme pouzivali €, nebo eg) a e, frakcionaéni faktor pii rozpousténi
(solvataci, dosud &). Vime uz, ze C je koncentrace CO, a velké delta (A) je diskriminace produktu (zde
asimilatl) proti substratu (zde CO, v atmosféfe kolem listu).
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Indexy a, b, s, i, w, |, ¢ oznacuji misto, v kterém se dana veli¢ina sleduje: a = volna
atmosféra, b = hrani¢ni vrstva (boundary layer), s = povrch listu (surface), i =
podpraduchova dutina (intercelularni prostor v listu), w = bunééna sténa (cell wall), | =
»kapalna faze* uvnitf bunék, cytosol, ¢ = vnitiek chloroplastu. Pies zdanlivou slozitost
jde jen o soucet izotopovych efektli (pfesnéji frakcionaénich faktort) dilé¢ich procest
(difuze a, rozpousténi a difuze ve vodé esta;, karboxylace b) vazenych relativnim
rozdilem koncentraci CO, (C) na zacatku a konci drahy, kterou se CO, pfenasi. Pfitom ay
je efekt difuse v hrani¢ni vrstvé vzduchu nad listem s laminarnim proudénim (2,9 %o), a
je efekt difuse v nemichaném vzduchu (4,4 %o), €5 a a jsou izotopové efekty pfii
rozpouSténi - solubilizaci CO, vbunééné sténé a pii difusi rozpusténého CO;
Vv cytoplasmé a stromatu (1,1 a 0,7 %) a b je frakcionace spojena se samotnou
karboxylaci enzymem Rubisco (29 %o). Posledni vyraz, ktery se odecitd a snizuje tak
miru diskriminace jde na vrub dekarboxylacim - fotorespiraci (dekarboxylaci glycinu,
jejiz frakcionacni faktor f = 8 %o, I'" je kompenzacni koncentrace CO; V listu pfi absenci
respirace) a respiraci na svétle Ry - a Casto se piredpoklada, ze je maly. Proto se vétSinou
zanedbava. Zatazeni tohoto ¢lenu respektuje skutecnost, ze list na svétle (foto)respiruje a
uvolnény CO, z mitochondrii se opét re-asimiluje ve fotosyntéze.

Frakciona¢ni faktory (dil¢i izotopové efekty) jsou fyzikalné-chemické ,.konstanty*
témeér nezavislé na druhu rostliny, podminkach, pfi kterych roste apod. Na podminky ale
reaguji pruduchy, ptipadné fotosynteticky aparat a v disledku jejich reakce se zvySuji
nebo snizuji koncentrace CO, uvniti listu (Cj, Cy, Cc). Diskriminace ABC pak nese
,podpis* téchto zmén podminek a koncentraci CO, integrovany za cely Cas, po ktery
rostlina fixovala uhlik. VySe uvedeny vztah nabyvad na praktickém vyznamu, pokud
situaci zjednodusime a budeme predpokladat, Ze vnitini transportni vodivost listu k CO,
je nekoneéné velka, a tedy ze koncentrace CO; v intercelularnich prostorech (C)) je stejna
s koncentraci v misté karboxylace uvniti chloroplastii C.. Pfiddme jesté¢ experimentalné
splnitelny piedpoklad, Ze vodivost hrani¢ni vrstvy vzduchu nad listem je velka a C, je
proto velmi blizka koncentraci na povrchu listu Cs. Potom prvni, tieti a ¢tvrty ¢len vztahu
25.1.1 budou blizké nule a mizeme je vynechat. Zanedbame-li jesté ptispevek
fotorespirace a respirace, dostaneme

G
C

APC =a+(b—a)- 25.1.2

a
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kde Ci/C, je pomér koncentrace CO, uvniti listu ke koncentraci ve vné&jsi atmosféte.
S ohledem na procesy, které jsou zodpoveédné za diskriminaci (difuze a karboxylace) je
nazorn¢j$i nasledujici podoba vztahu 2.5.1.2:

C,-C C,

+b-— 2.5.1.3
C

a a

AC =a-

v némz prvni ¢len vyjadiuje piispévek difuze a druhy pfispévek karboxylace. Ze
vztahu lze vyéist, jak A™C odrazi podminky, za kterych list rostl: Cj se bude bliZit
hodnot¢ C, za situace, kdy transportni drahy (priduchy a dalsi struktury v listu) budou
mit nekoneéns velkou vodivost, nekladou difuzi CO, zadny odpor. Pak A™C bude totozné
s hodnotou b = 29 %o'!. Takovému stavu se mize piibliZit rostlina rostouci p¥i dostatku
vody v pudé a vysoké atmosférické vlhkosti. Naopak, pokud pruduchy list hermeticky
izoluji od okolni atmosféry, jak se mlze stat pfi chronickém stresu suchem, CO; uvnitf
listu ,,spotfebuje* fotosyntéza, C; bude velmi malé a A™C blizké a = 4,4 %o. Vétsinou se
viak realné hodnoty Ci/C, u Cs rostlin pohybuiji od 0,6 do 0,9, a proto diskriminace A*C
miva hodnoty vrozmezi 17-25. Analytické vysledky hmotnostni spektrometrie se
vétsSinou udavaji vzhledem ke standardu, tedy jako 6. Hodnoty diskriminace A lze jen
s malou nepfesnosti vyjadrit jako rozdil obsahu §'°C v atmosféie a rostling: A*®C = 0a-0p.
Proto miizeme rovnici 2.5.1.2 také psat ve tvaru d,=0,-a-(b-a)-Ci/Ca,.

Koncentraci CO, uvnitf listu nelze méfit piimo. Je ale béznou praxi pocitat
koncentraci CO; v intercelularnich prostorach (Cj) na zakladé soucasného méfeni
rychlosti transpirace a fotosyntézy (fixace CO;) a vS§echny moderni gazometrické systémy
provadéji tuto operaci automaticky. Mizeme tedy dvéma nezavislymi metodami zméftit C;
(gazometrii) a A™C (pomoci IRMS). Proto bylo mozné uz v 80-tych letech nezavisle
ovétit zda vztah 2.5.1.2 skutecné plati a jak je pfipadné ovlivnén ne zcela splnénymi
ptedpoklady. Obr. 2.5.1.1 ukazuje jedny z mnoha vysledku takovych méfeni na souboru
krytosemennych a nahosemennych rostlin. Rovnice regresni ptimky proloZena méfenymi
daty (dp = -12,1-22,0-Ci/C,) je blizka ofekavanému vztahu 2.5.1.2: po vy¢isleni faktort a
(4,4 %o) a b (27 %o) a dosazeni za A™C = 3a-0p kde 0, =-8 %o vychazi teoreticka regresni
ptimka 8y = -12,4-22,6-Ci/C.,.

! Kromé b=29 %o pro frakcionaci pii karboxylaci prostfednictvim Rubisco se v literatufe miizete setkat
s dvéma dalimi hodnotami b podle toho, zda se do ni zapo¢itava frakcionace pfi rozpousténi CO, (b=30
%o) nebo také cca desetiprocentni frakce CO; fixovana u Cz rostlin PEPC (b=27 %o).
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Obr. 2.5.1.1 Experimentalng zjidtény vztah mezi relativnim obsahem **C v listu (5"3C) a pomérem vnitini
listové a atmosférické koncentrace CO, (Ci/C,) na souboru semenacktl krytosemennych
(kolecka) a nahosemennych (trojuhelni¢ky) dievin. Kazdy bod representuje prumér z nékolika
jedincii téhoz druhu (podle Cernusak et al., 2013).

Pro porozuméni pro ty, kdo nikdy neméfili vyménu plynii mezi listem a atmosférou, je
potieba zdiiraznit, ze hodnoty C;, které gazometrie poskytuje, jsou tzv. ,,okamzité*
(instantaneous), tj. takové, které zjistime v daném okamziku méfeni a za danych
podminek (ozatrenosti fotosynteticky aktivni radiaci, teploty, vlhkosti atd.). Jakmile se
podminky zméni naptf. béhem dne, méni se i hodnota C; protoze se méni otevieni
priiduchii i rychlost fotosyntetické fixace CO, uvnitf listu. V kontrastu s tim, 53C (nebo
A13C) zjisténd v suché hmot€ listu, je integralni veli€ina, jejiz hodnota se ,,tvofi“ po celou
dobu rustu listu resp. po celou dobu kumulace biomasy (pievazné celulozy). | z toho
muze plynout pomémné velky rozptyl bodi okolo regresni ptimky v obr. 2.5.1.1.
Alternativné lze méfit diskriminaci listu proti Bco, (A13C) pouzitim tzv. ,,on-line*
metody, kterou vyvinuli Evans et al. (1986). V takovém pfipadé se méfi souCasné
okamzita hodnota A*C a okamzita hodnota C; tak, Ze se napoji standardni listovd komora
na hmotovy spektrometr a méfi se zména v izotopovém slozeni vzduchu, ktery prochdzi
kolem fotosyntetizujiciho listu. V takovém experimentu pak zminény zdroj rozptylu bodu
v obr. 2.5.1.1 odpada. Existuji viak jestd dvé daldi mozné priGiny proé teorie (data AC
ziskana z rovnice 2.5.1.2) nemusi piesné¢ odpovidat praxi (skutecnym méfenim ABQ).
Prvni on-line méfend diskriminace (A13C0bs) a spoctena ABC pomoci rovnice 2.5.1.2 se
liSily vextrému az o 8 %o.. Pfi¢inou mohl byt a) neplatny ptedpoklad nulového
mezofylového odporu a b) heterogenni rychlost fotosyntézy na ploSe listu zplisobena
nestejnou (mozaikovitou) praduchovou vodivosti (stomatal patchiness) a/nebo
fotosyntetickou kapacitou (napt. Santridek et al. 2003). Zatimco posledni piiginu (b) se
obvykle snazime eliminovat béhem méfeni, pfi¢ina a) se vyuzila pro zkoumani tzv.
mezofylového odporu pro prenos CO, uvnitt listu a jeho podstaty (napi. Vrabl et al.
2009).
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Uvedeny vztah mezi A¥®C a pomérem Ci/C, lze vyuzit pro aplikace od prevazng
environmentalnich az po zcela biologické. V samostatnych kapitolach se podrobnéji
zminime o dvou z nich. Jedna sméfuje ke stanoveni koncentrace CO; uvniti chloroplasti
a ke stanoveni miry limitace jakou piedstavuji vnitini struktury listu pfi fixaci CO; (tzv.
mezofylova vodivost pro COy); druha k rychlému testovani rostlin na ucinnost vyuziti
vody (WUE) a selekci odrad hospodaiskych rostlin s vyssi WUE vhodnych do aridnich
oblasti.

2.5.2 C4 rostliny

Jak jsme uz naznacili diive, existuji rostlinné druhy, které asimiluji uhlik ve dvou
casov€ a prostorové oddélenych krocich. Primarné pomoci PEP-karboxylazy, PEPC,
jejimz substratem je bikarbonatovy anion (HCOj, hydratované CO, pochazejici
z atmosféry kolem listu) a dochézi k tomu v cytosolu mezofylovych buné¢k, a sekundarné
pomoci Rubisco v bunikdch pochev cévnich svazkli a substraitem je CO; (dopraveny do
pochev v podobé C4 kyseliny — jable¢nanu - a zde dekarboxylaci uvolnény). Schéma
téchto procest je na obr. 2.5.2.1

A Schematic of C, Photosynthesis
Mesophyll Tissue Bundle Sheath Tissue

Pco,~150 pbar Pco,~1500 pbar

/ CO?

PER RUBISCO

@ cycle
LS
Export

RUBISCO

~—psugars—"

COzA(' RUBISCO

Obr. 2.5.2.1 Schéma fotosyntetické fixace uhliku C,4 rostlinami (podle Sage, 2006)

Pro evolu¢ni uspéch C, rostlin je vyznamné, ze Rubisco pracuje v oddéleném
kompartmentu listu, kam se ,,pumpuje a kde se koncentruje CO;, tak, ze jeho koncentrace
zde dosahuje az desetinasobku té, ktera je v chloroplastech Cj rostlin. Proto se nemuze
uplatnit ,,plytvava“ oxygendzova aktivita Rubisco a C, rostliny neztraceji uhlik tzv.
fotorespiraci. Sledujme jednotlivé klicové procesy z hlediska izotopového. Uz vime, ze
CO; se rozpousti v cytosolu a ptitom je *CO, diskriminovéan (es=1,1 %o), pfi hydrataci
CO, dochézi k obohaceni vznikajiciho bikarbonatu o **C s faktorem e4=-9 %o a PEPC
diskriminuje te€zky bikarbonat (H13C03') relativné malo (ep=2 %o0). Méfenim in vitro (ve
zkumavce) se zjistilo, ze reakci vznikajici C4 kyseliny (jable¢nan ¢ili malat) je obohacen
0 3C proti CO, v atmosféte s faktorem £=-5,7 %o coZ je v dobré shod& se soudtem viech
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tif faktord es+eptep. Prod jsou tedy Cy rostliny ochuzené o *C proti atmosféte? Hraje pii
tom roli diskriminace pii sekundarni fixaci pomoci Rubisco? Odpovéd’ je z Casti asi uz
ziejma: zaprvé protoze Bco, je diskriminovano pii difuzi do listu (2,9 %o v hraniéni
vrstvé a 4,4 %o pii prachodu pies priaduchy). Zadruhé, a to je nova informace, protoze
¢asti molekul CO,, které se hromadi v buiikach pochev cévnich svazki (BSC z angl.
Bundle Sheath Cells) se podafi uniknout z tohoto nedokonale uzavieného kompartmentu
zpét do mezofylu a pfipadné ven zlistu. To je pfi¢ina toho, pro¢ Rubisco castecné
uplatiuje svoji znacné velkou diskriminaci také u Cy4 rostlin. Kdyby kazda molekula CO»,
ktera vznikne z malatu v BSC neméla sebemensi moznost tniku a byla zde navzdy
zaviena, dfive nebo pozd¢ji by byla vyuzita enzymem Rubisco, a pak by zde
k diskriminaci nedochazelo; jednalo by se o uzavieny systém, kde je frakcionace nulova.
Netésnost (angl. leakiness) BSC a s ni spojené tniky CO, se oznacuje symbolem ¢, ktery
vyjadiuje molarni podil CO, které¢ uniklo z BSC z celkového mnozstvi uhliku fixovaného
PEP-karboxylazou. Podobné jako pro Cj3 rostliny, bylo mozné pii uvédoméni si
pfedchozich skuteCnosti sestavit matematicky model izotopové diskriminace Cg
rostlinami (Farquhar 1983):

APC =a+[b, +¢(b, —s)—a]- % 2521

a

Pouziva se zde obdobna symbolika jako v pfedchozich vztazich. Tedy diskriminace pii
difusi, a=4,4 %o, diskriminace pfi fixaci uhliku PEPC, by=-5,7 %o (dfive €p), diskriminace
pfi asimilaci uhliku Rubisco, b3=29 %o (dfive €r), frakcionace pii iniku CO; pies bariéru
BSC, s=1,8 %0 a ¢ je netésnost BSC jako podil uniklého z celkového fixovaného uhliku
PEPC (¢islo v rozmezi 0-1). Uz vime, ze Ci/C, je pomér mezibunééné a vnéjsi
atmosférické koncentrace CO,. Pokud v experimentu budeme péstovat C4 rostliny a méfit
u nich gazometricky C; a spektrometricky A'*C, bude jedinou neznamou v rovnici 2.5.2.1
parametr netésnosti ¢ a mizeme jej vypocitat. Takovym zpisoben se zjistilo, Ze se
netésnost miize pohybovat v pomérné Sirokém rozmezi od 0,1 do 0,7. To znamen4, ze 10
az 70 procent vSeho fixovaného uhliku PEP-karboxyldzou se muze ,,ztratit“ z dosahu
Rubisco v dusledku netésnosti BSC. Netésnost je zavisla na stafi rostlin i na podminkach
prostiedi, hlavn¢ ozafenosti fotosynteticky aktivni radiaci, FAR (napf. Kubasek et al.
2007). Pii nizsi nebo proménlivé FAR, jakd muze byt napt. v zapoji porostu (,,svételné
skvrny*) uniky stoupaji. To je asi jedna z pticin pro¢ druhy rostlin s C4 typem fotosyntézy
téméf nikdy nenachazime v podrostu lesti nebo jiné vegetace (napt. Kubasek et al. 2013).

2.5.3 CAM rostliny

Izotopovy ,,obraz* vegetace na Zemi ma tfi oddélené vrcholy odpovidajici Cs, Cy4 a
CAM typum fotosyntetické fixace uhliku (viz obr. 2.1.1). CAM rostliny ptedstavuji co do
globalni Cisté primarni produkce organickych latek nejméné vyznamnou skupinu, ale
mira jejich adaptace k extrémnimu nedostatku vody dosdhla vrcholu. Mnoho druhi
tucnolistych rostlin, kaktusy nebo napf. agave se brani nadmérnému vyparu tim, Ze, na
rozdil od C3 a C4 rostlin, zaviraji praduchy pfes den a oteviraji je v noci, kdy je teplota
niz$i a naroky na vypar minimalni. CO, tedy difunduje z atmosféry do listu béhem noci a
zpracovava se v principu stejné jako u Cy rostlin, tedy karboxylaéni reakcei katalyzovanou
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PEP-karboxylazou. Rozdil je jen v tom, ze se vznikajici C4-kyselina (jable¢nan neboli
malat) netransportuji ven a neukladaji v oddélenych specializovanych buiikach pochev
cévnich svazka, ale ukladaji se béhem noci ve vakuolach. Béhem dne, kdy se priduchy
uzaviely, se malat odvadi zvakuol do cytosolu, dekarboxyluje se a vznikajici CO,
difunduje do chloroplastd, kde jej pfi vysoké koncentraci fixuje Rubisco. V idedlnim
piipadé plynotésného systému (bez uniku CO,) muzeme pro diskriminaci B¢ cAam
rostlinami mizeme pouzit vyjadieni podobné jako je pro Cs rostliny (rovnice 2.5.1.2) jen
s diskriminaci PEP-karboxylazou (bs=-5,7 %0) misto Rubisco:

Ci 25.2.2
C

a

APC =a+(b, —a)-

Pti Ci/C, typickém pro CAM rostliny, tj. od 0,4 do 0,7, vychazi A®3C blizka nule, tedy
nizsi nez u C4 rostlin. To odporuje skutecnosti. Z praktickych méfeni diskriminace u
CAM rostlin vime, Ze jejich ABC byva v rozmezi ptiblizné od 3 do 15 %o. Pficinou je to,
ze CAM rostliny nevyuzivaji pouze popsany zpusob fixace CO, ale na sklonku dne,
pokud je vSechen malat dekarboxylovan, oteviraji pruduchy a zapojuji do asimilace CO,
také Rubisco. Vysledny izotopovy signal jejich téla je pak integralem fixace CO, pomoci
PEPC (rovnice 2.5.2.1) a Rubisco (vztah 2.5.1.2) (Farquhar et al. 1998). Experimentalné
lze tuto skuteCnosti prokazat tak, ze CAM rostlinam umoznite fixaci CO;, pouze béhem
dne — pak bude jejich izotopovy signal ABC blizky Cs rostlinam, nebo pouze béhem noci
— pak bude jejich diskriminace A™*C podobna jako u C, rostlin.

2.6 Shrnuti

Vv

S atmosférickym uhlikem v podobé CO; jako substraitem pro fotosyntetickou asimilaci.
Této vlastnosti se fiké izotopova diskriminace uhliku, Ize ji méfit pomoci poméroveé
izotopové spektrometrie, oznaCuje se symbolem velké delta (A) a vyjadfujeme ji
bezrozmémym ¢&islem jako relativni zménu obsahu *C mezi atmosférou a rostlinou
v promile (%o). Dvéma hlavnimi pfi¢inami ochuzeni biomasy rostlin o *C jsou: 1)
transportni procesy, hlavné difuse CO; v plynném prostiedi z atmosféry pres priduchové
pory do listu a 2) karboxylace katalyzovana enzymem Rubisco. Protoze jsou oba klicové
procesy citlivé k podminkdm prostiedi (vlhkosti, ozafenosti, teploté¢ atd.), méni se A
V ur¢itém rozmezi hodnot v zavislosti na téchto podminkach. Veli¢inou, kterd sjednocuje
vliv podminek prostredi ve vztahu k diskriminaci *3C rostlinou je pomér koncentraci CO;
uvnitf listu a ve volné atmosféte okolo listu (Ci/Cy). Vztah mezi A a Ci/C, 1ze vyjadtit
matematicky a pouZzit v environmentalnich a biologickych aplikacich, napft. pfi Slechténi
rostlin na suchovzdornost. Mechanismy a hodnoty diskriminace uhliku se 1isi u C3 a C4
rostlin. Je to hlavné proto, Ze C, rostliny vyuzivaji jako primarni karboxylaéni enzym
PEP-karboxylazu, ktera diskriminuje **C velmi malo, a potom také proto, Ze Rubisco,
jako sekundarni karboxyla¢ni enzym je uzavien v relativné pro CO; nepropustné obalce
bunék pochev cévnich svazkii (BSC), do niz se CO, ,,pumpuje* pomoci koncentra¢niho
mechanismu. V uzavieném prostoru BSC pak nemuze k diskriminaci dochéazet. Obalka
BSC byva nedokonale tésna a vysledny unik CO; se projevuje ¢asteCnym uplatnénim
frakcionace enzymem Rubisco. Studium diskriminace u C, rostlin proto umoziuje
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posudit ucinnost jejich asimilace uhliku i adaptacni strategie téchto druhd. Specifickym
piipadem z hlediska izotopového jsou CAM rostliny, které kombinuji obé biochemické
cesty fixace uhliku, a proto nabyva jejich izotopové sloZeni intermedialnich hodnot mezi
Cs a C4 rostlinami. Hodnoty A jsou odlisné pro Cz a C4 druhy a toho 1ze vyuzit pro jejich
spolehlivé rozliseni. Pfenos izotopového signalu C3 a C4 druht v potravnich fetézcich je
pak potencidlem pro sledovani dietetickych navyka pfipadné migrace zivocichli véetné
¢loveka.

2.8 Aplikace, pripadové studie

2.8.1 Ucinnost vyuziti vody rostlinami mé¥end pomoci stabilnich izotopit uhliku

2.8.1.1 Co je ucinnost vyuziti vody?

Jisté vas zajima kolik chleba nebo jiné nezbytné potraviny nebo tieba benzinu do auta
poridite za stokorunu. Pijdete nakupovat tam, kde dostanete za své penize vic, jinymi
slovy tam, kde vyuzijete své zdroje ucinngji, efektivnéji. Pfevedeno do vztahu rostlina-
Cloveék-prostiedi, v angli¢ting existuje slogan ,,more crop per drop“ ve smyslu vice arody
za mén¢ vody. Voda je pro rostliny zdroj, bez kterého neporostou, nebudou asimilovat
uhlik v podob&é CO; z atmosféry. Pfitom je voda zdroj omezeny, jeji mnoZstvi vétSinou
limituje rust rostlin; v nckterych oblastech Zemé kriticky a jeji nedostatek vede az
k hladomoru. Proto bychom méli radi k dispozici rostliny, které na jednu ,,kapku* vody
vytvoii co nejvice biomasy, a tedy které vyuzivaji vodu uéinng. Uéinnost vyuziti vody
rostlinami (WUE z anglického Water Use Efficiency) je vlastnost, ktera je velmi odlisna
mezi riznymi genotypy, taxony, druhy, odridami rostlin, a to dava nad¢ji Slechtitelim
nebo genovym inZenyriim pfi hleddni druht a odrid s vyssi ucinnosti. WUE je vlastnost
rostlin, kterd kromé& molekularnich fyziologh a zemédélct zajima také ekology, hydrology
nebo klimatology. Funk¢ni skupiny rostlin a ekosystémy adaptované urcitému klimatu
vyuzivaji vodu s odlisnou uc¢innosti. Fotosyntéza A i transpirace E jsou procesy, které
zasadng ovliviiuji globélni cykly uhliku a vody na Zemi'? ale i energetickou bilanci
krajiny, a proto 1 malé globalni zmény WUE mohou mit velky dopad na mistni nebo
globalni klima. Kromé& toho odhaleni zptsobu jak rostliny upravuji svoji WUE
vV odpovédi ke zménam klimatu pomiize piedpovédét, jak se vegetace bude vyvijet
V budoucim globalné zménéném klimatu, ale také dovoli rekonstruovat klima minulych
geologickych dob (paleoklima) napt. pouzitim WUE analyz letokruhii fosilnich zbytki
dfeva (paleodendrologie).

WUE je kvantitativni vlastnost, kterou je mozné vypocitat jako podil mnozstvi CO;
asimilovaného rostlinou za urcity ¢as (rychlost fotosyntézy, A) k mnozstvi vody, kterou
rostlina odpaii (vytranspiruje) za stejnou dobu (rychlost transpirace, E); tedy

A4

WUE=A/E.® Cim vysS§i bude toto Cislo, tim U¢innégji rostlina vodu vyuziva. Spolehlivé

2 M4 se za to, ze asi 30-60 teratun (1 tT=10" kg) vody rotn& vytranspiruje suchozemské vegetace
vyménou za asi 110 gigatun (1 gT=10" kg) CO, piijatého fotosyntézou (napt. Hetherington a Woodward
2003, Jasechko et al., Nature 2013)

3 WUE je bezrozmérné &islo pokud A i E jsou ve stejnych jednotkach, napi. kg (CO, nebo vody) za den
na jednu rostlinu, nebo, jak to je obvyklé v soucasné védecké literatufe v grammolekulach piislusné latky
na 1 m? listové plochy za sekundu. ProtoZe rostlina asimiluje CO, 100-1000 krat pomaleji nez ztraci vodu, a
protoze radi pracujeme s Cisly v fadu jednotek az desitek, nejbéznéji se jako jednotka WUE uziva pmol
(CO,) mmol™ (H,0)
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stanoveni WUE neni snadnd a lacind zalezitost, zvlast na trovni celé rostliny nebo
porostu a Vv pfirozenych podminkach. Vyzaduje zafizeni, kterd méfi toky vodni pary a
oxidu uhlic¢itého mezi rostlinou (porostem) a okolni atmosférou. Oba toky jsou znacné
Casoveé proménlivé s tim, jak se béhem dne méni svétlo (ozarenost fotosynteticky aktivni
radiaci), teplota, vlhkost vzduchu, a tedy je nutné toky integrovat v Case. Cilem této
kapitoly je ukazat moznost jak stanovit Casové integrovanou WUE pomoci analyzy
rostlinného materialu na obsah izotopu uhliku *C. Zminime zaklady teorie a zpiisob
vypoctu, piednosti i uskali této metody. Pro detaily odkazeme na novéjsi prace rozvijejici
tuto aplikaci stabiln¢ izotopovych technik.

2.8.1.2 Vztah mezi WUE a diskriminaci **C

Spole¢na draha CO; a vody pies priduchy jako vstupni branu do- (nebo z-) listu ma za
nasledek, Ze kazdé zvySeni produkce biomasy a plochy listl je ,,zaplaceno® ztratou
ur¢itétho mnozstvi vody navic. Naopak, kazdy i doCasny nedostatek vody se projevi
ptivienim pruduchii a mens$im mnozstvim fixovaného CO, a akumulované biomasy
(suché hmoty rostliny).

Rychlost ztraty vody transpiraci E mizeme vyjadiit na zakladé Fickova zakona jako

E=(w-w,)-g,, 28.1.2.1

kde w oznac¢uje molarni obsah vodni pary uvnitt (;) nebo vné () listu vztazeny na mol
vzduchu® [mmol H,0 mol™ vzduchu] a (wi-w,) je tedy rozdil v koncentraci vodni pary
mezi listem a atmosférou; gsw je pak difuzni vodivost priiduchi pro vodni paru (v
jednotkéch mol m? s'l). Rychlost fotosyntetické fixace CO,, A, je ddna podobn¢:

A=(C, _Ci)'% 28122

kde C, a Cj oznacuji molarni koncentrace CO, vné a uvnitt listu (méfené v [umol CO,
mol™ vzduchu]). Konstanta 1,6 je pomér binarnich difuznich vodivosti pro vodu a CO, ve
vzduchu (gsw/ 9sc=1,6). Okamzitou Géinnost vyuziti vody, WUE,= A/E, (okamzitou angl.
instantaneous ji nazyvame proto, zZe ji pocitame pro dany okamzik a podminky prostiedi,
kdy méfime toky A a E) tedy mnozstvi fixovaného CO; za jednotku ,ztracené” vody
dostaneme, kdyZ ob¢ strany rovnice 2.8.1.2.2 vyd¢lime pfisluSnymi stranami rovnice
2.8.1.2.1 a upravime:

2.8.1.2.3

Y Hmotnost jedné grammolekuly vzduchu se pocita jako vazeny primér vSech jeho plynnych slozek a je
29,19
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WUE, =

Posledni vztah ukazuje, ze existuji jen dva vnitini fyziologické parametry, na kterych
WUE, zavisi, a to koncentrace CO; a vodni pary uvnitf listu C; a w;. C; je sniZzena proti
koncentraci v atmosféte C, vV mife, kterou urcuje otevienost pruducht a rychlost fixace
CO; v chloroplastech; w; je zavisla jen na teploté listu, protoze vzduch uvniti listu se
povazuje za nasyceny vodni parou. Uz vime, Ze na poméru vnitini a vnéjsi koncentrace
CO,, tedy Ci/C,, zavisi také mira diskriminace té¢Zkého izotopu uhliku pfi fotosyntetické
fixaci CO,, A™®C (A®C=a+(b-a)-Ci/Cy), viz vztah 2.5.1.2. Toho vyuZijeme a nahradime
pomér Ci/C, vyrazem s diskriminaci ABC:

C, b-A™C
1’6'(Wi_Wa) b-a

WUE, = 2.8.1.2.4

Abychom spocitali WUE,, museli bychom kromé diskriminace izotopu BC znat také
teplotu listu a vlhkost vzduchu po celou dobu kdy list rostl a kumuloval biomasu
diskriminovanou o izotop *C. To se t&zko zjistuje, a proto zavedeme jiny, na vlhkosti
vzduchu a energetické bilanci listu nezavisly typ Gc¢innosti vyuZiti vody nazyvany vlastni
(vnitini) Géinnost vyuziti vody (angl. intrinsic water use efficiency), WUE,, ktera
vztahuje mnozstvi ziskaného uhliku nikoli na mnoZstvi ztracené vody ale na vodivost
pruduchi: WUE,=A/Qsy. Piislusny vztah dostaneme, kdyz pravou stranu rovnice 2.8.1.2.4
vynasobime E/gsy=(Wi-W,)

A _C, b-ac

W =3 =16 boa 28125

WUE, je opravdu rostliné vice ,,vlastni*, nezatiZzena zménami vlhkosti atmosféry, dana
fyziologickymi vlastnostmi listu a rostliny, predevS§im regulacni funkci priducht a
kapacitou fotosyntetického aparatu. Pokud se ABC stanovuje v suché hmot¢€ rostliny nebo
jejich organd, je vypocitana hodnota WUE, c¢asovym integralem WUE, za celou dobu
ristu po kterou probihala kumulace uhliku (fotosyntéza).

Z rovnice 2.8.1.2.5 vidime, ze WUE, by méla byt nepfimo uméma diskriminaci **C (A
je v ¢itateli se znaménkem minus). Jinymi slovy, ¢im bude méné tézkého izotopu uhliku
Vv rostling, a tedy bude vyssi jeho diskriminace A, tim méné efektivné vyuzivala rostlina
vodu béhem svého rastu. WUE, zavisi implicitné na klimatickych podminkach, které
ovliviiuji otevirani a zavirani priduchi (i kdyz méné nez WUE,, kde je navic explicitni
zavislost na vlhkosti vzduchu — viz vztahy 2.8.1.2.3, 2.8.1.2.4), ale v fizenych
konstantnich podminkach je jen malo variabilni v rdmci jednoho druhu. Naopak,
mezidruhova variabilita WUE, je znacna. V roce 1982 az 1984 ukazali Farquhar a
Richards, 7¢ mezi A®C a WUE, skutetnd existuje negativni korelace, jak se da
predpovédét z rovnice 2.8.1.2.5. Od té doby se vztah potvrdil na mnoha kulturnich i
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divokych druzich rostlin a A™C se usp&$né pouzilo jako kriterium ve §lechtitelskych
programech na suchovzdornost napf. u pSenice, podzemnice olejné a baviniku.
Pravdépodobné prvni povolenou a komeréné vyuzitelnou odridou vyslechténou na
zéklad¢ selekce podle Cisté¢ fyziologickych znakl, konkrétné WUE, méfenou pomoci
izotopové diskriminace uhliku, byla australska pSenice nazvand Drysdale. V podobnych
selekénich programech nebo komparacnich studiich se obvykle srovnavané kultivary
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nebo taxony péstuji v identickém prostiedi (common garden) a odebiraji se vzorky listd
ve vegetani fazi vyvoje. Piikladi korelace mezi WUE méfené nezavisle (napf.
gazometricky, pomoci lysimetrii nebo eddy covariance) a A®C celkové biomasy listi
nebo Cerstvych asimilati extrahovanych z floému je v literatufe mnoho. Na obr. 2.8.1.2.1.
uvadime vysledky ziskané na 150 rekombinantnich  imbrednich liniich
slune¢nice péstovanych ve dvou letech pii dostate¢né zalivce (sekce B, E, H) nebo

vystavené stresu suchem (sekce C, F, 1), (Adiredjo et al. 2014).

Obr. 2.8.1.2.1 Vztah mezi diskriminaci izotopu **C [CID %o] a G¢innosti vyuziti vody [WUE g(vytvofené
suché hmoty) / kg(spotfebované vody)] u 150 rekombinantnich imbrednich linii slune¢nice
péstovanych opakované pii dostateéné zasobenosti vodou (30 % pidni vodni kapacity),
(B,E,H) nebo stresovanych suchem (16 % ptdni vodni kapacity), (C,F,l). Podle Adiredjo et
al. 2014.

| Z uvedeného obrazku je vidét, Ze u dostatecné zavlazovanych rostlin je korelace
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mezi WUE a A™C negativni, jak pfedpovida teorie, a obvykle statisticky vyznamna; u
rostlin vystavenych stresu suchem ale vazba mezi obéma velicinami byva slaba nebo
zadna. Pfi¢inou mohou byt zvySujici se respiracni ztraty relativné k jednotce
asimilovaného uhliku nebo je diskriminace ABC néjakym zatim nepoznanym
mechanismem u suchem stresovanych rostlin ovlivnéna. Na pfirozenych stanovistich
s velkou hustotou porostu nebo v polnich porostech je tfeba mit na paméti, Ze pfenos tepla
a vody pies hrani¢ni vrstvu vzduchu muize byt vyznamnéj$i bariérou nez samotné
priduchy a to miZe také Gaste¢nd znehodnotit korelaci mezi WUE a A™C. Pri
detailn¢j$im studiu je potieba mit na mysli, Zze vztahy 2.8.1.2.4 a 2.8.1.2.5 jsou zalozeny
na zjednoduseném linearnim ,,Farquharové modelu®, jehoz ptedpoklady, probirané
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v kapitole o diskriminaci uhliku, nemusi byt vzdy splnény. Nelinearni model, ktery
uvazuje diskriminaci **C b&hem fotorespirace i nenulovou hodnotu mezofylového odporu
k transportu CO, (Seibt et al. 2008) nabizi vysvétleni téchto odchylek od linearni neptimé
iméry mezi WUE a A™C a mizeme ho doporugit pro pokro¢ilejsi studie.

Mnohokrat se pozorovalo, ze specificka listova plocha (SLA, cm? g'1 , ktera je
V negativnim vztahu k tloust'ce listu) negativné koreluje s WUE a pozitivné s ABC.
ZjednoduSeng, ¢im tlustsi list (napf. slunny list ve srovnani se stinnym listem), tim vétsi
miva WUE a nizsi A®C. I tato zavislost se ale d4 vysvétlit na zakladg vztaht 2.8.1.2.3 a
2.8.1.2.5 obvykle niz§im pomérem Ci/C, u slunnych listd.

2.8.2 Bariéry pro transport CO; do chloroplastii; Méfeni mezofylové vodivosti
pomoci diskriminace uhliku Be

Ribuloza-1,5-bisfosfat karboxylaza, oxygenaza (Rubisko) se n€kdy nazyva ,,globalni
enzym* proto, ze obstarava téméef vSechnu autotrofni fixaci atmosférického oxidu
uhlic¢itého na planeté Zemi, a tim i nasi obzivu. Pti pohledu do chloroplasti, kde se tato
reakce (karboxylace) déje bychom ale zjistili, ze Rubisko pracuje na méné nez Ctvrtinu az
polovinu své maximalni kapacity. Pfi¢in mtize byt nékolik, ale mezi ty chronické patii
staly nedostatek CO; jako substrdtu pro karboxylaci. Pro¢ je koncentrace CO;
v chloroplastech pro Rubisko nizka? A jaka ta koncentrace vlastné je? Nedala by se né&jak
zvysit? Urcité by pak fotosyntéza béZela rychleji a mozna by to pomohlo vytesit hrozbu
hladu ve svété s neustdle rostouci populaci cloveka. Podobné uvahy jsou staré uz alespoil
50 let. Pro védce, kteti modelovali pribéh fotosyntézy a méfili vyménu plynti mezi
rostlinou a atmosférou od konce 50-tych let minulého stoleti bylo ,,svatym gralem*
poznani skute¢né koncentrace CO-, ve stromatu chloroplastl Ce, tedy v misté karboxylace.
Spolehlivé cesty jak ji zméFit nebo spocitat ale tehdy neexistovaly. Az s rozvojem metod
méfeni fluorescence chlorofylu a stabilné-izotopovych metod se takové moZnosti
objevily. Tato kapitola ukaze jak je mozné z méfeni diskriminace *C rostlinou zjistit
koncentraci CO; v chloroplastech a vypocitat tzv. mezofylovou, nebo také alternativné
nazyvanou vnitini listovou, vodivost pro difuzi CO,, gm, jaké jsou jeji obvyklé hodnoty a
jejich variabilita mezi riznymi skupinami rostlin.

Kli¢ovy pro méteni mezofylové vodivosti byl rok 1986 a zvetejnéni prace Evans et al.
(1986) v Australian Journal of Plant Physiology. V ¢lanku je prvné popsano jak méfit
soucasné (on-line) vyménu plyni a izotopovou diskriminaci. Nalezeni zpusobu, jak
vypotitat aktualnd probihajici diskriminaci '*C fotosyntetizujicim listem (Aqps)
uzavienym v listové komote, bylo v dané situaci to nejdilezit&jsi. Slo o diskriminaci
pozorovanou (proto s indexem obs z angl. observation) u listu, kolem kterého proudil
vzduch a list, tim, Ze pii fotosyntéze diskriminoval **CO,, ménil izotopové sloZeni tohoto
vzduchu, obohacoval jej 0 **CO,. Evans a spol. pfisli na to, jak z izotopového obohaceni
vzduchu uvniti listové komory A, [A:=Re/Ro-1 kde R je izotopovy pomér ve vzduchu
vstupujicim do (Re) a vystupujicim z (R,) komory] a z rozdilu koncentraci CO, na vstupu
(Ce) a vystupu (C,) z komory spocitat hodnotu diskriminace pii fotosyntéze, Aops:

g'Aa

obs — _1+§'Aa 2.8.2.1

kde 1/C je relativni zména koncentrace CO; zplisobena fotosyntetickou asimilaci listu:
(=Ce/(Ce-Cy). Aops je diskriminace, kterou vykazuji Cerstvé asimilaty (jednoduché cukry)
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oproti vzduchu obklopujicimu list v dany okamzik méfeni (odbéru vzorka vzduchu do
IRMS). Z kapitoly 2.5.1 a rovnic 2.5.1.2 nebo 2.5.1.3 vime, Ze se da stejna veli¢ina
diskriminace spocitat, pokud zname koncentrace CO, uvniti listu (C;, pfesnéji
V podpriiduchové dutin€) a v okolni atmosféie (C;). Ob¢é tyto koncentrace se rutinné
pocitaji (Cj) nebo ptimo méii (C,) pii gazometrickém zjisténi rychlosti transpirace a
fotosyntézy. Vime ale také, ze vztah 2.5.1.2 nebo 2.5.1.3 vznikl za ptedpokladt
zjednodusujicich difuzi CO, uvnitf listu; pfedevs§im, pfedpokladali jsme, ze C;i = C, tedy,
ze koncentrace v podpriiduchové duting je stejnd s tou v chloroplastech. To nemusi byt
pravdivy ptfedpoklad. Nabizi se tedy porovnat redlné¢ zmeétenou veliCinu Agps pomoci
IRMS s tou, kterou vypoditime z nezavislych gazometrickych méfeni, tedy A'®C, jak
jsme ji nazvali ve vztahu 2.5.1.2 a zde ji pro jednoduchost oznacime pouze A. Jejich
piipadny rozdil (Agps — A) by mél byt vysvétlitelny nesplnénim zminéného piedpokladu,
tedy rozdilem mezi koncentracemi Cja C;, a mél by byt imérny tomuto rozdilu. Tedy,
¢im vysSi (Agps — A), tim vétsi rozdil Cj - C.. Jak ztéto uvahy vyjadtit hodnotu
koncentrace CO, v chloroplastech, C., a pfipadné slibenou mezofylovou difuzni
vodivost?

V kapitole 2.5.1 jsme odvodili dva vztahy pro vypocet diskriminace A: jeden
nezatizeny ptfedpoklady ale mén€ vhodny pro praktickd meéfeni, protoze obsahoval
moznd zjednoduseny a mén¢ pravdivy, ale zato komfortni svoji jednoduchosti a moznosti
vycCisleni na zékladé méfitelnych veli¢in (viz 2.5.1.2). Rozdily mezi nimi jsou tedy
totozné s rozdilem mezi realnou, pozorovanou diskriminaci a vypoétenou z 2.5.1.2, tedy
s vySe uvedenym (Agps — A). Pokud zachovame ptedpoklady zanedbatelné diskriminace
béhem fotorespirace a respirace a zanedbatelné diskriminace v hrani¢ni vrstvé listu
(michéni vzduchu kolem listu), ale budeme stale pfedpokladat nezanedbatelny difuzni
odpor uvnitt listu a tedy rozdil mezi Cja C¢, miizeme napsat:

Ayps—A=2511-2512.=
_ Ca_Ci Ci _Cc ch Ca_Ci b Ci
=la c. + (e, +a,) c. + C_a -l a- c. + C_a 2897
Po upravé nalezneme, Ze
Ay.—A=(—e —a )~Lcc) 2.8.2.3
a koncentraci CO; v chloroplastech pak miizeme vyjadrit jako:
Agps—A)-C
C =C. _( obs a
c i b—e —a, 2.8.24

Protoze rychlost fotosyntetické fixace CO, (A) se da vyjadrit jednoduse na zaklade
prvniho Fickova difuzniho zakona jako soucin rozdilu koncentrace a difuzni vodivosti,
tedy A=(Ci-C)-gm, kde gm je vodivost mezofylovych struktur napii¢ listem pro difuzi
COg, lze vztah 2.8.2.4 také upravit pro vypocet vodivosti gm:

(b —& -8 ) A

On =mc—a 2.8.2.5
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3 SLEDOVANI TOKU C V SYSTEMU ROSTLINA-PUDA POMOCi CO,
ZNACENEHO 1ZOTOPEM °C

Eva Kastovska

3.1 Vztah rostlina-mikroorganismy-ptada

Rostliny vyznamné ovliviiuji mnozstvi a kvalitu piidni organické hmoty a také slozeni
a aktivitu padniho mikrobidlniho spolecenstva. Dé&je se tak jednak prostfednictvim
rostlinného opadu z nadzemnich i podzemnich ¢asti rostlin, ktery na konci vegeta¢niho
obdobi vstupuje do pidy (na povrch pidu nebo do pidniho profilu), je kolonizovan a
rozkladan mikroorganismy. Opad je tvofen piredevsim komplexnimi strukturnimi latkami,
je tedy postupné rozkladan hlavné pomoci extracelularnich enzymu. Jeho kvalita
vyznamné ovlivituje slozeni spolecenstva dekompozitora a také rychlost rozkladu.

Dalsi vyznamny prvek ve vztahu rostlina-mikroorganismy ptedstavuje rhizodepozice
— tedy uvolnovani latek z kotenit (Jones a kol. 2009). Rhizodepozici do ptdy vstupuji: 1)
bunky kotenové cepicky, 2) polymerni latky slizového charakteru chrénici kofenovou
$picku, 3) kofenové exsudaty, 4) t€kavé organické latky, 5) uhlik uvoliiovany do pidy
ptes kotfenové symbionty, napt. mykorhizni houby a 6) bunécny materidl uvolnény po
odumfeni kofenového vlaseni ¢i bunék kortexu (Obr. 3.1.1). Tyto organické latky
vstupuji do pidy v podstaté¢ neustale v prubéhu celé vegetacni sezony, kdy rostlina
aktivné fotosyntetizuje a roste.

Obr.,3.1.1 Mista rhizodepozice z rostouciho kofene. Uvoliiovani 1) bunék kofenové ¢epicky a 2) mucigelu,
ktery ji chrani, 3) rozpustnych kofenovych exsudatl, 4) t€¢kavych organickych latek, 5) C
z kofenovych symbionti a 6) cytoplazmatického materidlu z odumielych kofenovych bunék
(podle Jones et al. 2009).
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Uvolnované latky maji v pidé¢ mnoho funkci, od latek s alelopatickymi nebo
antimikrobialnimi Gc¢inky, pies signalni molekuly, hormony, enzymy a latky ovliviujici
pH pudy a zptistupniyjici tak napiiklad mineralni fosfor, po jednoduché latky, které jsou
snadnym zdrojem uhliku a energie pro rhizosférni mikroorganismy. Prostfednictvim
zvysené aktivity rhizomikroflory, ktera stimuluje také dekompozice plidni organickeé
hmoty, tzv. rhizosférni priming efekt (viz kapitola 5), si rostlina zajist'uje dusik potiebny
pro jeji fungovani a rast. Rhizodepozice je druhové specifickd, méni se podle staii a
vyvojové faze rostliny. Vyznamné ovlivituje slozeni pidniho mikrobidlniho spolecenstva
(Hartmann et al. 2008) i jeho aktivitu. Zaroven pfispiva ke stabilizaci pidnich agregatt
(Rasse et al. 2005).

3.2 Alokace (distribuce) uhliku rostlinou

Distribuce uhliku mezi nadzemni a podzemni ¢ast biomasy vyznamné
ovliviiuje tok uhliku do pidy, jeho pfemény, stabilizaci a ztraty ze systému. Je dobré
si uvédomit, Ze zakladni zdroje limitujici rist suchozemskych rostlin jsou od sebe
fyzikdlné oddéleny. Nad zemi ziskdva rostlina uhlik prostfednictvim fotosyntetické
fixace CO, a kni potfebuje svétlo, které je motorem fotosyntézy, zatimco ostatni
minerdlni Ziviny ziskava prostfednictvim kotfenl z plidy. Distribuce biomasy a zdroju
mezi nadzemni a podzemni rostlinnou biomasu proto vyznamné ovliviiuje rist, vyvoj a
rozmnozovani rostliny. Je znamo, Ze rostliny typické pro zivinami chudé biotopy alokuji
vice uhliku pod zem a tvoii velké kotfenové systémy, zatimco rostliny zivinami bohatych
pud investuji hlavné do ristu nadzemni biomasy (Chapin 1980). Kazda rostlina je také
schopnd do jist¢ miry ménit distribuci uhliku mezi nadzemni a podzemni organy a
pfizplsobit se tak zménam prostiedi. Napiiklad je dobfe zdokumentovéano, Ze hnojeni
minerdlnimi hnojivy vede kromé podpory rostlinné produkce také ke zméné distribuce
biomasy ve prospéch nadzemnich ¢asti rostliny. Pfidavek zivin totiz snizuje konkurenci o
ziviny pod zemi, ale zvySuje se konkurence o svétlo nad zemi.

Zatimco velikost nadzemni a podzemni biomasy Ize pomérné snadno stanovit, stejné
tak jako €istou rostlinnou produkci (pfirtistek nadzemni a podzemni biomasy ve vegetacni
sezong), rostlina spotfebuje pomeérné¢ velké mnozstvi uhliku (organickych latek)
k zajisténi svého fungovani. Tyto ,,ztraty” dosahuji 30-50% fixovaného uhliku a lze je
méfit s vyuzitim znaceni stabilnimi izotopy. Krom¢ investice do produkce rostlinné
biomasy, tedy do vytvareni nadzemnich a podzemnich rostlinnych organt, rostlina
potiebuje ziskat energii k udrzeni a obnové této biomasy a velkou ¢ast fotosyntetickych
produkti proto prodycha. Dalsi ¢ast organickych latek ztraci v podobé€ jiz zminéné
rhizodepozice. Hruby odhad ztrat uhliku rhizodepozici je 5-21% fotosynteticky
fixovaného uhliku (Jones et al. 2009).

3.3 Tok uhliku pod zem

S rozvojem metod vyuzivajicich znaceni rostlin se stale vice pozornosti soustfed’uje na
uhlik, ktery rostlina alokuje pod zem. Tento tok je vyznamny jak z hlediska hospodafeni
rostliny s uhlikem, tak kvuli jeho vyznamu pro tvorbu a stabilizaci pidni organické
hmoty. Podle druhu rostliny a v zavislosti na podminkach prostiedi rostlina alokuje pod
zem 30-70% fixovaného uhliku Vv podobé organickych latek (Kuzyakov a Domanski
2000). V travinnych ekosystémech miiZe tento tok dosahovat 1,5-3 t C ha' za jednu
vegetacni sezonu. Po transportu do podzemnich organii je tento uhlik dale distribuovan a
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slouzi k riznym ucelim: asi 50% ho zlstane v kofenech (riist a zésobni latky), kolem
33% je prodychano kofeny, kofenovymi symbionty a rhizosférnimi mikroorganismy
(Casto oznaCovano jako autotrofni respirace) a asi 12% je vdzano v pud¢. Tato distribuce
uhliku je opé€t druhové specifickd a zévisla na podminkéch prostiedi, ale obecné Ize fici,
ze vice jak 60% uhliku, ktery rostlina transportuje pod zem je potenciadlné zdrojem pro
tvorbu ptidni organické hmoty.

Uhlik alokovany rostlinou pod zem a vstupujici do pudy ve form¢ podzemniho opadu
a rhizodepozice ma podle dne$nich poznatkt vets$i vyznam pro tvorbu a stabilizaci pudni
organické hmoty nez nadzemni opad. Je to dano ptfedevsim jeho pomalejSim rozkladem
ve srovnani s nadzemnim opadem a tedy del$i dobou setrvani v pidé (v priméru 2-3X
delsi). Davodem je jednak niz$i kvalita podzemni rostlinné biomasy v porovnani
s nadzemnimi organy, dana vyS$im podilem strukturnich latek a nizsi koncentraci zivin,
predevsim dusiku a fosforu. Dale k tomu velmi vyznamné piispiva stabilizace latek
Vv pudnich agregatech, mikroporech a na jilovych mineralech (Obr. 3.3.1). Tato stabilizace
je umoznéna tim, Ze organickd hmota z kotfenll vstupuje pfimo do piidniho profilu a navic
je jejich stabilizace aktivné podpofena ¢innosti mikroorganismt a nékterymi slozkami
rhizodepozice — piedevsim polysacharidy (Rasse et al. 2005). Tato moznost stabilizace u
nadzemniho opadu, rozkladajicim se na povrchu ptdy, naprosto chybi.
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Obr. 3.3.1 Hlavni mechanismy stabilizace organické hmoty vstupujici do pidy z podzemni rostlinné
biomasy (podle Rasse et al. 2005).

3.4 Znaceni rostlin pomoci stabilnich izotopi C

Znaceni rostlin pomoci stabilnich izotopit C umoziuje sledovat, jak rostlina
s fixovanym (=zna¢enym) uhlikem naklad4. Princip je jednoduchy. Studované rostling
misto atmosférického CO» (813C ~ -8,5 %o, nebo 1,10 at%) nabidneme CO; S vyrazné
jinym zastoupenim izotopl 2c a ¥c (Co, obohaceny o BC, zde oznatime *C-CO,).
Znaceni rostliny uhlikem Bc probiha Vv prihledné komote (nejcastéji plexisklo), ktera
umoziuje rostliné fotosyntetizovat. Rostlina obohaceny CO; fixuje a vytvaii znéj
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jednoduché organické latky, které podle svych potieb distribuuje a metabolizuje. Osud
takto fixovan¢ho C lze pak sledovat ve vzorcich rostlinné biomasy a pidy (pfipadné
roztoku, ve kterém muze byt rostlina péstovana), odebiranych po oznaceni rostliny (Obr.
3.4.1). Tuto techniku Ize pouzivat v laboratornich i terénnich podminkach. Vzdy je ptitom
nutné zvazit vyhody a nevyhody daného ptistupu (napt. um¢lé, ale dobfe kontrolované
podminky pii laboratornim znaceni versus piirozené¢ podminky, ale velka variabilita pii
znaceni v terénu), stanovit frekvenci odbéru vzorkli a pocet opakovani a brat v vahu
nutnost rychlého zpracovani vzorkli kvili rychlému metabolismu sledovanych
jednoduchych latek.

13C v nadzemni biomase I
g

|~ I 3C v podzemni biomase I

cas

Obr. 3.4.1 Princip zna&eni rostlin v uzaviené komote pomoci **C-CO, a sledovani jeho distribuce v systému
rostlina-ptida v ase.
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Obr. 3.4.2 Rozdil v délce trvani a) pulzniho a b) kontinualniho znaceni a v odezvach, které lze po jejich
aplikaci sledovat v izotopovém signalu pudni organické hmoty (SOM). Silna ¢ara ve spodnich
castech grafli ukazuje odezvu celkové SOM a tenéi kiivky pak odezvy jejich frakei s rychlej$im
a pomalej$im obratem (podle Kuzyakov 2011).

Existyji dva zpasoby znaCeni rostlin, pulzni a kontinualni znaceni. Castéji
pouzivanym zpusobem je pulzni znaceni, které je mén¢ nékladné na vybaveni i Cas.
Rostlina je znacena po kratkou dobu, vétSinou pouze nékolik hodin (proto pulz).
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Vysledkem je nehomogenni oznaceni rostlinné biomasy, kdy jsou oznaceny pouze
jednoduché latky, vzniklé metabolickym vyuzitim C asimilovaného béhem kratké doby
znaceni. Pulzni znaCeni Ize proto s vyhodou vyuzit pravé pro sledovani distribuce
cerstvych asimilatli v rostling, véetné kotenové exsudace. Lze také sledovat obrat téchto
jednoduchych sloucenin v rostlinnych organech, jejich osud v pad¢ — piechod z frakci
s rychlym obratem do stabiln€jSich frakci ptidniho C (napiiklad z rozpusténé organické
hmoty do mikrobidlni biomasy a jejich produktd, Obr. 3.4.2a) a prib¢h jejich ztrat
(respiraci). Kontinualni znaceni vyzaduje dlouhou dobu znaceni rostliny, nejlépe po
celou dobu zivota rostliny az do odbéru vzorkl. Tak je zajiSténo homogenni oznaceni
veskeré rostlinné biomasy 1 jejich produkti. V tomto piipad¢€ je zndmo celkové mnozstvi
asimilovaného C v rostlinné biomase a jeho rozlozeni odpovida distribuci rostlinné
biomasy. Lze tak dobie odhadnout celkové mnozstvi uhliku transportovaného rostlinou
pod zem a zabudovaného do pldy za celou dobu znaceni. Postupné¢ se méni zastoupeni
izotopi C v jednotlivych frakcich plidni organické hmoty z piivodni hodnoty smérem
k nové, odpovidajici znacenému vstupu (Obr. 3.4.2b). Lze také oddé&lit respiraci
pochazejici z kofeni a zpudni organické hmoty (Kuzyakov a Domanski 2000).
VétSinou se vyuZivaji riistové komory nebo oteviené komory a znaci se CO; pfipravenym
spalovanim fosilnich paliv (§"°C asi -40%o).

K odhadiim vstupu rostlinného materialu do pudy nebo k oddeleni respirace
vdzané na koreny a korenové exsudaty a ,,novou organickou hmotu* od respirace uhliku
ze stabilizované piivodni piidni organické hmoty lze vyuzit také pienos Cy rostlin do pidy,
na které rostly Cs rostliny a opacné. Nejbéznéjsim prikladem je vysazeni kukurice (Cq4
rostlina) do jakékoli pudy, kde se kukurice diive nepéstovala. Tento jednoduchy pristup,
ktery je analogii kontinualniho znaceni, Ize ho vSak aplikovat pouze pri studiu nékolika
malo prevazne zemédélskych plodin (kukurice, titina...).

3.4.1 Pulzni znaceni rostlin pomoci BC-c0o,: podminky a postup

Pulzni znaceni se provadi v uzaviené komote vybavené septem, skrz které lze
davkovat znafeny CO; (viz Obr. 3.4.1) pomoci injekéni stiikacky s jehlou nebo v ni
pfipadné uvolnit znaceny CO; zZ pevné latky (napf. z Na,*CO3 pfidanim kyseliny). Pro
uspé$né oznaceni rostliny a naslednou detekci znacen¢ho C v pidé je tieba dodrzet
nékolik podminek. Vhodné je zvolit slunny, ale ne pfili§ horky den, aby rostliny
dostatecné fotosyntetizovaly, ale komora se nepiehiivala. Komora by méla byt vybavena
ucinnym michanim vzduchu, které zajisti homogenni rozloZeni znaceného CO;
v prostoru a rychlejsi pfistup CO; do listi. Dale je tteba pouZzit ke zna€eni CO; S vyrazné
odliSnym izotopovym signilem oproti atmosférickému CO-, nejlépe s vice jak 90%
zastoupenim BC. Zaroven je potfeba znaclit systém dostate¢né dlouhou dobu, aby
rostlina alokovala dostate¢né (detekovatelné) mnoZzstvi B3C do kofeni a rhizodepozice.
Znaceny CO; je vhodné davkovat do komory postupné (v nékolika pulsech) béhem celé
doby znaCeni tak, aby nedoSlo k pfili§ vyraznému kolisdni jeho koncentrace a tim i
rychlosti fotosyntézy. Podle naSich zkuSenosti staci znacit rostliny cca 4 hodiny a znaceny
CO; davkovat napft. v intervalech 20-30 minut podle rychlosti jeho spotieby rostlinami.
Po ukonceni znaceni odstranime komoru.
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Ihned po ukonceni znaeni a odstranéni komory odebereme vzorky rostlinné biomasy
a pudy (popiipadé roztoku, ve kterém je rostlina péstovana) pro stanoveni Cisté fixace B¢
(= soucet mnozstvi 3C v rostlinné biomase a pudé ihned po ukonceni znaceni, 100%
fixovaného °C). Cistou fixaci lze vyjadfit bud’ na rostlinu, pokud pracujeme
S jednotlivymi rostlinami péstovanymi v kvétinaci/roztoku, ptipadné na jednotku plochy
(mz), pokud znac¢ime porost v terénu. Odbér je destruktivni a variabilita mezi vzorky
pomérné vysoka, proto je vzdy tfeba pocitat s dostateCnym poctem opakovani (alespoi 3)
na jeden odbér. V piipadé pestovanych rostlin odebirdme vzdy celé kvétinace. V terénu
pomoci niizek odebereme nadzemni biomasu ze znamé plochy (napt. 5x5 cm) a plidni
sondou o dostate¢ném primeéru (alesponi 5 cm) pak odebereme pod odstranénou nadzemni
biomasou vzorek pudy s kofeny do piedem stanovené hloubky (10-20 cm). Stejnym
zpusobem musime odebrat i kontrolni vzorky (nezasazené znaCenim) pro zjiSténi
ptirozené¢ho vyskytu izotopti C (Ize provést napi. pied zahajenim znaceni nebo v jeho
prabéhu). Dale pak odebirdme znacené vzorky v pfedem danych ¢asovych intervalech pro
zjisténi dynamiky BC ve studovaném systému. Pro zjisténi exsudace je tfeba odebrat
vzorky do 24-48 hod po odbéru. Naopak pro stanoveni kone¢ného rozlozeni fixovaného
C v systému a mnoZstvi nového C vazaného v piidé je tieba vzorky odebrat po delsi dobé
— nejlépe po 2-3 tydnech po oznaceni. Odebrané vzorky udrZzujeme v chladu a tmé, coz
zpusobi zastaveni fotosyntézy a zpomaleni respirace, a zpracovavame co nejrychleji,
maximalné do 1-2 hodin.

Vzorky zpracovdvame ndsledovné. V pldnich vzorcich dikladné oddélime pidu a
kofeny, piipadné zbytky ptdy z kofenii omyjeme kratce vodou (roztok miizeme uchovat
pro naslednou analyzu). Pracujeme kvantitativng, nic nevyhazujeme. Rostliny jsou
znaCeny nehomogenné, proto je tieba odebirat celé rostliny. Pro detailnéjsi analyzu je
mozné nadzemni i podzemni rostlinnou biomasu rozdélit (napf. na stonky a listy nebo
razné veliké kofeny ¢i rhizomy apod.). Vzdy je ale potieba vzorky zvazit ¢i zméfit tak,
aby bylo mozné dopocitat celek (obsah nového C v celé nadzemni ¢i podzemni biomase).

Se znafenymi vzorky je nutné pracovat rychle, jednoduché latky jsou rostlinou rychle
alokovany a metabolizovany. Pro zékladni analyzu a odhad cisté fixace a distribuce B¢
staci vzorky vysusit do konstantni hmotnosti pii 60°C, zvazit, homogenizovat, rozemlit a
stanovit koncentraci C a 8"3C. Cista fixace (100% fixovaného *C) se spogitd jako
soudet mnozstvi *C v rostlinné biomase a pudé v systému (kvé€tinaci, v terénu po
pfepoctu na jednotku plochy — m?). Je tieba pocitat s tim, Ze vinou velkého pozadi C
v pudé daného obsahem ptidni organické hmoty, maZe byt zména V jejim izotopovém
signalu nedetekovatelna nebo nepriikazna. Proto je vhodné kromé pidy jako celku
analyzovat napf. rhizosférni pidu (odd€leni rhizosféry od okolni pidy je metodicky dost
naroné) nebo analyzovat koncentraci C a 8C ve frakcich pudni organické hmoty
S rychlym obratem, tedy v rozpusténé organické hmot€ a mikrobidlni biomase. Za timto
ucelem Ccerstvé (nemrazené, nelyofilizované!!!) pidni vzorky extrahujeme ihned po
odbéru vodou nebo jinym typem extrak¢éniho c¢inidla. Pro stanoveni C mikrobialni
biomasy se pouziva 0.05 M siran draselny. Tyto extrakty je pted analyzou C a §C nutné
lyofilizovat nebo vysusit.
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3.5 Aplikace, pripadové studie

3.5.1 Pulzni znadeni rostlin pomoci **C-CO;

Pro experiment byly pouzity rostliny zblochanu vodniho (Glyceria maxima)
predpéstované jednotlivé v kelimkach o objemu 300 ml ve smési luéni pidy s piskem.
Cilem experimentu bylo porovnat uhlikovou bilanci nehnojenych a hnojenych rostlin.
Cast rostlin byla zalévana pouze destovou vodou a &ast byla pfihnojena NPK hnojivem.
Rostliny pak byly umistény do komor a pulzné oznageny **C-CO, (99 at%). Komory byly
zajistény proti uniku plynu pomoci vazeliny. Znaceni probihalo 4 hodiny, do komory
50x50x50 cm bylo postupné nadavkovano 400 ml plynu (Obr. 3.5.1).

Obr. 3.5.1 Rostliny zblochanu vodniho ptedpéstované v plastovych kelimcich, jejich pfiprava ke znaceni
pomoci *CO, odebiraného z tlakové lahve pomoci injekéni stfikacky s jehlou o obsahu 50 ml a
umisténi do uzavienych komor.

Po ukonceni znaceni byly komory odstranény. Z komor byly ndhodné odebrany
hnojené a nehnojené rostliny a zaroven byly zpracovany kontrolni neznacené hnojené a
nehnojené rostliny. Dalsi vzorky byly odebirdny po 1, 3, 8 a 15 dnech po znaceni.
V kazdém odbéru byly pouzity 4 opakovani. Veskera nadzemni a podzemni rostlinna
biomasa a ¢ast dobie homogenizované pudy z kazdého vzorku byly vysuSeny pii 60°C do
konstantni hmotnosti (minimalné 48 hodin), zvazeny, rozemlety na kulovém mlynu a
analyzovany na obsah celkového C a *C.

v 13 ’ ’ . r . o 1w ror
Mnozstvi ~°C Vv nadzemni a podzemni rostlinné biomase a v padé bylo vypocitano
nasledovné:

13C v dané &asti vzorku-ptida, kofeny.... (ug ™)

= (at% vzorek — at% kontrola)/(at% znaciciho CO, — 1.10) * mnozstvi C
(g g™

at% vzorek = at% *C ve znadeném vzorku
at% kontrola = at% *C v neznaené kontrole
at% znaciciho CO2 = at% C ve vzduchu v komote

1.10 = at% piirozeného vyskytu **C v atmosfére
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Cista fixace byla spoéitana pro kazdy systém rostlina-piida (pro kazdy kvétina¢) jako
soucet mnozstvi °C nalezeny v rostlinné biomase a pud¢ ihned po ukonceni znaceni.
Vzorky z dalSich odbérii slouzily ke sledovani ¢asovych zmén v distribuci zna¢eného C
Vv systému rostlina-ptida, k odhadu exsudace, maximalni alokace C do podzemni biomasy
a mnozstvi C z rhizodepozice stabilizovaného v pidé. Rozdil mezi ¢istou fixaci °C a
mnozstvim =C v systému v daném Case reprezentoval jeho ztraty respiraci. Distribuce B¢
Vv systému v jednotlivych odbérech byla vyjadfovéana relativné, vzdy v procentech z Cisté
fixace (zjisténé v prvnim odbéru).

Vysledky ukazaly, ze hnojené rostliny byly vétsi a mély vyssi pomér nadzemni a
podzemni biomasy nez nehnojené rostliny a diky vétsi nadzemni biomase fixovaly vice
3¢ (Tabulka 3.5.1). Relativni ztraty C respiraci nebyly hnojenim ovlivnény, ale ve shod&
S posunem VvV poméru nadzemni a podzemni biomasy se zménila 1 distribuce fixovaného C
v systému (Tabulka 3.5.1). Hnojené rostliny preferenéné alokovaly fixovany C do
nadzemni biomasy a vyrazn€¢ méné investovaly do podzemni biomasy. S tim souvisel 1
vyrazny pokles exsudace C do pidy (méfené jako maximalni mnoZstvi B¢, které je
stanoveno v pude do 48 hod po znaceni) a nizs§i mnozstvi C, které nakonec v pud¢ zistalo
vazano (Obr. 3.5.2). Zaroven je patrné, Ze bez ohledu na hnojeni byl tok uhliku rostlinou
velmi rychly. Jiz béhem ¢tyi hodin znaceni bylo zna¢né mnozstvi C transportovano do
podzemnich organti a uvolnéno do pidy. Maximum alokace C pod zem nastalo do 24
hodin po znacéeni (Obr. 3.5.2).

Jiny pohled na hospodateni rostlin s uhlikem nabizi vyjadieni tokiit C na mnoZstvi-
vahu kofenové biomasy (tzv. specifické toky). V této studii hnojeni neovlivnilo
specificky tok C pod zem, ale bylo patrné, Ze hnojené rostlina si ponechava vice C
Vv kofenech (investuje do riistu, zasobnich a strukturnich latek) a jeji kofeny ztraci
mnohem mén¢ C exsudaci (Tabulka 3.5.2).

Tab. 3.5.1 Vaha nadzemni a podzemni rostlinné biomasy nehnojenych a hnojenych rostlin zblochanu
vodniho, jejich pomér a &ista fixace **C. Hodnoty udavaji pramér a smérodatnou odchylku (v
zavorce, n=4). Vysledky T-testu ukazuji vliv hnojeni.

Nehnojeno Hnojeno P
Nadzemni biomasa (g) 0,48 (0,20) 1,39 (0,47) <0,001
Podzemni biomasa (g) 0,60 (0,31) 1,10 (0,52) <0,001
Shoot/root pomér 0,83 (0,25) 1,25 (0,34) <0,001
Cista fixace **C (mg "*C rostlina™) 2,92 (0,43) 8,25 (1,33) <0,001
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Obr. 3.5.2 Casové zmény v distribuci **C v systému rostlina-piida v prib&hu 15 dni po znageni pro

nehnojeny (N) a hnojeny (F) systém rostlina-ptda.

Tab. 3.5.2 Specificky tok C pod zem, specificka investice do kofend a specificka exsudace, vyjadiené na
vahu podzemni biomasy (primér a smérodatna odchylka (v zavorce), n=4). Vysledky T-testu

ukazuji vliv hnojeni.

Nehnojeno Hnojeno P
Specificky tok C do podzemni biomasy
(ug °C g C root™) 6,69 (1,26) 7,39 (0,88) ns
Specificka produkce kofent
(ug °C g C root™) 2,48 (0,42) 3,35 (0,33) <0,01
Specificka exudace
(ng **C g C root™) 1,35 (0,28) 0,58 (0,21) <0,01
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4 PRIMING EFEKT

Eva KaStovska

4.1 Priming efekt a jeho déleni

Vstup organického materialu do pidy zpravidla vede ke zvySeni mineralizace ptidni
organické hmoty, provizené zvysenou produkci CO; a minerélnich forem dusiku (NH4" a
NO3) oproti kontrolnim ptidam. Tento je byl popsan jiz v roce 1926 (Lohnis 1926) a
pozdéji nazvan “priming efekt” (Broadbend 1947; Broadbend a Bartolomew 1948;
Bingemann et al. 1953 a dalsi). Priming efekt nikdy nebyl pozorovan za sterilnich
podminek, jeho vyskyt tedy Gizce souvisi s aktivitou piadnich mikroorganismi. Muze zde
hrét roli mikrobidlni kompetice o Ziviny, limitace dusikem, mikrobidlni diverzita, ¢innost
zivych kofend i dalsi faktory.

Dnes je priming efekt definovan $ifeji jako kratkodoba zména v obratu pudni
organické hmoty (POH) zpisobena ziasahem do pudy (Kuzyakov et al. 2000).
Takovym zasahem mize byt napiiklad pifidavek nizkomolekularnich latek jako je
glukoza, fruktéza nebo aminokyseliny, aplikace vysokomolekularnich latek jako jsou
rezidua rostlin (kofeny, listy, organicka hnojiva), vstup kofenovych exudatii, exkrementt
nebo vyméska padni fauny, hnojeni mineralnimi hnojivy, zavlahy ¢i mechanické osetfeni
pudy. Priming efekt byl pozorovan nejen pro C a N, ale i pro dalsi prvky- naptiklad pro
siru a fosfor.

Priming efekt je vyznamny jev z pohledu modelovani bilance, obratu a zasob
POH. Existence priming efektu ukazuje, ze dekompozice POH neni konstantni a zavisla
pouze na faktorech prostiedi, pfedevsim teploté€ a vlhkosti, jak je uvazovano ve vétSiné
modell. Skrze priming efekt ji ovliviiuje také velikost mikrobidlniho spolecenstva, jeho
slozeni, fyziologicky stav a dynamika. Jeho nasledkem se do ptidy beéhem relativné kratké
doby (n€kolik dnii ¢i tydnd) uvolni velké mnozstvi dostupného uhliku a Zivin ze
stabilizované organické hmoty a dale ovliviluje chovani vSech slozek pldniho
ekosystému.

Castji je popisovan pozitivni priming efekt, kdy po zasahu do pidy dochazi ke
stimulaci mineralizace POH aktivaci mikrobidlniho spolecenstva. Nastat ale muze i
opacny jev, tedy negativni priming efekt, kdy je pozorovan pokles mineralizace POH
(Obr. 4.1.1). Byva pozorovan po hnojeni ptid mineralnim hnojivem, kdy ¢asto dochazi
k celkovému poklesu mikrobialni aktivity a zvySeni efektivity mikrobialniho
metabolismu. Negativni priming ale miZze byt pozorovan ipo piidavku snadno
dostupného substratu, zejména v pudach bohatych Zivinami a limitovanych uhlikem.
Mikroorganismy pak pfijimaji piidany snadno dostupny substrat prednostné pred ptadni
organickou hmotou (preferen¢ni vyuziti substratu), jejiz dekompozice se tak snizi.
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Pozor, na priming efekt nemiize byt usuzovano pouze z mereni produkce CO; Z piidy. Po
pridavku organického substrdtu do pudy vidy dochdzi k naristu produkce CO; z piidy.
Tento narust vSak nemusi byt zpiisoben zvysenou mineralizaci POH. Uvolnény CO, vzdy
pochazi z casti z dodané organické latky a z casti z POH. Podil obou zdrojii Ize stanovit
pouze s vyuzitim znaceného substratu (pridany substrat musi mit jiné zastoupeni izotopii
C (stabilnich ¢i radioaktivnich) nez POH).

| GOz or mineral i
| N produced |
' from soil

soll without soil + substrate soil + substrate
s .
ubstrate Pasitive (@) C or N Negative (b) G or N
priming effect induced  priming effect induced
by substrat addition by substrat addition

Obr. 4.1.1 Znazornéni pozitivniho (a) a negativniho (b) priming efektu pro C ¢ N po piidavku substratu
do pudy (podle Kuzyakov et al. 2000).

Priming efekt je vpudé castym jevem, vdzanym zejména na mista s Vvysokou
mikrobialni aktivitou, tzv. ,,hotspots®. Typickym prostiedim je pfedevSim rhizosféra,
kde koteny rostlin v zavislosti na fotosyntetické aktivité zajist'uji témét kontinualni pfisun
snadno rozlozitelného substratu — organickych latek s vysokym C/N pomérem. Mnohé
studie potvrdily v pfitomnosti zivych kofenti zvysSenou aktivitu mikroorganismii, rychly
obrat mikrobidlni biomasy a zvySenou dekompozici POH, tedy rhizosférni priming
efekt (Blogodatskaya et al. 2009; Cheng 2009 a dalsi). DalSimi prostfedimi jsou
detritosféra — specifické prostredi, vytvarejici se v rostlinném opadu nahromadéném na
povrchu ptdy, kde mize byt priming efekt spojen s uvollovanim snadno dostupnych
organickych sloucenin pii dekompozici rostlinného opadu (Fontaine et al. 2007) ¢i
drilosféra, plida ovlivnénd cCinnosti pidnich Zivo€ichi — pfevazné ZiZal, zahrnujici
chodbicky pokryté¢ vymeésky a slizem a ,,pidu® zménénou prichodem travicim traktem
pudnich Zivocichti (Brown 1995). Pravé obohaceni plidy o snadno dostupné organické
slouceniny zivocisného piivodu miize vyvolat priming efekt.
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Uhlik (nebo dusik) uvolnény pfti priming efektu mize v principu pochéazet ze dvou
zdroji: z mikroorganismu jako takovych nebo z piadni organické hmoty (mysleno z jiz
pfeménénych a stabilizovanych organickych slou¢enin). Podle zdroje uvolnéného CO; lIze
priming efekt oznacit za zdanmlivy (apparent), pokud je zvySena produkce CO,
vysledkem aktivace mikroorganismi a zvySeného mikrobialniho obratu a nesouvisi s
obratem stabilni puadni organické hmoty (Blagodatskaya a Kuzyakov 2008) nebo
skute¢ny (real), kdy dojde k ovlivnéni rozkladu stabilni pidni organické hmoty. Zasadni
vliv na velikost i typ priming efektu ma velikost a charakter ptidavku. Obecné plati, ze
velikost priming efektu roste s mnozstvim piidaného substratu a zaroven je vétsi v pudach
bohatych na POH a ziviny nez v pudach chudych. Vzhledem k ofekavanému vlivu
piidavku substratu je vyhodné jeho mnozstvi vyjadrit vzhledem k mnozstvi C vazané¢ho
v mikrobialni biomase (Blagodatskaya a Kuzyakov 2008).

e Pokud je mnozstvi ptidaného C vyznamné mensi nez obsah mikrobialniho uhliku (do
15%, 5-50 pg C g™ pidy), dochazi pouze k aktivaci mikroorganismi a k rychlému a
velmi kratkodobému zvySeni respirace. MnoZstvi extra uvolnéného CO, byva mensi
nez mikrobialni biomasa. Jedna se pouze o zdanlivy priming.

e Pokud je mnozstvi pfidaného C srovnatelné s uhlikem vazanym v mikrobialni
biomase, pridavek pusobi zmény v aktivité mikroorganismu a rychlosti obratu, ale
vétSinou nevyvola jejich rist a opét vyvola pouze zdanlivy priming.

e Pokud mnozstvi pfidaného C vyznamné pirevySuje obsah mikrobialniho uhliku, pak
dodany substrat nejprve stimuluje mikrobialni aktivitu (zdanlivy priming) a poté
vyvola rust mikrobidlniho spoleCenstva a skute¢ny, dlouhodobéjsi priming efekt
vyvolany potiebou ziskat Ziviny, které limituji rst (Obr. 4.1.2).
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Obr. 4.1.2 Dynamika zdanlivého a skute¢ného priming efektu a jejich ptispévek k celkovému priming
efektu po ptidavku glukézy do plidy (vyjadfenému jako % respirace z kontrolni pidy), model
(podle Kuzyakov 2010).

Overit, zda je sledovany priming zdanlivy ¢i skutecny lze pouze sledovanim dynamiky
pudni mikrobialni biomasy soubézné s merenim mineralizace uhliku. Rist biomasy, na
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kterém se podili i uhlik z POH je diitkazem zvysené dekompozice POH. Dalsim podpiirnym
mérenim muzZe byt stanoveni aktivity extracelularnich enzymii, kdy pri jejim vyznamném
navySeni miuzeme usuzovat na vyskyt skutecného priming efektu.

4.2 Dynamika priming efektu

Priming efekt je dynamicky jev, ktery souvisi se zménami V aktivité a rustu
mikroorganisml po zdsahu do pidy (Obr. 4.2.1). Délka jeho trvani je stdle otevienou
otazkou, protoze vétSina studii je pomérné kratkodobych ¢i jednorazovych. Zdanlivy
priming efekt se objevuje v podstat¢ okamzit¢ po zasahu, kdy dochazi k nabuzeni
mikrobialni aktivity - respirace (Obr. 4.2.1, kiivka PE1). Pokud je k dispozici dostatek
substratu, nasleduje béhem 1-2 dnl rlGst mikrobidlni biomasy, spojeny s vyraznym
skute¢nym priming efektem — tedy zvysenou dekompozici ptidni organické hmoty, jehoz
cilem je ziskat z ziviny potfebné pro stavbu novych bun€k (Obr. 4.2.1, kiivka PE2). Po
vyCerpani ptidaného substratu dochazi k limitaci rustu mikroorganismii a k jeho
zastaveni. Poté za¢nou mikroorganismy postupné¢ umirat. Jejich téla pak opét predstavuji
vstup snadno dostupného substratu pro prezivsi a zvySeny rozklad POH pak muze
pretrvavat i n¢kolik tydnii po ptidavku pivodniho substratu (Obr. 4.2.1, kiivka PE3).
Dynamiku mikrobialni odpovédi na substrat a s tim spojené zmény v pribéhu priming
efektu je tfeba brat v avahu pii planovani experimentu (velikost pfidavku substratu
vzhledem k mikrobialni biomase, na¢asovani odbéru vzorki) a interpretaci vysledku.

E ~77*._ PE induced by

2o S -, microbial
1 §~§ / . activity
Il'g s : PE after dying
I o = i e of MO

changes in tha release of nutriants

time after tha treatmeant

Obr. 4.2.1 Dynamika priming efektu (PE) v souvislosti s riistem mikrobialniho spoleéenstva (MO). Kfivka
PEl ptedstavuje zdanlivy priming efekt, spojeny s nabuzenim respirace mikroorganismi
pridanym substratem. Posléze mikroorganismy zac¢inaji rist a k tomu potiebuji kromé dodaného
C také ostatni ziviny, které ziskavaji zvySenym rozkladem ptdni organické hmoty — dochazi ke
skuteénému primingu (kfivka PE2). Po vyCerpani pfidaného substraitu mikroorganismy
prestavaji riist a odumiraji. Substrat a Ziviny z jejich tél pak vyvolavaji op€t skute¢ny priming
efekt (kiivka PE3) (podle Kuzyakov et al. 2000).

4.3 Mechanismus vzniku priming efektu

Na ptikladu rhizosférniho priming efektu bude déle popsan mechanismus jeho vzniku
(Obr. 4.3.1). Rostliny vylucuji do pidy asi 15-25% z celkového asimilovaného uhliku
prostiednictvim kofenovych exsudati — smési jednoduchych sacharidl, organickych
kyselin a aminokyselin a dalSich latek (1. Exsudace). Rhizodepozice ptedstavuje
vyznamny zdroj snadno rozlozitelného uhliku (ostatnich zivin je ve vyluCovanych
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slouceninach pomérné¢ malo), ktery vyuzivaji rhizosférni mikroorganismy k ziskdni
energie, rastu a reprodukci (2. Aktivace mikrobialniho spoleCenstva). ZvySena potieba
dusiku, fosforu a dalSich zivin pro rast a stavbu bun¢k vyvolava silnou konkurenci o
Ziviny mezi kofeny rostlin a rhizosférnimi mikroorganismy i v ramci samotného
mikrobiadlniho spolecenstva (3.) Mikroorganismy proto zvysi produkci extracelularnich
rozkladnych enzymi (4.) a to ma za nasledek vyssi dekompozici stabilizované pudni
organické hmoty (5.), z niz se uvoliiuje dusik, fosfor a dalsi Ziviny v dostupnych
formach. Ty pak mohou byt pfijimany pidnimi mikroorganismy i kotfeny rostlin (6.)
(Fontaine et al. 2003).

PE ;aPE’.“:“:"". ‘....t
time
.. ; 3 :
Living OM Roots Bacteria[—> Fungi
A

6. Uptake of

1. N, P, ... 2 ;
Exudation Activation 4. Enzyme
' production
v
Dead OM Available OM [T — SOM
ea (soluble and easily | ~ 5. (insoluble and
decomposable) recalcitrant)

Obr. 4.3.1. Mechanismus vzniku priming efektu v rhizosféfe. Kofeny rostlin vylucuji exsudaty (1), snadno
rozlozitelné organické latky, které aktivuji mikrobialni spolecenstvo (2). ZvySena potieba zivin
k zajisténi mikrobniho riistu vyvolava silnou konkurenci mezi mikroorganismy navzajem i mezi
mikroorganismy a kofeny (3). Mikroorganismy proto zainaji ve zvySené mife produkovat
extracelularni enzymy (4), které rozkladaji komplexni stabilizovanou POH na jednodussi
slouCeniny (5) a uvoliuji ziviny ve formach dostupnych pro kofeny rostlin i mikroorganismy
(6). Aktivace mikrobniho spole¢enstva se projevi jako zdanlivy priming efekt (aPE), ktery se po
indukei rastu a produkce extracelularnich enzymii zméni ve skuteény (rPE), jak je ukdzano
Vv kiivce v levém hornim rohu (podle Kuzyakov 2010).

4.4 Méreni priming efektu: princip a vypocty

Jak kvantifikovat priming efekt? Princip je nasledujici. Mikroorganismy Vv pudé
vyuzivaji k energetickému metabolismu uhlik z POH a respirovany uhlik v CO2 mé proto
izotopové sloZeni pfiblizné rovné izotopovému sloZzeni POH. Pokud do pudy ptidame
dal$i organickou latku, mikroorganismy budou pro respiraci vyuZivat oba dva substraty
v zavislosti na jejich dostupnosti a rozloZitelnosti. Pokud bude mit pfidany substrat
vyrazné odlisné izotopové slozeni od POH, budeme schopni na zéklad¢ izotopového
sloZzeni uvolnéného CO; stanovit podil obou dostupnych zdroji C na respiraci (Obr.
4.3.1). Porovnanim rychlosti respirace uhliku z POH z pidy po pfidavku substratu a z

55



kontrolni pidy neovlivnéné pridavkem pak stanovime, zda zasah ovlivnil mineralizaci
POH (viz Obr. 4.1.1).

Podrobngji k vypoétim. Celkové mnozstvi uhliku uvolnéného z pudy jako CO, (C-
COy) po ptidavku substratu (m3) lze stanovit pomoci plynového chromatografu. Ze
zékona o zachovani hmotnost vyplyva, ze toto mnozstvi se rovna souctu mnozstvi uhliku
pochazejiciho z POH (my) a z piidaného substratu (my):

My + M2 = My 441

Parametry m lze pouzit bud’ v absolutnich jednotkach (1g C-CO, g™ nebo zmol C-CO,
g'1 pudy), nebo relativne, jako podily obou zdrojit C na respiraci, kde mz bude rovno 1
(pro bezrozmérnou skalu mya m, od 0 do 1) nebo 100% (pro m; a m, v procentech).

Izotopové sloZeni obou zdroji C, POH (83C;) a pfidaného substratu (8°°C,), a
produktu respirace - CO, uvolnéného z pidy po pridavku substratu (5°Cs), Ize stanovit
pomoci hmotnostni spektrometrie. Izotopové slozeni produktu musi lezet mezi 83 obou
zdroji a bude zaviset na podilu téchto zdroji C na respiraci. K jejich vypoctu pouzijeme
sméSovaci rovnici (obr. 4.4.1):

my* §°Co+ my* §°C, = m3* 3°Cs 4.4.2
Z prvni rovnice vyjadiime my, tedy mnozstvi C uvolnéné respiraci z pfidaného
substratu (viz 4.4.3) a dosadime do sméSovaci rovnice. Po pravé této rovnice ziskdme
vypocet my, tedy mnozstvi (ptipadné podil) respirované¢ho C pochazejici z POH (4.4.4).
Mz = M3- My 4.4.3
my = (M3* 37°Cs- ma* §°Cy) / (57°C4- §1°Cy) 444

Priming efekt se pak vypocita z rozdilt v respiraci kontroly (= ptidavkem neovlivnéné
pudy, kde veskery uvolnény CO; pochazi pouze z POH) a mnozstvi C vyrespirovaného
z POH z ptudy po pfidavku substratu (m;). Lze ho vyjadtit jako kumulativni priming
efekt (extra mnozstvi C-CO; uvolnéného z POH z pudy po ptidavku za celou dobu
inkubace, rovnice 4.4.5) nebo jako relativni priming efekt (v % puvodni respirace
kontrolni pidy, rovnice 4.4.6).

PEumulativni = M1 — Montrola 445

PErelativni = (M1 — Mkontrola)/ Mkontrola 4.4.6
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Obr. 4.4.1 Aplikace sméSovaci rovnice pro rozliSeni podilu dvou zdroji C o rizném izotopovém sloZeni
(pidni organické hmoty a pfidaného substratu) na vysledné mikrobialni respiraci. Izotopové
slozeni vysledné mikrobialni respirace lezi mezi 8°C obou zdrojii a zavisi na jejich piispévku k
celkové respiraci (vpravo uveden ptiklad, kdy podil obou zdroji na celkové respiraci je 50%).

4.5 Aplikace, pripadové studie

4.5.1 Porovndni priming efektu po piidavku dvou riiznych substradti

Ve studii byl sledovan priming efekt vyvolany pridavkem sacharoézy (disacharid
slozeny z glukozy a fruktozy, predstavujici jednoduchy snadno rozlozitelny, vysoce
energeticky bohaty zdroj bez obsahu dusiku) a kukufFiénych listi (komplexni substrat
obsahujici kromé jednodussich latek i makromolekuly, po rozkladu ptedstavujici zdroj
uhliku i dusiku) ve dvou riznych pudach, organické a mineralni. Priming efekt byl
stanoven jednorazové, 24 hodin po ptidavku substratl v koncentraci vzdy 0,5% (w/w).

Po ptidavku substratd do pudy (20 g Cerstvé pudy) a dikladné homogenizaci byly
vzorky plynotésné uzavieny a inkubovany spolu s kontrolnimi vzorky pid bez ptidavku
pfiblizn€ 24 hodin ve 20°C. Poté byla pomoci plynové chromatografie stanovena
koncentrace CO, v plynném objemu vzorkid a vypocitana rychlost respirace pudy (Tab.
4.5.1.1). Zde bylo zjisténo, Ze oba substraty vyznamné zvysily rychlost respirace
pudy. Déle bylo pomoci hmotnostni spektrometrie (IR-MS) stanoveno izotopové sloZeni
obou pud (8 organické pudy -26,11%o, 8*C minerélni pudy -26,05%0), obou
pridavanych substrati (5'°C sacharozy -11,86%., 8°C kukufi¢nych listi -14,73%o) a
CO; uvolnénych ze vSech inkubovanych vzorkd (Tab. 4.5.1.1). Pomoci sméSovaci
rovnice byl vypocitan podil uhliku z POH a pfidaného substratu na celkové respiraci a
odpovidajici rychlosti respirace (Tab.4.5.1.1).
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Tab. 4.5.1.1 Kumulativni mikrobialni respirace za 24 hodin (ugC g™suché pidy) v organické a mineralni
ptdé v kontrolni varianté a variantach obohacenych sacharézou nebo kukufi¢nymi listy a jeji
izotopovy signal (8**C-CO,). Dale jsou uvedeny podily respirace pochazejici z pridaného
substratu a POH na celkové respiraci (%) a odpovidajici mnozstvi C-CO, uvolnéna z obou

zdrojui za 24 hodin.
Organickd Kontrola | 4,27+0,11 -30,23+0,40 - - 427+0,11 | 100%
Sacharéza | 23,65+0,10 -19,47+0,05 11,0240,13 | 47% 12,63+0,03 | 53%
Iﬁ‘slt‘;‘ﬁé“é 10,61+0,06 -24.80+0,40 1212037 | 11% 9,39+0,43 | 89%
Mineréln Kontrola | 2,42+0,03 -29,630,37 - - 2,42+0,03 | 100%
Sacharéza | 12,94+0,22 -20,300,08 5.24+0,14 | 41% 7,70+0,12 | 59%
If;]t‘;ﬁé“é 8,29+0,18 -22,83+0,12 2,36£0,13 | 29% 5,9340,09 | 71%

Vysledny priming efekt byl vzdy spocitan jako rozdil respirace pochazejici z POH
mezi kontrolnim vzorkem a vzorkem s ptidanym substratem a vyjadien relativné jako
procenticky narast rychlosti respirace oproti kontrole (Obr. 4.5.1.1).
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Obr. 4.5.1.1 Kumulativni mikrobialni respirace z organické a mineralni pudy — kontrolni varianty a

variant s pfidavkem sacharozy a kukufi¢nych listd. U variant s pfidavkem je odliSena respirace z pfidaného

substratu. Respirace pochazejici z POH je pro nazornost rozdélena respiraci odpovidajici kontrolni ptde a

extra respiraci z POH vyvolanou pfidavkem dalSiho substratu — tedy odpovidajici pozitivnimu priming

efektu. Graf vlevo ukazuje vysledky experimentu s organickou ptidou, vpravo s mineralni.

Vysledky studie ukédzaly nésledujici:

e CO; uvolnény respiraci z obou kontrolnich pid je ochuzeny o izotop 3C ve srovnani
se substratem vyuzivanym mikroorganismy k respiraci (mySleno POH)
e Oba substraty zvysily respiraci pudy a indukovaly pozitivni priming efekty (Obr.

4.5.1.1)
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¢ V obou puidach vyvolala vyssi priming efekt sachardza ve srovnani s kukufiénymi listy
a zaroven byla vice vyuzivana mikroorganismy pro respiraci (cca 40% uvolnéného
COy). Podil C z kukuti¢nych listl na respiraci byl nizsi, neptesahl 30% respirace (Tab.
4.5.1.1). Divodem muze byt, ze sachardza je jednodus$im substratem nez kukufi¢né
listy a je proto rychleji dostupna pro mikrobialni metabolismus. Zaroven neobsahuje
dusik, takze uhlik z ni nemiize byt efektivné¢ zabudovan do mikrobialni biomasy a je
tedy vyuzivan predevSim k ziskani energie. ZvySend potieba dusiku pro eventudlni
mikrobidlni rGst musi byt pokryta zvySenou dekompozici POH, coz je spojeno s
vysSim priming efektem.

e Respirace z organické plidy byla vyssi, coz pravdépodobné souvisi s vy$si mikrobni
biomasou (byva v korelaci s obsahem POH), ale relativni priming efekty byly niz$i v
ptipad¢ obou substratli — Ize uvazovat nad jinym slozenim mikrobniho spolecenstva —
jeho jinym C/N pomérem, zastoupenim hub a bakterii, r- a K-stratégl, rozdilnou
diverzitou a tedy rozdilnou aktivitou a potiebou dusiku.
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I1. DUSIK

5120TOPOVA FRAKCIONACE DUSIKU V EKOSYSTEMU

Hana Santruckova

5.1 Kolobéh dusiku v suchozemském ekosystému

Nejvétsi zasobarnou dusiku je atmosféra, kde je obsazeno 78 % molekularniho dusiku.
V molekule dusiku jsou dva atomy N spojené pevnou trojnou vazbou, kterd zptisobuje
nizkou reaktivitu N S jinymi slou¢eninami N, reaguje pouze za vysokych teplot a tlaku.
Prokaryotni organismy (bakterie a sinice) jsou v$ak schopny enzymaticky $tépit (enzym
nitrogenaza) trojnou vazbu v molekule N, a dusik zabudovat do amonnych iontd a
organickych latek (Obr. 5.1.1). Zajistuji tak primarné vstup N do pudy a jsou proto
klicovymi organismy kolobéhu N v pfirodé. Amonné ionty a organické latky jsou
zdrojem dusiku pro rostliny, které jsou zdrojem potravy pro byloZravce, nebo po svém
odumieni vstupuji do dekompozi¢nich potravnich fetézci v pudé. Pidni organismy
pfijimaji dusikaté organické latky, transformuji je na jednodussi organické latky nebo na
minerdlni formy N a ¢ast zabuduji do vlastni biomasy. Pfebyte¢ny N vylouci zpét do
pidy ve formé amoniaku (NH4'), mocdoviny nebo jednoduchych organickych
meziproduktli metabolizmu. Mocovina je v pid¢ rychle pfeménéna na amoniak,
jednoduché organické monomery jsou spotiebovavany rostlinami i mikroorganismy.
Pokud je dusik vylou¢en ve formé& NH4", mluvime o mineralizaci nebo také amonifikaci
organickych latek. Amonné ionty jsou bud’ pfijimany rostlinami a mikroorganismy a
zabudovany do biomasy (imobilizace), nebo jsou v procesech nitrifikace pfeménény
nitrifikatnimi bakteriemi na nitrity a potom na nitraty (NO3’). V zasaditych pudach se
dost vyznamnd ¢ast amoniaku uvolni v plynné podobé do atmosféry. Nitraty jsou
podobné jako amonné ionty pfijimany rostlinami a mikroorganismy pro tvorbu biomasy
(imobilizace). Kromé toho je mohou vyuzivat denitrifikaéni bakterie a houby
v energetickém metabolizmu jako akceptor elektronii a postupné nitraty redukuji
Vv procesech denitrifikace pfes oxid dusny zpét na N,. Piebytek nitratd je z piady
vyplavovan. Amoniak a nitraty se, vedle uvoliiovani v biologickém kolob&hu, mohou do
pudy dostavat depozicemi z atmosféry. Slozitost ptemén N v pid¢ je spojena s tim, Ze se
dusik v pfirodé¢ muze vyskytovat ve vSech svych oxidac¢nich stavech (-III az +V). Je
mikroorganismy vyuZzivan jako donor i akceptor elektroni v oxida¢né redukénich
reakcich.

Obrovskd funkéni diverzita puadnich mikroorganismii a soucasné obrovska
heterogenita ptidniho prostfedi zpusobuje, ze v pidé mohou probihat vSechny pfemény
soucasné. Napiiklad NH;', ktery vznikd amonifikaci je soudasné preméhovan
nitrifikacnimi bakteriemi na NOj3; nebo imobilizovan do biomasy. Podobné¢ NOg3
vznikajici nitrifikaci miize byt soubézné preménovan na oxid dusny a Ny Vv procesu
denitrifikace, nebo zpét na NH;" (disimilativni redukce nitratu, proces méné vyznamny
nez denitrifikace, neni uveden v obr. 5.1.1), nebo imobilizovan do biomasy. Proto méfeni
koncentrace jednotlivych forem dusiku neda informaci o skutecné rychlosti procest, které
v pud¢ probihaji. Kazdy z vySe uvedenych procesti, krom¢ fixace Nj, je provazen
izotopovou diskriminaci proti tézkému izotopu >N. Kombinace hmotnostni bilance
S izotopovou bilanci by tak mohla pomoci stanovit rychlost jednotlivych procest.
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Vzhledem ke slozitosti procesti a Casté limitaci N je vyuziti pfirozeného vyskytu
stabilniho izotopu N pro stopovani osudu N v suchozemském ekosystému omezeno (Viz
nize). Cast&ji se pouziva znaleni t&Zkym izotopem N, kdy se oznac¢i bud’ reaktant a
sleduje se vyskyt °N v produktech nebo se ozna&i produkt reakce a sleduje se rychlost
fedéni izotopového signalu *°N v produktu (tzv. pool dilution technique - viz kapitola 6).

V této kapitole se zamé&fime na (i) diskriminaci *°N spojenou s jednotlivymi procesy
transformace N v pidé a na piipadové studie zaméfené na (ii) vysvétleni posunu
V izotopovém signalu N v biomech svéta od jihu k severu, (iii) pouziti piirozené¢ho
vyskytu N pro odhad fixace N, a (iv) piispévku mykorhiznich hub k vyzivé rostlin

dusikem.
3 9 x 106 ,2
1 a
0 001
. h
fixace A.tmf)sfe denitrifikace . W
e ricky N, —
Rostlinny Oxid dusny
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denitrifikace
herbivorie j
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zasobniky a toky. V pravém rohu obrazku jsou VyClsleny velikosti jednotlivych zdsobnikd v Pg a
tokd v Pg rok™® (1Pg = 1 Gt = 10" g).
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5.2 Diskriminace °N spojena s transformaci N

Izotopovy signal pidy 8N je variabilni. Obecn& ale miZzeme napsat, 7e pida byva
obohacend o N V porovnani s atmosférickym dusikem. Cim star§i piada, nebo ¢im
hloubéji do pudniho profilu, tim se zvySuje obsah BN,

Kazdy proces premény N v biologickém kolobéhu je spojen s vétsi ¢i mensi
diskriminaci °N (Obr. 5.2.1). Nejmensi, prakticky nulové diskriminace je spojena s fixaci
atmosférického N enzymem nitrogenazou, ktery katalyzuje redukci Nj. VSechny ostatni
procesy vedou v podminkach, kde neni limitace substratem, k ochuzeni produktu o te€zky
izotop ®N. Procesy nitrifikace a denitrifikace jsou spojeny s vyznamnou diskriminaci a
produkty jejich metabolismu, NOs™ a oxidy dusiku jsou ochuzené o N. ProtoZe tyto
produkty se snadno z pudy ztraceji bud’ vyplavovanim nebo volatilizaci, tak celkovy N,
ktery v pud¢ zlstava, byva obohaceny o >N. Tento piipad nenastava, pokud produkt
urCitého procesu v pud¢ zlstane. Naptiklad v pfipadé imobilizace N do mikrobidlni
biomasy. Pfestoze imobilizace mize byt spojend s diskriminaci proti t€zkému izotopu
>N, v izotopovém signdlu celkového N v ptidé se to neodrazi, protoze mikrobni biomasa
zustava soucasti celkového N. V obrazku 4.2.1 jsou uvedeny teoretické hodnoty
frakciona¢niho faktoru, které plati v podminkdch, kdy procesy nejsou limitované
nedostatkem substratu, a vliv ostatnich procesi transformace N je zanedbatelny.

Se zvySujici se limitaci substratem se postupné snizuje frakcionacni faktor.
V piirozenych podminkéch, kde je N ¢asto limitujicim prvkem, nelze témét predpokladat,
ze frakcionaéni faktory dosahnou teoretickych hodnot. V piedchozich kapitolach uz bylo
feCeno, ze izotopova diskriminace zanechdvd svou stopu pouze v pfipadé, kdy
spotfebovavany prvek (reaktant, substrat) neni limitujicim prvkem. Jinymi slovy, pokud
si v daném procesu mize organizmus ,,vybirat®, zda do reakce vstoupi tézky nebo lehky
izotop.

62



N, Rostlina A (frakcionaéni faktor)
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Obr.5.2.1 Teoretické frakciona¢ni faktory spojené s procesy transformace N. Faktory jsou uvedeny
v hodnotach A. To znamena, 7e udavaji obohaceni/ochuzeni o N vzhledem k substratu
(reaktantu) v %.. Kladné hodnoty oznacuji ochuzeni produktu, zaporné obohaceni produktu.
Hodnoty plati pouze pro podminky, kdy proces neni limitovan substratem.

Dals§imi pfi¢inami, pro¢ v pfirozeném prostfedi nachazime obrovské odchylky od
teoretickych hodnot frakciona¢nich faktorti, je to, (i) ze produkt jednoho procesu je
soucasné substratem pro proces druhy, (i1) Ze jeden produkt miiZze vznikat z rlznych
substrati a nakonec 1 to, (iii) Ze izotopovy signdl jednoho substratu je variabilni
Vv prostoru i ¢ase (Obr. 5.2.2). (i) Piedstavte si dva procesy jdouci proti sobé - napiiklad
amonifikaci a nitrifikaci. Produktem amonifikace je amonny iont, ktery je substratem pro
nitrifikaci. Oba procesy vedou k ochuzeni produktu oproti substratu. Pfedpokladejme
déle, ze procesy nejsou limitovany substratem a frakcionacni faktory se blizi teoretické
hodnot&. V amonifikaci vznikaji amonné ionty ochuzené o "N frakciona¢nim faktorem A
= 5 %0. Amonné ionty dale vyuzivaji nitrifikatofi, kteti upfednostiiuji ionty s lehkym
izotopem ¥N. Ionty, které v pidé zbyvaji, jsou tedy obohaceny o N vice, neZ amonné
ionty, které vznikly amonifikaci. Pokud bychom pocitali A amonifikace z izotopového
signdlu amonnych iontd zbyvajicich v pidé€, bude < 5 %o. (i) NejcastéjSim piipadem
vyuzivani dvou raznych substrati pro tvorby jednoho produktu je imobilizace dusiku
mikrobni biomasou. Mikroorganismy mohou vyuzivat organické monomery, amonné i
nitratové ionty. Tyto zdroje maji obvykle rlzny izotopovy signdl a jsou vyuzivany
vV rizném pomeéru v zavislosti na jejich koncentraci, sloZzeni mikrobnich spolecenstev 1
vngjsich podminkach pidniho prostiedi. Nelze tedy a priori urcit, z jakych forem dusiku
mikrobni biomasa vznikala. (ii1)) Komplikujicim faktorem je i to, Ze izotopovy signal
jedné formy dusiku se méni v zavislosti, z jakého zdroje pochézi. Naptiklad amonné a
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nitratové formy N maji jiny izotopovy signal, pokud vznikly biologickymi pieménami
nebo se do pudy dostaly s depozicemi dusiku z atmosféry nebo dusikatymi hnojivy.
Krom¢ toho izotopovy signal atmosférickych depozic kolisd v zavislosti na ptivodu emisi.
Vsechny uvedené pfic¢iny omezuji Siroké vyuziti pfirozen¢ho vyskytu stabilniho izotopu
BN pro stopovani osudu N v suchozemském ekosystému.

Atmosféricky N, . Lajtha & Michener 1994

v . . Robinson 2007
NO,ve srazkach [ —  Heaton 1986

NH,ve srazkach ]

NO;v hnojivech L . |

NH, v hnojivech L '

N rostlinny '
Celkovy pldni N E:|

Mineralni plda : —

Organicka plida
Opad I:I

NO;v pidé I : |

NH, v pudé ' . !

NH;- volatilizace

-15  -10 -5 0

' 6 15N (%)

[9,]

Obr. 5.2.2 Rozsah hodnot izotopového signalu riznych forem dusiku.

4.3 Posun izotopového signalu °N v piidé.

Ptes vSechny uvedené komplikace spojené s vyuzitim stabilniho izotopu N pro
sledovani osudu dusiku v pidach, mize posun izotopového signdlu ptidni organické
hmoty nebo vegetace indikovat dlouhodobou pievahu jednoho typu procest nad ostatnimi
nebo dlouhodoby vstup N z ur¢itého zdroje. Tuto situaci mizeme ilustrovat nasledujici
ptipadovou studii, kdy Amundson s kolektivem autort (Amundson et al. 2003) méfili
izotopovy signal pudy ve svétovych biomech (Obr. 5.3.1). Zjistili, Ze severské biomy,
tundra, jsou ochuzené o >N (8©°N = -2 aZ -0,6 %o) a smérem k jihu se zastoupeni N
zvysuje, az dosahne izotopového signalu 8N Vv rozmezi hodnot +9 az +10,3 %o. Vysoké
ochuzeni piidni organické hmoty v tundie souvisi s tim, ze v tundfe je vegetace obvykle
limitovana N a nizkou teplotou. Rostlinny material vstupujici do ptudy je chudy dusikem,
ma vysoky pomér C/N, a jeho dekompozice probihd velice pomalu. V pid¢ je nedostatek
mineralnich forem N a tedy i nitrifikace i denitrifikace jsou nizké. Jak vime uZz
z predchoziho textu, produkty obou procest jsou ochuzené o N a z pidy se uvoliiuji
bud’ vyplavovanim (NO3") nebo unikaji ve formé oxidit N do atmosféry. Zbylé N latky,
které v pud¢ zistanou, jsou obohacené. Pokud jsou oba procesy nizké, relativni
zastoupeni °N v ptidé nestoupa, protoze N z puidy neunika. Toto je piipad severskych
ekosystému. Kromé toho je také nizkd fixace N, kterd do pidy pfinasi relativné
obohaceny N. Naopak v tropickych ekosystémech s rychlou dekompozici a vysokou
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denitrifikaci jsou vysoké ztraty plynného N, a celkovy N v ptid¢ se postupné obohacuje.
K tomu jesté pfispiva vysoka fixace atmosférického N s relativné vysokou hodnotou &
N = 0 %o. Uvedena studie je hezkym pfiikladem, Ze v dlouhodobém €asovém horizontu
se byt’ 1 malé posuny v izotopovém signalu scitaji.

o g 8 15N pady
A » ‘§ - R
2 e
1 A N )

) +10

Malé obohaceni v severskych ekosystémech
Velké obohaceni v tropickych ekosystémech

Priciny: - velké ztraty plynného silné ochuzeného N v tropech,
vyznamnd fixace N
- malé ztraty plynného N ze severskych ekosystémdi,
limitace N

Obr. 5.3.1 Odhad geografického rozd&leni izotopového slozeni °N pudy do hloubky 50 cm. Upraveno
podle Amunson et al. (2003).

Vétsi dostupnost dusiku v tropickych lesich a otevienéjsi cyklus N nachylny ke
ztratam je potvrzen dalsi studii Martinelliho a kolektivu autorti (Martinelli et al. 1999).
Studie je zalozena na piedpokladu, 7e &N listd stromd odrazi izotopovy signal
dostupného N v piidé. Analyzovali listy stromt z tropickych lest a lesii mirného pasu
(Obr. 5.3.2). Zjistili, e listy stromd zlesi mirného pasu jsou ochuzengjsi o N
(primérna 8N = -2,8 %) nez listy stromi z tropickych lest (praiméma 8N = +3,7 %o).
Dostupny dusik, ktery stromy &erpaly z pidy (smés NH;*, NOs™ a aminokyselin) byl
obohacen. V ramci tropickych lest se vydélila skupina horskych tropickych lest a lesi na
pis¢itych pidach, které jsou limitovany dusikem. Listy z téchto lesti byly vyznamné
ochuzeny oproti idolnim tropickym lestm.
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Obr. 5.3.2 Histogram znazorfiujici izotopovy signal °N listi sebranych v tropickych lesich a v lesich
mirného pasu. Upraveno podle Martinelli et al. (1999).

5.4 Odhad fixace N,

Fixace atmosférického N neni spojena s diskriminaci °N a nafixovany N ma podobny
izotopovy signal jako atmosféra, blizi se nule. Teoreticky by rostliny, které jsou zavislé
pouze na fixaci N2, mély mit izotopovy signal blizky nule. Rostliny, které jsou zavislé na
dostupném N z pudy, by mély byt relativné obohacené, protoze denitrifikaci se z pidy
uvolnuje ochuzeny N a v pudé ziistava N obohaceny o >N. Dalsim zdrojem obohaceni
pudy muze byt aplikace minerdlnich hnojiv. Pokud rostliny fixujici Ny pfijimaji kromé
atmosférického N jesté puidni N, jejich izotopovy signal 3°N by mél byt odlisny od 5°N
rostlin, které vyuzivaji vyhradné padni N, v zavislosti na tom, jak velky podil piijatého N
je z fixace a jaky z pudnich zdroji. Analyzy rostlin z pfirozenych podminek vsak ukazuji,
7e 8N rostlin prokazatelné fixujicich N; je variabilni a ¢asto shodna s rostlinami, ktery
N nefixuji. Na druhou stranu, rostliny prokazateln¢ nefixujici N, mohou mit SN blizky
nule. Dal§im uskalim v pouziti pfirozené¢ho vyskytu 8N pro urceni fixace N rostlinami
je to, ze i rostliny, které jsou zcela zavislé na piidnim N, maji variabilni 8"°N a je sloité
stanovit referenéni hodnotu 8N, ktera odpovida 8°N dostupného N v pudé. Pouziti
metod pfirozeného vyskytu N pro kvantifikaci fixace N, v pfirozenych podminkach
proto Casto dava rozporuplné vysledky. Jedinym zptisobem, jak se pokusit zredukovat
vySe uvedené zdroje variability, je odbér co nejvétsiho poctu druhi v blizkém okoli
druhu, jehoz fixaci N, chceme kvantifikovat (Boddey et al. 2000).

Ptirozeného vyskytu N se s vétsim uspéchem vyuziva pro kvantifikaci fixace N
rostlinami v laboratornich podminkach (Obr. 5.4.1). V tomto ptipadé rostlinu, u které
chceme kvantifikovat jaky podil N v biomase pochazi z fixace N, a jaky z pidnich
zdrojii, péstujeme v pids, ve které zname 8°N dostupného N, a v pisku bez dusiku. Jako
referencni rostlinu vybereme rostlinu, ktera nefixuje N, ale je svym habitatem,
kotfenovou architekturou a fenologickou fazi podobna rostlin€, u které podil fixace N
sledujeme. Tuto referencni rostlinu péstujeme ve stejné ptidé jako zdjmovou rostlinu. Na
konci pokusu, nebo béhem pokusu, v zavislosti na tom, zda chceme znat pouze celkovou
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fixaci nebo jeji vyvoj v Case, zmétime izotopovy signal biomasy zdjmové rostliny zavislé
pouze na fixaci atmosférického N, (815Nrostl/pisek), z4jmové rostliny rostouci v pudé
(kombinace pudniho a atmosférického Ny; 815Nrostl) a referencni rostliny (pouze ptidni
N; 8"°Nref) a vypocitame podil fixovaného N podle nasledujiciho vzorce:

_ 615Nrostl — & 15Nref
8 15Nrostl/pisek — & 15Nref

ref

-6 15Nref

RGzné druhy f— 51 Nrostl - 615N
61N

rostl/pisek

Stejny druh

\ _—S A s-\

» ;i \’f/?‘ RN
A D >%’<“‘ AN TN\
\ f A ? AN \4( \ \ | Rostlinav pisku
( \gy’ \ 3 15Nrostl/pl'sek
s 157 Referencmrostllna 7] {

|8 15N, =0 %o

#0 S 1SNpL’Jda #0 Pisek (bez N)

d BN

puda

Obr. 5.4.1 Schématické znazornéni usporadani pokusu pii kvantigfikaci fixace N rostlinou rostouci v pudeé.

Pro to, abychom dostali pouzitelné vysledky, je tieba, aby rozdil mezi izotopovym
signalem SN pudy a atmosféry byl vétsi nez 2 %o. Referenéni rostlina musi byt svym
kotenovym systémem blizko kofenového systému zdjmové rostliny, ale nesmi do néj
zasahovat. Pfi vybéru referencni rostliny nejradé€ji volime dvoudé€loznou rostlinu co
nejpodobnégjsi zajmové rostliné. Kromé izotopti doporucujeme meéfit i vyskyt hlizek,
fixatorh Np, fixaci N, pomoci metody redukce acetylénu eventudlné celkovy piijem
dusiku (Pate 1993, Unkovich et al. 2001, Unkovich a Pate 2001).

5.5. Pf’ispévek mykorhiznich hub k vyiivé N rostlin

34

mrtvé organické hmoty a mykorhlzm houby, které vytvareji symbiotické interakce
s rostlinami. Rostlina, ktera zije v interakci s mykorhizni houbou, je schopna uspésné
soutéZit s volné zijicimi mikroorganismy o Ziviny v pud¢, pfedev§im o P a N. Mykorhizni
houba naopak od rostliny ziskava velky podil dostupnych uhlikatych latek z Cisté
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primarni produkce. Uvadi se, Ze rostliny alokuji az 20 % cisté primarni produkce do
mykorhiz. Studium a pochopeni interakci mezi rostlinou a mykorhizni houbou je vzdy
slozité protoze se tyto interakce odehrdvaji schované v ptidni matrix a pifima sledovani
V pfirozeném ekosystému nejsou mozna. Méfeni ptirozeného vyskytu stabilniho izotopu
N se zda byt vhodnou metodou pro studium téchto mykorhiznich interakci, pro odhad
toho, jaké formy N rostlina pfijima i pro kvantifikaci podilu rostlinného N, ktery rostlina
ziskala prostiednictvim mykorhiznich hub. Analyza 8N v pidg, listech a plodnicich
umoziuje odhad mnozstvi N, které rostlina pfijiméa od houby.

Mykorhizni asociace se obvykle d€li do nekolika morfologicky, taxonomicky a
(ECM), erikoidni (ERM) a arbuskularni mykorhizy (AM). Obecné plati trend, ze ECM a
ERM rostliny jsou ochuzené o N vice (maji nizsi 815N) nez AM rostliny a rostliny bez
rozvinutych mykorhiz. AM rostliny mivaji niz§i 8N neZ rostliny bez mykorhiz.
Variabilita v ramci jedné skupiny je ale velka a ¢asto dochazi k piekryvu izotopového
signalu 8™°N mezi jednotlivymi skupinami. Tyto vysledky ukazuji e, (i) mykorhizni
houba posila do rostliny dusikaté latky ochuzené o N a vmyceliu si ponechava
obohacené latky, (ii) diskriminace spojend s ECM a ERM je pravdépodobné vétsi nez
diskriminace spojend s AM, (iii) mira frakcionace zavisi na mnozstvi (podilu) N latek
Vv rostlinné biomase, které rostlina piijala od houby a Ze (iv) dostupny N, ktery rostliny
pfijimaji z pudy, se 1isi izotopovym signdlem v zavislosti na zdroji N a lokalizaci kotent
Vv pude.

Dusikaté latky v houbovém vlaknu jsou z 90 % tvofeny proteiny a aminokyselinami a
z 10 % chitinem. Proteiny jsou Vv porovnani s chitinem obohaceny o 9 %o. Je znamo, ze
houba ptendsi N do rostliny pfedevS§im ve formé aminokyselin, Zda se tedy nelogické,
pro¢ je mykorhizni rostlina, ktera pfijima od houby aminokyseliny, ochuzena o N
V porovnani s myceliem. Je to tim, Ze houba diskriminuje proti BN pii tvorbé
aminokyselin, které nasledné pfenasi do rostliny a pfenos ochuzenych aminokyselin je
provéazen zadrZzenim obohacenych aminokyselin v houbovych vlaknech (Hogberg 1997).
Mycelia saprotrofnich hub, které nepienasi N latky do rostlin, maji podobny izotopovy
signal jako zdroj N v ptid€. Podobné& N rostlin bez mykorhiznich asociaci mé podobny
izotopovy signal jako dostupny N v ptid€. Toho se vyuziva k tomu, ze pro odhad pifijmu
N prostfednictvim mykorhiz se mize pouzit nemykorhizni rostlina, jako integrované
méfitko 8N dostupného N v piidé. Je ale dobré mit na paméti, e nemykorhizni rostlina
mize byt adaptovana na odlisné N podminky a miZe pfijimat jiné formy N z jinych casti
pludniho profilu. Plodnice hub mykorhiznich 1 saprotrofnich jsou obohaceny o cca 3 %o
V porovndni s myceliem, coz je mozné vysvétlit tim, ze houby posilaji do plodnic
preferencéné latky vytvofené z proteinii a v myceliu uchovavaji ochuzeny chitin (Obr.
55.1)
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O 15N
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ECM = ektomykorhiza
NM = nemykorhizni

Obr. 5.5.1 Diagram rozd&leni N mezi dostupny N, rostliny a houby. Houby jsou rozd&leny na hyfy a
plodnice. ECM hyfy a plodnice obou skupin hub jsou obohacené, ECM rostliny jsou ochuzené.
Upraveno podle Hobbie et al. (2005).

Interni recyklace N v rostlin€ je obvykle spojena s malou diskriminaci a izotopovy
signal & ©®N listii nebo jehlic reprezentuje izotopovy signal rostliny a N, ktery rostlina
ptijala. Mykorhizni houby ovliviiuji izotopovy signdl a mira ovlivnéni zavisi na tom,
kolik N rostlina od houby odebrala. Zavisi tedy na podilu rostlinného N, ktery rostlina
ziskala od mykorhizni houby (f) ale také na tom, kolik z pfijatého N houba ptesunula do
rostliny (transferovy pomér, T;) a jaky je frakcionacni faktor (A). Hobbie et al. (2000)
navrhli teoreticky model vypoctu pro rozdéleni N mezi rostlinou a houbou. Tento vypocet
predpoklada, Ze pii pifjmu N z pidy nedochazi k diskriminaci N a Ze rostlina i houba
jsou izotopoveé homogenni:

8" Nrost = 8" Nuostupny N— At - T - (1-T)), 55.1.1

Pokud rostlina ptijima N pouze od houby (f = 1), pak se zavislost zjednodussi na

8""Nrost = 8" Naostupny N— At * (1-T0) 5.5.1.2
A rovnice pro mykorhizni houbu je:
5'"Necm = 8 Naostupny N + (Ar * T) 5.5.1.3

Aplikace tohoto modelu pro studie in situ je obtizna vzhledem k tomu, ze (i) je
nesnadné stanovit §°N jednotlivych forem dostupného N v pude, (ii) nelze ptimo
urcit f a Ty, ale pouze slozenou veli¢inu f x (1-T,), (iii) rostlina a ECM mohou
vyuzivat jiné¢ zdroje dostupného N a v jiném pomeéru a nakonec (iv) nameéfit
izotopovy signal ECM mycelia je obtizné (infikované kotenové $picky by mohly
byt brany jako ~ 8"°Ngcwm). Je napiiklad prokazano, Ze druhy hub s vysokou
proteolytickou aktivitou maji mycelium obohacenéj§i nez houby s nizkou
proteolytickou aktivitou.
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ECM = ektomykorhiza

A: = mykorhizni frakcionace spojend s transportem N do rostliny
f=podilrostlinného N, ktery rostlina ziskala od mykorhizni houby.

T, = N vyuZity houbou/N transportovany do rostliny (mycorrhizal transfer ratio)

Obr. 5.5.2 Hypoteticky model pohybu N od dostupnych forem N pied mykorhizni houbu do rostliny a
souvisejici izotopova frakcionace. Model pouziva obecné vztahy definované pro otevieny
systém s proménlivym transferovym pomérem kone¢ného produktu. Upraveno podle Hobbie et
al. (2000).

V mnoha studiich, které porovnavaji rostliny rostouci na riznych stanovistich, byla
stanovena prikazna zavislost mezi obsahem N (% N) a 8"°N v listech. Krom& toho bylo
prokazano, Ze se zvysujici se limitaci N v ptidé se snizuje 8N v listech a soucasné se
zvySuje tok C z rostliny do mykorhizni houby. To naznacuje, Ze v podminkéch limitace N
(i) 8™°N v listech je urdovan ECM, (ii) rostlina zvysuje relativni alokaci C do pudy a (iii)
& N v listech se snizuje se zvySujici se limitaci N. Rizny podil hub na pfijmu N
rostlinami a rizna alokace C do pidy se projevi zménou v Ty, f nebo v obou veli¢inach
(Obr. 5.5.3). V prostiedi s vysokou dostupnosti N rostlina alokuje méné C do podzemnich
Casti, ma vy$8i % N v listech a velic¢ina f-(1-T;) se snizuje. V dasledku toho je 5N
V listech vice pozitivni neZ v N limitovanych podminkach. Kromé toho ECM neposkytuje
rostliné N a vyuZije ho pro vlastni potfebu. Podil pfijatého N, ktery ECM piesunula do
rostliny, Ty, je proto vysoky a ECM ma v piidach bohatych na N vyssi 8*°N nez ECM
v pidach limitovanych N (Obr. 5.5.3 a). V prostfedi S nizkym obsahem N je % N v
listech nizké, rostlina alokuje hodné C do podzemnich ¢asti a veli¢ina f-(1-T,) se zvysuje.
ProtoZe vétsina N proudi pres ECM, snizuje se 8°N v listech (Obr. 5.5.3 b).
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f nizky Agost N —houba ~ 0 %o (anké)

Apouba—rost. ~9 %o (VysOka)

Obr. 5.5.3 Pravdépodobné interakce mezi dostupnosti N, tokem C do podzemnich ¢asti, rozdélovanim N a
posunem &N v systému rostlina — ECM. Upraveno podle Hobbie et al. (2000).

Na zékladé piedchozich pfedpokladi mizeme upravit rovnice (5.5.1.1) az (5.5.1.3),
které kvantifikuji rozdélovani N mezi ECM a hostitelskou rostlinou:

Tr = (1+615Nr03t - 8lsl\ldostupného N)/A 55.14

Vyse vysvétlené modely dobie popisuji ziskané vysledky, ale pro lepsi porozumeéni
problematiky a pfesn¢jSi kvantifikaci mmnozstvi N  spotfebovaného rostlinou
prostiednictvim mykorhiznich symbi6z je potfeba mit informace 1 o izotopovém slozeni
dostupnych forem N v pidé a o rustu rostliny. Rychly rozvoj analytickych metod ale
slibuje, Ze tento problém by mohl byt pomérné rychle piekonan. V jakémkoliv
ekosystému muzeme z posunu izotopového signalu v mykorhiznich houbach a rostlinach
odhadnout i bez znalosti izotopového signalu dostupnych forem N, zda rostlina vyuziva N
pfijaty prostfednictvim mykorhizni houby nebo jestli mykorhizni houba piesouvd N do
rostliny.
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6 IZOTOPOVA ZREDOVACi METODA (POOL DILUTION TECHNIQUE)

Karolina Tahovska

Izotopova zied'ovaci metoda se pouziva Kurceni rychlosti transformace Zivin
v pidé. Principem metody je, ze se do prostiedi piida izotopoveé znafeny produkt
sledovaného procesu a méii se fedéni jeho izotopového signalu v Case. Vyhodou je, Ze se
neovlivni rychlost reakce zvySenim koncentrace substratu. Autofi Kirkham a
Bartholomew (1954, 1955) jako prvni pouzili zied'ovaci metodu pro stanoveni rychlosti
amonifikace (pfeména organickych forem N na NH4") a formulovali vypoéty pro odhad
jeji rychlosti v pudé. Autofi pridali do ptidy amonné ionty, Vv nichz byl veskery dusik
nahrazen izotopem °N (**NH,) a v Gase sledovali fed&ni vyskytu t&zkého izotopu “N.
Protoze fedéni izotopového signalu >N-NH, je zptsobeno tim, Ze se do pidy uvoliiuji
amonné ionty obsahujici vice nez 99,63 % lehkého izotopu **N, mohli vypogitat rychlost
uvoliiovani NH," pii mineralizaci ptdni organické hmoty. Pravé proto, ze pocatky
metody jsou spjaty s pfeménami dusiku Vv pud¢é, nachdzime ve védecké literatuie
z pozdgjsich let nejvice aplikaci zied'ovaci metody pro >N (souhrn Murphy et al. 2003).
Stejn¢ tak i1 nasledujici text je zaméfen na pouziti zied'ovaci metody pro stanoveni
rychlosti pfemén N v pud¢. Tato technika vSak mlze byt pouzita i pfi studiu pfemén
dalsich prvki, jakymi jsou napt. fosfor a sira (souhrn Di et al. 2000).

6.1 Hrubé a Cisté toky procesii premény N v pidé

Mineralizaci organické hmoty se obvykle rozumi uvolnéni NH," do piidniho roztoku
¢innosti mikroorganismi-,hruba (gross) amonifikace. Vznikly amonny iont mize byt
bud’ oxidovan mikroorganismy v procesu nitrifikace na dusi¢nan (hruba nitrifikace,
vznik NOg3), nebo jej mohou mikroorganismy (popiipadé rostliny) pfijmout do biomasy
(asimilace NH4"). V mensi mife je mikroorganismy (a rostlinami) pfijiman i dusi¢nan
(asimilace NOg3’). Procesy mineralizace (amonifikace a nitrifikace) a asimilace je dusik
neustdle pfetvafen zorganické do anorganické formy a zpét a soucasné z jedné
anorganické formy na druhou (viz kapitola 5.1.).

V literature se pouziva pojem mineralizace N v rizném vyznamu: (1) jako synonymum pro
amonifikaci a (2) jako sumdrni vyraz pro amonifikaci a nitrifikaci. Ziedovaci metodu Ize
pouZzit pouze pro méreni amonifikace a nitrifikace oddélené, nelze ji pouzit pro mereni
obou procesit dohromady. V nasem prispévku budeme pouZivat terminy amonifikace a
nitrifikace. Pokud pouzijeme termin mineralizace, myslime tim zménu v obsahu obou
jonti;, NH," a NOg~

Celkova zména v zasobé dostupného anorganického N v piidé (NH;™ a NOs’; Eista (net)
mineralizace) je tedy vysledkem vzajemné se ovliviiujicich procest hrubé amonifikace,
nitrifikace a NH,* a NO5™ asimilace (Obr. 6.1.1)", ale také imobilizace na pidni matrix,

“To, zda v pidnim systému pievazi &ista mineralizace nebo asimilace dusiku, je Uzce spjato
S dostupnosti organického substratu (uhliku) a souvisi s C:N pomérem pudni organické hmoty (van Veen a
kol. 1984). Bylo také prokazano, ze schopnost ekosystémi zadrzovat dusik do jisté miry zavisi na C:N
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volatilizace NH3; a vyplavovani NOs. Cistd amonifikace je vysledkem rozdilu mezi
tvorbou NH;" sjeho spotiebou v procesech nitrifikace a asimilace. Obdobné& &ist4
nitrifikace je vysledkem rozdilu mezi tvorbou NOj3 a jeho spotiebou v procesech
denitrifikace, disimilativni redukce a asimilace.

Zatimco Cisté toky N mlizeme stanovit zméfenim zmény koncentraci forem N v cCase,
k urceni hrubych tokii N je zapotiebi pouZit metodu izotopového znaceni.

f1

amonifikace . f .3
,Substrat* —— |produkt A| nitrifikace  |produkt B
pudni organicka hmota | t—————— NH,* NO;-
- f2
asimilace
f4
asimilace

f1, hruby tok
f1-f2, Cdcisty tok

Obr. 6.1.1 Zjednodusené znazornéni istych a hrubych tokii procesti pfemény N v pudé.

6.2 Princip °N zied’ovaci metody

Do prostfedi ptfiddvame znaCeny vysledny produkt reakce a méfime rychlost jeho
zfed'ovéni. V ptipadé amonifikace pfidavame °N-NH, a v piipadé nitrifikace *N-NOs.
Kdyz ptidéme do pudniho vzorku t&7ky izotop (“°N-NH; nebo °N-NOs), ozna¢ime
celkovy zasobnik NH, (NO3) a v ptidé je smés lehkého a t&zkého izotopu “*NN-NHy,
(**N**N-NO3). Po kratké dobg, v rozsahu hodin aZ nékolika dnil, zjistime, Ze t&7kého
izotopu Vv zasobniku ubyva (klesa pom&mé zastoupeni "N méfené at% nebo 5N ¢ili
»izotopovy signdl®). Je to zplsobeno tim, Ze do obohaceného zasobniku ,,pfitéka*
amonifikaci (nitrifikaci) **N-NH; (**N-NOs) a tim dochézi k poklesu at% N (zfed’ovani
pomérného obsahu °N; Obr. 6.2.1). Zna¢ime tedy vidy produkt daného procesu

wwvr

pfemény N a jeho zménu koncentrace a obohaceni méfime v ¢ase.

V pudnim prostfedi ale nikdy nenastane situace, ze by ze sledovaného zasobniku
neubyvaly NHy (NO3) ionty. Jsou spotifebovavany v dalSich procesech (Obr. 6.2.2). Pii
spotiebé sice klesa celkova velikost zdsobniku, ale neméni se jeho izotopovy signal.
Ptesnéji feceno diskriminace spojend s jednotlivymi procesy je v prostiedi obohaceném o
n¢kolik % zanedbatelnd. Protoze jedinym zdrojem zmeény izotopového signdlu je
produkovany NHy (NOs3), mize byt produkce odd€lena od spotieby a mizeme méfit
hrubou amonifikaci (nitrifikaci).

poméru organické vrstvy pudy (Gundersen et al. 1998; Dise et al. 1998). Cim vysi je tento pomér, tim je
riziko vyplavovani anorganického dusiku mensi.
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pridani SN-NH,* pridani 1>N-NO;-

U U

amonifikace nitrifikace
14N-NH, SN 14N-NO,

4 SNO;-

NH,* “NO5

organicky '“N

Obr.6.2.1 ©®N

Rychlost hrubé amonifikace (m) a spotireby NH;" () je pak mozné vypocitat podle
nasledujicich vztaht (Kirkham a Bartholomew, 1954):

m = [(Mo — My)/t] - [(log HoM¢ / HiMo) / (log MoMy)] 6.2.1

a=[(Mo—My/t] - [(log Ho/Hy) / (log Mo/My)] 6.2.2
kde:

m je rychlost hrubé amonifikace (nggtdh

a  je rychlost hrubé spotieby (nggtdh

M, je NH,#+"“NH,na pocatku (Gas to) (ng gh)

M je NH,#+"“NH,nakonci méfeni (as t) (ng gh)

Ho je *°NH,na pocatku (&as 0) (ug gh)
H; je ™NH,nakonci méfeni (Eas t) (ng gh)
t je t—t (dny)

log je piizakladu 10 nebo 2,718 pro a#m;

pti zakladu e pro a = m (viz nize)

Podobné lze vypocitat rychlost hrubé nitrifikace a spotifeby NOj3 v pfipadé, ze byl
pridavan 15N03' a to dosazenim hodnot pro NO3; misto hodnot pro NH,".
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Pro podminky v nichz a # m budou vSechny ¢leny rovnic (6.2.1) a (6.2.2) nabyvat
pozitivnich hodnot. V piipadé, Ze se a = m miizeme pouzit nasledujici variantu vypoctu
(Kirkham a Bartholomew, 1954):

m =a = (Mo/t) - log Ho/H¢ 6.2.3

Pred viastnim stanovenim mineralizace a asimilace N je dobré se zamyslet nad tim,
které z procesit premeny N mohou byt v nami zkoumaném puidnim systému prevazujici a
stanovit, jak velké jsou zdsoby jednotlivych iontu. Jak podotyka Schimel (1996),
zired'ovaci metodou mérime v podstaté produkci a spotiebu ionti NH; a NO;.
Obohacent pudy o NH, tedy umozni zmeéreni hrubé amonifikace a celkové spotieby
NH4", ktera miize zahrnovat jeho asimilaci mikroorganismy, NH," oxidaci (nitrifikaci),
volatilizaci a v terénnich podminkdach i odbér rostlinami (Obr. 6.2.2a). Obohacenim piidy
0 ®NOs- stanovime hrubou nitrifikaci (autotrofni + heterotrofui) a celkovou spotiebu
NOg3™ zahrnujici mikrobidlni asimilaci, denitrifikaci, disimilativni redukci dusicnanu na
amoniak a pripadné také odber rostlinami (Obr. 6.2.2Db).

Produkce (m) Spotieba (a)
-------- > | spotfebarostlinou |

.| spotreba
14N- NH, mikroorganismy

. znaceny zasobnik — |

vazba na padni
> .
matrix

\ 4

-------- ){ volatilizace |

-------- > | spotrebarostlinou |

.| spotfeba
1N NO, mikroorganismy

g zna(":en\'/zésobnl'k | g |
—
nltrfilkace 14NISN-N ! |denltrl;'lkace b

| disimilativni
“| redukce

\ 4

-------- >{ vyplavovani |

Obr. 6.2.2 Koncepéni model zted'ovaci metody ukazujici toky pies zasobu (a) NH," a (b) NO3 iontii
V pidnim systému. Plné Sipky ukazuji procesy, které probihaji jak v laboratornich, tak i
Vv terénnich podminkach. Teckované Sipky ukazuji procesy probihajici v terénu a za pritomnosti
zivych rostlin (podle Di et al. 2000).
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6.3 Zied’ovaci °N metoda v praxi

Spravné pouziti zfed'ovaci metody (docileni co nejvétsi presnosti) vyzaduje dodrzeni
urcitych podminek béhem méteni. V principu predpokladame, ze béhem mikrobidlnich
procesii piemény dusiku nebude dochazet k diskriminaci mezi **N a °N. Jak bylo vy3e
zminéno, o tomto predpokladu pti znaenych pokusech neni tfeba pochybovat, protoze
diskriminace v rozsahu nékolika %o nemutze ovlivnit vysledky pokusu, kde jsme provedli
znaceni fadoveé v %. Inkubacni interval, jinymi slovy doba, po kterou vzorek sledujeme,
by nem¢l byt pfili§ dlouhy. Zaroven je tieba zajistit, aby doslo k ustaleni rovnovahy mezi
puvodni zasobou dusiku v pidé a dusikem pfidanym. Doporuceny primérny inkubaéni
interval je 24 hodin od pfidani znacky (Davidson et al. 1991; Murphy et al. 1997, 1999).
Pro pidy s niz$im obsahem jilu miZe byt interval i kratsi. Zaroveii by vyskyt izotopu *°N
V obohaceném produktu mél byt n€kolikanasobny oproti pfirozenému vyskytu. Chyba
méteni také klesa tim vic, ¢im vétsi je ziedéni béhem inkubace.

Dale ptedpokladame, ze vSechny procesy, které nastanou b&hem inkubace (napf.
difuze, volatilizace, fixace N apod.) stejnomérné ovlivni piivodni i pfidavany N. Obecné
je tedy vhodné pridavat pouze malé mnozstvi N s vy$§im znaenim a zajistit jeho
rovnomérnou distribuci ve vzorku (vrstva piidy do 2cm). Obvykly pridavek °N se
pohybuje, od 5 do 25 % velikosti zasoby NH," (resp. NOs", Wessel and Tietema, 1992).

>N se nejcastdji pridava ve formé roztoku soli rozkapanim do pidniho vzorku.
Miuzeme pouzit specialni pipetu pfizpisobenou k jednorazovému a nékolikanasobnému
vstiikovani nebo jednoduseji roztok rozkapeme obycejnou pipetou po povrchu a vzorek
promichame. Kratkou pred-inkubaci vzorku (obvykle ptiblizné n€kolik hodin az den),
ktera ptedchazi vlastnimu znaceni, se mizeme vyhnout vlivu naruseni vzorku jeho
pfipravou. Béhem pred-inkubace je také mozné velmi suchou plidu pozvolna ovlhéit a
zamezit tak skokovému zvySeni mineralizace pudni organické hmoty jako reakce na
ptidavek znaciciho roztoku a tim i nadhodnoceni mineralizace N (Davidson et al. 1991,
Stark a Firestone 1995). Béhem pied-inkubace ovSem nesmi dojit k vycerpani
organického substratu a k limitaci uhlikem.

Mikroorganismy a procesy piremény N by nemély byt ovlivhény formou
pridavané znacici latky. Kuptikladu, pfi stanoveni rychlosti hrubé nitrifikace pouZzijeme
ke znaCeni dusicnan draselny, ne dusi¢nan amonny, aby nedochazelo k ovlivnéni
substratu (NH,") a neméfili jsme tak spise potencialni, nez aktualni rychlost nitrifikace.

U nékterych typu pud muze dojit pfi méfeni hrubé amonifikace Kk velmi rychlé
spotfebd °NH," a jeho transformaci na °NOj, pficemZ velikost celkové zasoby
neznaeného NO3™ se téméF nezméni. °N se v tomto piipadé nitrifikuje vyssi rychlosti
nez N (Stark a Schimel 2001, Watson et al.. 2002). Problém mohou &astené fesit
inhibitory nitrifikace (napf.: acetylen, 3,4-dimethylpyrazol fosfat aj.), které mizeme ke
vzorku piidat (Guiraud a kol. 1989, Chalk et al. 1990). Jejich pouziti s sebou ovSem nese
mnoha dalsi uskali. Mohou slouZit jako substrat pro mikroorganismy, nemusi u¢inkovat
stoprocentné¢ a mohou ovlivnit i proces amonifikace. Pokud se uchylime k jejich pouziti je
nezbytné jejich ucinek na aktivitu mikrobidlniho spolecenstva pfedem ditkladné otestovat.
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Pozor! V literature se miizeme setkat s pouzitim tzv. parového znaceni, kdy se pridava
znaceny dusicnan draselny spolecné se znacenym siranem amonnym. Timto zpusobem se
autori obvykle pokousi zjistit presnéji NH,* asimilaci a to odectenim rychlosti hrubé
nitrifikace od rychlosti spotieby NHy . Tento pristup viak nespliiuje podminku, Ze
ovlivnéni mikroorganismii a procesu premény N formou priddavané znacici latky bude
minimalni. Spravnéjsi pristup zahrnuje pridani BNH,NO; a NH4®NO3 jednotlive a tedy
rozdéleni vzorkii do dvou sad.

6.3.1 Stanoveni hrubé mineralizace °N zied’ovaci metodou

Pokud je naSim zamérem zméfit hrubou amonifikaci a zaroven ve stejnou dobu i1
hrubou nitrifikaci, potfebujeme minimalné dva neznacené a Ctyii znacené pudni vzorky,
ztoho dva znadené roztokem °NH;" soli a dva znagené roztokem °NO; soli.
Zhomogenizované pudni vzorky o idealni vlhkosti nechdme nékolik hodin pied-
inkubovat (nutno pfedem otestovat), poté vezmeme dva vzorky a vyextrahujeme z nich
dusik (viz. nize). Pfesnou navazku vzorku ur¢ime v zavislosti na obsahu N a podle
optimalniho pozadovaného mnozstvi N pro meéfeni na hmotnostnim spektrometru
(obvykle 20 — 100 pg N). Zbylé &tyfi vzorky znacime °N, dva roztokem ®NH,* soli a
dva roztokem °NOj3’ soli. Znagené vzorky nechame inkubovat za stalé teploty po dobu 24
hodin a nasledné znich také extrahujeme N. Vzorky extrahujeme tfepanim s 0,5M
roztokem K,SO, (popiipadé roztokem 2M KCI). Po centrifugovani a zfiltrovani vzorku
extrakty pfipravime pro vlastni stanoveni mnozstvi N a poméru izotopi N na
hmotnostnim spektrometru. K tomu slouzi difiizni metoda (diffusion method, Brooks a
kol. 1989).

6.3.1.1 Difuizni metoda

Principem diftizni metody je pfeména NH," Z roztoku na plynny amoniak v zasaditém
prostiedi. Po pridavku MgO (nebo NaOH) k ptidnimu extraktu, difunduje NH3 z extraktu
a je zachytavan na okyseleném filtru (KHSO,) v uzavieném a dobfe tésnicim systému
(napf. sérovka s gumovym vickem a tésnénim, umisténd na tfepacku). V druhém kroku
piidavame Devardovu slitinu (50% Cu, 45% Al, 5% Zn), coz je ¢inidlo zpUsobujici
redukci dusi€nant na volny amoniak, ktery je opét zachycen na kyselém filtru. Tak
dochazi k oddéleni NH," a NOj z extraktu a jejich zakoncentrovani pro stanoveni
mnozstvi N a poméru **N :*°N na hmotnostnim spektrometru.

V piipadé stanoveni hrubé amonifikace (vzorky znatené roztokem 'NH," soli)
nechame vzorek difundovat s MgO a vznikajici NH3 zachytime na filtru.

V piipadé stanoveni hrubé nitrifikace (vzorky znadené roztokem °NO;3  soli)
postupujeme tak, ze extrakt nechame nejprve difundovat s MgO bez zachyceni na filtru.
Poté provedeme difuizi s Devardovou slitinou a vznikajici NHjz jiZ jimame na kyselém
filtru™.

16 Kyselé filtry pfipravime z prouzkt teflonové pasky a dvou kolecek filtracniho papiru (primeér
ptiblizn€ 0,5 cm, bezpopelnaty filtracni papir). Vzdy dva filtry polozime na jeden prouzek teflonu. Na
kazdé kolecko napipetujeme 5Sul 2,5 M roztoku KHSO,, ihned pielozime volnym koncem pasky a filtr
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Dobu difuze (obvykle 3-7 dni) je nutno pfedem otestovat, pficemz zohlediiujeme
mnozstvi extraktu, mnozstvi dusiku ve vzorku a teplotu okoli (vyssi teplota obvykle
mirn¢ proces difuze urychli).

Spolu s extrakty vzorkd je, pro kontrolu spravnosti pribéhu diftize a naslednych
meéieni, vhodné pfipravit fadu standardi a slepych stanoveni (blank) a to jak diftznich,
tak i ne-diftznich (pipetovani pfimo na filtr a vysuSeni). Se standardy a blanky se
snazime pfi ptiprave zachazet stejn¢ jako s pravymi vzorky.

alternativni pristupy: Existuji i dalsi metody, kterymi je mozné oddeélit NH;  a NO3”
Z roztoku pro stanoveni pomeéru izotopui. Metoda iontoménici, kterou lze pouZzit pro vodné
extrakty a vzorky (Stickrod a Marshall 2000). Derivacni metoda (,,the derivatization
method ", Johnston et al. 1999), ktera vsak vyzZaduje korekce vzhledem k frakcionaci
Relativné novym zpiisobem pro analyzu °NOs je metoda denitrifikacni (Sigman et al.
2001), kdy kultivaci denitrifikacnich bakterii dochadzi k preméné NO3 na N2O, ktery je
zachytavan a nasledné analyzovan na hmotnostnim spektrometru. Vyhodou této metody je
velmi nizké mnozstvi N, které je pro analyzu potieba (10-20 nmol). Jinym zpusobem bez
nutnosti kultivace bakterii je redukce NO3 na N,O pomoci azidu sodného (Mcllvin a
Altabet 2005). Vyhodou vyse zminované difiizni metody oproti jinym pristupiim je to, zZe je
jednoducha, relativné levna a netoxicka.

6.4 Aplikace, pripadové studie

6.4.1 Porovndni hrubych a Cistych tokit N v zemédélskych a lucnich pitddch

Pfed rutinnim zavedenim zied’ovaci metody prevladal nézor, ze rychlosti hrubych a
Cistych procest premény N jsou srovnatelné a to zejména v systémech s nizkym vstupem
organické hmoty. Tlustos et al. (1998) porovnali hrubé a ¢isté toky N v ptudach
odebranych z dlouhodobé obhospodatovanych zemédélskych a lu¢nich pid (se¢eno 125
let) nezatiZzenych pfili§ atmosférickou depozici (<15 kg N ha rok'l). Ptestoze Cisté toky
nebyly v obou systémech vyrazné rozdilné, lu¢ni pudy vykazovaly az téméf 30krat vyssi
rychlosti hrubé amonifikace a asimilace N nez pudy zemédélské (Obr. 6.4.1). Vzhledem k
nizké rychlosti amonifikace bylo Vv zemédélsky obhospodatrované piidé relativné dost
amonného iontu nitrifikovano. Zatimco u lu¢ni ptidy byla rychlost nitrifikace v porovnani
s amonifikaci zanedbatelna.

V pasce utésnime piitlacenim okolo jeho okraji (napf. otevienym koncem zkumavky apod.). Pracujeme
v rukavicich a ptipravené filtry neponechavame volné na vzduchu (potencialni znedisténi NHj ze vzduchu).
Dva filtry jsou schopny zachytit minimaln€ 200 pug N. Po difuzi filtry suS§ime 24 h v parach koncentrované
H,SO,. Uchovavame je uzaviené (napi: v exsikatoru) a pro analyzu balime, vzhledem k jejich kyselosti, do
cinovych kapsli nejlépe 24 — 48 h pred analyzou.
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Obr. 6.4.1 Porovnani hrubych a ¢istych tokdl N v (a) zeméd¢€lskych a (b) luénich pudach (upraveno podle
Murphy et al. 2003 a Tlustos et al. 1998).
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111. KYSLIK A VODIK

7 1ZOTOPOVA FRAKCIONACE VODY

Jifi Santruadek

7.1 Proc prsi v Praze lehci voda nez v Londyné?

Voda pohanéna energii Slunce neustale cirkuluje mezi litosférou, biosférou a
atmosférou. Slozitost mechanismu, které toky vody ovliviiuji vyzaduje, abychom méli pro
jejich studium specidlni nastroje. Jednim ztakovych ndstroji jsou stabilni izotopy.
Sledovani izotopové frakcionace vody v ptirozeném prostiedi dovoluje naptiklad rozd¢lit
mnozstvi vody vypafujici se zekosystému na vypar zrostlin (transpiraci) a vypar
Z povrchu pudy (evaporaci). Dokdzeme zjistit, zda stromy rostloci na biehu feky
vyuzivaji vodu z fi¢niho koryta nebo spise z okolni pidy. Izotopové slozeni srazkové
vody muiiZe slouzit jako jakasi pfirozend na satelitech nezavisla GPS stanice, a protoZe vSe
zivé je na lokalni vodé zavislé, voda je nezbytnym vstupem do naSeho metabolismu a
zanechava v ném svoji izotopovou stopu, i nase té¢lo a rostlinné nebo zivocisné produkty
jsou jakousi izotopovou adresou naseho pobytu, lokality, kde rostlina rostla nebo Zivocich
prebyval. Migracni piirodovédné studie, ochrana ptirody, forenzni védy, archeologie,
statni sprdva — to jsou piiklady oborti a oblasti, které maji ze studia geograficky
specifické frakcionace izotopt vody uzitek. V této kapitole pozname principy frakcionace
vody pii skupenskych pfeménach a transportu vody v globalnim méfitku, v krajiné, v
meéfitku jedné rostliny, listu a bun¢k v ném, které jsou ,ktizovatkou* tokti vody a CO..
Ne ale mimotroviovou kiizovatkou, kde by se CO, a voda mijely. Voda s oxidem
uhli¢itym se v bunikach rostlin misi a izotopovée ovliviiuji. Dozvime se i o disledcich jaké
to pfindsi.

Sedmdesat procen plochy nasi planety pokryvd voda ocednil, moii a sladkovodnich
jezer. Voda je soucasti atmosféry, suchozemské vegetace, zivoCichll. I my jsme chodici
,»sacky* z dvou tfetin naplnéné vodou. Nejveétsi objem ale piedstavuje voda v ocednech
(1360 000 TT, kde TT oznacuje teratunu tj. mnoZstvi vody o objemu 1000 km®) a jen
zlomek toho ale pfesto uctyhodné mnozstvi asi 15 TT je v atmosféfe Zemé& ve formé
vodni pary. Podivejme se na izotopové slozeni vody v téchto dvou rezervoarech.

Vodik a kyslik se vyskytuje ve dvou respektive tfech stabilnich izotopech (*H, ’H, *°Q,
0 a ®0). Zatim pomineme existenci izotopu 'O, kterého je velmi malo. MnoZstvi
izotopl vyjadiujeme p0m001 relativniho poméru té2§1h0 (a méné castého) k lehc1mu (a
CastéjSimu) izotopu jako 8%H (nebo 8D protoze izotop ’H se nazyvé deuterium) a & %0. Uz
vime, Ze souslovim ,,relativni pom“ 1 rozumime pomér zastoupeni stabilnich izotopt ve
vod¢ znaseho vzorku (napf. [D/* H]y) vztazeny na tentyz pomér ve vod¢, kterou
prohlasime za standard ([D/*H]s). Tedy 8D=([D/*H]\/[D/*H]s)-1 a podobné& pro kyslik
§80=([**0/**0],/[**0/*°0],)-1. Ve vyrazech je ¢len -1 a jeho nahrazenim za -
[D/*H]J/[D/*H]s resp. [0/ *°0]J/[**0/*°0]s vidime, Ze & vlastng informuje o relativni
odchylce v obsahu tézsiho izotoyu ve vzorku oproti standardu: 8D=([D/*H]y-[D/*H]s)/
[D/*H]s a podobné §80=([**0/**0],-[*0/*®0]s)/ [**0/**0]s. Pokud ma byt vyjadiena
hodnota o6 jako cast z tisice (promile, %o), nasobi se jeste¢ uvedené oD a 880 tisicem. Za
standard byla ustavena tzv. standardni stfedni oceanska voda (Standard Mean Ocean
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Water, SMOW). Ta je samoziejmé potiebna ve vSech izotopovych laboratofich ale neni ji
mozné jednoduSe nabrat z mofe nebo ocednu; kupuje se od Mezinarodni atomové
agentury ve Vidni, ktera ji pe¢livé micha zizotopov€é upravené destilované vody a
udrzuje ve specidlnich tancich jeji zésobu. Proto se na zacitek SMOW piidava jeste
pismeno V oznacujici anglicky nazev Vidné, Vienna, tedy VSMOW?Y. Ve vods
vyskytujici se na Zemi se & pohybuje v rozmezich -495 az +129 %o pro 6D a -62.,8 az
+31,3 %o pro 50 (Coplen et al. 2002). Chyba pii stanoveni (resp. standardni odchylka)
8D a 80 byva pii analyzach soucasnou béznou technikou pod 1 %o a 0,2 %o, proto
mizeme pomérné spolehlivé sledovat izotopové sloZzeni vody V riznych zdrojich na nasi
planeté. Podivejme se, co je prvotni pfi¢inou tak rozsahlé izotopové frakcionace.

Budeme-li méfit izotopové slozeni vody v oceanech, zjistime, ze asi v 98,8 % ma
molekula vody izotopovou podobu *H,™0. Pfiblizng 0,200 % molekul bude obsahovat
t&zky kyslik, *H,"0 a jen asi u 0,015 % molekul nalezneme t&zky vodik (deuterium)
misto lehkého, 'HD®0. Pokud ale stejné¢ métfeni udéldme s vodou, kterou ziskdme
Z atmosféry nad hladinou ocednu (peclivé zkondenzujeme vSechnu vodni paru v urcéitém
objemu vzduchu), zjistime, Ze je ochuzena o t¢z§i izotopy ve srovnani s kapalnou vodou:
bude obsahovat ne 0,200 ale 0,199 % 'H,*0 a ne 0,015 ale 0,008 % 'HD™O.
V ptedchozi vété jsme zdlraznili slovo ,,vS§echnu®. Kdyz bychom zkondenzovali totiZ jen
¢ast vodni pary nebo analyzovali vodu z pfirozenych srazek (destovou), zjistime, ze
nebude tak ochuzena proti kapalné vods jak jsme uvedli (0 0,001 % pro *H,™0 a 0 0,007
% pro 'H D160) ale méné¢. Pficina je, zjednodusen¢ feceno, v tom, Ze béhem kondenzace
se diive a snaze srazi tézs$i voda nez leh¢i. Ta pak vypadéava z atmosféry jako dést, lehci
izotopy zanechdva v atmosféte jako vodni paru, kterou pak vzduS$na proudéji posouvaji
obvykle nad kontinent a obvykle do v&tsi vyse'®. Zde se izotopové ,,vyleh&ena* vodni
para pii nizsi teploté opét srazi a piinasi dalsi dést’ a vodu vyuzitelnou suchozemskymi
rostlinami a Zivocichy. Tento hydrologicky proces je znazornén na obrazku 7.1.1.

7 Izotopové poméry SMOW a VSMOW jsou: ?H/*H=155,95+0,08x10°° a *0/**0=2005,2+0,45x10°

1886 % globalniho vyparu pochazi z oceani a vodnich ploch, asi 90 % této vody spadne zp&t do mofi
jako srazky a zbyvajicich 10 % je odneseno nad kontinenty. Tato voda pak tvoii asi 30 % srazek nad
kontinenty, zbytek tj. 70 % kontinentalnich sraZek pochazi z vyparu a transpirace (tzv. evapotranspirace)
kontinentt (Vrabec 2011).
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Obr. 7.1.1 Frakcionace izotopu kysliku pi#i vyparu vody z oceantl, transportu vody nad kontinent a srazkach.
Hodnoty 6 ukazuji izotopové slozeni oceanské vody, vodni pary v oblacich a destové vody.
V diisledku diskriminace 878 vody pfi vyparu je vodni para ochuzend o 2O proti vods
Vv oceanech (proto je & vypafené vody zaporné). Ochuzeni se zvySuje (hodnota & se stava vice
zapornou) pti prechodu oblakii dale od oceanu protoze pti kondenzaci a desti vypadava

vy

opakované destilace se nazyva Rayleigh-ova destilace. Izotopové slozeni podzemni vody je
pramérem slozeni srazek, které zasakuji a dopliuji rezervoar podzemni vody. Kvalitativné stejna
ale velikosti vé€tsi diskriminace bude probihat i v pfipadé vodiku (vyparu a kondenzace

deuteriované vody HDO).

Na otdzku ztvodu této kapitoly ,,Pro¢ prS$i v Praze leh¢i voda nez v Londyné?“
odpovida obrazek 7.1.1. Londyn je bliz ocednu nez Praha, a proto na prazany dopada
izotopoveé leh¢i dést’ nez na londynany (rozdil celoro¢niho praméru 8180 ve srazkové

vodé€ mezi Londynem a Prahou je 1,1 %o pro 80 a 8 %o pro oD 19,

9 Vypoity izotopovych rozdilii srazkové vody je mozné provést pro jakakoli riizna mista na Zemi, pro
ktera zname zemépisné soufadnice a nadmoiskou vysku pomoci internetového kalkulatoru na serveru
Waterisotopes.org  (http://wateriso.utah.edu/waterisotopes/pages/data_access/oipc.html). Soutadnice

nadmoftskou vysku jakéhokoli mista zjistime na GoogleEarth.
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7.2 I1zotopova frakcionace vody pod fyzikalnim drobnohledem

Z pozorovani rozdilu v izotopovém slozeni vody v oceanech a v atmosféfe nad nim
plyne jasny zavér, ze béhem vyparu a nasledného transportu vodni pary dochazi k
diskriminaci tézSich izotopti vody. Izotopové t€z8i voda ma hendicap ve srovnani s lehci
vodou, ktery vyplyva zjeji mens$i rychlosti molekuldrniho pohybu a nizsi
pravdépodobnosti vstupu do reakei.’® Podivejme se na véc vice v detailu a v terminech,
které zname uz z predchozich kapitol: rovnovazné a kinetické frakcionace. Pii vyparu
dochazi k rovnovazné frakcionaci. Zorganizujme pokus s dvémi uzaviratelnymi nadobami
namalovanymi na obr. 7.2.1. V jedné z nich bude vyhradné& lehka voda (*H,™°0) a v druhé
voda kde viechny molekuly budou mit izotopovou podobu *HD 0. Po uzavieni se do
plynu nad kapalinou (ktery jsme pfedem zbavili vodni pary) bude vypafovat voda a po
Case se ustavi rovnovaha, kdy se rychlost vyparu rovna rychlosti navratu do kapalné faze.
Pokud zmétime tlak vodni pary nad kapalinou, zjistime, ze nad lehkou vodou bude vyssi
nez nad izotopové t¢zs8i vodou jak naznacuje schéma na obrazku 7.2.1.

Cm @

Obr. 7.2.1 1zotopova frakcionace vody b&hem vyparu. Tlak nasycené vodni pary v rovnovaze s kapalnou
vodou (€°) je vyssi nad hladinou lehké vody (*H,0) nez nad hladinou vody, ktera ma v molekule
t&7ky izotop vodiku (deuterium, *HDO), protoze molekula t&7§i vody potiebuje k vypateni vice

Vv v

% pokusme se predpovédét, kolikrat bude napi. molekula vody s t&z§im kyslikem (H,™0) pomalejsi nez
molekula s leh¢im kyslikem (H,'°0). Pii stejné teploté bude kineticka energie (KE) obou molekul stejna,
oznaéme zkracené symboly *KE="KE. Pokud se vam vybavi vzore¢ky z fyziky na zakladni nebo stredni
Skole, bude vam povédomy vyraz pro vypodet kinetické energie: KE=1/2-m"*, kde m je hmotnost t&lesa

Vv

ob& zkoumané molekuly tedy bude platit: 1/2-*°m-%v?=1/2-®m-"%. Relativni molekulové hmotnosti vody

dokazeme uréit; ®*m=18 a ®m=20. Dosadime do predchozi rovnosti a zjistime, Ze pomér rychlosti obou
molekul vody je: *v/®v=("*m/*®m)°°=(20/18)°°=1,054. Tedy leh¢i molekula vody bude (v plynu)
difundovat asi 0 5 % rychleji nez ta t€zsi. Obraceng, t¢z§i molekula bude pomalejsi a bude pfi svém pohybu
proto také absolvovat mén¢ srazek za jednotku Casu s ostatnimi molekulami. Proto bude rychlost reakci, do

kterych bude piipadné vstupovat, nizsi.
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energie nez molekula lehéi vody. Piedpoklada se, ze kyslik je izotopové stejny v obou
nadobkach.

Pti¢inou rozdilu tlakli nasycené pary je rovnovazna izotopova frakcionace vody pii
vyparu: molekuly t€z8i vody potiebuji k prechodu do plynné faze vice energie nez
molekuly izotopové leh¢i vody. Velikost frakcionace je mozné vyjadiit rovnovaznym
frakciona&nim faktorem & pro HDO a pro *H,™0 :

[ o [Fosy)

gl = ~1/-1000 Eng = EEE-1)-1000  7.21ab

_ % plyn :ls%ojmyn

Jejich hodnoty (pfi 20 °C) jsou € p=84 %o a € 180=9.8 %o, a proto je vodni para
Vv rovnovéze s kapalnou vodou ochuzena v deuteriu o 84 %o a v kysliku 20 0 9.8 %o
oproti kapalné vod€. Podobné pii kondenzaci (napi. v mracich) se budou hromadit

A%

molekuly vody s t&€z8imi izotopy v kapalné fazi a vypadavat prednostné.

Vypatenim ale frakciona¢ni procesy nekonci, protoze se vodni para premistuje difuzi
pfinejmensim ptes hrani¢ni vrstvu plynu, kde dochazi jen k lamindrnimu proudéni, do
volné (turbulentné michané) atmosféry. V listech rostlin, které ztraceji vodu transpiraci,
se navic musi voda ,,prodifundovat® mezibunécnymi prostory a priaduchovymi poéry ven
z listu. V téchto piipadech ptinasi handicap téz8im molekuldam vody uz znama kineticka
frakcionace vyjadiena frakciona¢nim faktorem ey. Analogicky s kinetickou frakcionaci
CO; plati také pro vodu, ze kinetickd frakcionace béhem difuze je odvozend od poméru
difuznich koeficientli D:

D D 16
& b :[_Hzo _1]1000 £, 1t [”—20—1]-1000 7.2.2a,b

HDO H,%0

Jejich hodnoty pfi difuzi v klidném vzduchu jsou ek p=28 %o a ex_180=30 %o a jsou jen
malo zavislé na teploté. Pfi difuzi napfi¢ hrani¢ni vrstvou vzduchu jsou ale niZsi (g p=13
%0 a €k 180=15 %0). Opét jako v ptipadé¢ CO,, pokud mame situaci, Ze difuze klidnou a
laminarni vrstvou nasleduji v serii, jak je tomu napf. pfi transportu vody ven z listu,
vysledny kineticky frakcionaéni faktor se vypocita jako vazeny primér z obou, kde vahou
jsou difuzni vodivosti klidné a lamindrné michané vrstvy, ¢s a a:

ek_p=[(9s'28)+(a  13)1/(gs*da).

7.3 Meteoricka primka ukazuje co se s vodou délo v hydrologickém cyklu

Nyni, kdyZz zndme vyznam a hodnoty zékladnich faktor zodpovédnych za rozdily
V izotopovém sloZeni vody v pfirod€, porozumime snadno tomu, co se miizeme dozveédét
o vodé¢ pokud kombinujeme oba izotopové udaje, 80 a 8D. PH fazovych ptechodech
vody se oba, kyslik i vodik frakcionuji soucasné¢ a pomér jejich rovnovaznych
frakciona¢nich faktort, € ple 150 se rovna piiblizng ¢islu 8 (84/9,8=8,6). Pokud tedy voda
prochazi pouze fazovymi ptfechody z kapaliny do plynné faze (vypar z ocednil) nebo
opacné (kondenzace v mracich), bude se uplatiiivat téméf vyhradné rovnovazny typ
frakcionace. Pak nepiekvapi, Ze pokud vyneseme do grafu hodnoty 6D (na ose y) proti
8'%0 (na ose x) a prolozime regresni primku, bude jeji sklon blizky hodnoté 8 a koeficient
determinace blizky jednitce (r’=0,95). Priisedik piimky s osou y (tedy hodnota 8D pii
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8'%0=0) je blizky 8D=10. Této skutetnosti se poprvé v§iml geochemik Harmon Craig
(1926-2003) pii hodnoceni dat izotopového slozeni tzv. meteorické vody (tj. vody, ktera
je soucasti globalniho kolobéhu vody; vSimnéte si, ze jde o meteorickou, ne meteoritickou
ani meteorologickou vodu) pochazejici z riznych mist zemékoule. Proto dostala zavislost
nazev ,,Globalni meteoricka vodni pifimka“ (angl. Global Meteoric Water Line, GMWL).
Ptiklad GMWL je na obr. 7.3.1

50
1 %5 (%0) Izotopové sloZenisvétovych
1 ? prumeérnych rocnich srazek - GMWL L2
0 . l 3
] y=7.8973x +9.0133 °
-50 A
1100 -
150 1
_200 : T T I 1 1 1 1 1 1 ] L} L} T 1 1 1 LI | I | I 1 1 1 1 1 L) L} L} T 1 1
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Obr. 7.3.1 Vztah mezi zastoupenim izotopu °0 (*¥3) a D (%8) ve srazkové vodé na riiznych stanicich sité
GNIP (Global Network for Isotopes in Precipitation). Kazdy bod pfedstavuje alespon desetilety
pramér celoro¢nich srazek na dané stanici. Regresni pfimka ukazuje dobrou shodu s globalni
meteorickou vodni pfimkou, GMWL (podle dat Mezinarodni agentury pro atomovou energii,
IAEA, http://www.iaea.org).

Ze zminéného plyne, 7e GMWL je mozné zapsat ve tvaru 8D=5"%0 x 8 + d, kde d je
tzv. prebytek deuteria (angl. deuterium excess), ktery ma pro srazkovou vodu hodnotu
blizkou 10. Dtlezité je, Ze se jednd o vodu z atmosférickych srazek, ptipadné o vodu
uloZenou ve vrstvach hornin v podzemi. Pokud budeme analyzovat vodu, ktera byla
vystavena intenzivnimu vyparu, zjistime, Ze jeji hodnoty budou lezet mimo globalni
pfimku, protoZe nedochézi jen k rovnovazné ale i ke kinetické frakcionaci (pfenosu vodni
pary). Také poloha dat na ptimce (vice nebo méné zdporné¢ hodnoty 50 a oD) ukazuji
z jakych podminek nebo oblasti voda pochazi. K frakcionaci totizZ nedochazi jen vlivem
opakovaného desté pti prenosu mrakli nad kontinent jak ukazuje obrazek 7.1.1 ale i fadou
dalSich vlivli. Jednim z nich je teplota pfi které v mracich dochézi ke kondenzaci, a proto
i nadmoiska vyska. Se snizujici se teplotou vypadava stale ochuzenéjsi voda, proto ve
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vysokych horach jsou destové nebo sne¢hové srazky izotopoveé chudsi nez v nizing. Tyto a
dalsi G¢inky na izotopové slozeni vody v krajin€ jsou znazornény na obr. 7.3.2

5D=7,92x8"%0 + 11,15
L 1 1 1 1 -100

10 8 6 4 2 0
5'%0 (%)

Obr. 7.3.2 Zmény izotopového sloZzeni vody v modelovém ¢lovékem vyuzivaném hydrologickém systému.
Voda v nadrzi (A) pobliz mésta pod horami ma izotopové slozeni dané slozenim mistnich
srazek, které jsou bohatsi na tézké izotopy nez srazky v horach a horském jezeru (B). Protoze
voda Vv obou rezervoarech nepodléha ptilisnému vyparu, lezi obé skupiny bodl na meteorické
pfimce (GMWL, silna plnad cara a rovnice pfimky v grafu) se stejnou hodnotou piebytku
deuteria d = 10 %o (prusecik s osou 6D). Podobné i voda v podzemnim rezervoaru (C), ktera se
dopliuje béhem roku z obou zdroju tj. srazek v nizin€ i v horach, a proto je izotopové mezi
body A a B. Podzemni voda ma typicky malou sezonni variabilitu diky dlouhé dobé zdrzeni.
Voda, ktera stéka z hor a protéka aridni oblasti (body D) se siln€¢ odpatuje a tim se obohacuje o
odchyluje od GMVL, ma mensi sklon nez 8 a hodnota d se snizuje z + 10 az na -20 %o — Viz
prusecik teckované ¢ary s osou dD). Voda, ve vodovodnim fadu ve mésté (E, kohoutkova voda)
svoji snizenou hodnotou d=0 ukazuje, Ze jejim zdrojem je jak nadrz A plnéna lokalnimi
srazkami a vodou stékajici z hor (B), ale ¢astecné i obohacena voda z nadrze D. Pokud voda,
ktera vytéka z osidlené oblasti (F) protéka také aridni oblasti nebo se misi s vodou D, bude jeji
izotopové slozeni mezi E a D (upraveno podle Bowen et al. 2007).

7.4 Dalsi faktory ovliviiujici frakcionaci vody v krajiné, izotopové mapy

Zatim vime, ze ¢im dal jsme od oceanu, tim izotopové leh¢i budou destové nebo
sn¢hové srazky. Vime také, ze podobnou roli hraje nadmoiska vyska; ¢im vySe ptijdeme
do hor, tim bude dést’ (snih) izotopové leh¢i (napt. 8D klesa v niz§ich nadmotskych
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vyskach o 1,6 %o a ve vyssich o 4,8 %o na kazdych 100 m vysky). Struénéji, vime o tzv.
kontinentalnim uc¢inku a efektu nadmotské vysky. Aby byl obraz distribuce izotopti vody
po nasi planeté uplny, musime se zminit jesté o vlivu zemépisné Siiky, vlivu ro¢niho
obdobi a efektu mnozstvi srazek.

Vysledek experimentu z obrazku 7.2.1, tedy mira rovnovazné izotopové frakcionace
pii vyparu (a kondenzaci) je zavisly na teploté. Podle oCekavani, ¢im bude teplota
vzduchu do kterého se voda vypatuje vyssi, tim relativné vice tézsich molekul vody se
vypaii, tj. budou se méné diskriminovat proti leh¢im. Pieneseme-li tuto zavislost do
meéfitka zemekoule, neptekvapi, ze vypar a tim 1 dést v rovnikovych oblastech bude
izotopove t€z8i nez nad studenymi pdly Zemé. Graf 7.4.1 sestrojeny z celosvétovych
meéieni izotopu ve srazkach ukazuje linedrni zavislost na povrchové teploté vzduchu
V chladnych oblastech a mirné zaktivenou pii teplotach panujicich Vv subtropickém a
tropickém pasmu.

10
7 185 (%0) Celosvétové priameéry izotopového slozenisrazek
i v zavislosti na teploté vzduchu pfi povrchu zemé
0 -

-10 -

—20 T e
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. —» t(0O
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Obr. 7.4.1 Vliv primérné ro¢ni teploty na zastoupeni *0 ve srazkach. Body ukazuji priméry hodnot
z desetiletych méfeni izotopovych hodnot ve srazkach vazenych mnozstvim srazkové vody a
stejné¢ dlouhych méfeni primérné rocni povrchové teploty na oceanskych, pobieznich,
vnitrozemskych a (ant)arktickych stanicich (podle IAEA, zpravy GNIP).

Vliv zemépisné Sitky je tedy dan hlavné klesajici teplotou smérem od rovniku
k polim. Podobny divod maji i izotopové rozdily srazkové vody béhem roku: v zimé

Vv

12 %o pro 80 podle zaznamu z Rezna/Regensburg z let 1978-1985). Navic jests obecné
plati, ze se izotopové slozeni pon¢kud méni v prubéhu desté a zavisi na mnozstvi vody,
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kterou dést’ prinese: Na pocatku desté prsi tézsi voda nez kdyz uz prset prestava. Tropické
boufe a hurikany provazené velmi intenzivni srazkovou cinnosti jsou izotopovée
s izotopovym ,,otiskem* v celuldze letokruhti stromi 1ze vyuzit K historické inventarizaci
hurikanu (napf. Mora et al. 2007). Jak se dozvime dale, srazkovou vodu totiz piijimaji
rostliny (stromy) a kyslik a vodik vni obsazené vyuzivaji k produkci strukturnich
metabolitli mezi jinymi i celulozy, kterd se datovatelnym zpisobem uklada v letokruzich.
V souhrnu, izotopové slozeni srazkové vody je zavislé na vzdalenosti od oceanu,
nadmoiské vySce, zemépisné Sifce, sezoné béhem roku a intenzité desté. Tedy na
faktorech ovliviiyjicich pohyb vzdusnych mas, ktery neni snadné piedpovédét. Presto
mame zajem znat globalni a ¢asové rozde€leni izotopt srazkové vody a to s co nejvyssim
rozliSenim. Proto vznikl pfi hydrologickém oddé€leni Mezinarodni agentury pro atomovou
energii (IAEA) celosvétovy projekt a sit’ stanic monitorujicich izotopové slozeni
destovych a sné¢hovych srazek pod nazvem Global Network for Isotopes in Precipitation.
Vysledkem nékolikaletych méteni byly podklady pro zhotoveni izotopovych srazkovych
map. Matematickymi postupy z podkladti vznikly vyhlazené (tj. s plynulymi piechody)
srazkové izotopové mapy pro kazdy meésic vV roce a kazdé misto na Zemi, zvlast' pro
izotop 80 a pro D. Zohlednénim mnozstvi srdzek specifickych pro kazdy mésic a misto
(vazenim podle mnozstvi srazek) pak vznikly celorocni globalni mapy, které jsou na
nasledujicich obrazcich (obr. 7.4.2, 7.4.3)

8'®0 of Annual Precipitation
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Obr. 7.4.2 Globalni zastoupeni izotopu '®0 v thrnnych roénich srazkéch. Mapa pievzata z internetového
zdroje http://wateriso.utah.edu/waterisotopes/pages/data_access/figures.html, kde jsou
k dispozici i mapy pro jednotlivé mésice a detaily kontinentd.
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5?H of Annual Precipitation
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Obr. 7.4.3 Globalni zastoupeni izotopu deuteria v thrnnych ro¢nich srazkidch. Mapa pievzata z
internetového zdroje  http://wateriso.utah.edu/waterisotopes/pages/data_access/figures.html,
kde jsou k dispozici i mapy pro jednotlivé mésice a detaily kontinenta.

7.5. Voda v pudé a v rostliné

7.5.1. Voda v pudé, evapotranspiracni tok a rozliSeni jeho slozek

Uz jisté tusite, Ze izotopové slozZeni vody v rostliné se bude odvozovat od zdroje této
vody, tedy hlavné od vody v padé€. A voda v piad¢ pak hlavné od srazkové a ptipadné od
podzemni vody, kde saha vySe. Ma to ale jeden hacek a tim je vypar. Vime
para vypaiena z povrchu vlhké pudy izotopové leh¢i nez kapalna voda v této povrchové
vrstviéce a bude proto za sebou v piidé zanechavat t€z8i vodu (Cisté jen jako dusledek
zakona zachovani hmoty: bude-li na jedné stran¢ uzaviené soustavy koncentrace tézké
vody ubyvat, musi na druhé strané jeji koncentrace rust). Voda v povrchové vrstvé pudy
bude proto béhem vyparu izotopove ,.,tézknout* a molekuly t€z8i vody budou vice nebo
mén¢ snadno (podle transportnich vlastnosti plidy a obsahu vody v ptid¢) difundovat zpét
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do vétsi hloubky v profilu plidy podle jejich koncentra¢niho gradientu. Neptekvapi proto,
ze kdyz budete odebirat vzorky pidy z jednotlivych hloubek profilu a analyzovat v nich
pudy. Toto progresivni obohaceni se odehrava v hornich asi 0,1-0,5 m profilu a je
vyznamné, protoze je soucasti metody, kterou miizeme kvantitativné rozdélit celkovy
vypar z porostu (evapotranspiraci, ET) na vypar z povrchu pidy (evaporaci, E) a vypar
z rostlin pies pruduchové $térbiny (transpiraci, T). T je za obvyklych podminek mnohem
vétsi nez E (napi. pomér E/T u vzrostlého porostu pSenice byva v jednotkach procent) ale
béZnymi metodami, napf. mikrometeorologickymi méfenimi nebo eddy-kovarian¢ni
metodou, 1ze méfit pouze celkovy tok ET, nelze jej rozlisit na toky T a E. Rostliny, hlavné
viceleté byliny, kefe a stromy, maji kofeny a piijimaji vodu vétSinou z hlubsich vrstev
pudy alespon nékolik decimetrti pod povrchem, vedou ji svym télem do listii a transpiraci
ptes pruduchy ji zlisti ztraceji, a to vSe bez vyraznéjich izotopovych zmén. Tedy
transpiracni voda je izotopovée vétSinou stejna s hlubsi pidni vodou®. Naproti tomu voda,
ktera se vypatuje ze sice obohacené povrchové pudni vody, bude vyrazné chudsi na t&ézsi
izotopy ve srovnani S transpiraéni vodou z listi. Také se vam to zda nelogické? Pro¢ by
vodni para, ktera se vypatuje z listu, méla mit stejny izotopovy signal jako zdrojova voda
(4. hluboké ptidni voda) a vodni para, kterd se vypatila z povrchu pidy, méla byt vyrazné
ochuzena proti vodé pti povrchu ptidy? Berme zatim tuto zdanlivou nelogi¢nost jako fakt,
k jehoz pochopeni se dobereme pozdgji. Zatim piijméme jako vysvétleni to, ze voda
vV pudé€ nikdy nedosdhne izotopove ustdlen¢ho stavu, kdezto v listu je tento stav bézny
(vic v kapitole o vod¢ v listu). Ve volné atmosféte se tedy micha vodni para po vypaieni
ze dvou izotopové odlisnych zdroji: a) z vody ve spodni vrstvé pady (,,transpiraéni para®)
a b) zvody na povrchu pidy (,evaporac¢ni para“). Pokud zname izotopové slozeni
evaporaéni (Og) a transpiraéni (1) pary, zméiime izotopové slozeni vodni pary ve volné
atmosféte OgT, kterd vznikla jejich smichdnim a zname velikost evapotranspiracniho toku
ET, miZeme snadno dopocitat velikost toki E a T. Odvozeni vztahu pro rozdéleni
evapotranspiracniho toku je pro zdjemce uvedeno V ndsledujicim oddilu. Podrobné&jsi
popis metody uvadi napt. Wang a Yakir (2000).

Pouziti stabilnich izotopu ke kvantifikaci jednotlivych slozek evapotranspiracniho toku

Evapotranspirace ET, tj. celkovy tok vody ze suchozemského systému (nap¥. porostu nebo
ekosystému) ma dva komponenty, vypar z povrchu pidy (E) a transpiraci z rostlin (T):

ET =E+T 7.5.11

Vsechny tyto toky vody mohou mit rozmér hustoty toku napi. mol (H,O) m™ (plochy
povrchu) s*. Pokud oba zdroje E a T maji jiné izotopové slozeni, oznacme je og a Or,
muzeme stejné, jako jsme vyjadrili bilanci tokii veskeré vody v rovnici 7.5.1.1, popsat
bilanci tokii tezké vody (H 1¥0), tzv. izotopovou hmotovou bilanci:

ET -5 =E -6 +T-6; 75.1.2

2! Jak uvidime dale, voda v listu je velmi obohacend o t&7ké izotopy ale piesto vodni péra, ktera z listi
vychazi, ma stejné¢ izotopové slozeni jako hluboka pudni voda. To plati pouze za tzv. izotopové
rovnovazného stavu, kdy se izotopové slozeni vody v listu s Casem neméni. M4 se za to, Ze po vétSinu
fotoperiody pravé takovy stav v listech panuje.
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Mame tak soustavu dvou rovnic, 7.5.1.1 a 7.5.1.2, o dvou neznamych (E a T) z které
snadno vyjadrime T nebo E:

T=f -ET a E=f.-ET 7.5.1.3a.b

kde fT:(éET-éE)/(éT-éE) a fE:(éT-ﬁET)/(éT-ﬁE) a pomér fT/fE:(JET-ﬁE)/(éT-ﬁET):T/E je
pomérem transpirace k evaporaci z povrchu pudy. Pokud tedy zname izotopova slozeni
OeT, Ot a O, staci nam pouze tato znalost k odhalent podilu vody, ktery opousti ekosystém
vyparem z povrchu piidy a transpiraci z rostlin. dgr zjistime napr. mérenim izotopového
slozeni vody ziskané kondenzaci vodni pary 7 atmosféry nad porostem a/nebo vypoctem
Z tzv. Keelingova grafu, ot se obvykle zjistuje analyzou vody ziskané ze stonku (xylému)
nebo z vrstev pudy, kde jsou koreny a Og lze spocitat na zdklade tzv. Craig-Gordonova
vztahu z izotopového slozeni vody ve vrchni vrstvé piidy, vihkosti a izotopového sloZeni
vody v atmosfére — viz ddle.

7.5.2. Izotopové ochuzeni vypaiené vody (Craig-Gordonny vitah)

Vodni péra v atmosféie nebo voda v transpiraénim proudu ve stoncich (xylému) jsou
relativné pristupné izotopové analyze a staci je extrahovat ze vzduchu nebo stonku napft.
kondenzaci pii nizké teploté, tzv. kryodestilaci22 a analyzovat pomoci IRMS. Vétsi
problém predstavuje stanoveni izotopového slozeni pary, ktera vznikla po vyparu z volné
hladiny vody nebo z povrchu pidy, de. To je dilezity parametr nejen pro vyse uvedenou
separaci transpiraéniho a evaporacniho toku v evapotranspiraci ekosystémil a krajiny. og
je velmi vyznamna veli¢ina z hydrologického hlediska globalni bilance vody. Izotopovy
,punc g nese totiz také vSechna voda, ktera se vypafi z oceanti. My uz vime, Ze voda
vypafena z oceanti bude ochuzend o tézké izotopy ve srovnani se zdrojovou vodou
v disledku rovnovazné frakcionace pii vyparu a kinetické pfi transportu (difusi). Nevime
ale jesté, jak mnoho, o kolik promile. V nasledujicim textu vysvétlime, jak hodnotu &g
stanovit.

Dnes uz ovéteny vztah nalezli a zvetejnili v roce 1965 Craig a Gordon a je jej mozZné
zapsat v jedné z nasledujicich podob:

5 = a’ -8, -h-6,-¢"—(1-h)-g
g (1-h)+(@—-h)-&, /1000

7.5.2.1a

o6, —h-6,-&" —(1-h) g

(1-h)

Ob¢ formy vedou k podobnému (ne totoznému) vysledku; druha podoba (7.5.2.1b) je
zjednodugenim piedchozi verze (7.5.2.1a). o je rovnovazny izotopovy efekt, ktery je
mozné vyjadfit také prostfednictvim frakcionaéniho faktoru € jako € =(1-a)-1000 %o.
Podobné g je kineticky frakcionacni faktor. Jejich hodnoty jsou uvedeny v kapitole 7.2.
Symbol h reprezentuje relativni vlhkost vzduchu ve Skale 0-1 pfi teplot¢ vyparného
povrchu (pudy nebo kapaliny). Indexy E, L a a u 6 [%o] fikaji, Ze jde o vodni paru ve

7.5.2.1b

O =

22 Pro metodu bez pouZiti vakua viz napt. Santricek et al. 2007, vakuové metody napf. Peters a Yakir
2008, Koeniger et al. 2011.
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vzduchu na rozhrani hrani¢ni vrstvy a volné turbulentni atmosféry, dg, 0 kapalnou vodu,
3, nebo o vodni paru ve vzduchu, 8, (viz obr. 7.5.2.1).

turbulentni atmosféra

(RE=30%)
T.=20-C

/A

lamindrni hraniéni vrstvaj |— I l ll” I | l I I l

Obr. 7.5.2.1 Schéma profilu pidy a atmosféry s vyznacenim veli¢in a nékterych hodnot izotopového slozeni
vody. Atmosféra je rozliSena na lamindrni hrani¢ni vrstvu pfiléhajici k povrchu pidy a na
turbulentné michanou atmosféru, ptida pak na zvodnénou vrstvu (podzemni voda) a vlhkou
povrchovou vrstvu bez pokryvu (hola ptida). Priklady hodnot 6D izotopového slozeni spodni
vody a vody V turbulentni atmosféfe jsou uvedeny v boxech vlevo. Craig-Gordoniv vztah
hleda hodnoty izotopového slozeni vody vypafené z holé pudy a opoustéjici hrani¢ni vrstvu
vzduchu nad ni, 6.

Craig-Gordonova rovnice piinesla kvantitativni porozuméni frakcionace vody
Vv hydrologii. Ptispéla ale také k pochopeni toho, pro¢ a jak hodné¢ je voda na konci své
jakymi faktory prostiedi je toto obohaceni ovliviiovano. ProtoZze, jak uz bylo zminéno, je
voda v listech vychozim donorem kysliku a vodiku pii fotosyntéze a Vv mnoha
metabolickych reakcich, nese izotopovy signal odvozeny od této vody také napt. celuloza
ale 1 kyslik, ktery je jako plyn O, uvoliiovan pfi fotolyze vody ve fotosyntéze. Proto se
izotopové obohaceni listové vody promita v izotopovém slozeni atmosférického kysliku
Zem¢ nebo mohou izotopové analyzy paleozbytkli kmenii dfevin vypovidat o teploté
nebo vlhkosti ovzdusi v minulych geologickych dobach.
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7.5.3. Izotopové sloZeni vody v rostliné a v pitdé v jejim okoli

Budeme-li analyzovat vodu ziskanou z kofenti nebo stonku, zjistime, Ze je izotopoveé
blizka zdroji tj. vod¢ v piadeé, kde jsou kofeny. Z toho plyne empirické zjisténi, ze béhem
piijmu a transportu vody v téle rostliny (v xylémovych cévach) nedochazi k frakcionaci.
Proto i voda ziskana napf. z drobnych vétvicek nebo i fapiku listu by méla byt izotopové
témef identicka s vodou Vv pudé, pokud béhem transportu nedochazelo k vétsimu vyparu
(napt. ptes povrch stonki) nebo k michani xylémové vody s izotopové jinym zdrojem
(napf. floémovou vodou). Pokud ale analyzujeme vodu extrahovanou z listd, zjistime, ze
je vétSinou podstatné obohacena ve srovnani s vodou ze stonkd. Ptiklad izotopového
slozeni vody v rostlin€ (stromu) a v ptid€ v jeho okoli je na obrazku 7.5.3.1.

3D ve srazkach, 5D vody 3130 vody 5180 ve srazkach,
ptdni a spodni vodé vrostliné vrostliné pudnia spodni vode
P e N T
v IR e e zimni dést %
C zimni dést § list +40 %o ¢ 5.0 %o 3 2
( -80 %o Congee B8 2
== +25 %o list
I e ey iV b T o
~ 1 letni dést A w o letni dést D
h\ -27 %o A / +3,4 %o Y
- R ) N S
e A
¥ g RN xylém -54 %, — «~— -3,5 %o xylém
¥ am E 2m 2m ; 4m .
‘ Xé(gl.%lm;t L .vy 44 1 1 l..¥ povrch phdy
25%0 «—— |, | -51%0 * -57%0 “ = 4,2%0~—> -3,0%0 —+3,2%0 — 0,3m
0y plda
-35% Rl 1,5 % —
. . kofen -57 % — <«— 4,4 %o koren i it
X hladina
——————————————— e B e e IRCY V101 1111
vody
spodnivoda -59 %o —> <«—— -4,5%o spodni voda

Obr. 7.5.3.1 Typicky piiklad izotopového slozeni vody v modelovém stromu, jehoz kofeny dosahnou na
spodni vodu, a v pidé v jeho okoli. Obsah deuteria (leva polovina obrazku od osy stromu) a
180 (prava polovina) se méni ve srazkach podle roéniho obdobi. Spodni voda ma slozeni blizsi
zimnim srazkam, protoZe ty jsou jejim hlavnim zdrojem (letni srazky se vice vypafi, nez se
vsaknou do pidy). Voda v xylémovych cévach ma slozeni blizké spodni vodé€, kterou strom
protoze se snaze vypafuje lehéi voda a t€z8i zstava v listech. Voda v povrchovych vrstvach
pudy (0,3 m) je ve vétsi vzdalenosti od kmene stromu izotopové podobna srazkové vodé (v
1ét¢ blizka letnimu desti), pii pfiblizovani ke stromu se izotopové slozeni vody v pidé mize
blizit spodni vodé¢, pokud ji kofeny Cerpaji (viz jev nazyvany ,hydraulicky vytah“ a popsany
dale). V hlubsich vrstvach pudy je voda izotopové mezi letnimi srazkami a spodni vodou
v disledku castecného zasakovani letniho desté a vzlinani spodni vody. Obrazek upraven
podle Grifith et al. (1998).
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Analyzy izotopového slozeni vody v kmeni nebo ve stoncich rostlin mohou spolehlivé
odhalit, odkud stromy cerpaji vodu. Rostliny pobieznich spolecenstev, napt. stromy
rostouci na biezich fek mohou byt zdsobovany vodou z feky, podzemni vodou nebo
srazkovou vodou z povrchovych vrstev pudy. Voda v iekdch ma obvykle odlisné
izotopoveé slozeni od dvou ostatnich zdrojti, protoze se feka plni odtékajicimi srazkami
z horskych oblasti. Dawson a Ehleringer (1991) takto napiiklad odhalili pfekvapivou
skutecnost, ze dospélé stromy rostouci blizko feky vyuzivaji jen velmi malo nebo viibec
zadnou fi¢ni vodu.

Podobné piekvapeni c¢ekalo na biology analyzujici obsah deuteria ve vodé
v podpovrchovych vrstvach pudy v transsektu nékolika metrt od kmene javoru
cukrového (Acer saccharum). Princip jejich sledovani je na obrazku 7.5.3.2. Spodni voda
byla vyrazné odliSnad od srdzek, coz prozradila analyza vody z vétvi stromu. Ve vétsi
vzdalenosti od kmene vyrazné¢ mimo obvod koruny méla pidni voda izotopové slozeni
blizké srazkové vod¢. Ve vzorcich vody z piidy odebranych bliz a bliz paté¢ kmenu se
stavala voda ochuzenéjsi, az dosdhl obsah deuteria hodnot blizkych 8D spodni vody.
Podobné se chovala voda izolovana z povrchové (trava medynék - Holcus lanatus) nebo
hloub&ji (jahodnik - Fragaria virginana) kofenicich bylin. Vysoce pravdépodobnym
vysvétlenim pro tento jev je to, Ze strom Cerpd spodni vodu hluboko pod povrchem, vede
ji kotfeny k povrchu a zde ji opét vylucuje do piady (Dawson 1993). Toto chovani bylo
pozd¢ji potvrzeno pro mnoho dalSich druhii stromli a bylin, a dostalo pojmenovani
hydraulicky vytah (hydraulic lift). Dnes se ¢asté&ji oznacuje jako hydraulicka redistribuce
vody v pude.

Srazky
0D =-27 %o

Acer o
saccharum ~ Vodav rostlinach
Xylémova stéva -47 43 -41 -32 -28 %o Fragaria virginiana
-34 -29 -26

-26 -22 %o Holcus lanatus

;419 "{_tz_@%o Pudnivoda v
hloubce 30 cm

Spodnivoda 8D = -59 %o
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Obr. 7.5.3.2. Znazornéni jevu nazyvaného hydraulicky vytah (hydraulicka redistribuce) vody tak, jak byl
prvné pozorovan a publikovan Dawsonem (1993). Detaily jsou uvedeny v textu.

Hydraulicky vytah je pravdépodobné univerzalni jev a vyplyva ztoho, ze kofeny
rostlin nejsou zcela ,,tésné* a dovoluji uniku vody pifes vnitini bariéry v kofeni
(endodermis) ven do relativné suché pudy v jejich okoli. Pfesto ma pravdépodobné
vyznam napf. pro pfijem zivin z vrchnich na ziviny bohatych vrstev ptidy V periodach
sucha. Vodu strom ,,Cerpa®™ a uvolituje do pudy napt. béhem noci, kdy je jeji spotieba
stromem mala (pruduchy jsou v noci zaviené a transpirace nizkd). Béhem dne ji mohou
piijimat spolu s rozpusSténymi zivinami kofeny, které ma strom tésné pod povrchem ptidy.
Je mozné, ze hydraulicky vytah ma také pozitivni vliv na vyvoj semenackt v podrostu
dospélého stromu.

7.5.4. Izotopové sloZeni vody v listech rostlin

Jak vyplyva zobrazku 7.5.3.1 a z Cetnych pozorovani, voda v listech byva velmi
obohacena proti zdrojové vod¢, ktera proudi do listli cévami xylému ve stonku (kmeni) a
v fapiku listd. Tento fakt ma velké disledky v izotopovém slozeni kysliku a vodiku v
organickych latkach syntetizovanych v rostlinach, a proto je také zajem znat zakonitosti,
jakymi se izotopové obohaceni vody v listech fidi. Obohaceni listové vody vznika
v momenté, kdy se voda zacne z listu vypafovat (napf. proto, ze se pii vychodu slunce
oteviou priduchy a vzduch kolem listu neni nasycen vodni parou). Vime uz, ze se snaze
jejich koncentrace na mistech vyparu stoupa. Nestoupa ale do nekone¢na. Po chvili pfi
urcité vyssi koncentraci t€zké vody dojde k tomu, ze téz$i izotopy zacnou difundovat po
koncentracnim spadu zpét proti hromadnému (konvektivnimu) toku vody, kterd ptitéka
do listu (tj. proti transpira¢nimu proudu) a jejich koncentrace v listu piestane stoupat.
Takovému stavu fikame izotopova rovnovaha a je charakteristicka tim, ze voda ptitékajici
do listu a voda vypatujici se z listu maji stejné izotopové slozZeni. Ustaveni izotopové
rovnovahy je rychlé, protoze listem protee za jednu hodinu aZ trojnasobné mnozstvi
vody v poméru k jeho objemu (pfesnéji k mnozstvi v listu obsazené vody). Sériové
uspofadani vyparnych mist a interakce hromadného (konvektivniho) toku vody do mist
vyparu a difuzniho toku tézkych molekul proti sméru hromadného toku vody vede
k tomu, Ze se voda v listu smérem od baze (0d fapiku) ke Spicce listu obohacuje. Piiklad
tohoto jevu mizeme vidét na obrazku 7.5.4.1.
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Obr. 7.5.4.1. Heterogenita prirozeného obsahu izotopologu *H'HO vody (8D) ve vod& izolované ze
segmentu listu blahocetu (Eucalyptus pauciflora). Semenacky blahocetu byly péstovany dva
roky ve sklenikovych koéjich pti dvou riznych relativnich vlhkostech vzduchu, 20-50 % (list
A) a 40-80 % (list B), stejné teploté a ozatenosti a V obou kojich zalévany vodou o stejném
izotopovém sloZeni (kohoutkova voda). Listy rostlin ze suchého prostiedi byly mensi nez u
rostlin z vlhka. Listy byly béhem dopoledne odstfizeny, vyseknuty z nich korkovrtem ter¢iky
o priméru 4 mm v naznacenych mistech, z kazdého ter¢iku izolovana voda a analyzovana na
obsah deuteria. Detaily uvedeny v Santracek et al. 2007.

Z obrazku je vidét, ze voda Vv listech se obohacuje od baze ke Spicce listu a od stfedu
k okrajim ¢epele. Progresivni obohaceni o téZké izotopy smérem ke Spicce je zietelné u
rostlin péstovanych v suchém prosttedi (7.5.4.1A). V daleko mensi mife je ohobaceni
patrné u rostlin rostoucich ve vlhkém klimatu (7.5.4.1B), které maji nizs$i rychlost
transpirace. Obohaceni vody podél listu je analogické izotopovému obohaceni vody po
toku feky, ktera stéka zhor, protéka aridni oblasti s velkym vyparem, ktery snizuje
mnozstvi vody v fece, az feka vysycha zcela a konci kdesi v pisku pousté ptipadné v
docasném jezeru. Proto se tento typ obohaceni vody Vv listu nazyva ,,efekt poustni feky*.

Matematické modely heterogenniho izotopového obohaceni listové vody jsou pomeérné
slozité zvlasté pro dvoudelozné rostliny s retikularni dlanité vétvenou Zilnatinou. Jako
parametry v nich vystupuji anatomické vlastnosti transportni drahy vody v listu a rychlost
transpirace zahrnuté do tzv. Pécletova Cisla, které charakterizuje interakci hromadného
toku vody transpiracnim proudem a protismérného difuzniho toku tézsich molekul vody.
Piesto byl a je zdjem na tom mit alespon relativné spolehlivy odhad primérného
obohaceni vody v listu v zavislosti na faktorech prostfedi, hlavné vlhkosti a teploté, na
kterych je obohaceni zavislé predevsim. Prvni exaktni predpovédi izotopového obohaceni
vody v listu formuloval Dongmann v roce 1974. Ptedpokladalo se, zZe list je izotopové
uniformni a dobfe michand vodni ,,nddrz*“ v izotopové rovnovazném stavu. Proto se
izotopové slozeni vody na vstupu do listu (napt. zalivkové vody), ds, a vody vypaiené
(vytranspiované z listu), 0g, povazuje za stejné (0g = 0s). Nahrazenim o v Craig-
Gordonové vztahu (rovnice 7.5.2.1a) veli¢inou 05 a feSenim pro kapalnou vodu J, jez
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tady nahradime symbolem 0Jss ( ss jako zkratka pro izotopové rovnovazny stav, steady
state), dostaneme vyraz:

S5,=0,+& +& +h-(5, -5, -5,)

ktery mizeme jesté zjednodusit, pokud si uvédomime, zZe rozdil dss-0s je obohaceni vody
Vv listu proti zdrojové (do listu vstupujici) vodé, AL, a rozdil 8,-0s predstavuje zménu
V izotopovém slozeni vodni pary v atmosféfe v okoli listu proti zdroji vody pro list, A,.
Pak obohaceni vody v listu proti zdroji miizeme vyjadrit jako:

A =& +¢ +h-(A,—-5) 7.5.4.1b

Symbol h, ktery v Craig-Gordonové vztahu znamenal relativni vlhkost vzduchu pfi
teplot¢ povrchu kapaliny (nebo vlhké pidy) zde také je relativni vlhkost okolniho
vzduchu (ve skale 0-1) ale pfi teploté listu. To, Ze vyraz 7.5.4.1b ma smysl a bude davat
odpovidajici vysledky, mizeme ovéfit jednoduchou tvahou: ProtoZe ochuzeni atmosféry
proti zdrojové vod¢ vpudé, A, byva Ciselné podobné ale znaménkem opacné
rovnovaznému frakcionaénimu faktoru &, vede ktomu, Ze pro h=1, tedy vzduch
nasyceny vodni parou, nebude voda v listu proti zdroji obohacena vibec, tedy A =0.
Naopak, pro zcela suchy vzduch, jehoz h=0, bude obohaceni maximalni, A = 8*+8k.
Hodnota h ovSem zavisi nejen na obsahu vody ve vzduchu ale také na teploté listu.
S vyssi teplotou listu se bude h snizovat i pfi neménné vlhkosti vzduchu, protoze
s rostouci teplotou ,,se vejde* do vzduchu vice vodni pary. Proto budou listy exponované
pfimému slunci, a tedy majici vyssi teplotu, mit obohacenégjsi vodu nez listy ve stinu, 1
kdyz ob¢ skupiny rostou ve stejné a tedy stejné vlhké atmosféie. Mira obohaceni listové
vody nas proto miiZze informovat i o teploté listu. A protoZe teplota listu je do velké miry
ovlivnéna také ochlazovanim listu v disledku spotieby latentniho tepla na vypar vody a
tedy rychlosti transpirace, obohaceni listové vody A_ nepfimo informuje také o
otevienosti pruduchli (priduchové vodivosti pro difuzi vodni pary). Zbyva dodat, Ze
obohaceni listové vody vypocitané z rovnice 7.5.4.1b byva obvykle o néco vyssi, nez je
skute¢nost zjiSténa piimo izotopovou analyzou vody extrahované z listu. Dlvod je
pravdépodobné v uz zminéné prostorové heterogenité izotopového slozeni vody a s tim
souvisejicim efektu poustni feky (obr. 7.5.4.1).

7.6 Otisk izotopového sloZeni vody v organickych latkach v rostlinach a Zivocisich

Primarni produkce organickych latek na Zemékouli je doménou rostlin; asi z jedné
poloviny suchozemskych rostlin a z druhé motskych a vodnich autotrofnich fas a sinic.
Vsechny metabolické procesy se pfitom odehravaji ve vodném prostiedi. Z toho bychom
mohli oc¢ekdvat, ze kyslik z vody obsazené v buiikdch bude zakladem kysliku ve vSem
zivém. Uvédomme si ale, ze zdrojem uhliku pro rostliny je oxid uhliCity z atmostéry,
jehoz molekuly se zabudovavaji celé vcetné¢ atomu kysliku do organickych latek pfi
fotosyntéze. Dale, rostliny i Zivocichové dychaji a pfi tom pfijimaji molekularni kyslik
z atmosféry. Odkud tedy pochazi atomy kysliku Vv rostlinach nebo v nasem téle? Otazku
puvodu kysliku v celuléze rostlin se pokouseli na zakladé¢ jednoduchych experimentt
zodpovédét uz DeNiro a Epstein (1979). Dospéli k zavéru, ze kyslik pochazi z CO, jak se
oc¢ekavalo ze znalosti karboxyla¢nich reakci, ale zaroven, Ze pted tim, nez ke karboxylaci
Vv chloroplastech doslo, si vyménil CO; kyslikové atomy svodou béhem procesu
hydratace CO, neboli tvorby bikarbonatovych anionti (HCOj3). K procesu hydratace
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rozpusténého CO, dochéazi v builkdch spontdnné, ale tento proces je jeste¢ urychlovan
enzymem anhydrazou kyseliny uhli¢ité (angl. carbonic anhydrase). Bunka listového
mezofylu a zvlasté chloroplast se tak stavaji kiiZzovatkou, na které se setkavaji CO; a voda
a vymeénuji si zde kyslikové atomy prostfednictvim OH™ iontd. Proto, jak ukazala zminéna
pionyrska prace DeNira a Epsteina, je hodnota 880 cukri a z nich syntetizované celulozy
rostlin blizka s hodnotou §*°0 vody V listu. Zname-li proto mechanismy obohaceni vody
Vv listu, sumarizované v rovnici 7.5.4.1b, miizeme ze zastoupeni izotopd kysliku
V celuléze usuzovat na podminky, ve kterych rostlina rostla. Mechanismus pienosu
izotopového signalu kysliku z vody v listu do organickych latek a dusledky izotopového
obohaceni listové vody pro izotopové slozeni kysliku a oxidu uhli¢itého v atmosféte
Zem¢ jsou schematicky ukézany na obr. 7.6.1.

Chloroplast

Anhydraza kyseliny uhli¢ité
: = = = (stroma)

Doleho jev ey

Obr. 7.6.1 Schéma prenosu izotopu *°0 z vody do organickych latek prostiednictvim molekul CO, a n&které
dasledky izotopového obohaceni vody v listu. Voda, ktera proudi do listu fapikem se v procesu
vyparu (karminovéa barva) obohacuje 0 **0 a disociované *OH™ ionty se v4zi na molekuly CO,
ptichazejiciho z atmosféry a rozpusténého v buiikach a ve stromatu chloroplasti (jasné Cervena).
Tento proces vzniku obohacenych bikarbonatovych iontii (HCO,™?0) je katalyzovan anhydrazou
kyseliny uhlicité (zlutd), je velmi rychly, probiha pti velikém nadbytku vody ve srovnani s CO, a
je vratny. Proto dojde konec koncti (v rovnovazném stavu) k zamén€ obou atomi kysliku v CO,
za atomy kysliku z vody a *®0 obohaceni vody se tak ,,otiskne® do obohaceni CO,. Obohaceny
CO, je pak substratem pro fotosyntetickou karboxylaci a zdkladem pro tvorbu cukrii, $§krobu a
celuldzy, nejbéznéjsiho polysacharidu v rostlinach (bild). Protoze cukry jsou také substratem pro
dychani, vydychany CO, (jasn& Gervend) je rovnéZ obohaceny o **0 ve srovnani s atmosférickym
CO, a muze tak byt indikatorem aktivity suchozemské vegetace v globalnim méfitku. Podobné,
v procesu fotolytického Stépeni vody (modrd), ke kterému dochdzi na svétle v bilkovinnych
komplexech thylakoidnich membran a béhem kterého se uvoliiuje molekularni kyslik, se $tépi
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obohacend listova voda, a proto je O, také obohacen o **0. To je jedna z pficin, pro¢ je kyslik
v atmosféfe Zem& obohacen o izotop *?0 ve srovnani s vodou v ocednech. Tomuto jevu se Fika
podle jeho objevitele Doleho jev (angl. Dole effect).

Je tieba jesté zminit, ze vyména 80 atomt mezi CO, a H,0 prostiednictvim OH™ ionti
neni jedina forma, jak se obohaceny kyslik z vody dostava do organickych latek. Obecné
atomy kysliku, které jsou vazany v karbonylové skupiné (C=0) se ochotn¢ vyménuji a
dochazi tak k dalSimu obohaceni organickych latek az poté co byly syntetizovany (tzv.
postfotosyntetické obohaceni). Pii vyméné karbonylového kysliku dochdzi k obohaceni
organické latky oproti vodnému prostiedi o asi 27 %o. Napt. smichdni acetonu (s jednim
vyménitelnym karbonylovym kyslikem) s vodou vedlo kjeho obohaceni o 28 %o
(Sternberg, DeNiro 1983), nebo sacharoza exportovana z listli byla obohacena o 27 %o
oproti vod¢ v listu (Cernusak 2003).

Znalost frakcionace izotopli vody v listech, potazmo v organickych latkach
syntetizovanych v listech, piinasi celou fadu potencialnich i uz vyzkouSenych aplikaci.
Nekteré uz jsme naznacili. Napf. integrativni méfeni vodivosti praduchii a moznost
detailnéjsi interpretace vysledkid z méfeni 8¢, chronologické sledovani zmén podminek
prostfedi (teploty a vlhkosti vzduchu) béhem sezény napt. z analyz listil trav (travy jak
znamo prirastaji od baze listu, takze Spicka je nejstarSi), (Heliker a Ehleringer 2002);
studium tokii vody v ekosystému (napf. Wang a Yakir, 2000), rekonstrukce obsahu **0
Vv atmosférické vodé (a z n¢ho teploty vzduchu) z analyz biomasy CAM rostlin (Helliker a

Griffith 2007).

Samostatny oddil by mohly ptfedstavovat aplikace vénované rekonstrukei novéjsiho
nebo vzdaleného paleoklimatu a podminek prostiedi na zaklad€ izotopovych analyz 0
a/nebo °C rostlinnych nebo Zivo&isnych ,.archivi“ organickych latek, napf. celulozy
Vv letokruzich stovky ale i n¢kolik tisic let starych stroml nebo jejich paleozbytkt (napf.
Santrtickova et al. 2007), nebo napf. guana netopyrii (napt. Wurster et al. 2007). Podobng
izotopové analyzy %0 aD pro urceni ptivodu a pravosti rostlinnych a zivoc¢iSnych tkani.

7.7. Shrnuti

Nejbohatsim zasobnikem vody na Zemi je ocean. Z deviti moznych izotopovych
podob (izotopologil) vody je v ném nejiastji zastoupena ‘H,'°0, jen priblizné 0,2 %
oceanské vody piedstavuje *H,™®0 a 0,05 % voda s deuteriem (“H'H°0). Relativni
zastoupeni obou minoritnich izotopové téZzSich forem vody se méni v pribéhu
kondenzaci (napf. v mracich) ptechazeji do kapalné faze preferencné. Tato izotopova
frakcionace je vyrazné teplotné zavisla. Proto pozorujeme kontinentalni, efekt, ucinek
nadmotiské vysky, zemépisné Sitky a mnozstvi na izotopové slozeni srazek. Geograficky
specifické izotopové slozeni se vyjadiuje pomoci izotopovych map. Obecné ve vyssich
zemépisnych §itkach, nadmotskych vyskach a dale od oceanu jsou srazky ochuzené o
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nelezi na GMWL byla vystavena vyparu; naopak destova voda nebo podzemni voda musi
svym izotopovym slozenim ,,padnout” na GMVL.
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Voda Vv povrchovych vrstvach pidy je izotopové obohacena oproti podzemni vodé.
Obohaceni vzriasta od hloubky cca 0,5-0,3 m smérem k povrchu a je projevem ochuzeni
vodni pary pfi jejim vyparu z povrchu pudy. Rostliny (stromy) piijimaji hlubsi ptdni
nebo podzemni vodu, kterd rostlinou ,,protéka™ bez frakcionace a transpirovand vodni
para tak ma stejné izotopové slozeni jako voda v pude¢, kde jsou koteny. Rozdil v
izotopovém slozeni transpira¢ni vody a vody vypaiené z povrchu pudy je zakladem
metody pro zjiSténi podilu transpirace a evaporace.

Voda V listech rostlin je silné obohacena proti zdrojové vodé (vodé v xylémovych
cévach vedené z kotenii do listl). Obohaceni vody v listech je Casov€ 1 prostorove
heterogenni. Lze je vypocitat pomoci upravené¢ho Craig-Gordonova vztahu, pokud zname
vlhkost okolniho vzduchu, teplotu listu a izotopova slozeni vzdusné vlhkosti a zdrojové
vody. Kyslik 0 z obohacené vody v listech se v buiikdch vyméiiuje s kyslikem v CO, a
je tak pri fotosyntetické karboxylaci zabudovan do organickych latek napt. strukturniho
polysacharidu celulézy. Chronologické ukladani celulozy do letokruhti u druhotné
tloustnoucich rostlin tak umoziluje detegovat atmosférické podminky a jevy v neddvné
nebo i vzdalené minulosti.
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