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Seznam pouZitych zkratek

Seznam pouzitych zkratek

ADE - adaxialni epidermis

ABE — abaxialni epidermis

BHP - buiika houbového parenchymu

BPP — buiika palisdidového parenchymu

Fo — zakladni fluorescence emitovana temnotné adaptovanym listem pii aplikaci ¢erveného
budiciho paprsku o intenzité 0,01 pmol m™s™, ktery je piili§ slaby, aby zptisobil redukci
reak¢nich center PS II.

Fpm - maximélni fluorescence emitovand temnotné adaptovanym listem po aplikaci
saturaéniho pulzu, ktery ma dostateCnou intenzitu, aby zredukoval vSechna reakéni
centra fotosystému II.

Fm™ - maximalni fluorescence emitovana fotosyntetizujicim listem po aplikaci saturaéniho
pulzu, ktery zptisobi redukci téch reakénich center, kterd nebyla dosud zredukovana
pusobenim aktinického zafeni

Fs — ustdlend fluorescence emitovana fotosyntetizujicim listem, u n€¢hoZ po aplikaci
aktinického zafeni doslo k tzv. fluorescenéni indukci

Fy - variabilni fluorescence, ktera je rovna rozdilu F — Fy

Fy/Fm — maximalni fotochemicka u¢innost fotosystému II

HI — ozatenost 270 pmol m™ s béhem kultivace rostlin v in vitro podminkach

HP - houbovy parenchym

LHC I - svétlosbérné komplexy fotosystému I

LHC II — svétlosbérmé komplexy fotosystému II

LI - ozafenost 60 pmol m? s b&hem kultivace rostlin v in vitro podminkach

MI - ozéfenost 180 pmol m™ s™! bshem kultivace rostlin v in vitro podminkéach

MP — mezibunééné prostory

NPQ — nefotochemické zhaseni fluorescence chlorofylu a

OEC - komplex vyvijejici kyslik

Py — rychlost &isté fotosyntézy

PP — palisddovy parenchym

PP/HP — pomér palisidového a houbového parenchymu

PS I - fotosystém I

PS II — fotosystém II

Qa — plastochinon A

Qs — plastochinon B

¢ ps 1 — aktualni fotochemicka u€innnost fotosystému II

Rp - rychlost temnotniho dychani

ROS - reaktivni formy kysliku



1. Uvod

1. Uvod

Kultivace vin vitro podminkidch je v poslednich desetiletich velmi rozsifenou
metodou péstovani a mnoZeni rostlin, a to nejen pro komeréni ugely. Vlivem kultivaénich
podminek na stavbu a funkci rostlinek se zabyvalo a stale zabyva mnoho vyzkumnych tymu,
které fes$i zejména otazky souvisejici s ovlivnénim vyvoje rostlinek tak, aby dobife snasely
aklimatizaci a dalsi rist ve skleniku &i polnich podminkach.

Konvenéni podminky pro in vitro kultivace jsou pfitom pro vyvoj a naslednou
aklimatizaci rostlinek pomé&rné nepfiznivé. Nizka ozafenost a koncentrace CO,, pfidavani
Jjednoduchych sacharidi do média a vysoka vzdu$na vlhkost v kultivaénich nadobkach
zpusobuji fadu anatomickych, morfologickych a fyziologickych zmén, v jejichZ disledku se
rostlinky s transferem do ex vitro podminek obtizn€ vyrovnavaji.

V této souvislosti se pozornost vyzkumniki ¢asto zaméfuje na fotoautotrofni kultivaci
rostlinek, pfi které se obsah cukri v médiu sniZuje ¢i zcela eliminuje, a to za soucasného
zvySeni hladiny ozafenosti a koncentrace CO,. Aplikace vy$s§i hladiny ozéafenosti je vSak v in
vitro podminkach pon€kud omezena nachylnosti téchto rostlinek k fotoinhibici. Fotoinhibice
byla popsdna — v pfipadé fotoautotrofné in vitro péstovanych rostlinek tabdku - jiz pfi
oz4fenosti okolo 200 pmol m? s™. Projevy fotoinhibice jsou ptitom do jisté miry podobné
projeviim starnuti, tj. dochézi pfi ni k poklesu fotosyntetické u¢innosti a/nebo kapacity, klesa
obsah chlorofyld a+b a pomé&r chlorofyli a/b, zvy3uje se obsah a deepoxidaéni stav pigmentl
xanthofylového cyklu, kles4 i aktualni a maximalni fotochemicka G¢innost fotosystému II a
zvySuje se nefotochemické zhaseni.

Dosavadni studie popisujici fotoinhibici u fotoautotrofné péstovanych rostlinek tabaku
se tykaly pln& rozvinutych listi nebo prvniho plné rozvinutého listu pocitdno od apexu.
ProtoZe vyvoj listd probiha pti vy33i ozafenosti rychleji, a nadmérmné ozéfenost miize starnuti
urychlovat, je mozné, Ze uvedené zmény jsou ovlivnény téZ urychlenim ontogeneze listu.
Proto jsem ve své praci sledovala fotoautotrofné pé&stované rostlinky tabiku (Nicotiana
tabacum L. var. Samsun) béhem vyvoje (&tvrtého) listu, a to pfi riznych hladinach ozafenosti

— konven¢ni (60 pmol m? s7) a dvou zvysenych (180 a 270 pmol m?s™).



1. Uvod

Cilem mé prace bylo:

a) ovéfit, zda se pii rustu za vysSi ozafenosti urychli vyvoj listu a diive
nastoupi starnuti; a to sledovanim zmén anatomie, rustu a fotosyntézy
ptesné definovaného listu,

b) zjistit, zda se pfi kultivaci za nadmémé (tj. fotoinhibi¢ni) ozafenosti
nezméni prub&h ontogenetickych chodii charakteristickych pro vyvoj listu,

c) zjistit, zda se fotoinhibice projevuje jiz u mladych listd.
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2.1. Anatomie listu

vvvvvv

stonek, a vpribéhu evoluce vzniklo mnoho riznych typi listd sriznymi funkcemi.
Nejbéznéjsim typem listu je list asimilaéni, jehoZ hlavni funkci je fotosyntéza a transpirace.
Témto zakladnim funkcim je pfizplisobena i jeho stavba (Bolhar-Nordenkampf 1985,
Mauseth 1988).

Typicky asimilaéni list je plochy a tenky. Velka plocha listu, jeho orientace a sklon
jsou dilezité pro zachyceni svételného zafeni. Velky povrch listu je vyhodny i pro dostatedny
pfisun CO; a mala tloustka listu zase odpovida moZnostem pronikani svétla. RozloZeni list
na stonku (fylotaxe) tvofi pfitom listovou mozaiku tak, aby jednotlivé listy byly co nejméné
zastinény.

Na povrchu listu se nachazi pokozka (epidermis), ktera je obvykle tvofena jednou
vrstvou kompaktnich bun€¢k. Vymeéna plynti s atmosférou je limitovana priduchy, které jsou
tvofeny dv€ma specializovanymi svéracimi burikami s chloroplasty. Epidermélni buiiky
byvaji na povrchu listu vypouklé a funguji jako systém colek, které soustfed’uji svételné
zafeni do vrstev mezofylu (Vogelmann et al. 1996). Epidermis chrani list proti
nekontrolované ztrat¢ vody a proti poskozeni faktory prostfedi, napf. vétrem nebo
mikroorganismy. Obsahuje proto vrstvu kutikuly, voskid a trichomy, ale (u angiosperm)
obvykle neobsahuje chloroplasty. Vrstva trichomti na povrchu pokoZky udrZzuje kapky rosy
nebo desté nad povrchem listu a brani tak poSkozeni listu. Kapky vody mohou diky svému
tvaru také fungovat jako &olky a zesilovat svételné zafeni v listu pod jednotlivymi kapkami.
Na okrajich listové epele jsou stény pokoZzkovych bun&k &asto zesilené, coZ vyztuzuje listové
okraje a zpevriuje list.

Svrchni (adaxialni) epidermis nema obvykle stejny charakter jako epidermis spodni
(abaxidlni), coZ vyplyva patmé z toho, Ze faktory prostfedi nepiisobi na obé strany listu stejné.
Svrchni pokozka miva vrstvu kutikuly a voskd silngjsi a ani distribuce priduchd nebyva

rovnomérna. Priduchy se nachazeji bud’ jen ve spodni epidermis (hypostomatické, napf.
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rize), ve svrchni i spodni epidermis (amfistomatické, napf. tabak), nebo jen ve svrchni
epidermis (epistomatické, napf. leknin). Pokud jde o listy amfistomatické, byva vice priaduchi
zpravidla ve spodni epidermis, ktera neni pfimo vystavena slune¢nimu zafeni. V zavislosti na
podminkéch prostfedi se priduchy nachazeji ve stejné roviné jako epidermalni buriky, mohou
byt vSak také vyvySeny nad povrch epidermis nebo naopak vnofeny pod jeji povrch, pfipadné
se vyskytovat v tzv. priuduchovych kryptach.

Fotosynteticky aktivni listové pletivo, s velkym mnoZstvim chloroplasti, se nazyva
mezofyl. Mezi buiikkami mezofylu se nachazeji mezibunééné prostory, které slouZi transportu
plynl, zejména oxidu uhli¢itého a vodni pary. Mezibuné&né prostory zainaji pod
pruduchovymi §térbinami, které 1sti do pomérné velkych vzajemné propojenych
mezibunéénych prostor. Mezofylové buriky jsou obvykle uspofadany tak, Ze velkou Easti
svého povrchu sousedi s mezibunéénymi prostory a jen malou &asti povrchu s ostatnimi
mezofylovymi buitkkami. Tim se vytvafi velky vnitini povrch listu, ktery je obvykle 10 — 40
krat vét8i nez listova plocha, coZ je duleZité z hlediska transportu CO, do mezofylovych
bunék.

Mezofylové buriky maji obvykle velkou centralni vakuolu. Chloroplasty jsou umistény
v tenké vrstv€ nasténné cytoplazmy, a to zejména tam, kde bun&né stény mezofylovych
bun¢k sousedi s mezibunéénymi prostory (Psaras et al. 1996). Vzhledem ktomu, Ze
chloroplasty jsou turgorem pevné pfitisknuty k bunééné stén€, je draha CO, od povrchu
builky do chloroplasti kratkd. Mezofyl byva Casto rozliSen na dva typy parenchymu —
palisaidovy a houbovity. Nachazi-li se palisidovy parenchym pod svrchni a houbovity
parenchym u spodni epidermis, mluvime o tzv. listu bifacidlnim, ktery je nejcast&j$im typem
uspofddani mezofylu a je typicky i pro listy tabdku. Builky palisddového parenchymu jsou
vélcovité a protazené ve sméru kolmém na povrch listu. ProtoZze maji pfiblizn€ kruhovy
prufez, souvisi spolu pouze malou &4sti svych bun&nych stén. Mezibunééné prostory mezi
palisidovymi burtikami jsou uzké a funguji jako soustava svétlovodnych kandld, kterymi se
svételné zafeni §ifi do hlubsich vrstev mezofylu (Vogelmann 1993). Buiiky palisédového
parenchymu obsahuji mnohem vice chloroplasti neZ butiky houbového parenchymu
(Possingham a Saurer 1969, Wild a Wolf 1980). Houbovy parenchym je tvofen nepravidelné
uspofadanymi burtikami rizného tvaru, které vytvafeji trojrozmémou sit’ s velkymi
mezibun&&nymi prostory. Takovato stavba listu je vyhodna pro efektivni vyuZiti svételného
zéfeni, které se odraZi na povrsich bun&k houbového parenchymu a zvySuje absorpci svétla
chloroplasty v mezofylu (Vogelmann 2002). Vzhledem k tomu, Ze i hustota priduchii byva

vy3$3i na spodni epidermis, je timto usnadnén i vstup a transport CO; do listu.
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Cévni svazky jsou vnofeny do mezofylu a obklopeny pochvami, které tvofi jedna nebo
vice vrstev kompaktnich bun€k. Tyto buiiky mohou byt parenchymatické, kolenchymatické
a/nebo sklerenchymatické a zajiStuji, Ze vodivé elementy nejsou nikdy v kontaktu

s mezibunéénymi prostory, ale pouze se Zivymi buiikami.

2.1.1. Vliv ozarenosti na anatomii listu

Rostliny jsou schopné pfizplisobit se rozdilnym hladindm ozafenosti tak, Ze vytvari
listy slunného nebo stinného typu. Listy slunného a stinného typu se ve své anatomii vyrazné
1iSi (napt. Bjorkman 1981, Bolhar-Nordenkampf 1985, Psaras et al. 1996, Smith et al. 1997,
Lee et al. 2000, Vogelmann 2002, Pandey a Kushwaha 2005). Listy slunného typu byvaji
obvykle mensich rozméra (Sifky a délky) a pfitom dvakrat aZ tfikrat tlusts$i neZ listy stinného
typu. Redukovana velikost listi zpiisobuje vyznamny nérist disipace tepla proudénim, coZ je
dilezité pro pfeZiti rostlin na suchych stanovistich a pii vysoké ozafenosti, kde jsou listy vice
ohroZeny piehfatim a vysokou rychlosti transpirace (Smith et al. 1997). Vétsi tloust’ka listu je
zplisobena zejména naristem objemu mezofylovych bunék, které maji vétsi povrch a lepsi
absorpci CO,, kterd jim umoziiuje zvysit rychlost Cisté fotosyntézy (Pn) na jednotku listové
plochy, ackoliv Py na jednotku biomasy se ménit nemusi. Listy slunného typu maji delsi
palisddové buriky a/nebo vice vrstev palisadovych bunék, které jsou vétsi, a velmi ¢asto i lépe
vyvinuty houbovy parenchym (Smith a Longstreth 1994, Psaras et al. 1996, Myers et al. 1997,
Lee et al. 2000, Yano a Terashima 2004). Mezibunééné prostory jsou u listii slunného typu
mensi, protoZe mezofyl je kompaktné&jsi. Poéet chloroplasti v buiikdch mezofylu je vyssi, a to
jak v palisdidovém tak v houbovém parenchymu (Wild a Wolf 1980).

Listy slunného a stinného typu se lisi také rozmisténim chloroplastti. Chloroplasty list
slunného typu se nachdzeji zejména podél antiklindlnich bunéénych sté€n, zatimco
chloroplasty listi stinného typu podél buné&nych stén periklinalnich. Tento rozdil sniZuje
mnoZstvi absorbovaného sluneéniho zafeni u listi slunného typu asi o 15% (Gorton et al.
1999), ¢imZ se sniZzuje i pravdépodobnost poskozeni chloroplastli nadmérnou ozafenosti
(Kasahara et al. 2002). Difiize CO, se zménou rozmisténi chloroplasti neméni (Evans et al.
1994, Gorton et al. 2003).

Chloroplasty listi slunného a stinného typu se také lisi v organizaci thylakoidnich

membran (Adamson et al. 1991). Chloroplasty listi stinného typu maji velka nepravidelné

10
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uspofadana grana, zatimco chloroplasty listi slunného typu obsahuji vice gran, ktera jsou
mensi, maji vice $krobu a mensi plastoglobuly (Evans 1988).

Vetsi tloustka listd slunného typu miiZe byt spojena s rovnomérnéj$im rozmisténim
pruduchi na obou povrsich listu (Mott a Michaelson 1991), ¢imZ se miZe zlepsit zasobeni
mezofylovych bunék oxidem uhli¢itym. Priduchy na listech slunného typu byvaji mensi, ale
jejich hustota byva vyssi (Ticha 1982).

Pro absorpci svételného zafeni je dileZitd i geometrie epidermalnich bunék. Smith et
al. (1997) uvadégji, Ze kruhové epidermalni buriky jsou vyhodnéjsi pro listy stinného typu,
nebot’ vice zvySuji absorpéni plochu, a to nejen pro pfevladajici hladinu slabsiho rozptyleného
svételného zafeni, ale také pro pfimé slunecni zafeni (sluneéni skvrny), které pronika
porostem a ma nizky uhel dopadu. Kruhové epidermalni buriky zaostiuji svételné zareni do
mél¢ich hloubek, coZ je pro typicky stinné, tenké listy dilezité. Pfi vys$i insolaci plsobi
eliptické epidermélni buriky hlubsi zaostfeni dopadajiciho svételného zafeni, coZz umoziiuje
jeho rovnoméméjsi distribuci uvnitf tlustdiho listu. Jakékoli ohybani pifimo dopadajiciho
svételného zafeni epidermdlnimi burikami je vSak dileZité pro prodlouZeni drahy fotont
uvnitf listu, které zvySuje pravdépodobnost, Ze budou absorbovany chloroplasty (Vogelmann
et al. 1996).

V extrémnich klimatickych podminkach, jako naptiklad v poustich, je hladina
ozafenosti prili§ vysokd a muiZe byt pro list Skodlivd. V té€chto podminkach jsou listy
pfizpisobeny svému prostfedi vy$§im obsahem trichomd, solnych Zlazek a epikutikularnich
vosku, které zvysuji odrazivost svételného zafeni z povrchu listu, ¢imz redukuji jeho absorpci.
Takovéto adaptace mohou sniZit absorpci svételného zateni az o 40%, €imZ sniZuji zahfivani
listu i ostatni problémy spojené s absorpci pfili§ velkého mnozstvi energie (Vogelmann 2002).

Kromé anatomie listu ovliviiuje absorpci dopadajiciho svételného zafeni i sklon listu
(Valladares a Pearcy 1999, Gratani a Ghia 2002, Jiang et al. 2006). Cosinovy zikon
pfedpovida pfibliZzné 50% sniZeni ozéafenosti dopadajici v poledne na svrchni epidermis listu
sklonéného v uhlu 60°. Diky odrazu svételného zafeni z okolnich objekti je navic spodni
epidermis takto sklon&ného listu vystavena asi jedné Etvrting plného slune¢niho zafeni (Myers
et al. 1997). Sklon listu miiZze redukovat nadbytek svételného zafeni dopadajiciho na svrchni
stranu listu a zvysit mnoZstvi svételného zafeni dopadajiciho na spodni stranu listu, kde se

muZe vyuzit chloroplasty umisténymi blizko povrchu.

11
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2.1.2. Anatomické zmény béhem vyvoje listu

Béhem vyvoje listu dochdzi k charakteristickym zménam v jeho anatomii (Ticha
1985). V prib&hu vyvoje nartstd tloustka listu i v8ech typd listovych pletiv. Epidermalni
buiiky, ptlivodné polygondlniho tvaru, se zalinaji li§it ve své velikosti a ziskdvaji
charakteristicky dlazdicovy tvar (Donnelly et al. 1999). Nartsta tloustka kutikuly i podet
trichomt na jednotku listové plochy (Ticha 1985). Objevuji se priduchy, jejichZz hustota
zpoc¢atku prudce narlstd délenim a poté, s pokratujicim nartistem listové plochy, pozvolna
klesa (Rawson a Craven 1975). V ur¢itém bodé vyvoje listu se déleni priduchti zastavi, ale
jejich rist jeSt¢ pokracuje (Evans a Ting 1974). Diferenciace priduchti obecné pokraluje,
dokud list nedosahne 10 az 50% své kone&né velikosti (Ticha 1982).

Mezofyl neni u velmi mladych listd jest¢ zfetelné diferencovin na palisidovy a
houbovy parenchym a builky jsou velmi kompaktni, s malymi mezibun&nymi prostory
(Ticha 1985, Smith a Longstreth 1994, Ali et al. 1999). Se vzristajici listovou plochou se
buiiky palisidového parenchymu podélné protahuji a ziskdvaji tak sviij charakteristicky
sloupcovy tvar. Pomér tloustky palisidového a houbového parenchymu se zvySuje, protoze
tlouStka bun¢k palisdidového parenchymu narista vice nez tlouStka bun€k parenchymu
houbového. Zadinaji se vytvafet mezibun&&né prostory, jejichz formovani se shoduje s dobou
diferenciace priiduchi (Donnelly et al. 1999). Tloustka mezofylu se béhem vyvoje listu —
v zavislost na podminkéch prostfedi - miZe vice neZ ztrojnasobit (Smith a Longstreth 1994).
Tento narist je zplGsoben zejména délenim bun€k mezofylu a narGstem jejich objemu
(Possingham a Saurer 1969, Wild a Wolf 1980).

Mladé listy obsahuji velké mnoZstvi malych chloroplastii. Béhem expanze listu se
pocet chloroplastti v buiice zvySuje, a to jak v palisidovém tak i v houbovém parenchymu
(Possingham a Saurer 1969). V dobé intenzivniho dé&leni chloroplast se jejich velikost téméF
neméni. K naristu velikosti chloroplasti dochdzi aZz po ukondéeni jejich délici aktivity
(Maksymowych et al. 1999). Vtéto dobé také chloroplasty méni svij tvar z ptvodné
kruhovitych na diskovité.

Celkovy pocet chloroplastii v mezofylové buiice je v uzkém vztahu s velikosti buriky
(Pyke a Leech 1991) a nartst poétu chloroplasti béhem ristu mezofylové buiiky je regulovan.
Vztah mezi po€tem chloroplasti a velikosti buiiky je tedy béhem ristu buiiky konstatni (Pyke

,,,,,,

povrchu a jak se buiika zvétSuje, jednotlivé chloroplasty se d&li a zvétsuji tak, aby toto pokryti
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zistalo zachovano. Podet chloroplasti v buiice klesd aZz b&hem pozdni senescence listu
(Wardley et al. 1984, Ford a Shibles 1988).

Také ultrastruktura chloroplasti se béhem vyvoje listu znaéné méni (Kutik 1985,
1998). Chloroplasty mladych listi mivaji jednoduchy systém thylakoidnich membran, tvofeny
n€kolika vrstvami tenkych gran. Dosp&lé chloroplasty maji dobfe vyvinuté thylakoidni
membrany a obsahuji velkd Skrobova zrna. Pozdg&ji, v prib&hu starnuti, dochazi
k rozpadu struktur thylakoidnich membran, dilataci thylakoidii, vymizeni $krobu, nipadnému
narustu poctu plastoglobuld a zmenseni velikosti chloroplastti (Kutik et al. 1985).

2.2. Fotosyntéza

Fotosyntéza je proces, kterym rostliny pfemériuji anorganické sloudeniny v latky
organické za pomoci svételného zafeni (Blankenship 2002). Fotosyntézu délime na dvé &asti.
Prvni je tzv. svételnd faze, kterd zahrnuje reakce bezprostiedné souvisejici s absorpci
svételného zafeni a druhd je tzv. temnotni faze, pfi niZ se energie ziskana ve svételné fazi
zabudovava do chemickych vazeb sacharidd.

Energie slune¢niho zafeni je nejprve absorbovana pigmenty obsaZenymi v rostling.
Vsechny pigmenty u&astnici se fotosyntézy se nachdzeji ve chloroplastech. Zakladnim
pigmentem je chlorofyl, i kdyZ vSechny rostliny maji vice druhd pigmentd, z nichZ kazdy ma
svou specifickou funkci. Chlorofyld existuje n€kolik typt, u vyssich rostlin se viak nachazi
pouze typ a a b. V podstatné mensim mnoZstvi obsahuji thylakoidni membrany také dva typy
karotenoidt - karoteny a xanthofyly. Tyto fotosyntetické pigmenty absorbuji svételné zateni
prostfednictvim svych valenénich elektroni, které se tak dostdvaji na vy3$i energetickou
hladinu. Excitovany stav je vysoce nestabilni a elektrony v ném ziistavaji jen velmi kratkou
dobu (zpravidla mén& nez 107? s). Do zakladniho stavu se mohou navratit ndkolika zpiisoby.
Pro fotosyntézu jsou nejdileZitéj$i zejména pienos energie na blizkou neexcitovanou
molekulu s podobnymi vlastnostmi a fotooxidace, pfi niZ se excitovand molekula oxiduje tim,
Ze prfenese elektron na molekulu akceptoru, kterou tak redukuje. V prvnim piipad€ jde o
pfedani energie mezi molekulami pigmenti v antendlnich komplexech fotosystému, ve
druhém pfipadé jde o pfenos energie mezi chlorofylem reakéniho centra fotosystému a jeho

primarnim akceptorem v elektrontransportnim fetézci.
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K absorpci a vyuziti fotosynteticky aktivniho zéafeni dochdzi u vy3Sich rostlin ve
specializovanych vnitinich membranach chloroplasti nazyvanych thylakoidy. Pro fotosyntézu
je vyznamné i prostorové uspofddani jednotlivych komplexd. Thylakoidy vytvateji
kontinualni trojrozmérnou sit’ diferencovanou na granalni (st€snané) a stromalni (nestésnané)
oblasti. Tato diferenciace umoziiuje prostorové rozdéleni fotosystémi a jejich svétlosbérnych
komplexi. Fotosystém II (PS II) a jeho svétlosbérny komplex LHC II se nachazi pfevazné
v granalnich oblastech, fotosystém I (PS I) a jeho svétlosbérny komplex LHC I pak
v oblastech stromalnich (Mustardy a Garab 2003). Separace téchto dvou pigmentovych
systému je pravdépodobné duleZita pfi ochrané pfed neregulovanym tokem excitaéni energie
mezi obéma fotosystémy (Trissl a Wilhelm 1993). Bez této ochrany by PS I, ktery je mnohem
rychlejdi nez PS II, mohl zpisobit naruSeni rovnovéahy v distribuci energie mezi fotosystémy
(Mustardy a Garab 2003). Rozmisténi vSech ostatnich proteind v thylakoidni membrané
odrazi jejich funkéni spojeni s PS II a/nebo PS I (tj. LHC II, Cyt b¢f, plastocyanin), nebo
morfologicka omezeni plynouci z velikosti a tvaru komplexti (napt. ATP syntaza) (Stachelin a
van der Staay 1996).

Po absorpci svételné energie v antendlnich systémech dochézi k jejimu pfenosu do
reak¢nich center PS I a II. V reakénim centru PS II se excituje molekula chlorofylu a, ktera se
podle svého absorpéniho maxima oznauje jako P680 (Barber a Kiihlbrandt 1999). Jeji
elektron se pfenese na feofytin a odtud na plastochinon Qa. Oxidovana molekula chlorofylu
se zpétné redukuje elektronem ziskanym rozkladem vody v komplexu vyvijejicim kyslik
(OEC, oxygen evolving complex). Qa postupné pfenese dva elektrony na druhy plastochinon
Qg, ktery se poté uvolni ze svého vazebného mista a nahradi oxidovanou molekulou tohoto
pfenasete. Redukovany Qg® pak piijme dva protony ze stromatu, &imZ vznikne plastochinol
QgH,. Dile jsou elektrony pfeneseny na cytochrom be/f. Tento komplex pfenasi protony ze
stromatu do lumenu thylakoidu, ¢imzZ se podili na tvorbé protonového gradientu. Z komplexu
be/f pokraduji elektrony na plastocyanin a poté na reakéni centrum PS 1. Z PS I elektron
piechazi na ferredoxin. Z ferredoxinu miZe elektron pfejit zpét na komplex cytochromu bg/f,
¢imZ se zvysi protonovy gradient. Protonovy gradient se pak vyuZije na tvorbu ATP. Nebo
miiZe elektron z ferredoxinu piejit na NADP-reduktazu, kter redukuje NADP* na NADPH.

V Calvinoveé cyklu, ktery probiha ve stromatu chloroplastu, se enzymem ribul6za-1,5-
bisfosfatkarboxylazou/oxygenazou (Rubisco) vazou molekuly CO, na slou¢eninu ribuléza-
1,5-bisfosfat, kterd se za spotieby ATP a NADPH pfemétiuje na jednoduchy sacharid
glyceraldehyd-3-fosfat a jeho izomer dihydroxyacetonfosfét. Tyto jednoduché sacharidy jsou
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vychodiskem pro syntézu fruktdza-1,6-bisfosfatu a nasledné¢ Skrobu nebo sachardzy
(Buchanan 2002).

2.2.1. Vliv ozaFenosti na fotosyntézu

Anatomie listi slunného a stinného typu popsana v kapitole 2.1.1. je v izkém vztahu
sjeho fotosyntetickymi procesy. Aklimace rostlin na hladinu ozafenosti zahrnuje zmény
v obsahu fotosyntetickych pigmentt, rychlosti &isté fotosyntézy (Pn) i rychlosti temnotniho
dychéani (Rp).

Obsah chlorofyli na jednotku listové plochy odrédZi schopnost listu absorbovat
svételné zafeni. U listd slunného typu je obsah chlorofyli a+b vyssi, stejné jako pomér
chlorofyld a/b (Chaves 1994). Vys§i podil chlorofylu b u listi stinného typu je patrné
zplsoben nartustem velikosti svétlosbérnych komplext PS II (LHC II), které obsahuji vétsinu
chlorofylu b, a/nebo snizenim poméru PS II/PS I (Bolhar-Nordenkampf a Draxler 1993).
Ostatni Casti fotosyntetického aparatu (tj. reakéni centra, elektrontransportni fetézce a
Rubisco) jsou zastoupeny, ve srovnani s listy slunného typu, méné (Evans 1988). Listy
slunného typu maji také vice pigmentl xanthofylového cyklu.

Vztah mezi Py a hladinou ozafenosti 1ze vyjadfit tzv. svételnou kiivkou fotosyntézy
(Vogelmann 2002). Ve tmé k asimilaci uhliku nedochazi a listy uvoliiuji CO, dychanim. Se
zvySujici se ozafenosti asimilace CO, narlstd az se CO, uvoliiované dychianim vyrovna
asimilaci CO,. Tento rovnovazny bod mezi asimilaci a dychdnim se nazyva svételny
kompenzaéni bod. Hladina ozafenosti, pfi které list dosdhne svého svételného kompenzaéniho
bodu, je u list stinného typu niZsi, protoZe je nizké Rp. Nizké Rp je pravdépodobné zakladni
adaptaci, kterdA umoZiluje rostlinAm pfeZivat v podminkach nizké ozafenosti. ZvySovani
hladiny ozéfenosti nad svételny kompenza¢ni bod vede k pfimo imé&mému néristu Py. V této
Casti kiivky je fotosyntéza limitovana svételnym zafenim. Pfi dal$im zvySovani svételného
zafeni dosdhne Py své saturace, kdy dal$i zvySovani hladiny ozafenosti jizZ Py nezvySuje.
V této fazi svételné kiivky je Py limitovana jinymi faktory nez svételnym zafenim (naptiklad
rychlosti transportu elektront, aktivitou Rubisca nebo metabolismem tri6zafosfatti). Hladina

ozafenosti, pfi které je Py saturovana, a tedy i maximalni Py, je u stinnych listi znaéné niZsi.
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2.2.1.1. Fotoinhibice

Jsou-li listy vystaveny nadmérné ozafenosti, tzn. ozarenosti vyssi, nez dokazi vyuzit,
miZe dochazet k fotooxidativnimu posSkozeni fotosyntetického aparatu, jehoZ nasledkem
klesa fotosynteticka u€innost a/nebo maximalni rychlost fotosyntézy (Bjorkman 1981, Powles
1984).

Béhem fotosyntézy dochédzi z diivodu velkych rozdilt v redoxnim potencidlu mezi
reaktanty a produkty a pfitomnosti excitovanych meziprodukti ke tvorbé reaktivnich forem
kysliku a dal$ich oxidanti. Potencialné $kodlivé molekuly se vytvaii ve tfech zdkladnich
mistech fotosyntetického aparatu: v LHC II, v reakénich centrech PS II a na akceptorové
stran€ PS I (Niyogi 1999). Hlavnim mistem vzniku fotooxidativniho poskozeni je PS II.

Reaktivni formy kysliku (ROS) mohou zpisobit oxidaci lipidd, proteint a pigmenti
v jejich bezprostfedni blizkosti. V reakénich centrech PS II mohou ROS poskodit také
proteinové podjednotky spojené s PS II, zejména D1 protein, ¢imZ dochazi k fotooxidativni
inaktivaci celych reakénich center (Barber a Andersson 1992, Aro et al. 1993).

V pribéhu evoluce si rostliny vytvofily fadu fotoprotektivnich mechanismi, s pomoci
kterych se se $kodlivym vlivem nadmérné ozafenosti vyrovnavaji, a to bud’ sniZenim absorbce
zafeni (pfizpusobenim velikosti svétlosbérnych komplexl), nebo alternativnimi drdhami
transportu elektronti (naptiklad fotorespirace, cyklicky transport elektront v PS I, ,,water-
water” cyklus) ¢i disipaci nadmé&mé absorbovaného zifeni na teplo (xanthofylovy cyklus)
(Asada 1999, Niyogi 1999, Szab6 et al. 2005). Z hlediska likvidace ROS jsou dulezité
antioxidanty (napiiklad a-tokoferol, askorbat, glutathion).

Jako indikator stresu a tedy i fotoinhibice se asto pouZiva parametr Fy/Fy ziskany
méfenim fluorescence chlorofylu a (Powles 1984). Tento parametr je vuzkém vztahu
s kvantovym vyté€Zkem Py v intaktnich listech (Demmig a Bjorkman 1987, Russel et al. 1995)
a u zdravych listi v podminkéch beze stresu se pohybuje v rozmezi 0.75 — 0.85 (Bjorkman a
Demmig 1987). Pod vlivem stresu Fy/Fy kles4, a to v souvislosti s naristem hodnoty zékladni
fluorescence (Fo) a/nebo poklesem hodnoty maximalni fluorescence (Fu). PrestoZze zmény
v obou parametrech jsou zptisobeny fotoinhibici, je tfebé mezi nimi rozliSovat. Nérast Fo byva
spojovan s fotoposkozenim, zatimco pokles Fy s fotoprotektivnimi mechanismy (Araus a
Hogan 1994).
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2.2.2. Fotosyntéza béhem vyvaoje listu

Vyvoj fotosyntetické aktivity listu je izce spojen jak s vyvojem vnitini stavby listu (a
zejména chloroplasti), tak i s vyvojem listové plochy a koncentrace chlorofylu.

V prib&hu vyvoje listu je moZné rozlisit tfi faze: (1) utvafeni listu spojené s rychlou
expanzi listové plochy, (2) obdobi dospélosti listu po dosaZeni maximalni listové plochy a (3)
obdobi senescence spojené s poklesem listové plochy (Sestak a Catsky 1985).

Utvéfeni listu je zahajeno poté, co se listové primordium objevi na apikalnim vrcholu
prytu. Zpocatku pfevazujici buné¢né déleni je vystfidano rychlou expanzi bun€k. Doba trvani
dospélosti se u jednotlivych rostlinnych druhti 1i§i a zalatek senescence je obvykle
charakterizovan symptomy degradace bunék a pletiv.

Listova plocha se €asto pouZziva jako vztaZna jednotka nejen pro fotosyntézu, ale i v
dalsich fyziologickych studiich (Ticha 1985). Listova plocha narista b&hem vyvoje listu
sigmoidalné a déleni bun€k pokracuje, dokud list nedoséhne Y5 az % celkové listové plochy
(Possingham a Saurer 1969).

Paraleln€¢ s néristem listové plochy béhem vyvoje listu vyrazné nartistd obsah
chlorofyli. Rychlost akumulace chlorofyli na jednotku listové plochy je vysoka v prvni
polovin€ expanze listu a poté klesa. Akumulace chlorofyli na jednotku listové plochy
dosahuje maximalnich hodnot pfed, pfi nebo po dosaZeni maximalni listové plochy. Poté
rychlost rozkladu chlorofyli pfevazuje nad rychlosti jejich syntézy a obsah chlorofyli
postupné klesi. Akumulace chlorofylu piitom probiha rychleji neZ jejich rozklad (Sestak
1985).

V souladu s obsahem pigmenti nariistd béhem vyvoje listu také obsah a aktivita
enzymu ﬁéasthicich se fotosyntézy, spole¢né se zvySovanim kapacity svétlosbérnych procest,
aktivitou elektrontransportniho fetézce a fotofosforylace. Eichelmann et al. (2004) uvadéji, Ze
mnoZstvi aktivniho Rubisca se zvySuje s vyvojem PS 1. Syntéza PS II zadind pozdé&ji a
pokracuje jesté ne¢kolik dni poté, co PS I dosdhne své plné aktivity. Svétlosb&émé komplexy
PS 1II jsou zpocatku velké a jejich organizace neni optimdlni, coZz vede k v&t$im ztratdm
excitatni energie u mladych listd.

S vySe uvedenymi zménami souvisi i vyvoj fotosyntetické aktivity listu. Mladé
vyvijejici se listy maji zpo€atku vysokou Rp, takZe Py dosahuje zdpornych hodnot (Tiché et
al. 1985). Nizka Py u mladych listi je spojena nejen s vysokou rychlosti Rp ale i s nizkou
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vodivosti priduchti a mezibunéénych prostor. Vodivost priducht i mezibunéénych prostor
béhem vyvoje listu vzrista, zatimco Rp klesa.

Rychlost ¢isté fotosyntézy béhem vyvoje listu prudce stoupa a svého maxima dosahuje
v dobg, kdy list dosahl 35 — 100% své maximalni listové plochy, u Nicotiana tabacum udavaji
Rawson a Craven (1974) hodnotu 37% z maximalni listové plochy. B&€hem senescence listu
dochazi pak k pozvolnému poklesu Py i vodivosti priduchii a mezibunéénych prostor, a

k opétovnému nartistu Rp (Tich4 et al. 1985).

2.3. Specificita rostlin v in vitro podminkach

V poslednich desetiletich minulého stoleti se znaéné rozsifilo pouZivani technik in
vitro kultivace intaktnich rostlin. Tyto techniky se vyuzivaji hlavné pfi rychlém mnoZeni
(mikropropagaci) okrasnych rostlin pro komeréni ucely (napf. rize, karafiaty), uzitkovych
plodin (napf. brambory, fepa, bandny, réva), pro vyzkumné ucely nebo pro udrzeni genofondu
ohroZenych druhti rostlin (napf. agave).

Konvenéni podminky kultivace, zahrujici zejména nizkou ozafenost, exogenni
pfidavani sacharidd a ristovych regulatori do média spolu s omezenim vymény plynti mezi
kultivani nadobkou a okolnim prostfedim, jsou vSak pro rist a vyvoj rostlin pomérné
nepriznivé.

Ozatenost spolu s koncentraci CO, ma4, stejné jako v pfirodé, nejvétsi vliv na rist a
vyvoj rostlinek v in vitro podminkach, protoZe mnoho druhti rostlin je schopno rist i v t€chto
podminkéach fotoautotrofné (Kozai et al. 1991, Diiring a Harst 1996). Ozéfenost obvykle
pouZivana pfi in vitro kultivacich je ¢asto stejnd nebo niZ$i nez je jedna desetina ozéfenosti,
pfi které je fotosyntéza rostlin rostoucich v pfirodé saturovana svételnym zéafenim (cca. 800
pmol m? s™1). Jako zdroj zafeni v in vitro podminkéch se nejéastdji pouZivaji zafivky se
studenym bilym svétlem, které jsou citovany v 90% védeckych publikaci. V pifipadé
komeréniho mnoZeni uZitkovych plodin lze vSak s tspéchem pouZit i pfirozené osvétleni
(kultivaéni mistnost s velkymi okny), coZ popisuji naptiklad Kodym a Zapata-Arias (1999)
pii kultivaci rostlinek Musa acuminata. Zafivky byvaji umistény v horni ¢asti nebo po
stranach kultivaéni komory. Kitaya et al. (1995) sledovali vliv sméru zafeni na rist rostlinek a
zjistili, Ze kvalitn&jsi (tj. siln&jsi, s kratSimi stonky) rostlinky Solanum tuberosum lze ziskat

umisténim zafivek po stranach kultivaéni komory.
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Koncentrace CO, v kultivaénich nadobkach zavisi na rychlosti pfijmu CO, a respiraci
rostlinky, na koncentraci CO, v okolni atmosféfe (napf. v kultiva¢ni komote) a na rychlosti
vymény plynd mezi okolni atmosférou a kultivaéni nadobkou. Pro vyménu CO, mezi
nadobkou a okolim je duleZity zpisob uzavieni nadobek. Ve vzduchotésné uzavienych
nadobkach (napf. jsou-li vi€ka zaluminiové félie nebo se k uzavirdni nadobek pouZiji
gumové zatky) neni difize CO, mozna a koncentrace CO, v nadobkach béhem fotoperiody
vyrazné klesne, a to aZ na hodnoty odpovidajici kompenzaénimu bodu fotosyntézy (napf.
Santriek et al. 1991, Navarro et al. 1994, Serret et al. 1996, Serret et al. 1997, Zobayed et al.
1999, Serret et al. 2001, Zobayed et al. 2001). Kozai et al. (1990) uvadéji, Ze koncentrace CO,
v naddobkach byla vzdy niZ$i neZ v okolni atmosféfe, a to jiZ pfi ozafenosti piesahujici
hodnotu 35 pmol m? s!. Cim vy$si je pkitom ozafenost, tim rychleji koncentrace CO,
v kultiva¢ni nddobce klesa (Diiring a Harst, 1996, Serret et al. 2001). K vyrazng&j$imu poklesu
koncentrace CO; dochazi také s prodluZujici se dobou kultivace (Kozai et al. 1991). Rychlost
vyCerpani CO; zavisi pfitom nejen na rychlosti fotosyntézy a dychani, ale také na poméru
&erstvé hmotnosti rostlinky vii¢i objemu kultiva&ni nadobky (Santraigek et al. 1991).

SniZenim koncentrace CO, v nddobkach se zvysi koncentrace kysliku a zméni se
pomér CO,/O, v chloroplastu ve prospéch O,. To podporuje oxygendzovou aktivitu Rubisca a
zpuisobuje vysokou rychlost fotorespirace. Diiring a Harst (1996) zjistili pfi kultivaci kiiZzenci
Vitis berlandieri x Vitis riparia, Ze po zvySeni koncentrace CO, v nddobkach ze 30 na 1200
ppm klesla rychlost fotorespirace z 53,6% na 3,3% Pn. Autofi usuzuji, Ze za obvyklych
koncentraci CO, (130 aZ 150 ppm) v té€sné uzavienych nadobkach ptisobi vysokéa rychlost
fotorespirace zietelné sniZeni pijmu CO,. To dokazali sérii dalSich experimentd, kdy
obvyklou koncentraci O, ve vzduchu (ca. 21%) sniZili na 0% (nahrazenim okolniho vzduchu
dusikem N,). Za téchto podminek byla fotorespirace potlatena a fixace CO, vzrostla o 37 —
46%.

Vyména plyni mezi kultivadni nadobkou a okolim je usnadnéna, pouZiji-li se
k uzavirani kultivaénich nadobek specialni polyetylénové (Ticha 1996) nebo polypropylénové
folie (Kozai et al. 1991), které obsahuji mikropdry umoziiujici vyménu plyni mezi nddobkou
a okolim. Napiiklad Kozai et al. (1991) uvadgji, Ze pouZitim téchto f6lii se vyména vzduchu
v nadobkach zvysila pfiblizné desetkrat. Toto zvySeni se projevilo i na kvalité péstovanych
rostlinek, které byly siln&j§i a nevykazovaly Zadné symptomy vitrifikace. PouZitim
propustnych viek je ovlivnéna nejen koncentrace CO,, ale dochézi i ke sniZeni relativni

vzdu$né vlhkosti a niz$i akumulaci etylénu v nadobkach (Zobayed et al. 1999). Koncentrace
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CO;, vkultivaéni komofe pak miZe byt jesté zvySovdna (naptiklad pfiddanim nadobek
s karbonat-bikarbonatovym pufrem, jak uvadi Ticha (1996)).

Zatim nejdokonalej$im zpisobem vymény plynti mezi kultivaéni nddobkou a okolim
je systém nucené ventilace, kdy se do kultivaénich nadobek pfivadi vzduch s pfesné
stanovenou koncentraci CO, (Zobayed et al. 1999). Nucena ventilace ma pozitivni vliv na rtist
rostlinek, nebot’” zvySuje rychlost pohybu vzduchu v kultivaénich nddobkach (Kozai et al.
1990). K akumulaci etylénu pfi pouZiti nucené ventilace prakticky nedochazi, relativni
vzdusna vlhkost je niz$i (Nguyen et al. 2001, Zobayed et al. 2001).

Teplota vhodna pro rist tkariovych kultur se pohybuje v intervalu od 17 do 32°C.
Rostliny tropického a subtropického pasu se pfitom mohou péstovat pfi mimé vysSich
teplotach neZ rostliny mirného pasu (Kodym a Zapata-Arias. 1999). Teplota se zpravidla
nastavuje pro kultivaéni komoru jako celek, uvniti kultivaénich nadobek vSak muize byt
béhem svételné periody i o nékolik °C vyssi neZ v kultivaéni komofe, a to v zavislosti na
hladiné ozafenosti (Kozai et al. 1990, Serret et al. 1996, Serret a Trillas 2000, Nguyen et al.
2001).

Vyznamnou roli hraje pti kultivaci rostlinek v in vitro podminkach také sloZzeni média.
Média se zpravidla optimalizuji pro heterotrofni rist a nemusi byt tedy optimalni pro rist
fotoautotrofni ¢i fotomixotrofni. Naptiklad Kozai et al. (1991) popisuji, Ze pti fotoautotrofni
kultivaci rostlinek Fragaria x ananassa na médiu Murashige a Skoog (Murashige a Skoog
1962) doslo po 21 dnech prakticky k vy&erpani PO4>" iontii z média a doporuéuji tedy obsah
PO4> iontd v médiu zvysit. Obsah ionti v médiu zavisi vSak nejen na jejich plivodni
koncentraci a rychlosti jejich pfijmu, svou roli hraje také objem média v kultivaéni nadobce.

Do média se obvykle pfiddva sachar6za jako zdroj uhliku a energie. Vyhodou je
podpofeni ristu, jsou-li rostlinky péstovany pifi konven¢nich podminkach (ie. nizka
ozafenost, nizkd koncentrace CO,), nevyhodou je vyssi nebezpeci bakteridlni nebo houbové
kontaminace médii a nutnost aklimatizovat rostlinky na fotoautotrofni riist po transferu do ex

vitro podminek (Preece a Sutter 1991).

2.3.1. Anatomie a morfologie listu v in vitro podminkach

Vliv kultivaénich podminek na anatomii a morfologii listu i celych rostlinek byl

pfedmétem zkouméni mnoha vyzkumnych tymi, které se zabyvaly zejména srovnavanim in
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vitro a ex vitro rostoucich rostlin, pfipadné rostlin po aklimatizaci do ex vitro podminek
(Sutter a Langhans 1979, Wetzstein a Sommer 1983, Lee et al. 1985, Smith et al. 1986, Fabbri
et al. 1986, Lee et al. 1988, Marin et al. 1988, Sutter 1988, Capellades et al. 1990, Johansson
et al. 1992, PospiSilova et al. 1999, Apdstolo et al. 2005, Fuentes et al. 2005).

Velka pozornost byla vénovana povrchu listu, nebot’ rostlinky z in vitro podminek
maji jen tenkou vrstvu kutikuly a ztraci schopnost zavirat priduchy, takze pfi transferu rychle
ztraci vodu transpiraci (Pospisilova et al. 1999). Johansson et al. (1992) naméfili u in vitro
kultivovanych rostlinek Rosa odorata x Rosa damascena kutikulu jen 0,04 pm tlustou, ve
srovnani s kutikulou na listech rostlinek ze skleniku (0,3-0,6 um). P¥itom byla kutikula stejné
tenka na adaxidlnim i abaxidlnim povrchu listu. Redukovanou tloustku kutikuly pozorovali i
Marin et al. (1988) u Prunus cerasus, zjistili viak, Ze kutikula ma podobné sloZeni, jako u
rostlin rostoucich v ex vitro podminkach. Rostlinky rostouci v irn vitro podminkach maji ¢asto
také maly obsah epikutikularnich a kutikularnich voski, které jsou distribuovany po obou
povrsich (Sutter a Langhans 1979, Zobayed et al. 2001). Vosky jsou pfitom G¢innou bariérou
proti pronikdni vody kutikulou a nedostatek voskii md za nasledek zvySeni kutikularni
transpirace. Capellades et al. (1990) se na zdkladé pozorovani v rastrovacim elektronovém
mikroskopu domnivaji, Ze krystalicka struktura epikutikularnich vosku je na listech in vitro
rostoucich rostlinek Rosa multiflora odli$na. V nékterych piipadech vosky nekryji tplné
povrch listu a je vidét ¢ast epidermis (Sutter a Langhans 1979, Johansson et al. 1992). Sutter
(1988) naopak popisuje jen malé zmény ve struktufe epikutikuldrnich voski u Malus
domestica, Prunus avium x Prunus pseudocerasus a Liquidambar styraciflua. Vosky jsou u
téchto rostlinek pfitomny v amorfni formé&. Sutter (1988) navic uvadi, Ze béhem aklimatizace
rostlinek Malus domestica na ex vitro podminky klesl relativni obsah vosku na jednotku
listové plochy a tento pokles dava do souvislosti s naristem listové plochy bez soufasné
odpovidajici syntézy vosku.

Epidermalni buriky na listech rostlin rostoucich v in vitro podminkach mivaji odlisny
tvar ve srovnani s rostlinami rostoucimi ve skleniku nebo v polnich podminkach. Johansson et
al. (1992) popisuji lehce nepravidelné (adaxialni povrch) a velmi nepravidelné (abaxialni
povrch) epidermaélni buiiky na listech Rosa odorata x Rosa damascena. Také bunééna sténa
epidermalnich bunék na listech Rosa je ve srovnani s ex vitro rostoucimi rostlinkami tenci.
Wetzstein a Sommer (1983) popisuji riizné tvary (véetné trojuhelnikovitych a vejcovitych) a
velikosti epidermalnich bunék na listech in vitro kultivovanych rostlinek Liquidambar
styraciflua. Marin et al. (1988) zjistili, Ze invaginace antiklindlnich buné¢nych stén, které

pozorovali u epidermalnich bunék sousedicich s konci bunéénych stén mezi priduchy, se v in
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vitro podminkéich nevyskytovaly. Tyto invaginace davaji do souvislosti s pohyby svéracich
bunek, nebot’ uvolnéni této ¢asti bun&nych stén svéracich bunék miZe byt pro pohyby
priduchi dilezité.

Priduchy na listech rostlinek kultivovanych vin vitro podminkach byvaji Casto
kruhové, Siroce oteviené a vyvysené nad povrch listu (Wetzstein a Sommer 1983, Marin et al.
1988, Sutter 1988, Blanke a Belcher 1989, Capellades et al. 1990, Johansson et al. 1992,
Zobayed et al. 2001). Jejich hustota je pfitom zpravidla vys$si neZ u rostlinek rostoucich ve
skleniku nebo v polnich podminkach. Blanke a Belcher (1989) popisuji praduchy u Malus
pumila oteviené tak Siroce, Ze skrze $térbiny lze vidét mezofylové buriky. Priduchy nékterych
rostlin péstovanych v in vitro podminkach hife funguji (Pospisilova et al. 1999) - priduchy se
uzaviraji se zpoZdénim (Marin et al. 1988, Sutter 1988), neuzaviraji se uplné (Diiring a Harst
1996) nebo zilstavaji stale oteviené (Blanke a Belcher 1989, Zobayed et al. 2001), coZ po
transferu do ex vitro podminek zpisobuje nadmérnou a nekontrolovatelnou transpiraci.
Nefunkénost priduchii miZze byt zptisobena nedostatkem ABA b&hem vyvoje listi v in vitro
podminkach, pfipadné nadbytkem nékterych exogenné dodavanych hormoni béhem kultivace
(Mansfield 1994). Pro dobrou funkci priduchi je duleZitd také iontovd rovnovaha
v rostlinkdch, protoZe nadmé&ma akumulace ionttit K™ nebo Na* a nedostate&né zasobeni ionty
Ca®* muZe stimulovat 3iroké otevieni pruduchi a redukovat jejich schopnost se uzavirat
(Mansfield 1994).

Mezofyl v listech in vitro péstovanych rostlinek byva malo vyvinuty, s dominantnimi
vakuolami a velkymi mezibunéénymi prostory, které mohou béhem transferu do ex vitro
podminek pfispivat ke znaénym deformacim (Wetzstein a Sommer 1983). Johansson et al.
(1992) uvadégji, ze u in vitro péstovanych rostlinek Rosa odorata x Rosa damascena jsou
buriky palisaidového parenchymu v listech stejné velké jako buriky epidermalni a zdiraziiuji
objemné mezibunééné prostory. Rostlinky Betula platyphylla maji v in vitro podminkach jen
jednu vrstvu palisad, které jsou kratké, kruhové a volné€ uloZené pod epidermis (Smith et al.
1986). Z celkové tloustky listu zabiraji palisidy jen 21% (u rostlin rostoucich ve skleniku to
je 38%). Také u rostlinek Fragaria x ananassa byla zjisténa jen jedna vrstva malych,
hruskovitych palisdd a velké mezibunééné prostory (Fabbri et al. 1986). Chloroplasty
v mezofylovych burikdch Rosa odorata x Rosa damascena nebyly kultivaci rostlin v in vitro
podminkach ovlivnény a obsahovaly thylakoidy, nékolik plastoglobuli a né€kdy znaéné
mnozZstvi Skrobu (Johansson et al. 1992). Naproti tomu Lee et al. (1985) uvadéji, Ze
chloroplasty rostlinek Liquidambar styraciflua mély pti kultivaci za nizké ozafenosti

nepravideln€ usporadané thylakoidy a méné vyvinuta grana (Lee et al. 1985).
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Plocha, kterou zabirala vodiva pletiva ve stfedni Zilce, byla v listech rostlinek Betula
platyphylla vyznamné sniZena (Smith et al. 1986). Xylémové a floémové buiiky zaujimaly
pouze 13% z plochy pfi¢ného fezu. Listy z rostlin rostoucich ve skleniku pfitom mély stfedni

zilky s dobfe vyvinutym vaskularnim systémem, ktery zaujimal 27% z plochy pfi€ného fezu.

vvvvvv

2.3.2. Fotosyntéza a riist rostlinek v in vitro podminkach

Konvenéni kultiva¢éni podminky maji znaény vliv na fotosyntézu a rist in vitro
péstovanych rostlinek. Po dlouhou dobu se uvadélo, Ze rostlinky rostouci vin vitro
podminkidch maji jen nizkou schopnost fotosyntézy a vyzaduji tedy exogenni piidani
sacharidii jako zdroje uhliku a energie. Napiiklad Grout a Millam (1985) zjistili, Ze listy
rostlinek Fragaria x ananassa nejsou schopny fixovat dostate¢né mnozstvi uhliku a nedokézi
vyvinout vy3s$i rychlost fotosyntézy ani po transferu do ex vitro podminek. Listy vyvinuté
v podminkach in vitro tak maji spiSe pfechodnou, vyZivujici funkci a nasledny rist v ex vitro
podminkéch je podporovan pouze nové vyvinutymi listy. Smith et al. (1986) popisuji nizkou
rychlost fotosyntézy u in vitro péstovanych rostlinek Betula platyphylla, ktera dosahovala jen
asi 1/3 hodnot naméfenych u rostlin ze skleniku. Nizka byla i fotosynteticka kapacita téchto
rostlinek. Také rostlinky Fragaria ananassa vykazovaly nizkou Py a nizkou aktudlni
fotochemickou uc¢innost PSII (Zhou et al. 2005). Nizkou &i dokonce zapornou Py pii
konven¢ni kultivaci popisuji i dal$i autofi (napf. Hdider a Desjardins 1994, Amancio et al.
1999, Zobayed et al. 1999, Kubota et al. 2001, Sha Valli Khan et al. 2002).

Lee et al. (1985) naopak zjistili vy$$i Py u in vitro péstovanych prytli Liquidambar
styraciflua ve srovnani se semenacky rostoucimi ex vitro, pouZili v8ak pfi kultivaci stejné
hladiny ozafenosti. Rychlost &isté fotosyntézy byla u semenacki jen asi poloviéni nez in vitro
péstovanych rostlinek. Pfi¢inami tohoto rozporu s ostatnimi pracemi mohou byt druhové
rozdily nebo skute¢nost, Ze semenaCky byly pravdépodobné limitovany ve svém vyvoji
nizkou ozarenosti.

Vztah mezi Py a ozafenosti (tzv. svételna kiivka) je u rostlinek péstovanych v in vitro
podminkach podobny jako u rostlin ex vitro, saturacni ozafenost je vSak u in vitro rostlinek
vyrazné niZz$i (PospiSilova et al. 1992). U rostlinek Cocos nucifera byla fotosyntéza

saturovana svétlem jiZ pii ozafenosti 14 — 40 pmol m? s”, zatimco u semenatki pfi
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ozafenosti 133 pmol m? s?. Svételny kompenzaéni bod fotosyntézy u rostlinek Cocos
nucifera byl podobny jako u ex vitro rostlin stinného typu. Aktivita Rubisca byla podobna u
semenacku i in vitro péstovanych rostlinek (Fuentes et al. 2005a).

Konvenéné in vitro péstované rostlinky maji €asto i niz$i obsah chlorofylii v listech
(Navarro et al. 1994, Zobayed et al. 1999, Serret et al. 2001, Fuentes et al. 2005a), niZ§i
pomér chlorofylti a/b (Fuentes et al. 2005a) a zpravidla hiife rostou, maji mensi pocet listd,
mensi listovou plochu a niZ8i Eerstvou hmotnost i akumulaci susiny (Navarro et al. 1994,

Ticha 1996, Zobayed et al. 1999, Sha Valli Khan et al. 2003).

2.3.3. Vliv zvySené hladiny ozafenosti a/nebo koncentrace CO, béhem

in vitro kultivace — fotoautotrofni versus fotomixotrofni kultivace

Odli$na anatomie a mald schopnost in vitro péstovanych rostlinek fotosyntetizovat do
znané miry sniZuji Uspé€Snost jejich pfevedeni a aklimatizace do skleniku nebo polnich
podminek (Preece a Sutter 1991, Serret et al. 1997). Proto se velka pozornost vénuje zlepSeni
kultivanich podminek tak, aby byl co nejvice podpoien jejich fotoautotrofni rist. S tim
souvisi zejména zvySeni hladiny ozafenosti v pribéhu kultivace, zvySeni koncentrace CO,
jako substratu pro fotosyntézu a sniZeni hladiny exogenné dodavanych sacharidd.

Srovnavanim rostlinek rostoucich fotoautotrofné (bez pfidani sachar6zy, za zvy$ené
koncentrace CO; a hladiny ozéfenosti) a fotomixotrofn¢ (za konvenénich podminek nizké
hladiny ozéfenosti, koncentrace CO, a spfidanim sachar6zy do média) se zabyval
v poslednich letech zejména vyzkumny tym profesora Kozaie (napf. Zobayed et al. 1999,
Seon et al. 2000, Kubota et al. 2001, Sha Valli Khan et al. 2002, Sha Valli Khan et al. 2003).
Zobayed et al. (1999) zjistili, Ze pii fotoautotrofni kultivaci mély listy Solanum tuberosum
funkéni priduchy a jejich hustota byla dvojniasobnd ve srovnani s fotomixotrofnimi
rostlinkami. Rychlost transpirace byla nizka a fizena. Listy fotoautotrofnich rostlinek byly
tlusti, slépe organizovanou vrstvou palisad a vy$§im obsahem epikutikularnich voskd.
Fotoautotrofné péstované rostlinky Eucalyptus tereticornis a Lycopersicon esculentum mély
vy$8i Py (Kubota et al. 2001, Sha Valli Khan et al. 2002), rast byl vSak lep$i pfi
fotomixotrofni kultivaci. Fotoautotrofné péstované rostlinky Rehmania glutinosa se lépe
vyrovnaly se zménami souvisejicimi s transferem do ex vitro podminek (Seon et al. 2000).

BohuZel pfi vSech vySe uvedenych pokusech doslo vzdy ke zméné vSech duleZitych
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kultiva¢nich podminek najednou a Ize je tedy jen obtiZné srovnavat s pracemi ostatnich autori

a vyvodit jednozna¢ny zavér.

2.3.3.1. Anatomie a morfologie listu pri Kkultivaci in vitro za zvysené

hladiny ozarenosti a/nebo koncentrace CO,

Reakce rostlinek na zvySeni hladiny ozafenosti a/nebo koncentrace CO, béhem in vitro
kulativace byvaji Casto rozdilné v zavislosti na tom, zda rostlinky byly péstovany
fotoautotrofné nebo fotomixotrofng.

P fotoautotrofni kultivaci za zvysené hladiny ozéafenosti (250 pmol m? s™) mély listy
rostlinek Actinidia deliciosa vétsi buiiky palisdidového i houbového parenchymu (Dimassi-
Theriou a Bosabalidis 1997). V butikach palisidového i houbového parenchymu bylo pii
vys$i ozafenosti méné chloroplastl a v chloroplastech bylo méné Skrobovych zrn. NiZ§i pocet
chloroplasti v burikach palisidového i houbového parenchymu pfi kultivaci rostlinek
Nicotiana tabacum za zvySené ozafenosti (200 pmol m™ s™') zaznamenali také Radochova et
al. (2000). Rostlinky Nicotiana tabacum mély pii vy$si ozafenosti naopak mensi plochu
mezofylové buiiky na fezu listem, tloustka listu ani mezofylu vSak nebyla ozafenosti
ovlivnéna.

Pii fotomixotrofni kultivaci za zvySené hladiny ozéafenosti byly listy rostlinek
Nicotiana tabacum tlustsi (Radochova et al. 2000), u rostlinek Gardenia jasminodes (Serret a
Trillas 2000) ozafenost tloustku listu neovlivnila. Priduchy byly na listech rostlinek
Liquidambar styraciflua vyvy$ené nad turoveii epidermis, a to bez ohledu na hladinu
ozafenosti (Lee et al. 1988). Tlustsi vrstva palisidového parenchymu a tenéi vrstva
houbového parenchymu zvysila pomér palisidového a houbového parenchymu (PP/HP) u
rostlinek Gardenia jasminoides i Nicotiana tabacum. Listy rostlinek Gardenia jasminoides a
Liquidambar styraciflua mély pii vyssi ozafenosti mensi podil mezibun&énych prostor na fezu
listem. Plocha mezofylovych buné€k na fezu listem nebyla ozéfenosti ovlivnéna u rostlinek
Nicotiana tabacum, vétsi builkky mezofylu mély listy rostlinek Liquidambar styraciflua a
Gardenia jasminoides. Pocet chloroplastti v buiikach mezofylu u rostlinek Nicotiana tabacum
a Actinidia deliciosa ozafenosti ovlivnén nebyl, méné chloroplasti mély pfi vyssi ozafenosti
naopak mezofylové buriky rostlinek Gardenia jasminoides. Poget Skrobovych zrm byl

v chloroplastech rostlinek Actinidia deliciosa rostoucich pii vy$si ozafenosti mensi. Pii vySsi
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ozéfenosti mé&ly chloroplasty rostlinek Liquidambar styraciflua dobie organizovana grana a
chloroplasty neobsahovaly Zzadny 3krob (Lee et al. 1985). Naopak grana chloroplasti
Gardenia jasminoides vypadala pon€kud neuspofddané z diivodu pfitomnosti $krobovych zrn
(Serret et al. 1996).

Vliv zvySené koncentrace CO, na anatomii listu sledovali Zobayed et al. (2001) pii
fotomixotrofni kultivaci rostlinek Brassica oleracea a Nicotiana tabacum. ZvySena
koncentrace CO, béhem kultivace sniZila hustotu priduchi a zlepSila jejich funkénost,
mezofylové buiiky byly v&tsi a 1épe vyvinuté. Buiiky také obsahovaly vice chloroplastd. Listy

meély vice epikutikularnich voski a mensi hustotu epidermalnich vlask.

2.3.3.2. Fotosyntéza a rust pri kultivaci in vitro za zvySené hladiny

ozarenosti a/nebo koncentrace CO,

Pro fotosyntézu a rist rostlinek v in vitro podminkach za zvySené hladiny ozéfenosti
a/nebo koncentrace CO, plati, stejné jako v ptipadé anatomie, Ze vliv ozafenosti a CO, zavisi
na pfitomnosti exogenni sacharézy v médiu.

Pii fotoautotrofni kultivaci byl vliv ozéfenosti na Py u rostlinek Coffea arabusta
nezietelny (Nguyen et al. 1999). U rostlinek Cocos nucifera se Py pfi zvySeni ozafenosti
zvysila (Fuentes et al. 2005b), u rostlinek Nicotiana tabacum se Py pii vySS$i ozafenosti
naopak snizila a u rostlinek se projevila fotoinhibice (Ticha et al. 1998). ZvySeni hladiny
ozéfenosti neovlivnilo akumulaci susiny u rostlinek Nicotiana tabacum, zatimco u rostlinek
Cocos nucifera se akumulace susiny zvysila.

Pii fotomixotrofni kultivaci se Py pfi saturaéni ozéfenosti zvySila pfi zvySeni
kultivaéni ozafenosti u rostlinek Nicotiana tabacum (Ticha et al. 1998) i Cocos nucifera
(Fuentes et al. 2005b). U rostlinek Cocos nucifera byla Py pfi saturaéni ozafenosti niZ$i pti
vysoké koncentraci sacharézy v médiu (90 g I™"), kdy se u rostlinek projevila fotoinhibice.
Rostlinky Nicotiana tabacum i Cocos nucifera pti vy$si ozafenosti akumulovaly vice suSiny.
Rostlinky Musa mély také vétsi listovou plochu, podet listi a obsah chlorofyli a+b (Navarro
et al. 1994). Listy rostlinek Liquidambar styraciflua mély naopak pti vyssi ozafenosti obsah
chlorofyli sniZeny (Lee et al. 1985).

Zvy$ena koncentrace CO, pfi fotoautotrofni i fotomixotrofni kultivaci zvySila Py a

stimulovala rist listové plochy, akumulaci susiny a zvysila obsah chlorofylt a+b v listech
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(Navarro et al. 1994, Ticha 1996, Zobayed et al. 1999, Nguyen et al. 2001). Vliv zvysené
koncentrace CO, byl pfi fotoautotrofni kultivaci rostlinek Nicotiana tabacum mnohem
vyrazné&jsi nez pti kultivaci fotomixotrofni (Tichd 1996). Po transferu rostlinek Musa do ex
vitro podminek byla vSak relativni ristova rychlost vys3i u rostlinek p&stovanych in vitro pii

atmosférické koncentraci CO, (Navarro et al. 1994).

2.3.3.3. Fotoinhibice v in vitro podminkach

Podle Tiché et al. (1998) je schopnost in vitro rostlinek pfizptsobit se vyssi ozafenosti
limitovana a rostlinky jsou nachylné k fotoinhibici. Fotoinhibice se projevila u fotoautotrofné
péstovanych rostlinek Nicotiana tabacum jiZ pti ozafenosti 200 pmol m™ s™ a prohlubovala
se s délkou kultivace (Ticha et al. 1998). Fotoinhibici popisuji i Kadleéek et al. (2003), ktefi
pti fotoautotrofni kultivaci Nicotiana tabacum za zvyiené ozéfenosti (380 pmol m? s™)
zaznamenali pokles fotosyntetické ucinnosti a obsahu chlorofylt a+b, pokles poméru
chlorofyli a/b, niz8i aktualni (¢ ps 1) i maximalni (Fy/Fy) fotochemickou uéinnost PS II a
vy$§i nefotochemické zhaseni fluorescence chlorofylu a (NPQ). Ticha et al. (1998) i Kadleéek
et al. (2003) zjistili také zvySeny obsah pigmenti xanthofylového cyklu a jejich vy3si
deepoxidovany stav. Fotoinhibované rostlinek mély snizeny pomér proteind D2/LHC II a
CP47/LHC 11, coz naznaduje preferenéni ztratu proteind z reak&nich center PS II (Tiché et al.
1998).

Fotoinhibice byla pfi kultivaci v in vitro podminkich popsdna i u fotomixotrofné
péstovanych rostlinek Nicotiana tabacum (Kadleéek et al. 2003) a Cocos nucifera (Fuentes et
al. 2005a,b), a to pfi vysoké koncentraci exogenné pridavané sacharézy (5% a 90 g ™. u
fotomixotrofné p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum se fotoinhibice projevila sniZenim
obsahu chlorofylii a+b a sniZenim Py, fotoinhibované rostlinky Cocos nucifera mély navic
sniZzenou hodnotu Fv/Fy a niZ$i obsah i aktivitu Rubisca.

Fotoinhibici pfi kultivaci v in vitro podminkach zjistili také Serret et al. (2001) u
rostlinek Gardenia jasminoides. Nejvice fotoinhibovany byly rostlinky rostouci pii vysoké
ozafenosti a nizké koncentraci exogenné dodavané sacharézy. Fotoinhibice byla vétsi u
rostlinek ve fazi mnoZeni pryti neZ ve fazi indukce kofenti. SniZeni hodnoty Fy/Fum bylo ve

fazi mnoZeni pryt zplisobeno spie zvySenim hodnoty Fy, ktera souvisi s inaktivaci reakénich
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center PS II fotoposkozenim, a ve fazi indukce kofend sniZenim hodnoty Fy, ktera souvisi

s fotoprotektivnimi mechanismy (viz kapitola 2.2.1.1.).

2.3.4. Vliv snizené hladiny exogenné piidavané sacharézy béhem in

vitro kultivace na fotosyntézu a rist rostlinek

Sachar6za pfidavana do média zpravidla podporuje riist in vitro rostlinek, jeji vliv na
Py v3ak byva, v zavislosti na jeji koncentraci i na dalsich kultivaénich podminkéch, popisovéan
rozdiln€. Vysokd koncentrace sachar6zy v médiu (5%) podle Capelladese et al. (1990)
pfispiva ke sniZeni fotosyntetické kapacity rostlinek sniZenou regeneraci karboxyla&niho
substratu RuBP. Sacharéza (20 g 1) v médiu potlagila Py napiiklad u in vitro pé€stovanych
rostlinek Fragaria x ananassa (Kozai et al. 1991) a pfi koncentraci 90 g 1" u rostlinek Cocos
nucifera (Fuentes et al. 2005a). Maximalni Py byla vyrazné niZ$i pfi kultivaci rostlinek
Fragaria x ananassa na médiu s obsahem 3% nebo 5% sacharézy (Hdider a Desjardins
1994). Naopak zvySeni Py diky vysoké koncentraci (5%) exogenné dodavané sachardzy
popisuji Furbank et al. (1997) u Nicotiana tabacum a Flaveria bidentis. Furbank et al. (1997)
zjistili, Ze pfidani 5% sachar6zy do média zvysilo fotosyntetickou kapacitu, ktera byla
srovnatelnd s fotosyntézou rostlin péstovanych ve skleniku. Také aktivity mnoha
fotosyntetickych enzymid byly pfi kultivaci se sacharézou zvySeny. Zvysil se i obsah
chlorofyli. Podle Furbanka et al. (1997) tedy 5% sachardéza plsobi jako pozitivni signal pro
expresi fotosyntetickych gend. Pritomnost 3% sachar6zy v médiu zvySila Py u rostlinek
Nicotiana tabacum, zatimco 5% sachar6zy Py sniZilo a zptisobilo fotoinhibici (Kadlecek et al.
2003).

Vlivem exogenné pfidavané sachar6zy (3%) na rist, obsah chlorofyli a maximalni Py
se zabyvali i Le et al. (2001). Rostlinky Lycopersicon esculentum péstovali za podminek (1)
nizké ozafenosti (50 pmol m? s™) a koncentrace CO, (400 pmol mol™), tedy za podminek
limitace fotosyntézy zdroji a za (2) za podminek vysoké ozafenosti (500 pmol m? s?) a
koncentrace CO, (4000 pmol mol™), tedy za podminek limitace fotosyntézy sinkem. Z jejich
vysledki vyplyva, Ze pfidani exogenni sachar6zy pfi limitovanych zdrojich zvysilo Cerstvou
hmotnost, maximalna Py, obsah chlorofylt i Fy/Fy. Naopak pfi limitovaném sinku exogenné

pfidavana sachardza sniZila Cerstvou hmotnost a mirn€ i maximalni Py.
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Z vy$e uvedenych vysledkl vyplyva, Ze vliv exogenné dodavané sacharézy na Py je
zavisly nejen na jeji koncentraci v médiu a na rostlinném druhu, ale patrné i na ostatnich
kultivaénich podminkach (Serret et al. 1996, Le et al. 2001, Kadle¢ek et al. 2003).
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3. Material a metody

3.1. Pokusny material a jeho péstovani

Rostlinky tabdku (Nicotiana tabacum L. cv. Samsun) jsem péstovala ze semen
v podminkéch in vitro na pevném médiu Murashige a Skoog (MS) (Sigma-Aldrich, M5519)
(Murashige a Skoog 1962). Na jeden litr média jsem pfidavala 7 g agaru a po upraveni
hodnoty pH na 5,8 jsem médium sterilizovala 20 minut pfi teploté 121°C za zvySeného tlaku.

Kazdy pokus jsem zadinala sterilnim vysevem semen do Erlenmayerovych banék.
Semena jsem sterilizovala 10 minut v 10% roztoku dezinfekéniho prosttedku SAVO a
opakované¢ promyla destilovanou vodou. Standardni MS médium bylo obohaceno o 3%
sachardzy jako zdroje energie a organického uhliku. Bartiky se semeny jsem umistila do
kultivaéniho boxu se zafivkami umisténymi po stranach, s homogenni ozafenosti 130 pmol
m™s™. Teplota v boxu byla 25°C ve dne a 18°C v noci, fotoperioda byla 16 hodin. Po 21
dnech jsem kliéni rostlinky sterilné rozsadila do sklenénych kultivaénich naddobek na totéz
médium a do stejnych podminek. Pfi vysevu i pfesazovani jsem barlky uzavirala vicky
z hlinikové félie.

Ze semenalku ve stafi 30 dni jsem odebirala nodalni segmenty s listem, které jsem
sterilng vysazovala na standardni MS médium bez pfidani sachar6zy. Koncentraci CO, jsem
v kultivatnich boxech zvySovala na 800 pmol mol” ptidinim nidobek se smési 2M
karbonatového a 2M bikarbonatového pufru v poméru 1:3 a kultivatni nddobky jsem
uzavirala specidlnimi vi¢ky s filtrem propoustéjicim CO, — tzv. suncaps (Sigma-Aldrich,
C6920) (Ticha 1996). Rostlinky jsem pé&stovala ve dvou kultivatnich boxech (Snijders
Scientific, Tilburg, Holandsko) pfi tiech hladinach ozéfenosti (PAR 400-700 nm): nizké (60
pmol m%s™!, LI), stfedn& vysoké (180 pmol m2s, MI) a vysoké (270 pmol m?Zs™, HI).

Viechna méfeni jsem provadéla na &tvrtém listu (pogitdno od baze rostlinky) a
v kazdém stafi jsem odebirala vzdy tfi aZ pét listd (rostlinek) z kazdé hladiny ozafenosti. Stafi
listu jsem méfila jako polet dni poté, co se list objevil na apikalnim vrcholu rostlinky. Ctvrty
list se objevil na apikalnim vrcholu vZdy 11 aZ 12 dni po zah4jeni experimentu a méfeni jsem
provadéla ve stafi listu 5, 9, 13, 17 a 23 dni. (Obr. 3.1.). Pro stanoveni n€kterych ristovych
charakteristik jsem odebirala rostlinky celé.
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Obr. 3.1.: Fotoautotrofn¢ in vztro pestovane rostlinky Nicotiana tabacum v prubehu vyvoje 4.
listu pfi nizké (LI, 60 umol m s, vlevo), sttedné vysoké (MI, 180 umol m? s, uprostied) a
vysoké (HI, 270 pmol m?s! , vpravo) ozarenosti.
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3.2. Méreni rychlosti fotosyntézy a rychlosti temnotniho dychani kyslikovou

elektrodou

Rychlost &isté fotosyntézy (Pn) jsem meéfila jako mnozZstvi kysliku, které vydava list,
je-li vystaven pisobeni aktinického zafeni, a rychlost temnotniho dychani (Rp) jako mnoZstvi
kysliku, které list pfijima, je-li umistén ve tmé.

Pn a Rp jsem méfila kyslikovou elektrodou Clarkova typu (LD2/2, Hansatech, King’s
Lynn, Anglie)(Obr. 3.2.). Elektroda je tvofena platinovou katodou a stfibrnou anodou, které
jsou zality do disku z epoxidové pryskyfice tak, Ze katoda tvoii pomyslnou osu tohoto disku,
zatimco anoda je umisténa v kruhové drazce na jeho bazi. Tato drazka slouZi zaroven jako
zasobarna elektrolytu, kterym je nasyceny roztok KCl. Pfi potahovani elektrody se na jeji
povrch poklada jemny cigaretovy papirek napustény elektrolytem, ktery zajiStuje vodivé
spojeni obou elektrod. Stabilita celého systému je chranéna tenkou teflonovou membréanou,
ktera se poklada na cigaretovy papirek a propousti pouze molekuly plyni. Membrana i

cigaretovy papirek jsou ve spravné poloze zafixovany gumovym krouzkem. Navod na

1

Obr. 3.2.: Aparatura pro sou¢asné méfeni fotosyntézy a fluorescence na listovém teriku.
1 — mé¥ici komiirka s kyslikovou elektrodou, 2 — PAM fluorometr, 3 — zdroj saturaénich
pulsi, 4 — termostat, 5 - zapisovac.

Spravné potaend elektroda se po pfipojeni na externi zdroj napéti polarizuje.
Dosahne-li elektricky potencial na katodé 600-700 mV, zaéne se kyslik na jejim povrchu

redukovat na peroxid vodiku. Na anodé soudasné probihé oxidace stiibra a vznikajici chlorid
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stfibrny se zde usazuje. Proud, ktery v tomto okamzZiku prochazi obvodem, je stechiometricky
pfimo umérny mnozZstvi kysliku spotiebovavanému na katod€. Elektricky proud, vznikajici
pfi vySe popsanych procesech, se pfevadi na vystupni signdl, ktery je zaznamenivan
pfipojenym zapisova¢em. Pro vypocet Py a Rp je nutné elektrodu kalibrovat aplikaci 0,5 ml
vzduchu o teplot€ 25°C. Podrobny postup kalibrace uvadi napiiklad Pacovska (1996).

Elektroda tvoii spodni ¢ast méfici komirky, ktera je temperovana vodou na 25°C. Nad
elektrodu se vklada listovy ter¢ik a vlozka ze savého materidlu napusténa 200 pl 2M roztoku
KHCO;3; a 20 pl roztoku enzymu karbonanhydrazy. Tento enzym zajiStuje saturaéni
koncentraci oxidu uhli¢itého pro fotosyntézu v méfici komtirce rozkladem KHCO; (Delieu a
Walker 1981). Nad komirku se upeviiuje halogenova lampa (LS2H, Hansatech, King’s Lynn,
Anglie) jako zdroj aktinického zéfeni pro fotosyntézu. Ozafenost je regulovana neutralnimi
Sedymi filtry.

Pii vlastnim méfeni jsem nejprve rostlinu umistila na 20 minut do tmy. Poté jsem
z listu vykrojila teréik o plose 10 cm? ktery jsem vlozila do listové komirky. U mladsich
rostlinek jsem pro méfeni pouZila cely list. Méfila jsem nejprve Rp a poté Py pii ozafenostech
60, 180 a 270 pumol m?s’!. Jako vztaznou jednotku jsem pouZivala listovou plochu a obsah
chlorofylt.

3.3. Méreni fluorescencnich parametru

K méfeni fluorescence jsem pouZivala PAM fluorometr (Walz, Effeltrich, Némecko)
(Obr. 3.2.). Propojeni fluorometru svy$e zminénou elektrodou mi umoZnilo méfit
fotosyntézu a fluorescenci soudasné. Fluorometr se sklada ze dvou podjednotek, PAM 101 a
PAM 103, a svétlovodnych vléken. Jednotka PAM 101 obsahuje emitor a detektor zafeni,
jednotka PAM 103 fidi spusténi a dobu trvani saturatniho pulsu svételného zafeni (zdroj KL
1500, Schott, Némecko). Princip PAM fluorometru (Schreiber et al. 1986) spociva v buzeni
fluorescence Vv listovém teréiku pomoci svételnych pulzi o délce jedné mikrosekundy, které
jsou emitovany LED diodami s frekvenci 1,6 nebo 100 kHz. Tyto pulzy svételného zéfeni
s maximem ve vinové délce 650 nm prochazeji cestou k povrchu listu pfes opticky filtr, ktery
nepropousti zafeni del3ich vinovych délek nez 680 nm. Fluorescen¢ni signal emitovany listem
jako odpovéd na kazdy budici pulz je monitorovan fotodiodovym detektorem. Cestou

k tomuto detektoru prochézi ptes ochranny filtr, ktery propousti pouze zafeni del3i nez 700
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nm. Zachyceny fluorescenéni signil je dale zesilovin a zaznamenavan piipojenym
zapisovacem.

Ze zaznamu prib&hu fluorescence (Obr. 3.3.) lze odeéist hodnoty zékladnich
fluorescen¢nich parametri (Bjérkman a Demmig-Adams 1995):
Fo — fluorescence emitovana temnotné adaptovanym listem pfi aplikaci ¢erveného budiciho
paprsku o intenzité 0,01 pmol m?s”, ktery je pHili slaby, aby zpiisobil redukci reakénich
center PS II.
FmM — maximdlni fluorescence emitovanid temnotné adaptovanym listem po aplikaci
saturaéniho pulzu, ktery ma dostateénou intenzitu, aby zredukoval vSechna reakéni centra
fotosystému II.
Fy — variabilni fluorescence, ktera je rovna rozdilu Fy — F.
Fm'- maximdlni fluorescence emitovana fotosyntetizujicim listem po aplikaci saturaéniho
pulzu, ktery zpusobi redukci t&ch reakénich center, kterd nebyla dosud zredukovéina
pusobenim aktinického zéfeni.
Fs — ustdlend fluorescence emitovana fotosyntetizujicim listem, u n¢hoZ po aplikaci

aktinického zafeni doslo k tzv. fluorescenéni indukci.

................................................................................................ —
T T Casova osa
budici saturatni  aktinické saturaéni
paprsek pulz zéfeni pulz
za tmy na svétle

Obr. 3.3.: Zaznam priib&hu fluorescence s vyznalenim zékladnich parametrii (Cap 1996).
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Fluorescen¢ni indukéni kfivka neboli Kautskyho efekt je typicka emise
fluorescenéniho zéfeni, k niZz dochéazi u listu umisténého na né€kolik minut do tmy, ktery je
poté néhle vystaven plsobeni silného aktinického zateni (Walker 1990).

Pfi méfeni fluorescenénich parametrii jsem na temnotné adaptovany listovy teréik
aplikovala nejprve budici paprsek (hodnota Fy) a poté saturaéni svételny puls (hodnota Fyy).
Pak jsem pfi ozafenostech 60, 180 a 270 pmol m™s™ postupné zméfila hodnoty Fs a Fyy'.
Z vySe uvedenych zékladnich parametri jsem vypocitala dalsi fluorescenéni parametry podle
nésledujicich vzorct (Bjérkman a Demmig-Adams 1995, Rohacek 2002):
¢po = Fy/Fm — maximalni fotochemicka u¢innost fotosystému II. Hodnota tohoto parametru se
vétSinou pohybuje mezi 0,6 aZ 0,8 a kjejimu vyraznému poklesu dochazi pod vlivem
stresovych podminek.
dpsi = 1-(Fs/Fu") — aktudlni fotochemicka uéinnost fotosystému II. Popisuje, s jakou uéinnosti
je pfi dané ozafenosti energie absorbovana pfeméfiovana na energii chemickou.

NPQ = (Fm - Fm)/Fm — nefotochemické zhaseni fluorescence.

3.4. Stanoveni obsahu chlorofylu v listech

Obsah chlorofyli a a b jsem v listech tabaku stanovovala spektrofotometricky, pro
extrakci jsem pouzivala N,N’-dimetylformamid (DMF). DMF perforuje buné¢né membrany a
umoziiuje tak proniknuti rozpoustédla az k pletivim obsahujicim fotosyntetické pigmenty.
Tim lze dosdhnout uplné extrakce pigmentd, aniZ by byla nutnd homogenizace vzorku a dalsi
manipulace s nimi.

Z listi pokusnych rostlinek jsem vykrajovala vzdy tfi ter¢iky o plose 0,5 cm?, protoZe
rozloZeni chlorofyli v listech neni zcela homogenni (Porra et al. 1989). Kazdy tercik jsem
extrahovala zvlast' v 1,3 ml DMF ve tmé pfi teplot¢ —20°C po dobu 24 hodin. Tato doba
extrakce i mnoZstvi rozpoust&dla se pro listy tabaku jevily jako dostacujici.

Obsah chlorofylii jsem méfila na spektrofotometru HEAIOSa (Unicam, Cambridge,
Anglie) v absorpénim spektru od 450 do 800 nm. Z vysledné absorpéni kiivky jsem pomoci
programu Vision 32 (Unicam, Cambridge, Anglie) odegitala hodnoty absorpce pfi vinovych
délkach 647nm, 664nm a 750 nm . Pro vypo&et obsahu chlorofyld jsem pouZila tyto rovnice
(Wellburn 1994):
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chlorofyl a (chl @): 11,65 (A% — A™%) - 2,69 (A%7 — AT%)
chlorofyl b (chl ): 20,81 (A% - A% — 4,53 (A% — A"

kde A" jsou hodnoty naméfenych absorbanci pifi dané vinové délce, ostatni Eisla jsou

extinkéni koeficienty.

3.5. Méreni anatomickych parametri listu

Anatomické parametry jsem meéfila na polotenkych pfiénych fezech listem. Kousky
listové Eepele (velikost 1 x 3 mm) ze stfedni &asti Cepele mimo stfedni Zilku jsem fixovala 2
hodiny v 5% (v/v) roztoku glutaraldehydu v 0,1 M fosfatovém pufru (pH = 7,3). Poté jsem
segmenty tfikrat proplachla v ¢istém pufru a postfixovala 2 hodiny ve 2% (m/v) roztoku
kyseliny osmicelé v tomtéZ pufru. Po vyprani pufrem a odvodnéni ve vzestupné alkoholové
fad€ jsem vzorky zalila pfes oxid propylénu jako intermédium do Spurrova nizkoviskozitniho
média (Spurr 1969). Pii odvodiiovani jsem vzorky kontrastovala pies noc 1% (m/v) roztokem
octanu uranylu v 70% etanolu. Pfesny postup pii pfevadéni vzorkt uvadi tabulka (Tab. 3.1.).
Polymerace vzorkd probihala v termostatu pfi teploté¢ 65°C. Polotenké fezy (tloustka asi 1
pm) jsem fezala na ultramikrotomu (Reichert OmU2, Rakousko) a barvila 1% roztokem
toluidinové modii v 1% tetraboritanu sodném. Z kazdého listu jsem odebrala &tyfi vzorky,
z nichZ dva jsem zalila do Spurrova média. Jeden z nich jsem pak pouZila. Ze zhotovenych
mikroskopickych preparatd pti¢nych fezd (tfi z kaZdého listu) jsem snimala obrazy do
pocitale kamerou (jedno¢ipova TV kamera COHU, San Diego, USA) napojenou
na mikroskop (Olympus BX 40, Tokyo, Japan). Ziskané obrazy jsem zpracovévala v systému
pro analyzu obrazu LUCIA G, verze 3.52 (Laboratory Imaging, Praha, CR). Vzhledem
k tomu, Ze tlouStka fezu listem se lisila v zavislosti na stafi rostlinky, zvolila jsem vzdy
takové zvétSeni, aby pfiény fez listem zaujimal co nejvétsi &ast obrazovky a bylo dosaZeno co
nejvétsiho rozlieni. Pfi snimani jsem vyuZila objektivy zvétSujici 10x, 20x, 40x a 60x.
Z kazdého pti¢ného fezu jsem nasnimala je§té pét bunék palisddového a pét bun€k houbového
parenchymu. K vytvofeni binarnich obrazi jsem pouZivala série jednoduchych piikazi (tzv.
maker), které jsou uvedeny v ptiloze. Vytvofené bindrni obrazy jsem méfila pomoci volby
,Don’t load images, use commands* v menu Image—Sequences, kam jsem vepsala sérii

piikazi, ktera se ma aplikovat na kaZdy otevieny obraz (viz pfilohy).

36



3. Materidl a metody

Tab. 3.1.: Pfesny pracovni postup pouZity pfi pfevadéni vzorkl do Spurrova média.

Pracovni postup pro fixaci vzorku rostlinnych objektu, jejich
odvodnéni a zaliti do Spurrova média

1. fixace glutaraldehydem
nejméné 2 hodiny (za laboratorni teploty a tlaku, ve tmé&) ve smési 4 dild 0,1 M
fosfatového pufru (pH 7,3) a 1 dilu 25% roztoku glutaraldehydu

2. promyti pufrem
tfikrat po 15 minutich

3. postfixace kyselinou osmicelou
2 hodiny ve smé&si 1 dilu fosfatového pufru a 1 dilu 4% vodného roztoku OsOj4

4. promyti pufrem
dvakrat po 15 minutach

5. odvodiovaci Fada (z Cistého etanolu)
30%, 40% a 50% etanol, vZdy po dobu 30 minut
70% etanol s 1% octanem uranylu pfes noc, pfi laboratorni teploté
70% etanol bez octanu uranylu 15 minut, potom vyménit (v 70% etanolu lze
vzorky ponechat v chladniéce i po del$i dobu)

6. vlastni zaliti
80%, 96% a 100% etanol, vzdy po dobu 30 minut
100% etanol s propylénoxidem v poméru 1:1 po dobu 30 minut
dvakrat propylénoxid po dobu 30 minut
propylénoxid se Spurrovym médiem (Spurr, 1969) v poméru 3:1, 1:1 a 1:3, vzdy po
dobu 60 minut

Spurrovo médium 1 aZ 2 hodiny za laboratorni teploty, potom v chladni¢ce

(pfes noc)

objekty zalit do pryZové formy do &erstvé pfipraveného Spurrova média
7. polymerace
v termostatu pii 65°C, pfes noc

Na pti¢nych fezech listem jsem méfila plo¥né podily jednotlivych typl pletiv
(adaxialni epidermis, palisidového parenchymu, houbového parenchymu, abaxiélni
epidermis) a mezibun&&nych prostor, na fezech buitkami palisidového a houbového
parenchymu jsem méfila plochu butiky a podil, ktery v ni zaujimaji chloroplasty. Méfila jsem
také tloustku listu a tloudtku jednotlivych typt pletiv. Vydélenim plosnych podili a tlousték
palisidového a houbového parenchymu jsem vypoéitala pomér palisidového a houbového

parenchymu (pomér PP/HP).
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3.6. Méfeni riustovych parametru

Jako dopln€k k ostatnim méfenim jsem pro ovéfeni rustu rostlinek stanovovala nékteré
rustové parametry. ZjiStovala jsem vysku stonku, pocet listii na rostling, listovou plochu 4.
listu, susinu 4. listu, suinu celého prytu, kofene i celé rostlinky.

Vzorky pro stanoveni suSiny jsem suSila po dobu 24 hodin v su$arné¢ pti 80°C,
hmotnost vzorkil jsem stanovovala na analytickych vahach. Listovou plochu jsem méfila po

obkresleni a nasniméani do pocitace pomoci programu analyzy obrazu LUCIA G, verze 3.52

(viz vyse).

3.7. Zpracovani dat a jejich statistické vyhodnoceni

Vsechny parametry jsem meéfila na 3 - 5 listech (rostlinkach) zkazdé hladiny
ozafenosti a vkaZdém uvedeném stafi. Pfi meéfeni ristovych, fotosyntetickych a
fluorescenénich parametrii jsem pokus opakovala dvakrat. Méfeni anatomickych parametrii
listu jsem délala jen jednou.

Naméfena data jsem statisticky vyhodnotila v programu BMDP Statistical Software
(University of California, USA). Pouzila jsem metodu dvojné analyzy variance a
mnohonasobnd porovnani jsem provedla pomoci Student-Newman-Keulsova testu (Student-

Newman-Keuls Multiple Range Test).
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4. Experimentalni ¢ast

VSechny parametry jsem méfila na 4. listu, poéitano od béaze rostlinky, s vyjimkou
nékterych ristovych parametrti, které se tykaly celé rostlinky (vyska stonku, pocet listd,
su$ina). Pfi méfeni jsem pouzivala vZdy stejné ¢asové schéma.

Listy nebo rostlinky jsem odbirala béhem 35-denni kultivace celkem pétkrat, a to 5, 9,
13, 17 a 23 dnii poté, co se 4. list objevil na apexu. Ctvrty list se objevil na apexu u viech
rostlin (LI, MI a HI) shodné 11. aZ 12. den kultivace.

Vysledky uvadim formou tabulek a spojnicovych grafii, se shodnou tpravou pro
snazsi porovnani. Statistické vyhodnoceni viech sledovanych parametrti uvadim vzdy nejprve
pro porovnani ontogenetickych chodl u jednotlivych variant, a poté pro porovnani rostlinek
v jednotlivych stafich. Vysledky statistického zpracovani dat jsou vyjadieny pismeny q, b, c,
d, e. Pismeno a je pfitom piifazeno vZdy nejniZzsi hodnoté. Pokud mezi rostlinkami nebyl
nalezen statisticky prikazny rozdil, jsou oznaleny stejnymi pismeny, pokud mezi nimi byl
¢im véEtsi je tento rozdil. Jsou-li pismena tu¢na, jde o rozdil statisticky vysoce vyznamny (na
hladiné vyznamnosti 1%), nejsou-li pismena tuén4, jedna se o rozdily vyznamné (hladina

vyznamnosti 5%).

4.1. Riistové charakteristiky 4. listu béhem jeho vyvoje

V pribéhu vyvoje 4. listu jsem sledovala jeho listovou plochu a akumulaci suSiny.
Ostatni parametry se tykaly celé rostlinky (tj. vy$ka stonku, pocet listd, celkova susina, suSina
kofene a prytu).

Expanze listové plochy 4. listu (Obr. 4.1.) zagala difive u MI a HI rostlinek. Dvacet tfi
dni poté, co se list objevil na apexu, kon¢ila expanze listu pouze u HI rostlinek. Z divodu
pozdé&jsiho nastupu rychlé expanze byla listova plocha 4. listu ve stafi 5 dnd u LI rostlinek
vyznamné mensi. Naopak plocha 4. listu u HI rostlinek byla nejmensi ve stifi 23 dni.

Velikost listové plochy 4. listu byla u v8ech rostlinek téméf stejnd ve stafi 13 dnt.

39



4. Experimentadlni Cdst

Statistické vyhodnoceni:

Plocha 4. listu ontogenetickych chodl

NE 1600 } LI a a b b b
% 1200 | MI abcd e
2 800 | HI a abb b
8 vlivu ozafenosti

S 400 |

o 0 LI a a a a

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 Ml b aaa

Stafi listu [d] HI b aaa a

Obr. 4.1. Listova plocha b&éhem vyvoje 4. listu u fotoautotrofn& in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana
tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s™), stfedni (MI, 180 pmol m? s™) a vysoké (HI, 270 pmol m? s™)
ozafenosti. Rozdilna pismenka oznacuji statisticky vyznamné rozdily p¥i P = 0.05 a P = 0.01 (tu¢ng).

Akumulace su$iny u 4. listu (Obr. 4.2.) zalala dfive a probihala rychleji u MI a HI
rostlinek. Béhem vyvoje listu byl znatelny trend k niz§i akumulaci suiny 4. listu u LI

rostlinek. V prib&hu pokusu skonéila akumulace susiny 4. listu pouze u HI rostlinek.

Statistické vyhodnoceni:
Susina 4. listu .
ontogenetickych chodi
s LI aabbhb
£
=10} MI a abc
2 HI aabb b
©
s ST vlivu ozéfenosti
3
»n LI a aa a a
0

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 Ml b aaa a

Stafi listu [d] HI b a b a a

Obr. 4.2. Sufina 4. listu b&hem jeho vyvoje u fotoautotrofng in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum
pHi nizké (LI, 60 pmol m? s™), stiedni (MI, 180 pmol m™ s™) a vysoké (HI, 270 pmol m? s) ozarenosti.
Rozdilna pismenka oznaduji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05 a P = 0.01 (tu¢ng).

Akumulace susiny celych rostlin (Obr. 4.3.) odrazi v podstaté nérist suSiny prytu
(Tab. 4.1.), protoZe narust susiny kofene (Tab. 4.1.) byl v pribéhu pokusu pomémné maly.
Susina prytu se mezi 5. a 23. dnem u vS8ech rostlin téméf ztrojnasobila, coZz v kombinaci
s malym naristem susiny kofenti zpiisobilo, Ze pomér susiny prytu ku susin¢ kofene nartistal
(data neuvadim). Susina prytu byla celou dobu pokusu nejniz§i u LI rostlinek (Tab. 4.1.).

Dynamika akumulace suiny prytu byla u vsech rostlin podobna. Su$ina kofene nartistala
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v pribéhu pokusu statisticky vyznamné pouze u LI rostlinek, coz bylo dano spie mensi

variabilitou pokusnych rostlin (Tab. 4.1.).

Statistické vyhodnoceni:

Celkova sudina ontogenetickych chodi

LI a ab ¢

g 100 | ||

E 80 | —m—MI MI aabc
;‘5 60 | =—d—HI HI abbc
%’ 40 | vlivu ozafenosti

x 20}

] LI a a a a a
© 9

[~
o

MI a ab
HI a bbb b

3 5§ 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25
Stafi listu [d]

-

Obr. 4.3. Susina celé rostlinky b&hem vyvoje 4. listu u fotoautotrofn& in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana
tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s™), stfedni (MI, 180 umol m? s) a vysoké (HI, 270 pmol m? s™)
ozafenosti. Rozdilna pismenka oznaduji statisticky vyznamné rozdily p¥i P = 0.05a P =0.01 (tu¢ng).

Tab. 4.1.: Suina prytu a kofene b&hem vyvoje 4. listu u fotoautotrofn& in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana
tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s™), stredni (MI, 180 pmol m? s™) a vysoké (HI, 270 pmol m? s)
ozafenosti. Rozdilna pismenka oznacuji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05 a P = 0.01 (tu¢ng&). Prvni
pismenko za hodnotou udévéd vyhodnoceni ontogenetickych chodl, druhé pismenko za hodnotou udavé

vyhodnoceni vlivu ozéfenosti.

Stafi listu [d]

5d 9d 13d 17d 23d
Su$ina LI 16.1 a,a 199 a,a 28.7b,a 36.2¢c,a 47.1d,a
prytu MI 19.2 a,b 25.7b,a 356¢b 43.8d,b 57.7 e,b
[mg] HI 21.6a,b 35.8b,b 35.6b,b 50.3 ¢c 63.1d,b
Susina LI 8.6aa 9.0a,a 11.0b,a 12.5b,a 139¢c,a
kofene MI 10.5 a,a 10.1 a,a 11.0a,a 13.2 a,a 15.8a,a
[mg] HI 10.2 a,a 12.7ab 12.1 a,a 13.0a,a 142 aa

Hladina ozafenosti méla pomérné zna¢ny vliv na vy$ku stonku (Obr. 4.4.), a to
zejména u starich rostlinek (ve stafi 28 a 34 dnd, tj. 17 a 23 dnti poté, co se na apexu objevil
4. list). Nizka hladina ozafenosti (LI) zpusobila vyrazné prodlouZeni stonku, rostlinky MI a

HI se ve vySce stonku navzajem neliSily.
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Vy$ka stonku Statistické vyhodnoceni:

ontogenetickych chodi

E 20—y LI aabecd

3 15| —#M Ml abcecd

é 10 | —d—HI HI abccec
% 5| vlivu ozafenosti

> 0 L LI a aab b

1 3 65 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 Ml aaaaa

Stafi listu [d] HI a a a a a

Obr. 4.4. Vy3ka stonku b&hem vyvoje 4. listu u fotoautotrofng in vitro péstovanych rostlinek Nicotiana tabacum
pfi nizké (LI, 60 pmol m? s™), stiedni (MI, 180 pmol m? s™) a vysoké (HI, 270 pmol m? s™) ozarenosti.
Rozdilna pismenka oznaduji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05 a P = 0.01 (tu¢ng).

Pocet listii na rostlince (Obr. 4.5.) ristovou ozafenosti naopak pfili§ ovlivnén nebyl.
Na pocatku sledovani mély rostlinky v priméru 6 listti, na konci sledovani v priméru 8-9

listd.

Poget listi na rostlince Statistické vyhodnoceni:
ontogenetickych chodd

T T LI abccec
MI a abbec
HI a b b cc

vlivu ozafenosti

F ——LI
- —a—M
——Hi

LI a a a a a

I I ' I ' i 1 I L I I

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25
Stafi listu [d]

Pocet listh
H OO N WO

MI a a ab a

HI a a a b a

Obr. 4.5. Pocet listdl na rostlince b&hem vyvoje 4. listu u fotoautotrofng in vitro pé&stovanych rostlinek Nicotiana
tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s™), stfedni (MI, 180 pmol m? s™) a vysoké (HI, 270 pmol m” s™)
ozafenosti. Rozdilna pismenka ozna&uji statisticky vyznamné rozdily pfi P = 0.05 a P = 0.01 (tu¢ng).
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4.2. Anatomické charakteristiky 4. listu béhem jeho vyvoje

Béhem vyvoje 4. listu jsem sledovala tloustku listu, tloustky a plo$né podily
jednotlivych typi pletiv na pfi¢ném fezu listem, plochu bunék palisidového a houbového
parenchymu na pfi¢ném fezu listem a plo$ny podil chloroplasti na fezu buiikou palisadového
a houbového parenchymu.

Anatomické zmény v prubéhu vyvoje 4. listu jsou dobfe patrné i na pti¢nych fezech
listem (Obr. 4.6. az 4.10.). Ve stafi 5 dnii (Obr. 4.6.) lze rozpoznat vice diferencovana pletiva
expanze 4. listu. Ctvrty list m&l vzdy jen jednu vrstvu palisadového parenchymu, ktery byl
malo kompaktni, a to i u HI rostlinek. Na pfi¢éném fezu listem u rostlinek HI a MI lze
v pribéhu jeho vyvoje také dobfe vidét ustup chloroplasti palisidového parenchymu
k antiklinalnim buné¢nym sténam (Obr. 4.7. az 4.10.).

Pét dni poté, co se 4. list objevil na apexu, byla tloustka listu (Obr 4.11.) nejvétsi u HI
a nejmensi u LI rostlinek. V pribéhu vyvoje 4.listu jeho tloustka nartstala a béhem 23 dnt
pokusu se u vSech rostlinek téméf zdvojnéasobila. Rozdily mezi tloustkou 4. listu HI a MI

rostlinek v prib&hu vyvoje listu vymizely.

Tloustka listu Statistické vyhodnoceni:

ontogenetickych chodi

300 | ' LI abcde

E ggg I Ml abocde

'g150: ——| | HI a b c d e
é 100 =M vlivu ozafenosti

" 53 [ L e a _-‘__Hl LI a a a a a

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 MI b bbb b

Stafi listu [d] HI c ¢c bbb

Obr. 4.11. Tloustka 4. listu b&hem jeho vyvoje u fotoautotrofn& in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana
tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s, sttedni (MI, 180 pmol m? s') a vysoké (HI, 270 umol m? s™)
ozafenosti. Rozdilna pismenka oznaluji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05 a P = 0.01 (tu¢né).

Zmény v tloustkach jednotlivych typi pletiv v pribéhu vyvoje 4. listu jsou
znazornény v tabulce (Tab. 4.2.).
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Popis struktur z Obr. 4.6.:

ADE - adaxialni epidermis

ABE - abaxialni epidermis

BHP - buiika houbového parenchymu
BPP — burika palisadového parenchymu
MP — mezibuné¢né prostory
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Sd Ml

Obr. 4.6.: Pticné fezy 4. listem rostlinek Nicotiana tabacum péstovang'/ch pii nizké (LI, 60
umol m? s™), stfedni (MI, 180 pmol m? s™) a vysoké (HI, 270 pmol m™ s™) ozafenosti. StaFi
listu 5 dni. ZvétSeni pro vSechny obrazky udava usecka v dolnim obrazku.
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9d LI

9d M1

Obr. 4. 7.: Pﬁéne fezy 4. listem rostlmek Nzcotzana tabacum pestovangfch pfi nizké (LI, 60
pmol m? s™), stfedni (M, 180 pmol m™ s™) a vysoké (HI, 270 pmol m™ s™) ozafenosti. Stafi
listu 9 dni. Zvé&tSeni pro vSechny obrazky udava usecka v dolnim obrazku.
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13d LI

13d MI

13d HI

Obr. 4.8.: Pricné tezy 4. listem rostlinek Nicotiana tabacum péstovang'/ch pti nizké (LI, 60
umol m? s™), stfedni (MI, 180 pmol m?s") a vysoké (HI, 270 umol m” s) ozafenosti. Stafi
listu 13 dni. ZvétSeni pro vSechny obrazky udava tsecka v dolnim obréazku.
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17d LI

Obr. 4.9.: Pri¢né fezy 4. listem rostlinek Nicotiana tabacum péstovan;'fch pti nizké (LI, 60
umol m? s™), stfedni (MI, 180 pmol m2s™) a vysoké (HI, 270 umol m” s) ozafenosti. Stafi
listu 17 dni. ZvétSeni pro vS§echny obrazky udava tsecka v dolnim obrazku.
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23d M1

23d HI

Obr. 4.10.: Pfi¢né fezy 4. listem rostlinek Nicotiana tabacum péstovanych pii nizké (LI, 60
pmol m™ s™"), stfedni (MI, 180 pmol m™? s a vysoké (HI, 270 pmol m? s™) ozafenosti. Stafi
listu 23 dni. ZvétSeni pro vSechny obrazky udava usecka v dolnim obrazku.
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Tab. 4.2.: Tloustky jednotlivych typd pletiv v prib&hu vyvoje 4. listu u fotoautotrofn& in vitro p&stovanych
rostlinek Nicotiana tabacum pfi nizké (LI, 60 pmol m™ s™), stfedni (MI, 180 pmol m™ s) a vysoké (HI, 270
umol m? s™') ozafenosti. Rozdilna pismenka oznatuji statisticky vyznamné rozdily pfi P = 0.05 a P = 0.01
(tu¢né). Prvni pismenko za hodnotou uddva vyhodnoceni ontogenetickych chodii, druhé pismenko za hodnotou
udéva vyhodnoceni vlivu ozafenosti.

Tloustka Stati listu [d]
[pm] 5d 9d 13d 17d 23d
Adaxialni LI 13.7 a,a 16.5b,a 202 c,a 23.6d,a 229d,a
epidermis MI 15.5a,b 19.1 b,a 22.7¢c,a 24.7c,a 243 c,a
HI 19.0 a,c 23.6 b,b 23.6 b,a 24.8b,a 25.8b,a
Palisadovy LI 25.1 a,a 33.8 b,a 455¢c,a 51.6d,a 599e,a
parenchym MI 32.5a,b 40.1 b,b 57.7 ¢,b 74.1d,b 76.5d,b
HI 37.0a,c 48.6 b,c 63.9 ¢,c 77.1d,b 80.3d,b
Houbovy LI 57.7 a,a 69.2 b,a 85.2¢c,a 94.3d,a 100.6 €,a
parenchyma MI 72.0 a,b 70.6 a,a 97.9b,b 107.3¢,b 127.5 d,¢
HI 72.4 a,b 83.1b,b 95.7 ¢,b 110.2d,b 115.7d,b
Abaxialni LI 14.1a,a 14.4 a,a 18.1 b,a 21.5¢ca 17.5 b,a
epidermis MI 15.0 a,a 16.5a,b 18.1 b,a 22.6c,a 23.5¢,b
HI 156aa 18.0a,b 199 b,a 213 b,a 21.9b,b
PP/HP LI 0.44 a,a 0.49b,a 0.54c,a 0.56c,a 0.61d,a
MI 0.45a,a 0.57 b,b 0.60 b,a 0.72 ¢,b 0.62 b,a
HI 0.52 a,b 0.59 a,b 0.69 b,b 0.72 b,b 0.71 b,b

Adaxialni epidermis (ADE) byla u S5-dennich listG nejtlust$i u HI a nejten¢i u LI
rostlinek. V prib&hu vyvoje listu tyto rozdily vymizely (Tab. 4.2.). Tloustka adaxiélni
epidermis 4. listu nartstala jen do stafi 9 dnti u HI a do stafi 17 dnt u LI rostlinek (Tab. 4.2.).
Tloustka palisadového parenchymu v prib&hu vyvoje 4. listu vyznamné naristala a béhem 23
dni se zvétsila asi 2,5x (Tab. 4.2.). Tloustka palisadového parenchymu (PP) byla po celou
dobu pokusu vyznamné nejmensi u LI rostlinek, rozdil mezi MI a HI rostlinkami byl
vyznamny do 13 dnt stafi 4. listu. Také tloustka houbového parenchymu v priibéhu vyvoje 4.
listu vyznamné naristala, i kdyZ méné&, neZ u palisadového parenchymu. Tloustka houbového
parenchymu (HP) byla u 23-dennich listi ani ne dvojnasobna ve srovnani s 5-dennimi listy
(Tab. 4.2.). Nejten¢i houbovy parenchym mély listy LI rostlinek, listy MI a HI rostlinek se
v tloust’ce houbového parenchymu téméf nelisily. Pouze u 23-dennich listd mély MI rostlinky

tlustsi houbovy parenchym, coZ odrazi pokracujici expanzi 4. listu MI rostlinek v dobé, kdy

expanze listu u HI rostlinek jiZ kon¢ila. Tloustka abaxialni epidermis (ABE) byla u 5-dennich
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listh pfibliZné€ stejna u vSech rostlinek a v prib&hu vyvoje listu naristala obdobnym zpisobem
jako epidermis adaxialni (Tab. 4.2.). Pomér palisadového a houbového parenchymu (PP/HP)
v prubéhu vyvoje listu mirn€ naristal, coZz odrazi vétsi nartst tloustky palisadového
parenchymu ve srovnani s parenchymem houbovym. Nejvyssi PP/HP mély listy HI a nejniZsi
PP/HP mély listy LI rostlinek, i kdyZ rozdily nebyly ve vSech stafich statisticky vyznamné
(Tab. 4.2.).

Plo$né podily jednotlivych typu pletiv na pfi¢ném fezu listem (Obr. 4.12. az 4.16.) se
v prub&éhu vyvoje 4. listu ménily, s vyjimkou houbového parenchymu, jen malo. V prubéhu
vyvoje 4. listu se plosny podil adaxialni epidermis (Obr. 4.12.) pohyboval mezi 10 a 15%.
Plosny podil ADE se u LI rostlinek neménil, u MI a HI rostlinek béhem vyvoje listu mirné
klesnul. Ve stati 13 dni, kdy mély listy stejné velkou listovou plochu, byl plosny podil ADE

téméf stejny u vSech rostlinek.

Plo&ny podil adaxialni epidermis na pfi¢ném fezu Statistické vyhodnoceni:
listem ontogenetickych chodi
14 LI a a a a a
<12}
= 10 MI b bbba
= i
2 8 —*«d HI bbb aa
R .
B 4} M vlivu ozafenosti
a ey H|
(2) [ LI a aabb
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 Ml a aaba
Stafi listu [d] H b aaaa

Obr. 4.12. Plo3ny podil adaxialni epidermis na p¥i¢ném fezu 4. listem b&hem jeho vyvoje u fotoautotrofné in
vitro pé&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s, sttedni (M1, 180 pmol m? s™) a
vysoké (HI, 270 pmol m™ s™) ozafenosti. Rozdiln4 pismenka oznauji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05
a P =0.01 (tu¢ng).

Plosny podil palisidového parenchymu (Obr. 4.13.) se v prib¢hu vyvoje 4. listu
pohyboval mezi 17 a 20%, a to pfesto, Ze tloustka palisaidového parenchymu vyrazné
nartstala a rozdily mezi rostlinkami byly zna¢né (Tab. 4.2.). Palisidovy parenchym tedy
nartistal proporcionalng s riistem listu. Ve staii 13 dnt, kdy mély listy stejnou listovou plochu,
byl plodny podil PP, podobné jako v pfipadé ADE, u vSech rostlinek téméf stejny (Obr.
4.13.).
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Plo$ny podil palisadového parenchymu na pfi¢ném Statistické vyhodnoceni:
Fezu listem ontogenetickych chodil
25 LI b b aab
S l*..<=7-‘ M a aaaa
a | e
o 15 u HI a a a aa
T 10| —&—M . .
o 5 | Hi vlivu ozéafenosti
o LI a a a a a
0 A A I A 1 i 1 A 1
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 MI a aaba
Stari listu [d] HI a a a b a

Obr. 4.13. Plo3ny podil palisddového parenchymu na pfi¢ném fezu 4. listem b&hem jeho vyvoje u fotoautotrofné
in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pfi nizké (LI, 60 pmol m? s™), stfedni (MI, 180 pmol m?s™) a
vysoké (HI, 270 pmol m? s™') ozéfenosti. Rozdilna pismenka oznauji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05
aP=0.01 (tu¢ng).

Houbovy parenchym (Obr. 4.14.) byl jedinym pletivem, jehoZ plo$ny podil v pribé¢hu
vyvoje 4. listu vyrazné klesl (z pocate¢nich 35 - 42% na 25 - 27%). Tento pokles souvisel
s naristem plo$ného podilu mezibunéénych prostor (MP) (Obr. 4.15.). Pokles plo$ného
podilu HP byl vyznamny mezi 5. a 9. dnem u HI rostlinek a mezi 5. a 13. dnem u MI a LI
rostlinek. U 5-dennich listd byl plodny podil HP vyznamné niz§i u HI rostlinek, které mély
také vyznamné vy3si plosny podil MP. Rozdily vymizely do 13. dne stéfi listu, kdy mély listy

také stejnou listovou plochu.

Plo$ny podil houbového parenchymu na pfi€ném Statistické vyhodnoceni:
Fezu listem ontogenetickych chodi
LI b b a a
. 40 |
X MI cc bawb
o 30
I 20 ——LlI HI b a a a a
E 10 =M vlivu ozéfenosti
o i |-|" I I I I I I 1 1 I LI b ¢ a a a

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 MI b ba aa

Stafi listu [d] HI a a a a a

Obr. 4.14. Plodny podil houbového parenchymu na pfi¢ném fezu 4. listem b&hem jeho vyvoje u fotoautotrofne
in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m?s™), stiedni (MI, 180 umol m?2s')a
vysoké (HI, 270 pmol m s™) ozéafenosti. Rozdilna pismenka oznatuji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05

aP=0.01 (tugng).
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Plosny podil mezibunéénych prostor (Obr. 4.15.) nartistal s poklesem plosného podilu
HP. U 5-dennich listii byl podil MP na tezu listem 13 — 20%, u 13-dennich se pohyboval

okolo 33%. Od 13. dne se jiz podil MP na fezu listem nezvy$oval a mezi rostlinkami jiZ

nebyly rozdily.
Plo$ny podil mezibuné&nych prostor na pfi¢ném Statistické vyhodnoceni:
Fezu listem ontogenetickych chodi
40 | LI ab c¢ccec
g 30} MI abococec
o
S x| =L HE a b bbb
5 —a—M|
© . .
S 10} HI vlivu ozéfenosti
LI a a a a a
0 'l 'l A ' Il L L A 1 'l A
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 Ml a b a aa
Stafi rostlinek [d] HI b baa a

Obr. 4.15. Plodny podil mezibuné&&nych prostor na p¥i¢ném fezu 4. listem b&hem jeho vyvoje u fotoautotrofng in
vitro pé&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s™), stftedni (MI, 180 pmol m?s™) a
vysoké (HI, 270 pmol m™ s™") ozafenosti. Rozdiln4 pismenka oznauji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05
aP=0.01 (tu¢ng).

Plo$ny podil abaxialni epidermis (Obr. 4.16.) v pribéhu vyvoje 4. listu u vSech
rostlinek mirné klesal, a to z 11 — 12% na 9%. Ve stafi 13 dnd mély listy LI rostlinek
vyznamné vy$8i podil ABE. Abaxialni epidermis byla tak jedinym pletivem, jehoZ ploSny
podil u 13-dennich listti nebyl u v8ech rostlinek stejny.

Plo$ny podil abaxialni epidermis na pfiéném fezu Statistické vyhodnoceni:
listem ontogenetickych chodii
15 LI cbbba

MI b b a aa

HI c b aaa
vlivu ozéfenosti

LI b a b b a

($,]
T

Podil ABE [%]
o
iﬂ

0 1 A 1 1 I I 1 1 i 1 L
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 Ml a aa aa
Stafi listu [d] HI a aa a a

Obr. 4.16. Plo3ny podil abaxialni epidermis na pfi¢ném fezu 4. listem b&hem jeho vyvoje u fotoautotrofng in
vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m?s™), sttedni (MI, 180 pmol m?s')a
vysoké (HI, 270 pmol m? s™') ozafenosti. Rozdilna pismenka oznatuji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05
aP=0.01 (tu¢ng).
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Plosny podil PP/HP (Obr. 4.17.) v prub&hu vyvoje 4. listu se u vSech rostlinek
zvétSoval. U 5-dennich listi se plosny podil pohyboval v rozmezi 0,45 — 0,60. U 23-dennich
pak dosahl hodnot okolo 0,8.

Plocha buriky palisidového parenchymu (BPP) na pfiéném fezu listem (Obr. 4.18.)
prudce nartstala v priibéhu vyvoje 4. listu a béhem pokusu se zvétsila asi 5x. PPB byla
vyznamné nejvyssi u HI a nejnizsi u LI az do 17 dnu stéii listu, kdy jiZ nebyl rozdil mezi HI a
MI rostlinkami.

Statistické vyhodnoceni:
Plo3ny podil palisddového a houbového ontogenetickych chodi
parenchymu

LI a ab b c

08 MI a ab dc

T 0.6 1 ——L| HI a aabd
g 04t —a— M| vlivu ozatenosti

02} —a—HI

0 N LI a a a a a

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 Ml a aa ba

Stafi listu [d] HI b ba b a

Obr. 4.17. Plodny podil palisadového a houbového parenchymu na pfiéném fezu 4. listem b&hem jeho vyvoje u
fotoautotrofné in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pki nizké (LI, 60 pmol m?s™), sttedni (MI, 180
pmol m? s™) a vysoké (HI, 270 umol m? s') ozatenosti. Rozdilna pismenka oznaduji statisticky vyznamné
rozdily pti P =0.05 a P = 0.01 (tu¢ng).

Statistické vyhodnoceni:
Plocha bun lisddového parenchymu
ky palisa P y ontogenetickych chodil
3000 | LI a b c d e
< 2500 H MI abecd
€ 2000 | —WMI
: 1500 } e H | HI a b c c d
% 1000 } vlivu ozafenosti
©
g 500 LI
2 0 L 1 1 A 1 A A 1 1 A 1
o
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 ML b b b
Stafi listu [d] HI ccc

Obr. 4.18. Plocha buitky palisidového parenchymu na pfi¢ném fezu 4. listem b&hem jeho vyvoje u
fotoautotrofng in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s™), stfedni (MI, 180
umol m? s™") a vysoké (HI, 270 pmol m? s™') ozéafenosti. Rozdilnd pismenka oznaluji statisticky vyznamné
rozdily pti P =0.05 a P = 0.01 (tu¢ng).
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Plocha buiikky houbového parenchymu (BHP) na pfi¢ném fezu listem (Obr. 4.19.)
narustala v pribéhu vyvoje 4. listu obdobné jako PPB. U 5-dennich listi byla BHP o néco
vétsi nez BPP, u 23-dennich listd tomu bylo pfesné naopak. Dynamika nartstu byla tedy u

BHP o néco nizsi.

Statistické vyhodnoceni:

Plocha buriky houbového parenchymu ontogenetickych chodd

g 3000 g LI LI a b c d €

£ -

3 2500 1 gy MI abocde

o 2000 | o . Lo

o 1500 | a c e

g 1000 | vlivu ozéfenosti

&) 508 [ LI a a a a a
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 M. b b b bec

Stafi listu [d] HL cc cbb

Obr. 4.19. Plocha buitky houbového parenchymu na pfi¢ném fezu 4. listem b&hem jeho vyvoje u fotoautotrofné
in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s™"), sttedni (MI, 180 pmol m?s™) a
vysoké (HI, 270 pmol m™ s™) ozéafenosti. Rozdilna pismenka oznatuji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05
aP=0.01 (tu¢ng).

Spolu s nartstajici plochou BPP na fezu listem klesal v pribéhu vyvoje listu podil
chloroplasti v buiice (Obr. 4.20.), méfeny jako plosny podil chloroplasti na fezu BPP, velmi
vyrazné do 13 dnd. Poté se pokles zpomalil, i kdyZ i u 23-dennich listli byl statisticky
vyznamny. Nejvétsi podil chloroplastii v buiice mély po celou dobu pokusu rostlinky LI.
Rozdily v podilu chloroplastii v BPP byly vyznamné aZ do 23 dnt, kdy se ztraci rozdil mezi
MI a HI rostlinkami.

Podil chloroplastt na fezu BHP (Obr. 4.21.) klesal v pribé¢hu vyvoje 4. listu
podobnym zpisobem jako v BPP. U 5-dennich listd byl podil chloroplastd v BHP niZsi nez
v BPP, u 23-dennich listéi byl podil chloroplasti shodné okolo 8% v obou typech bunék.
Nejvétsi podil chloroplasti v BHP mély listy LI rostlinek.
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Podil chip v BPP [%]

Plosgny podil chloroplastu na fezu
burikou palisadového parenchymu

T T

——L|

—&— M|

= H|

3 5§ 7 9

11 13 156 17 19 21 23 25

Stafi listu [d]

Statistické vyhodnoceni:
ontogenetickych chodil
LI e d ¢c b a
MI d ¢c b ba
HI e d ¢c b a
vlivu ozéfenosti

LI b
MI b b b ba
HI a a a aa

Obr. 4.20. Plosny podil chloroplastii na fezu buiikou palisaidového parenchymu u 4. listu b&hem jeho vyvoje u

fotoautotrofng€ in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s"), stfedni (M1, 180

pmol m? s) a vysoké (HI, 270 pmol m? s™) ozafenosti. Rozdilna pismenka oznaluji statisticky vyznamné
rozdily pti P = 0.05 a P = 0.01 (tu¢n¢).

Podil chip v BHP [%]

25
20
15
10

Plo$ny podil chloroplastu na fezu
buitkou houbového parenchymu

A 1 ' I

I N I ' I I L

3 5§ 7 9

11 13 156 17 19 21 23 25

Stafi listu [d]

Statistické vyhodnoceni:
ontogenetickych chodi
LI d ¢ b a a
MI e d ¢c b a
HI e d ¢c b a
vlivu ozéfenosti

LI cc bab
MI b b a a a
HI a a a a a

Obr. 4.21. Plo3ny podil chloroplastii na fezu buiikou houbového parenchymu u 4. listu b&hem jeho vyvoje u

fotoautotrofng in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m~ s™), sttedni (MI, 180

pumol m? s) a vysoké (HI, 270 pumol m? s) ozafenosti. Rozdiln pismenka oznaluji statisticky vyznamné
rozdily p¥i P =0.05 a P =0.01 (tu¢ng).
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4.3. Fotosyntetické charakteristiky 4. listu béhem jeho vyvoje

V pribéhu vyvoje 4. listu jsem méfila zmény v obsahu chlorofyld, rychlost
temnotniho dychani (Rp) a rychlost ¢isté fotosyntézy (Pn). Rychlost €isté fotosyntézy jsem u
kazdého listu méfila pfi tiech hladinach ozéafenosti (60, 180 a 270 pmol fotont m™ s™), které
odpovidaly hladinam ozafenosti, pfi kterych jsem rostlinky péstovala. Jako vztazné jednotky
pro Py jsem pouzivala listovou plochu a obsah chlorofylu v listu.

Obsah chlorofylt a+b ve 4. listu béhem jeho vyvoje vyrazné klesal (Obr. 4.22.). U 5-
dennich listi se pohyboval kolem hodnoty 250 mg m™ a mezi rostlinkami nebyl patrny Zadny
vyznamny rozdil. Obsah chlorofyli klesal u MI a HI rostlinek jiZ od po¢atku pokusu, u LI
rostlinek zacal klesat pozdgji (mezi 13. a 17. dnem stafi listu). U 23-dennich listd obsah
chlorofylu a+b jen slabé prekracoval hranici 100 mg m™.

Statistické vyhodnoceni:
1 a+
Obsah chiorofyla a+b ontogenetickych chodi
. 300 LI cccba
‘£ 250 Ml d ¢cbb a
[e)]
£ 200 ——L HI d ¢c b a a
o 150
p 100 | —E—MI vlivu ozéfenosti
§ so| —a—H LI abcb b
0 L i A Il 1 L Il 1 A 1 1 MI a a b b a
1 3 5§ 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25
HI a a a a a
Stafi listu [d]

Obr. 4.22. Obsah chlorofylid a+b ve 4. listu béhem jeho vyvoje u fotoautotrofn& in vitro p&stovanych rostlinek
Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s, stiedni (MI, 180 pmol m?s'a vysoké (HI, 270 pmol m?s™)
ozafenosti. Rozdilna pismenka oznaduji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05 a P = 0.01 (tu¢ng).

Pomér chlorofylt a/b (Obr. 4.23.) béhem vyvoje 4. listu klesal podobné, jak obsah
chlorofylii a+b, tedy dfive a vyrazné&ji u MI a HI rostlinek. U 5-dennich listd byl pomér
chlorofylii a/b stejny u vech rostlinek a dosahoval hodnoty 2.9. U 23-dennich listi dosahoval
pomér chl a/b hodnoty jen 2.2-2.3.
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Pomeér chlorofyli a/b Statistické vyhodnoceni:
ontogenetickych chodil
35 LI bbbba
30 b
o .%. M bbaaa
22'0 [ Ll HI c c b a a
15} —g—
© 10 } MI vlivu ozafenosti
' —t—HI
05 | LI a b b c a
0'0 L 'l L L L A L L L L L MI b
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 aaaba
Stafi listu [d] HI a2 a a a a

Obr. 4.23. Pomér chlorofylti /b ve 4. listu behem jeho vyvoje u fotoautotrofng in vitro p&stovanych rostlinek
Nicotiana tabacum pfi nizké (LI, 60 pmol m? s™), sttedni (MI, 180 pmol m™ s™) a vysoké (HI, 270 pmol m? s™")
ozafenosti. Rozdilna pismenka oznaduji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05 a P = 0.01 (tu¢ng).

V prib&hu vyvoje 4. listu se ménil vztah mezi ozafenosti a Py, jak vyplyva z Obr.
4.24. Svételny kompenzaéni bod klesal u v3ech rostlinek, u MI a HI rostlinek se v3ak od 13.
dne stafi listu znovu zvy$oval. U 23-dennich listd MI a HI rostlinek byl svételny kompenza¢ni
bod stejny jako u 5-dennich. U LI rostlinek se svételny kompenza¢ni bod nezvySoval, takze u
23-dennich listd byl vyrazné niZsi nez u S-dennich. Fotosyntetickd u¢innost i kapacita se
v prib&hu vyvoje listu zvySovaly a poté mirné klesly u 23-dennich listi. Fotosynteticka
kapacita byla mirné vy3si u MI neZ u HI rostlinek, a to v prib&hu celého vyvoje listu.

Rychlost temnotniho dychani (Rp) (Obr. 4.25.) se v prib&hu vyvoje listu vyznamné
neménila, K statisticky vyznamnému nartstu do$lo aZ mezi 17. a 23. dnem stéfi listu. Listy LI

rostlinek vykazovaly trend k niZ§imu Rp, nez listy MI a HI rostlinek.
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. L. Statistické vyhodnoceni:
Rychlost temnotniho dychani ontogenctickych chod
W@ 16 [—e—LI LI aaaahb
’ER 12 } M MI a a aayb
8 08 | al HI a a a a a
TE) vlivu ozafenosti
S 04
o LI a a a a a
o 0 L ! 1 1 1 1 A 1 1 N '
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 Ml a2 aaa a
Stafi listu [d] HI a aaa a

Obr. 4.25. Rychlost temnotniho dychéani 4. listu b&hem jeho vyvoje u fotoautotrofn€ in vitro p&stovanych
rostlinek Nicotiana tabacum pfi nizké (LI, 60 pmol m? s), sttedni (MI, 180 pmol m? s™) a vysoké (HI, 270
umol m? s') ozafenosti. Rozdilna pismenka oznatuji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05 a P = 0.01
(tu¢né).

Rychlost ¢isté fotosyntézy (Pn) pfi nizké (60 umol m? s) (Obr. 4.26.) i vysoké
hlading ozéafenosti (270 pmol m™? s™) (Obr. 4.27.), vztaZena na jednotku listové plochy,
v pribéhu vyvoje 4. listu zpoCatku vyznamné naristala a poté mirné klesla. Rozdily mezi

rostlinkami z riiznych kultivaénich ozafenosti nebyly, kvuli vysoké variabilitg, statisticky

vyznamné.
Rychlost Eisté fotosyntézy pfi nizké ozarenosti Statistické vyhodnocenti:
(60 pmol fotoni m2s™) ontogenetickych chodi
—_ LI aab b b
N 2 | —u MI a bbb
E 4L M HIL a bbb
) —a—Hi . :
3 3r vlivu ozafenosti
E 2}
= 11 LI a a a a a
QZ 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L MI a a a a a
1 3 6 7 9 11 13 156 17 19 21 23 25 HI a a a a a

Stafi listu [d]

Obr. 4.26. Rychlost &isté fotosyntézy na jednotku listové plochy, m&fena pfi nizké ozafenosti, u 4. listu béhem
jeho vyvoje u fotoautotrofng in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s,
sttedni (MI, 180 pumol m? s™) a vysoké (HI, 270 pmol m? s™) ozafenosti. Rozdilna pismenka oznatuji
statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05 a P = 0.01 (tu¢ng).
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Statistické vyhodnoceni:
Rychlost Cisté fotosyntézy pii vysoké

ontogenetickych chodi
ozarenosti (270 pmol fotoni m2s™)

LI a ab b b

::m 6 | —o—LlI MI aabbob

% 2 [ ——MI HI a abbob

% 3 —&—H vlivu ozafenosti

E.i f : LI a aaa a

oo 0 D RS S TR S T SR S N E— MI a a a a a
1 3 56 7 9 11 13 156 17 19 21 23 25 HI a a a a a

Staf listu [d]

Obr. 4.27. Rychlost &isté fotosyntézy na jednotku listové plochy, mé&fena pti vysoké ozéfenosti, u 4. listu b&hem
jeho vyvoje u fotoautotrofng in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pfi nizké (LI, 60 pmol m? s™),
sttedni (MI, 180 pmol m? s*) a vysoké (HI, 270 pmol m™ s™') ozafenosti. Rozdilna pismenka oznatuji
statisticky vyznamné rozdily p¥i P =0.05a P =0.01 (tu¢nég).

Rychlost &isté fotosyntézy na jednotku listové plochy, meéfend pii kultivaéni
ozafenosti, byla v pribéhu vyvoje listu (Obr. 4.28.) vyznamné niZsi u LI rostlinek, MI a HI

rostlinky se mezi sebou nelisily.

Statistické vyhodn i:
Rychlost Cisté fotosyntézy pri kultivaéni ishieie vyRodrocen!

ozafenosti ontogenetickych chodl

— 6 F LI a ab b b
(/)]
5| H MI abbbb
=~ 4 M HI b b b
S 5 | —aHI ° e
© vlivu ozafenosti
E 27
= 1t LI a a aa a
Qf 0 A 1 1 1 | 1 1 1 1 1 MI b b b

1 3 5 7 9 1 13 15 17 19 21 23 25 HI b b b

Stafi listu [d]

Obr. 4.28. Rychlost isté fotosyntézy na jednotku listové plochy, mé&fena pti kultivatni ozéfenosti, u 4. listu
b&hem jeho vyvoje u fotoautotrofn& in vitro péstovanych rostlinek Nicotiana tabacum p¥i nizké (LI, 60 pmol m™
s™), sttedni (M1, 180 pmol m? s™) a vysoké (HI, 270 pmol m? s™) ozafenosti. Rozdilna pismenka oznaduji
statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05 a P = 0.01 (tu¢ng).

Rychlost ¢isté fotosyntézy, vztazena na jednotku chlorofylu, byla pii nizké ozatenosti

(60 pmol m™ s™) (Obr. 4.29.) podobna u viech rostlinek. PH vysoké ozafenosti (270 pmol
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m? s') byla Py niz&i u LI rostlinek. V pribshu vyvoje listu Py, vztaZeni na jednotku

chlorofylu, nartistala. Trend mirného poklesu u 23-dennich listii se projevil pouze u Py

méfené za vysoké ozafenosti (270 umol m?s™) (Obr. 4.30.).

Rychlost &isté fotosyntézy pfi nizké ozafenosti Statistické vyhodnocenti:
(60 pmol fotoni m?s™) ontogenetickych chodi
S LI aabbhb
'230_—'—MI MI a b c c c
R —a—Hi HI b b b
S %0 } a a
© vlivu ozafenosti
E 10}
< LI a a a a a
o_ 0 A 1 i L A A 1 A MI
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 a aaaa
Stafi listu [d] HI a2 aaa a

Obr. 4.29. Rychlost &isté fotosyntézy na jednotku chlorofylu, méfena pfi nizké ozafenosti, u 4. listu b&hem jeho
vyvoje u fotoautotrofng in vitro péstovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s™), stfedni
(MI, 180 pmol m? s) a vysoké (HI, 270 pmol m™ s) ozéafenosti. Rozdilna pismenka oznaluji statisticky
vyznamné rozdily pti P = 0.05 a P = 0.01 (tu&ng).

Rychlost Cisté fotosyntézy pii vysoké ozarenosti Statistické vyhodnoceni:
(270 pmol fotonu m? s™) ontogenetickych chodi
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Obr. 4.30. Rychlost &isté fotosyntézy na jednotku chlorofylu, mé&fena pfi vysoké ozafenosti, u 4. listu béhem
jeho vyvoje u fotoautotrofng in vitro péstovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s™),
sttedni (MI, 180 pmol m? s™) a vysoké (HI, 270 pmol m? s™) ozafenosti. Rozdilnd pismenka oznaluji
statisticky vyznamné rozdily p¥i P =0.05 a P =0.01 (tu¢ng).

Rychlost ¢isté fotosyntézy, méfena pii kultivaéni ozafenosti a vztaZzena na jednotku

chlorofylu, byla (Obr. 4.31.) b&éhem vyvoje 4. listu niZ§i u LI rostlinek. Rychlost &isté
fotosyntézy se nelisila mezi MI a HI rostlinkami, s vyjimkou 17-dennich listli, kdy byla Py
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vyznamné vy$§i u HI rostlinek. Trend mirného poklesu Py se pfi méfeni za kultivaéni

ozéfenosti neprojevil pouze u LI rostlinek.

Rychlost &isté fotosyntézy pfi kultivaéni ozarenosti Statistické vyhodnoceni:
ontogenetickych chodi
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Obr. 4.31. Rychlost ¢&isté fotosyntézy na jednotku chlorofylu, méfena pti kultiva¢ni ozafenosti, u 4. listu b&hem
jeho vyvoje u fotoautotrofng in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum p¥i nizké (LI, 60 pmol m? s™),
sttedni (MI, 180 umol m? s™) a vysoké (HI, 270 pmol m? s”') ozafenosti. Rozdilna pismenka oznaluji
statisticky vyznamné rozdily pti P =0.05a P =0.01 (tu¢ng).

4.4. Fluorescenc¢ni charakteristiky 4. listu béhem jeho vyvoje

Fluorescenéni charakteristiky jsem méfila soucasné s  charakteristikami
fotosyntetickymi, tj. i pfi stejnych ozéafenostech (LI, MI, HI).

Maximalni fotochemicka u¢innost PS II (Fy/Fum)(Obr. 4.32.) v pribéhu vyvoje listu
vyznamng klesla. Mirny trend poklesu jsem u rostlinek MI a HI zaznamenala jiZ mezi 5. a 9.
dnem stafi listu. U LI rostlinek doslo k mirnému poklesu az mezi 17. a 23. dnem stafi listu.
poklesem tohoto parametru u rostlinek MI a HI. Hodnoty Fy/Fy se u 5-dennich list
pohybovaly mezi 0.65-0.71, u 23-dennich listd pak v rozmezi 0.47-0.58. Z hodnot uvedenych
v Tab. 4.3. lze usoudit, Ze pokles parametru Fy/Fy byl zplisoben spiSe nartistem hodnoty

zakladni fluorescence (Fy), neZ poklesem hodnoty maximalni fluorescence (Fu).
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Statistické vyhodnoceni:

Maximaini fotochemicka Géinnost PS i . .
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Obr. 4.32. Maximalni fotochemicka G¢innost PS II b&hem vyvoje 4. listu u fotoautotrofné in vitro p&stovanych
rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s™), stfedni (MI, 180 pmol m? s™) a vysoké (HI, 270
umol m? s) ozafenosti. Rozdilna pismenka oznatuji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05 a P = 0.01
(tu¢né).

Tab. 4.3.: Maximalni a zékladni fluorescence b&hem vyvoje 4. listu u fotoautotrofng in vitro pé&stovanych
rostlinek Nicotiana tabacum pfi nizké (LI, 60 pmol m? s™), stfedni (MI, 180 pmol m™ s™) a vysoké (HI, 270
pmol m? s') ozafenosti. Rozdilna pismenka oznaduji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05 a P = 0.01
(tu¢ng). Prvni pismenko za hodnotou udavéa vyhodnoceni ontogenetickych chodi, druhé pismenko za hodnotou
udéavé vyhodnoceni vlivu ozafenosti.

Stari listu [d]
5d 9d 13d 17d 23d
Fum LI 30.5a,a 36.4b,a 40.0 b,b 459¢cb 53.7d,c
MlI 429b,a 36.3b,a 34.7 a,a 40.5b,b 483 b,b
HI 39.0a,a 34.5aa 345aa 34.1 a,a 41.8a,a
Fo LI 10.7 a,a 109 a,a 12.5a,a 149b,a 22.6¢ca
MI 11.8a,a 124 a,a 15.6a,a 155a,a 22.7b,a
HI 12.1a,a 119a,a 144 a,a 17.0a,a 22.2b,a

Aktuélni fotochemicka u¢innost PS II (¢ ps 1) byla vyssi pti nizké ozarenosti (60 pmol
m s) (Obr. 4.33.) ve srovnani s ozafenosti vysokou (270 pmol m? s) (Obr. 4.34.), a to
po celou dobu sledovéni. V prub&hu vyvoje listu ¢ ps ;j pfi vysoké i nizké ozafenosti klesla u
vSech rostlinek. Pfi vysoké ozafenosti nebyly zji§tény Z4dné vyznamné rozdily mezi
variantami, pfi nizké ozafenosti mély u 13- a 17-dennich listd vy$$i ¢ ps i rostlinky LI.

Aktudlni fotochemicka uc¢innost PS II klesala béhem vyvoje listu podobné, jako Fy/Fu.
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Aktualni fotochemicka uéinnost PS Il pFi Statistické vyhodnoceni:
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Obr. 4.33. Aktudlni fotochemickd u¢innost PS II, méfend pfi nizké ozéafenosti, b&hem vyvoje 4. listu u
fotoautotrofng in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m™ s™), sttedni (MI, 180
umol m? s) a vysoké (HI, 270 pmol m? s™) ozafenosti. Rozdilna pismenka oznaluji statisticky vyznamné
rozdily pti P = 0.05 a P = 0.01 (tu¢ng).

Aktualni fotochemicka a¢innost PS Il pfi vysoké Statistické vyhodnoceni:
ozéafenosti (270 pmol fotoni m?s™) ontogenetickych chodd
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Obr. 4.34. Aktualni fotochemicka G&innost PS II, mé&fend pti vysoké ozafenosti, b&hem vyvoje 4. listu u
fotoautotrofng in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m s™), sttedni (MI, 180
umol m? s) a vysoké (HI, 270 umol m? s) ozéafenosti. Rozdilna pismenka oznaduji statisticky vyznamné
rozdily pti P =0.05 aP = 0.01 (tu¢né&).

Pfi porovnani ¢ ps ;y pfi kultivaéni ozafenosti (Graf 4.35.), je zfejmé, Ze vyrazné

vysSich hodnot ¢ ps 1 dosahovaly béhem vyvoje 4. listu rostlinky LI. Naopak nejnizSich
hodnot dosahovaly rostlinky HI.
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Aktualni fotochemicka uginnost PS i
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ontogenetickych chodi
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Obr. 4.35. Aktualni fotochemicka uéinnost PS II, m&fena pti kultivadni ozéafenosti, béhem vyvoje 4. listu u

fotoautotrofné in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pfi nizké (LI, 60 pmol m™ s™), stfedni (MI, 180

umol m? s™') a vysoké (HI, 270 pmol m? s™) ozafenosti. Rozdilna pismenka oznatuji statisticky vyznamné
rozdily pti P =0.05 a P =0.01 (tu¢ng&).

Nefotochemické zhaseni (NPQ) v pribéhu vyvoje 4. listu vzrostlo, a to pfi nizké (60
pmol m? s™) (Obr. 4.36.), vysoké (270 pmol m? s™) (Obr. 4.37.) i kultivatni ozéafenosti
(Obr. 4.38.). Pii vysoké ozarenosti dosahovalo NPQ vyssich hodnot. Dynamika néaristu NPQ

byla pfi nizké ozafenosti vy$si u MI a HI rostlinek. Pfi vysoké ozéafenosti doSlo k nardstu

NPQ u LI rostlinek mezi 5. a 9. dnem stéii listu, u MI a HI rostlinek pak mezi 17. a 23. dnem

stafi listu. Nefotochemické zhaSeni méfené pii kultivaéni ozafenosti bylo béhem vyvoje listu

vyznamné niZ$i u LI rostlinek.
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Obr. 4.36. Nefotochemické zhaSeni, mé&fené pfi nizké ozakenosti, béhem vyvoje 4. listu u fotoautotrofng in vitro

péstovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (L1, 60 pmol m™ s™), stfedni (MI, 180 pmol m?s™) a vysoké

(HI, 270 umol m™? s™") ozafenosti. Rozdilna pismenka oznatuji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05 a P =

0.01 (tu¢ng).
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Nefotochemické zhaSeni pfi vysoké ozarenosti Statistické vyhodnoceni:
(270 pmol m*s™) ontogenetickych chodii
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Obr. 4.37. Nefotochemické zha3eni, m&fené pti vysoké ozafenosti, béhem vyvoje 4. listu u fotoautotrofné in
vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s™), stfedni (MI, 180 pmol m?s™) a
vysoké (HI, 270 pmol m? s™') ozatenosti. Rozdilna pismenka oznaduji statisticky vyznamné rozdily pti P = 0.05
aP=0.01 (tutng).

Nefotochemické zhadeni pfi Statistické vyhodnoceni:
kultivaéni ozarenosti ontogenetick)'@h chodi
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Obr. 4.38. Nefotochemické zha3eni, mé&fené pki kultivaéni ozafenosti, b&hem vyvoje 4. listu u fotoautotrofné in
vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum pti nizké (LI, 60 pmol m? s™"), sttedni (MI, 180 pmol m? s™) a
vysoké (HI, 270 pmol m™ s') ozatenosti. Rozdilna pismenka oznaduji statisticky vyznamné rozdily p¥i P = 0.05
a P =0.01 (tu¢né).
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Rostlinky Nicotiana tabacum jsem péstovala in vitro fotoautotrofné po dobu 35 dnti
pfi tfech riznych hladindch ozéfenosti: konvenéni (LI, 60 pmol m™ s™) a dvou zvy3enych
(M, 180 pmol m? s™'; HI, 270 pmol m? s™?), s cilem sledovat vliv nadmémé ozafenosti na
vyvoj listu. Nadméma ozafenost zplisobuje fotoinhibici, tj. poSkozeni fotosyntetického
aparatu rostlin projevujici se napiiklad sniZenou fotosyntetickou G¢innosti a/nebo kapacitou,
sniZzenym obsahem chlorofyli a+b a sniZenou maximalni i aktudlni fotochemickou t¢innosti
PS II. Chronicka fotoinhibice byla u fotoautotrofn€ in vitro péstovanych rostlinek Nicotiana
tabacum popsana jiz pfi ozafenosti 200 pmol m? s (Ticha et al. 1998). Vysoka ozafenost
také urychluje vyvoj listu, a je tedy mozné, Ze zmény, pfipisované fotoinhibi¢nimu pisobeni
nadmérné ozéfenosti, jsou ovlivnény také casovym posunem ve vyvoji listu, pfipadné
urychlenou senescenci. Dosavadni studie popisujici fotoinhibici u fotoautotrofn€ in vitro
péstovanych rostlinek Nicotiana tabacum se vsak tykaly jen pln€ rozvinutych listi (Tiché et
al. 1998, Kadleek et al. 2003). Proto jsem se ve své praci zaméfila na zmény probihajici
béhem vyvoje (étvrtého) listu.

Ctvrty list se u viech studovanych rostlinek objevil ve stejnou dobu — 11. aZ 12. den
kultivace. VSechny parametry jsem méfila 5., 9., 13., 17. a 23. den stéfi ¢tvrtého listu. Kromé
parametrii étvrtého listu jsem sledovala i nékteré ristové charakteristiky u celych rostlinek
(zejména akumulaci suSiny, vysku stonku a pocet listi), a to ve stejnych dnech, jako méfeni
charakteristik listovych.

B&hem kultivace se u rostlinek Nicotiana tabacum objevily nékteré typické adaptace
na hladinu ozafenosti (Bjérkman 1981), znamé z ex vitro podminek: HI a MI rostlinky byly
mensi (Obr. 4.4.), kompaktn&j$i a akumulovaly vice suSiny (Obr. 4.3.), pocet listi v3ak
kultivani ozéafenosti pfili§ ovlivnén nebyl (Obr. 4.5.). Rozdily v akumulaci celkové suSiny
byly zplsobeny zejména rozdily v susing prytu (Tab 4.1.), suSina kofene (Tab 4.1.) se
prakticky neliSila. ProtoZe suSina kofene naristala v prib&éhu vyvoje rostlinek pomaleji neZ
susina prytu, zvySoval se postupné pomér susiny prytu ku susin€ kofene.

Listové plocha se &asto pouziva jako zékladni parametr vyvoje listu (Sesték a Catsky
1985). V priibéhu vyvoje listu lze rozeznat tfi zakladni faze: (1) obdobi expanze listové
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plochy mladych listd, (2) obdobi dospélosti po dosaZeni maximalni plochy listu a (3) obdobi
senescence spojené s poklesem listové plochy. V pribéhu 23 dnl od objeveni se listu na
apexu, mél nejblize k ukonéeni své expanze &tvrty list rostlinek HI (Obr. 4.1.), kdy
byla ukonéena akumulace jeho su$iny (Obr. 4.2.). Vysokd ozafenost tedy vyvoj listu
urychlila, jak bylo popséno i pro mnoho dal$ich druhi rostlin v ex vitro podminkach (napf.
Wild a Wolf 1980, Smith a Longstreth 1994, Behera a Choudhury 2001, Yano a Terashima
2004).

PiestoZe expanze listové plochy &tvrtého listu nebyla v pribéhu 23 dnl zcela
ukoncena, lze fici, Ze ¢tvrty list HI rostlinek mél mensi maximalni listovou plochu (Obr 4.1.)
neZ MI a LI rostlinky a vétsi tlouStku (Obr 4.11.) nez LI rostlinky. Takovato reakce na
vysokou hladinu ozafenosti je typickd u rostlin tolerujicich zastinéni (Dale 1988, Chaves
1994).

Urychleni vyvoje ¢tvrtého listu pii kultivaci za vysoké hladiny ozéfenosti je patrny i
na pri¢nych fezech &tvrtého listu (Obr. 4.6. aZ 4.10.), a to zejména u nejmladSich (5 dennich)
listd (Obr. 4.6.). Na piiénych fezech jsou dobie patrné zmény ve stavbé listu, k nimz
v prubéhu jeho vyvoje dochazi: tloustka listu i jednotlivych pletiv nartsta, zpoc¢atku husté
nahloucené buiiky se rozestupuji a vznikaji velké mezibuné¢né prostory.

Stavba listu byla u v§ech rostlinek typicka pro in vitro rostlinky (viz napf. PospiSilova
et al. 1999) a hladina ozafenosti neméla pkili§ velky vliv: priduchy byly vyvySené nad Groven
epidermis, mezofyl se skladal jen z jedné vrstvy hruskovitych palisad a 3-4 vrstev houbového
parenchymu. Mezofyl byl malo kompaktni, s velkym mnoZstvim mezibun&¢nych prostor, a to
i v palisadovém parenchymu.

VEtsi tloustka Ctvrtého listu MI a HI rostlinek byla zptsobena hlavné rozdilnou
tloustkou mezofylu, protoZe tloustka adaxidlni i abaxidlni epidermis se liSila jen velmi malo
(Tab. 4.2.) nebo jen u mladsich listi. Vyrazngjsi tloustnuti jsem zaznamenala u palisaidového
neZz u houbového parenchymu, coZ naznauje i zvySujici se pomér PP/HP. Vy3§i pomér
PP/HP u rostlinek rostoucich pii vys$si ozafenosti odpovida i nasim dfiv&j$§im pozorovanim
(Radochova et al. 2000). Vétsi tloustka palisidového parenchymu byla zpiisobena spiSe
prodlouzenim palisidovych buné&k, neZ vznikem dal3i vrstvy palisad. ProdlouZeni jedné
vrstvy palisad v reakci na zvySeni ristové ozafenosti popisuji naptiklad Smith a Longstreth
(1994) u rodu Gossypium hirsutum, vznik dalsi vrstvy palisid udavaji napt. Yano a Terashima
(2004) pro Chenopodium album.

Pfestoze narist tloustky listovych pletiv byl v pribéhu vyvoje listu znaény, ploSny
podil jednotlivych typd pletiv na fezu listem (Obr. 4.12. aZ 4.16.) byl mnohem stélejsi a s
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s vyjimkou houbového parenchymu se vprub&hu vyvoje listu ménil jen malo. Podil
jednotlivych typd pletiv na fezu listem nebyl pfili§ ovlivnén ani hladinou ozafenosti, coz
znamena, Ze rust listu je proporciondlni a podil, ktery v ném zaujimaji jednotlivé typy pletiv
je relativné staly.

Podil plochy houbového parenchymu na fezu listem (Obr. 4.14.) klesal v pribéhu
jeho vyvoje imé&mé s nartistem podilu mezibun&nych prostor (Obr. 4.15.). Mezibunééné
prostory se u vSech variant zvétSovaly do 13 dnu stafi listu, kdy zaujimaly asi 35% z celkové
plochy fezu listem, dile se jiZ nezvétSovaly. Ozafenost neméla na podil mezibunéénych
prostor v listu Zadny vliv a ¢asto popisovany kompaktnéjs$i mezofyl pii ristu rostlin za vysoké
ozéafenosti (napf. Tichd 1985, Smith a Longstreth 1994, Serret a Trillas 2000) jsem
nezaznamenala. Je tedy zfejmé, Ze na podil mezibunéénych prostor v listu ma, minimalné u
listi rostlinek Nicotiana tabacum péstovanych v in vitro podminkéach, vliv jiny faktor neZ
ozafenost.

Diky stilému podilu palisidového parenchymu na fezu listem spolu s klesajicim
podilem houbového parenchymu se zvysil v pruib&hu vyvoje listu plosny pomér PP/HP (Obr.
4.17.). Plodny pomér PP/HP nartistal obdobn¢ jako pomér PP/HP vypoditany z tlousték pletiv
(Tab. 4.2.).

V pribéhu vyvoje étvrtého listu se vyrazné zvétSovala plocha bun€k mezofylu na fezu
listem (Obr. 4.18. a 4.19.), a to pii vSech hladinach ozéafenosti. Buriky palisédového i
houbového parenchymu mély u nejmladSich, 5-dennich listt, stejné velkou plochu na fezu
listem, v pribéhu vyvoje listu se vice zvétsila plocha buriky palisddového parenchymu. Toto
zjisténi v8ak nemusi nutné znamenat, Ze buiiky palisidového parenchymu byly vétsi, protoze
buiiky houbového parenchymu mély vyrazng€ Elenit&jsi tvar. Plocha mezofylové buiiky na
fezu listem byla pfi zvySené ozafenosti vétsi. VEtsi plochu mezofylové buiiky na fezu listem
popisuji pfi péstovani rostlin za vyssi hladiny ozafenosti naptiklad Wild a Wolf (1980) u
Sinapis alba, Kubinova (1991) u Hordeum vulgare nebo Dimassi-Theriou a Bosabalidis
(1997) u Actinidia deliciosa. Zcela opany vliv vy$§i hladiny ozéifenosti na velikost
mezofylové buriky pak zjistili Serret a Trillas (2000) u Gardenia jasminoides nebo Yano a
Terashima (2004) u Chenopodium album.

Chloroplasty byly v mezofylovych buiikach umistény podél bunéénych stén (Obr. 4.6.
aZ 4.10.). Jejich hustota byla u nejmladsich, 5-dennich listd, tak velkd, Ze vytvafely souvislou
vrstvu na povrchu buriky. Podil chloroplasti v butice, méfeny jako plocha fezu chloroplastii
na plochu fezu burikou, byl vZdy vy3si u palisddovych bun€k ve srovnéni s butikami
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houbovymi. U nejmlads$ich, 5-dennich listt, se podil chloroplasti na fezu buiikou pohyboval
okolo 20-30%.

S postupujicim vyvojem &tvrtého listu byla patrna zména v podilu chloroplasti na fezu
burikou i v jejich umisténi. Chloroplasty se vice nachazely u bunéénych stén sousedicich
s mezibunénymi prostory listu. Takové uspofadani chloroplasti je v buiikich mezofylu
typické a patrné usnadriuje diftizi CO, z mezibuné&nych prostor do chloroplastu (Psaras et al.
1996). U rostlinek rostoucich pfi HI a MI se chloroplasty prakticky nevyskytovaly u
periklinalnich buné€¢nych stén, kde byly naopak viditelné u LI rostlinek. Pfesun chloroplasti k
antiklindlnim bunéénym sténam sniZzuje jeho absorpci a tedy i pfipadné poskozeni
fotosyntetického aparatu (Kasahara et al. 2002).

Podil chloroplastii v mezofylové buiice se v pribéhu vyvoje listu sniZoval, a to
z pocate¢nich 20 — 30% na koneénych 5 — 8% (Obr. 4.20. a 4.21.). Toto zjisténi je ponékud
prekvapivé, uvazime-li, Ze v pribéhu ristu bun€k dochazi zpravidla k rychlému déleni
chloroplasti (Possingham a Lawrence 1983, Pyke 1997). Pyke (1999) uvadi, Ze bez ohledu na
velikost buriky a velikost a pocet plastidi, je celkova plocha, kterou v buiice zaujimaji
chloroplasty, v uzkém vztahu k velikosti buriky. V prib&hu ristu mezofylové buiiky se vrstva
chloroplasti udrzuje po vétsing jejiho povrchu a s pokracujicim ristem buriky se jednotlivé
chloroplasty déli a rostou tak, aby toto pokryti bun&nych stén bylo zaji$téno (Pyke 1999).
V piipad¢ fotoautotrofné€ in vitro péstovanych rostlinek Nicotiana tabacum byl tento uzky
vztah mezi buiikou a chloroplasty narusen, a to i pfi kultivaci za nizké ozafenosti. NaruSeni
tedy nemohlo byt zptisobeno nadmérnou ozafenosti.

K narudeni vztahu mezi velikosti mezofylové buiikky a zastoupenim chloroplastd
mohlo dojit bud’ sniZenim délivé aktivity a ristu chloroplasti nebo urychlenim jejich rozpadu.
Ubytek chloroplast v burice byl popsédn béhem pozdni senescence naptiklad u listi rostlin
Triticum aestivum (Wardley et al. 1984) a Glycine max (Ford a Shibles 1988) poté, co se
vyrazné sniZila jejich biochemicka aktivita. Domnivam se v$ak, Ze pokles podilu chloroplastt
v buiice nebyl zplsoben pfedCasnou senescenci listu, protoZze podil chloroplastii v buiice
klesal jiz u velmi mladych listd a navic téméf soucasné u vSech pokusnych rostlin. Rist a
déleni chloroplastli byly v priibéhu vyvoje listu spise limitovany kultivaénimi podminkami.

Divodem sniZeni délivé aktivity a ristu chloroplasti v prib&hu vyvoje listu mohla byt
nepfitomnost sacharézy v médiu. Serret a Trillas (2000) uvadéji, Ze zvySenim koncentrace
exogenni sachar6zy v médiu pfi kultivaci rostlinek Gardenia jasminoides se zvy$ila hustota

chloroplastti v mezofylovych buiikach, i kdyZz pouze pfi nizké ozarenosti.
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V pribé¢hu vyvoje listu byl podil chloroplasti na fezu burikou palisidového i
houbového parenchymu zietelné vyssi u LI rostlinek, neZ u MI a HI rostlinek. Podobné
reagovaly na zvy$enou kultivaéni ozafenost pfi fotoautotrofni kultivaci i rostlinky Actinidia
deliciosa (Dimassi-Theriou a Bosabalidis 1997). V ex vitro podminkich byl niZ$i podil
chloroplasti v mezofylovych butikidch pfi vysoké ristové ozafenosti zaznamendn u rostlin
Guzmania monostachia (Maxwell et al. 1999).

V prib¢hu vyvoje ¢&tvrtého listu jsem u vSech rostlinek zjistila pokles obsahu
chlorofyli a+b (Obr. 4.22.). U LI rostlinek zacal obsah chlorofylt klesat pozdé€ji neZ u MI a
HI, kde jsem pokles zaznamenala jiZ mezi 5. a 9. dnem stafi listu. Typickym ontogenetickym
chodem obsahu chlorofylu je pfitom jejich rychly narist na maximalni hodnotu nésledovany
pozvolnym poklesem (Sestak 1985). Rychlost syntézy chlorofylu na jednotku listové plochy
je zpravidla vysoka v prvni poloviné vyvoje listu a poté se zpomaluje. Akumulace chlorofylu
se zastavuje pfed nebo po dosaZeni maximalni plochy listu. Teprve poté obsah chlorofylii
klesa (Sestak 1985). Pokles obsahu chlorofyli je tedy typickym projevem senescence listu a
v nékterych pracich (napiiklad Yoo et al. 2003) se pouziva jako jeji indikator. Urychleni
degradace chlorofylu v rostoucich listech MI a HI rostlinek bylo pravdépodobné zptisobeno
jejich fotooxidaci (Powles 1984). Listy MI a HI rostlinek byly skute¢né témér chlorotické jiz
13 dnti poté, co se ¢tvrty list objevil na apexu.

Obsah chlorofyli klesl v pribéhu vyvoje listu i u LI rostlinek, kde tento pokles nelze
vysvétlit fotooxidaci. Tento pokles je viak v souladu se zjisténim Capa (1996), ktery udava,
Ze obsah chlorofyli a+b v pribéhu vyvoje fotoautotrofné péstovanych rostlinek Nicotiana
tabacum klesal. Pokles obsahu chlorofyli nebyl zaznamendn u rostlin rostoucich
fotomixotrofné, tj. s pfidanim exogenni sacharézy do kultivaéniho média. Sachar6za naopak
akumulaci chlorofyli podpofila. Domnivam se tedy, Ze rozklad chlorofylt, k némuz
dochazelo pfed ukonfenim expanze listu, souvisi u fotoautotrofné in vitro péstovanych
rostlinek, podobné jako v ptipadé déleni a rtstu chloroplastli, také s nedostatkem energie na
jejich syntézu.

Rostlinky rostouci pifi vy$S$i ozafenosti mély v pribéhu vyvoje listu niZ§i obsah
chlorofyli nez LI rostlinky. NiZ8i obsah chlorofyli zaznamenali pfi in vitro kultivaci za
vysoké ozafenosti i Lee et al. (1985) u rostlinek Liquidambar styraciflua a Capellades et al.
(1991) u Rosa multiflora. Capellades et al. (1991) navic uvad&ji, Ze rostlinky mély pfi
fotoautotrofni kultivaci za vy38i ozafenosti chlorotické listy, coZz plné souhlasi i s mym

pozorovanim.
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Obsah chlorofylii a+b jsem vztahovala na jednotku listové plochy a zjistila béhem
vyvoje listu pouze jeho pokles. Avsak vzhledem k tomu, Ze podil chloroplasti v mezofylové
burice klesal minimaln€ u LI rostlinek dfive neZ obsah chlorofylti a+b, soudim, Ze obsah
chlorofyll v jenom chloroplastu béhem vyvoje listu nartistal. Obsah chlorofyli a+b v jednom
chloroplastu se v8ak nezvySoval natolik, aby kompenzoval snizujici se podil chloroplasti
v mezofylové burice.

Pomér chlorofyli a/b béhem vyvoje &tvrtého listu u viech rostlin mirn& klesal (Obr.
4.23.). Sestak (1985) uvadi, Ze vy3si obsah chlorofylu a u mladsich listi souvisi
s upfednostnénim jeho syntézy pted syntézou chlorofylu b, a nasledny pokles tohoto poméru
v prub&éhu ontogeneze listu je béZny. Pokles poméru chlorofyli a/b v pribéhu vyvoje listu
uvadi naptiklad Behera a Choudhury (2001) u Triticum aestivum, u né€kterych rostlinnych
druhti v§ak zaznamenan nebyl (napf. Adams et al. 1990, Lu and Zhang 1998).

Pomér chlorofylti a/b byl u 5-dennich listti 2.9 u vSech rostlin, v pribéhu vyvoje listu
vSak zacal klesat mnohem dfive u HI a MI rostlinek. Nasledkem toho byl pomér chlorofyli

Pomér chlorofylti a/b je dan mnoZstvim fotosystémi I (PS I) a II (PS II) ve vztahu
k svétlosbérnym komplextim PS II (LHC II), protoZe veskery chlorofyl b je obsaZen pravé
v LHC II. Nizky pomér chlorofyli a/b je tedy typickou adaptaci stinnych rostlin, protoZe
odrazi vys§i mnozstvi LHC II dulezitych pro u¢inné zachycovani svételné energie
(Schiefthaler et al. 1999).

Fotoautotrofné in vitro péstované rostlinky Nicotiana tabacum mély vsak pii zvySené
ozéafenosti obsah LHC II vyssi, coZ pravdépodobné zvysilo absorpci svételné energie a
prohloubilo tak fotoinhibici téchto rostlinek. Pokles poméru chlorofyld a/b popsali u
fotoinhibovanych rostlinek Nicotiana tabacum i Ticha et al. (1998) a Kadlecek et al. (2003).

Domnivam se, Ze vy$$i obsah LHC II u MI a HI rostlinek mohl byt zptisoben vyssi
stabilitou LHC II ve srovnani s jadrem PS II, jak to pfi fotoinhibici u fotoautotrofng in vitro
péstovanych rostlinek Nicotiana tabacum a Solanum tuberosum popsali Santrigek et al.
(1991).

V souladu s klesajicim obsahem chlorofyli v prib&hu vyvoje &tvrtého listu klesala
maximalni i aktudlni (¢ ps 1) fotochemicka u¢innost PS II.

Maximalni fotochemicka u¢innost PS II (Fy/Fyv) (Obr. 4.32.) se obvykle pouziva jako
indikator fotoinhibice (Krause a Weis 1991). Pro rostliny v ex vitro podminkach beze stresu
se hodnota tohoto parametru pohybuje v rozmezi 0.75 — 0.85 (Bjorkman a Demmig 1987).

V piipadé fotoautotrofné in vitro péstovanych rostlinek Nicotiana tabacum byly hodnoty
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Fv/Fum obecné niZsi, a to i u LI rostlinek (nejvyssi zjisténa hodnota byla 0.7). Nizké hodnoty
Fy/Fym pii in vitro kultivaci popsali i Serret et al. (2001) pro rostlinky Gardenia jasminoides.
Niz§i hodnoty Fy/Fy mohou byt podle nich zplisobeny nekompletnim vyvojem
fotosyntetického aparatu v in vitro podminkach.

Vyznamny pokles Fy/Fy jsem v prub&hu vyvoje listu zjistila u MI a HI rostlinek, u LI
rostlinek byl pokles statisticky nevyznamny a oproti MI a HI rostlinkdm zpozdény. Pokles
Fv/Fym v prubéhu vyvoje listu byl zplsoben spiSe fotoinhibici nez pfedCasnou senescenci, i
kdyz pokles Fy/Fy v pribéhu vyvoje listu byl u né€kterych rostlinnych druhti zaznamenan
(Sestak a Siffel 1997).

Pokles fluorescen¢niho parametru Fy/Fy muZe byt zplsoben vzestupem hodnoty
zakladni fluorescence Fy a/nebo poklesem hodnoty maximalni fluorescence Fy. Vzestup Fy
byva spojovan s fotoposkozenim, zatimco pokles Fys s fotoprotekci (Araus a Hogan 1994).
Vzestup Fy je charakteristicky pii postupné destrukci reakénich center PS II, zatimco pokles
Fym miize naznaCovat narust nefotochemického zhaseni.

Béhem vyvoje listu se Fy postupné zvySovalo u viech variant, takZe u 23-dennich listd
bylo dvakrat vyssi neZ u 5-dennich listi (Tab. 4.3). Mirny pokles Fy jsem béhem vyvoje listu
zjistila pouze u mladsich listi (mezi S. - 13. dnem stafi listu) MI a HI rostlinek. Pokles Fy/Fy
u MI a HI rostlinek byl tedy zpisoben vyraznym naristem Fy, coZ naznacuje, Ze v pribéhu
vyvoje listu byla reakéni centra PS II postupné inaktivovana.

Vys8i hodnoty Fy jsou typické u listdl stinného typu a odréZeji tak vétsi velikost jejich
antenalnich systému (Schiefthaler et al. 1999). U fotoautotrofné in vitro péstovanych rostlinek
Nicotiana tabacum byly hodnoty Fo mirné& vyssi u rostlinek MI a HI, coZ je v souladu s niZ§im
pomérem chlorofylti a/b u téchto rostlinek (viz vyse). Vyssi hodnoty Fyy mohou byt spojeny
s nizkym nefotochemickym zha$enim fluorescence chlorofylu a. V prib&hu vyvoje listu Fy
narlstala nejvyraznéji u LI rostlinek, které také mély nejniz8i hodnoty nefotochemického
zhaseni.

Z vy$e uvedenych vysledki vyplyva, Ze béhem vyvoje listu byly fotoinhibovéany
pouze rostlinky MI a HI, pfestoze vyvoj fotosyntetického aparitu byl omezeny i u LI
rostlinek. Serret et al. (2001) pfitom uvadéji, Ze nepfitomnost sacharézy v médiu, spiSe nez
vysoka hladina ozafenosti, zplsobila u rostlinek Gardenia jasminoides fotopoSkozeni b&hem
kultivace v in vitro podminkach.

Aktualni fotochemicka G¢innost PS II (¢ ps i) vypovidd o mnozstvi zredukovanych
neboli ,,uzavienych“ reakénich center PS II a byva tedy vy$si pfi nizké ozafenosti. U

fotoautotrofng in vitro p&stovanych rostlinek Nicotiana tabacum dosahovala ¢ ps i pii méfeni
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za nizké ozéafenosti u 5-dennich listi hodnot okolo 0.6 a v prib&éhu vyvoje listu klesla na
hodnoty kolem 0.3 — 0.4 (Obr. 4.33.). Pfi méfeni za vysoké hladiny ozafenosti (Obr. 4.34.)
byla ¢ ps 1 u 5-dennich listti okolo 0.3 a klesla v prib&éhu vyvoje na hodnoty kolem 0.2.
Vyznamné vy33i hodnoty ¢ ps 1 mély v pribéhu vyvoje listu rostlinky LI pfi nizké ozafenosti
a také pfi porovnani ¢ psy; pfi jejich kultivaénich ozafenostech (Obr. 4.35.).

Aktudlni fotochemicka ucinnost PS II klesala béhem vyvoje listu u vSech rostlin.
Klesajici ¢ ps 1 je také Casto pozorovanym indikdtorem senescence listu a vex vitro
podminkach ji popsali naptiklad Jiang et al. (1993) u Glycine max, Lu a Zhang (1998) u Zea
mays a Lu et al. (2003) u Triticum aestivum. Pokles ¢ psyi byl vyraznéjsi a zacal dfive u Ml a
HI rostlinek, coZz vedlo v pribéhu vyvoje listu k niz§im hodnotdm ¢ ps 1 u téchto variant.
Nizsi hodnoty pfi fotoautotrofni kultivaci za vysoké ozafenosti udavaji u Nicotiana tabacum i
Ticha et al. (1998) a Kadlecek et al. (2003).

Spolu s klesajici ¢ ps 11 se v prib&hu vyvoje listu zvySovalo netofochemického zhaseni
fluorescence chlorofylu a (NPQ) (Obr. 4.36. aZ 4.38.). Zmény v NPQ byly analogické ke
zméndm Vv ¢ ps 1 , tzn. pfi méfeni za nizké ozafenosti (Obr. 4.36.) bylo NPQ niZ$i neZ pti
méfeni za vysoké ozafenosti (Obr. 4.37.). Pii kultivaéni ozafenosti (Obr. 4.38.) bylo NPQ
vyrazné vyssi pro MI a HI rostlinky, které mély niZ$i ¢ ps .

Zvysujici se NPQ spolu s klesajici ¢ ps 1 byva spojovano s xanthofylovym cyklem,
ktery chrani PS II disipaci nadbytku absorbované energie na teplo, a to pfeménou xantofylu
violaxantinu na zeaxantin (Demmig-Adams 1990, Demmig-Adams a Adams 1992). Tich4 et
al. (1998) i Kadlecek et al. (2003) pii fotoautotrofni in vitro kultivaci rostlinek Nicotiana
tabacum pii vysoké ozafenosti (200, respektive 380 pmol m? s) zjistili vy$& obsah
pigmentt xantofylového cyklu i jejich vy$si deepoxidovany stav, coZ naznacuje, Ze ochranné
mechanismy proti nadmérné ozafenosti byly aktivovany. V priibéhu senescence byly nartst
NPQ a aktivace xanthofylového cyklu popsany napiiklad u listd Triticum aestivum (Lu et al.
2003) a Trifolium repens (Yoo et al. 2003).

Zmény v rychlosti Cisté fotosyntézy (Pyn) v prib¢hu vyvoje listu (Obr. 4.26. aZ 4.31.)
pon€kud piekvapivé neodpovidaly zmé&nam v obsahu chlorofyli ani zméndm v aktudlni a
maximalni fotochemické u&innosti PS II, jak bylo &asto pozorovano u ex vitro rostlin (Sestak
et al. 1985, Gratani a Ghia 2002, Lu et al. 2003, Yoo et al. 2003). V kontrastu s klesajicim
obsahem chlorofylt a klesajici fotochemickou uc¢innosti vykazala Py svij typicky
ontogeneticky chod (napf. Rawson a Craven 1975, Ticha et al. 1985): Py naristala u mladych

listd a svého maxima doséhla pfed plnym rozvinutim listu. Tento ontogeneticky chod Py byl
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stejny pii vztaZeni Py na jednotku listové plochy i na jednotku chlorofylu. Trend mirného
poklesu Py u 23-dennich listd miZe souviset s jiZ velmi nizkym obsahem chlorofyld, ktery se
pohyboval mezi 110 mg m™ u HI a 140 mg m?u LI rostlinek. Adams et al. (1990) uvadgji, Ze
v prubéhu senescence listi Platanus occidentalis Py na jednotku chlorofylu klesla, kdyz se
obsah chlorofylii sniZil na hodnoty okolo 100 mg m™.

Klesajici Py je jednou zdobfe viditelnych zmén, ke kterym dochédzi v prib¢hu
senescence listu a pokles Py pod ur¢itou prahovou hodnotu mize fungovat jako jeji indukéni
signal (Bleecker a Patterson 1997). Z toho lze soudit, Ze zmény, k nimz béhem vyvoje listu
dochazelo, nebyly zpisobeny pied¢asnou senescenci. Z vysledkd také vyplyva, Ze Py je do
Jjisté miry nezévisla na obsahu chlorofylt v listech.

Spolu s mirnym poklesem Py u 23-dennich listi do$lo k nartstu rychlosti temnotniho
dychani (Rp) (Obr. 4.25.), které se jinak v prub&hu vyvoje listu neménilo. Také zvySeni Rp je
povazovano za piiznak senescence (Ticha et al 1985).

Z vysledkti prace vyplyva, Ze zmény fotosyntetickych struktur a fotosyntetické
aktivity, ke kterym v prib€hu vyvoje Etvrtého listu za zvysené hladiny ozafenosti dochézelo,
byly zpusobeny spiSe fotoinhibici, nezZ pfedéasnou senescenci listu, atkoliv zmény mnoha
méfenych parametri byly srovnatelné se zménami, ke kterym dochézi v prib&éhu senescence.
Z vysledkt také usuzuji, Ze nejen zvySend ozafenost, ale i samotna fotoautotrofni kultivace
rostlinek je pro vyvoj fotosyntetickych struktur a fotosyntetické aktivity nepfizniva, nebot
rostlinky, mnoZené nodalnimi segmenty, patrn€ postradaji zdroj energie, ktery by, aspoii na

zacéatku vyvoje rostlinek, podpofil jejich rist a vyvoj.
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1)

2)

3)

4

5)

6. Zavér

Zvysena ozafenost (180 a 270 umol m? s™') v priib&hu fotoautotrofni in vitro kultivace
rostlinek Nicotiana tabacum urychlila vyvoj listu. Pfiznaky, které obvykle doprovazeji
senescenci, se u téchto rostlinek objevily dfive: klesal obsah chlorofyli a+b a pomér
chlorofylt a/b, klesala maximalni i aktudlni fotochemicka Géinnost PS II, nartstalo
nefotochemické zhaseni fluorescence chlorofylu a. Klesal také podil chloroplastt
v burik4ch palisédového i houbového parenchymu. Nelze vsak fici, Ze vy$si ozéfenost
zpusobila ¢asny nastup senescence, protoZe typicky ontogeneticky chod Py zistal
nezménén. NaruSeni fotosyntetickych struktur a sniZeni jejich funkce byly tedy

urychleny fotoinhibici, tj. poSkozenim fotosyntetického aparatu vysokou ozafenosti.

Pfiznaky, které jsou obvykle typické pro senescenci, se pied dosaZenim maximalni
listové plochy a tedy pfedCasné, objevily i u rostlinek rostoucich pfi nizké ozéafenosti.
To znamenda, Ze vyvoj fotosyntetického aparatu byl do jist¢é miry limitovany

kultivaénimi podminkami, pravdépodobné nepfitomnosti sacharézy v médiu.

Ptiznaky fotoinhibice se u rostlinek rostoucich pfi zvySené ozafenosti projevily jiZ u

velmi mladych listd, na po¢étku jejich vyvoje.

U rostlinek péstovanych pfi zvySené ozafenosti jsem pozorovala nékteré typické
adaptace rostlin tolerujicich stin: rostlinky byly mensi a kompaktné&;jsi a listova plocha
&tvrtého listu byla mensi neZ u rostlinek p&stovanych pfi nizké ozafenosti. Rostlinky
péstované pii zvySené ozafenosti mély také vy$si Py, jejich listy byly tlustsi a
chloroplasty se nachazely u antiklinalnich bun&¢nych stén.

Z vysledki vyplyva, Ze hladinou ozéifenosti ani kultivaénimi podminkami nebyl

zménén podil jednotlivych pletiv v listu ani ontogeneticky chod Pn. Tyto vlastnosti

jsou, ziejmé& pro svou vyznamnost, patrné pevné geneticky fixovany.
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8. PFilohy

8. Prilohy

Makro 1 — pro vytvoreni binarniho obrazu obrysu Fezu (viz. obr. 8.1.)

ClearBinary();

Sharpen();

Contrast(70,82,247);
DefineThreshold(0,0,0,140,210,134,0);
Threshold();

CleanBinary(1,3);

ImageEdit();

CleanBinary(3,3);

ImageEdit();

_IlmageSaveAs();

!&al HOEA G 72 Comet [al 3o hm* 7 gt 3ac o [untitled tmp]  Oby [20x]

Image Eck Trarwiom Preprocess finwy ‘Mestivs Hulwsrce Micro Viaw Heb

sl || @] o

.
.
i

2| 1 8l |Re| @] 2| 1 || |@]E]:

>

v

pl el n |l + [ [v]m]H B 3|2 w]®

152,3861 rab:226.158.116

Obr. 8.1.: Binarni obraz obrysu fezu vytvofeny pomoci makra Cislo 1.
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8. Prilohy

Makro 2 - pro vytvofeni binarniho obrazu jednotlivych typa pletiv
(epidermis, palisadovy a houbovy parenchym) (viz. obr. 8.2.)

BinaryToReference();
_ImageOpen();
ImageEdit();
InvertBinary();
BinaryOperations(1);
ImageEdit();
InvertBinary();
CleanBinary(2,4);
FillHoles();
ImageEdit();
_ImageSaveAs();
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Obr. 8.2.: Binarni obraz palisddového parenchymu vytvofeny pomoci makra
gislo 2.
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8. Prilohy

Makro 3 - pro skladani binarnich obrazi jednotlivych typu pletiv a
vytvoreni binarniho obrazu intercelular (viz. obr. 8.3.)

_ImageOpen();
BinaryToReference();
_ImageOpen();
BinaryOperations(1);
BinaryToReference();
_ImageOpen();
BinaryOperations(1);
BinaryToReference();
_ImageOpen();
BinaryOperations(1);
BinaryToReference();
InvertBinary();
ImageEdit();
_ImageSaveAs();
BinaryOperations(1);
_ImageSaveAs();
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Obr. 8.3.: Binarni obraz intercelular vytvofeny pomoci makra Cislo 3.
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8. Prilohy

Makro 4 - pro vytvareni binarnich obrazi chloroplastiu a mezofylovych
bunék (viz. obr. 8.4. a 8.5.)

ClearBinary();
Sharpen();
Contrast(70,82,247);
ImageEdit();
FillHoles();
_ImageSaveAs();
ImageEdit();
FillHoles();
_ImageSaveAs();
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Obr. 8.4.: Binarni obraz chloroplasttl vytvoifeny pomoci makra Cislo 4.
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8. Prilohy
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Obr. 8.5.: Binarni obraz buriky vytvofeny pomoci makra Cislo 4.

Vlastni méieni na binarnich obrazech probihalo v menu Image—>Sequences,
v médu Don’t load images, use commands, kde v fadku prikazli (Execute
Commands) byly zadany tyto pfikazy:

a) pro méfeni plochy fezu, ploch jednotlivych typt pletiv a intercelular,
stejné jako pro méreni plochy bunék a chloroplasti:

ImageOpen(“#HHHE",1);LoadObjective(“#HHHE",1);MeasureField(),
b) pro méfeni tloustky fezu listem a tloustky jednotlivych typt pletiv na
fezu listem) (viz. obr. 8.6.)

ImageOpen(“##HH¢",1);LoadObjective(“##HHt",1);MeasureLength();
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8. Prilohy
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Obr. 8.6.: Dialogové okno menu Sequences pro vilastni méfeni sérii binarnich

obrazu.
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