Gazometrické merania a modelovanie A-Ci kriviek

(manual)
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1. Zaklady merania vymeny plynov

1.1. Prijem a vydaj COz2 rastlinou

Mierou fotosyntézy je mnoZzstvo asimilovaného CO2. Stcasne s fotosyntetickou
asimilaciou CO prebiehaju procesy, pri ktorych sa CO2 uvolfiuje: bunkova respiracia
(dychanie, Rp) a fotorespiracia Rp (oxidacia substratu oxygenazovou aktivitou Rubisco).
Respiracia zahffia procesy glykolyzy, Krebsovho cyklus a transport elektronov vnitornou
membranou v mitochondridch. CO2 sa uvoliiuje v Krebsove cykle. Celkova (hrubd) fotosyntéza
PG je tymito procesmi znizend. Vysledné mnozstvo zabudovaného CO; nazyvame Ccista
fotosyntéza Pn. Plati teda:

Pn=Pe—Ro—-RL

Za urcitych okolnosti mdéze vydaj CO2 nad asimilovanym CO2 prevazovat (napr.
nedostatok svetla, stres zo sucha, ktory sposobuje uzavretie prieduchov a nedostatok COp).
Kedze pre fotosyntézu je nevyhnutny prijem CO2 z prostredia prostrednictvom prieduchov,
ktoré sa zavieraju pri nedostatku vody, je pri meraniach dblezité prihliadat’ aj na tento dolezity

faktor.

1.2. Princip merania vymeny plynov gazometrickym systémom

Merania vymeny plynov sa pouzivaji na kvantifikdciu rychlosti Cistej fotosyntézy,
moznosti pristroja st v§ak vyrazne vic¢sie a meria resp. kalkuluje mnoZstvo inych parametrov
(rychlost’ transpiracie, vodivost’ prieduchov atd’.). Principom je meranie zmien koncentracii
CO2 (vacsinou rovnako tak vodnych par) v dosledku aktivity listu uzavretého v meracej
komore. Na meranie tychto zmien su vyuZzivané tzv. infraanalyzatory (IRGA), ktorych princip
spociva v tom, ze CO2 a H,0 absorbuju infradervené Ziarenie v $pecifickej vinovej dizke. Ked’
teda plyn s obsahom CO> alebo H2O prechadza trubicou so zdrojom infracerveného ziarenia na
jednej strane a s detektorom na strane druhej, bude sa signal na detektore znizovat’ s ich
vzrastajlicou koncentraciou a naopak.

Bezné je vsUasnosti automatizované apresné udrziavanie konStantnych
(nastaviteI'nych) hodnoét teploty vzduchu, prietoku vzduchu, intenzity Ziarenia, koncentracie

COz prip. aj vlhkosti vzduchu v komore.



1.3.Fotosyntetické krivky

Fotosyntetické krivky su vlastne zavislosti rychlosti asimilacie CO2 (Pn) ha intenzite
svetla resp. koncentracii CO2 Vv obklopujucej atmosfére prip. vo vnutri listu. RozliSujeme teda
svetelné a CO2 krivky fotosyntézy. Tieto mozu byt’ ahko pouzité pre odvodenie niektorych
zakladnych parametrov. Casto st tieZ vyuzivané ako podklad pre modely, ktoré zlepsuju
predstavu o diel¢ich dejoch nesmierne komplexného procesu fotosyntézy, ktory je neustale
ovplyvitovany mnohymi faktormi prostredia a dokonca ich vzdjomnou interakciou.

Nie vsetky svetelné spektra su rastlinou absorbované. Svetlo, ktoré rastliny dokazu
zachytit ma vlnové dizky od cca 400 do 700 nm a nazyvame ho fotosynteticky aktivnou
radiaciou (FAR). Ziarenie o rdéznych vlnovych dizkach je pritom absorbované rdznymi
pigmentami s réznou efektivitou. NajdolezitejSimi pigmentami pre zachytavanie svetla
rastlinou st: chlorofyl a, chlorofyl b akarotenoidy (obr. 1). V oblasti zeleného svetla je

absorpcia svetla slaba (svetlo sa odraza), preto sa l'udskému oku listy rastlin javia ako zelené.
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Obr. 1: Pomerna absorbancia hlavnych typov asimilacnych pigmentov pri réznych vinovych

dizkach a relativna rychlost’ fotosyntézy pri oziareni listu svetlom réznych vinovych dizok



NajdolezitejSim pigmentom pri fotosyntéze je chlorofyl a, pretoze sa zlcastiuje
fotochemickych reakcii, ktorych vysledkom je vytvaranie zluCenin bohatych na energiu.
Chlorofyl b a karotenoidy maju pri fotosyntéze Specifické ulohy, st sucastou svetlozbernych
pasci. Rastlinné farbiva d’alej plnia Glohu ochranného filtra proti G€inkom ultrafialového
ziarenia a zachytavania tepelnych li¢ov. Okrem toho sa zucastiiuju pri dychani rastlin ako

sucast’ redox-systémov.

1.3.1. Svetelné krivky fotosyntézy

Fotosyntéza je fotochemicky dej, vyuzivajuci energiu z dopadajuceho slnecného Ziarenia.
Pri nizkych hodnotach fotosynteticky aktivneho ziarenia (FAR) rastie rychlost’ fotosyntézy
rychlo aviac-menej linearne so vzrastajiicou intenzitou ziarenia, nakolko je limitovana
obmedzovanou rychlost'ou fotochemickych dejov (obr. 3). Pri vysokych hodnotach Ziarenia
naopak limituji rychlost’ fotosyntézy nadvédzujuce procesy sekundarnej fazy fotosyntézy
(prenos elektrénov, chemické deje Calvinovho cyklu). S narastajicou intenzitou ziarenia sa
preto rychlost priblizuje k maximdlnej hodnote (liSi sa v zavislosti na druhu rastliny,
fyziologickom stave aj adaptéacii na dlho trvajice podmienky rastu rastliny ¢i vetvy). Pri
nadmernom oziareni v§ak moze dojst’ k poklesu Pn v dosledku poSkodenia fotosyntetického

aparatu (fotoinhibicia prip. fotodestrukcia).

Obr. 2: Gazometricky systém na meranie vymeny plynov (Li6400XT, Li-cor, USA)

Uloha: Na univerzitnej stranke si v zélozke Studentského servisu najdite a stiahnite data
namerané na smreku a breze. Vytvorte zavislosti Cistého vynosu fotosyntézy na intenzite

oziarenia a vykreslite priemernu svetelnu krivku pre smrek aj brezu. Z grafov odcitajte:



-  kompenza¢nii oziarenost’ (intenzita svetla, pri ktorom sa rychlost fotosyntézy
a respiracie s fotorespiraciou vyrovnaja, Pn = 0),
- saturanu oziarenost: hranica pre ziarenie, po navySeni ktorej uz nedochadza k
d’alSiemu narastu fotosyntetickej aktivity,
- maximalnu hodnotu fotosyntézy.
Namerané udaje porovnajte a zistite, ktord drevina ma vacsi potencial pre vyuzivanie

vysokej intenzity Ziarenia.

1.3.2. COz2 kriviky fotosyntézy

Meranie tychto kriviek je vlastne sledovanie zmien Cistého vynosu Pn Vv zavislosti od
zmien v koncentracii CO2 v okoli obklopujucom list resp. zmien v intercelularnej koncentracii
CO. (obr. 3). V dosledku zvysenia koncentracie v obklopujucej atmosfére je vAacsi
koncentra¢ny gradient medzi mezoflyom listu a prostredim, ¢o ul'ahéi difuziu CO2 do listu aj
pri privretych prieduchoch. Tieto merania prebiehaju v podmienkach optimalneho zasobenia
svetlom (pri saturatnom oziareni) tak, aby jedinym potencialne limitujicim faktorom bola
koncentracia CO2. Merania najmé pri vysokych hladindch COz treba robit’ bez zbytocnych
prestojov, pretoze prieduchy sa pomerne rychlo sa uzatvaraju.

Uloha: Na univerzitnej stranke si v zélozke $tudentského servisu najdite a stiahnite data
namerané na buku. Vytvorte zavislost' Cistého vynosu fotosyntézy na koncentracii CO:
a vykreslite priemerntt CO2 krivku. Z grafov od¢itajte:

- kompenza¢nu koncentraciu CO: (intenzita svetla, pri ktorom sa rychlost’ fotosyntézy
a respiracie s fotorespiraciou vyrovnaja, Pn = 0),
- zistite maximalnu hodnotu fotosyntézy, vyhodnot'te jej narast oproti beZnej koncentracii

COz2 v ovzdusi (cca 400 ppm).

1.4.Fotorespiracia rastlin

Désledkom fotorespiracie pri osvetlenych listoch je prijem atmosférického kyslika a
prislusny vydaj COsz. Je sposobend karboxyla¢no-oxidaénou aktivitou enzymu Rubisco (to
znamena, ze namiesto CO2 moze byt viazany kyslik). Aktivita Rubisco je za beznych
podmienok v pomere asi 4:1, ale pri nizkych koncentraciach CO- a vysokych koncentraciach
O2 mdze prevladat’ jej oxidacna aktivita. Naviazanim kyslika na ribul6za 1,5-bisfosfat vznikne
5-uhlikaty medziprodukt, ktory nie je staly a rozpada sa na 3-fosfoglycerat (3 atdbmy uhlika) a
2-fosfoglykolat (2 atomy uhlika). Trojuhlikaty produkt vstupi do Calvinovho cyklu, zatial'¢o 2-



uhlikaty produkt je d’alej metabolizovany a moze byt vyuzity pre syntézu niektorych latok
(aminokyselin). Vac¢sina z neho je v§ak rozlozena az na COz. Pri fotorespiracii sa na rozdiel od
mitochondridlneho dychania neuvolfiuyje ATP (energia), ale dochadza k Stiepeniu
medziproduktov fotosyntézy a tym dochadza k stratdm na substrate a energii. Rastliny mozu
takto stracat’ 20 az 40 % prijatého CO.. Niektoré rastliny dokézali v priebehu evolucie potlacit’
fotorespirdciu a tym zabranit’ stratdm na uhliku. Ide o tzv. C4 rastliny vyuzivajice tzv. Hatch-
Slackov cyklus.

Princip merania fotorespiracie spociva v tom, ze na pristroj po¢as merania napojime
privod plynu s nizkym obsahom kyslika (cca 2%) tak, ako je to uvedené na schéme (obr. 4). To
eliminuje oxida¢nu aktivitu enzymu Rubisco.

Uloha: Fotosyntézu zmerajte beznym spdsobom na dvoch typoch rastlin — Cs a C4 (napr.
buka a kukurice). Fotosyntézu zmerajte pri nizkom obsahu kyslika V prostredi. Rozdiel
nameranych hodndt ndm urcuje intenzitu fotorespirdcie. Porovnajte hodnoty namerané na

kukurici a buku.
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Obr. 3: Zavislost’ ¢istého vynosu fotosyntézy (asimilacie CO2) na intenzite Ziarenia (vl'avo) a

na koncentracii CO2 obklopujticeho list (vpravo)

7



meracia komora

kontrola nadbytoéného T
prietoku vzuchu

obsahom

kyslika 2%
pritok vzduchu

Obr. 4: Schéma merania fotorespiracie gazometrickym systémom

1.5.Bunkova respiracia

Dychanie (respiracia) je biologickd oxidacia organickych latok, pri ktorej sa uvoltiuje
energia potrebna pre krytie energetickych potrieb zivého organizmu s udrziavanim Struktiry,
delenia a rastu buniek, aktivneho prijmu a transportu i6nov, biosyntézy organickych latok a
pod. Proces uvolfiovania energie prebieha postupne, priCom predychavany substrat (sacharidy,
tuky, organické kyseliny, niekedy aj bielkoviny) sa pretvara cez rad medziproduktov az na
kone¢ny produkt oxidacie CO2 a H20. Medziprodukty latkového metabolizmu moézu byt z
procesu vynaté a vyuzité pri biosyntéze novych latok.

MnozZstvo uvolnenej energie pri aerébnom a anaerébnom dychani je evidentné z
nasledujucich rovnic:

CeH1206+6 02 — 6CO2+6 H20 AH=-2 871,6 kJ.mol*
CeH1206 —— 2 CHs0H +2 CO2 AH=-234,4 k.mol*

Oxidacia organickych latok v zivych organizmoch prebieha za spoluucasti
enzymatickych sustav — oxidazy a dehydrogenazy lokalizovanych v mitochondriach. Metody
merania intenzity dychania su zaloZené na sledovani:

a/ ubytku organickej hmoty — gravimetrické,
b/ analyzy plynov (O2 a CO2) v uzavretom priestore — gazometrické metody.
Rychlost’” dychania zavisi tak od vnutornych ako aj od vonkajSich podmienok: je to

predovsetkym teplota, koncentracia Oz a CO2 v atmosfére, podmienky minerdlnej vyzivy,



vodnej nasytenosti. K vnatornym podmienkam patria druhové a vekové odliSnosti, zasobenost’
asimilatmi a pod. Pomer uvolneného CO: ku spotrebovanému Oz nazyvame respiracnym
kvocientom (RQ).

Rychlost respiracie asimilacnych organov sa najcastejSie meria gazometrickou metdédou
na zaklade stanovenia narastu koncentracie CO: V uzavretom priestore , kde listy
v podmienkach bez svetla respiruju pricom ostatné procesy ovplyviiujice celkova bilanciu

spotreby/uvol'fiovania CO> (fotosyntéza, fotorespiracia) st nulové (vid’ predosla kapitolu).



2. Meranie vymeny plynov pre pokrocilych

V tejto kapitole sa budeme podrobnejsie venovat’ principu fungovania a spdsobu pouzitia
gazometrického systému LI6400XT (obr. 2), ako aj meraniu A-Ci kriviek (zavislost’ rychlosti
Cistej asimilacie na interceluldrnej koncentracii CO.). Vysledky tychto merani buda vlozené do
modelu a vykalkulované hodnoty pouZijeme pre spresnenie vypoc¢tov v rastovom simulatore

SIBYLA v module FYZIOLOG.

2.1. Zapojenie jednotlivych casti pristroja

Napojenie kabelaze a hadiciek je jednoduché a vlastne nie je mozné chybné zapojenie.
Na ¢o si treba dat’ pozor, je pripajanie pripojenie kabla pre napojenie IRGA. Cervena bodka
kabla musi byt oproti Cervenej znacke na konektore kyvety. Inak by mohlo dojst’ k poskodeniu

kolikov. Kabel jemne zatlacime tak, aby konektor zacvakol. Pri ndhodnom vytiahnuti kabla by
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Obr. 5: Napojenie kabelaze a hadi¢iek pre prietok vzduchu ku kyvete
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mohlo ddjst’ k poSkodeniu IRGA snimaca. Tiez je mimoriadne dolezité, aby IRGA snimac

nebol odpéjany pocas chodu pristroja.

port na prenos dat

napajanie .komory

napajanie IRGA

snimacov
privod pre "reference”,

referenénd komoru

vypinac pristroja
privod pre "sample"
komoru ovplyvnenu

listom

privod vzduchu

Obr. 6: Napojenie kabelaze a hadiciek pre prietok vzduchu k pristroju

2.2.Prietok plynov pristrojom
Privod vzduchu do pristroja je vyznaceny na obrazkoch 6 a 7. Koncentracia vzduchu

v okoli je samozrejme ovplyvnena vonkajSimi faktormi (napr. nasSim vlastnym dychanim)
a najmi v uzavretych priestoroch nie je stabilna. Zdroj vzduchu pre meranie listu musi mat’

konstantnu koncentraciu CO». Existuju v zdsade dve moznosti, ako to zabezpecit’:

a.) privod vzduchu je napojeny na zdroj plynu, ktory je vopred namieSany podla
aktudlnej potreby eSte pred vstupom do pristroja. To vsak vyzaduje zasobu

pozadovaného plynu resp. zariadenie, ktoré pozadovani zmes plynov vytvori.
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b.) zdrojom CO: je v nasom pripade CO2 bombicka. Vzduch je teda nasavany z okolia,
vSetok prijaty vzduch nasledne preteka trubicou obsahujiicou absorbent CO2 (tzv.
,,CO2 pasca®). Potom je vzduch, ktory ma nulova koncentraciu CO2 obohateny vel'mi
presne regulovanym (a nastavitelnym) mnozstvom CO2 z bombicky (obr. 7) tak, aby

bola dosiahnuta pozadovana koncentracia vo vzduchu.

Vzduch moéze, ale nemusi prechddzat’ trubicou obsahujicou desikant, t.j. absorbent
vlhkosti vzduchu. Ak je ventil otvoreny, preteka nim vSetok vzduch, ktory tak ma nulovi
relativnu vlhkost’. Ak ventil uzatvorime (tzv. bypass), vSetok vzduch pretekd mimo desikacne;j
trubice a vlhkost’ vzduchu tak ostdva nezmenena oproti vzduchu v priestore. Znizenie vlhkosti
vzduchu je potrebné najmi ak hrozi kondenzovanie vzdusnej vlhkosti vo vnutri trubiciek

spajajucich riadiacu jednotku a meraciu kyvetu.

absorbent vihkosti
vzduchu / desikant | |

kontrola
toku COz

kontrola
toku
vzduchu

gisté CO2

ventil mozno zatvorlt

kvapalne COz

— 3 —F

meranie
CO:2 absorbent
=5 Sample fl_
é: Reference — [

[ = == =— privod vzduchu
ventil mozno zatvorit’ I

Obr. 7: Schematické zobrazenie prietoku cez pristroj LI 6400XT s vlastnym zdrojom CO>

2.3.0vladanie pristroja

Na obrazku 8 vidime ¢ast’ riadiacej jednotky, pomocou ktorej pristroj ovladame. Klavesy
f1 az f5 slizia na potvrdenie vol'by v menu, ¢islice umozituju prepinanie medzi jednotlivymi
typmi menu. Pismena resp. Sipky umoziiuju zobrazenie jednotlivych meranych parametrov tak,
ako st uvedené v tabul’ke 1. V kapitole 2.4. je pre zjednoduSenie popisané, v ktorom menu resp.

pod akym pismenom sa nachadzaju parametre, ktoré treba nastavit’ resp. skontrolovat’.
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Obr. 8: Displej a klavesy na riadiacej jednotke.

2.4 Priprava a nastavenie pristroja

A. pocas zahrievania
1) pripravte zdroj CO2

5) Ventilator: bezi?

2) Teplota: hodnoty OK? Tieaf regauje?
3) Zdroj svetla. Reaguje senzor? Hodnoty OK?
4) Senzor tlaku: hodnoty OK? Su stabilné?

6) Kontrola prietoku? Maximalny pritok OK? Tesnost trubic?

B. Po zahriati

1) Skontroluj nulovy prietok

2) Tesne uzavri komoru

3) Skontroluj nulové CO2

4) Skontroluj nulova H20

5) Kalibracia mixera (volitelné)
6) Kalibracia Ziarenia (volitelné)
7) Skontroluj nulovu Tieat

8) Nastav referen¢ni CO; a H20
9) Otestuj tesnost

10) Match IRGA. Funguje ventil?

C. Meranie prvého listu

1) Nastav svetlo

2) Nastav prietok na 400

3) Nastav referen¢nid hodnotu CO>
4) Teplota?

5) Uzatvor list

6) Nastav pomer prieduchov

7) Nastavit konstantnu vihkost?

13



Priprava pristroja je zosumarizovana v predchadzajicej tabul’ke. Nie je nevyhnutné kontrolovat’
vsetky sucasti pristroja pred kazdym meranim, moze to byt’ v§ak za urcitych okolnosti dobra ,,Casova
investicia®, ktora niekedy usetri vel'a ¢asu, ak predideme chybnym meraniam hned’ na zaciatku. Niektoré
chyby je meranie je totiz vel'mi tazko odhalit’ v jeho priebehu.

Nizsie je podrobnejSie popisany spdosob kontroly a pripravy pristroja suvedenou lokalizaciu
jednotlivych moznosti resp. potrebnych informacii. Ak sa rozhodneme pristroj nekontrolovat’, prip. je
uz vopred pripraveny na meranie, mbzete prejst’ k bodu MERANIE. Je vSak vzdy potrebné otvorit
trubicu s absorbentom CO; (full scrub), skontrolovat’ tesnost’ komory a ak ubehlo 10 minat od zapnutia

IRGA, vykonat’ proceduru ,,Match* — jej podstata bude vysvetlena neskor.

KONTROLA SYSTEMU
1.) Skontroluj zapojenie v§etkych stcasti a zapni pristroj,
2.) Ak pouziva$ Standardni komoru, zvol: 2x3 LED (enter),
3.) Ak je komora, pripojena stla¢ ,,Y* (yes). Nikdy nemanipuluj s pripojenim IRGA pocas
chodu!!!

4.) Stlacenim F4 zvol’ new measurement.

Pocas zahrievania IRGA (10-15 min):

5.) Skontroluj CO; — v pripade potreby instaluj bombicku (kazdy deni nova) resp. vymefi tesnenie.

6.) Stlaéenim ,,h* skontroluj teploty (mali by byt podobné) a reakciu termoé¢lanku v komore na
dotyk.

7.) Stla¢enim ,,g* skontroluj svetelné senzory (pre kontrolu vonkajSieho senzora — odstran ¢ervenu
krytku)

8.) Skontroluj umely zdroj svetla: stisni ,,2¢ (vyberie$ tym menu ¢. 2) a nasledne F5 (lamp). Nastav
pozadované FAR (keep).

9.) Pre kontrolu tlaku stla¢ ,,g*“ — hodnota musi byt’ kon$tantna (95-100 kPa).

10.) Pre kontrolu ventilatora v komore vyber v menu ¢. 2 moznost’ F1: stisni ,,0“ pre vypnutie, ,,5%
pre zapnutie. Musi byt pocut’ rozdiel. Po teste ventilator nechaj zapnuty.

11.) Pre kontrolu prietoku stisni v menu &. 2 tlacidlo F2. Nastav prietok na hodnotu 1000 umol-s.
V riadku b skontroluj flow (hodnota prietoku by mala byt okolo 700).

12.) Kontrola tesnosti trubic s chemikaliami (CO> pasca, desikant)
a) COq nastav na full bypass a desikant na full scrub (nasledne skontroluj prietok — pokles po

nastaveni scrub by mal byt 5-10 pmol-s?).

b) CO; nastav na full scrub a desikant full bypass (opit’ skontroluj pokles o 5-10 pmol-s™)

13.) V menu ¢. 2 stisni F2. Nastav prietok na 500 pmol-s.
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Po zahriati IRGA:

14.) Ak uz ubehlo 10 minit od zapnutia pristroja, pokracuj (ak nie, pockaj).

15.) Kontrola nulového prietoku: vypni pumpu a ventilator — v menu ¢. 2 stisni F2. Nasledne stla¢
F1 a potom ,,0/0%. Pozoruj prietok — mal by klesnat’ na 0—2 umol-s*. Po teste zapni ventilator
(F1).

16.) Nastavenie tesnenia komory:

a) Zavri komoru a pozri sa, ¢i je medzi tesneniami medzera,

b) Dotiahni skrutku tak, aby tam nebola medzera,

c) Otvor komoru a urob 1-2 polooto¢enia v smere hodinovych ruciciek,

d) Zatvor komoru.

17.) Kontrola nulového CO;:

a) V menu &. 2 stisni F2, potom ,,F*, ¢im zapne$ pumpu — nastav na 500 umol-s.

b) CO; pascu nastav na full scrub a desikant na full bypass — CO;R a CO,S musia klesnut’
k nule (tolerancia je 5 umol-mol ™), CO2R klesa rychlo, CO,S pomalSie. Kontrola sa robi pri
,,mixer off*!

18.) Kontrola nulovej H.O: CO; scrub nastav na full scrub a desikant nechaj nastaveny na full
scrub. V riadku ,a* skontroluj H,OR a H2OS. Hodnoty musia klesnat’ k nule. Tu je klesanie
pomalSia ako pri CO, rychlejsie pada H.OR. Rychlejsia kontrola: v priebehu minuty by mala
H2OR klesnut o 0,2-0,3 mmol. Tolerancia je 0,5 mmol-mol 2.

19.) Kontrola nulovej teploty listu: odpoj fialovii koncovku, teplota bloku a listu by mala byt
rovnaka (tolerancia 0,1 °C). Po zapojeni skus, ¢i senzor reaguje napr. na teplotu prsta.

20.) Zisti stabilitu koncentracie CO2. V menu ¢islo 2 stla¢ F3 anasledne ,,R“ — nastav 400
pumol-mol 2.

21.) COy scrub nechaj nastavené na full scrub, desikant nastav skrutkou na polovicu. CO2R by malo
byt stabilné (je OK, ak sa za 30 sekind zmeni maximalne o =2 pmol).

22.) Testovanie tesnosti: v menu ¢&. 2 stisni F2 a nastav prietok na 200 umol-s™*. Dychni na zavrett
komoru pre overenie tesnenia. Ak je tesnenie dobré, CO; ostava stabilné (tolerancia: 1 pmol).

23.) V menu ¢&. 1 stisni F5 (Match) a po¢kaj na stabilizaciu, kedy sa objavi ,,match IRGAs® a ,,exit".
Najprv stla¢ F5 (match IRGAS) a potom stisni F1 (exit).

MERANIE
1.) Nastav pozadovanu intenzitu svetla tak, aby si zatvaral list do osvetlenej komory (menu ¢. 2,
F5). V tme sa totiz rychlo zatvaraji prieduchy. Zbytoéné svietenie pocas prestojov vyrazne
skracuje zivotnost’ batérii, preto je dobré svetlo vypinat’.
2.) Nastav prietok (menu ¢. 2, F2) na 400 pmol-s .
3.) Nastav desikant skrutkou na polovicu.
4.) Nastav CO; (menu ¢. 2, F3) na 390 ppm.
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5.) CO; pasca musi byt na full scrub.

6.) Nastav teplotu cez Block temperature (menu €. 2, F4), zviésa pouzivame 20-25 °C.

7.) Nastav spravny pomer prieduchov (0 — listnace resp. ak st prieduchy na jednej strane; 1 pre
rovnaky pomer na prieduchov na vrchnej a spodnej Casti listu; ak si nie si isty, pouzi 2).

8.) Vytvor novy subor (menu ¢. 1, F1), data ukladaj stlacenim F1 (log). Pre pridanie poznamky
stlac F4.

Match: Podmienkou presného merania je ,Match® systému. Je nutné ho robit pred kazdym
meranim, ale aj pri zmene CO», resp. pri zmenach teploty (sta¢i kazdych 30 minut). Match je
dolezitejsi pri nizkych hodnotach fotosyntézy resp. transpiracie.

Vihkost’ vzduchu: nezabtdaj kontrolovat’ vlhkost’” vzduchu tak, aby bola zhruba rovnaka pocas
merani.

Udrzba: Ak méa§ problém so stabilitou hodnét, najéastejsou pri¢inou je netesnost systému
(dotiahnut’ skrutku resp. vymenit' tesnenia) alebo nefunkénost chemikalii (pri vymene treba
odskrutkovat’ spodnu ¢ast’ trubice!!!). Po pouziti 25 bombiciek treba vymenit’ filter.

AC-modul — priame napajanie na siet: vzdy oba konektory z modulu do pristroja, moze ist’ aj

batéria do AC-modulu.

VYPINANIE
Vypnutie pristroja: pomocou ,,Backspace/ESC* sa vrat’ az k ,,welcome menu/utility menu“ a zvol’
»QUIT/SLEEP*. Potvrd ,,Y*, vypni. Nesnaz sa vymontovat’ bombi¢ku po meraniach (az na druhy
den).
Po ukonéeni merania UVODINI SKRUTKU NA KYVETE tak, aby nedoslo k trvalému

zdeformovaniu tesnenia.

2.5. Meranie A-Ci kriviek
Vyznam merania A-Ci kriviek (teda zavislost’ Cistého fotosyntetického vynosu na
intercelularnej koncentracii CO2):

- ponukaju nahlad do biochemickych procesov na urovni listu a o efektivitae
karboxylacie: pociatocny sklon krivky vypoveda o aktivite enzymu Rubisco. Niekedy
tu hovorime o mezofylovej vodivosti.

- Pri merani A-Ci kriviek mézeme oddelit’ vplyv prieduchovej limitacie od mezofylovej
limitacie.

-V ramci mezofylu moze byt oddelend karboxylacna limitacia od limitacie na urovni

transportu elektronov.
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Co sa tyka svetla, to by poas merania vplyvu CO2 na fotosyntézu nemala byt
limitujicim faktorom, preto pouzivame saturacné oziarenie. Treba vSak ratat s moznym
otvaranim prieduchov pocas merania, kedze modré svetlo, ktoré je pri umelom svetle
zastipené, stimuluje otvaranie prieduchov. Ich postupné otvaranie nie je prili§ podstatné, je
vSak potrebné vyhnuat' sa pociato¢nému meraniu pri zavretych prieduchoch.

Pri voI'be koncentracii CO, pre samotné meranie su podstatné niektoré fakty hodné
zvazenia: posobenie vysokych koncentracii CO2 sposobuje rychle zatvaranie prieduchov. Preto
ich robime na zaver merania krivky avzdy bez &asovych prestojov. Daldou déleZitou
informaciou je, Ze dlhodobé zotrvanie listu v prostredi s nizkou koncentraciou CO2 (okolo
kompenzac¢ného bodu) moze sposobit’ deaktivaciu enzymov. Moznym pristupom je zacat’ na
prirodzenej koncentracii CO2 (400 ppm resp. pmol CO2 mol™?) pokradovat poklesom ku
kompenzacnému bodu, vratit sa ku hodnote 400 ppm na zaver realizovat merania nad
prirodzenou koncentraciou CO,. Uvedeny je priklad koncentracii CO2: 400, 300, 200, 100, 50,
400, 600, 800, 1200 ppm. Po dosiahnuti nastavenej koncentracie postacuje spravidla 60
sekundova adaptécia pre stabilizovanie hodndt fotosyntézy. Mimoriadne doblezité je dobré
tesnenie kyvety, ked’ze s meniacimi sa koncentraciami v komore narasta gradient a riziko
prestupu je vysSie. Ak st hodnoty fotosyntézy rozkolisand, pravdepodobne je problém
V netesnosti systému.

Teplota listu aj vihkost’ vzduchu by mali byt’ po¢as merania konstantné.

Mimoriadne dodlezita je procedira ,,match®, ktoru treba realizovat’ po kazdej zmene
koncentracie CO2 v komore (po ustaleni koncentracie). Inak namerané hodnoty budu chybné!

Pri¢inou pre vykonanie tejto procedury je odstranenie odchylka (nulovanie) medzi
analyzatormi v referencnej a ,,sample komore ovplyvnenej aktivitou listu. ,,Match* zvySuje
presnost’ merani najmd pri nizkych hodnotach asimilacie. DoleZitym krokom je prisun
rovnakého vzduchu pre oba pary IRGA senzorov — toto je mechanické procedura spojena
s preklopenim ,,lavicky* tak, ako je to zobrazené na obr. 9. Druhym krokom je matematicka
operacia, ktorti pristroj vykona automaticky. Problémom pri tejto procedire modze byt

nestabilita meranych hodnoét. V takom pripade pristroj upozorni na moznu chybu.
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Normal Match

— 1 Sample :u

Reference Eﬁz Reference

Normal Position Match Position

Obr. 9: Ventil pri procedure ,,match* sa preklopi a do oboch komor sa vhana rovnaky vzduch
(zo ,,sample” komory ovplyviiovane] aktivitou listu do referencnej komory). V l'avej Casti

obrazka vidime ,,normalnu‘ poziciu ventilu, v pravej ¢asti je poloha pri procedtre ,,match*.
9

2.6.Model pre spracovanie A-Ci kriviek
Po namerani A-Ci kriviek vyuZijeme namerané data pre kalkulaciu d’alSich parametrov.
Pre modelovanie kriviek sme vytvorili jednoduchy program. Po spusteni programu, ktory je
nainStalovany na pocitacoch, je potrebné zadat’ zvolené hodnoty ziarenia a teploty listu, pri
ktorych prebichalo meranie (hodnoty ur¢ime pred meranim podl'a potreby, napr. druhu
rastliny). Tieto hodnoty st po¢as merania kontantné. Dalej zadame koncentraciu COp, ktora
sme pocas merania postupne menili a napokon hodnotu fotosyntetického vynosu namerana pre
jednotlivé koncentracie COs.
Tlacidlo ,,update table* sluzi na ulozenie zadanych parametrov (obr. 10), tlacidlo
,»delete” na vymazanie posledného riadka, tlacidlo ,,go* na vyrovnanie krivky, tlacidlo ,,save*
ulozi zadané udaje, ktoré sa potom zobrazia aj po zatvoreni programu a opatovnom otvoreni.

Tlacidlo ,,download* umozni ulozit’ vystup programu ako *.pdf stubor.
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Vstupne veliciny

Par Ci Foto Temp
Par
1800 50 -0.06 25
1800
1800 72 -0.6 25
Ci 1800 89 0.6 25
1105 1800 119 24 25
1800 163 55 25
Photo
1800 219 925 25
2472
1800 258 1202 25
Temp 1800 416 19.37 25
25 1800 861 2408 25
1800 1105 2472 25
Update Table Delete Gol Save & Download

Obr. 10: Zadavanie intenzity ziarenia (Par), intercelularnej koncentracie COz (Ci), intenzity
Cistého fotosyntetického vynosu (Foto) a teploty listu do modelu (Temp). Na l'avej strane
zadavame hodnoty, na pravej sa zobrazuju hodnoty uz vlozené (vlastny program).

A, (pmolm “s ")

[ ._1‘:

— A

= Limiting rate
I I I I I

Obr.11: Priklad grafického vystupu programu — vyrovnanie krivky.

Vysledkom je graficky a numericky vystup (obr. 11 a 12). V module FYZIOLOG
rastového simuldtora vyuzijeme vykalkulované hodnoty, ktoré st vyznafené v Cervenom
ram¢eku: Vcemax = maximalna rychlost’ karboxylacie, Jmax = maximalna rychlost’

elektréonového transportu, Rd = temnotna (bunkova) respiracia.
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You entered

Data and prediction :
Ci BEmeas Amodel Ac S| Ep Rd VPD Tleaf PPFD Patm

1 72 -0.60 -1.0004565 2.575183 5.916879 3000 3.575441 1.5 25 1800 100

2 89 0.60 0.4094723 3.985269 8.444301 3000 3.575441 1.5 25 1800 100

3 119 2.40 2.7564694 6.332633 11.879384 3000 3.575441 1.5 25 1800 100

4 163 5.50 5.9067548 9.483710 15.417220 3000 3.575441 1.5 25 1800 100

5 219 09.25 9.4840151 13.062625 18.441201 3000 3.575441 1.5 25 1800 100

6 259 12.02 11.7852861 15.365814 19.999276 3000 3.575441 1.5 25 1800 100

7 416 19.37 19.1942431 22.824678 23.712441 3000 3.575441 1.5 25 1800 100

8 861 24.08 23.9585582 35.866421 27.543097 3000 3.575441 1.5 25 1800 100

9 1105 24.72 24.8456574 40.303264 28.427896 3000 3.575441 1.5 25 1800 100
Ci_original

1 72

2 89

3 119

4 163

5 219

6 259

74 416

8 g6l

9 1105

Vemax Jmax Rd :
Estimate Std. Error

Vcmax 68.875812 1.3546056
Jmax 135.439437 1.7445723
Rd 3.575441 0.2388223

Michel-Menten coef for Farquhar model Rm G* :
[1] 42.75

Obr. 12: Priklad numerického vystupu programu: zobrazené su data pouzité pre kalkulaciu

a vykalkulované hodnoty (v ¢ervenom ramceku).
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Tab. 1: Premenné a ich spdsob zoskupenia zobrazovaného v pristroji pri zakladnom nastaveni

Skupina | Skratka Popis
CO2R _uml | Koncentracia CO; v referenénej komore (pmol CO2 mol?)
CO2S pml Koncentracia CO, v komore ovplyvnenej aktivitou listu (umol CO, mol?)
A H20R_mml | Koncentracia H2O v referenénej komore (mmol H,O mol™)
H20S_mml | Koncentracia H,O v komore ovplyvnenej aktivitou listu (mmol H.0O mol?)
ACO2 pml Rozdiel koncentracie CO,; CO2S a CO2R (pmol CO, mol™)
AH20 _mml | Rozdiel koncentracie vodnej pary H20S a H20R (mmol H,O mol?)
° Flow pml Prietok vzduchu do komory s listom (umol s™1)
RH_S % Relativna vlhkost’ vzduchu v komore s listom (%)
Photo Cisty vynos fotosyntézy (umol CO, m?s?)
Cond Vodivost/konduktancia prieduchov pre H,O (mol H,O m2s?)
¢ Ci Intercelularna koncentrécia / koncentracia CO2 v liste (pmol CO, mol?)
Trmmol Rychlost transpircie (mmol H,O m2s?)
Ci/Ca Koncentracia intercelularneho CO; / obklopujiceho CO>
D VpdL Deficit tlaku vodnych par na zaklade teploty listu (kPa)
VpdA Deficit tlaku vodnych par na zaklade teploty vzduchu (kPa)
totalCV% Suma ACO2CV_%, AH20CV_% a Flow CV%
ACO2CV_% | Variacny koeficient ACO2_pml (%)
; AH20CV_% | Varia¢ny koeficient AH20 mml (%)
Flow_CV% | Varia¢ny koeficient prietoku "Flow_pml" (%)
RH_R % Relativna vlhkost’ vzduchu v referenénej komore (%)
RH_S % Relativna vlhkost’ vzduchu v komore s listom (%)
" Td R % Teplota rosného bodu v referenc¢nej komore (°C)
Td S % Teplota rosného bodu v v komore s listom (°C)
Prss_kPa Atmosfericky tlak (kPa)
Parln_pm Intenzita fotosynteticky aktivneho Ziarenia v komore (umol m? s?)
© ParOut_pum Intenzita fotosynteticky aktivneho Ziarenia mimo komory (umol m? s)
BLC_mol Celkova vodivost pril'ahlej vrstvy vzduchu (zohl'adiiuje pomer prieduchov) (mol m2 s?)
Thblock Teplota chlaciaceho bloku (°C)
H Tair °C Teplota v komore s listom (°C)
Tleaf°C Teplota listu (°C)
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Tab. 1 (pokra¢ovanie): Premenné a ich spdsob zoskupenia zobrazovaného v pristroji pri

zékladnom nastaveni

HH:MM:SS | Cas
Program Stav automatického programu

CHPWMF Stav (sumar) blizsie rozpisany v skupine J

Battery Voltaz batérie (V)
CO2 Stav CO; IRGA snimacéov
H20 Stav H20 IRGA snimacov
J Pump Stav pumpy
Flow Stav regulatora prietoku
Fan Rychlost’ ventilatora
Program Stav automatického programu
ProgPrgs zobrazenie krokov automatického programu
: FWMxXCrLp | Numericky sumar (kontrola prietoku, CO» mixer, kontrola teploty, Ziarenie)
totalCV% Suma ACO2CV_%, AH20CV_% a Flow_CV%
CRagc_mv AGC signal referenénej CO» (automatic gain control, mV)
. CSagc_mv AGC signal CO» ovplyvneného listom

HRagc_mv AGC signal referencnej H20
HSagc_mv AGC signal H,O ovplyvnenej vzorkou
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