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Abstrakt

Uspech anti-rakovinovej latky zvanej Taxol, ziskanej z kory rastlin tisu zdpadoamericky
(Taxus brevifolia) zvysil zaujem o pestovanie a regeneraciu tohto malo znameho druhu
rastliny. Uginna latka bola objavena v roku 1960. Rozsirenie medicinskeho pouZivania
ucinnej latky podnietilo vyskum hl'adania optimalizaénych technologii kultivacie
rastlin. Zakladom takejto optimalizacie je poznanie aktivity fyziologickych procesov,
najmd fotosyntézy. Cielom naSej prace bolo kvantifikovat zdkladné fyziologické
procesy rastlin tisu obycajného (Taxus baccata L.) rasticeho v prirodzenych
podmienkach prostredia Botanickej zahrady SPU v Nitre. Nahodnym vyberom sme
odobrali jednorocné vyhony zo slnnej a tiennej strany koruny. Merali sme
charakteristiky ako: relativny obsah vody a pomer obsahu volnej k obsahu viazanej
vody (obe gravimetricky), koncentraciu asimilaénych pigmentov (spektrofotometricky),
vyuzitie energie pre fotochemické a nefotochemické procesy fotosyntézy (fluorescencia
chlorofylu a@). Z naSich vysledkov je zrejmé, ze v zimnom obdobi rastlina tisu
optimalizuje vodny rezim pre udrzanie vody v kvapalnom stave prostrednictvom
zvySenia obsahu vody viazanej. V zime je svetelnd energia disipovana
nefotochemickym procesom. V jarnom obdobi nastava aktivacia fyziologickych
procesov, doprevadzand zmenou v distribucii svetel'nej energie do fotochemickych
mechanizmov. Tento vysledok je potvrdeny aj zmenou kompozicie asimilaénych
pigmentov. Potvrdili sme vSeobecne prijimané zdvery o cinnosti primdrnych

fotochemickych procesov v slnnych a tiennych ihliciach.

Kracové slova: Taxus baccata, fotosyntéza, vodny rezim, OJIP.



Abstract

The success of anti-cancer substance called Taxol, acquried from the bark of yew plants
(Taxus brevifolia) has increased interest in the cultivation and recovery of this little-
known plant species. The active substance was discovered in 1960. Extension of the
medical use of active substances stimulate research into optimization of technology of
cultivation of plants. The optimization of such activities is the knowledge of
physiological processes, especially photosynthesis. The aim of our study was to
quantify basic physiological processes of plants yew (7axus baccata L.) growing under
natural environmental conditions Botanic Gardens SPU Nitra. Random one-year shoots
were taken from sun and shade side the crown. We measured characteristics such as:
relative water content, the ratio of free to bound water content (both gravimetrically),
the concentration of assimilation pigments (spectrophotometrically), use of energy for
photochemical and non-photochemical processes of photosynthesis (chlorophyll a
fluorescence). From our results it is clear that in the winter plant yew optimize water
resources to sustain water in liquid state by increasing the water content coupled. In
winter light energy disipated non-phootochemical process. In the spring occurs
activation of physiological processes, accompanied by a change in the distribution of
light energy into photochemical mechanisms. This result is confirmed by the changing
composition of assimilatory pigments. We have confirmed the general conclusions
about the actions taken by the primary photochemical processes in sun and shade

needles.

Keywords: Taxus baccata, photosynthesis, water regime, OJIP.
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Z.oznam skratiek a znaciek

ABS — absorp¢ny tok
ABS/RC - priemerna velkost’ antén, efektivna velkost antén aktivneho reakéného centra.

Vyjadruje celkovy pocet fotonov absorbovanych molekulami chlorofylu vsSetkych

reak¢énych centier.

Area — plocha medzi fluorescencnou krivkou a hodnotou Fy; (velkost’ zdsoby akceptorou

elektronového transportu PSII)

ASP - askorbatperoxidaza

ATP — adenozintrifosfat

DEBAC III — 10-deacetylbaccatin I1I

DI — tepelna disipécia — uvol'nenie energie vo forme tepla

dy/dty (M0) — pociatocny sklon fluorescencnej krivky, ktori vyjadruje rychlost’ akumulécie

uzavretych reakénych centier
ET - elektronovy transport z reak¢ného centra na primarny akceptor

ETy/CSy — elektrénovy transport prepocitany na excitované cross section, reoxidacia

redukovaného Q4 cez elektronovy transport

ET¢/RC - elektronovy transport v aktivnych RC, reoxidacia redukovaného Qs cez

elektronovy transport v aktivnom RC

F — fluorescencia

Fy - Fsgys, fluorescencia pri 50ps (pociato¢na fluorescencia)
Fy — vytazok minimdlnej fluorescencie

Fo/Fu - bazalny kvantovy vytazok nefotochemickych

F; - fluorescencia v kroku I (30ms)

F150 — fluorescencia pri 150us

F300 — fluorescencia pri 300us

F; — fluorescencia v kroku K (2ms)

Fym — maximalna fluorescencia

Fum — vytaZzok maximalnej fluorescencie




Fy — variabilna fluorescencia dana ako rozdiel maximalnej a pociato¢nej fluorescencie
Fy — variabilna fluorescencia dana ako rozdiel maximalnej a poc¢iato¢nej fluorescencie

F/Fy — maximalny pomer kvantovych vytazkov fotochemickych procesov

a konkuren¢nych nefotochemickych procesov

Fv/Fym — maximalna fotochemicka efektivnost’ PSII

Fv/Fym — maximalna fotochemicka efektivnost’ PSII

LAR - pomerna olistenost’

NADP - nikotinamidadenindinukleotidfosfat

OJIP — O —J -1 - P fazy rychlej kinetiky indukovanej fluorescencie
PHIy, — vytazok technickej disipacie

PHIg) — maximalny vytazok elektronového transportu

PS I — fotosystém I

PS II — foosystém II

PSI, — kapacita transferu excitonu k elektronovému transportnému ret'azcu
Q4 —plastochinén vo vizbovom mieste A

Qg — plastochindn vo vizbovom mieste B

gN — nefotochemické uhasinanie fluorescencie

P — fotochemické uhasinanie fluorescencie

RC - plne aktivne reak¢né centra

ROS - (reactive oxygen species) voI'né kyslikové radikaly

RS - refraktometrickd sucina

RWC - relativny obsah vody

SLA — $pecificka listova plocha

Sm — vyjadruje energiu potrebnll na zatvorenie vsetkych reakénych centier
Timax — €as potrebny na dosiahnutie maximalnej fluorescencie v ms

TR — transport elektronov z antén do reakéného centra (trampping flux)
TRy/CSy — prenos excitonu na reakéné centrum prepocitany na excitované cross section
TRy/RC — maximalna rychlost’ zachytavania PSII — tok excitonov na reakéné centra
Vi —relativna variabilna fluorescencia v ¢ase 1

V; —relativna variabilna fluorescencia v ¢ase J




Uvod

Prirodné produkty sa oddévna pouzivali ako uc¢inné latky pri liecbe réznych chordb
apreto aj v dnesnej dobe priroda zostava hlavnym zdrojom lie¢iv ako s napriklad
protirakovinové latky. Mnohé farmaceuticky vyznamné latky boli izolované prave
z rastlin, zivoc¢ichov, hib a mikroorganizmov. Napriek tomu, ze chemickou cestou je
mozné syntetizovat mnoho bioaktivnych latok, vyskum zamerany na hl'adanie novych,
ucinnych zluCenin sa orientuje stidle viac na prirodné zdroje, ako su rastliny a
mikroorganizmy, ktoré¢ st bohatym zdrojom substancii r6znych chemickych Struktar
a biologicky aktivnych latok. Prikladom takychto biologicky aktivnych latok st
sekundarne metabolity, ktoré su produkované mikroorganizmami, pripadne vysSimi
rastlinami. Rastliny produkuju velké mnozstvo sekundarnych metabolitov, ktoré su
odpoved’ou organizmu voci patogénnom, alebo reakciou na abioticky stres.

Ked’ze potreba objavovat’ nové ucinnejsie lieciva z doévodu prudkého narastu
civilizacnych chordb, akou je napriklad rakovina, narastd, sme ntteni zacat’ objavovat’

tieto latky a hl'adat’ moznosti ich ziskavania.

V nasej préaci v prvej Casti predkladame prehl'ad o najnovSich poznatkoch rieSenej
problematiky a zameriavame sa na stru¢nu charakteristiku tisu obycajného (Taxus
baccata L.), jeho metabolitov sekundarneho metabolizmu a foriem ich ziskavania. Dalej
sme sa zamerali na popisanie ekofyziologickych charakteristik tisu akymi su
fotosyntéza, dychanie a vodny rezim a vplyv vonkajSich faktorov na tieto fyziologické
faktory, preto Ze si myslime, ze tieto ekofyziologické faktory st jedny z najddlezitejSich
faktorov pre rast rastlin a produkciu biologicky aktivnych latok, ktoré sa daju vyuzit’

v biomedicine.
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1 Sucasny stav rieSenej problematiky

1.1 Charakteristika tisu

Tis je nizsi strom, ktory dorasta do vysky 5 — 15 (17,5) m, ¢asto ide len o viac kmenny
rozlozito rozkonéreny ker (Paganova, 2001).

Koruna je kuzelovitda az nepravidelnd. Kondre st za mlada v nepravidelnych
praslenoch, neskor takmer vodorovne odstavaji. Kora je Cervenohnedd az sivohneda.
Kmeii je &asto pozdizne valcovity s laloénatym priebehom letokruhov. Napadné su
mnohé adventivne vyhonky, ktoré sa tvoria na kmeni uz pri najmensom osvetleni, ale
najma pri jeho poskodeni. M4 silni pnova vymladnost’ (Pagan a Randuska, 1987).

Puciky st vajcovité, 3 — 4 x 2 mm Siroké, cervenkasto hnedé. Vyhonky su
svetlozelené, neskor svetlo hnedé a potom Cervenkasto hned¢, lysé. Thlice su Spiralovito
rozmiestnené, vel’ké 20 — 30 mm x 2 — 2,5 mm, Ciarkovité, ploché, koncisté, mékké, na
baze nahle zizené do kratkej stopky, ktord zbieha po konériku. Na vrchnej strane st

tmavozelené lesklé a na spodnej strane Zlto zelené a matné (VresStiak a Osvald, 1994).

Tis je dvojdomd, vynimocne len jednodoma rastlina. Kvitne v marci az v aprili,
ViditeI'né st uz vjeseni v pazuchach ihlic, husto zoskupené na spodnej strane
konarikov. Samicie Sisticky sa podobaju Stihlym pucikom, maji jednokoncové priame
vajicko s mykropylou, ktoré je obalené parmi protistojnych Supin (Pagan a Randuska,
1987).

Samcie jedince prvykrat kvitnu asi v 10. roku zivota, samicie jedince asi o desat’
rokov neskdr. Kvitnutie prebieha v marci a aprili. Plodom je miesok, najprv je zeleny
a koncom leta je krvavo Cerveny o velkosti 5 — 7 mm, obsahujlici semeno. Miesky
moézu byt niekedy svetloCervené (Taxus canadensis) alebo ZIté¢ (niektoré kultivary

Taxus baccata) (Hieke, 1978).

Semeno je ovalne, vajcovité, prihrotené, jemne stlacené s2 — 4 hranami a

tmavohnedym pevnym osemenim. Je obklopené poharikovitym rdsolovitym
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karminovoCervenym mieSkom, ktory je pozivateIny, kym ostatné casti obsahuju

jedovaty alkaloid taxin. Semeno dozrieva v auguste aZ septembri (Paganova, 2001).
Tisy patria medzi najdlhSie zijice dreviny. Ich cennost' je dand najmi ich

znaSanlivostou k hlboko =zatienenym stanoviStiam, vynikajicou regeneracnou

schopnost’ou a odolnost'ou k znecistenému prostrediu (Lukacik a Ni¢, 1996).

1.2 Klasifikacia tisu

Tisy patria do rovnomennej triedy Tisy — Taxospida a do ¢el'ade Tisovité — Taxaceae.
Patri sem pat’ rodov a pétnast’ druhov. Celkovo existuje asi osem druhov, ktoré si st
vel'mi podobné a su rozsirené na severnej pologuli. Baloglu a Kingston (1999) uvadzaju
porovnanie trividlnych a botanickych ndzvov, ktoré je uvedené v tabulke 1.

Delenie tisu zo sadovnickeho hl'adiska podla habitu (Hieke, 1978):

e , baccata‘ — nizky stromovity typ so Sirokou, trochu nepravidelnou, prevazne
vajcovitou az gulovitou korunou. Kondre vystupuji viac-menej vodorovne,
alebo mierne Sikmo nahor.

o ,pendula” — pomerne bujne rastiici stroméek s kondrmi previsnutymi pozdiz
kmena, vetvicky tiez previsnuté.

o ,gracilis® — krovity typ sriadne vyvinutym vzpriamenym vrcholom
a ovisnutymi vetvickami.

e ,cupsidata” — pomerne riedko stavany ker s rozlozito stupajucimi konarmi,

vzdus$ny, riedky, pologul'ovity.

Pre plantaZnické pestovanie tisov pre zber ihli¢ia a na farmaceutické ucely sa ako
vhodné javia habitualne formy ,,baccata“, ,,overeynderi a ,,erecta “.
V nasich podmienkach sa sadovnicky vyuZivaju nasledovné druhy (Hieke, 1978):
e Taxus baccata L. — tis oby€ajny (Cerveny)
o Taxus brevifolia NUTT. — tis zdpadoamericky
o Taxus canadensis MARSH. — tis kanadsky
e Taxus celebica (WURBURG) LI. — tis ¢insky

e Taxus cuspidata S. et. Z. — tis japonsky

12



e Taxus hunnevelliana REHD. — tis hunnewellov

e Taxus x media REHD. — tis prostredny

Tabul’ka 1 Systematicka charakteristika rodu 7Taxus( podl'a Baloglu a Kingston, 1999).

Trividlne nazvoslovie Botanicka charakteristyka
Tis europsky alebo Tis anglicky Taxus baccata L.

Tis himalajsky Taxus Wallichiana.

Tis ¢insky Taxus celebica

Tis japonsky Taxus cupsidata

Tis pacificky Taxus brevifolia

Tis mexicky Taxus globosa

Tis floridsky Taxus floridana

Tis kanadsky Taxus canadensis

Taxus x media

Taxus x hunnewelliana

1.3 Vyskyt tisu

Tis sa ,,objavil“ v strednej Eurdpe asi pred 180 milionmi rokov jurskom obdobi
druhohor, vo Stvrtohorach v obdobi jednotlivych glacidlov (zaladneni) ustupoval na
miesta teplejSie a v obdobi interglacidlov sa §iril na miesta, odkial’ pred tym ustapil

(Bohus, 1984).

Tis sa povodne vyskytuje v severnej Casti Pyrenejského polostrova, na Britskych
ostrovoch, v Norsku vystupuje po 61°30° s. z. $., na juhu smeruje cez Apeninsky
a Balkansky polostrov do Alzirska, Maroka a Tuniska, na vychode zasahuje na Krym,
Kaukaz, Malou Aziou sa tiahne do severného Iranu a Syrie. Rastie v oblastiach

s oceanskou klimou (Pagan a Randuska, 1987).
Jeho kedysi velky, takmer stvisly aredl rozsirenia hlavne v strednych horskych

polohach Eurépy od Balkanu a Pyreneji az po Skandinaviu a Britské ostrovy je teraz uz

nesuvisly, obmedzeny na niektoré rezervacie, chranené oblasti anarodné parky.
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V prirode Slovenska sa tis udrzal v odl'ahlych, tazko pristupnych, bralnatych terénoch,
hlavne na vapencoch v zéne bucin od Bielych Karpat az po Nizke Beskydy a od Tribeca

az po Slovensky kras (Korpel’, 1996).

V Eurdpe boli Karpaty oddavna zname vyskytom tisu. Z Karpét sa dovaZzal nielen
do juznej Eurdpy, ale aj do Anglicka. V 17. a 18. storo¢i bol pre tis velkou pohromou
rozvoj banictva, najmé v oblasti Banskej Bystrice a Starych Hor. Rozsiahle holoruby
v tomto obdobi zasiahli ilesy Velkej Fatry, ato predovSetkym oblasti Harmanca
(Jur¢dk a Stlamach, 1997).

V oblasti Velkej Fatry, obzvlast vjej juznej Casti, sa ako podruznd drevina
v poraste bucin vyskytuje rozptylene na vicSich plochach. Lokality s pocetnejSim
vyskytom od niekolkych stoviek az po desiatky tisic jedincov su vyhlasené za Statne

prirodné rezervacie, ako napr.: Harmanecka tisina, Padva, Tlstd, Korbel'ka, BoriSov,

Madacov, Vel'ka Skalnd, Unadovo, Plavno a iné (Karasova, 1995).

Podl'a Cizovej a Regeca (1993) sa tis vyskytuje len v Slovenskom krase len vo
vychodnej Casti uzemia. Charakteristickymi lokalitami pren si severne exponované
skalné brald, kde sa najCastejSie vyskytuje na vrcholovych ploSinadch a na Upéti bral.
Odlisnym typom stanoviSta byvaju inverzné polohy tiestiav. Vd’aka teplotnej inverzii tis
v z&dielskej tiesnave zostupuje do nadmorskej vysky 310 m. Charakteristickym
porastovym typom su buciny a jedl'ové buciny Stvrtého lesného vegetatného stupna. Pre
zachovanie prirodzeného zmladenia tisu je napriek jeho tielomilnosti nevyhnutné

dostato¢né mnozstvo svetla v podirovni.

Znamou lokalitou jeho vyskytu na vychodnom Slovensku je narodna prirodna
rezervacia Becherovskd tisina. Jeho vyskyt je viazany najmid na extrémne, strmé,
balvanité svahy so sklonom 40 — 50° (Lukacik a Ni¢, 1995).

Prevazna Cast’ tisu je viazand na vapencové podlozia s priemerne az lepSie Zivinami
zédsobenymi pddami, na severne exponované svahy stredne vysokych pohori, so

subatlantickym charakterom klimy (Korpel’, 1995).

1.4 Pouzitie tisu

Tis sa pouzival pre jeho pevné, trvanlivé, a dekorativne posobivé drevo. Uz v dobe

kamennej sa zneho zhotovovali nasady do kamennych sekier, v stredoveku sa zas
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pouzivalo na vyrobu kvalitnych tisovych lukov, alebo aj na stavbu domov, pripadne
obkladov kralovskych komnat a Slachtickych pribytkov. V starovekom Egypte tis
povazovali za kralovské drevo. Vela predmetov ndjdenych v hrobkéach faradénov bolo
zhotovenych ztisu, najznamejSou znich je plastika hlavy manzelky faradna

Amanemneho III. (asi 1400 rokov pr. Kr.) (Burkovsky, 1998).

Predmety vyrobené z tisového dreva su vel'mi kvalitné a v minulosti ho vo velkej
miere pouzivali rezbari pre vyrobu dekora¢nych a Gzitkovych predmetov. Vyrabaju sa
zneho aj barly, vychadzkové palice, palice pre dazdniky, podlozky pod pol'ovnicke
trofeje, pohrebné rakvy ako aj ndbytok (www.yamadori-bonsai.de).

Taktiez sa moze pouzivat’ extrakt z vonavého ihlicia tisu, ktory sa vyuziva ako
deodorant, alebo na Cistenie. Konariky a ihli¢ie sa pouzivaju na symboliku niektorych
budov a institacii. V minulosti sa ihli¢ie tisu susilo a pouzivalo na fajéenie v kombinacii
s tabakom. Semienka tisu sa v minulosti jedli v menSom mnozstve aj napriek tomu Ze,

su jedovaté. (Hansen, 1999).

Ihli¢ie a kora tisu obsahuju okrem jedovatych alkaloidov aj latku u¢inni proti
rakovine, ktora sa nazyva taxol. Taxol sa pouziva na lieCbu rakoviny prsnika

a vajecnikov (Filova a Miklasova, 2006).

1.5 Sekundarny metabolizmus latok

Sekundarne metabolity syntetizované a akumulované v rastlinich sa vyznacuju

roznorodostou chemickych Struktar (Masarovi¢ova, 2002).

Vicsinou s sucastou adaptaénych procesov pre interakciu rastliny s prostredim.
Maju vyznamnu tlohu pri obrane organizmu proti patogénom, hmyzu, ochrane pred UV
ziarenim, pigmentécii a opelenim. Sekundarne metabolity su produkované iba ur¢itymi

skupinami organizmov, ako su rastliny a mikroorganizmy (Demain, 1990).

Biosyntéza sekundarnych metabolitov je ¢asovo obmedzena na urcité etapy vyvinu

rastliny (Masarovicova, 2002).

Sekundarne metabolity boli izolované ako biologicky ucinné latky, ktoré nasli
svoje uplatnenie pri lieceni réznych chorob, ako aditiva do potravin, alebo ako

biopesticidy (Gragg et al., 1999).
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1.6 Taxol

V roku 1960 pri velkoplosnom screeningu zistili pracovnici amerického institatu pre
vyskum rakoviny (National Cancer Institute) u mysi antileukemicky ucinok extraktu

z kory pacifického tisu (Valachovic, 1998).

U¢inna latka taxol bola prvykrat popisany v roku 1971. Na testovanie sa zbierali
extrakty z viac ako 35 000 rastlin. Prvy objaveny druh, ktory obsahoval protirakovinové
latky a z ktorého boli tieto latky izolované, bol Taxus brevifolia, ktory rastie v miernej
oblasti. Boli izolované z kory tisového dreva. Na produkciu 1 kg taxolu musi byt
obetovanych zhruba 3000 stromov, alebo zhruba jeden az dva stromy na jednu liecbu

(Hansen, 1999).

St rozbehnuté usilia o syntetizovanie taxolu st rozbehnuté a zvyseniu zasob médze
napomoct’ kultivacia v pletivovych kulturach alebo pestovanie stromov. Klinické

skasky st limitované vzacnostou lieciva (Slichenmyer a Van Hoff, 1990).

Dr. Edward M. Croom Jr. z Univerzity v Mississippi zistil, Ze pre okrasné druhy
tisu je primarnym zdrojom taxolu ihlicie, zatial’ ¢o kora je zdrojom pre pdvodné druhy
tisu. NavySe, zatial ¢o kora stromov obsahuje priblizne 0,01 % taxolu, ihli¢ie
okrasnych, hybridnych druhov tisu (Taxus x media “Hicksii*) ho obsahuje viac ako 0,02
%. Efektivnym a ekonomickym spracovanim odrezkov sa dosiahol obnovitelny zdroj

taxolu (Hansen, 1999).

Neskor sa zacali zakladat’ pestovatel'ské plochy (Skolky), na ktoré sa vysadzali
sadenice tisu. Kry (stromceky) sa kazdoro¢ne prerezavali, a tak sa pripravili nizke, husté

a pevné rastliny, ktoré¢ st pozadované trhom (Slichenmyer a Van Hoff, 1990).

Najvicsia zbierka druhu Taxus bola v arboréte — botanickej zdhrade Livinga
Chadwicka. Dr. L. C. Chadwick a jeho absolvent univerzity vysokoskolak Raymond A.
Keen zhromazdili od roku 1942 viac nez 100 odrod tisu. Hl'adali najvhodnejsie odrody
Taxus s najlepSimi vlastnostami, aby sa zneho mohli izolovat maximéalne mnozstva
taxolu. Zndmym pdvodnym vyrobnym systémom — syntézou sa vyrdbal predchodca
taxolu, 10—deacetylbaccatin III. Ten bol spe$ne pouzivany na produkciu taxolu, ktory
bol do tej doby identifikovany ako paclitaxel. Taxol bol oficidlne zapisany obchodnym

menom a formulovany ako liek. Primérny zdroj taxolu 10—deacetylbaccatin III sa naSiel
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v obnovitel'nej biomase (vetvickach a ihli¢i) v eurépskom druhu tisu (Taxus baccata)

a v himaldjskom druhu tisu (Taxus wallichiana) (Hansen, 1999).

Taxol podporuje formovanie mikrotubul =z tubulinu. LieCivo sa spaja
s tubulinovymi dimérmi, redukuje kriticki koncentraciu tubulinu potrebného na
polymerizaciu a zvysuje Uroven a rychlost’ polymerizacie. Taxol umozni mikrotubulam
zhromazdenie v nepriaznivych podmienkach atieto mikrotubuly st abnormalne
rezistentné k depolymerizacii. Bunky vystavené taxolu maju abnormalnu morfologiu
cytoskeletu, o poukazuje na jeho cytotoxicitu. Té je pravdepodobne spOsobend
mikrotubulami sprostredkovanym prerusenim mit6zy, bunka v tomto Stddiu odumiera

(Slichenmyer a Van Hoff, 1990).

Uvedenym mechanizmom odumieraju sice i bunky zdravych tkaniv, ale vzhladom
na to, Ze bunky zhubnych novotvarov sa mnozia omnoho rychlejsie ako zdravé bunky,
preparat prednostne brzdi, alebo zastavuje rast nadoru. Antineoplasticky ucinok taxolu
sa znasobuje schopnostou ina inych miestach zasahovat do zlozit¢tho mechanizmu
nekontrolovaného mnozenia rakovinovych buniek, ako napr. ovplyviiuje produkciu

tumor necrosis factor (TNF) a interleucin-1 atd’. (Valachovic, 1998).

V predklinickych skuskach vykézal taxol preukdzatelnti antineoplasticku aktivitu.
Pocetné bunkové linie al'udské tumory su citlivé na taxol. Navyse, klinické Stidie
potvrdili, Ze pacienti s mnozstvom malignych nalezov pozitivne reagovali na liecenie
taxolom. Taxol je efektivny pri lieCbe karcinomov vajecnikov a pravdepodobne aj inych

zhubnych nadorov (Slichenmyer a Van Hoff, 1990).

1.7 Historicky prehl’ad vyuzivania taxolu

Objavenie biologicky aktivnej latky menom taxol, ktora bola izolovana z rastliny Taxus
baccata a jej historicky vyvoj pouzivania popisal Hansen (1999) a Valachovi¢ (1998)
takto:

1963 — Vzorky ztisu preukdzali U¢innost’ proti bunkdm v tkanive. Biochemik

Monroe Wall (U.S.A.) sa tymto problémom zacal zaoberat’.

1966 — Wall izoloval primarnu aktivnu latku a pomenoval ju taxol.

1971 — Wall M., Wani M. a McPhail A. uverejnili $truktiru molekuly taxolu ako

komplex diterpénu s oxatanom v hlavnom retazci a esteru v bo¢nom ret’azci.
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1974 — Taxol sa zacal skusat’ na zvieratach, kde bol ucinny.

1977 — Suzan Horowitz zistila, ze taxol brzdi replikaciu buniek, indukuje
polymerizéciu tubulinu a inhibuje rozkladanie mikrotubtl, €o je ¢innost’ potrebna
na dokoncenie bunkového delenia.

1978 — Taxol preukdzal pozitivne uCinky v troch oblastiach vratane rakoviny pfs

transplantovanim z cudzieho tkaniva. Bol vyvinuty v 70-tych rokoch.

1980 — Vedci hl'adali vhodny spdsob na uchovavanie tejto nerozpustnej drogy.
1982 — Taxol bol schvaleny na pouzitie ako novy liek.

1988 — 30 %-né zlepSenie u pacientov v pokroc¢ilom $tadiu rakoviny.

1989 — Studia taxolu sa rozsirila aj na lie¢bu inych druhov rakoviny — okrem
rakoviny pfs, aj na rakovinu hrubého creva, zaltidka, pltc, prostaty, maternice
a inych.

1992 — Zdruzenie lekarov v U.S.A. zaloZilo 20 centier na niekol'ko rozdielnych
druhov rakoviny s pokusom o kombinéciu liecby.

1992 — Firma Bristol Myers Squibb podala Ziadost’ o registraciu protinddorového
preparatu , obsahujuceho taxol s obchodnym oznagenim Paclitaxel®.

1993 — Preparat Paclitaxel” je registrovany vo Svédsku ako v prvej eurdpskej
krajine a vel'mi rychlo ho schval'uju i v ostatnych krajinach ekonomicky vyspelého
sveta.

1996 — Statny ustav pre kontrolu lie¢iv (SUKL) schvaluje registriciu taxolu na

Slovensku.

1.8 Mechanizmus ucéinku taxolu

Taxol je cytotoxicky diterpén (C47Hs51NO)4) a ako vidiet’ na obrazku ¢. 1, molekula taxolu

pozostdva z dvoch odliSnych Struktirnych jednotiek. Prvou je vysoko funkéna

diterpénova Cast’ (kruhovy systém taxolu) a druhou je substituovana fenyl-izoserinova

strana ret’azca.

Primérny mechanizmus t¢inku taxolu spoc¢iva v tom, Ze ma silny inhibi¢ny u¢inok

na replikdciu bunky, teda ma schopnost’ stabilizovat mikrotubuly, atym naruSuje

rovnovahu medzi tubulinom a mikrotubulami, ktord je nevyhnutnd pre normadlne
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fungovanie bunky pricom zasahuje do G2/M fazy bunkového cyklu. Tym sa zastavuje
rast rakovinovych buniek (Kingston, 2005).
Je uc¢inny proti l'udskym nadorovym bunkovym linidam prsnika a vajecnikov

a pouziva sa v klinickej chemoterapii (Valachova et al., 2007).

Ao B oM
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Obr. 1 Chemicky vzorec taxolu (Edward, 1996)

1.9 Biotechnologie a produkcia taxolu

Pod pojmom biotechnologie rozumieme technologické postupy vypracované na
biologickom zaklade. V dneSnej dobe st biotechnologické metdody vel'mi vyuZzivané
aziadané. Biotechnologie zahfniajii poznatky zoblasti biochémie, molekularnej
genetiky, rastlinnej fyziologie, mikrobioldgie, génového inzinierstva a priemyselnych
technologii (Filova, 2004).

Biotechnologické postupy pontkaji moznost vyuzitia buniek, pletiv, organov
alebo celych organizmov, pre ich rast v in vitro kultare (Colin, 2001).

Komplex metdd zaloZenych na kultivécii in vitro predstavuje v sicasnosti moderny

a netradi¢ny systém S$lachtenia rastlin (Novak, 1990).

Podl'a Novaka (1990) sTachtitel'ské biotechnologie vychadzaju z tychto zakladnych
principov:
1. Velkéd populdcia buniek, zktorych kazda je potencialnym zdrojom celého
rastlinného organizmu, sa d4 dlhodobo kultivovat aza kontrolovanych
podmienok regenerovat’ narastliny. V pripade indukcie procesu somatickej

embryogenézy celd rastlina pochddza z jedinej somatickej bunky.
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2. Bunkova kultara je potencialnym zdrojom genetickej variability, lebo rastlinné
bunky in vitro st geneticky a chromozomalne nestabilné. Genetické nestabilita
sa da prenikavo zvysit’ pri pouziti mutagénov v kultare in vitro. Bunkové linie
¢asom nestracaju totipotenciu, ¢o umoziuje =ziskat vyrazni genetickl
premenlivost’ 1 u rastlin regenerovanych in vitro.

3. Geneticky réznorodd bunkova populdcia modze byt vystavena znacnym
selekénym tlakom (stresové podmienky prostredia, chemické latky, toxiny),
ktoré selektuju bunky nestuice Specifickil geneticki zmenu (mutéaciu). Niekedy
koreluje prejav znaku na bunkovej urovni s prejavom toho istého alebo iného
znaku na urovni celého organizmu. Znak selektovany in vitro sa prendsa po
regeneracii rastlinného organizmu sexudlnou, alebo vegetativhou cestou na
potomstvo v d’al§ich generaciach.

4. Populacia odvodena zhaploidnych buniek (napr. pelovych zfn) zvySuje
pravdepodobnost’ zachytenia recesivnych mutacii, ktoré nie si maskované
dominantnymi alelami.

5. Kultara organizovanych S$truktir rastlinného organizmu (zarodkov alebo
meristémov) predstavuje systém udrzania vysokej genetickej stability materialu.
Kultivacia organizovanych Struktiur, najmd meristémov, umoziiuje hromadne

mnozit’ geneticky identické potomstvo (klon) nepohlavnou cestou.

1.9.1 Explantatové techniky

Pod pojmom ,kultira rastlinnych explantatov in vitro* treba rozumiet asepticku
kultivaciu izolovanych casti rastlin v umelych (laboratérnych) podmienkach.
V experimentalnej praxi to znamend oddelit’ zo sterilne vypestovanej alebo povrchovo
sterilizovanej rastliny urciti ¢ast, umiestnit’ ju do sterilného priestoru a kultivovat’ ju za

viac-menej definovanych podmienok (Kovag, 1995).

Pri rastlinnom organizme sa vychddza ztoho, Ze rastliny moézu prechadzat
z diferencovanych buniek apletiv do meristematického stavu charakterizovaného
intenzivnym bunkovym delenim, sndslednou cytodiferenciaciou a regeneraciou
organov, resp. celych rastlin. Totiz kazda ziva bunka rastlinného organizmu je
totipotentna, t.j. obsahuje kompletnti genetickl informdciu, nutnt pre vyvin celistvého

organizmu. Priebeh morfogenézy veduci k regeneracii rastlin v podmienkach in vitro je
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rozhodujuci faktor, ovplyviujuci cytogenetické vlastnosti ziskanych jedincov.
Geneticka kontinuita prejavujlca sa stabilnym diploidnym karyotypom je zachovana pri
regeneracii rastlin in vitro zizolovanych rastovych vrcholov (meristémova kultura),

alebo pri odvodnent rastlin zygotnych embryi v embryonalnej kultare (Novak, 1990).

Podl'a Semana (1990) explantatové techniky na Urovni in vitro prinaSaji oproti
tradi¢nému pristupu nasledujuce vyhody:
e Moznost’ vytvorenia novych genotypov s takou kombindciou vlastnosti, ktort
nie je mozné ziskat’ klasickou metodou hybridizacie.
e Schopnost’ predbeznej selekcie genotypov so Ziadanymi znakmi uz na urcitej
urovni organizacie kultary in vitro.
e Moznost analyzy pripadnych chimér a znizenie ich vyskytu pri indukeii
morfogenézy z jednej bunky.
Podla vychodiskového explantitu rozoznavame tieto kultary (Béhmové et al.,
1988).
a) Organové kultiry — vychodiskovy explantat je diferencovany organ, patria sem
embryokultury a pelnicové kultury.
b) Pletivové kultiry — vychodiskovy explantat je ast’ somatického pletiva, napr.
korenova Spicka, vegetany vrchol, kvetné ¢asti a podobne.
¢) Bunkové kultury — vychodiskovy explantat je izolovana bunka.
d) Protoplastové kultiry — vychodiskovy explantit je bunka zbavend bunkovej

steny.

1.9.2 Bunkové kultury

Pre produkciu sekundarnych metabolitov su bunkové kultry dobrou alternativou.
Totizto rastlinné bunky s biosynteticky totipotentné, ¢o znamena, Ze kazdd bunka
v kultare si zachovéava kompletnu geneticka informaciu, a teda je schopnéd produkovat’
tie ist¢ chemické latky, ktoré sa vyskytuji v materskej rastline. Vyhody tychto
technologii pred konvenénymi popisali Rao a Ravishankar (2002) takto:

e je nezavisld od geografickych od geografickych zmien aroéznych

environmentalnych faktorov;
e pontka definovany produkcény systém, ktory zabezpecCuje nepretrzitii tvorbu

produktov rovnakej kvality a vytazku,
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e umoznuje produkciu novych zlucenin.
Cely proces produkcie sekundarnych metabolitov bunkovymi kultirami zacina

vyberom individudlnych rastlin na zaklade ich produktivity Zelanej zluceniny. Cely

proces je schematicky znazorneny na obrazku ¢. 2.

* * Skrining rastiin na produkciu sekundamych

* Viyber najlepsich genotypov (chemicky skrining)
. ' ZaloZenie kalusovej kultiry (optimalizécia zioZenia
S ecverr B EE3  Hmd)

Dihodoba kalusové kultiira (sublkultivatng cyidy
premeniiva torba metabolitov)

D G cccccs EBEE | . wbing kokusowt s (siebing

produkcia metabolitov)

Shrining produkivty (rastows charakdenstily
(== produkcia matabolitov) a wiber naflepsich
bunkovych lini

Bunkové suspenzré kullilry (biosyntebicke drany,
elicitacia, imobilizacia, genetickd modifikécie)

Bioreakdorows Stidie (rastowd charakbenstiky,
produktivita, permeabilizacia. modifikacie
reakiného prostredia)

Obr. 2 Schematické znazornenie produkcie sekundarnych metabolitov bunkovymi kultiirami

(PSenakova et al, 2003)
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1.10 Ziskavanie taxolu

1.10.1 Ziskavanie taxolu zo stromov

Ako vidiet’ z obrazku 3, povodny postup
pripravy taxolu izoldciou z kory
pacifického tisu nie je z ekologického ani
ekonomického hl'adiska dlhodobo

perspektivny, pretoZze dochadza k ni¢eniu

vzacnych stromov. Strobel et al.(1996) vo
iy 2 4 -t

svojej praci uvadzajl, ze na ziskanie 2 g Obr. 3 Ziskavanie kory tisu baccata

Cisttho taxolu je potrebné znicenie (www.cem.msu.edu)

dvanastich vel'kych stromov a stoji to okolo 10 000 USD.

Taktiez Hansen (1999) uvéadza, Ze na ziskanie 1 kg cistého taxolu musi byt
obetovanych 3000 stromov alebo jeden az dva stromy na jednu liecbu.

Doposial’ prirodny taxol tazi jedina firma Bristol Myers Squibb, ktora ako jedina
ma licenciu na ziskavanie taxolu z kory prirodného pacifického tisu. Velka pozornost’
sa venuje zakladaniu plantazi, zameranych na produkciu kory. Aj ked’ bol taxol zisteny
1v kore inych druhov tisu, najperspektivnejSie sa javi objav taxolu v ihli¢i hybridu
Taxus x media Redhel, vznikajicom krizenim Taxus cupsidata Sieb. Et Zucc. a Taxus
baccata L., v mnozstve porovnatelnom s mnozstvom v kore pacifického tisu. Ihlicie je
na rozdiel od kory obnovitelny zdroj, pretoze tis je schopny intenzivne zmladzovat’

(Valachovig, 1998).

V praxi bolo navrhnutych niekolko variantov rieSenia tohto problému. Okrem
syntézy taxolu a semisyntézy taxolu dosyntetizovanim z prekurzora 10-
deacetylbaccatinu, ktoré vsak z ekonomickych dovodov neznamenali perspektivny
spdsob pripravy taxolu, boli to biotechnologické postupy vyuzivajiice ako producentov

rastlinné, resp. mikrobidlne bunky (Kingston, 2005).

1.10.2 Enzymaticka semisyntéza

Biosyntéza protirakovinovej drogy Taxol z Taxus brevifolia aenzymy spojené

s touto cestou boli v podstate objasnené. Vela génov kodujucich tieto enzymy boli
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charakterizované a klonované. Expresia tychto enzymov v baktériach, kvasinkach,
hubéch alebo rastlinach a vyvoj v adaptovanych bioreaktoroch mdéze znamenat’ sposob,

ako riesit’ zdsobovaci problém ucinnej drogy Taxol (Frense, 2007).

1.10.3 Semisyntéza taxolu

V kore aihli¢i tisov sa popri taxole nachadza SirSia Skala taxdnovych derivatov,
Struktarou blizkych taxolu. Z niektorych sa da taxol pripravit’ troj- az Stvorstupniovou
syntézou realizovate'nou v priemyselnych objemoch. V stG¢asnosti najvyznamne;jsi
taxanovy derivat pouzivany na semisyntézu findlnej substancie 10-deacetylbaccatin III,

sa nachadza v zaujimavom mnozstve v ihli¢i eurdpskeho tisu (Valachovié, 1998).

Taxol sa vyraba vo velkom mnoZstve semisyntézou z prekurzoru baccatin III
(Kingston, 2005).

Cela syntéza taxolu a jeho analogov zacina z 10-deacetylbaccatinu III, ktory musi
byt zabezpeceny v C7, a C10 pred acylaciou, ktora prebehne na C13 pozicii. Syntéza

taxolu je schematicky znazornena na obrazku 4.
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Taxoid metabolites in Taxus
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Obr. 4 Biosyntéza taxolu primarnym metabolizmom (Ketchum a Croteau, 2006).

1.10.4 Produkcia taxolu pomocou hub a mikroorganizmov

Povodne sa predpokladalo, Ze primarnym zdrojom taxénov je ihli¢ie a vodivé pletivo

floém v podkore stromov Taxus spp.
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Prvym ddékazom, Ze aj iné organizmy ako rastlinné bunky dokézu produkovat
taxany, bolo objavenie mikroorganizmu Taxomyces andreanae z triedy Hyphomycetes.
Endofytickd huba bola izolovand z Taxus brevifolia a je schopna produkovat’ taxoidné
metabolity kultivaciou v semisyntetickom kvapalnom médiu. Produkcia taxolu bola
zaznamenana okrem endofytu Taxonomyces andreanae aj u Periconia spp., endofytu
Torreya grandifolia a Seimatoantlerium nepalense, endofytu z Himalajskeho tisu Taxus
wallichiana. Taktiez baktérie rodu Erwinia, izolované z Taxus canadensis produkuju
taxol a pribuzné taxany kultiviciou na jednoduchom semisyntetickom, alebo

syntetickom médiu (Valachova et al., 2007).

1.10.5 Produkcia taxolu bunkovymi kultirami

Velkd pozornost je venovanid produkcii taxolu, resp. 10-deacetylbaccatinu III
biotechnologickou cestou z izolovanych buniek alebo pletiv suspendovanych v zivnych

roztokoch v optimalnych podmienkach (Valachovi¢, 1998).

Podla Frenseho (2007) je tisova bunkova kultira povazovana za sl'ubny ndstroj
k produkecii taxolu, pricom jej produkcia bola prvykrat popisana Christenom a neskor

patentovand v roku 1991 (Guo et al., 2006).

Pokrok bol spraveny v ramci vzrastajiceho zisku taxolu v kultare, ktora bola
obohacovana prekurzormi a cukrami, alebo pouzitim elicitorov (stimuldtorov), ako

metyljasmonat, hubové kultary, vanadylsulfat a chytosan (Guo et al., 2006).

Stadie optimalizacie mnoZstva produkcie ukézali rozsireny obsah taxolu rozne
spracovanych tisovych bunkovych kultir, porovnavanych s kontrolou. Koncentracia
taxolu v rastlinnych bunkich dosiahla pridanim metyljasmonatu priblizne 0,5 %
hmotnosti su$iny. Metyljasmonat indukuje zvySenu regulaciu génov sekundarnych
metabolitov Specificky zapojenych pri strese, mechanickom poSkodeni a patogénnych
situdciach (Frense, 2007).

Akumulécia taxolu v bunkach vedie k spatnému potlaceniu a degradacii produktu.
Preto in situ odstranenie taxolu zo suspenznych kultir je nevyhnutné pre zvySenie
produkcie. Bol vytvoreny perfuzny bioreaktor zahfiiajiici jednoduché a efektivne
bunkové separacné nastroje. Vonkajsi rad zahfiiajuci polymerické Zivice extrahuje

priebezne sekundarne metabolity. Stabilnd bunkova separacia bola dosiahnutd s E.
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californica suspenznymi bunkami, pouzivanymi ako model biologického systému.
Stidie s inymi rastlinnymi druhmi museli byt’ riadené; zdalo sa, Ze predbezné vzorky
vykonané s Nicotiana tabaccum predbezne potvrdzuju aplikovatel'nost’ bioreaktora na

bunkovu suspenziu (Frense, 2007).

Hoci doteraz bolo preskimanych vela druhov tisu pre produkciu taxolu pouzitim
rastlinnych bunkovych kultir a dosiahol sa zna¢ny uspech, stale jej komeréné vyuzitie
je limitované z dovodu nizkej produkcie a z nestaleho ziskavania produktov, rovnako
ako produkc¢nej cene. Preto pre komeréné pouzitie taxolu je potrebna vysoka ziskovost
taxolu a rychly rast bunkovych linii. Toto méze byt splnené pozitim bunkovych selekcii
v kombinacii so strednou mierou optimalizécie, elicitacie a optimalizacie extrakénych

procesov (Guo et al., 2007).

V tabul’ke 2 je mozné porovnat’ produkciu taxolu za pomoci bunkovej kultivacii vo

fI'asi a v bioreaktore.
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Tabulka 2 Produkcia taxolu vyprodukovana na zéklade bunkovej kultivacie (Frense,
2007).

Vo fTasi

T. canadensis (C93AD)

T. chinensis

T. cupsidata

T. canadensis

T. cupsidata

T. media

T. cupsidata

T. chinensis var. Mairei

T. baccata
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1.11 Ekofyziologicka charakteristika tisu

1.11.1 Fotosyntéza

Rastliny st otvorené systémy, v ktorych dochadza k neustalej vymene hmoty (CO,, O,
H,0, mineralnych latok), energie a informacii s okolitym prostredim. Medzi vlastné
metabolické procesy v rastlinach patria reakcie anabolické (pri ktorych dochadza

k vystavbe Struktur) a katabolické (spojené s odburavanim a rozkladom latok).

Fotosyntéza zahriiuje fotochemické procesy, ktoré prebiehaji za pritomnosti
svetla, enzymatické procesy nevyzadujuce svetlo a procesy difuzie, ktoré umoznuji
vymenu oxidu uhli¢itétho a kyslika medzi chloroplastmi a vonkaj§im vzduchom
(Larcher, 1984; Prochazka et al., 1998).

Z pohl'adu existencie zivota ju povaZujeme za najddlezitejSi proces na zemi
(Prochazka et al., 1998).

Prevaznd vicsina rastlin patri medzi autotrofné organizmy, kde ich zdrojom
energie je ziarenie (fotoautotrofia), alebo niektoré organické latky.

Fotosyntézou oznacujeme velky subor reakcii, ktoré sa casto vyjadruji

nasledovnou v§eobecnou rovnicou:

nCO, +nH,0—"->(CH,0), +n0O,

kde hv je kvantum slnecnej energie.

Uvedeny vztah je treba chapat’ ako nazorné vyjadrenie stthrnu vSetkych reakcii,
kedy dochadza k vzniku organickych latok (CH,O), a k uvolfiovaniu molekularneho

kyslika O, a to z oxidu uhli¢itého (CO,) a vody (H,O) (Prochazka et al., 1998).
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1.11.2 Fotosyntetické Struktiry

1.11.2.1  Chloroplasty

Podl'a Michalika (1987) je fotosyntéza jeden z najdolezitejSich biologickych procesov
v prirode a prebiecha v Specializovanych bunkovych organelach nazyvanych

chloroplasty, ktoré sa nachddzaji najma v mezofylovych bunkach zelenych listov.

Chloroplast je najmensSia Strukturalna i1 funkéna jednotka, ktora je schopna i po
izolacii absorbovat’ ziarenie, fixovat CO, a zabudovavat uhlik do sacharidov

(Prochéazka et al., 1998).

Chloroplasty sa skladaji z vnitorného systému membran, ktory je obaleny

vonkajSou lipoproteinovou membranou (Michalik, 1987).

Chloroplasty vysSich rastlin maju dve obalové membrany ro6znych vlastnosti.
Selektivne prenasace pre vymenu latok medzi chloroplastom a cytoplazmou ma vSak

len vnatorna z nich (Setlik et al. 2010).

Pod dvoma obalovymi membranami chloroplastu sa nachddza vnutorné amorfné
médium, ktoré sa nazyva stroma. Typickymi utvarmi chloroplastov su tylakoidy
predstavujice rozprestreté systémy vnutornej membrany podobné plochym mechtrikom
(tylakoidy stromy), alebo vzdjomne na seba natlatenych resp. navrstvenych tylakoidov

nazyvanych grané (Prochazka et al., 1998).

Podrla Prochéazka et al. (1998) v tychto tylakoidoch je mozné rozlisit’ malé atvary
nazyvané fotosystém I (PSI), zatial o vicSie Castice na vonkajSom povrchu tychto
tylakoidov sa povazuji za ATP-syntetdzy a d’alej Struktiry svetlozberného pigmento-
proteinového komplexu fotosystému II (PSII). Zvyknu byt detekované ako velké

Castice na stlacenych membranach granalnych tylakoidov.

Grana umoznuju priestorové rozdelenie PSI, ktory sa nachadza v rozvetvenych
membranach a PSII, ktory sa nachadza v natlacenych membranach (Voet a Voetova,
1995). Taktiez dovodom moze byt aj to, Zze PSI vyuziva ziarenie o nizkej energii a pri

blizkom kontakte by PSI mohol preberat’ aj excitony z PSII.

30



Lamely

stromy Medzibunkowy priestor
(miesto PSI)

Tylakoid SRR Vonkajsi
e membrina

Lamely gran
(komin {
tylakoidov a
miesto P5II)

Tylakoid

Stroma T
i i tylakoidu ——1 Lamela
vn utﬂrrla Grana stromy
membrina

(komin tylakoidov)

Obr. 5 Schématické znazornenie chloroplastu vysSich rastlin (Krulova 2007).
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Obr. 6 Topologické rozmiestnenie jednotlivych makromolekularnych komponentov na tylakoidoch

chloroplastu (Voet a Voetova, 1995).
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Membrana tylakoidov je zlozenad z lipidovej dvojvrstvy, v ktorej st ulozené
pigmento-proteinové komplexy (PPC). Hlavnou zlozkou membrany su galaktolipidy
a fosfolipidy. Absorpciu slnecného Zziarenia a jeho prenos zabezpecuju PPC, ktoré st

tvorené chlorofylom a karotenoidmi viazanymi na bielkoviny (Prochazka et al., 1998).

Tam zacina premena energie rozdelenim nébojov a pokracuje prenosom
elektronov, presunmi proténov asyntézou ATP. Prenosy elektronov u oxygénnej

fotosyntézy navodzuju oxidaciu vody, ktora je taktiez viazana na membranu.

K pohlteniu excitonu reakénym centrom vSak ddjde jedine vtedy, ak je primarny
donor schopny excitacie. To znamend, ze jeho chlorofyl je v zdkladnom stave a ma ten
elektron, ktory prechadza do vybudeného stavu a prenasa sa d’alej na primarny akceptor,

takze chlorofyl sa oxiduje (Setlik et al., 2010).

Kone¢nymi produktmi reakcii katalyzovanych osvetlenymi tylakoidmi je O,
NADPH + H' a ATP. Konverzia auchovanie energie v chloroplastoch tzko suvisi
s chlorofylom viazanym na bielkoviny, ktoré pohlcuji energiu ziarenia a menia ju na

energiu redoxnt (Prochazka et al., 1998).

V tylakoidnej membrane sa energia slne¢né¢ho ziarenia premieiia na redukény
potencial elektronov. Takto sa redukuje NADP™ na NADPH+H", a taktieZ sa umozni

tok elektronov, ktorého dosledkom je presun protonov H'™ a syntéza ATP.

T

Haat
v

Triylehold

Stroema

Obr. 7 Schématické znazornenie presunu elektronov (oranzové Sipky) a protonov (modré Sipky)
(Baker et al., 2007).
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Enzym Rubisco (ribuldzo-1,5-bisfosfat karboxyldaza/oxygenaza) obsiahnuty
v plazmatickom oddeleni chloroplastu viaze oxid uhli¢ity na akceptor ribulozo-1,5-
bisfosfat (RuBP). Rozstiepenim produktu karbaxylacie vznikni dve molekuly kyseliny
3-fosfoglycerovej (3-PGA), ktoré sa redukuju na dve tridzy. Tie potom sluzia ako
vysledny produkt chloroplastovych reakcii a taktiez vstupuju do Calvinovho cyklu, kde
regeneruju akceptor RuBP. Pri karboxylacii RuBP aredukcii 3-PGA sa oxiduje
redukovany prenasaé NADPH+H" a hydrolyzuje sa energiou bohata vizba ATP. Oboje

dodavaju svetelné fotochemické reakcie fotosyntézy (Setlik et al. 2010).

1.11.2.2  Fotosyntetické pigmenty

Primarnou poziadavkou pre priebeh fotosyntézy je absorpcia Ziarenia v chloroplastoch.
Stupenl vyuZzitia Ziarenia je zavisly na koncentracii chlorofylu, alebo presnejSie na
koncentrécii fotosynteticky aktivnych pigmentov (Larcher, 1984).

Podl'a Setlik et al. (2010) patria vetky farbiva fotosyntetickych membran do
dvoch skupin: tetrapyroly s uzavretym kruhom su chlorofyly, s kruhom otvorenym st
fykobiliny. Polyizoprény su karotenoidy, ktoré¢ sa delia na uhlovodikové karotény

a kyslikaté xantofyly.

Chlorofyly

Zékladom Struktary chlorofylu su porfyriny,
¢o st tetrapyroly vzdjomne pospdjané
metinovymi mostikmi (—CH=) as chelatovo
viazanym Mg”". Pokial’ hor¢ik v kruhu chyba,
nazyvame  tieto  pigmenty  feofytiny,
s prislusnym pismenom chlorofylu, z ktorého
je feofytin odvodeny (Setlik et al., 2010;
Prochazka et al., 1998).

Chlorofyl a: R =CH,

Hydrofilny charakter porfyrinu je do Chlorofyl b: R =CHO

znacney miery prekryty lipofilnym Obr. 8 Struktirny vzorec chlorofylu a a b.
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charakterom fytolu, ktorym je esterifikovany zvySok kyseliny propionovej na C7
uhliku. Rozdiel medzi chlorofylom a a chlorofylom b je len v rozdielnych skupinach na
C3 uhliku (pyrolovy kruh II). Celkovo prevlada lipofilny charakter chlorofylu, ktory je
rozpustny v nepolarnych organickych rozpustadlach. Chlorofyl a je nevyhnutny pre
vlastni premenu energie vo fotosyntéze. VSetky ostatné pigmenty maji len pomocnu
funkciu, pretoze zachytavaju dopadajice slne¢né Ziarenie a energiu svojho excitované¢ho

stavu prenasajui na chlorofyl a (Prochazka et al., 1998).

Karotenoidy

Karotenoidy su terpenoidy, rozmanité v podrobnostiach Struktiry molekul a spektier pri
zachovani jednotnej stavebnej schémy a zakladnych spektralnych vlastnostiach. Su to
bud’ uhl'ovodiky, karotény alebo kyslikaté zluc¢eniny a z nich odvodené xantofyly. Ich
zakladny skelet obsahuje 40 atomov uhliku aje postaveny z Osmich izoprenovych
jednotiek (Setlik et al., 2010).

Z karoténov sa v listoch wvySSich rastlin najcastejSie vyskytuje pf-karotén,
z xantofylov violaxantin, lutein a zeaxantin. Taktiez st ¢iasto¢ne viazané na bielkoviny.
St to doplnkové pigmenty, ktoré predovSetkym chrania fotosynteticky aparat pred

nevratnou fotooxidaciou (Prochéazka et al., 1998).

Pred fotooxidaciou chrania najmi [B-karotény a to tak, Ze brania tripletov
deexcitaciou energie. Xantofyli maji vyznamnu Glohu v anténach a to ako svetlozberné
farbiva a ako reguldtory ucinnosti prenosu excitacie z antény do reakéného centra

fotosystémov (Setlik et al., 2010).

Vsetky fotosyntetické farbiva st lokalizované v chloroplastoch, ato vyhradne
v membranach vo forme PPC. V tylakoidnych membranach sa nachadzaju vsetky
chlorofyly a prevazna Cast’ karotenoidov. Membrany plastidov obsahuju karotenoidy,
ato asi 0.9 % zo suSiny chloroplastu. Obalové membrany chloroplastov s tmavo ZIté,
pretoze obsahuju karotenoidy, hlavne violaxantin, zatial' co v tylakoidoch prevlada f-

karotén. Karotenoidy obsahuji obe obalové membrany (Prochazka et al., 1998).
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1.11.3 Vplyv faktorov prostredia na fotosyntézu

Zavislost’ rychlosti fotosyntézy na vonkajSich podmienkach je vysledkom zavislosti
aktivity jednotlivych parcialnych pochodov (Setlik et al., 2010).
Kazdy ztychto diel¢ich pochodov je ovplyviiovany vnutornymi a vonkajSimi
faktormi a moze limitovat’ vytazok celého procesu fotosyntézy (Larcher, 1984).
Fotosyntéza moze byt ovplyviiovand vonkajSimi i vnatornymi faktormi medzi
ktoré patria svetlo, CO,, teplota ainé. Medzi vnutorné faktory moézeme zaradit

anatomicka stavba listu, obsah chlorofylu a d’alSie (Prochéazka et al., 1998).

1.11.3.1 Zavislost na svetelnych podmienkach

Zavislostou na oziareni resp. zavislostou na svetelnych podmienkach sa zaoberal uz aj
Mitchell (1998) vo svojej praci kde porovnaval dva druhy tisu, Taxusu brevifolia

a Taxus baccata.

Taxus brevifolia je tietomilny dvojdomy druh, ale do akej miery sa samcie
a samiCie rastliny dokazu prisposobit’ po stranke fyziologickej a morfologickej na
meniace sa svetelné podmienky, nie je dostatotne zname. Skodlivé G¢inky slneéného
Ziarenia na fotosynteticky systém mozu byt zmiernené zmenou po fyziologickej
a morfologickej stranke. Mitchell (1998) skumal pohlavno-Specifické zmeny na
oziarenie medzi sam¢imi a samicimi rastlinami Taxus brevifolia pestovanych na slnku
a v tieni. Taktiez Studoval konkrétne druhové zmeny na Taxus baccata a porovnaval ich
s reakciami rastlin Taxus brevifolia. Porovnaval fyziologickli aklimatizdciu na
fluorescenciu chlorofylu a, fotosyntézu, transpirdciu, vodny rezim a prieduchovi
vodivost’. Morfologické zmeny na vysoké Ziarenie stanovoval z merania listovej plochy

a distribucie prieduchov listov vyrastenych na slnku a v tieni.

Je zname, ze pri zvySovani ozarovania v tylakoidov sa zvySuje okamzitd
koncentracia excitacie, ale sucasne klesa pocet otvorenych reakénych centier, v ktorych
moze byt excitacia U€inne premenend. Preto sa s rastiicim Ziarenim zniZuje G¢innost’
premeny pohltené¢ho ziarenia, a tito energia sa premeni na teplo alebo fluorescenciu

chlorofylu (Setlik et al., 2010).
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Taktiez reakcia na silné ziarenie je urastlin spojena s reorganizaciou
fotosystému PSII a jeho svetlozbernej antény. ZvySuje sa mnoZstvo PSII v dosledku
viacSiecho poctu reakénych centier a poziadavky wudrzania vysokej rychlosti

elektronového transportu (Park et al., 1997; Bailey et al., 2001).

Mitchell (1998) zistil, ze samcie i samiCie rastliny Taxus brevifolia pestované
v rovnakych svetelnych podmienkach sa vyrazne neliSili pokial i§lo o meranie
fyziologickych charakteristik, vratane rychlosti fotosyntézy. Rovnako sa nelisili
morfologické znaky, ako je dizka ¢&i hrabka ihlic alebo listova plocha. Avsak zistil
rozdiely v Taxus brevifolia pestovanych na slnku a v tieni. Rozdiely boli signifikantne
vysSie vo vzorkach rastlin odobranych ztiena ato vo fotochemickej uc€innosti,
zékladnej fluorescencie a variabilnej fluorescencie, ako vo vzorkdch odobratych
z rastlin na slnku. To poukazuje na skutoCnost’, ze rastliny rastice v tieni mali viac
pigmentov v PSII, lepSie otvorené reakéné centrd a tym lepSiu fotochemicku G€innost’

a boli menej nachylné na fotoinhibiciu.

Pric¢inou poskodenia oznacovaného ako fotoihibicia je inaktivacia PSII
sposobend modifikaciou aminokyselin v bielkovine D1. Pretoze nie je mozna vymena
len poskodenej aminokyseliny, musi byt najprv celkom rozlozeny protein D1, potom
nanovo syntetizovany a znova vlozeny ako sucast PSII. Odhaduje sa, ze tymto

procesom sa zniZuje fotosyntéza az o 15 % (Prochéazka et al., 1998).

1.11.3.2  Zavislost na ro¢nom obdobi

Rastliny rastu pri roznych svetelnych a teplotnych podmienkach, ktoré sa mézu vyrazne
menit’ pocas vegetacné¢ho obdobia aj medzi jednotlivymi vegetatnymi rokmi. Ako sa
menia podmienky, meni sa i rovnovaha medzi absorpciou svetelnej energie a fixaciou
CO,. Ak je znizena produkcia asimilatov prostrednictvom Calvinovho cyklu, dochadza
k zvy$eniu tvorby reakénych foriem kyslika (ROS), ktoré st pre metabolizmus bunky
toxické. Ak ROS nie st vychytavané¢ detoxikaénym metabolizmom, tak atakuju
komponenty chloroplastov, ako su bielkoviny a fotosyntetické pigmenty. Pokial
nedochédza k reparécii poskodenych miest, chloroplast straca svoju funkénost’ a teda
dochddza k fotodestrukcii abunka zanika. Rastlina ma niekol’ko obrannych

mechanizmov, ktoré brania fotodestrukcii (Tanaka, 2007).
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Jednym zo sposobov je prisna kontrola velkosti svetlozbernej anténny, ktora
reguluje mnozstvo svetla a energie absorbovanej rastlinou (Anderson, 1986; Melis,

1991).

Pri vysokych déavkach ziarenia dochadza k =znizeniu syntézy pigmento-
proteinovych komplexov, ¢o vedie k tvorbe fotosystému s menSou anténnou. Okrem
toho moézu rastliny disipovat’ absorbovanu svetelnii energiu, ktora nie je schopny
fotosynteticky mechanizmus vyuzit. Tato nadbyto¢na svetelna energia je z reakéného
centra odvadzana napr. vo forme tepla. Rastliny vyuzivaji rézne mechanizmy na
vyrovnavanie reakcii v reakénych centrach vyvolanych nadmernym Ziarenim. Napriklad
elektrény vyprodukované pri oxidécii vody su prenesené do molekuly O, za vzniku O,
ktory je neskor konvertovany na vodu enzymami superoxiddismutdzou (SOD)

a askorbatperoxidazou (ASP) (tzv. cyklus voda-voda) (Tanaka, 2007).

NADP* 2GSH DHA ) )
prieduchovy
NADFPH GSSG z skavengerovy

systém

r_#:‘\s.-\l_

NADPH - .\-1D.~‘\.q:—_)) H, O

DHA \ L 0, H-(), tylakoidny
SF = e skavengerovy
0, CuZn-SOD systém

PS1 u

lumen

Obr. 9 Schematické znazornenie cyklu voda-voda v chloroplaste, znazornujuci fotoredukciu

z dioxidu na superoxid (Asada, 2000).

Tymto spésobom moézu rastliny spotrebovat’ a vyuzit' ekvivalentne zniZeny

nedostatok CO,, najmi v pripadoch uzatvorenia prieduchového aparatu. Spolocne tieto
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mechanizmy umoziuju rastline fotosyntetizovat' za roéznych podmienok prostredia.
Vyznamnym limitujucim cinitelom, najméd pre fotosyntézu stalozelenych rastlin
a ihlicnanov je vplyv chladu a mrazu. Napriklad, v podmienkach mrazu sa musia
rastliny vyrovnat’ s tvorbou extracelularneho I'adu, ¢o vedie k tazkej dehydratacii bunky

(Goldstein a Nobel, 1994).

Ako dosledok tohto tuhnutia sa meni zlozenie lipidovej membrany, koncentracia
cukrov a taktiez sa dramaticky menia niektoré Specifické metabolity vratane bielkovin
braniacich zamrznutiu (tzv. anti-freezing proteins). Okrem tychto zmien sa rastliny
vyvinuli Specifické obranné mechanizmy, bréniace fotosystém pred ucinkom mrazu.
Mraz moze spdsobit’ uplné uzavretie prieduchov a tak uplné zastavenie vymeny plynov,
inaktivaciu enzymov Calvin-Bensonovho cyklu, pricom zachytavanie svetelnej energie
pigmento-proteinovymi komplexami pokracuje. Tieto podmienky predstavuju hrozbu
pre prezitie buniek, pretoZze prebytok energie vedie k produkeii tripletového chlorofylu

a tvorbe ROS (Asada, 2000).

Tanaka (2007) robil vyskum na 8 m vysokych stromoch Taxus cuspidata. Zimné
vzorky zhromazdil v mesiacoch januér a februar, letné vzorky boli odobraté od marca
do jula. Meral fluorescenciu chlorofylu, a to maximalnu fotochemicku efektivitu PSII
(F\/Fy), poCiatocnu fluorescenciu na zaciatku svetelného pulzu (Fp) a maximalnu
fluorescenciu (F,,). TaktieZ pozoroval morfologické zmeny, ako su zmeny Struktiry

a lokalizacie chloroplastov.

Ultrastruktura a lokalizacia chloroplastov je dobre znama, pri¢om premiestnenie
chloroplastov v intracelularnom priestore je funkénou odpoved'ou najmid na zmenu
ziarenia. Toto premiestnenie slizi na kontrolu absorpcie svetelnej energie, ¢o je
dolezitym mechanizmom chraniacim fotosyntézu pred fotoinhibiciou (Ivanov et al.,

2002).

Pri porovnavani letnych a zimnych ihlic Tanaka (2007) dosiel k zaverom, Ze
letné ihlice mali velku vakuolu uprostred zvdzku buniek a chloroplasty sa nachadzali
v blizkosti plazmatickej membrany. Struktury gran boli dobre vyvinuté, o naznaduje,
ze v lete maju chloroplasty pravidelny tvar a su lokalizované v bunkach. V porovnani
s letnymi ihlicami, chloroplasty v zimnych ihliciach mali zmenent morfologiu. Vacsina
chloroplastov bola opuchnutd a zhromaZzdena v centre bunky. Ich obaly boli kl'ukaté
auzko spojené s okolitymi chloroplastmi a boli zvédcSej miery chranené od

cytoplazmatického priestoru. Ziadne iné¢ vyznamné rozdiely neboli zaznamenané.

38



Pri merani maximalnej fotochemickej aktivity (F\/F,,) medzi letnymi a zimnymi
thlicami aklimatizovanymi na laboratorne podmienky taktieZ neboli zistené Ziadne
rozdiely ¢o naznaCuje, ze pozorovany narast (F,/F,) bol zavisli na teplote. Tok
elektronov PSII bol v zimnych ihliciach o 50 % nizsi ako u ihlic rastlin pestovanych
v skleniku, ¢o poukazuje na to, Ze 1 v zimnych ihliciach je udrziavany PSII. AvSak po 1
h aklimatizacii pri 20°C bol tok elektronov porovnatelny s hodnotami dosiahnutymi
zrastlin pestovanych v skleniku. AvSak fotochemickd aktivita v zimnom obdobi sa

mdze 1isit’ v roznych regionoch (Tanaka, 2007).

1.11.3.3  Zavislost’ na koncentracii CO,

V dosledku priemyselnej Cinnosti sa neustdle zvySuje koncentracia CO, v atmosfére.
V sucasnej dobe je vela vyskumov zameranych na to, ako rastliny rastli v tomto
meniacom sa prostredi a nasledne ako budi ovplyviiované procesy vymeny plynov
medzi listom a prostredim. Avsak vysledky st rozporuplné, pricom nie je jasné, ako
zvySena dlhodoba koncentracia CO, ma U¢inok na vymenu plynov. Fotosynteticka
aktivita sa zvyCajne zvysi, ked sa zvySi okolitd koncentracia CO,, ale zlepSenie sa
pohybuje medzi stadiami od 0 po viac ako 200 %. Vyhonky pestované vo zvysenej
koncentracii CO, c¢asto vykazuji klesajucu aklimatizdciu na svetelné podmienky
a samotnu efektivnost’ karboxyléacie (Roberntz a Stockfors, 1998).

Niektoré stadie poukazuju na to, ze zvySenie CO, ovplyviluje rytmus rastu
rastlin tym, ze vykona zmenu v nacCasovani prasknutia pucika az po jeho zastavenie
rastu. ZvySené koncentracie atmosférického CO, moézu tiez ovplyvnit fenologiu bud’
priamo prostrednictvom zmeny v biochémii alebo fyziologii rastliny. Napriklad
zmenami v koncentrécii Skrobu alebo aj koncentracii horménov moze zmenit’ vegetacny
kl'ud arastové zakonitosti posunom nacasovania a trvania vegetacnej sezony. (Jach

a Ceulemans, 1999).

Roberntz a Stockfors (1998) zistili, Ze svetlom saturovand fotosyntéza, merana
v rasticej koncentracii CO; (Amax) bola 0 50 az 55 % vysSia po zvyseni CO,, ako pri
pestovani pri sucasnej koncentracii CO,, Ukazovatel' dusikovej koncentracie vysvetluje
zvySenie na 60 % varidcie An,. Efekt zvySenia CO; na A« bol najvacsi v ihliciach

s vysokou koncentraciou dusika.
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1.11.4 Dychanie rastlin

Pri anabolickych procesoch prebieha syntéza latok, z ktorych je rastlina vytvorena, pri
katabolickych procesoch su tieto latky odbtravané. Substraitom pre tieto reakcie su

sacharidy, tuky alebo bielkoviny (Larcher, 1984; Prochdka et al., 1998).

V procesoch fotosyntetickej asimilacie CO, sa tvoria sacharidy, ktoré
predstavuju zékladny zdroj energie a organicky viazaného uhliku a st nevyhnutné pre
zivot rastliny, ale taktiez pre vSetky heterotrofné organizmy. Energia ulozenda v
sacharidoch je riadene uvolfiovand v procesoch, ktoré sa sthrne nazyvaji dychanie
resp. respiracia (Pavlova, 2000).

ESte aj v sucasnom obdobi existuje malo poznatkov o zékladnych vztahoch medzi
fotosyntézou a dychanim. Je vSak potrebné do uvahy zobrat’ fakt, Ze energia potrebna
pre respiraciu bunky sa berie zo svetelnej fazy fotosyntézy (Cannell a Thornley, 2000).

Zatial' ¢o pri fotosyntéze je energia ziskavana vyuzitim energie slne¢ného
ziarenia, pri dychani dochadza k reakciam organického substratu s molekuldrnym
kyslikom. AvSak v obidvoch pripadoch sa vytvara kratkodoba energetickd zasoba vo
forme ATP (Prochazka et al., 1998). Takto konzervovana energia vo forme ATP, spolu
s reduk¢nou silou NADH a prislusnymi substratmi sa vyuzivaji pre syntézu d’alSich
dolezitych metabolitov (Prochazka et al., 1998; Pavlova, 2006).

Dychanie je subor procesov, ktorymi rastlina zaistuje vyuzitie asimildtov pre
rast, udrzanie Struktur a funkecii, transport latok a prijem idénov.

Chemicky mozno proces dychania sacharidov zapisat’ sumarnou rovnicou:

CeH1206 + 60, — 6CO, + 6H,O + 2820 kJ

Respiracia konven¢ne zahrniuje glykolyzu, Krebsov cyklus a transport
elektronov v dychacom retazci. Do procesov respiracie vSak moézu vstupit i latky
vzniknuté odburavanim proteinov alebo lipidov. Za normalnych podmienok sa
respirdcia ako celok prejavuje spotrebou O,, uvolfiovanim CO, avznikom H,O

(Pavlova, 2006)
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Respiraciou sa ,,straca‘ az polovica produktov fotosyntézy, ale 1 napriek tomu
oznacena ,,strata‘ neodpoveda vyznamu tohto procesu ajeho ulohe v metabolizme

rastliny (Prochazka et al., 1998).

Pri exergonickom rozklade latok je odStepovany vodik a energia sa uvolniuje
v postupnych krokoch. Vodik je prendSany na konecny akceptor elektronov. Pri dychani
je tymto akceptorom vzdusny kyslik, ktory prijima vodik zretazca prenasacov
elektronov po niekol'kych respiracnych reakcii v mitochondriach. V tomto procese sa
tvori ATP oxidativnou fosforilaciou (Larcher, 1998).

Organické latky sa v prvej faze menia na hexoézu, tuky podliehaju hydrolyze
lipAzou amenia sa na glycerol amastné kyseliny. Dalej z mastnych kyselin pri p-
oxid4cii za ucasti koenzymu A vznika acetylkoenzym A, ktory prechadza do Krebsovho
cyklu. Glycerol sa oxiduje na glyceraldehyd-3-fosfat, ktory prechadza do glykolyzy.
Bielkoviny sa v procese respiracie najprv hydrolyzuju na aminokyseliny, ktoré sa

oxida¢ne deaminuju (Prochéazka et al., 1998).

1.11.5 Rozdelenie procesov dychania

Proces dychania je metabolicky vel'mi komplexny. Vo vSeobecnosti mdzeme

rozdelit’ dychanie na nasledovné fazy (Setlik et al., 2010):

1. Glykolyza: Rozklad respiraéného substratu (sacharidy, tuky, bielkoviny)
prebiecha v postupnych krokoch; glykolyza, dekarboxilédcia, citratovy cyklus
a oxidacia kone¢ného akceptora elektronov NADH+H".

2. Krebsov cyklus: Oxydacia acetyl-CoA v Krebsovom cykle aZ na 2 molekuly
CO2.

3. Prenos elektréonov v dychacom retazci: Prenos elektronov z NADH+H™ az na
kyslik, ktory je takto redukovany na H,O.

4. Oxidacna fosforylacia: Pri ktorej je vol'na energia prenosu elektrénov spojena so

syntézou makroergickej zli¢eniny ATP.
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1.11.6 Faktory ovplyviiujice dychanie

Respiracia prebieha vo vSetkych zivych bunkéach stdle a poskytuje energiu vSetkym
zivotnym procesom, ktoré prebichaju v rastlindich v tme a taktiez vSetkym Zivotnym
procesom, ktoré prebiehaju na svetle mimo chloroplastov. Rychlost’ respiracie zavisi na
rastove] a funkénej aktivite rastliny alebo jej Casti a taktiez na faktoroch vonkajSicho

prostredia (Pavlova, 2006).

1.11.6.1  Zavislost’ na svetelnych podmienkach

Prochdzka et al. (1998) uvadza, Ze priamy u¢inok Zziarenia na zniZenie rychlosti
dychania vo fotosyntetickych bunkach je predpokladané viacerymi autormi. V zévislosti
na spOsobe merania sa uvadza, ze bunky obsahujuce chloroplasty redukuji na svetle

rychlost’ dychania na 70 az 35 % dychania v tme.

Intenzita svetla behom dna mé& vSak na rychlost’ dychania vplyv ibehom
naslednej periédy tmy. Boli stanovené i zmeny rychlosti dychania korefiov indukované
svetelnymi pomermi, ktorym boli vystavené listy. Pritom sa rozliSuje ako pdsobenie
prostrednictvom fotosyntézy, kde sa uplatiiuje mnozstvo substratu a taktiez ako
Specificky ucinok svetla prejavujici sa mechanizmom zatial’ nezndmym (Prochézka et

al., 1998).

Rychlost’ aktualneho prijmu avydaja CO, alebo O, listom na svetle je
determinovana aspon Styrmi procesmi (Prochdzka et al., 1998):

1. fotosyntézou,

2. fotorespiraciou,
3. respiraciou
4

reutilizaciou CO, alebo O,.

1.11.6.2  Zavislost na teplotnych podmienkach

Podl'a Prochazka et al., (1998) teplotna zavislost’ rychlosti dychania vykazuje minimum

okolo 0 °C, optimum v rozpéti 30 az 40 °C a maximalne hodnoty nad 50 °C. V rozsahu
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teplot od 10 do 25 °C je zvySenie rychlosti dychania naraste tepoty o 10 °C asi
dvojnésobné, teda Qi je 2,0 (Atkin a Tjoelker, 2003).

Casto teplotou sprostredkované zmeny v R st modelované ako jednoduché
exponencialne funkcie teploty s konStantnym Q) blizko 2,0. V niektorych ohl'adoch je
to prekvapujuce, pretoze bolo dlho zname, Zze Q)¢ nie je konStantna ani pri urovni okolo
2,0 s vynimkou po obmedzeni teplotného rozsahu. Skor je Qj¢ zavisla na tvare krivky

odozvy dychania na teplote (Prochéazka et al., 1998).

Nedavne prace ukazali, Ze teplotnd zavislost Qo je druhovo Specificka.
V doésledku toho mozno konstatovat, ze kratkodobé zvySenie teploty moéze mat’ vacsi
potencidlny vplyv na dychanie urastlin rasticich v chladnejSich podnebiach ako
u rastlin rastucich v teplejSom podnebi. Hodnoty Qo vo vzdy zelenych rastlinach su

vysSie zime ako v lete (Atkin a Tjoelker, 2003).

Celkovo, tepelna aklimatizacia respirdcie vyustuje v dlhodobu zniZenu citlivost’

respiracie na teplotu (Larigauderie a Korner, 1995).

Nedavne Studie naznauji, Ze najdolezitejSim faktorom zodpovednym za
teplotnu zavislost' Qj¢ je vplyv teploty na reguldciu maximalnej enzymatickej aktivity
procesu dychania (Atkin et al., 2002).

Pri nameranych nizkych teplotach (5 °C) je respiracny tok obmedzeny
pravdepodobne cez Vyax z respiratného aparatu (t.j. glykolyza, Krebsov cyklus
a mitochondridlny transport elektronov). Je to kvoli inhibicnému efektu chladu na
potencidlnu enzymovl aktivitu a/alebo kvoli obmedzeniam funkcii membranovych
enzymov pri teplotach nizSich ako prechodova teplota (Ty,). Pri strednych teplotach je
respiraény tok menej limitovany (25 °C) enzymatickou kapacitou z dovodu zvySenia
Vimax €nzymov viazanych v rozpustnej membrane. Dychanie bude pravdepodobne
limitované dostupnostou substratu a/alebo adenylatmi (najmid pomer ATP ku ADP
a koncentracia ADP). Zvysend priepustnost membran pri teplotach nad prechodovou
teplotou (T,,) (najmi pri vysokych teplotich) by mohli prispievat’ substratovému
obmedzeniu, pretoze koncentracné gradienty (medziprodukty Krebsovho cyklu) je
tazko udrzat, ked’ mitochondridlne membrany maju zvySeni priepustnost’ (Atkin

a Tjoelker, 2003).
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1.11.6.3  Zavislost respiracie od koncentracie CO,

Ak sa koncentracia atmosférického CO, zvySuje, md to rozne dosledky na
metabolizmus rastlin, ako napriklad zmeny vo fotosyntéze, fotorespiracii alebo
v dychani (Jahnke a Krewitt, 2002).

Pokial' ide o rychlost dychania, daji sa zprehladu literatiry odvodit' udaje
osilnom vplyve CO, na rychlost respiracie (R) rovnako ako popisy pokusov
preukazujucich nezavislost’” R na koncentracii CO, v atmosfére obklopujuce; list alebo
celu rastlinu (Prochazka et, al., 1998).

Aj Roberntz a Stockfors (1998) popisuju, ze respirdcia sa moze menit zvySenim

alebo znizenim koncentracie CO,.

Prochazka et al. (1998) uvadza, ze CO, pdsobi priamo na rastliny len dvoma
sposobmi:
1. ovplyviiuje rychlost karboxyldcie enzymom Rubisco, pripadne meni pomer
medzi jeho karboxylazovou a oxygenazovou aktivitou a

2. meni otvorenost’ prieduchov.

Nepriame ucinky respirdcie mézeme pozorovat, ked rastlina rastie pod zvySenou
koncentraciou CO, dlhs§i Cas. Tieto zmeny moédzu viest k zvySenym narokom na
respiraciu kvoli vyssej dostupnosti substratu od syntézy nestrukturdlnych sacharidov
pocas dna, kedy atmosféricky CO; narasta (Thomas a Griffin, 1994). Tiez sa ale zistilo,
ze pri dlhodobom zvySeni CO, sa zniZila rychlost’ respirdcie, alebo sa nepozoroval

ziadny signifikantny efekt (Thomas a Griffin, 1994; Jahnke a Krewitt, 2002).

1.11.7 Vodny rezim rastlin

Zivot vznikol vo vode avoda je stile jediné prostredie, kde moézu prebichat

biochemické procesy (Larcher, 1984).

Rastliny sa skladaju prevazne z vody, napr. listy Cerstvej zeleniny obsahuja 90

az 99 %. Menej vody obsahuji xylémové Casti stoniek, korene 70 az 90 % a najmenej
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vody obsahuji semend 5 az 15 %, niektoré¢ semena s velkym obsahom tuku len 5 az 7

% vody (Larcher 1984; Prochazka et al., 1998).

I pri relativne vel'mi malom obsahu vody v semene sa viilom moéze udrzat
zivotaschopny zdrodok i niekol’ko rokov. Naproti tomu kratkodoby pokles mnozstva
vody v listoch pod cca 60 % vedie k nevratnému poskodeniu tkaniva a k smrti organu
(Prochazka et al., 1998).

Zivotu na stsi sa rastliny prisposobili tym, Ze vyvinuli §truktarne i metabolické
mechanizmy, ktoré im umoziuju vytvorit a udrzat' dostato€ne hydratované vnutorné
prostredie a prezit' kritické obdobia nedostatku vody. Podla charakteru adaptacie
a prevazujucej stratégii sa rastliny oznacuju ako poikilohydrické alebo homoiohydrické

(Pavlova, 2005).

1.11.8 Poikolihydrické rastliny

Prispdsobuju svoj obsah vody vlhkosti okoliu, teda st tolerantné k vyschnutiu. Patria
sem baktérie, riasy, sinice. Tieto rastliny mozu ,,vyschnit* a pritom nestratia schopnost’
revitalizovat' sa. Tieto rastliny nemaji vo svojej bunke vakuolu (Larcher, 1984;

Prochazka et al., 1998).

1.11.9 Homoiohydrické rastliny

Tieto rastliny vznikli zo zelenych rias s vakuolizovanymi bunkami. Maja velka
centralnu vakuolu, efektivny koreniovy systém pre prijem vody a sustavu vodivych
pletiv. Pritomnost’ vel'kej vakuoly sposobuje stratu schopnosti rastliny znésat’ vysusenie
avSak udrzuje znacni zasobu vody umoziujicu dostatoénii hydrataciu bunecnych
Struktar. Vydaj vody vo forme vodnej pary (transpiracia) je vyrazne obmedzeny
vytvorenim ochrannej vrstvy (kutikuly) a riadeny prieduchmi (Larcher, 1984; Pavlova

2005).

Termin vodny rezim rastlin zahriluje prijem vody rastlinou z okolit¢ho
prostredia, vedenie vody teda jej pohyb v rastline a vydaj vody z rastliny do okolitého
prostredia. Je neoddelitelne spojeny s dalSimi doélezitymi procesmi, ktoré sa tykaja

rastliny ako individua ajej interakcie s prostredim. Je to predovSetkym prijem
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mineralnych latok, transport latok v rastline, termoreguldcia a vymena energie

s prostredim (Pavlova, 2005).

1.11.10 Prijem a transport vody rastlinou

Rastliny m6zu absorbovat’ vodu celym svojim povrchom, ale najvicsi diel je ziskavany
z pody (Larcher, 1984).

Transfer vody z pody, cez vegeticiu do atmosféry sa kond prostrednictvom
sustavy poda-rastlina-atmosféra, pozdiz vodného potencialu alebo gradientom

hydrostatického tlaku (Sellin a Kupper, 2005).

Vyssie suchozemské rastliny prijimaju vodu koreiimi z pédneho roztoku sucasne

s mineralnymi latkami (Pavlova, 2005).

Voda prenika do pody po zrazkach a postupne presakuje stale hlbsie ku koreiom
(Larcher, 1984).

Z pody nasavaju vodu prevazne bunky korenovych vlaskov. Tie pokryvaju usek
koretia, ktory za¢ina blizko pod jeho $pickou (Setlik et al., 2010).

Od povrchu korena je voda vedend radialne zivymi pletivami cez rhizodermis,

primarnu koru a endodermis do parenchymu centralneho valca (Pavlova, 2005).

Kde je cesta preruSena Caspariho pasikom a moze teda dojst’ ku kontrole latok
prijimanych s pddnym roztokom (Setlik et al., 2010).

Parenchymom centralneho valca je voda transportovand k vodivym pletivam

radialneho cievneho zvézku, kde vstupuje do xylému (Pavlova, 2005).

To, ze sa povrazec vody nepretrhne, i ked’ je vystaveny vysokému t'ahu, je dané
prilnavostou teda adhéziou vody k celuléznym stendm ciev akohéznymi silami
vodnych molekul. Takto mo6Zu listy stromov vytiahnut’ satim svojich buniek vodu az do

koruny i niekol’ko desiatok metrov vysoko (Setlik et al., 2010).

Xylémom je voda vedena axidlne do prytu. V pryte je z xylému vedend radialne
zivymi pletivami do buniek stielky, listov a dalS§ich orgdnov nadzemnej Ccasti.
Vo fotosyntetizujucich pletivach je znaéné mnozstvo vody z xylému vedené do floému

kde sluzi na transport asimilatov do miest ich aktualnej potreby (Pavlova, 2005).
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Obr. 10 Prie¢ny rez korefiom s korefiovymi vlaskami

(http://www.progressivegardens.com/growers guide/rootl.jpg).

1.11.11 Vydaj vody (transpiracia)

Rastlina vydava vodu do ovzdusia predovsetkym listami vo forme vodnej pary, ktora

ziskava z pody korenimi (Setlik et al., 2010).

Vydaj vody rastlinou do atmosféry v tejto forme sa nazyva transpiracia. Voda
prechddza do plynného skupenstva na vonkajSom i vnutornom povrchu nadzemnej Casti
rastliny. Najvicsia Cast’ vonkajSieho a vnutorného povrchu u vacsiny rastlin je tvorena
povrchom buniek listovych ¢epeli (Pavlova, 2005).

Transpiracia rastlin méze byt popisana podla Ohmovho zékona: transpiracia je
pohanana rozdielom tlaku par medzi listom a vzduchom, a je riadena listovou
vodivostou, stcasne zlozena z paralelnych prieduchov a kutikularnych vodicov

(cuticular conductances in series) s hranicnou listovou vodivostou (Burkhardt et al.,

2001).
Podla Pavlovej (2005) vydaj vody vo forme vodnej pary teda transpiracia je
vyrazne obmedzeny vytvorenim ochrannej vrstvy teda kutikuly a riadeny funkénymi

prieduchmi.
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1.11.11.1 Kutikularna transpiracia

Vonkaj$i povrch rastliny je tvoreny vnutornou stranou pokozkovych a zatvaracich
buniek. Tento povrch je kryty kutikulou aje v priamom kontakte s atmosférou.
Z vonkajSej strany buniek pokozky a zatvaracich buniek do oblasti pohybujiceho sa
vzduchu voda difunduje pevnou fazou kutikuly a hrani¢nou vrstvou vzduchu. Vydaj

vody touto cestou sa nazyva kutikularna transpiracia (Pavlova, 2005).

Kutikularna transpiracia moze byt povazovand za diftziu cez hydrofébne
médium, pretoZze molekuly vody musia prechddzat’ kutinizovanymi vrstvami vnutorne;j

steny epidermis i1 kutikulou samotnou (Larcher, 1984).

Podla Larchera (1984) a Prochazku et al. (1998) kutikularna transpiracia zavisi
od usporiadania, hustoty a po¢tu kutinovych a voskovych lamiel uloZenych na vonkajsej

strane epidermis a podl’a hrubky kutikuly.

Na kutikularnu transpiraciu pripada u ihlicnanov 3 az 10 % (Prochdzka et al.,

1998).

1.11.11.2 Stomatarna vodivost’

Vnutorny povrch rastliny tvori plocha bunkovych stien, ktord je v kontakte s plynnou
fazou vyplhajicou medzibunkové priestory. Velkost' vnitorného povrchu je pre
prechod vody do plynnej fazy apre vydaj vody rastlinou do atmosféry velmi
vyznamny. Uvadza sa, ze list ma vnutorny povrch 7 az 30 krat vac¢si nez svoju
vonkajSiu  plochu. Z vnutorného povrchu rastliny vodnd para difunduje
medzibunkovymi do podprieduchovych dutin a odtial’ prieduchovymi Strbinami cez
hrani¢na vrstvu nehybného vzduchu do atmosféry. Vydaj vody touto cestou sa nazyva

stomatarna transpiracia (Pavlova, 2005).

Je vo vSeobecnosti zname, ze stomatdlna vodivost méze byt opisana ako
geometrickd funkcia prieduchov, ato ako dlzka porov, velkost porov, Sirka a hlbka

poérov (Lushnikov et al., 1994).

V listovom meradle, modely stomatalnej vodivosti sa Casto predpokladaju,
priamu suvislost medzi fotosyntézou a prieduchovou vodivostou (Burkhardt et al.,

2001).
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Najvicsiu Specificktl transpiraciu maja listy bazinatych rastlin. Tienné rastliny
transpiruju s polovi¢nou intenzitou, a stromy sklerofilné rastliny esSte pomalSie. Taktiez
v rychlosti transpirdcie sa liSia aj jednotlivé orgdny rastlin. Maximalna rychlost’
transpiracie rastlin v prirode presne odpovedd Specifickej transpiracnej schopnosti

(Larcher, 1984).

U asimila¢nych orgénov ihli¢nanov moéze nizku transpiraéni schopnost
spdsobovat’ porovitad voskova zatka v dutine prieduchov, ktora znizuje moznu difuziu
vodnej pary na . TaktieZ rychlost’ transpiracie zavisi od difizneho odporu prieduchu.
Tento difizny odpor zavisi od stupiia otvorenia prieduchu. Ide o anatomické vlastnosti
druhu. Najvicsie difizne odpory pri maximalnom otvoreni prieduchov nachadzame

u xerofytov, sukulentov a ihli¢nanoch (300 az 800 s.m™) (Prochazka et al., 1998).

1.11.12 Faktory ovplyviiujtice transpiraciu

1.11.12.1 Vplyv UV-B Ziarenia na transpiraciu

Dopadajice UV-B ziarenie na zemsky povrch ma potencidlne skodlivé ucinky na
prirodny rastlinny ekosystém (Caldwell et al., 1995).

Zvysend intenzita UV-B ziarenia by mohla ovplyvnit’ rast rastlin a fyziologiu
ako napriklad pocet listov, listova plochu, koncentraciu chlorofylu a pod. (Yuan-gang

Zu et al., 2010).

Yuan-gang Zu et al. (2010) skamal vplyv UV-B ziarenia na obsah Taxolu
v Taxus chinensis var. Mairei. Rastliny pestoval v komore s umelou klimou a zvySenym
UV-B ziarenim. Meral hodnoty pre cista asimilaciu CO,, transpiraciu, prieduchovu
vodivost’ a efektivitu vyuzitelnej vody. Taktiez pozoroval Strukturdlne zmeny
prieduchového aparatu.

Vysledky ukazali, ze listova plocha bola vyrazne znizena pri zvySenom ziareni
UV-B ato az o (p < 0,05). Taktiez bol pozorovany zvyseny pocet listov(Yuan-gang Zu
et al., 2010).
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Pokles listovej plochy mohol byt zapric¢ineny poskodenim fotosyntetického
aparatu, pretoze UV-B ziarenie sposobilo kumulativny efekt poskodenia a inhibovania
fyziologickych funkcii (Gonzales, et al., 2009).

Dalej vysledky elektronovej mikroskopie poukazali zvysent hustotu prieduchov
na adaxialnej epidermalnej Casti listov Taxus chinensis var. Mairei pri zvySenom ziareni
UV-B oproti kontrole. (Yuan-gang Zu et al., 2010).

Dalej vysledky preukédzali, ze UV-B Zziarenie malo vplyv na poskodenie
fotosyntetického aparatu. V porovnani s okolitymi podmienkami doslo ku zniZzeniu CO,
asimilacie 0 56.2 %, transpiracie o 12.7 %, stomatarna vodivost’ 0 41.9 % a efektivnu

vyuzitelnost’ vody o0 49.7 % (Yuan-gang Zu et al., 2010).

1.11.12.2 Vplyv svetla

Pretoze svetelné podmienky v ramci lesa su velmi premenlivé ako v priestore tak
i v Case zacal sa Sellin (2001) zaoberat’ stidiom vplyvu svetla na stomatalnu vodivost’ v
sInnych a tiennych ihliciach. Vo v§eobecnosti, prieduchy st otvorené na svetle alebo pri

nizkej koncentracii CO2 v medzibunkovych priestoroch a zatvaraja sa v tme.

Prieduchy v tienomilnych druhoch maju tendenciu sa otvarat’ rychlejSie pri
niz8ej trovni sveteln¢ho ziarenia nez netolerantné druhy, aj ked’ ihlice vystavené slnku

maju vyssiu listova vodivost’ v porovnani s neexponovanymi listami (Mitchell, 1998).

Stomatélne reakcie na fotosyntetickll fotonovt indukciu (Qp) zavisi od typu ihlic
(tienny alebo slnny typ) a taktiez veku ihlic. Slnné typy ihlic preukdzali vysSie denné
maxima listovej vodivosti ako v porovnani s tiennymi ihlicami. Svetlom saturovana
listova vodivost’ vyjadrena na jednotku (PLA projected leaf area) bola 1,3 — 1,4 krat
vysSia a prostrednictvom denné¢ho maxima 1,6 krat vysSia ako v tiennych vyhonkoch.
Rozdiely v maximéalnych hodnotach listovej vodivosti medzi slnnymi a tiennymi
ihlicami vyjadrené¢ v pomere k celkovej listovej ploche (TLA), boli do istej miery
mensie.

V skutocnosti prieduchova citlivost’ na zmeny svetla bola rozdielna rano a vecer
pre obe typy listov. Pomer medzi svetlom saturovanou vodivostou k intenzite toku
fotosyntetickych fotonov (FAR) bol vacsi v podvecer. Taktiez bol Statisticky vyznamny

rozdiel v pomere svetlom saturovanou vodivostou k fotochemickému zhasaniu
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fluorescencie chlorofylu a (qP) v tiennych ihliciach réno a vecer. Prieduchy zvycajne
nie st Uplne uzavreté v tme pred vychodom slnka a po zdpade slnka. Prieduch slnnych
ihlic a starSie vyhonky boli viacej otvorené za usvitu azipadu slnka v porovnani
s tiennymi ihlicami a mlad$imi vyhonkami. Tak no¢né straty vody su sposobené
predovsetkym starSimi vyhonkami a zmeny v prieduchoch st zavislé na veku (Sellin,

2001).
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2 Ciel prace

Vseobecnym cielom prace bolo popisat adaptaéné mechanizmy fyziologickych
procesov rastlin tisu oby¢ajného (Taxus baccata L.) na intenzitu slne€ného svetla.
Ciastkovymi cielmi prace bolo:
1. Studovat aklimacné reakcie vysinnych a tiennych ihlic tisu obycajného;
2. popisat’ zmeny vo vodnom rezime rastlin tisu obyc¢ajného pocas vegetacnej
periody;
3. kvantifikovat zmeny v efektivnosti konverzie slnecnej energie vyslnnych

a tiennych ihlic rastlin tisu oby¢ajného pocas vegetacnej periddy.
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3 Metodika prace

3.1 Charakteristika biologického materialu

Tis obyc¢ajny Taxus baccata do rovnomennej triedy Tisy — Taxospida a do celade
Taxaceae. Je to nizsi strom okolo 17,5 m Casto viac kmenny ker. Koruna je kuzelovita
nepravidelna. Tis je dvojdoma rastlina, kvitne v marci az aprili. Samcie jedince prvy
krat kvitn v 10. roku zivota, samicie jedince o desat’ rokov neskor.

Biologicky materidl bol odoberany z prirodzenych podmienok Botanickej
zahrady SPU v Nitre. Ndhodnym vyberom sme odobrali jednoroéné vyhony zo slnnej a

tiennej strany koruny v dvoch terminoch: v jarnom a zimnom obdobi.

3.2 Analyza fluorescencie chlorofylu a

3.2.1 Rychla kinetika fluorescencie chlorofylu a

Princip metddy vychadza zo skuto€nosti, ze fluorescencia pochadza prioritne z molekul
chlorofylu asociovanych na PSII, so slabou participaciou PSI. Rychla kinetika
fluorescencie chlorofylu a bola merand prenosnym fluorometrom Handy PEA (Plant
Efficient Analyser) (Hansatech Instrument, Norfolk, Englanf) a analyzovana JIP-testom
(Strasser et al. 1995), softwerom Handy PEA 1.3 a programom Biolyzer® 3.06. Pouzili
sme 1s pulz &erveného svetla o intenzite 3500 pmol.m™.s" po 20 minttovej adaptacii
vzorky na tmu. Fluorescen¢né signaly boli zaznamenavané v ¢asovom useku od 10us do

1s a premietnuté do logaritmickej ¢asovej mierky charakteristickej krivky OJIP.
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3.2.2 Zakladné pojmy:

F — fluorescencia

ABS — absorp¢ny tok

RC - plne aktivne reakéné centra

CS — prierez vzorky (cross section)

TR — transport elektronov z antén do reakéného centra (trampping flux)
ET - elektronovy transport z reakéného centra na primarny akceptor

DI — tepelna disipacia — uvol'nenie energie vo forme tepla

3.2.3 Paramentre JIP testu

Zakladné parametre stanovenia fluorescencie formou JIP tistu (Strasser et al.

1995).

Fy - Fsous, fluorescencia pri 50pus (pociatocna fluorescencia)

F150 — fluorescencia pri 150us

F300 — fluorescencia pri 300us

F; — fluorescencia v kroku K (2ms)

F; - fluorescencia v kroku I (30ms)

Fy — maximalna fluorescencia

Timax — ¢as potrebny na dosiahnutie maximalnej fluorescencie v ms

Fy — variabilna fluorescencia dana ako rozdiel maximalnej a poc¢iatocnej fluorescencie
Fv/Fym — maximalna fotochemicka efektivnost’ PSII

Area — plocha medzi fluorescencnou krivkou ahodnotou Fy (velkost zasoby

akceptorou elektronového transportu PSII)

Fo/Fu - bazalny kvantovy vytazok nefotochemickych

F,/Fy — maximalny pomer kvantovych vytazkov fotochemickych procesov
a konkurenc¢nych nefotochemickych procesov

dy/dty (M0) — pociato¢ny sklon fluorescenénej krivky, ktori vyjadruje rychlost’

akumuldacie uzavretych reakénych centier
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V; —relativna variabilna fluorescencia v ¢ase J

Vi —relativna variabilna fluorescencia v ¢ase 1

PSI — kapacita transferu excitonu k elektronovému transportnému ret'azcu

PHIgy — maximalny vytazok elektronového transportu

PHIy, — vytazok technickej disipacie

Sm — vyjadruje energiu potrebnll na zatvorenie vSetkych reakénych centier

ABS/RC - priemerna velkost’ antén, efektivna velkost antén aktivneho reakéného
centra. Vyjadruje celkovy pocet fotonov absorbovanych molekulami chlorofylu
vsetkych reakénych centier.

TRy/RC — maximalna rychlost’ zachytavania PSII — tok excitonov na reakéné centra
ET¢/RC - elektronovy transport v aktivnych RC, reoxidéacia redukovan¢ho Qa cez
elektronovy transport v aktivnom RC

TRy/CSy — prenos excitonu na reakéné centrum prepocitany na excitované cross
section

ETo/CSy — elektronovy transport prepocitany na excitované cross section, reoxidacia

redukovaného Qa cez elektrénovy transport

3.3 Kvantitativne stanovenie asimila¢nych pigmentov

Koncentréacia asimilacnych pigmentov (chlorofyl a, chlorofyl 4 a celkové karotenoidy)
sa merala spektrofotometricky podl'a Porra et al. (1989). Ihlice sa homogenizovali
v trecej] miske s kremicitym pieskom s 80% acetonom (Slavus, Bratislava, SK)
pufrovanym na pH 7,4. Negistoty boli oddelené centrifugaciou pri 2500 ot min™ pocas 3
min na centrifige T51 (VEB MLW Medizintechnik, Leipzig, Germany). Absorbcia
supernatantu extraktu listov sa merala spektrofotometrom Jenway 6405 (Jenway
UV/VIS — Jenway, Esex, united Kingdom) pri vinovych dizkach () 663,6 nm (chl a),
646,6 nm (chl b) a 470 nm (celkové karotenoidy). Pri vlnovej dizke 750 nm sa merala
absorbcia necistot (proteiny, triesloviny) v supernatante. Hodnota absorbcie roztoku pri

A 750 nm sa odcitala od absorbcii pri A 663,6, 646,3 a 470 nm.

55



Koncentracia jednotlivych asimilaénych pigmentov (mg I extraktu) sa vypocitala

podl’a rovnic (Lichtenthaler, 1987; Porra et al. 1989):

Chlorofyl a = (12,25 . Assz6- 2,55 . Agaes) - D
CthI‘Ofyl b= 20,31 . A646,6 - 4,91 . A663,6) .D
Celkové karotenoidy = [(1000 . A470-1,82 . (Chl @) — 85,02 . (Chl ) / 198] . D

kde Acs36, Acacs @ Asaro je absorbancia extraktu pri jednotlivych A (663,6; 646,6 resp.
470 nm) a D je hrubka spektrofotometrickej kyvety (cm).

Celkové koncentracie chl a, chl b a celkovych karotenoidov v liste sa prepocitali

na jednotky mg m™ plochy ihlic.

3.4 Stanovenie vody v rastline

3.4.1 Stanovenie obsahu celkovej vody

Obsah celkovej vody v pletive stanovime poznajuc jeho Cerstvi hmotnost’ a hmotnost’
po vysuSeni do konStantnej hmotnosti. Ako rastlinny materidl ndm slazili vetvicky tisu
obycajného (Taxus baccata L.), ktoré boli odoberané z tiennej a slnnej strany.

Z rastlinného materidlu sme odobrali po desat’ ihlic, ktoré sme odvazili na
analytickych vdhach (Kern®, Kern&Sohn GmbH, ALS 220-4N, D-72336, Balingen,
Germany ) . Zistili sme si erstvd hmotnost’ (CH). Odvazené ihlice sme vlozili do
papierového vrecka a vlozili do elektrickej susiarne (OP 60 LTE Scientefic LTD,
Greenwich, United Kingdom). Rastlinny material sme susili pri teplote 80°C 48 h. do

konstantnej hmotnosti. Po vysuseni sme odvazili hmotnost’ susiny (SUS).

Hmotnost’ vody v rastlinnom materialy sme vypocitali podl'a vzt'ahu:

Hmotnost H,O = CH — SUS (2)
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Percento celkovej vody sa vypocitala podl'a vzt'ahu:

% celkovej vody = hmotnost’ H,O . 100 / CH

3.4.2 Stanovenie obsahu vol’nej vody v pletive refraktometricky

Do skiimavky sme napipetovali presne 2 ml 52 % roztoku sachardzy. Odobrali sme
desat’ ihlic a vlozili do skimavky s 52 % roztokom sachardzy tak, aby rastlinny material
bol ponoreny, uzavreli a nechali exponovat’ v hypertonickom roztoku 120 mintt. Po
exponovani sme stanovili percento refraktometrickej susiny (% RS) povodne 52 %

roztoku sacharozy digitalnym refraktometrom PAL-1 (ALTAGO Ltd, Tokyo Japonsko).

3.4.3 Stanovenie obsahu viazanej vody

V paralelne uskutocnenych meraniach sme zistovali obsah volnej vody

refraktometricky a obsah celkovej vody gravimetricky.

Vypocet pre percento viazanej vody:

% viazanej vody = % celkovej vody - % vol'nej vody (%)

3.4.4 Stanovenie relativneho obsahu vody RWC

Relativny obsah vody (RWC) bol stanoveny z &erstvej hmotnosti (CH) a saturovane;
hmotnosti (SAT) a hmotnosti susiny (SUS) dospelych ihlic rastliny Taxus baccata L.
Z rastlinného materidlu sme si navazili 0,5 g ihlic, ktoré¢ sme vlozili do vialky zaliali
destilovanou vodou a vlozili do chladnicky. Saturovana hmotnost’ bola stanovena po 4

hod. dysycovanim ihlic pri teplote 4 °C.
Susenie ihlic sa uskutoc¢nilo pri 80 °C po dobu 48 hod. RWC sa vypocitalo podl'a

vzt'ahu:

RWC = (CH - SUS) / (SAT — SUS)
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3.5 Spracovanie vysledkov

Vysledky boli ziskavané a spracované po¢itatovym programom MS Excel a Cernota.
Pokusy sa robili v Styroch opakovaniach. Pri stanoveni fluorescencie chlorofylov sa

vykonalo desat’ opakovani.
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4 Vysledky prace a diskusia

Ihlice u oboch typov vzoriek (slnny a tienny typ) boli rovnako velké a mali priblizne
rovnakl vahu. Listova plocha tiennych typov ihlic nebola vyrazne nizsia 1 ked’ tam boli
mensie odchylky. Rozdiel bol viditelny az ked’ sme vyratali hodnotu Specificka listova
plocha (SLA) ako je vidiet' z grafu ¢. 1 ato v prospech slnnych typov ihlic oproti

tiennemu typu.
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0,00016 -

0,00014 -

0,00012 -

——

0,0001 A

W Sinny
OTienny

0,00008 -

Specificka listova plocha (SLA)

0,00006 -

0,00004 -

0,00002 -

Graf 1 Specificka listova plocha (SLA) v slnnych a tiennych ihliciach Taxus baccata L.

K tomuto zvySeniu mohlo ddjst’ kvoli zvySenému svetelnému Ziareniu a tym
zvySenej tvorbe a kumuldcii etylénu a prave hromadenie etylénu, ktory je pre rastliny

rastovym hormoénom viedlo k zvySeniu poctu listov (Yuan-gang Zu et al., 2010).

Pomerna olistenost (LAR) bola zase nizSia v slnnych typoch ihlic oproti

tiennym, ¢o mozme vidiet' v grafe €. 2.
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Graf 2 Pomerna olistenost’ (LAR) v slnych a tiennych ihliciach Taxus baccata L.

Jednym zo sledovanych fyziologickych ukazovatel'ov bol relativny obsah vody
(RWC). RWC 1uzko koreluje s celkovym obsahom vody v rastline. Pokusom sme
sledovali RWC v slnnych a tiennych ihliciach tisu. Zistili sme, ze v slnnych ihliciach je
vy$$i priemerny obsah vody (88,40 %) ako v tiennych ihliciach (82,22 %) (pozri graf €.
2). Vtiennych ihliciach bol relativny obsah vody nizs§i ako v slnnych avSak
v jednotlivych opakovaniach nebol az tak vyrazny. Tento nizs§i obsah vody mohol byt
spdsobeny tym, Ze prieduchy tieiomilnych rastlin maju tendenciu sa otvérat’ rychlejSie
pri nizsej urovni svetelného ziarenia nez tolerantné druhy. Aj ked’ ihlice vystavené

slnku maju vyssiu listova vodivost’ (Mitchell, 1998).

Taktiez sme stanovovali volnu aviazani vodu, ktora urcuje rychlost
fyziologickych procesov v rastline akymi su napr. metabolizmus alebo rast rastlin. Tato
voda je pritomna v bunkovych kompartmentoch rastlin ako napr. vakuola, z ktorej sa
moze stracat’ transpirdciou. Ako je vidiet’ z grafu €. 4, v priemere sa obe vzorky nelisili.
Priemernd hodnota slnnych ihlic bola 38,52 % a tiennych ihlic 39,83 % AvSak bol
rozdiel medzi jednotlivymi meraniami. Viazand voda ndm vysla v tiennych ihliciah

45,19 % ¢o bolo 02,5 % viacej ako v slnnych ihliciach. Pomer medzi vol'nou
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a viazanou bol 0,92 u slnnych ihliciach ku 0,91 ku tiennym ihliciam. Tieto rozdiel

nebolu signifikantné.

RWC (%)

Obsah vol'nej a viazanej vody (%)

120

100

80 A

60

40

20

Graf 3 Relativny obsah vody (RWC) v slnnych a tiennych ihliciach Taxus baccata L.
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Graf 4 Obsah vol’nej a viazanej vody, a pomer medzi vol'nou a viazanou vodou v s slnnych
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Na obsah vody ma vplyv aj fotosyntéza, ktora je jednym z najddlezitejSich
fyziologickych procesov (Prochdzka et al., 1998). Na priebeh fotosyntézy vplyva
mnozstvo faktorov. Jednym znich je aj obsah fotochemickych pigmentov. Z tychto
pigmentov su najdodlezitejSie chlorofyl a, takzvany aktivny chlorofyl, ktory absorbuje

slne¢nt energiu, chlorofyl b a celkové karotenoidy (Michalik, 2005).

V nasich rastlinnych vzorkach sme stanovovali obsah chl. a, chl. b a celkovych
karotenoidov. Pri porovnavani chlorofylu a v tiennych a slnnych ihliciach Taxus
baccata bol obsah chlorofylu a v slnnych ihliciach 93,10 + 1,36 mg.m™ a v tiennych
ihliciach 107,15 + 10,26 mg.m™. Tento vy3$si obsah chlorofylu a v tiennych ihliciach
bol o 15,15 % ako to je vidiet’ z grafu €. 5 a tento rozdiel bol Statisticky vyznamny.
Tento rozdiel mohol byt zapriineny tym ze Taxus baccata je tienomilny strom a na

slnku dochédza k poskodeniu svetlo zbernych antén a PSII (Mitchell, 1998).

Koncentracia chlorofylu b zase lepSie vysla pre slnné ihlice oproti tiennym
ihliciam. Obsah chlorofylu b v sinnych ihliciach bol 88,60 + 16,10 mg.m™ &o je 0 12,30 %
viacej oproti tiennym ihliciam, v ktorych sa koncentracia chlorofylu b pohybovala

okolo 77,70 + 8,61 mg.m™ ¢o bolo 87,70 % avsak tento rozdiel nebol signifikantny.

V naSej praci sme stanovovali aj koncentraciu celkovych karotenoidov, ktoré
v rastline slizia ako ,,vychytavace® volnych radikalov. Tieto doplnkové pigmenty
chrania fotosynteticky aparat (PSII) pred nevratnou fotooxidaciou asu regulatormi
ucinnosti prenosu excitacie z antény do reakéného centra (Mitchell 1998; Prochazka et
al., 1998; Setlik et al., 2010). Pri stanovovani koncentracie celkovych karotenoidov sme
zistili, 7e koncentracia v slnnych ihliciach bola 25,60 mg.m™ av tiennych ihliciach
36,50 mg.m™. Ako vidiet na grafe &. 7, v tiennych ihliciach bola koncentracia visia

042,60 % . Vacsiu koncentraciu sme ¢akali v slnnych ihliciach ako v tiennych.

Moézeme predpokladat, Ze tento signifikantny rozdiel mohol byt zapri¢ineny

odberom vzoriek v zimnom obdobi resp. prechodu zo zimy na jar.

Taktiez sme si vyratali pomer medzi chlorofylom a a chlorofylom b, ktory je
znazorneny na grafe €. 8. Tento pomer bol vic¢si v tiennych ihliciach, a to 0 29,90 %

oproti slnnym ihliciam. Tento zvySeny pomer nebol nejako Statisticky vyznamny.
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Graf 5 Koncentracia chlorofylu a v sinnych a tiennych ihliciach Taxus baccata.
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Graf 6 Koncentracia chlorofylu b v sinnych a tiennych ihliciach Taxus baccata L.
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Graf 7 Koncentracia celkovych karotenoidov v slnnych a tiennych ihliciach Taxus baccata.
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Graf 8 Pomer medzi chl. a a chl. b v sinnych a tiennych ihliciach Taxus baccata L.
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Graf 9 Pomer chl. a a chl. b ku celkovym karotenoidom v slnnych a tiennych ihliciach Taxus

baccata L.

Pri vyratani pomeru chlorofylu a a chlorofylu » k celkovym karotenoidom
v ihliciach Taxus baccata, ktory je znazorneny na grafe ¢. 9, sme zistili rozdiel medzi
slnnymi a tiennymi ihlicami 0 43,90 % v prospech slnnych ihlic. AvSak tento zisteny

rozdiel nie je signifikantne vyznamny.

Dal$im meranym ekofyziologickym parametrom bolo meranie fluorescencie
chlorofylov. Tento parameter sa vyuziva na monitorovanie fotochemickych

a nefotochemickych procesov prebiehajicich v PSII.

Pri naSich pokusoch sme stanovovali pociatocnu fluorescenciu (Fy), ktora je
znazornend na grafe ¢. 10. Tieto hodnoty ndm udavaju pociatocna rychlost’ vymeny
elektronov a prenasania energie. Namerali sme vysSSiu pociatoéni fluorescenciu
v slnnych ihliciach 512,10 £+ 56,11 absolutnej hodnoty ako v tiennych ihliciach 440,80 +
31,30 absoltutnej hodnoty. Pri tomto stanoveni sme nezistili vyrazne Statisticky
vyznamné rozdiely.

Pri merani variabilnej fluorescencie (F,) sme namerali niz§ie hodnoty F,
v slnnych ihliciach nez v tiennych ihliciach (vid’ graf 11). F, v tiennych ihliciach bola

vysSia o 13,32 %. Tato hodnota nebola signifikantne zvysSend. AvSak znizenie F,
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v slnnych ihliciach mohlo byt zapri¢inené fotoihnibiciou a tylakoidnym poSkodenim.
Tato fotoinhibicia v slnnych ihliciach méze byt chronickd, preto ze Taxus baccata je
tieomilna rastlina, ktord méa obmedzenu kapacitu pre aklimatizaciu na vysoké svetelné
ziarenie, taktiez to méze znamenat zvySenu aktivitu PSII v tiennych ihliciach, ako to

popisal v smrekoch a boroviciach Lundmark et al. 1984 (prevzaté z Mitchell, 1998).

Pri merani maximalnej fluorescencie (F,,) sme zistili vy$sie hodnoty v tiennych
ihliciach 2854,30 £+ 175,00 absolutnej hodnoty ako v slnnych ihliciach kde sa hodnoty
pohybovali okolo 2641,90 + 270,60 absolutnej hodnoty ako si to mozeme vSimnut na

grafe ¢. 12.
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Graf 10 Pociato¢na fluorescencia v bode 0 merana v slnnych a tiennych ihliciach Taxus baccata L.
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Variabilna fluorescencia (Fv)

Graf 11 Variabilna fluorescencia dana ako rozdiel maximalnej a pociato¢nej fluorescencie merana
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Graf 12 Maximalna fluorescencia namerana v slnnych a tiennych ihliciach Taxus baccaa L.
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Tento rozdiel bol iba o 8,00 % vyssi o nebolo Statisticky vyznamné. Tento
rozdiel mohol byt zapriCineny tym, ze tienne ihlice maji vicsie reakéné centrd ako
sInné ihlice (Prochazka et al., 1998).

Taktiez sme stanovovali maximdlnu fotochemicku efektivnost’ (F,/Fn) €o je
pomer variabilnej fluorescencie k maximalnej fluorescencii. Vo vSeobecnosti je tento

znak povazovany za dobry markrr fyziologického stresu v rastlinach, ktory odraza stav
a funk¢énost’ PSII (Kmet’ et al., 2004).

F./Fn, bola taktieZ vyssia v tiennych ihliciach a jej hodnoty sa pohybovali 84,53 %
v tiennych ihliciach a 80,51 % v slnnych ihliciach ako je to vidiet na grafe &. 13. Co
bolo o takmer 4 % menej oproti tiennym ihliciam. Tento rozdiel mo6Zzeme zd6vodnit’

taktieZ vel’kost'ou a otvorenost'ou reakénych centier PSII.
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OTienny

0,78

Maximalna fotochem. efekt. (F,/F,)

0,76

0,74

Graf 13 Maximalna fotochemicka efektivnost’ PSII namerana v slnnych a tiennych ihliciach Taxus

baccata L.

Postupny narast fluorescencie chlorofylu a (vid’. graf 14) vo faze O — J odraza
primarnu separaciu naboja v reaknom centre fotosystému PSII. J Faza je merana v Case
dvoch milisekind. Faza J — I, ktord nastava v case do 30 mlisekund po oZiareni
aktinickym svetlom zavisi na integrite fotosyntetickych procesov a odraza prechod

elektronu s Qa do Qp. Féza I — P odrdza nefotocemickt disipaciu svetelnej energie
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z fototosystému PSII (Lazar,

2006). SInné

ihlice vykazovali

rychlejsi

narast

indukovanej fluorescencie v celej Skale OJIP krivky, ¢o ukazuje na efektivnejSie

vyuzitie svetelnej energie vo fotochemickych procesoch.
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Graf 14 Kinetika indukovanej fluorescencie zndzornena krivkou OJIP.

——SInny
Tienny

69



Z.aver

Z tejto diplomovej prace s nazvom ,, Ekofyziologicka charakterizacia tisu obycajného

(Taxus bacata L.) “ vyplyvaji nasledovné zavery:

Pri sledovani rychlosti kinetiky fluorescencie chlorofylu a sme zaznamenali
rozdiely medzi asimilaénymi aparatmi jednotlivych typoch ihlic. Medzi
najvyznamnejSie parametre, ktoré odrazaju stabilitu tylakoidnych membran
acitlivost PSII na teplotu, patri fotochemicka efektivnost F,/F;. Tento
parameter bol signifikantne zvySeny v tiennych ihliciach. Taktiez zaujimavym
vysledkom bola hodnota F,, ktora tiez bola vysSia v tiennych ihliciach. Tato
hodnota nebola signifikantne zvySena. Znizené¢ hodnoty Fv v slnnych ihliciach

mohli byt’ zapri¢inené prave citlivostou PSII na fotoinhibiciu.

Pri merani koncentracie asimilaénych pigmentov sme dospeli k zaujimavym
vysledkom, ked’ sme stanovili koncentraciu celkovych karotenoidov. Zistili sme,
ze vtiennych ihliciach bola signifikantne vysSia koncentracia celkovych
karotenoidov ako v slnnych ihliciach. Pricom sme predpokladali, Zze celkové
karotenoidy budu zvySené v slnnych ihliciach, kedze karotenoidy su
antioxida¢né farbivd a v slnnych ihliciach dochddza k vacSiemu poskodeniu
PSII. Avsak tento fakt sme pripisali vplyvu zimného obdobia na ihlice Taxus

baccata.

Taktiez pri naSom merani sme zaznamenali aj signifikantny rozdiel v listovej
ploche (SLA), ktora bola vysSia v slnnych ihliciach anaopak Statisticky
vyznamny rozdiel v pomernej olistenosti (LAR), ktora vysla vicsia v tiennych

ihliciach.

Pri sledovani relativneho obsahu vody (RWC), ktory koreluje s celkovym

obsahom vody v rastline sme nezistili ziadne signifikantné rozdiely medzi
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slnnymi a tiennymi ihlicami. Pomer medzi vol'nou a viazanou vodou v slnnych
a tiennych ihliciach bol 1 : 0,98 atento pomer bol zanedbatelny a Statisticky

nevyznamny.
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