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Abstract

Ultrastructure and photochemical characteristics of maize
(Zea mays L.) chloroplasts under influence of root flooding

The aim of my diploma work was to evaluate the influence of hypoxic and
posthypoxic stress on photosynthetic apparatus. Maize (Zea mays L.) of two
genotypes was chosen as experimental plant. The genotype 2023 had better growth
fitness, the CE704 was of worse fitness. On young maize plants, experiments were
performed imposing hypoxic stress by flooding of root system and then posthypoxic
stress after transfer of experimental plants into optimal cultivation conditions.

Morphological and physiological characteristics of the plants, quantity of
photosynthetic pigments, photochemical activities of isolated chloroplasts
(photosystem II activity as a Hill reaction activity, photosystem I activity) and
especially ultrastructure of chloroplasts in leaf mesophyll cells (using transmission
electron microscopy and stereology) were followed.

Roots of experimental maize plants (33 days after sowing) were flooded in pots
during 9 days (hypoxic stress, A). Control plants were during that period watered
optimally, other cultivation conditions (daylength, temperature) were the same for
both groups of plants. 20 days after transfer of flooded plants into optimal cultivation
conditions, both groups of plants (experimental and control) were tested again for
posthypoxic stress (B). The experiment had two independent repetitions (I. and II.).
Mature, not more growing leaves were used as the source of experimental material
(coleoptile was leaf 0, 4. leaf was used for IA and IIA, 5. leaf was used for IB and IIB,
for chloroplast ultrastructure study was also 4. leaf used for IB and IIB).

The results showed that the reaction of maize plants on the flooding stress
depended considerably on their genotype and even on experimental series. The
quantity of chlorophylls and carotenoids in the leaves declined under hypoxic and
posthypoxic stress as compared with control, usually significantly. The ratio of
chlorophylls to carotenoids was always lower under stress than in control plants. AHR
per leaf area unit or per dry mass unit did not differ significantly between stressed and
control plants, but AHR per chlorophyll quantity unit was higher in stressed plants,
mostly significantly. It seemed that photosystem II was more effective under stress.
The differences in photosystem I activity between stressed and control plants were
mostly not significant. There were also mostly not significant differences only
between both groups of plants in specific leaf mass and their relative water content.

Concerning chloroplasts ultrastructure, there was higher volume density (relative
partial volume in chloroplast) of granal and intergranal thylakoids, harbouring
photochemical reactions, in II. than in I. experimental series. However, the influence
of hypoxic as well as posthypoxic stress on thylakoid volume density was mostly not
significant in both series (more thylakoids under posthypoxic stress as compared with
control for genotype 2023 in II. series was an exception). In plastoglobules, lipoid
substances from thylakoid membranes accumulate during leaf senescence or under
stress conditions. In CE704 genotype, it was significantly higher volume density of
this compartment under stress conditions comparing with control, more considerably
under posthypoxic stress than under hypoxic one — stress and leaf ageing probably
summed up here. In 2023 genotype, situation was the same as in I. series, but in II.
series, the difference was not significant under hypoxy, and significant, but in reverse



sense under posthypoxy (more plastoglobules in control plants). Also chloroplasts
shape was with various significancy influenced by cultivation conditions, the
chloroplasts were usually more flat under stress conditions.

It is possible to summarize, that root flooding influenced the photosynthetic
apparatus of maize, however not very strongly and unambiguously. The quantities of
photosynthetic pigments in the leaves were most affected, the activity of photosystems
and chloroplast ultrastructure was influenced less.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AHR aktivita Hillovy reakce

ATP adenosintrifosfat

BSC buiiky pochvy cévniho svazku

C5/Cy rostliny vykazujici C3/C4 typ fotosyntézy

CAM rostliny vykazujici CAM typ fotosyntézy
DCMU 3-(3",4’-dichlorfenyl)-1,1 —dimetylmo&ovina
DCPIP 2,6-dichlorfenolindofenol

Chla chlorofyl a

Chl b chlorofyl b

Kar karotenoidy

LHC svétlosbérny komplex fotosystému I nebo fotosystému II
MC buiiky mezofylu

NAD-ME NAD-malatovy enzym, typ C4 fotosyntézy
NADP-ME NADP-malatovy enzym, typ C,4 fotosyntézy
NADPH redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
P plastoglobuly

PEP fosfoenol pyruvat

PEP-CK PEP-karboxykinaza, typ C4 fotosyntézy

PSI fotosystém I

PSII fotosystém II

RWC relativni obsah vody

ROS aktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
Rubisco ribuléza - 1,5 — bisfosfatkarboxylaza - oxygenaza
SpHm specificka hmotnost

TC tylakoidy celkové

TG tylakoidy granalni

TI tylakoidy intergranalni

Tris-HCI tris(hydroxymetyl)-aminometan



1. UVOD

Bé&hem svého Zivota se rostliny setkavaji s riznymi vnéj§imi faktory. Ty mohou
ovliviiovat jejich Zivot bud pfiznivé nebo nepfiznivé. Jednim z vyznamnych strest
ovliviiyjicich rostliny je i hypoxicky stres v pfirodé vétSinou vyvolany zaplavenim
substratu, ve kterém rostliny rostou. Stresu zaplavenim jsou rostliny bézné
vystavovany napf. po dlouhotrvajicich destich, zejména na pidnim podlozi
obsahujicim velké mnozstvi jilové slozky, které zabratiuje dostatetné rychlému
vsakovani povrchové vody, nebo pii jarnim tani, kdy jsou spodni vrstvy pudy jesté
zmrzlé a povrchova voda se opét nemuZe dostatené rychle vsakovat.
K posthypoxickému stresu dochazi po ,,opadnuti“ vody.

Jednim z nejcitlivéjsich systému k pisobeni stresu je fotosynteticky aparat rostlin
— predev§im chloroplasty. Strukturni zmény chloroplasti (zmény velikosti, tvaru,
objemu, struktur membranového systému, objemové hustoty plastoglobuli a
$krobovych inkluzi) jsou spojeny se zménami ve funk&ni aktivité svételnych a
temnotnich fazi fotosyntézy (zmény v reakénich centrech fotosystémi, v absorbci
svételného zafeni fotosyntetickymi pigmenty, v elektronovém transportu a dalsi).

Kukufice seta (Zea mays L.) patfi mezi nejvyznamné&jsi kulturni plodiny
péstované v Ceské republice (po pSenici a cukrové Fepg). Patfi mezi rostliny s C4
typem fotosyntézy, u nichz doSlo k prostorovému oddéleni primarni a sekundarni
fixace CO,. Rostliny stimto typem fotosyntézy se staly oblibenym pokusnym
materialem.

Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na hodnoceni morfologickych a
fyziologickych  charakteristik  rostlin, fotochemickych aktivit izolovanych
chloroplasti, aktivity PSII (AHR) a aktivity PSI, a zejména ultrastruktury chloroplastd
v butikach mezofylu u kukufice seté (Zea mays L.) dvou genotypd, 1épe rostouciho
genotypu 2023 a hife rostouciho genotypu CE704. Rostliny byly hodnoceny na konci
devitidenniho hypoxického stresu a po dalich dvaceti dnech péstovani v optimalnich
ristovych podminkach, tedy za posthypoxického stresu.

Je pfekvapivé, Ze o takto komplexni hodnoceni vlivu hypoxického a
posthypoxického stresu na fotosynteticky aparat pfi zaplaveni kofent se je§té nikdo,

pokud je mi znamo, nepokousel.

10



2. PREHLED LITERATURY

Vétsina rostlin patfi mezi autotrofni organizmy, které ziskavaji energii potfebnou
ke svému Zzivotu ze zafeni (fotoautotrofie). To je mozné diky tomu, Ze se u téchto
organizmi vyvinul zpusob jak pfeménit slunedni zafeni na energii uloZenou
v chemickych vazbach — pomoci fotosyntézy (reakéni d&j) a plastidi (struktury ve
kterych dochazi k tomuto déji).

Béhem svého Zivota se rostliny setkavaji s riznymi vn&jsimi i vnitinimi faktory.
Ty mohou ovliviiovat jejich Zivot bud’ pfiznivé nebo nepfizniv€. V extrémnich
pfipadech mohou zavinit i smrt rostliny (v lep§im piipadé ireverzibiln€ poskodit jeji
organy). Tyto faktory negativné ovliviiujici rostlinu se nazyvaji stresové faktory

neboli stresory.

2.1. Plastidy

Plastidy jsou  typické rostlinné bunéEné organely a piedev§im organely
fotosyntézy. Spolu s mitochondriemi patfi mezi organely semiautonomni. Plastidova
DNA koéduje nanejvyse 10% plastidovych bilkovin (napf. velka podjednotka Rubisca,
bilkoviny reakénich center fotosystému I a II), zbyvajicich 90% je kddovano jadernou
DNA (mala podjednotka Rubisca, enzymy biosyntézy karotenoidd, bilkoviny LHC

obou fotosystémi a mnoho dalSich).
2.1.1. Klasifikace plastidi

Plastidy miizeme délit podle jejich schopnosti fotosyntetizovat na fotosynteticky
aktivni (chloroplasty) a na fotosynteticky neaktivni (leukoplasty, chromoplasty;
Hudak 1997). Nejznamé&jsi klasifikace je vSak zaloZena na rozdilné barvé plastidi
(Kutik a Bene§ 1991). Nebarevné plastidy maji slabé&ji vyvinuty membranovy systém.
Jsou to leukoplasty, které miZeme dale délit podle typu zasobnich latek, které se
v nich hromadi na: amyloplasty, proteinoplasty a elaioplasty. Hudak et al. (1983) fadi
mezi leukoplasty i proplastidy. Za nedostatku svétla se u vétSiny zelenych rostlin

vyvijeji etioplasty. Razné typy plastidi jsou vzajemné pfeménitelné podle cyklického
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schématu, které navrhli Thomson a Whatley (1980). Fotosyntéza zelenych rostlin

probiha v chloroplastech.

2.1.2. Ultrastruktura chloroplasti

Chloroplasty patfi mezi nejstudovanéjsi plastidy, viz z poslednich let monografie
Biswal et al. (2003), Wise a Hoober (2006), a v dospélosti maji slozitou
submikroskopickou strukturu. Chloroplasty maji vét§inou &ockovity az bochniCkovity
tvar. Jejich primér je pét az deset um. Jejich tvar se méni jak v prib&hu ontogeneze,
mladé chloroplasty jsou plossi a béhem vyvoje dochazi k zakulacovani (Kutik 1998),
tak v zavislosti na mnoZzstvi sluneéniho zafeni, na svétle se zplo§tuji a ve tmé se
naopak zakulacuji. Chloroplasty nezaujimaji v buiice stalé misto, ale pohybuji se
v zavislosti na mnoZstvi a typu dopadajiciho zafeni. K témto pohybim dochazi
v nasténné vrstvé cytoplazmy (respektive vjeji vnitini Casti endoplazmé) pomoci
cytoskeletarniho komplexu. Pfi dlouhovinném ¢&i slabém ozafeni jsou chloroplasty
umistény u sté€n kolmych k dopadajicimu zafeni (epistrofe nebo diastrofe) a pfi
kratkovinném ¢i silném ozafeni jsou umistény u stén rovnobéZnych se smérem
dopadajiciho zafeni (parastrofe; Kutik 1985, Kutik a Bene§ 1991). Ve tmé je
rozmisténi chloroplastd v bufice nahodné.

Chloroplast se sklada ze stromatu a dvou obalovych membran. Vnéjsi obalova
membrana je snad puvodem od hostitele a je propustna i pro velké molekuly.
V poslednich letech se vSak objevil nazor, Ze obé& obalové membrany chloroplastu
pochazeji z cyanobakteridlniho symbionta a Ze hostitelska membrana zanikla ve
fylogenezi. Vnitfni obalova membrana pochazi od endosymbionta a je specificky
propustna (voln& propustna pro O, CO; a H;0, nepropustna pro ATP). Tloustka
jednotlivych membran je Sest aZ deset nm a jsou navzajem oddéleny periplastidovym
prostorem. Vzdalenost obou membran je asi 20 nm. Membrany se mezi sebou lisi ve
sloZzeni i ve funkci, ale ob& obsahuji karotenoidy, které chrani chlorofyly pfed
fotooxidaci. Vné&j§i membrana pisobi pfedev§im jako fyzickd bariéra. Z vnitini
membrany je odvozen vnitini membranovy systém - tylakoidy a periferni retikulum.

Periferni retikulum je typické pro rostliny s C4 fotosyntézou a nejvyvinutéjsi je u

dospélych listt. Je to slozity systém méchyfki a kanalki nachézejici se v periferni
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oblasti chloroplastu a slouzi k transportu produktii fotosyntézy z chloroplastu do
cytosolu. U rostlin s C; fotosyntézou neni tato struktura pfili§ vyvinuta.

Systém tylakoidu tvofi ploché vacky vyplnéné tekutou fazi (lumen). Tyto vacky
tvofi bud’ nepfitisknuté (intergranalni) nebo pfitisknuté (granalni) tylakoidy. Granum
muiZe byt tvofeno dvéma nebo vice plochymi vaky tylakoidi. Jednotliva grana jsou
vzajemné propojena intergranalnimi tylakoidy, které jsou protahlé a uzké (Hudak et
al. 1983). Piedpoklada se, ze chloroplast obsahuje pouze jediny tylakoid, ktery je
bohaté rozvétveny. Systém tylakoidt je velmi dynamicka struktura. Stupeii pfitisknuti
jednotlivych tylakoidnich membran je ovlivnén naptiklad koncentraci Ca®* a Mg**
iontd, konformacnimi zménami membranovych bilkovin nebo spektrem pigmentt
vyskytujicich se v chloroplastu. Fotosystémy tylakoidnich membran pfeménu;ji
zafivou energii v chemickou.

Jednotlivé struktury fotosystémi jsou umistény specificky bud’ v granalnich nebo
intergranalnich tylakoidech, &imz je dosaZeno optimalni distribuce energie mezi
fotosystémem pomalym (PSII) a rychlym (PSI). PSI absorbujici v dlouhovInéjsi
oblasti zafeni by jinak mohl ziskavat excitatni energii i zPSII. V intergranalnich
tylakoidech se prevazné vyskytuje PSI a LHCI, kdezto PSII a LHCII se vyskytuji
pfevazné v tylakoidech granalnich. Ostatni tylakoidni komplexy se vyskytuji
v granalnich /intergranalnich membranach bud’ v zavislosti na své morfologické
stavbé nebo na funkéni spojitosti s jednotlivymi fotosystémy.

Vnitfek chloroplasti je vyplnén stromatem (matrix). Ve stromatu probihaji
sekundarni procesy fotosyntézy a dochazi zde k replikaci, transkripci a translaci
chloroplastové DNA. Dale zde dochazi k redukci nitratl, transaminaci a Caste¢né i
k asimilaci siry (Kutik a Bene§ 1991, Hudak 1997). Ve stromatu se nachazi enzymy
Calvinova cyklu, mikrotubulami struktury (udrzuji tvar chloroplastii a podileji se na
jejich déleni), rizné typy inkluzi (Skrobové, bilkovinové), ribozomy, dvouvlaknova
kruhova DNA vyskytujici se v mnoha kopiich, plastoglobuly a né&€kdy i shluky
fytoferritinu. Fytoferritin je bilkovina vazajici Zelezo a slouzici pravdépodobné
k uchovani dostate€ného mnozstvi Fe v netoxické formé&, jako zasoba k moznému
pozdéj§imu vyuziti. MiZe se vyskytovat u vSech plastidi s vyjimkou fotosynteticky
vysoce aktivnich. V chloroplastech je pozorovan jako elektrondenzni struktura.
Skrobové inkluze jsou tvofeny nejen smési amylozy a amylopektinu (glukanové
polymery), ale také proteiny a lipidy. Chloroplastové Skrobové inkluze jsou mensi,
nez Skrobové inkluze vyskytujici se vjinych (pfedeviim zasobnich) plastidech.
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Plastoglobuly se vyskytuji ve vSech typech plastidd. Jejich rozmér se zvétSuje
v souvislosti s ontogenezi chloroplasti. Dochazi vnich kukladani noveé
nasyntetizovanych lipidi, ale také lipidi pochazejicich z odbouravani tylakoidnich
membran. I jejich struktura a Cetnost se méni v zavislosti na stupni ontogenetického

vyvoje a na typu plastidu ve kterém se nachazeji.

2.1.2.1. Chloroplasty C; rostlin

Fotosyntéza C; rostlin probihda pfedev§$im v listovém mezofylu, nejcastéji
v palisdidovych a houbovych buiikach. Jako prvni stabilni produkt karboxylace
ribul6zo-1,5-bisfosfatu vznikaji tfiuhlikaté slouCeniny, které daly nazev této skupiné
rostlin. Rostliny sC; fotosyntézou maji vcelém listu uniformné vypadajici
chloroplasty. Ty obsahuji stroma ve kterém se nachazi enzym ribul6za bisfosfat
karboxylaza/oxygenaza (Rubisco). Ve stromatu probihaji sekundarni reakce
fotosyntézy. Reak¢ni centra fotosystému II se nachazeji v membranach granalnich
tylakoidd. Grana jsou velkd a skladaji se z mnoha na sebe pfiloZenych tylakoidd.
Reaké¢ni centra fotosystému I se nachazeji v membranach intergranalnich tylakoidu a
na okraji gran. Skrobova zrna se vyskytuji &ast&ji v houbovitych busikich mezofylu,
nez v butikach palisadovych.

2.1.2.2. Chloroplasty C, rostlin

Fotosyntéza C, rostlin je odvozenéj§im typem fixace oxidu uhli¢itého. Probiha
zde série reakci v cytoplazmé, mitochondriich a chloroplastech a také transport
intermedialnich produkti mezi intercelularnimi kompartmenty i mezi sousednimi
butikami. Z téchto divodu maji rostliny s C4 fotosyntézou specifickou anatomii listu i
ultrastrukturu chloroplasti. Typickou rostlinou je napf. kukufice, cukrova titina, Cirok.
U téchto rostlin se vyskytuji dvé rizna pletiva obsahujici dimorfni chloroplasty —
vnéjsi mezofyl (mesophyll cells, MC) a vnitini butiky pochev cévnich svazkd (bundle
sheath cells, BSC). Chlorenchym je uspofadan véncité ve dvou soustfednych vrstvach
okolo vaskularniho pletiva cévnich svazki — ,Kranz Anatomie“. Tato listova
anatomie byla poprvé popsana Haberlandtem v roce 1904 (Hudak 1997). MC a BSC

chloroplasty se lisi nejen ultrastrukturou, ale také genovou expresi.
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Mezofylové chloroplasty C4 rostlin maji stejnou ultrastrukturu jako chloroplasty
C; rostlin a obvykle neobsahuji Skrobové inkluze. BSC chloroplasty maji
ultrastrukturu odliSnou, ktera je dale specifickd pro kazdou podskupinu. Tyto
chloroplasty obsahuji velké mnozstvi Skrobovych inkluzi. Stény BSC bunék jsou silné
a obsahuji minimum intercelular, ale jsou s MC buiikami propojeny Cetnymi
plazmodezmy. Stény bun€k na rozhrani mezi parenchymatickou pochvou a
mezofylem vytvareji silnou suberinovou lamelu, ktera pfedstavuje bariéru pro CO,,
ktery je uvolfiovan pfi dekarboxylaci. Suberinové lamely také pravdépodobné
zabrariuji ztratam sachar6zy z cévnich svazki (Evert ef al. 1996).

V podskupiné PEP-CK (fosfoenolpyruvatkarboxykinaza) obsahuji chloroplasty
BSC grana a jsou umistény centrifugalné. K dekarboxylaci zde dochazi
v mitochondriich, ale také v cytoplazmé.

V podskupiné NAD-ME obsahuji chloroplasty BSC &etna grana, ktera jsou dobie
vyvinutd a jsou umistény centripetalné. K dekarboxylaci zde dochazi
v mitochondriich. Do této podskupiny patii napf. merlik nebo proso.

V podskupiné NADP-ME jsou chloroplasty BSC téméf agranalni a jsou umistény
centrifugalné. Intergranalni tylakoidy jsou pfevazné dlouhé a jsou uspofadany
rovnobézné s povrchem chloroplastu. K dekarboxylaci zde dochazi v chloroplastech.

Do této podskupiny patfi dilezité plodiny napt. cukrova tftina, kukufice nebo ¢irok.

2.2. Fotosyntéza

Fotosyntéza je jednim z nejdaleZit&jSich dé&ja probihajicich na nasi planeté, viz
napf. Natr (1998), Lawlor (2001). Pfi tomto souboru reakci dochazi k syntéze
energeticky bohatych organickych sloudenin (sacharidii) zjednoduchych latek
anorganickych (CO; a H;O) s vyuzitim energie slune¢niho zafeni. Fotosyntézu lze
popsat jako sled reakci pfi kterych dochazi k pfenosu vodiku z donoru na akceptor.
Akceptorem je nejéastéji CO,. Fotosyntéza muiZe byt bud kyslikova nebo bezkyslikata
(bakterialni). Dale bude popisovana pouze fotosyntéza kyslikova.

Pomoci sumarni chemické rovnice lze jeji reakce vyjadfit nasledovné:

6CO+12H0 (™ gtoroiyt) = CeH1206 + 6 O + 6 H,0
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Fotosyntéza probiha v chloroplastech za uclasti fotosyntetickych barviv.
Fotosyntetické dé&e muzeme rozdélit na primarni (svételné) a na sekundarni
(temnotni). Mezi primarni dé&je fadime pohiceni fotonu, fotolyzu vody, oddéleni
elektrickych nabojti, pfenos elektronu proti spadu potencialu, vytvofeni protonového
gradientu, redukci NADP a syntézu ATP. Tyto reakce probihaji v tylakoidnich
membranach. Mezi sekundarni dé&je fadime procesy spojené s fixaci CO, a vznikem
sacharidi. Tyto reakce probihaji ve stromatu chloroplasti. Za katalyzy enzymem
Rubisco je CO, vazan na ribuldza-1,5-bisfosfat. CO, je u vSech rostlin asimilovan
v Calvinové cyklu. Na tuto reakci navazuje syntéza mnoha organickych sloucenin.
Fotosyntéza je inhibovana kyslikem, coz je disledek oxygenazové aktivity enzymu
Rubisco. Na oxygenazovou aktivitu Rubisca navazuji dals§i reakce vyustujici ve
fotorespiraci.

Béhem evoluce se vyvinuly tfi rizné zpisoby fixace CO, Podle nich

rozdé€lujeme vyssi rostliny do tii skupin.

1) C; rostliny

V chloroplastech C; rostlin dochazi k fixaci CO; na pétiuhlikaté slouceniny.
Prvnim produktem této fixace jsou dv& tfiuhlikaté slouCeniny, kyselina 3-
fosfoglycerova. Proto oznaleni C; rostliny. U téchto rostlin snizuje fotorespirace
rychlost fotosyntézy. Z tohoto typu fotosyntézy se béhem evoluce vyvinuly dalsi dva
typy. Do této skupiny patii vétSina cévnatych rostlin, z kulturnich plodin napf.

Triticum aestivum, Hordeum vulgare, Avena sativa atd..

2) C4 rostliny

C, fotosyntéza vznikla jako adaptace rostlin na suché klima s vysokymi no¢nimi
i dennimi teplotami. Mezi zastupce této skupiny patfi napt. Zea mays, Amaranthus
retroflexus, Panicum maximum atd.. Vyznaluje se prostorovym oddélenim primarni
fixace CO; od sekundami fixace v Calvinové cyklu. K fixaci CO, dochazi v
cytozolu bunék  mezofylu na  tfiuhlikatou  slouCeninu  kyselinu  3-
fosfoenolpyrohroznovou (PEP). Navazanim O; na PEP vznika &tyfuhlikata kyselina
oxaloctova. Proto oznaCeni C4 rostliny. V buiikich BSC dochazi k dekarboxylaci a
CO; je reasimilovan Rubiscem. Vysledkem je potlageni fotorespirace. Rostliny s Cs4
fotosyntézou délime podle enzymu katalyzujicich dekarboxylaéni reakce a podle
lokalizace dekarboxylace do tfi podskupin.
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1. NADP-ME typ
NADP-malatovy typ je nejb&éznéj§im typem C, fotosyntézy. Transportni

slouCeninou je malat, enzymem katalyzujicim dekarboxylaci je NADP malatovy
enzym a k této reakci dochazi v chloroplastech BSC. Mezi typické zastupce rostlin
s timto podtypem fotosyntézy fadime napt. Zea mays, Saccharum officinarum,
Sorghum bicolor, Portulaca grandiflora atd..
2. NAD-ME typ

U NAD-malatového typu je transportni sloudeninou aspartat, enzymem

katalyzujicim dekarboxylaci je NAD malatovy enzym a ktéto reakci dochazi
v mitochondriich BSC.
3. PEP-CK typ

U PEP-karboxykinazového typu miZze byt transportni slou€eninou malat i
aspartat, enzymem katalyzujicim dekarboxylaci je PEP karboxykinaza a k této reakci

dochazi v cytoplazmé nebo v mitochondriich BSC.

3) CAM rostliny

CAM (Crassulacean Acid Metabolism) typ fotosyntézy byl poprvé pozorovan u
Celedi Crassulaceae a odtud ziskal tento typ fotosyntézy swij nazev. U CAM doslo
k Casovému oddéleni karboxylace a dekarboxylace. Primarni fixace CO, probiha
vnoci, zatimco dekarboxylace a sekundarni karboxylace probihaji ve dne pii
zavienych prudusich. CAM typ fotosyntézy je zpusobem adaptace na extrémné sucha
stanovi§té s vysokymi no¢nimi i dennimi teplotami. Typickymi zastupci této skupiny
jsou sukulentni rostliny, napf. zastupci rodu Crassula a dale Liliaceae, Bromeliaceae,

Orchideaceae atd..

Efektivita dil¢ich fotosyntetickych d&u je zavisla nejen na typu a aktualnim
stavu rostliny (druh rostliny, stafi, genotyp), ale je také ovliviiovana faktory vnéjsiho
prostiedi. Je to pfedev§im mnoZstvi dopadajiciho zafeni, dostupnost CO,, vody a
mineralnich latek (Sestak 1985).
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2.3. Stres a typy stresoru

Pusobeni stresori vyvolava stres. Na rostlinu b&hem Zivota plsobi celd fada
stresori a vétSinou né&kolik stresord najednou. Za uritych podminek nemuseji
environmentalni faktory zpisobit stresovou reakci, ale jejich nizné kombinace mohou
pro rostlinu vytvofit stresujici prostfedi. Proto je i definice stresoru nejednozna&na.
Biswal a Biswal (1999) ho definuji jako bioticky nebo abioticky faktor, ktery brani
rostlinAm v normalnim fungovani a vyustuje v redukci jejich ristu a reprodukce.
Jeden faktor muze vyvolavat odli$né reakce v zavislosti na okolnim prostfedi a
aktualnim stavu rostliny. Rtizné stresory mohou vyvolavat obdobné &i shodné obranné
reakce. Proto je studium téchto d&ju velmi komplikovanou problematikou.

Stresory mizeme délit na biotické a abiotické. Mezi biotické stresory patii
interakce mezi rostlinami a jinymi organizmy (herbivorie, vliv patogenu - houby, viry,
bakterie), vzajemné ovlivnéni rostlin (parasitismus, alelopatie). K abiotickym
stresorum patii vlivy neZivého vnéjsiho prostfedi na rostliny. Tyto vlivy mohou byt
fyzikalniho nebo chemického charakteru.

Mezi fyzikdlni stresory patfi omezeni vymény plynd, zniCeni struktury pidy,
pohyb vody, mechanické uinky vétru, nadmérné ozafeni, extrémni teploty (horko,
chlad, mraz). Mezi chemické stresory patii i dale podrobnéji zmifiovany stres
zaplavenim zpuisobujici hypoxii aZ anoxii, stres sucha, stres z nedostatku nebo
nadbytku Zivin, stres z nedostatku nebo nadbytku mineralnich Zivin a pfitomnost
toxickych latek (pevnych, rozpusténych ve vodé nebo plynnych).

Rostliny se b&hem evoluce musely s plisobenim stresorii vyrovnat. Obrana proti
pusobeni stresoru muZe byt bud pasivni nebo aktivni. Za pasivni obranu lze
povaZovat vytvofeni rizné€ udinnych ochrannych mechanickych struktur (impregnace
bunéCnych stén, zesilena kutikula, rezervoary vody), nebo uUplné vyhnuti se stresu.
Toho rostliny dosahnou pfizpusobenim se ¢asovému pusobeni stresoru a optimalnim
naasovanim napf. reprodukénich fazi (doba opyleni, oplozeni, zrani semen). Za
aktivni obranu rostlin povaZzujeme pfimou reakci rostliny na aktualni pusobeni
stresoru. Tato reakce se nazyva stresova reakce. Lze ji charakterizovat né€kolika po
sobé jdoucimi fazemi. Jsou to poplachova faze, restituéni faze, otuzovaci faze a faze

rezistence. V pfipadé, Ze stres pisobi pfili§ dlouhou dobu nebo je jeho ptsobeni pfilis
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silné, nastava faze vyCerpani po které miZe nasledovat smrt &asti rostliny nebo

rostliny jako celku.
2.4. Stres zaplavenim

Stres zaplavenim patii mezi Casté a vyznamné stresy. Pfi zaplaveni je vzduch z
ptidnich prostbr vytlaten vodou. Tim se vyrazné snizuje difize plyni. K tomuto déji
dochazi bud pfi dlouhodobém pisobeni vody v obdobi zaplav, nebo také
pfi kratkodobém podmaceni, napf. pfi oblevaich nebo dlouhotrvajicich destich
(Ciamporova a Mistrik 1991). V severnich oblastech je vétSina pidy b&hem zimy
permanentné pokryta sn€hem, ten sam o sobé& difuzi plyni nijak nebrani. Pfi jarnim
tani vSak dochazi k zaplaveni obrovskych ploch. Anoxii trpi také rostliny po ¢as zimy
uzaviené v ledu. Dostupnost kysliku ve vodé je podstatné niz§i a rostliny mohou trpét
stresem z nedostatku kysliku (hypoxie), nebo z uplné absence kysliku (anoxie). V
pfipadé, Ze je puda zcela bez kysliku, zacinaji pfevladat v pidni mikroflofe anaerobni
mikroorganismy a reduk¢ni reakce. Anaerobni mikroorganismy pouZzivaji alternativni
akceptory elektrond. Vysledkem téchto procesti je hromadéni dvojmocného Zeleza,
manganu, kyseliny mlééné a maselné a také ovlivnéni kolob&éhu dusiku (Blaha e al.
2003). K hypoxii miZe pfispét i nevhodna struktura pudy, teplota, respiraéni aktivita
rostlin, zastoupeni a respiraéni aktivita mikroorganizmi Zijicich v pidé. Nejcitlivejsi
ke stresu zaplavenim jsou kofenové buiiky. Ke strukturnim zménam vSak dochazi
i v buiikach koleoptile a listd (Ciamporova a Mistrik 1991). Zmény v riistu prytu se
mohou objevit jako vysledek metabolickych zmén v kofeni. Reakce rostliny zavisi na
stupni jeji tolerance k zaplaveni. U rostlin které nejsou na hypoxické az anoxické
podminky adaptovany dochazi k vaznym poskozenim. U rostlin tolerantnich k
zaplaveni zpusobuje deficience kysliku pfepnuti aerobniho metabolismu na
metabolismus anaerobni. Ten je v§ak méné efektivni pfi produkci energie (Wilkinson
1994).

2.4.1. Hypoxie a anoxie

Hypoxie je charakterizovana snizenou dostupnosti kysliku pro rostliny, napf.

po zaplaveni kofeni. Substrat je povaZovan za hypoxicky, kdyZz se obsah kysliku
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pohybuje pod 50 mmol.m® K anoxii dochazi pfi uplné absenci kysliku (napf.
pfi zaplaveni celé rostliny). Pfi anoxii nelze kyslik viilbec detekovat (Nilsen a Orcutt
1996). Zaplavena puda vSak neni stejnomé&mé zbavena kysliku (Ponnamperuma
1984). Nékolik milimetru silna povrchova vrstva pudy, ktera je v kontaktu s povrchem
vody, obsahuje ur€ité mnozstvi kysliku (hypoxicky sediment, Ponnamperuma 1984).

Za anoxickych podminek dochazi u nékterych rostlin jiz po 24 hodinach k
nekroze bun€k a po 48 hodinach jsou tyto zmény jiz irreverzibilni. Pfi obnové, tj. po
skonCeni anoxickych podminek, se pak nekroza §ifi z kofenovych Spi¢ek i do
vlastnich kofenu.

Nedostatek kysliku zpusobuje ztratu metabolické aktivity kofeni, to muize
prodlouzit pfeziti kofenové osy. Ta se u nékterych rostlin u€astni pfipadné obnovy.
Pokud jsou nekrotické Casti odstranény, probiha obnova rychleji. U kukufice je
pericykl zakladem pro obnovu ristu kofene a je tedy nepostradatelny. U nékterych
genotypu kukufice se vyskytuje programovana bunéina smrt bun&€k kofenovych
Spi€ek jako mechanizmus kontroly tolerance k stresu zaplavenim (Subbaiah a Sachs
2003).

2.5. Zmény v pidé pf¥i zaplaveni

Pfi zaplaveni pudy dochazi k celé fadé riznych chemickych, fyzikalnich a
biologickych zmén. Ty znaéné€ ovliviiuji sloZzeni pidy a tim i podminky pro Zivot
rostlin. Pidni sloZeni, struktura pidy a délka trvani zaplaveni maji zna¢ny vliv na

nasledné procesy probihajici v zaplavené pudé.

2.5.1. Fyzikailni zmény v pidé

V zaplavené pidé jsou pudni prostory vyplnény vodou a tim je omezena difuze
plynd. Nedochazi k tak rychlé vyméné plyni mezi pudou a atmosférou, jako za
béznych podminek, v disledku nizké rozpustnosti kysliku ve vodé. Rychlost difuze
vétdiny plynti je 10* x vys§i ve vzduchu oproti vodé (Pezeshki 1994, Nilsen a Orcutt
1996). V dusledku omezené difuze plyni se v zaplavené pidé hromadi plyny: CO,,
dusik, metan a vodik, které pozdéji unikaji ve formé& bublin (Ponnamperuma 1984).

Zaplaveni ovliviiuje také mnoZstvi absorbovaného zafeni pidou, toky tepla mezi
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pudou a atmosférou ob&ma sméry, tepelnou kapacitu pidy a teplotu pudy
(Ponnamperuma 1984).

Z kotenové zony zaplavené pudy se voda dostava pry¢ evapotranspiraci (zavisi
na aktualnim stavu rostliny), prosakovanim a vytékanim (Ponnamperuma 1984).
Evaporace z volné vodni hladiny zavisi na slune¢ni energii, teploté€ vzduchu, vlhkosti
a rychlosti vétru. Prosakovanim rozumime pohyb vody smérem dold v disledku
gravitace, coZ zavisi na textufe pudy. Vytékanim se rozumi horizontalni pohyb

podpovrchové vody (Ponnamperuma 1984).
2.5.2. Zmény v zastoupeni mikroorganizmi

V disledku postupného vyCerpani kysliku dochazi v pudé ke zméné skladby
mikroorganismi. Dochazi ke zvySeni po¢tu anaerobnich a fakultativné anaerobnich
organismi. Ty vyuZivaji ve svém energetickém metabolismu jako akceptory elektront
jiné molekuly nez kyslik. Hypoxicky sediment mohou obyvat aerobni bakterie (Nilsen
a Orcutt 1984). Vznika tak aerobné-anaerobni prostiedi, které je duilezité pii

pfeménach nékterych Zivin.
2.5.3. Chemické zmény

Specificka elektricka vodivost vodniho roztoku pfi konstantni teploté zavisi na
obsahu iontd v roztoku. V zaplavené pidé je vodivost uréena rovnovahou mezi
tvorbou a inaktivaci popf. pfemisténim ionti (Ponnamperuma 1984). Vyznamnymi
elektrochemickymi zménami jsou vyrazny pokles redox potencidlu a zmény pH
(Ponnamperuma 1984). Pfi zaplaveni se méni hodnota pH substratu v zavislosti na
charakteru zaplavené pidy. Kdyz je zaplavena puda kysela - pH stoupa, zatimco pH
klesa v piipad€ zaplaveni alkalické pudy (Ponnamperuma 1984).

Mira redukce danych latek je dana hodnotou jejich standardniho elektrodového
potencialu (pfi pH=7). Ma-li elektrodovy potencial kladné znaménko tj. latka ma vyssi
afinitu k elektronim neZ vodik, pfijme elektron a samovolné se redukuje. Jestlize ma
latka znaménko zaporné tj. ma niZz§i afinitu k elektronim nez vodik, poskytne tento
elektron a sama se oxiduje. Nejvyssi hodnotu ma O, (+0,82V, Vodrazka 1982), proto

je redukovan nejdfive a to na vodu v procesu aerobni respirace (Ponnamperuma
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1984). Kdyz je kyslik vy€erpan dochazi k redukci dal§ich latek. Anaerobni bakterie
vyuzivaji jako akceptory elektronti rizné chemické slouCeniny. Pifi denitrifikaci
redukuji anaerobni bakterie NOs;™ na N,. Meziproduktem této reakce je NO,. Dale
anaerobni bakterie redukuji hydroxidy Zeleza (Fe’") na rozpustné Zeleznaté sloueniny
(Fe*"), oxidy manganu (Mn*") na volné manganaté ionty (Mn?"), oxid sifitity (SO,) na
H,S a oxid uhli¢ity (CO;) na metan (CH,). Podle aktualniho redox potencialu
naméfeného v pidé lze urdit jaké mikroorganizmy v ni Zji a jaké elektrochemické
déje v ni probihaji. Metabolické aktivity mikroorganizmii ovliviiuji dostupnost
mineralnich Zivin pro rostliny, ale také pfitomnost tézkych kowvii v pudé. Pii redox
potencialu pfiblizn€ + 220 mV a pfi pH=7 klesa dostupnost nitratu (NO3") k nule, pfi +
200 mV vznikaji redukované formy manganu (Mn®"), pfi + 120 mV vznikaji
rozpustné Fe**, pti ~150 mV se za&ina tvofit H,S a pfi —250 mV CH, (Ponnamperuma
1984).

V zaplavené plidé¢ dochazi k velmi pomalému rozkladani organického materialu
ve srovnani s rychlosti rozkladu v dobfe provzdusnéné pidé. Také koneéné produkty
rozkladu se li§i (Ponnamperuma 1984). Vznikaji pfevazné velmi toxické sloueniny,
které jsou ve vysokych koncentracich pro rostliny nebezpe&né. Napt. Fe**, Mn**, H,S
a CH; Za nejvice poskozujici je povazovan sirovodik, ktery vznika c&innosti
anaerobnich bakterii rodu Desulfovibrio a Desulfotomaculum pfi velice nizkém redox
potencialu (Ponnamperuma 1984, Pezeshki 1994).

Pii zaplaveni dochazi k vytlateni molekul O, z pidy molekulami vody. Zbytek
kysliku je vy€erpan metabolickymi procesy rostlin a mikroorganizmi vyskytujicich se
v zaplavené pudé. Akumuluje se CO,, ktery je rozpustny ve vodé se kterou tvofi
kyselinu uhliitou. Uhli¢itanové ionty reaguji s dvojmocnymi kationty za vzniku
nerozpustnych uhli¢itang.

Jak vzriistda mnoZstvi akumulovaného CO,, vyjadieno naristem parcialniho tlaku
CO,, snizuje se hodnota pH pudniho roztoku a vzristd koncentrace ve vodé
rozpustnych iontd Zeleza, manganu a vapniku (Ponnamperuma 1984).
Mikroorganizmy vyuZivaji organicky substrat k ziskani energie a uhliku, ktery
vyuzivaji k vlastni syntéze. Tento proces se nazyva dekompozice organického
materialu. Anaerobni rozklad organického substratu je energeticky méné& vyhodny nez
rozklad za aerobnich podminek. Anaerobni rozklad je pomale;jsi, a proto se organicky

material v pGdé hromadi. Dal§im produktem rozkladu je humusovy material, ktery v
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pudé zistane. K rozkladu organickych latek v piidé ovSem dochéazi i za aerobnich

podminek, kdy se vSak zpravidla rozkladaji az na mineralni latky.

V disledku zaplaveni dochazi v pidé k pfeméné organického dusiku na
anorganicky amoniak. Ten je v dusledku nedostatku kysliku kone¢nym produktem
pfemény dusiku. Hlavnimi pfeménami dusiku v zaplavené pudé jsou mineralizace,
nitrifikace, denitrifikace, imobilizace, biologicka fixace (Ponnamperuma 1984, Nilsen
a Orcutt 1996). Amoniak difunduje smérem vzhiru do hypoxického sedimentu, kde je
pfeménén na nitrat v procesu nitrifikace (Ponnamperuma 1984, Nilsen a Orcutt 1996).
Nitrat pak difunduje doli do anaerobniho sedimentu, kde dochazi k jeho denitrifikaci
na N, nebo NO, difundujici do atmosféry (Ponnamperuma 1984, Nilsen a Orcutt
1996).

Rostliny dokaZzi za pomoci hlizkovych bakterii nebo sinic vyuzivat volny dusik,
proto kdyZz je chemicky ¢&i biologicky imobilizovan je pro rostliny docasné
nedostupny. Piikladem chemickych fixaci je zabudovani amoniaku do strukturni
miizky jilu, absorpce na koloidni &astice, nebo u&ast pfi syntéze huminovych kyselin

(Ponnamperuma 1984).
2.6. Zmény v rostlinném téle vyvolané hypoxii/anoxii

2.6.1. Anatomické a morfologické adaptace a ovlivnéni ristu

Rostliny se li§i svou schopnosti pfizpusobit se hypoxickym/anoxickym
podminkam. To bezpochyby souvisi s jejich rozsifenim. Rostliny si vyvinuly dvé
naprosto odlisné strategie jak pfezit zaplaveni - toleranci anoxie a vyhnuti se anoxii.
Anoxicka tolerance zahruje metabolické adaptace, které se liSi mezi druhy,
rostlinami i pletivy (McKersie a Leshem 1994). Tolerance k anoxickému stresu je
odli§nd i u kofeni jedné rostliny. Napfiklad primordia adventivnich kofend ryze
pfezila 7 dni trvajici anoxii, kdezto seminalni kofeny si udrzely Zivotaschopnost po 96
hodin a adventivni kofeny pieZily pouze 8 hodin (Jackson a Drew 1984). Jako dalsi
pfiklad lze uvést, Ze kofeny a oddenky nékterych druhti adaptovanych na mokiadni

stanovi§té¢ jako je Iris pseudacorus jsou schopny pfezit anaerobni podminky
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zpusobené dusikatou atmosférou po nékolik mésici (Crawford 1982), kdeito
obiloviny jako kukufice pfezivaji pouze hodiny.

V oblastech s dlouhotrvajicimi zaplavami rostou kofeny pouze v malé povrchové
vrstvé a nevyuzivaji cely rozsahly pudni horizont jako je tomu za podminek dobie
provzdu$néné pudy. V zaplavené pidé existuje n€kolik milimetri silna vrstva, ktera
neni uplné zbavena kysliku (hypoxicky sediment). Na druhou stranu jsou zde kofeny
vice vystaveny pfipadnému negativnimu puasobeni sucha a mechanickych vlivii napf.
proudici vody. Obecnym trendem v zaplavené plidé se zda byt to, Ze se vzristajici
porozitou kofene (podilem intercelular) nartsta i hloubka, do které pronikaji rostliny
svymi kofeny (Justin a Armstrong 1987). V dobie odvodnéné pudé, kde je kyslik
ziskavan radialni difuzi z pidy, délka kofeni ani hloubka, do které pronikaji, neni
zavisla na porozité kofeni (Justin a Armstrong 1987).

Tvorba adventivnich kofeni je podminéna pfitomnosti auxinu a etylenu, ale
muze byt také podminéna zménami v nutri¢ni zasob& sacharidii na bazi stonku. Pfi
zaplaveni vznikaji adventivni kofeny z ponofenych &asti stonki, kmeni a vétvi.
Rostou horizontaln€ v povrchové vrstvé a slouzi k nahrazeni funkce ptvodniho
kofenového systému (napf. u Populus, Salix, Alnus, Fraxinus, Acer, Eucalyptus).
Moznost transportu kysliku v pletivech adventivnich kofent je vys$§i nez u puvodniho
kofenového systému v duisledku tvorby aerenchymu. ZvétSeni kofenové plochy
souvisi se zvySenou oxidaci rhizosféry a zvySenim aerobni respirace. U Carex gracilis
popsali Konalova a Pazourek (1988) existenci kofenového dimorfismu. ,Pudni“
kofeny jsou méné€ vétvené, obsahuji vét§i mnozstvi intercelular a slouzi k uchyceni
rostliny v substratu a jako zasobni organy. ,,Vodni“ kofeny se vyskytuji v povrchové
vrstvé. Maji men§i mnoZstvi intercelular a slouzi pfedeviim k piijmu mineralnich
zivin. Dalsi zmény se projevuji v reorientaci ristovych procesi. Napfiklad kofeny
zaplavenych rostlin zadinaji rust negativn€ gravitropicky (rostou nahoru)
pravdépodobné podél kyslikového gradientu v povrchové vodé.

V zaplavené piidé je méné asociaci kofenti s buitkami tvoficimi arbuskularng-
vezikularni mykorhizu, ktera za normalnich podminek zvySuje pfijem dusiku. Proto je
v zaplavené pudé fixace dusiku u kofend lusténin pomalej$i (Minchin a Pate 1975).
Extrémni pfizpusobeni je u kofeni mangrovi. Jsou vytvofeny lenticelami pokryté
dychaci kofeny zvané pneumatofory s velkym mnoZstvim aerenchymu. BaZinné

dfeviny jako Cupressaceae a Taxodiaceae tvoii ,kolenové kofeny“, které vyCnivaji
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nad povrch zaplavené pudy. Dal§im pfizpusobenim rostlin vystavenych ¢asto

zaplaveni je redukce plochy listd. Tim snizuji moznost tvorby vodniho deficitu.

Jako reakce na anoxii se objevuje zastaveni ristu listu a stonku v dusledku
chybégjiciho dusiku nebo jiného dileZitého nutri€niho prvku, nebo jako nasledek
inhibice etylenem. Druhym extrémem je hypertroficky rist baze stonku nebo
hypokotylu. Tento rist je disledkem radialniho déleni a objemového ristu bunék a je
také Casto privodnim jevem pifi kolapsu bun&k a tvorb& aerenchymu (McKersie a
Leshem 1994). Etylen miize v malych koncentracich pisobit protikladng. Podporuje
prodluZovani buné€k. Tim dochézi k prodluZovani internodii a ristu, kterym se rostlina

vyhyba stresovym podminkam.

2.6.2. Tvorba aerenchymu

Je znamo, Ze mnohé rostliny reaguji na zaplaveni tvorbou provzdusiiovaciho
pletiva — aerenchymu. Jde o parenchymatické pletivo bohaté na velké intercelulary,
nejCastéji v korové oblasti kofene. Napiiklad u kukufice a ryZe se nachazi v kortikalni
vrstvé vné od endodermis, nad kofenovou Spi¢kou, v mistech ve kterych byl jiz
ukoncen rust. Je to jedna z nejdilezté&Sich anatomickych adaptaci na hypoxii.
Aerenchym se miZe vytvafet nejen v kofenech, ale i v oddencich, stoncich a listech
(Nilsen a Orcutt 1996). V celé rostliné pak tvofi vzajemné propojeny systém. Diky
vzniku velkych intercelular v kofenech a oddencich se zde také snizi mnoZzstvi
respirujicich buné€k, tudiz i pozadavek na kyslik je nizsi (Nilsen a Orcutt 1996).

Aerenchym slouzZi k transportu kysliku z prytu do hypoxického prostfedi kofenu.
Dobfe provzdusnéné kofeny mohou uvoliiovat kyslik do okolni pidy a tim reoxidovat
redukované molekuly (jde hlavn& o oxidaci Mn?* a Fe** na nerozpustné slougeniny).
Transport plyni zde probiha nejen difizi, ale i rychlym tzv. hromadnym tokem, k
¢emuz dochazi v disledku rozdilnych tlaki vyvolanych kolisanim teploty nadzemni
Casti rostlin. Dal§im mechanizmem transportu je snadny uUnik vydychaného CO; do
okolni vody. U vodnich rostlin slouZi aerenchym i k nadlehovani.

V evoluci doslo u mokfadnich rostlin a hydrofyt ke genetické fixaci tvorby
aerenchymu. MnoZstvi intercelularnich prostor zde muZe dosahovat az 60%

celkového objemu organd. Intercelularni prostory u rostlin v dobfe provzdusnéné pudé
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tvofi méné€ nez 5% (Larcher 2003). U suchozemskych rostlin je tvorba aerenchymu
vyvolana etylénem jehoZ produkce je podminéna hypoxickym stresem. Za anoxickych
podminek je tvorba etylénu z 1-aminocyklopropan-1-karboxy kyseliny (ACC)
inhibovana, protoze je katalyzovana enzymem, ktery vyzaduje alespori nepatrné
mnozstvi kysliku.

Aerenchym miZe vznikat lyzigenné, schizogenné nebo rexigenné. Lyzigenni
aerenchym vznikd nasledkem smrti specifickych bungk nasledované jejich autolyzi
a dezintegraci. Proces lyze protoplastu bunék je ohrani¢eny a probiha pouze v uréitych
korovych burikach. Zalina ztratou turgoru, kolapsem bunéénych stén a zahusténim
cytoplazmy. Pozdéji se rozpada tonoplast, snizuje se hustota cytoplazmy, narusta
pocet vezikularnich utvari a dochazi k dezintegraci organel. Nakonec se méni
chemické sloZeni bunéfnych st&€n, coz se projevuje poklesem jejich hustoty,
ztentenim a lyzi (Ciamporova a Mistrik 1991). Schizogenni aerenchym vznika
separaci bun€k. Tretim zpusobem je rexigenni vznik intercelular, kdy dochazi k
potrhani pletiva nasledkem nerovnomémého ristu riznych bunék v pletivu
(Votrubova 1996).

2.6.3. Vliv na ultrastrukturu bunék

V kofenovych burikach hrachu a kukufice dochazi pfi anaerobioze ke kondenzaci
chromatinu v jadfe a také k Casové korelaci kondenzace chromatinu a omezeni
transkrip&ni aktivity (Ciamporova a Mistrik 1991). Po del§im pisobeni stresu (26
hodin) pozorovali tito autofi v kofeni kukufice op&tovnou dekondenzaci chromatinu,
ktera uZ miZe znamenat dezintegraci struktury chromatinu hydrolyzou.

Citlivou slozkou jadra je i jadérko. Pii dlouhotrvajici anaerobidze (72 hodin) se
v buiikach kofene kukufice poruduje i jaderna membrana a v nukleoplazmé se objevu;ji
tukova téliska. Tato zména je jiz povaZovana za nevratné poskozeni (Ciamporova a
Mistrik 1991).

Z dosud provedenych pozorovani ultrastrukturnich zmén v burikach se zda,
Zze za nedostatku kysliku vidy dochazi k prodluzovani a paralelnimu uspoféadani
cisteren endoplazmatického retikula (ER) do linearnich nebo koncentrickych utvari

(Ciamporova a Mistrik 1991). Paralelni komplexy ER obklopuji nebo tipln& uzaviraji
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&ast cytoplazmy, n€kdy i s organelami. Predpoklada se, Ze takovéto struktury jsou
soudasti lysosomalniho aparatu a slouzi ke kontrole dezintegrace Casti
cytoplazmatického obsahu buiky. Tim se sniZi energetické naroky a zvysi se
schopnost buiiky prezit nepfiznivé podminky stresu (Ciamporova a Mistrik 1991).
Tato reakce ER je reverzibilni.

Struktura ER je slozeni ze tii kategorii cisteren, které reaguji rizné pfi
nedostatku kysliku (Ciamporova a Mistrik 1991). Kratsi, periferni cisterny ER v tzv.
kortikalni vrstvé cytoplazmy b&hem anaerobiézy mizi. V dalsi vrstvé cytoplazmy se
vyskytuji vySe uvedené paralelni utvary ER. V centralni oblasti butiky okolo jadra
jsou elementy ER krats$i a nékteré pfimo souviseji s jadernou membranou. Z této
kategorie cisteren vznikd perinuklearni prstenec. Pfi dlouhotrvajicim nedostatku
kysliku dochazi k fragmentaci cisteren ER (Ciamporové a Mistrik 1991).

Poclet diktyozomu Golgiho aparatu v bufice je za anaerobidzy niz$i nez u
kontrolnich rostlin. Jejich cisterny a vezikuly obsahuji vice elektrondenzniho

materialu (Rascio ef al. 1987).

Ribozomy vyskytujici se v butikach koleoptile ryze za aerobnich podminek jsou
asociovany do polyzomd, zatimco pfi ristu v anaerobidze jsou pfevazné samostatné.

Jejich pocet je presto znalny (Rascio et al. 1987).

Peroxizomy z koleoptile ryZe se jevi jako jedny z organel nejvice citlivych k
anoxii. Anaerobni podminky vyrazné snizuji frekvenci vyskytu peroxizomi a méni
jejich ultrastrukturu. Matrix byla méné€ homogenni a méné elektrondenzni. Obalova
membrana byla redukovana, ten¢i a méné& zietelna (Rascio ef al. 1987). Anoxie také
zpusobuje pokles aktivity enzymt obsaZenych v matrix peroxizomd. Vyrazny byl

pokles katalazy, ktery koreloval s poklesem po¢tu organel.

Bunééné membrany jsou mistem, ve kterém dochazi k prvnimu setkani
rostlinného téla se stresovym faktorem. Plazmaticka membrana, jaderné membrany,
mitochondridlni membrany i membrany chloroplasti jsou sloZzeny z lipidické
dvouvrstvy, proteinu, ale také z iontii a riznych druhd receptorid, které rozpoznavaji
signaly z vné&j§iho prostfedi. Stresem zplisobené zmény v lipidické struktufe a/nebo v

lipoproteinovych komplexech mohou byt nasledné pfeneseny do riznych typd

27



bunéénych odpovédi pfes biochemické zmény po vyvinuti adaptivnich mechanismu,

jak se vyrovnat s pisobenim stresovych faktori (Biswal a Biswal 1999).

2.6.4. Vliv na mitochondrie a dychani

V burikdch méné odolnych rostlinnych druhti (Cucurbita, Lycopersicon, Zea,
Triticum) je uZz pfi slabs$i hypoxii pozorovana celda fada strukturnich zmén
mitochondrii (Ciamporova a Mistrik 1991). Uvedené zmé&ny ve struktufe mitochondrii
jsou reverzibilni. V meristematickych butikach se zv&tSuji, nabyvaji nepravidelny tvar
a snizuje se hustota matrix. Pfemény mitochondridlnich krist na drobné vezikuly, které
vypliiuji celou plochu fezu organely, se zdaji byt specifické pro stres z nedostatku
kysliku (Grineva 1975). Tvorba fibrilarnich inkluzi pfi anoxii byla pozorovana v
matrix mitochondrii kofenovych bungk triticale (Ciamporova a Mistrik 1991). Autofi
predpokladaji, Ze jsou vysledkem akumulace meziprodukta pfi poruse metabolizmu v
podminkach anoxie.

Zajimavé strukturni odpovédi mitochondrii byly pozorovany v meristémovych
buiikach ryze (Vartapetian et al. 1976), kukutice (Ciamporova a Mistrik 1991) a v
burikach koleoptile pSenice (Vartapetian et al. 1976). Delsi pisobeni stresu vyvolava
bud’ spontanni (v koleoptile ryZze, v kofenu kukufice), nebo po pfidani glukdzy
indukovanou (v kofenu ryze) pfechodnou obnovu struktury mitochondrii. Pouze kdyz
stres pasobi i nadale, dochazi k definitivnimu poSkozeni struktury organel. Prib&h
strukturni reakce muzZe souviset s prib&hem syntézy stresovych proteini a s adaptaci
bunék béhem anaerobidzy.

K indukci syntézy stresovych proteinti dochazi v kofenovych butikach kukufice
uz v prib&¢hu prvni hodiny ptsobeni stresu. Syntetizuje se fada proteind, které
oznacuji Sachs er al. (1980) za ,pfechodné” na rozdil od tzv. ,janaerobiézovych“
proteind, které se zacinaji syntetizovat aZz po 90 minutach. N&kdy se syntetizuje az 20
druhi stresovych proteinl, které pfedstavuji az 70% z celkového obsahu bilkovin
syntetizovanych b&hem prvnich 5-ti hodin anaerobiézy. V této dobé je jiz syntéza
pfechodnych proteini minimalni a syntéza anaerobiézovych se zastavuje po 72
hodinach v souvislosti s odumiranim bun€k. Né&které ze stresovych proteini maji
vlastnosti glykolytickych enzymi (Ciamporova a Mistrik 1991). Je moné, Ze diky
témto enzymim dochazi k pfechodnému zvySeni vyuZiti endogennich ( v pfipadé
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koleoptile pSenice a kofenu kukufice) nebo exogenné dodanych substrati ( v pfipadé
kofenu ryze), jak uvad&ji Ciamporovéa a Mistrik (1991). Tim je zabezpetena dodavka
energie a ve stresovanych builkich muZe dojit k obnové struktury mitochondrii.
Podstata adaptace spociva v tom, Ze v mitochondriich se nejprve zmnoZuji vnitini
membrany a zvétSuji se celé organely. Tim se znasobuje jejich kontakt s produkty
glykolyzy v cytosolu. Jestlize maji buiiky s takto pozmé&nénymi mitochondriemi k
dispozici dostatek substratu, nebo se jim doda glukdza exogenné, oddali se proces
dezintegrace membran. Letalni stres, ktery vznika pfi del§im nedostatku O,, zpusobuje
enormni zvét§ovani mitochondrii, dilataci a dezintegraci krist, prosvétleni matrix az
dezintegraci celé organely.

U ryze za anaerobnich podminek pozorovali Rascio ef al. (1987) pokles mnozZstvi
mitochondrii aZz o 34%. Mitochondrie maji vice elektrondenzni matrix a vice
zvétSenych krist. Mitochondrie nevykazovaly znaky dezintegrace. SniZeni jejich poctu
bylo pravdépodobné zpisobeno pomalej§im délenim za anoxickych podminek (Rascio
et al. 1987).

Mitochondrie vyuZivaji kyslik jako terminalni akceptor elektronti ve svém
elektrontransportnim fetézci. Nedostatek kysliku blokuje aerobni respiraci (je
blokovan pfenos elektroni cytochromoxiddazou na kyslik) a tim i syntézu ATP v
mitochondriich (Pradet a Bomsel 1978). Pfi nedostatku akceptorii elektrond je
blokovana oxidace NADH. Klesa pomér NAD k NADH. Mnoho enzymi v Krebsové
cyklu je alostericky regulovano pomérem NADH/NAD. KdyZz je zastavena
mitochondrialni respirace, zasoba energie v burice klesne a snizi se pomér ATP ku
ADP a AMP. Za nepfitomnosti adaptivnich odpovédi klesne v buiikach zasoba ATP.
Jednim z doplitkovych zdroji ATP pro buriku je stimulace glykolyzy, znama jako
Pasteuruv efekt, pfestoze je glykolyza relativné nevyhodna v produkci energie ve
srovnani s mitochondridlni respiraci. Glykolyza produkuje velké mnozstvi pyruvatu,
ktery musi byt pfemé&nén na alternativni produkty k znovuobnoveni NAD z NADH.
Konetnymi produkty glykolyzy jsou piedev§im etanol, kyselina mlééna a oxid
uhli¢ity. Pyruvat je na kyselinu mléénou (laktat) pfeménén pomoci enzymu laktat
dehydrogenazy (LDH). Nasledkem akumulace kyseliny mlééné klesa pH v buiice.
Tento proces je znamy jako cytoplazmaticka acid6za. Nizké pH inaktivuje LDH jejiz
optimum je okolo pH 7.0 a aktivuje pyruvat dekarboxylazu (PDC) a alkohol
dehydrogenazu (ADH), které jsou pfi pH 7 normalné neaktivni. Buiiky pfepinaji mezi
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zpracovanim pyruvatu na etanol a zpracovanim pyruvatu na kyselinu mléénou. Je to
zpusob jak udrzet cytoplazmatické pH okolo 6.8. Alanin a jiné aminokyseliny se tvofi
za predpokladu, Ze je pfitomny NH; — duleZity pro transamina¢ni reakce (McKersie a
Leshem 1994).

2.6.5. Vliv na plastidy a fotosyntézu

Vliv hypoxie/anoxie na chloroplasty a fotosyntézu byl studovan mnohem méné
nez jejich vliv na mitochondrie a dychani. Nedostatek kysliku miZe byt navozen
zaplavenim nebo jinym zpliisobem, napf. umisténim rostliny do dusiku. Je dileZité
rozliSovat, zda do prostfedi s nedostatkem kysliku byla umisténa cela rostlina, nebo
pouze kofenovy systém. Umisténi pouze kofenového systému do
hypoxickych/anoxickych podminek se budu podrobnéji vénovat v kapitole 2.7. Timto
zpusobem byly provadény pokusy, jejichz vysledky jsou uvedeny v této praci.
V citované literatufe popisujici vliv zaplaveni na fotosyntézu, otevienost priduchu a
translokaci asimilatt neni mnohdy pfesné uvedena mira zaplaveni a neni znamo zda
mira zaplaveni byla stala.

Alscher — Herman et al. (1979) v jedné z prvnich praci tohoto typu zjistili, Ze v
chloroplastech hrachu dochazi vlivem anoxie k disociaci ribozomi a membran
tylakoidd, coz je zfejmé& dusledek sniZzené produkce energie. Dale dochazi ke sniZeni
obsahu RNA v chloroplastech a schopnosti inkorporovat aminokyseliny. Izolované
tylakoidy chloroplastii hrachu mély ribozomy asociované s membranami. Kdyz byly
tylakoidy umistény do tmy a bezkyslikatého prostfedi po dobu dvou hodin, doslo k
porueni téchto vazeb. Po nasledném umisténi tylakoidi do kyslikem bohatého
prostiedi a na svétlo doSlo po osmi hodinach k obnoveni vazeb mezi tylakoidnimi
membranami a ribozomy. Knacker et al. (1984) kvantitativné sledovali pusobeni
celkové hypoxie ( 4 % kysliku v atmosféfe misto 21 %) na chloroplasty semenackt
Amaranthus. Po tfech tydnech péstovani v hypoxickych podminkach pozorovali
snizeni poméru pfitisklych a nepfitisklych tylakoidi v chloroplastech bunék pochev
cévnich svazki (v porovnani skontrolnimi rostlinami). V chloroplastech
mezofylovych bunék nebyly Zzadné prikazné zmény v ultrastruktufe pozorovany.
Rascio et al. (1987) zjistili pfi p&stovani ryZze za anaerobnich podminek (v atmosfére

dusiku), Ze plastidy v buiikach koleoptili stresovanych rostlin se pfili§ nelisi od
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plastidd u kontroly. Nalezli v nich vSak vét§i objemové hustoty Skrobovych inkluzi.
Daleko vice byly anoxii ovlivnény mitochondrie a zvla§té peroxizomy. Ciamporova a
Mistrik (1991) shrnuji, Ze plastidy pod vlivem stresu zaplaveni svou vnitini strukturu
neméni. Wroblewska et al. (1994) sledovali deetiolizaci rostlin fazolu za nizké (2%),
bézné (21%) a vysoké (100%) koncentrace kysliku. Ultrastruktura plastidi byla
hodnocena kvantitativné. Zjistili, Ze nizka koncentrace kysliku stimuluje vyvoj
fotosyntetického aparatu - rozpad prolamelarnich téles, syntézu chlorofylu, tvorbu
gran, ukladani $krobu — kdeZzto vysoka koncentrace kysliku jej inhibuje. V posledni
dobé se vlivu hypoxie na chloroplasty opakované vénoval Ladygin. Jeho prace sleduji

kofenovou hypoxii a jsou tedy uvedeny v kapitole 2.7.

Hypoxie vyrazn& ovliviiuje rychlost fotosyntézy. Dale byl pozorovan i pokles
obsahu chlorofylu a karotenoidd a zavirani priducht, jak uvad&ji Ciamporova a
Mistrik (1991). Ti povazuji za pfi¢inu sniZeni fotosyntetické aktivity zm€ny vodniho
rezimu rostlin rostoucich v podminkach hypoxie. SniZzuje se hydraulickd vodivost
kofene a tudiz dochazi k dehydrataci bunék. S klesajicim turgorem v buiikach dochazi
i k zavirani priduchd. V dusledku inhibice transportu asimilatd muze dochazet také k
inhibici fotosyntézy podminéné nahromadénim asimilatu v listech.

U fazolu klesa po 7 dennim zaplaveni aktivita fotosyntézy téméf k nule.
Jednodenni zaplaveni redukuje fotosyntézu na 17% proti kontrole a zpisobuje sniZeni
suché hmotnosti rostliny. K zaplaveni citlivé rostliny reaguji na stres zaplavenim
drastickym sniZenim ¢isté fotosyntézy. Napf. u semenacki citrusi je Cista fotosyntéza
po 10-ti dnech pilsobeni stresu redukovana o vice nez 90%. U semenacka Quercus
falcata var. pagodaefolia se fotosyntéza blizi k nule po 3 dnech. Stejna reakce byla
pozorovana u rostlin pepfe. Obdobnym zpusobem reaguje na zaplaveni vétSina
rostlinnych druhl, mira jejich reakce se li§i v zavislosti na stupni adaptace daného
druhu.

Pokles fotosyntetické aktivity miZe byt zpusoben také dal$imi metabolickymi
procesy. Presné mechanismy inhibice vSak nejsou doposud znamy. Pokles
fotosyntetické aktivity miZe byt zpusoben i poklesem kapacity mezofylu.
Metabolické zmény zahrnuji i pokles aktivity fotosyntetickych enzymi. Aktivita
téchto enzymu je velmi citlivda ke zménam vné&jiho prostiedi (Pezeshki 1994).
Dilezita je i regulace obratu proteinti, napf. chlorofylchlorofylidohydrolazy, ktera
katalyzuje prvni krok v karboxylaci chlorofylu. Stres ovliviiuje aktivitu fotosyntézy
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také pres plsobeni na enzym Rubisco. Rubisco tvofi az 70% vSech rozpustnych
listovych proteini. Stresové faktory meéni degradaci Rubisca napf. u Solanum a
redukuji jeho aktivitu napt. u Glycine max. Rubisco katalyzuje karboxylaci
poskytujici dvé molekuly 3-fosfoglyceratu a oxygenaci produkujici jednu molekulu 3-
fosfoglyceratu a jednu molekulu 2-fosfoglykolatu. Zaplaveni miZe zpisobovat zmény
v aktivité€ Rubisca (Pezeshki 1994).

Dalsi faktory omezujici aktivitu fotosyntézy jsou pfedCasna senescence listu a
deficit cytokininii. Napf. u rajéete se v listu akumuluje ABA, zatimco cytokinin je
vylerpan, coz vede ke sniZeni listové regeneraCni kapacity ribuléza bisfosfatu.
Mnozstvi cytokinini je zavislé jak na jejich transportu z kofenu tak na jejich produkci
v listech. PHi deficienci kysliku dochazi v kofenech fazolu k redukci transportu
cytokinini xylemem, ale mnoZstvi cytokinini v listovych pletivech se nezméni.
Pfedpoklada se tedy, Zze dulezit&§i neZ mnoZstvi cytokinini je jejich

kompartmentizace a/nebo aktivita jejich poolii.

Priduchy se podileji na regulaci vymény plyni mezi vnitfnim prostfedim listu a
okolim. Za standardnich podminek dochazi pfi pfijmu jedné molekuly CO, k
transpiraci 100 az 500 molekul vody. Priduchy citlivé reaguji na aktualni prostfedi ve
kterém se rostlina nachazi, tim optimalizuji denni pfijem molekul CO,. Pfi stresu
zaplavenim paradoxné€ dochazi k uzavirani priduchi v dusledku sniZovani vodniho
potencialu v listech. Uzavieni priduchd v listech zaplavenych rostlin je zpisobeno
zejména akumulaci kyseliny abscisové (ABA). K akumulaci ABA v listech dochazi
vzrustem jeji syntézy v kofenech a naslednou translokaci do prytu. Alternativni
syntéza ABA se muzZe objevit ve stonku jako nasledek redukce translokace asimilatt a
rastovych faktord kofeny.

Pfi dlouhotrvajicich zaplavach se miZe objevit znovuotevieni priduchd jako
nutny nasledek potfeby rostliny pfijimat uhlik. Stupefi op&tovného nabyti normalni
funkce priduchi zavisi na dobé, po kterou byla rostlina stresu vystavena. Po
kratkodobém trvani stresu zaplavenim je znovuobnoveni funkce priduchd rychle;jsi
nez u priduchd, které byly stresu vystaveny dlouhodobéji. Pfi dvoutydennim
zaplaveni zustavaji priduchy u Betula papyrifera uzavieny, zatimco u Quercus
macrocarpa a Platanus occidentalis trva uzavieni priduchi az 30 dnt (Pezeshki
1994). U druhi tolerantnich k zaplaveni jako jsou Taxodium distichum a Fraxinus

pennsylvanica bylo pozorovano otevieni priduchu a rust fotosyntetické aktivity.
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Pfi dlouhotrvajicim zaplaveni byla pozorovana korelace mezi tvorbou
adventivnich kofeni a znovuotevienim priduchd (Pezeshki 1994). Priduchy jedné
rostliny reaguji za pusobeni stejnych stresori rozdilngé. Tento jev se nazyva
mozaikovita struktura v otevienosti pruduchu. Jednotlivé priduchy reaguji na stres
individualn€ a ne jako jednotny komplex. Mozaikovita struktura v otevienosti

praduchu se vyskytuje pfevazné u rostlin s heterobarickymi listy.

Stres zaplavenim ovliviiuje translokaci fotosyntetickych produkti. Napf. u
sojovych bobti se zménil podil transportu asimilatd do kofeni. B&éhem 30-40 minut se
u Cucurbita melopepo redukoval pohyb asimilati o 35-45%. Podobné naruSeni
translokace asimilatti bylo pozorovano i u jinych druhd. Zptsob translokace sacharidi

se ukazal byt kriticky pro toleranci rostlin k hypoxii (Pezeshki 1994).

2.7. Posthypoxicky/postanoxicky stres

Po ukonfeni plsobeni stresovych podminek se musi rostliny vyrovnat
s pfechodem do podminek optimalnich. Musi zpétné adaptovat sviij metabolizmus na
aerobni. Komplex t&chto reakci vyvolava dalsi stres (VanToai a Bolles 1991; Albrecht
a Wiedenroth 1994; Crawford a Braendle 1996; Beamelt et al. 1998). K nejvétSimu
poctu téchto reakci dochazi v kofenovém systému. Znadnym problémem je vyrovnani
se s ROS. Aktivita latek, uplatiiujicich se béhem puasobeni hypoxického stresu,
slouzicich k obrané proti ROS klesa a tudiZ je nutné, po navratu rostlin do podminek
aerobnich, nasyntetizovat tyto latky znovu. To zabere néjaky Cas, po ktery jsou
rostliny nejvice nachylné na pisobeni posthypoxickych stresovych podminek. Za
pusobeni hypoxického stresu dochazi v rostlinach ke zvySené produkci etanolu. Ten
se hromadi nejen v kofenech, ale také v jejich okoli (Crawford a Braendle 1996 a
Beamelt er al. 1998). Pfi navraceni rostliny do optimalnich podminek dochazi
k metabolizaci etanolu na toxicky acetaldehyd. Ten pusobi na rostliny velmi
nepfiznive.

Tématu pusobeni posthypoxického/postanoxického stresu na rostliny se bohuzel

vénuje pouze nepatrné mnozstvi praci.
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2.8. Vliv hypoxie/anoxie korenového systému na ultrastrukturu,

sloZeni a funkce chloroplasti

Praci, zabyvajicich se touto problematikou, lze najit v literatufe od pocatku
studia ultrastruktury rostlinnych bunék pomoci elektronové mikroskopie az do
soucasnosti jen né€kolik. Zfeymé& prvni praci o vlivu zaplaveni kofenového systému na
ultrastrukturu chloroplastu, jak uvadéji sami jeji autofi, je prace Wample a Davis
(1983) na slunecnici. Zjistili, Ze po ¢tyfdennim zaplaveni se v chloroplastech hromadi
vice Skrobu ve srovnani s kontrolou. MuZe to byt dusledek sniZeného odvodu
asimilati floémem po poklesu metabolismu kofeni. Naopak Hurng a Kao (1993)
zjistili po C&tyfdennim zaplaveni kofeni rostlin tabaku v chloroplastech vymizeni
Skrobovych inkluzi, zvySeni aktivity amylazy, dilataci tylakoidt a silny pokles obsahu
chlorofylu a bilkovin. Domnivaji se, Ze ubytek S$krobu je dusledkem odvodu
rozpustnych sacharidi do mladSich listi. Po dvoudennim zaplaveni byly rozdily proti
kontrole malé. Daugherty et al. (1994) sledovali genotypy Brassica rapa s riznou
toleranci k zaplaveni a nalezli po &tyf — a vicedennim zaplaveni kofend v listovych
chloroplastech zvla§t velké Skrobové inkluze, které u citlivych rostlin mohou
naruSovat grana. Hromadéni a odbouravani skrobu je zfejmé velmi citlivé na ptsobeni
hypoxického stresu a zalezi i na pokusné rostliné.

Ladygin (1999) a Ladygin a Semenova (1999) sledovali vliv prohlubujici se
hypoxie az anoxie kofend rostlin hrachu v Zivném roztoku probublavaném argonem
na fadu strukturnich a zejména funk&nich charakteristik chloroplasti. Zjistili jen malé
rozdily proti kontrole — zejména ubytek chlorofylu a sniZeni rychlosti fotosyntézy. Pii
delsi anoxii bylo v chloroplastech vice plastoglobuld, coZz je obecny znak
doprovazejici odbouravani membran tylakoidu pfi stresu a/nebo starnuti. Ladygin
(2004) studoval vliv prohlubujici se hypoxie az anoxie kofeni rostlin hrachu,
v Zivném roztoku, na chloroplasty v postupné se vyvijejicich parech listd, v kombinaci
s pisobenim deficience Zeleza. Domnivd se, Ze oba stresory pusobi riznymi
mechanizmy, i kdyZz vobou pfipadech je konednym disledkem chloréza listu.
Ultrastruktura chloroplasti nebyla ani zde hodnocena kvantitativng.

Bragina er al. (2004) se zabyvaly vlivem zaplaveni kofenového systému
semenatku kukufice na jejich fotosyntézu a temnotni dychani. Ve tfetim listu

semenackll, vyrostlém b&hem zaplaveni, zjistili napfiklad sniZeni respiraéni aktivity
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ale zaroveni 1 zvySenou rychlost fotosyntézy. Podle autorek Celi rostliny negativnimu
vlivu kofenové hypoxie na systémové arovni.
V zadné zpraci, citovanych vtéto kapitole, nebyl hodnocen vliv

posthypoxického stresu na pokusné rostliny.
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2.9. Cile diplomové prace

Na zakladé prostudovani uvedené literatury jsem si stanovila nasledujici cile:

1) Kvantitativn€ zhodnotit rozméry a ultrastrukturu mezofylovych chloroplastu u

rostlin kukufice pod vlivem zaplaveni kofenového systému a s nim spojené hypoxie.

2) Stanovit aktivitu Hillovy reakce a aktivitu PSI izolovanych mezofylovych

chloroplasti rostlin kukufice pod vlivem hypoxického stresu.

3) Stanovit zmény obsahu fotosyntetickych pigmentd u rostlin kukufice pod vlivem

hypoxického stresu.

4) Porovnat citlivost dvou genotypi kukufice (CE704 a 2023) liSicich se

fotosyntetickou aktivitou a ristovymi vlastnostmi na pusobeni hypoxického stresu.

5) Vsechny charakteristiky, uvedené vbodech 1-3, zhodnotit také pro puisobeni
posthypoxického stresu (po navratu rostlin do optimalnich ristovych podminek).
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Rostlinny material a jeho kultivace

Pokusnym materialem byly rostliny kukufice seté (Zea mays L.) dvou genotypt —
2023 a CE704, dale bude oznafovan pouze 704. Osivo pochazelo ze Slechtitelské
stanice CEZEA v Cej&i u Hodonina (Ceska republika).

Pokusy byly naplanovany a rozdéleny do dvou sérii (pokusna série I, pokusna
série II — obilky vysety o dva tydny pozdé&ji) tak, aby si, pokud jde o zpusob a
podminky pé&stovani (délka dne, teplota, fotoperioda), co nejvice odpovidaly. Pokusy
byly provadény na jafe.

Obilky byly nejprve vysety do sadbovai a 27. den od vysevu byly rostliny
piesazeny do kvétina¢h (primér x vyska = 11x11 cm). 33. den od vysevu byly rostliny
rozdéleny do dvou skupin. Rostliny prvni skupiny (kontrolni) byly ponechany na
dosavadnim misté€. Rostliny druhé skupiny (pokusné) byly pfemistény do nadrzi
s vodou (voda dosahovala 2 cm pod okraj kvétina¢l) a 9 dnt stresovany. Po ukon&eni
stresu byl proveden prvni pokus (pokus A, ,stres”) souCasné u kontrolnich i
stresovanych rostlin. Poté byl stres zaplavenim ukonden a vSechny rostliny byly dale
péstovany za standardnich podminek. 62. den od vysevu (tj. 20. den od ukonéeni
pusobeni stresu) byl proveden druhy pokus (pokus B, ,,obnova“).

Pokusny material byl odebiran 1,3 — 1,8 hodin po zaCatku svételné periody.
Rostliny byly pfes den p&stovany pfi teplot& 25 — 35 °C a pfes noc pii teploté 15 — 20
°C, sdélkou dne 11,3 — 15,8 hodin. Relativni vlhkost vzduchu byla 70 — 95 %.
Kontrolni rostliny byly zalévany tak, aby byly zaru¢eny optimalni ristové podminky.

U zaplavenych rostlin byla udrZzovana stala mira zaplaveni.
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Obr. 1. Zpiisob péstovani kontrolnich rostlin.
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Obr. 3. Zptsob péstovani pokusnych rostlin — hypoxicky stres.

Obr. 4. Detail baze stonkti u pokusnych rostlin — hypoxicky stres.
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3.2. Morfologické a fyziologické charakteristiky rostlin
3.2.1. Méfeni morfologickych parametrii a vzhled rostlin

Po celou dobu péstovani pokusnych rostlin byly sledovany riizné morfologické
parametry a jejich zmény (vzhled rostlin, Zloutnuti listd, zména barvy stonku, tvorba
adventivnich kofent). Dale byla méfena délka internodii a délka a pocet plné

vyvinutych listi u osmi nahodné vybranych rostlin od kaZzdého genotypu.

3.2.2. Stanoveni RWC (relativniho obsahu vody) v listech

Ve vSech pokusnych sériich byl u sledovanych genotypu stanoven rovnéz
relativni obsah vody. Ctyfi pln& vyvinuté listy byly ihned po odebrani zvaZeny
(Cerstva hmotnost) a ponechany 5 hodin ve zkumavkach s vodou. Poté byly opét
zvaZeny (nasycena hmotnost) a suSeny 24 h pfi teploté 80 °C. Po vysuSeni byly listy
opét zvazeny (sucha hmotnost).

RWC = [(Cerstva hmotnost — sucha hmotnost)/(nasycena hmotnost — sucha
hmotnost)] x 100 [%]

Pro vypotet RWC byl vzdy pouzZit aritmeticky primér vSech ¢tyf hodnot. RWC

je uvadéna v %.

3.2.3. Specificka hmotnost listu a obsah pigmenti

Ze stiedni tfetiny listové Cepele zbavené centralni Zilky bylo vzdy vysekano 10
terCiku (o priméru 8 mm) pro urleni specifické hmotnosti listu a pro stanoveni obsahu
chlorofylu v listovych pletivech (zbytek listu byl pouZit pro stanoveni fotochemické
aktivity izolovanych chloroplasti).

Ctyfi terdiky byly vysuSeny pfi teploté 80 °C a byla stanovena jejich hmotnost na
torznich analytickych mikrovahach Sartorius (Némecko). Specifickd hmotnost listu
byla vyjadfena jako hmotnost suSiny na jednotku plochy listové Cepele a byla
vyjadiena v g.m™ . M&Feni byla provadéna ve tfech opakovanich.

Zbylych $est teréikd bylo extrahovano v 10 cm® N,N-dimetylformamidu a vzorek
uchovavan sedm dni v lednici. Vzorky byly pravidelné promichavany, aby nedoslo ke

vzniku pigmentového gradientu. Po sedmi dnech byla zméfena absorbance
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jednotlivych vzorki pfi 480 nm (maximum absorbance karotenoidu), 663 nm
(maximum absorbance chlorofylu a) a 645 nm (maximum absorbance chlorofylu 5).
Obsah fotosyntetickych pigmentt, uvadény ve vysledcich, byl vyjadien v pfepoétu na
jednotku listové plochy (vyjadfeno v pg.cm®) a na jednotku suché hmotnosti
(vyjadteno v g.kg™). Ze ziskanych hodnot byl vypogitan obsah celkového chlorofylu
(Chl a+b), pomér chlorofyldi a a & (Chl ab) a pomér celkového chlorofylu a
karotenoidti (Chl/Kar). Méfeni byla opét provadéna ve tiech opakovanich.

3.3. Méreni fotochemické aktivity izolovanych chloroplastu

Fotochemicka aktivita izolovanych mezofylovych chloroplasti byla méfena jako
aktivita Hillovy reakce (AHR) a aktivita fotosystému I (PSI). Vysledky byly
vyjadieny v prepoétu na jednotku listové plochy (LP) (vyjadieno v pmol O, m? s™),
v pfepoétu na jednotku suché hmotnosti listové &epele (S) (vyjadieno v pmol O, g s
') a v ptepottu na jednotku obsahu chlorofylu (chl) (vyjadfeno v mmol O, kgchl ).

Vzorky listového pletiva byly odebirany 1,3 — 1,8 hodin po zaCatku svételné
periody z plné vyvinutého jiz nerostouciho 4. listu (u pokusné série I A a Il A) a 5.
listu (u pokusné série I B a II B). Pro kazdy pokus bylo odebrano 10 listd (listy z 10
rostlin) od kazdého genotypu. Ze stfedni tfetiny listové Cepele zbavené centralni Zilky
byly vysekany ter¢iky (o priméru 8 mm) pro urleni specifické hmotnosti listu a pro
stanoveni obsahu chlorofylu v listovych pletivech. Priblizné dva az tfi gramy
listového pletiva (nastifhaného na meni &asti) byly homogenizoviny ve 40 cm’
izola¢niho roztoku (0,4 mol.I" sacharéza, 0,05 mol.I" MgCl,, 0,05 mol.I" Tris-HC),
pH 7,0) v homogenizatoru Thurmix 302 (MPW, Polsko) pfi maximu otaéek po dobu
18 s. Homogenat byl pfefiltrovan pfes osm vrstev gazy a suspenze nasledné
centrifugovana v chladné centrifuze K23 (VEB MLW Medizintechnik, Leipzig,
Némecko) pfi 1000x g po dobu 10 min. Pelet byl resuspendovan v malém objemu
resuspenda¢niho média 1-1,3 cm® (0,4 mol.I" sachardza, 0,006 mol.I" MgCl;, 40 %
glycerol, 0,05 moll’ Tris-HCl, pH 7,0). Vznikla suspenze byla uchovavina do
zahajeni méfeni fotochemické aktivity chloroplasti ve tmé& a pfi teploté 0 az 4 °C.

K méfeni AHR byla vyuzita polarograficki metoda zaloZend na stanoveni
mnozstvi kysliku uvolnéného suspenzi izolovanych chloroplastu (kyslikova elektroda

Clarkova typu, Theta 90°, CR) v uzaviené expozi¢ni komtirce (sestrojené podle Barto§
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et al. 1975). Reakéni roztok v mémé komurce byl shodny s izolaénim roztokem.
Chloroplastova suspenze s reakénim roztokem byla probublavana dusikem, aby doslo
k vytésnéni vétSiny kysliku. Poté byl pfidan ferikyanid draselny K;[Fe(CN)s] jako
umély akceptor elektron(i, jeho kone¢na koncentrace v komtirce byla 7 mmol.I".
Komirka byla uzaviena a vzorek ponechan jednu minutu ve tmé. Poté byl vzorek
vkomirce na tfi minuty osvétlen “bilym svétlem* (170 W.m?2). Mgfeni bylo
provadéno pfi teploté 25 °C. Vidy byla provedena dvé aZ tfi opakovani.

Aktivita PSI byla méfena obdobné, za stejnych podminek, na zakladé spotieby
kysliku v exponovaném vzorku. Reakéni roztok obsahoval 0,4 moll' sacharézu a
0,04 mol.I" fosfatovy pufr, pH 6,5. Jako donor elektronii pro PSI slouzil 0,15 mmol.I"
DCPIP, redukovany 1 mmol.I" askorbatem sodnym. Jako akceptor elektroni byl
pouzit 0,1 mmol.I"" metylviologen. Pii reakci dochazi k nedokonalé oxidaci a vznikaji
superoxidové radikaly O, které reaguji s vodou za vzniku peroxidu vodiku. Pfidana
katalaza imobilizuje vznikajici H,O, za vzniku H,O a O, Jako inhibitor
elektronového transportu z PSII na PSI byla pouzita 0,01 mmol.I" DCMU. Dale byl
pfidan 0,5 mmol.I" NH4CI brénici nasledné fosforylaci. Rovnéz byla provadéna dvé

az tfi opakovani.

3.4. Stanoveni obsahu chlorofylu v suspenzich izolovanych

chloroplastu

V kazdé suspenzi chloroplastii byl stanoven obsah chlorofylu za pouZiti metody
spektrofotometrického stanoveni absorbance chlorofylu a a b v 80% acetonu. 50ul
chloroplastové suspenze bylo extrahovano v S ml 80% roztoku acetonu. Roztok byl
centrifugovan pfi 1000x g po dobu 10 min pro odstranéni zbytki bunék. Supernatant
byl pouzit pro stanoveni absorbance pfi 663 nm (maximum absorbance chlorofylu a),
645 nm (maximum absorbance chlorofylu 4) a 710 nm (vyjadfuje Cirost acetonového
extraktu). Hodnoty absorbance byly pouzity pro vypolet koncentrace chlorofylu
(a+b) dle Porra et al. (1989). Méfeni bylo provedeno ve dvou opakovanich pro kazdy
vzorek.

Fotochemicka aktivita chloroplasti byla vyjadfovana na jednotku obsahu

chlorofylu, ziskaného z t&chto méfeni.
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3.5. Priprava vzorku pro transmisni elektronovou mikroskopii

Pro elektronovou mikroskopii byly odebirany vzorky listd kukufice z pokusné i
kontrolni varianty ze stfedni tfetiny &epele, mezi okrajem listu a stfednim Zebrem,
plné vyvinutého, jiZ nerostouciho &tvrtého listu (dospélost listu byla zjiStovana
mé&Fenim délky listové Eepele). Vzorky o velikosti pfiblizng 5 mm? byly odebirany ze
Ctyr rostlin kazdé varianty 42. den od vysewvu, tj. 9. den od podatku pusobeni stresu a
62. den od vysevu, tj. 20. den od ukonceni stresu.

Vzorky pro sledovani ultrastruktury a stereologické hodnoceni chloroplasti byly
fixovany dvé hodiny v glutaraldehydové fixazi [5% (v/v) roztok glutaraldehydu v 0,1
mol.I"' fosfatovém pufru, pH 7,3]. Fixace probihala ve tm& za laboratorni teploty a
tlaku. Vzorky byly tfikrat po 15 minutach vyprany ve fosfatovém pufru. Poté byly dvé
hodiny fixovany kyselinou osmi¢elou [2% (m/v) roztok oxidu osmielého v témz
pufru]. Fixace probihala za tychZz podminek jako pfedesla fixace glutaraldehydem. Po
vyprani pufrem (dvé vymény po 15 minutach) byly vzorky odvodnény v odvodiiovaci
fadé z Cistého (nedenaturovaného) etanolu (vyména roztoku po 30 minutach). V 70%
etanolu s 1% octanem uranylu byly celé objekty kontrastovany (tj. ponechany
v daném roztoku pfes noc). Poté byly dvakrat vyprany 70% etanolem a byla
dokoncena odvodiiovaci fada aZ po 100% etanol. Pfes propylenoxid jako intermedium
byly vzorky pfevedeny do Spurrova nizkoviskozitniho media (epoxidova pryskyfice,
Spurr 1969). V ném byly vzorky ponechany dvé hodiny za laboratorni teploty. Poté
byly ponechany pfes noc v chladni¢ce. Druhy den byly vzorky zality Cerstvé
pfipravenym Spurrovym médiem do plochych pryZzovych forem. Formy byly
ponechany pfes noc pfi teplot& 65°C aby doslo ke zpolymerizovani média.

Z takto ziskanych blo¢ka byly pfipravovany fezy na ultramikrotomu Reichert
Om U2 (Rakousko) sklen&nymi no%i (sklo LKB, Svédsko) a na ultramikrotomu Leica
(Némecko) sklenénymi nozi a diamantovym noZem. Byly fezany polotenké fezy o
tloustce asi lum, pouzivané k orientaci vfezaném objektu. Byly barvené 1%
roztokem toluidinové modfi v 1% tetraboritanu sodném a pozorované ve svételném
mikroskopu Olympus BX 40 (Japonsko). Poté byly fezany ultratenké fezy o tloust'ce
50 az 100 nm. Rezy byly preniSeny na m&déné sitky, kontrastovany 20 minut
nasycenym roztokem octanu uranylu v 70% etanolu a dvakrat oplachnuty

destilovanou vodou. Poté byly kontrastovany 20 minut alkalickym roztokem citronanu
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olovnatého podle Reynoldse (Reynolds 1963) a znovu dvakrat oplachnuty. Takto

zpracované fezy byly pfipraveny pro pozorovani v elektronovém mikroskopu.

3.6. Transmisni elektronova mikroskopie

Elektronmikroskopické snimky byly ziskavany pomoci transmisniho
elektronového mikroskopu Philips EM 268 Morgagni (Nizozemi) pfi primarnich
zvétSenich 5 000-10 000x. Byly snimany pouze pfiblizné medianni pfi€né fezy
chloroplasti. Ze ziskanych negativii byly zhotovovany pozitivy o celkovém zvétSeni
25 000x az 40 000x. Na téchto fotografiich byla stereologicky hodnocena
ultrastruktura chloroplastd v butikach listového mezofylu, podobnym zpisobem jako
v praci Kutik et al. (2004).

Obr. 5. Snimek ztransmisniho elektronového mikroskopu. Chloroplasty BSC
z pokusné série 1, hypoxicky stres, genotypu 704.

Obr. 6. Snimek z transmisniho elektronového mikroskopu. Chloroplast MC z pokusné

série I, hypoxicky stres, genotypu 704.

Obr. 5. Obr. 6.




Obr. 7. Snimek z transmisniho elektronového mikroskopu. Chloroplast MC z pokusné
série I, hypoxicky stres, genotypu 704.

Obr. 8. Snimek z transmisniho elektronového mikroskopu. Chloroplast MC z pokusné
série I, kontrolni rostlina, genotypu 704.

Obr. 7.

3.7. Stereologie

Kvantitativni hodnoceni  ultrastruktury  chloroplasti bylo provadéno
stereologickou metodou za pouZiti testovacich miizek (rastrii). Pfi stereologickych
méfenich je nutno zachovavat nahodnost rozloZeni testovacich systémi (bodu, ¢ar,
rovin) a zvolit vhodné rozmisténi (vzdalenost) testovacich elementi (Gundersen a
Jensen 1987). Testovaci mifizky umoZiiuji odhad parametrii charakterizujicich
trojrozmérné struktury na zakladé méfeni dvourozmémych plosnych struktur (fezi).
Bodové mfizky lze také pouzit k odhadu plochy fezii struktur (Gundersen a Jensen
1987).

Touto metodou byly zjidtovany objemové hustoty (relativni parcialni objemy)
strukturnich &asti chloroplasti. Objemova hustota V, je definovana jako pomér

objemu sledované struktury V, (um®) k objemu objektu ji obsahujici V, (um®): V, =
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Vs / V,, Objemova hustota muze byt odhadnuta poditanim bodi, protoZe je imérna
plo$né hustoté, a ta zase bodové hustoté, tj. podilu bodi testovaci mfizky, které
zasahnou sledovanou strukturu z celkového poétu bodu, které zasahnou cely objekt
(Kubinova 1993). Je vSak nutné hodnotit pouze reprezentativni fezy chloroplastu (t;.
fezy pfiblizn€ medianni), aby nedochazelo ke zkresleni ziskanych dat.

Na fotografiich mezofylovych chloroplasti kukufice byla vzdy nejprve
zvyraznéna hranice fezu chloroplastem, kterou tvofi vné&j§i obalova membrana
(obtazeno Cernym slabym fixem). Poté byly pfikladany bodové rastry dvoji hustoty —

rec

,hruby“ a ,jemny“. Body ,hrubého“ rastru byly od sebe vzdaleny 18 mm a body
,jemného“ rastru 6 mm. Body rastru musi mit jinou periodu neZ je perioda sledované
struktury. Pomoci hrubého rastru byla zjiSténa celkova plocha fezu a plocha
intergranalnich a granalnich tylakoidi. Jemnym rastrem byla zi$téna plocha
periferniho retikula, plocha plastoglobuli a plocha Skrobovych inkluzi. Zbyvajici
plocha do 100% byla brana jako plo$na hustota stromatu (tj. byl sem zahrnut i
periplastidovy prostor). Kazdy chloroplast byl pomoci obou bodovych rastri 3x
zméfen. Rastr byl pfikladan pod ahly 0°, 30 ° a 60 ° mezi spodnim okrajem fotografie a
rastru. Ze ziskanych po¢ti bodu byla vypolitana plos$na hustota, ktera byla zaroveri
povazovana za objemovou hustotu.

Dale byla méfena délka a ifka fezu chloroplastem jako délka dlouhé a kratké osy

fezu.

3.8. Statistické zpracovani dat

Ziskana data byla zpracovavana ve statistickém programu CoStat verze 6.204
(CoHort Software, Monterrey California, U.S.A). Testovana data méla normalni
rozdéleni. Testované soubory ziskané z dat ze stereologického hodnoceni mély
velikost n = 20. Testované soubory ziskané z méfeni funk&nich fotochemickych
charakteristik mély velikost n = 4.

Pouzitim analyzy variance trojného tfidéni s interakcemi bylo zjiSténo, zda jsou
v ramci kazdého pokusného bloku (A/B) statisticky prukazné rozdily mezi genotypy
(G), zda se 1i§i hodnoty danych charakteristik pro kontrolni rostliny a pro rostliny pod
vlivem hypoxického nebo posthypoxického stresu (P) a mezi pokusnou sérii I a II (S).

Bylo také ovéfovano zda dochazi k interakcim G x P, Gx S, Px Sa Gx P x S.
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Pomoci analyzy variance dvojného tfidéni s interakcemi bylo zjiSténo, zda existuji
prikazné rozdily mezi G, P a interakce G x P v ramci jednotlivych sérii. Analyzou
variance jednoduchého tfidéni bylo zjifovano, jestli se li§i hodnoty jednotlivych
charakteristik v ramci jednotlivych blokii uvnitf sérii mezi genotypy a dale zda se
vramci genotypd v kazdém bloku a sérii vyznamné li§i hodnoty charakteristik pro
kontrolni rostliny a pro rostliny pod vlivem hypoxického nebo posthypoxického

stresu. Ziskana data byla zaznamenana do tabulek.
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4. VYSLEDKY

V této diplomové praci byly hodnoceny funk&ni fotosyntetické charakteristiky
chloroplasti (AHR a PSI, obsah chlorofylu a, b a karotenoidi a jejich vzajemné
poméry, RWC a SpHm), morfologické charakteristiky rostlin (délka listu, vyska
rostlin) a ultrastrukturni stereologické charakteristiky chloroplasti v burikach
mezofylu u dvou inbrednich linii kukufice (Zea mays L.) genotypu CE704 a genotypu
2023 péstovanych v optimalnich a hypoxickych podminkach (pfi zaplaveni
kofenového systému). Dale byly porovnavany jednotlivé parametry i u kontrolnich
rostlin a stresovanych rostlin navracenych po devitidenni period€ stresu do
optimalnich podminek (posthypoxicky stres). Vysledky ziskané méfenim
morfologickych charakteristik a sledovanim vzhledu rostlin jsou uvedeny v tabulkach
(tab. 1. az 4.). Vysledky ziskané z méfeni funk&nich fotosyntetickych charakteristik u
obou inbrednich linii jsou uvedeny formou grafi (graf 6. az 17.) a statistické
zpracovani téchto dat je uvedeno v tabulkach (tab. 5. az 18.). Vysledky ziskané
z méfeni ultrastrukturnich stereologickych charakteristik chloroplasti jsou uvedeny
formou grafi (graf 18. az 21.) a statistické zpracovani téchto dat je uvedeno
v tabulkach (tab. 19. az 32)).

4.1. Charakteristiky ristovych podminek a morfologické charakteristiky a
vzhled rostlin
4.1.1. Charakteristiky ristovych podminek

Béhem provadéni pokusi byly pribézné méfeny veli¢iny charakterizujici vné;si
vlivy pisobici na rostliny béhem jejich ristu a vyvoje. Nasi snahou bylo, aby tyto
podminky byly pokud moZno co nejpodobnéj§i v obou sériich pokusi. Namérené
hodnoty jsou uvedeny formou grafi.

Na nasledujicich grafech (graf 1. az 5.) jsou znazornény zmény veliin
charakterizujicich podminky, za kterych byly pokusy provadény. Jedna se o relativni

vihkost vzduchu (ve sklenicich), teplotu vzduchu (ve sklenicich), koncentraci O, ve

vodé v bazénech, pH vody v bazénech a teplotu vody v bazénech, pudé v kvétinacich

(6 cm pod povrchem) a vzduchu.
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Graf. 2. Teplota vzduchu (primér, maximum a minimum).
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Graf 3. Koncentrace O, ve vodé v bazénech — primér.
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Graf. 4. pH vody v bazénech — prumér.
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Graf.5. Teplota vody v bazénech, pidy v kvétina€ich (6 cm pod povrchem) a vzduchu.
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4.1.2. Morfologické charakteristiky a vzhled rostlin

V pribéhu pokusti byly méfeny ristové charakteristiky rostlin a zaznamenavan

vyvoj jednotlivych &asti rostlin (internodia, listy) - zvlast pro obé pokusné série i pro

oba druhy stresi (hypoxie/posthypoxie). Data byla sbirana v tydennich intervalech.

Pomoci ziskanych dat bylo moZno postihnout kondici jednotlivych rostlin a jejich

vzajemné srovnani (rostliny kontrolni x rostliny vystavené plsobeni stresu).

Naméfené hodnoty jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach. Zvyraznéné ramecky

(tuéné oramovani) zna¢i obdobi ve kterém doslo k odebrani pokusného materialu.

Zvyraznéné ramelky (vyznaCené celé pole) znali obdobi ve kterém byly rostliny

vystaveny pusobeni hypoxického stresu.

Tab. 1. Charakteristiky kontrolnich rostlin v pokusné sérii I a pokusu hypoxicky (A) i
posthypoxicky (B) stres. (vysev 9. - 12.3.2004)

1. list pIn& dorostly, 2. list dorostly pouze u n&kterych rostlin. Viechny listy zelené,

23.-26.3.
503 | 1.2.2.listy pin& dorostlé, Viechny listy zelend.
6.-9.4 1. aZ 3. listy pIn& dorostlé. Né&které rostliny zatinaji u baze tervenat..
1. aZ 3. listy pIn& dorostlé, 4. list v&tSinou také (ne u 2023). 1. list n¢kdy Zluty, Zloutnouci
13.-16.4. | nebo s uschlou $pi¢kou, ostatni listy zelené.
1. aZ 4. listy pln& dorostlé, 5. list pfedev§im u 704, 1. list u n&kterych rostlin suchy, ostatni
20.-23.4. | listy zelené. Ve stfednim Zebru ,bilé linka*.
1. aZ 4. listy pln& dorostlé, 5. list v&tSinou také (ne u 2023). 1. list suchy, 2. list suchy &i
zasychajici, 3. list u n&kterych rostlin zasychajici Spitka, ostatni listy zelené. Od 4. listu
27.-30.4. | vy$e pruhovani kolem cévnich svazkii (nevyrazné), ve stfednim Zebru ,,bild linka“. Rostliny
nejsou u baze ervené.
1. aZz 5. listy v&sinou pln& dorostlé, 6. list jen u 704. 1. a 2. listy suché, 3. suchy &i
zasychajici, ostatni listy zelené. Od 4. listu vySe pruhovani kolem cévnich svazkii
4.-7.5. | (nevyrazné), ve stfednim Zebru ,bild linka“. Nékdy (zejména u 704) na listech 1éze (hn&dé
skvrny).
1. aZ 5. listy pIn& dorostlé, v&tSinou i 6. list, 7. list jen u 704. 1. aZ 2. listy suché,3. suchy
10.-13.5 nebo zasychajici, 4. list zasychajici $pitka, ostatni listy zelené. Od 4. listu vy$e pruhovani

kolem cévnich svazki.
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Tab. 2. Charakteristiky kontrolnich rostlin v pokusné sérii II a pokusu hypoxicky (A) i
posthypoxicky (B) stres. (vysev 23. - 26.3.2004)

1. list pIn& dorostly, 2. list dorostly pouze u n€kterych rostlin. Viechny listy zelené.

6.-9.4..
1. a 2. listy plné dorostlé, 3. list pouze u n&kterych rostlin (genotyp 704). Viechny listy
13.-16.4. | zelené.
20.-23.4 1. aZ 3. listy plné& dorostlé.
1. aZ 3. listy pIn& dorostlé, 4. list v&tSinou také (ne u 2023). 1. list n¢kdy Zluty, Zloutnouci
27.-30.4. | nebo s uschlou Spickou, ostatni listy zelené.
1. aZ 4. listy pIné dorostlé, 5. list vét&inou také (ne u 2023). 1. list suchy nebo zasychajici ¢i
4.-7.5. ] Zloutnouci, ostatni listy zelené. Ve stfednim Zebru ,bil4 linka“.
1. aZ 4. listy pln& dorostlé, 5. list v&tSinou také, ne u 2023, u 704 i 6. list. 1. list suchy, 2.
list u v&3iny rostlin suchy &i zasychajici, 3. list u n&kterych rostlin zasychajici Spitka,
11.-14.5. | ostatni listy zelené. Od 4. listu vySe pruhovani kolem cévnich svazkii, ve stfednim Zebru
,»bila linka®. Rostliny nejsou u baze tervené.
1. aZ 5. listy v&t$inou plné dorostlé, 6. list vét§inou také, ne u 2023, u 704 &astoi 7. list. 1. a
2. listy suché, 3. Zloutnouci &i zasychajici, ostatni listy zelené. Od 4. listu vy$e pruhovani
18.-21.5. | kolem cévnich svazkil (nevyrazné), ve stfednim Zebru ,,bild linka“. Rostliny nejsou u bize
piilis Eervené.
1. aZ 6. listy pIn& dorostlé, vétSinou i 7. list, (ne u 2023). 1. a 2. listy suché, 3. suchy nebo
24.-275 zasychajici, ostatn{ listy zelené. Od 4. a vyrazné&ji od 5. listu vy$e pruhovini kolem cévnich

svazki, ve stfednim Zebru ,bil linka“. Rostliny nejsou u bize piili§ &ervené.

Tab. 3. Charakteristiky pokusnych rostlin v pokusné sérii I a pokusu hypoxicky (A) i
posthypoxicky (B) stres. (vysev 9. - 12.3.2004)

1. list pln& dorostly, 2. list dorostly pouze u n€kterych rostlin. VSechny listy zelené.

23.-26.3.
320 f ) 1. a 2. listy plng& dorostlé. Viechny listy zelené.
1. a2 3. listy pIn& dorostlé. Spitka 1. listu nekdy zakina zasychat. Nkteré rostliny zalinaji u
6.-9.4. | béze Lervenat.

La3. mmm4 mmum spianl listun&dyméinézasychat,nebo
Rostiis cd ) m v 704

27.-304.

1. aZ 4. listy pIn€ dorostlé, 5. list v&Sinou také, u 704 16 list. 1. a 2. listy suché, 3. list
Zloutnouc, ostatni listy zelené (ale ve srovnini s kontrolou svétlej$i). Od 4. listu vySe dosti
vyrazné pruhovani kolem cévnich svazki, ve stfednim Zebru ,,bild linka“. Rostliny u baze
dervené.

4.-7.5.

1. aZ 5. listy pln& dorostlé, 6. listy jen u 704. 1. aZ 3. listy suché, 4. n€&kdy zatina Zloutnout,
ostatni listy zelené (ale ve srovndni s kontrolou svétlej$i). Od 4. listu vySe dosti vyrazné
pruhovéni kolem cévnich svazkii, ve stfednim Zebru ,,bil linka®. N&kdy (zejména u 704)
na listech léze (hnédé skvrny). Rostliny u baze Cervené, adventivni kofeny (vyristaji nad
povrchem zemé).

10.-13.5.

1. aZ 6. listy pIn& dorostlé, 7. listy jen u 704. 1. aZ 3. listy suché, 4. suché &i zasychajici,
ostatni listy zelené (ale ve srovnini s kontrolou vyrazné svétlejdi). Od 4. listu vyse dosti
vyrazné pruhovani kolem cévnich svazkii, ve stfednim Zebru ,,bild linka“. N&kdy (zejména
u 704) na listech 1éze (hnédé skvrny). Rostliny u bize &ervené, adventivni kofeny (vyriistaji
nad povrchem zem¢).
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Tab. 4. Charakteristiky pokusnych rostlin v pokusné sérii II a pokusu hypoxicky (A) i
posthypoxicky (B) stres. (vysev 23. - 26.3.2004)

1. list pIn& dorostly, 2. list dorostly pouze u n&€kterych rostlin. VSechny listy zelené.

6.-9.4.
} g'; 1. a 2. listy pln& dorostlé. Viechny listy zelené.

20.23.4 | 1 a2 3. listy pln& dorostlé. Viechny listy zelené,

27- | 1. aZ 3. listy piné dorostlé, 4, list vitkinon take. Spitka 1. listu nikdy zabina zasychat,
30.4. ostatnd Listy Zelené,. ™ S

1. aZ 4. listy pin dorostlé, §: list vitkinou také, ne u 2023. 1. list v¥t¥inou suchy, 2. list

tasto Zluty & Zloutnouci, ostatnd listy zelené. Obecnd se u miaditich listl zading projevovat

4.-75. mmmmwmmnw ,bild linka“, Rostlmyu
éervené

1. az 5. hsty pIng dorostlé, u 704 i 6. list. 1. a 2. listy suché, 3. list Zloutnouci & Zluty,

11.- ostatni listy zelené (ale ve srovnani s kontrolou své&tlejsi). Od 4. listu vySe dosti vyrazné

14.5. | pruhovini kolem cévnich svazki, ve stfednim Zebru ,,bil4 linka“. Rostliny u bize &ervené.

1. aZ 5. listy pIn& dorostlé, 6. listy v&tSinou také, 7. list jen u 704, 1. aZ 3. listy suché, 4.
18.- n¢kdy zalind Zloutnout, ostatni listy zelené (ale ve srovnani s kontrolou svétlej$i). Od 4.
21 5 listu vy3e dosti vyrazné pruhovini kolem cévnich svazki, ve stfednim Zebru ,,bil4 linka“.
s Rostlinz u baze &ervené (aZ k 3. listu), adventivni koi‘enz (M° ji nad whem zemé).
1. aZ 6. listy pln¢ dorostlé, 7. obvykle ne u 2023. 1. aZ 3. listy suché, 4. suché &i
zasychajici, ostatni listy zelené (ale ve srovnani s kontrolou vyrazng svétlejsi). Od 4. listu
24.- | vy3e dosti vyrazné pruhovini kolem cévnich svazkii, ve stfednim Zebru ,bil4 linka“.

27.5. | Rostliny u baze ervené (aZ k 3—4. listu, n&kdy i vyse), adventivni kofeny (vyriistaji nad
povrchem zemé).
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4.2. Funk¢ni fotosyntetické charakteristiky chloroplastt

Ziskané vysledky byly nejprve hodnoceny analyzou variance trojného tfidéni
s interakcemi, ktera umoZnila postihnout viechny vlivy, pisobici na proménlivost
jednotlivych znakl, tj. vliv pokusné série (S), vliv genotypu (G) a vliv zpilsobu
péstovani (P, stres/kontrola, obnova/kontrola) v ramci obou pokusi (A i B). Pokus (A)
zahmoval rostliny rostouci v kontrolnich a hypoxickych podminkach. Pokus (B)
zahrnoval rostliny rostouci v kontrolnich a posthypoxickych podminkach. Dale byl
hodnocen vliv interakci jednotlivych faktori G x P, Gx S, P x Sa G x P x Sna
proménlivost danych znaku.

Provedenim této analyzy bylo zji§téno, Ze vliv pokusné série byl v pokusu A pro
vétSinu charakteristik statisticky prikazny (tab. 5.). Pro pokus B byla statisticka
prikaznost zji§téna pouze pro hodnoty specifické suché hmotnosti (tab. 6.). Ziskana
data byla nadale v pokusu A i B hodnocena pro jednotlivé série oddéleng, aby bylo
mozné podrobnéji popsat vliv jednotlivych faktora.

Déle byla pouZita analyza variance dvojného tfidéni s interakcemi, ktera
umoznila podrobnéj§i rozbor vysledki. V této analyze nebyl zahrnut vliv pokusné
série (obé série byly hodnoceny oddélen€) jakoZto zdroje proménlivosti a tudiz bylo
mozno postihnout charakter zmén pod vlivem piisobeni zdrojii proménlivosti genotyp
(G) a zpusob péstovani (P, stres/kontrola, obnova/kontrola) a jejich vzajemnou
interakci G x P v jednotlivych sériich IA, IB a IIA, IIB.

Genotyp a zpusob pé&stovani byly prokazany jako statisticky vyznamny zdroj
promé&nlivosti u fady funkénich fotochemickych charakteristik v obou sériich u obou
pokusti. Statisticky priikazné interakce G x P viak nebyly zji§tény zadné (tab. 7., 8.,
9., 10).

Na zavér byla provedena analyza variance jednoduchého tfidéni oddélené pro
zdroje proménlivosti: zpisob péstovani (P, stres/kontrola, obnova/kontrola) a genotyp
(G) v jednotlivych sériich v ramci obou pokusi.

Pro zdroj proménlivosti p&stovani (P) byl zjistén u genotypu 704 u hypoxického
stresu, v obou sériich, prukazny rozdil v chl a (S), chl (LP) a poméru chl/kar (tab.11. a
12.), v sérii I byl navic prikazny rozdil v PSI (LP), chl a (LP), chl 4 (LP), chl (S) a
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kar (LP), (tab.11.) a v sérii II byl navic prikazny rozdil v AHR (S) a AHR (chl),
(tab.12.). U posthypoxického stresu byl u genotypu 704 v obou sériich prukazny
rozdil v PSI (LP), chl 5 (LP) a chl b (S) (tab.11. a 12.), v sérii I byl navic prikazny
rozdil AHR (chl), PSI (S), chl a (LP), chl a (S), chl (LP), chl (S), kar (LP), kar (S),
poméru chl a/b a poméru chl/kar (tab. 11.).

Pro genotyp 2023 byl zjistén u hypoxického stresu prikazny rozdil v chl a (S),
chl 5 (LP), chl b (S), chl (LP), chl (S), kar (LP) a poméru chl/kar v obou sériich
(tab.13. a 14.), v sérii II byl navic prikazny rozdil v AHR (chl), PSI (LP) a SpHm
(tab.14.). U posthypoxického stresu byl u genotypu 2023 v obou sériich prikazny
rozdil v AHR (chl), PSI (LP), PSI (S), chl a (LP), chl a (S), chl b (LP), chl b (S), chl
(LP) a chl (S), (tab.13. a 14.) a v sérii II navic v pomé&ru chl/kar (tab.14.).

V nasledujicich tabulkach (tab. 5. aZ 18.) jsou uvedeny vysledky statistického
zpracovani dat ziskanych z méfeni funk&nich fotosyntetickych charakteristik rostlin.
Uvedené zkratky znamenaji : AHR - aktivita Hillovy reakce, PSI - aktivita
fotosystému I, chl a — obsah chlorofylu a, chl b - obsah chlorofylu 4, kar — obsah
celkovych karotenoidd, SpHm — specificka hmotnost listu, RWC - relativni obsah
vody v listu, (LP) vztaZzeno na jednotku listové plochy, (S) - vztaZzeno na jednotku

hmotnosti susiny listu, (chl) - vztaZeno na jednotkové mnozstvi chlorofylu.
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Tab. 5. Vysledky analyzy variance trojného tiidéni s interakcemi pro hodnoty
funkénich fotosyntetickych charakteristik pro pokus A (stres). Uvedeny jsou hladiny
vyznamnosti (p) pro zdroje proménlivosti G (genotyp), P (péstovani) a S (série) a
jejich vzajemné interakce, GXxP, Gx S, P x S, Gx P x S. Statisticka signifikance: p <
5% *, p < 1% **.

G P S GxP GxS PxS GxPxS
AHR (LP) [0,025* |0,174 0,113 0,624 0,782 0,320 0,351
AHR (S) 0,133 0,018 * [0,037* (0,798 0,749 0,167 0,340
AHR (chl) [0,140 0 ** 0,369 0,491 0,628 0,693 0,428
PSI (LP) 0,005 ** [Q ** 0,512 0,998 0,591 0,392 0,473
PSI (S) 0,177 0,065 0,221 0,687 0,737 0,234 0,483
PSI (chl) 0,038 * (0,050 ** | 0,364 0,703 0,341 0,663 0,799
chla (LP) [0,005 ** [ ** 0,016 * 0,449 0,638 0,070 0,305
chl a (S) 0,498 0 ** 0,012 * 0,288 0,692 0,058 0,392
chib (LP) 10,061 0 ** 0,512 0,536 0,718 0,017 * 0,105
chl b (S) 0,582 0 ** 0,128 0,323 0,944 0,030 * (0,238
chl LP)  |0,006 ** |0 ** 0,027* |0,447 |0,730 |0,049* |0,248
chl (S) 0,647 0 ** 0,018 * 0,288 0,750 0,048 * (0,351
kar LP) |0,080 |0 ** 0,893 |0,983 |0,646 0232 |0,739
kar (S) 0,915 0,430 0,218 0,585 0,665 0,097 0,630
chl a/b 0,010 ** (0,575  |0,003 ** [0,416 |00246 |0,592 |0,818
chl/kar 0,109 0 ** 0 ** 0,106 0,657 0,176 0,154
SpHm 0,036 * |0 ** 0,093 |0,405 |0,733 |0,185 |0,690
RWC 0,003 ** (0,996 0,151 |0,772 0,534 |0,479 |0,465
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Tab. 6. Vysledky analyzy variance trojného tridéni s interakcemi pro hodnoty
funkénich fotosyntetickych charakteristik pro pokus B (obmova). Uvedeny jsou
hladiny vyznamnosti (p) pro zdroje proménlivosti G (genotyp), P (péstovani) a S
(série) a jejich vzajemné interakce, G x P, G x S, P x S, G x P x S. Statisticka
signifikance: p < 5% *, p < 1% **.

G P S GxP GxS PxS GxPxS
AHR (LP) [0 ** 0,009 ** (0,573 0,736 0,032 * 0,829 0,745
AHR (S) 0,005 ** (0,002 ** (0,065 0,862 0,008 ** | 0,682 0,862
AHR (chl) [0 ** 0 ** 0,980 0,161 0,070 0,503 0,265
PSI (LP) 0,013 * |0 ** 0,802 0,582 0,199 0,051 0,362
PSI (S) 0,794 0 ** 0,302 0,682 0,270 0,111 0,370
PSI (chl) 0,004 ** (0,455 0,985 0,736 0,325 0,130 0,648
chla(LP) (0,450 0 ** 0,665 0,674 0,652 0,276 0,593
chl a (S) 0,250 0 ** 0,204 0,710 0,584 0,339 0,486
chlb (LP) [0,557 Q ** 0,981 0,799 0,498 0,424 0,537
chl b (S) 0,200 0 ** 0,379 0,843 0,444 0,467 0,432
chl (LP) 0,467 0 ** 0,737 0,696 0,610 0,298 0,575
chl (S) 0,233 0 ** 0,231 0,734 0,549 0,359 0,470
kar (LP) 0,927 0 ** 0,678 0,606 0,649 0,174 0,800
kar (S) 0,017 * [0 ** 0,275 0,550 0,583 0,227 0,596
chl a/b 0,709 0,014 * (0,263 0,381 0,582 0,467 0,905
chl/kar 0,287 Q ** 0,269 0,915 0,814 0,749 0,534
SpHm 0 ** 0,479 0,028 * (0,369 0,692 0,624 0,763
RWC 0,029 * 0,226 0,359 0,176 0,337 0,075 0,466
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Tab. 7. Vysledky analyzy variance dvojného tFidéni s interakcemi pro hodnoty
funké&nich fotosyntetickych charakteristik pro pokus A (stres) a pokusnou sérii I.
Uvedeny jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroje proménlivosti G (genotyp), P
(péstovani) a jejich vzajemné interakce, G x P. Statisticka signifikance: p < 5% *, p <
1% **.

G P GxP
AHR (LP) [0,129 0,818 0,787
AHR (S) [0,253 0,495 0,657
AHR (chl) | 0,285 0,016 * 0,953
PSI(LP) |0,023* |[0,002** |0,613
PSI (S) 0,195 0,028 * 0,391
PSI (chl) [0,049 * 0,108 0,931
chl a (LP) |0,081 0 ** 0,211
chla(S) |0,822 0 ** 0,142
chl b (LP) |0,188 0 ** 0,193
chib(S) 0,731 0 ** 0,134
chl (LP) 0,084 0 ** 0,191
chl (S) 0,912 0 ** 0,132
kar (LP) (0,361 0,002 ** 0,807
kar (S)  |0,666 0,063 0,414
chl a/b 0,281 0,986 0,687
chl/kar 0,256 0 ** 0,100
SpHm 0,090 0,104 0,387
RWC 0,147 0,690 0,564

Tab. 8. Vysledky analyzy variance dvojného tiidéni s interakcemi pro hodnoty
funk&nich fotosyntetickych charakteristik pro pokus A (stres) a pokusnou sérii II.
Uvedeny jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroje proménlivosti G (genotyp), P
(p&stovani) a jejich vzajemné interakce, G x P. Statisticka signifikance: p < 5% *, p <
1% **.

G P GxP
AHR (LP) | 0,088 0,056 0,228
AHR (S) |0,342 0,008 ** 0,342
AHR (chl) [0,258 0 ** 0,109
PSI (LP) |0,099 0,022 * 0,617
PSI(S) |0,511 0,655 0,847
PSI (chl) |0,392 0,262 0,651

chla (LP) |0,030* |0 ** 0,851
chla(S) [0,500 0,137 0,893
chlb (LP) [0,172 0 ** 0,354
chib(S) (0,672 0,030* |0,891
chl (LP) [0,035* |0 ** 0,777
chi (S)  [0,622 0,107 0,931

kar (LP) |0,126 0,034* 0,825
kar(S) 0,837 0,568 0,967
chlab  [0,014* 0,438 0,459
chikar _ |0,218 0 ** 0,830
SpHm _ |0213 0,004 ** 0,762
RWC 0,002 ** 0,471 0,653
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Tab. 9. Vysledky analyzy variance dvojného tFidéni s interakcemi pro hodnoty
funk¢nich fotosyntetickych charakteristik pro pokus B (obnova) a pokusnou sérii L
Uvedeny jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroje proménlivosti G (genotyp), P
(p&stovani) a jejich vzajemné interakce, G x P. Statisticka signifikance: p < 5% *, p <
1% **,

G P GxP
AHR (LP) | 0,091 0,045* 0,993
AHR (S) 0,864 0012* |1
AHR (chl) |0,105 0,003 ** |0,821

PSI (LP) [0,336 0 ** 0,791
PSI (S) 0,596 0 ** 0,763
PSI (chl) [0,107 0,522 0,524
chla (LP) [0,828 0 ** 0,936
chla(S) [0,273 0 ** 0,830
chlb (LP) [0,950 0 ** 0,799
chlb(S) [0,212 0 ** 0,714
chl (LP) |0,878 0 ** 0,905
chl (S) 0,258 0 ** 0,805
kar (LP) (0,794 Q ** 0,850
kar (S) 0,050 * Q ** 0,962

chlab  |0,195 0,016 * |0,698
chl/kar 0,548 0,006 ** 0,600
SpHm 0,023 * 0,480 0,720
RWC 0,103 0,124 0,277

Tab. 10. Vysledky analyzy variance dvojného tFidéni s interakcemi pro hodnoty
funkénich fotosyntetickych charakteristik pro pokus B (obnova) a pokusnou sérii IL.
Uvedeny jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroje proménlivosti G (genotyp), P
(péstovani) a jejich vzajemné interakce, G x P. Statisticka signifikance: p < 5% *, p <
1% **.

G P GxP
AHR (LP) |0 ** 0,093 0,652
AHR (S) [0,002** 0,054 0,816
AHR (chl) [0,002** [0,035* 0,110
PSI(LP) |0,018* |0,002** |0,329
PSI (S) 0,273 0,003 ** 0,299
PSI(ch) |0,022* 0,167 0,940

chla (LP) |0,406 0 ** 0,509
chla(S) |0,643 0,002 ** 0,425
chl b (LP) [0,381 0 ** 0,543
chlb(S) |0,664 0 ** 0,426
chl (LP) 0,389 0 ** 0,506
chl(S) 0,638 0 ** 0,415

kar (LP) |0,709 0,001 ** 0,601
kar (S) _ |0,190 0,005 ** 0,436
chlab  |0,925 0,098 0,988
chi/kar _ |0,379 0,020* |0,726
SpHm | 0,008 ** 0,845 0,293
RWC 0,076 0,388 0,366
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Tab. 11. Vysledky analyzy variance jednoduchého tiidéni pro hodnoty funké&nich
fotosyntetickych charakteristik u rostlin genotypu 704 v pokusné sérii L. Uvedeny
jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj proménlivosti P (pé&stovani). A/K
(stres/kontrola), B/K (obnova/kontrola). Statisticka signifikance: p < 5% *, p < 1% **.

Tab. 12. Vysledky analyzy variance jednoduchého tFidéni pro hodnoty funk&nich
fotosyntetickych charakteristik u rostlin genotypu 704 v pokusné sérii II. Uvedeny
jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj proménlivosti P (pé&stovani). A/K
(stres/kontrola), B/K (obnova/kontrola). Statisticka signifikance: p < 5% *, p < 1% **.

Tab. 11. Tab. 12.

1 704 A/K B/K 11 704 A/K B/K
AHR (LP) 0,971 0,171 AHR (LP) |0,058 0,079
AHR (S) |0,841 0,101 AHR (S) [0,050* [0,073
AHR (chl) |0,064 0,028 * AHR (chl) [0,001 ** {0,593
PSI(LP) |0,020*  |0,002 ** PSI(LP) 0,323 0,041 *
PSI(S) 0,051 0,013 * PSI(S) |0,897 0,075
PSI (chl) 0,291 0,399 PSI (chl) 0,418 0,341
chla (LP) 0,001 ** [0,018 * chla (LP) [0,392 0,079
chla(S) |0** 0,006 ** chla(S) [0,017* (0,072
chlb (LP) [0,002 ** 0,009 ** chlb (LP) [0,273 0,027 *
chib(S) |0** 0,003 ** chib(S) |0,001 ** [0,035*
chl (LP) |0 ** 0,005 ** chl (LP) (0,010 ** |0,057
chi(S)  |0,001 ** [0,015* chl(S) 0,369 0,057
kar LP) |0,040 * 0,004 ** kar (LP) |0,253 0,051
kar (S)  |0,052 0,017 * kar (S)  |0,785 0,103
chlab 0,798 0,021 * chlab 0,983 0,269
chi/kar 0,003 ** 0,035 * chi/kar _ |0,001 ** |0,259
SpHm 0,610 0,809 SpHm _ |0,078 0,573
RWC 0,890 0,250 RWC 0,782 0,075
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Tab. 13. Vysledky analyzy variance jednoduchého tFidéni pro hodnoty funk&nich
fotosyntetickych charakteristik u rostlin genotypu 2023 v pokusné sérii I. Uvedeny
jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj proménlivosti P (pé&stovani). A/K
(stres/kontrola), B/K (obnova/kontrola). Statisticka signifikance: p < 5% *, p < 1% **.

Tab. 14. Vysledky analyzy variance jednoduchého tFidéni pro hodnoty funkénich
fotosyntetickych charakteristik u rostlin genotypu 2023 v pokusné sérii IL. Uvedeny
jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj proménlivosti P (péstovani). A/K
(stres/kontrola), B/K (obnova/kontrola). Statisticka signifikance: p < 5% *, p < 1% **.

Tab. 13. Tab. 14.

12023 |AK B/K T 2023 |AK B/K
AHR (LP) (0,770 0,157 AHR (LP) |0,559 0,449
AHR (S) |0,498 0,061 AHR (S) 0,083 0,300
AHR (chl) [0,124 0,047 * AHR (chl) [0,011* 0,045 *
PSI(LP) |0,052 0,003 ** PSI(LP) |0 ** 0,022 *
PSI(S) 0,303 0,014 * PSI(S) 0,243 0,024 *
PSI(chl) 0,229 0,998 PSI (ch) 0,324 0,332
chla (LP) |0,063 0,011 * chla (LP) |0,079 0,000 **
chla(S) 0,003 ** 0,005 ** chla(S) |0,001 ** 0,003 **
chlb (LP) [0,020* 0,014 * chib (LP) |0,010 ** 0,002 **
chib(S) |0** 0,005 ** chib(S) |0** 0,001 **
chl (LP) 0,002 ** 0,005 ** chl (LP) |0,001 ** 0,002 **
chI(S) |0,050* 0,011 * chi(S) |0,050* 0,006 **
kar (LP) [0,017*  |0,003 ** kar LP) |0,046* 0,011 *
kar (S)  |0,480 0,006 ** kar (S) 0,333 0,030 *
chlab  |0,761 0,214 chlab 0,219 0,231
chVkar 0,001 ** |0,093 chikar |0 ** 0,005 **
SpHm 0,069 0,460 SpHm _ |0,019* |0,360
RWC 0,539 0,203 RWC 0,516 0,982
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Tab. 15. Vysledky analyzy variance jednoduchého t¥idéni pro hodnoty funké&nich
fotosyntetickych charakteristik pro pokus A (stres) v pokusné sérii L. Uvedeny jsou
hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj proménlivosti G (genotyp). Statisticka signifikance:
pP<5%*, p<1% **

Tab. 16. Vysledky analyzy variance jednoduchého t¥idéni pro hodnoty funké&nich
fotosyntetickych charakteristik pro pokus B (obnova) v pokusné sérii I. Uvedeny
jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj proménlivosti G (genotyp). Statisticka
signifikance: p < 5% *, p < 1% **.

Tab. 15. Tab. 16.

IA stres kontrola IB obnova kontrola
AHR (LP) /0,138 0,446 AHR (LP) [0,280 0,195
AHR (S) {0,223 0,655 AHR (S) [0,917 0,888
AHR (chl) |0,458 0,457 AHR (chl) 0,278 0,219
PSI(LP) |0,038* [0,245 PSI(LP) |0,364 0,647
PSI(S) 0,164 0,741 PSI(S) [0,837 0,627
PSI(chl) |0,181 0,162 PSI (chl) |0,124 0,491
chla(LP) [0,021* 0,744 chla (LP) (0,841 0,923
chla(S) [0,302 0,306 chla(S) |0,507 0,398
chib(LP) |0,022* 10,993 chlb (LP) 0,903 0,808
chib(S) [0,430 0,195 chib(S) [0,515 0,291
chi(LP) [0,018* 0,783 chl LP) |0,856 0,980
chl (S) 0,321 0,257 chl (S) 0,508 0,372
kar (LP) 0,375 0,669 kar (LP) (0,715 0,965
kar(S) 10,824 0,244 kar(S)  [0,100 0,240
chl a/b 0,258 0,665 chl a/b 0,559 0,202
chl/kar 0,086 0,685 chl/kar 0,563 0,908
SpHm 0,610 0,028 * SpHm 0,075 0,171
RWC 0,247 0,417 RWC 0.199 0,188
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Tab. 17. Vysledky analyzy variance jednoduchého tiidéni pro hodnoty funké&nich
fotosyntetickych charakteristik pro pokus A (stres) v pokusné sérii IL. Uvedeny jsou
hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj proménlivosti G (genotyp). Statisticka signifikance:
p<5%* p<1% **,

Tab. 18. Vysledky amalyzy variance jednoduchého tFidéni pro hodnoty funké&nich
fotosyntetickych charakteristik pro pokus B (obnova) v pokusné sérii II. Uvedeny
jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj proménlivosti G (genotyp). Statisticka
signifikance: p <5% *, p < 1% **.

Tab. 17. Tab. 18.

IIA stres kontrola IIB obnova kontrola
AHR (LP) |0,630 0,103 AHR (LP) (0,004 ** 10,034 *
AHR (S) |1 0,242 AHR (S) (0,010 ** 0,059
AHR (chl) | 0,669 0,117 AHR (chl) 0,012 * 0,086
PSI (LP) |0,444 0,118 PSI(LP) 0,257 0,041 *
PSI (S) 0,772 0,501 PSI (S) 0,966 0,173
PSI (chl) |0,812 0,243 PSI(chl) (0,117 0,109
chla (LP) [0,142 0,123 chl a (LP) [0,904 0,313
chla(S) (0,556 0,720 chla(S) 0,402 0,809
chlb (LP) |0,777 0,076 chl b (LP) |0,822 0,374
chlb(S) |0,709 0,836 chib(S) |0,344 0,817
chl (LP) {0,183 0,115 chl (LP) [0,885 0,318
chl (S) 0,677 0,786 chl (S) 0,381 0,808
kar (LP) (0,301 0,275 kar (LP) {0,910 0,563
kar (S) 0,853 0,915 kar (S) 0,177 0,691
chl a/b 0,030 * 0,214 chl a/b 0,952 0,933
chl/kar 0,276 0,510 chl/kar 0,721 0,379
SpHm 0,514 0,284 SpHm 0,024 * 0,188
RWC 0,024 * 0,030 * RWC 0,448 0,117

Ze statistického hodnoceni obsahu fotosyntetickych pigment vyjadfenych v pfepoétu
na jednotku listové plochy (LP) byly ziskany obdobné vysledky jako z hodnoceni
té€chto charakteristik v pfepo¢tu na jednotku suché hmotnosti (S). Reélnou situaci in
vivo vystihuje pfesnéji pfepocet na LP, proto pifepodet na S neni dale uvadén. Hodnoty
obsaht chlorofylu a a b vyjadfené v pfepo&tu na LP a S nejsou uvedeny. Jaké jsou
zmény té€chto charakteristik vyplyva z vyjadfeni obsahu chlorofylu a+b (pfepoéteno
na LP) graf (12.), z poméru chlorofylu a/b (graf 13.) a z pomé&ru celkového chlorofylu
a celkovych karotenoidi (graf 15.).
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Na nasledujicich grafech (graf 6. aZ 17.) jsou znazomény vysledky ziskané z mé&feni
funk&nich fotosyntetickych charakteristik rostlin. Uvedené zkratky znamenaji : AHR -
aktivita Hillovy reakce, PSI - aktivita fotosystému I, chl @ — obsah chlorofylu a, chl b -
obsah chlorofylu b, kar — obsah celkovych karotenoidii, SpHm — specificka hmotnost
listu, RWC - relativni obsah vody v listu, (LP) vztaZeno na jednotku listové plochy,
(S) - vztazeno na jednotku hmotnosti suSiny listu, (chl) - vztaZeno na jednotkové

mnozstvi chlorofylu.

Graf 6. Aktivita fotosystému 2 (AHR) vyjadfena v pfepoctu na jednotku listové
plochy (LP) v obou pokusnych sériich (I, II), pro oba pokusy (A i B) — srovnani
kontrolnich rostlin s rostlinami pod vlivem stresu, u obou genotypu (genotyp 704,
genotyp 2023). Uvedeny jsou primérné hodnoty a jejich stfedni chyby pruméru.
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Graf 7. Aktivita fotosystému 2 (AHR) vyjadfena v pfepo¢tu na jednotku suché
hmotnosti listové Eepele (S) v obou pokusnych sériich (I, IT), pro oba pokusy (A i B) —
srovnani kontrolnich rostlin s rostlinami pod vlivem stresu, u obou genotypu (genotyp
704, genotyp 2023). Uvedeny jsou primémé hodnoty a jejich stfedni chyby priméru.
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Graf 8. Aktivita fotosystému 2 (AHR) vyjadfena v pfepoftu na jednotku obsahu
chlorofylu (chl) v obou pokusnych sériich (I, II), pro oba pokusy (A i B) — srovnani
kontrolnich rostlin s rostlinami pod vlivem stresu, u obou genotypti (genotyp 704,
genotyp 2023). Uvedeny jsou prumé&mé hodnoty a jejich stfedni chyby priméru.
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Graf 9. Aktivita fotosystému I (PSI) vyjadiena v pfepotu na jednotku listové plochy
(LP) v obou pokusnych sériich (I, II), pro oba pokusy (A i B) — srovnani kontrolnich
rostlin s rostlinami pod vlivem stresu, u obou genotypt (genotyp 704, genotyp 2023).
Uvedeny jsou pruimérné hodnoty a jejich stfedni chyby priméru.
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Graf 10. Aktivita fotosystému I (PSI) vyjadiena v piepoftu na jednotku suché
hmotnosti listové Eepele (S) v obou pokusnych sériich (I, IT), pro oba pokusy (A iB) —
srovnani kontrolnich rostlin s rostlinami pod vlivem stresu, u obou genotypu (genotyp
704, genotyp 2023). Uvedeny jsou prumé&mé hodnoty a jejich stfedni chyby priméru.
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Graf 11. Aktivita fotosystému I (PSI) vyjadfena v pfepoftu na jednotku obsahu
chlorofylu (chl) v obou pokusnych sériich (I, II), pro oba pokusy (A i B) — srovnani
kontrolnich rostlin s rostlinami pod vlivem stresu, u obou genotypi (genotyp 704,
genotyp 2023). Uvedeny jsou primérné hodnoty a jejich stfedni chyby priméru.
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Graf 12. Obsah chlorofylu a+b vyjadreny v pfepo¢tu na jednotku listové plochy (LP)
v obou pokusnych sériich (I, II), pro oba pokusy (A i B) — srovnani kontrolnich rostlin
s rostlinami pod vlivem stresu, u obou genotypu (genotyp 704, genotyp 2023).
Uvedeny jsou pruimémé hodnoty a jejich stfedni chyby priméru.
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Graf 13. Pomér chlorofylu a a b pro rostliny péstované v obou pokusnych sérich (I,
IT), pro oba pokusy (A i B) — srovnani kontrolnich rostlin s rostlinami pod vlivem
stresu, u obou genotypu (genotyp 704, genotyp 2023). Uvedeny jsou primémé
hodnoty a jejich stfedni chyby priméru.
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Graf 14. Obsah celkovych karotenoidd (kar) vyjadieny v pfepoétu na jednotku listové
plochy (LP) v obou pokusnych sériich (I, II), pro oba pokusy (A i B) — srovnani
kontrolnich rostlin s rostlinami pod vlivem stresu, u obou genotypti (genotyp 704,
genotyp 2023). Uvedeny jsou primémé hodnoty a jejich stfedni chyby priméru.
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Graf 15. Pomér celkového chlorofylu a celkovych karotenoidu pro rostliny péstované
v obou pokusnych sériich (I, II), pro oba pokusy (A i B) — srovnani kontrolnich rostlin
s rostlinami pod vlivem stresu, u obou genotypi (genotyp 704, genotyp 2023).
Uvedeny jsou primérné hodnoty a jejich stfedni chyby priméru.
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Graf 16. Specificka hmotnost listu pro rostliny pé€stované v obou pokusnych sériich (I,
IT), pro oba pokusy (A i B) — srovnani kontrolnich rostlin s rostlinami pod vlivem
stresu, u obou genotypi (genotyp 704, genotyp 2023). Uvedeny jsou prumémé
hodnoty a jejich stfedni chyby priiméru.
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Graf 17. Relativni obsah vody v listech pro rostliny péstované v obou pokusnych
sériich (I, II), pro oba pokusy (A i B) — srovnani kontrolnich rostlin s rostlinami pod
vlivem stresu, u obou genotypi (genotyp 704, genotyp 2023). Uvedeny jsou prumémé
hodnoty a jejich stfedni chyby priméru.
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4.3. Ultrastrukturni charakteristiky chloroplasti

Pro statistické hodnoceni prikaznosti rozdili hodnot ultrastrukturnich
charakteristik chloroplasti byla stejné jako pfi hodnoceni funké&nich fotochemickych
charakteristik pouZita analyza variance trojného tfidéni s interakcemi k posouzeni
vlivii série (S), genotypu (G) a zptisobu pé&stovani (P, stres/kontrola, obnova/kontrola)
a jejich interakci Gx P, Gx S,Px Sa G x P x S, v ramci obou pokusi (A,B) v obou
sériich (I,II) na proménlivost méfenych znak.

Provedenim této analyzy bylo zisté&no, Ze vliv pokusné série v obou pokusech (A
i B) byl pro vétsinu charakteristik statisticky vysoce prikazny (tab. 19. a 20.) a proto

byla ziskana data nadale hodnocena pro jednotlivé série oddélené.

Déale byla pouZita analyza variance dvojného tfidéni s interakcemi, ktera
umoznila podrobn&jsi rozbor vysledkd. V této analyze nebyl zahrnut vliv pokusné
série (obé& série byly hodnoceny oddé&leng) jakoZto zdroje proménlivosti a tudiz bylo
mozno postihnout charakter zmén pod vlivem plisobeni zdrojii proménlivosti genotyp
(G) a zpusob pé&stovani (P, stres/kontrola, obnova/kontrola) a jejich vzajemnou
interakci G x P v jednotlivych sériich IA, IB a IIA, IIB.

Genotyp a zplsob péstovani byly prokazany jako statisticky vyznamny zdroj
proménlivosti u fady ultrastrukturnich charakteristik v obou pokusech v obou sériich.
Statisticky prikazné interakce G x P pro objemovou hustotu plastoglobuld byly v
obou sériich zjiStény u pokusu B (obnova) (tab. 22.). V sérii II byla u pokusu A (stres)
statisticky prikazna interakce v poméru délky fezu chloroplastem ku S$ifce fezu
chloroplastem (tab. 23.) a u pokusu B byly prikazné interakce také v mnoZstvi
intergranalnich tylakoidi, tylakoidu celkové a v pomé&ru D/S (tab. 24.).

Nakonec byla provedena analyza variance jednoduchého tfidéni oddélené pro
zdroje proménlivosti: zplsob p&stovani (P, stres/kontrola, obnova/kontrola) a genotyp
(G) v jednotlivych sériich v ramci obou pokusu.

Pro zdroj proménlivosti p&stovani (P) byla zji§téna u genotypu 704 prukazné
vys$§i objemova hustota plastoglobulii u rostlin stresovanych nez u rostlin kontrolnich,
v obou sériich v obou pokusech (tab. 25. a 26.). Dale byl u rostlin péstovanych
v hypoxickém prostfedi prikazny rozdil vD/S (pomér délky a Sitky fezu
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chloroplastem) - menSi pomér (kulat&si chloroplasty), v sérii II (tab. 26.), u rostlin
ovlivnénych posthypoxickym stresem byl tento rozdil prikazny v sérii I (tab. 25.), ale
v opaéném smyslu (plossi chloroplasty). V sérii IIB byla navic u stresovanych rostlin
vét§i objemova hustota periferniho retikula (tab. 26.). U genotypu 2023 byla také
vys§i objemova hustota plastoglobulti u rostlin stresovanych nez u rostlin kontrolnich,
ale jen v sérii I, v sérii IIA byl tento rozdil nepriikazny, v sérii IIB prikazny, ale
vopatném smyslu (tab. 27. a 28.). Pomér D/S — vétsi pomér byl prikazny u
posthypoxického stresu v obou sériich (tab. 27. a 28.). V sérii IB bylo priikazné vice
periferniho retikula (tab. 27). V sérii I[IB bylo prikazné vice granalnich i v§ech
tylakoidd a méné stromatu, coZ samoziejmé souvisi s mnoZstvim tylakoidi (tab. 28.).
Pro zdroj proménlivosti genotyp (G) bylo zjisténo, Ze u genotypu 704 je u
stresovanych rostlin v sérii IA priikazné vy$§i granalita chloroplastd nez u genotypu
2023 (tab. 29.). V sérii ITIA byly zjistény prikazné rozdily mezi genotypy v objemové
hustoté& plastoglobuli a poméru D/S (tab. 31.). U kontrolnich variant nebyly v pokusu
A Zadné priikkazné rozdily zjistény (tab. 29. a 31.). V pokusu B byly mezi genotypy
prikazné rozdily, u stresovanych rostlin v obou sériich v objemové hustoté granalnich
tylakoidd a plastoglobuld (tab. 30. a 32.). V sérii IB byly navic rozdily mezi genotypy
v granalit€ a mnoZstvi stromatu (tab. 30.) a v sérii IIB v intergranalnich tylakoidech,
tylakoidech celkové a v poméru D/S (tab. 32.). U kontrolnich rostlin v sérii IB byl
prikazny rozdil v objemové hustoté granalnich a vech tylakoidi a objemové hustoté

stromatu (tab. 30.), v sérii IIB byl prikazny rozdil v poméru D/S (tab. 32.).

V nasledujicich tabulkach (tab. 19. aZ 32.) jsou uvedeny vysledky statistického
zpracovani dat ziskanych z méfeni ultrastrukturnich charakteristik chloroplastu.
Uvedené zkratky znamenaji : TG - tylakoidy granalni [%)], TI - tylakoidy
intergranalni [%], TC — tylakoidy celkové [%], G — granalita [%], PG — plastoglobuly
[%], PR — periferni retikulum [%], S — stroma [%], D/S - délka fezu
chloroplastem/Sitka fezu chloroplastem. TG, TI, PG, PR a S jsou objemové hustoty
(relativni parcialni objemy), TC = TG+TI, G = TG/TC. D a S byly méfeny na

pfiblizné mediannich fezech chloroplasty.
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Tab. 19. Vysledky analyzy variance trojného tFidéni s interakcemi pro hodnoty
stereologickych charakteristik pro pokus A (stres). Uvedeny jsou hladiny
vyznamnosti (p) pro zdroje proménlivosti G (genotyp), P (péstovani) a S (série) a
jejich vzajemné interakce, Gx P, Gx S, P x S, G x P x S. Statisticka signifikance: p <
5% *, p < 1% **.

G P S GxP GxS PxS GxPx
S

TG 0,122 0,210 0 ** 0,906 0,339 0,311 0,544
TI 0,253 0,662 Q ** 0,996 0,736 0,677 0,328
TC 0,599 0,463 0 ** 0,921 0,578 0,282 0,896
G 0,047 * (0,212 0 ** 0,842 0,279 0,600 0,303
PG 0,005 ** [0 ** 0,032 * (0,345 0,058 0,043 * 10,542
PR 0,532 0,450 0 ** 0,306 0,164 0,704 0,050 *
S 0,365 0,905 0 ** 0,994 0,290 0,679 0,532
D/S 0,414 0,573 0,120 0,043 * |0,011* |0,056 0,028 *

Tab. 20. Vysledky analyzy variance trojného tiidéni s interakcemi pro hodnoty
stereologickych charakteristik pro pokus B (obmova). Uvedeny jsou hladiny
vyznamnosti (p) pro zdroje proménlivosti G (genotyp), P (pé&stovani) a S (série) a
jejich vzajemné interakce, Gx P, Gx S, P x S, G x P x S. Statisticka signifikance: p <
5% *, p<1% **.

G P S GxP GxS PxS GxPx
S
TG 0,670 0,754 0 ** 0,185 0 ** 0,052 0,227
TI 0,972 0,695 0 ** 0,048 * 10,822 0,618 0,111
TC 0,153 0,622 0 ** 0,023 * 10,002 ** (0,226 0,052
G 0,115 0,803 0 ** 0,432 0,022 * 0,203 0,936
PG 0 ** 0 ** 0,808 0 ** 0,201 0,022 * [0,170
PR 0,584 0,001 ** (0 ** 0,656 0,974 0,965 0,327
S 0,002 ** |0,151 0 ** 0,238 0,002 ** {0,494 0,112
D/S 0,132 0 ** 0,502 0 ** 0,165 0,196 0,002 **
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Tab. 21.

Vysledky analyzy variance dvojného tFidé€ni s interakcemi pro hodnoty

stereologickych charakteristik pro pokus A (stres) a pokusnou sérii I. Uvedeny jsou
hladiny vyznamnosti (p) pro zdroje proménlivosti G (genotyp) a P (pé€stovani) a jejich
vzajemnou interakci, G x P. Statisticka signifikance: p < 5% *, p < 1% **.

G P GxP
TG 0,041* 0,063 0,549
TI 0,173 0,985 0,368
TC 0,373 0,137 0,979
G 0,021 * 0,180 0,352
PG 0496 |0 ** 0,801
PR 0,121 0,771 0,465
S 0,100 0,803 0,602
D/S 0,013* |0,065 |0,894

Tab. 22.

Vysledky analyzy variance dvojného tfidéni s interakcemi pro hodnoty

stereologickych charakteristik pro pokus B (obnova) a pokusnou sérii I. Uvedeny
jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroje proménlivosti G (genotyp) a P (pé&stovani) a
jejich vzajemnou interakci, G x P. Statisticka signifikance: p < 5% *, p < 1% **.

G P GxP
TG 0 ** 0,124 0,934
TI 0,850 0,916 0,698
TC 0,001 ** |0,227 0,808
G 0,006 ** | 0,268 0,603
PG 0,002 ** |0 ** 0,016 *
PR 0,729 0,024 * 10,338
S 0 ** 0,587 0,768
D/S 0,934 0 ** 0,678

Tab. 23.

Vysledky analyzy variance dvojného tiidéni s interakcemi pro hodnoty

stereologickych charakteristik pro pokus A (stres) a pokusnou sérii II. Uvedeny jsou
hladiny vyznamnosti (p) pro zdroje proménlivosti G (genotyp) a P (pé&stovani) a jejich
vzajemnou interakci, G x P. Statisticka signifikance: p < 5% *, p < 1% **.

G P GxP
TG 0,710 0,879 0,760
TI 0,633 0,613 0,560
TC 0,985 0,830 0,886
G 0,544 0,631 0,582
PG 0,002 ** | 0,006 ** 0,288
PR 0,615 0,458 0,053
S 0,925 0,742 0,695
D/S 0,245 0,365 0,006 **
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Tab. 24. Vysledky analyzy variance dvojného ti¥idéni s interakcemi pro hodnoty
stereologickych charakteristik pro pokus B (obnova) a pokusnou sérii II. Uvedeny
jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroje proménlivosti G (genotyp) a P (pé&stovani) a
jejich vzajemnou interakci, G x P. Statisticka signifikance: p < 5% *, p < 1% **.

G P GxP
TG 0,126 0,233 0,067
TI 0,881 0,608 0,041 *
TC 0,205 0,613 0,004 **
G 0,616 0,482 0,553
PG 0 ** 0,018 * |0 **
PR 0,666 0,011 * 10,690
S 0,962 0,143 0,057
D/S 0,035 * |0 ** 0 **

Tab. 25. Vysledky analyzy variance jednoduchého tFidéni pro hodnoty
stereologickych charakteristik u rostlin genotypu 704 v pokusné sérii I. Uvedeny
jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj proménlivosti P (péstovani). A/K
(stres/kontrola), B/K (obnova/kontrola). Statisticka signifikance: p < 5% *, p < 1% **.

Tab. 26. Vysledky analyzy variance jednoduchého tFidéni pro hodnoty
stereologickych charakteristik u rostlin genotypu 704 v pokusné sérii II. Uvedeny
jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj proménlivosti P (péstovani). A/K
(stres/kontrola), B/K (obnova/kontrola). Statisticka signifikance: p < 5% *, p < 1% **.

Tab. 25. Tab. 26.

1704 A/K B/K 11704 A/K B/K
TG 0,379 0,273 TG 0,761 0,639
TI 0,522 0,829 TI 0,455 0,115
TC 0,274 0,305 TC 0,824 0,099
G 0,774 0,660 G 0,455 0,409
PG 0 ** 0 ** PG 0,010 ** |0 **
PR 0,443 0,368 PR 0,380 0,039 *
S 0,846 0,557 S 0,970 0,767
D/S 0,204 0 ** D/S 0,007 ** (0,473
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Tab. 27. Vysledky analyzy variance jednoduchého tridéni pro hodnoty
stereologickych charakteristik u rostlin genotypu 2023 v pokusné sérii I. Uvedeny
jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj proménlivosti P (pé&stovani). A/K
(stres/kontrola), B/K (obnova/kontrola). Statisticka signifikance: p < 5% *, p < 1% **.

Tab. 28. Vysledky analyzy variance jednoduchého ti¥idéni pro hodnoty
stereologickych charakteristik u rostlin genotypu 2023 v pokusné sérii IL. Uvedeny
jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj proménlivosti P (pé&stovani). A/K
(stres/kontrola), B/K (obnova/kontrola). Statisticka signifikance: p < 5% *, p < 1% **.

Tab. 27. Tab. 28.

12023 A/K B/K 12023 |[A/K B/K
TG 0,081 0,283 TG 0,908 0,040 *
TI 0,529 0,742 TI 0,955 0,196
TC 0,316 0,497 TC 0,952 0,014 *
G 0,109 0,275 G 0,962 0,930
PG 0 ** 0,028 * PG 0,221 0,044*
PR 0,769 0,02 * PR 0,069 0,127
S 0,590 0,860 S 0,535 0,014 *
D/S 0,175 0,001 ** D/S 0,204 0 **

Tab. 29. Vysledky analyzy variance jednoduchého tFidéni pro hodnoty
stereologickych charakteristik pro pokus A (stres) v pokusné sérii I. Uvedeny jsou
hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj promé&nlivosti G (genotyp). Statisticka signifikance:
P<S5%*, p<1% **.

Tab. 30. Vysledky analyzy variance jednoduchého tFidéni pro hodnoty
stereologickych charakteristik pro pokus B (obnova) v pokusné sérii I. Uvedeny jsou
hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj proménlivosti G (genotyp). Statisticka signifikance:
P<5%* p<1% **.

Tab. 29.
IA stres kontrola
TG 0,072 0,290
TI 0,105 0,746
TC 0,510 0,546
G 0,043 * 0,261
PG 0,546 0,737
PR 0,152 0,503
S 0,120 0,437
D/S 0,081 0,075

Tab. 30.
IB obnova |kontrola
TG 0,011 * {0,005 **
TI 0,902 0,616
TC 0,060 0,006 **
G 0,027 * 10,095
PG 0,003 ** 10,426
PR 0,707 0,264
S 0,003 ** 10,002 **
D/S 0,774 0,743
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Tab. 31. Vysledky analyzy variance jednoduchého tFidéni pro hodnoty
stereologickych charakteristik pro pokus A (stres) v pokusné sérii II. Uvedeny jsou
hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj proménlivosti G (genotyp). Statisticka signifikance:
P<5%* p<1% **

Tab. 32. Vysledky analyzy variance jednoduchého tFidéni pro hodnoty
stereologickych charakteristik pro pokus B (obnova) v pokusné sérii IL. Uvedeny
jsou hladiny vyznamnosti (p) pro zdroj proménlivosti G (genotyp). Statisticka
signifikance: p < 5% *, p < 1% **.

Tab. 31. Tab. 32.
ITA stres kontrola IIB obnova |kontrola
TG 0,966 0,600 TG 0,038 * 10,798
TI 0,945 0,421 TI 0,031 * |0,251
TC 0,936 0,894 TC 0,004 ** 10,209
G 0,970 10,379 G 0,813 0,486
PG 0,005 ** (0,117 PG 0 ** 0,606
PR 0,100 0,289 PR 0,669 0,982
S 0,756 0,814 S 0,185 0,146
D/S 0,013 * 10,197 D/S 0 ** 0,005 **

Na nasledujicich grafech jsou znazornény vysledky kvantitativniho hodnoceni
jednotlivych ultrastrukturnich charakteristik chloroplasti. Data jsou znazornéna zvlast
pro jednotlivé genotypy, genotyp 704 a genotyp 2023, pro jednotlivé pokusné série
(pokusna série I a II) a pro jednotlivé pokusy (pokus A — hypoxicky stres a pokus B —
posthypoxicky stres). Uvedené zkratky znamenaji : TG — tylakoidy granalni [%], TI -
tylakoidy intergranalni [%], TC - tylakoidy celkové [%], PG — plastoglobuly [%], PR
— periferni retikulum [%], S — stroma [%] a D/S — délka fezu chloroplastem/Sitka fezu
chloroplastem. TG, TI, PG, PR a Sjsou objemové hustoty (relativni parcialni
objemy), TC = TG+TI, G = TG/TC. D a S byly méfeny na pfiblizné mediannich

fezech chloroplasty.
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Graf 18. Objemové hustoty ultrastrukturnich kompartmenti chloroplasti v obou
pokusnych sériich (I a II) pro oba pokusy (A i B) u genotypu 704. Uvedeny jsou
prumémé hodnoty a jejich stiedni chyby priméru.

1A 704 Whypexie 1B704 Eposihypaxie

A 704 Bhypoxie 18 704 | @pesthypoxie
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Graf 19. Objemové hustoty ultrastrukturnich kompartmentd chloroplasti v obou
pokusnych sériich (I a II) pro oba pokusy (A i B) u genotypu 2023. Uvedeny jsou
pramérné hodnoty a jejich stfedni chyby priméru.

1A 2023 mhypoxis 1B 2023 W posihypoxis

1A 2023 Whypexie NB 2023 Wposthypoxis
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Graf 20. Pomér délky a Sitky fezu chloroplastem (D/S) u obou sérii (I a II) v obou
pokusech (A i B) u obou genotypi (genotyp 704, genotyp 2023). Uvedeny jsou
primérné hodnoty a jejich stfedni chyby priméru.

8704 B 704 82023 = 2023

Graf 21. Granalita chloroplastti u obou sérii (I a II) v obou pokusech (A i B) u obou
genotypu (genotyp 704, genotyp 2023). Uvedeny jsou primémé hodnoty a jejich
stfedni chyby pruméru.
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S. DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo studium funkénich fotosyntetickych
charakteristik chloroplasti (aktivita Hillovy reakce a aktivita fotosystému I, obsah
chlorofylu a, b a karotenoidu a jejich vzajemné poméry, relativni obsah vody v listech
a jejich specificka sucha hmotnost), morfologickych charakteristik rostlin (délka lista,
vyska rostlin) a zejména ultrastrukturnich stereologickych charakteristik chloroplasti
v burikach mezofylu u dvou inbrednich linii kukufice (Zea mays L.), genotypu 704 a
genotypu 2023, které byly pé&stovany v optimalnich a hypoxickych podminkach - pfi
zaplaveni kofenového systému. Dale byly porovnavany jednotlivé parametry i u
kontrolnich rostlin a stresovanych rostlin navracenych po devitidenni periodé
pusobeni stresu na dvacet dni do optimalnich podminek - posthypoxicky stres. Pokus
byl proveden ve dvou opakovanich, pokusna série I a pokusna série II. Problematikou
pusobeni hypoxického stresu na nadzemni nezaplavené €asti rostlin se zabyvalo jen
malo autorli, vlivem na chloroplasty zejména Wample a Davis (1983), Hurng a Kao
(1993), Daugherty et al. (1994), Ladygin (1999, 2004) a Bragina et al. (2004).
Problematikou puisobeni posthypoxického stresu na chloroplasty se nezabyval nejspiSe
nikdo. Pusobeni hypoxického/posthypoxického stresu kofenového systému na
morfologii, ultrastrukturu a funkci fotosyntetického aparatu neni tudiz dostatecné

probadano.

5.1. Morfologické charakteristiky a vzhled rostlin

Porovnanim pokusnych rostlin s rostlinami kontrolnimi bylo zji§téno, ze délka
listd studovanych rostlin byla mensi u pokusnych rostlin. Pokusné rostliny i na pohled
vykazovaly hor§i kondici. Negativni ovlivnéni ristu souvisi s pusobenim
hypoxického/posthypoxického stresu kofenového systému, tento jev byl jiz dfive
pozorovan (Bragina et al. 2004). Soudi se, Ze zpomaleni ristu je obecnou reakci na
hypoxické podminky.

Béhem prvnich péti dnii puisobeni stresu bylo u pokusnych rostlin pozorovano
Cervenani bazi stonkl (pfedevsim u genotypu 704). Devaty den pusobeni stresu byla
jiz odezva rostlin komplexnéj§i. Stonky pokusnych rostlin byly ervené, coz mize byt

privodnim jevem hromadéni antokyanud v pletivech. 1. list byl suchy nebo hnijici, coz
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je ziejmé zptisobeno urychlenou senescenci tohoto listu. Bragina ef al. (2004)
pozorovaly u rostlin kukufice ovlivnéné hypoxickym stresem pfed€asnou senescenci.
Tento jev byl pozorovan i v naSich pokusech. 2. list byl Zluty ¢&i Zloutnouci, v téchto
listech dochazi ke chloréze zpusobené nejspiSe degradaci chlorofylu, tento jev
popisuje ve své praci provadéné na hrachu setém Ladygin (1999). Hurng a Kao
(1993) pozorovali u rostlin tabaku niZ§i obsah chlorofylu uZz po dvou dnech zaplaveni
kofeni. Chlor6za muze byt zpusobena nejen degradaci chlorofylu, ale také
nedostate€nou syntézou chlorofylu nového, tento pfipad je popsan v praci Ladygin
(2004), hypoxicky stres byl v Ladyginovych pokusech spojen jesté s pisobenim stresu
z nedostatku Zeleza. U mladsich listd naSich rostlin se objevilo pruhovani kolem
cévnich svazki a ve stfednim Zebru se objevila bila linka. Tato bila linka byla
pozorovana i u kontrolnich rostlin. V prvnim tydnu po ukon¢eni plsobeni stresu zacal
3. list Zloutnout a ostatni listy byly svétleji zelené nez listy kontrolnich rostlin. Tato
odezva stresovanych rostlin je zpusobena degradaci chlorofylu nebo jeho

nedostatenou syntézou jak uz bylo uvedeno vyse.

5.2. Specificka hmotnost listu a funk&ni fotosyntetické charakteristiky
chloroplastti

Specificka hmotnost listu byla u pokusnych rostlin po ptsobeni hypoxického
stresu niz8i neZ u rostlin kontrolnich (v obou pokusnych sériich u obou genotypt),
aviak pouze ve II. sérii u genotypu 2023 byl tento rozdil statisticky priikkazny. Stejny
efekt, snizeni specifické hmotnosti listu po pisobeni hypoxického stresu, pozorovali
Daugherty et al. (1994) u rostlin Brassica rapa. Po pisobeni posthypoxického stresu
byla specificka hmotnost listu niz§i u rostlin kontrolnich, u genotypu 2023 v obou
pokusnych sériich a u genotypu 704 v 1. pokusné sérii. Zadny z téchto rozdila viak
nebyl statisticky prikazny. Tento jev miize mit spojitost s tim, Ze v disledku plsobeni
hypoxického stresu doSlo u viech pokusnych rostlin, s vyjimkou rostlin v I. sérii u
genotypu 2023, ke zvySeni relativniho obsahu vody (Zadny z téchto rozdila vSak
nebyl statisticky prikazny). Av$ak stejnou odezvu vykazovaly rostliny po pulsobeni
stresu posthypoxického s vyjimkou genotypu 704 ve II. pokusné sérii (ani zde vSak
nebyl Zadny ztéchto rozdild statisticky prikazny). Tento jev je v rozporu s daji

vyskytujicimi se v literatufe (uvadi se, RWC se b&hem pusobeni hypoxie vétsinou
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nezvy3uje, o posthypoxii Zzadné informace uvedeny nejsou). Piesto se lze domnivat,
Ze pokles specifické hmotnosti listu miZe byt zplsoben zvySenim relativniho obsahu
vody v listu. Po pisobeni posthypoxického stresu doSlo u pokusnych rostlin ke
zvySeni jak specifické hmotnosti listu tak i relativniho obsahu vody (s vyjimkou
genotypu 704 ve II. pokusné sérii). To muZe byt zplsobeno tim, Ze rostliny byly na
stresové podminky jiZ adaptovany a vykazovaly jiz normalni riist. Tento jev, obnoveni
ristové kondice rostlin po del§im plsobeni stresu, pozorovaly ve svych pokusech

napf. Bragina ef al. (2004).

Mnoistvi fotosyntetickych pigmenti, chlorofylu a a b, po pisobeni
hypoxického i posthypoxického stresu u pokusnych rostlin vyrazné kleslo ve vSech
pfipadech, vétSinou prikazné. Pokles mnoZstvi fotosyntetickych pigmentd (chlorofylu
a a b) také odpovida udajim uvadénym v literatufe, napf. Hurng a Kao (1993),
Daugherty et al. (1994), Ladygin (1999, 2004), naopak Bragina et al. (2004)
pozorovaly u rostlin kukufice po zaplaveni trvajicim 5 az 8 dni zvySeni obsahu
pigmentli, tento narust byl ale neprikazny. Pokles mnou zjistény byl vyraznéjsi po
pusobeni posthypoxického stresu. Pomér chl a/b byl vyrazné vys§i u stresovanych
rostlin (hypoxicky i posthypoxicky stres) neZ u rostlin kontrolnich, s vyjimkou
genotypu 704 v 1. pokusné sérii ovlivnéné hypoxickym stresem. Ke zvySeni poméru
chl a/b doslo v disledku vyraznéjsiho snizovani chl b oproti chl a. Moje vysledky
potvrzuji hypotézu, Ze pisobeni posthypoxického stresu ovliviiuje rostliny vice nez
pusobeni stresu hypoxického (VanToai a Bolles 1991, Crawford a Braendle 1996 a
Beamelt ef al. 1998). V piipadé pusobeni jinych stresti (stres sucha, nadmérna salinita)
na fotosyntetické pigmenty byly pozorovany stejné odezvy rostlin, jako po pisobeni
posthypoxického stresu, a to vyznamné sniZeni obsahu chlorofyld, zvySeni poméru chl
a/b v dasledku sniZzovani obsahu chl 4. Po ptlisobeni téchto stresi jsou zmény ve
sloZeni pigmenti ziejmé dusledkem pusobeni silného fotooxida¢niho stresu. To bylo
prokazano na zakladé udaji o zvySené aktivaci enzymi zneskodtujicich ROS b&hem
téchto typu stresu. Je zajimavé, Ze u takovychto typu stresd dochazi vidy
k vyraznéj§imu poklesu chl » oproti chl a To muZe byt zplisobeno vétSim
zastoupenim chl & v PSII, ktery je za stresu vice poskozovan plisobenim ROS neZ
PSI. Mira degradace (nebo sniZeni syntézy) chl b a zvySeni poméru chl a/b mize byt
ukazatelem miry pusobeni fotooxidaéniho stresu. V tomto pfipadé by vysledky

uvedené v této praci byly v souladu se studiemi, které dokumentuji mensi poskozeni
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rostlin fotoinhibici pfi hypoxii. Oproti tomu poSkozeni rostlinnych funkci pfi
posthypoxii je v&tsi v porovnani s pfimym pusobenim stresu v dusledku fotooxidace
(VanToai a Bolles 1991, Crawford a Braendle 1996 a Beamelt ef al. 1998). Z toho lze
usuzovat, ze zvySovani poméru chl a/b miZe souviset s aktivaci enzymu
zneSkodiujicich ROS. Nejednoznaéné udaje uvadéné v literatufe mohou byt
zplsobeny tim, Ze pokusy zaméfené na studium pisobeni hypoxického stresu byly
provadény za nestejnych podminek, zejména pokud jde o délku trvani zaplaveni.
Dalsimi faktory ovliviiujicimi provadény pokus jsou napfiklad teplota nebo mira
ozafenosti. S prodluzujici se dobou trvani zaplaveni dochazi k prohlubovani
negativnich vlivii pusobicich na rostliny. Vlivem hypoxie zfejmé& dochazi k mensimu
poskozeni rostlinnych funkci vlivem fotooxidace, tedy niz§i produkci ROS, a proto
neni v ¢asnych fazich trvani stresu aktivovan komplex enzymu zneskodiiujicich ROS
(VanToai a Bolles 1991). Pfi dlouhodobé&jsim pusobeni hypoxie se jiz fotooxida¢ni
efekty zesiluji (VanToai a Bolles 1991), jsou aktivovany antioxidatni enzymy a
dochazi ke zvySeni poméru chl a/b.

Mnozstvi chlorofyli a miru jejich syntézy (degradace) b&hem stresu je nutné
brat v souvislosti s mnoZstvim pigment-proteinovych svétlosbérnych kompexa (Hola
1999). Chlorofyl b se vyskytuje pouze v pigment-proteinovych komplexech vnéjsich
svétlosbérnych antén, zatimco chlorofyl a je vazan jak na reak¢ni centra, tak na vnéjsi
i vnitini svétlosbémné antény obou fotosystémi. Snizovani obsahu chlorofylu a tedy
muze byt zpusobeno jak sniZovanim poétu reakénich center, tak i snizovanim poctu
svétlosbérnych antén. K tomuto druhému jevu dochazi &astéji, nebot pokles obsahu
chl b je vyrazné&jsi. AvSak Ladygin (1999) piedpoklada, Ze asté&ji dochazi ke snizeni
poétu reakénich center nez ke zméné pigment-proteinovych komplext, coz odporuje

teorii o lepsi ochrané& PSII, ktery je vice nachylny k fotooxidaci nez PSI.

Mnozstvi karotenoidu pod vlivem pusobeni hypoxického/posthypoxického
stresu vyrazné kleslo, pouze s vyjimkou hypoxického stresu ve II. pokusné sérii, ve
vétsiné pripadi byl tento pokles statisticky prikazny. Vyraznéj§i pokles byl
zaznamenan po pusobeni posthypoxického stresu, coZ potvrzuje teorii, Ze rostliny jsou
vice ovlivnény plasobenim posthypoxického stresu neZ pisobenim stresu
hypoxického.

Ve viech pfipadech také doflo ke sniZeni poméru celkovych chlorofyli ke

karotenoidiim a to ve vétsiné pfipadi statisticky prikazné€. Pisobeni hypoxického
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stresu zplsobuje vyrazn&j§i destrukci chlorofylu oproti karotenoidim, ke stejnym
zavérim dospél i Ladygin (2004). Stejny vliv na rostliny ma zfejmé i posthypoxicky

stres.

Vlivem hypoxického/posthypoxického stresu nedoSlo u pokusnych rostlin ve
vétsiné piipadi k prikaznym zménam v aktivité fotosystému II — PSII , aktivita
Hillovy reakce. V literatufe se uvadi Ze PSII je mnohem citlivéjsi k pisobeni
hypoxického/posthypoxického stresu neZ PSI a to v disledku zvySené degradace
proteinu D1, ovlivnéné pifedevsim fotooxidaci. Aktivita Hillovy reakce, kterou lze
charakterizovat jako fotosyntetické uvoltiovani kysliku za soucasné redukce umélého
akceptoru elektoni, je vtomto pfipadé ukazatelem miry aktivity PSII, protoze
proteiny komplexu vyvijejictho kyslik jsou chemicky bud pfimo nebo
zprostiedkované vazany na protein D1. Tento protein je po pusobeni hypoxického/
posthypoxického stresu vétSinou nejvice poskozen. Tyto vysledky nasvéd¢uji tomu, Ze
kratkodoby hypoxicky stres nema vyrazny negativni vliv na aktivitu PSII, nebo také,
Zze pusobeni fotoinhibi¢niho efektu v disledku stresu zaplavenim pfinejmensim
v kratkém &asovém intervalu neni tak intenzivni, jako u ostatnich typu stresu ( napf.
po pusobeni stresu sucha nebo stresu zpuisobeného nadmérnou salinitou).

Ze ziskanych dat je ziejmé, Ze rozdily mezi hodnotami fotochemické aktivity
izolovanych chloroplasti mezi stresovanymi a kontrolnimi rostlinami zaviseji na
zpusobu pfepoétu (AHR/LP/S/chl). Piepo¢et AHR na LP a AHR na S dal téméf ve
vSech pfipadech stejné vysledky, aZ na rozdil v 1. sérii, u genotypu 704 po pisobeni
hypoxického stresu, zatimco pfi pfepoitu AHR (LP/S) a AHR (chl) se vysledky lisily
ve vSech pfipadech. Pfepoet AHR (LP/S) je zifejmé vyhodné&jsi pro porovnavani
vnitrodruhovych rozdili fotochemickych charakteristik nez pfepotet AHR (chl),
protoze lépe odpovida situaci in vivo. Tato domnénka je prezentovana i v nékterych
literarnich pramenech. Ale i po pfepoétu AHR (LP/S) mohou byt vysledky n€kdy
zkreslené. Piepotet AHR (LP) muZe byt ovlivnén napfiklad zménou tloustky listu a
pfi pfepotu AHR (S) musi byt bran zfetel na mozny vliv zmény RWC, ktery se
v prubéhu pisobeni stresu muze ménit. Pro vyjadfeni aktivity PSII je ve vétSiné
pfipadi pouzivan pfepofet AHR na jednotkové mnozstvi chlorofylu. Hodnoty AHR
(chl) zaviseji na mnoZstvi fotosyntetickych pigmenti vlistu. MnoZstvi
fotosyntetickych pigmenti vSak b&hem pulisobeni stresu vyrazné klesa, jak jiz bylo
diskutovano vyse. Pokles obsahu fotosyntetickych pigmenti ma za nasledek zvySeni
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absolutni hodnoty AHR (chl). Z provadénych méfeni (pfepocteno na chl) je mozné
shrnout, Ze po pusobeni hypoxického stresu se pruimérmé hodnoty AHR ve vétSiné
pfipadd zvysily, nebo se od kontrolnich hodnot pfili§ nelisily. Z toho 1ze usuzovat, ze
hypoxicky stres ovliviiuje aktivitu PSII méné&, neZ je tomu pii plsobeni jinych stresorti
(napt. pusobeni amitrolu, Pechova er al. 2003). Diky ziskanym vysledkum lze
pfedpokladat, Zze b&hem pilsobeni hypoxie/posthypoxie neni mnoZzstvi funké&nich
komplexti PSII ovlivnéno. Ladygin (2004) vSak ve svych pokusech pozoroval sniZeni
poctu reakénich center PS v souvislosti se zvétSenim LHC antény. Ladygin (1999)
vysvétluje sniZeni aktivity PSII, na zakladé provedenych pokusi, pfedpokladem, Ze
dochazi ke sniZzeni po€tu reakénich center a ne ke zméné pigment-proteinovych
komplexi. Pokusy provadéné Ladyginem vSak probihaly na rostlinaich hrachu,
mnohem citlivéj§ich k deficienci O;, nez je kukufice, jeZ byla pouzita v mych
pokusech. Kukufice se fadi mezi rostliny stfedné citlivé k hypoxickému/
posthypoxickému stresu, zatimco hrach patii mezi rostliny velmi citlivé.

AHR se pfi pfepo¢tu na LP a S mezi stresovanymi a kontrolnimi rostlinami nikdy
prikazné nelisila ( s vyjimkou hypoxického stresu u genotypu 704 ve II. sérii, kde
byly rozdily na hranici prikaznosti). Zato pfi pfepoétu AHR na chl byla u
stresovanych rostlin vZdy vyssi, vétsinou prukazné. Z toho lze vyvozovat, Zze PSII,
uskute€iiujici Hillovu reakci, je za hypoxického i posthypoxického stresu vykonnéjsi,

nez u kontrolnich rostlin.

Aktivita fotosystému I — PSI byla ve vétsiné pfipadi vyssi u kontrolnich rostlin
oproti rostlinam stresovanym, pfi pfepotu na LP a S, v nékterych pfipadech i
prikazné. Pfi pfepoctu na chl byly pozorovany rozdily rizné, v§ude vSak neprikazné.
Pokles aktivity PSI byl vétS§inou vyraznéj§i po pisobeni posthypoxického stresu.
V literatufe se objevuje, Ze PSI je méné citlivy k G¢inkim riznych abiotickych strest
nez PSII véetné pusobeni hypoxického stresu (napf. Dua et al. 1994). Vysledky moji
prace vSak témto udajum neodpovidaji. Z porovnani hodnot aktivit PSI a AHR
muzZeme usuzovat, ze aktivita PSI se pod vlivem stresu zaplavenim snizuje vice nez
aktivita PSII. Tento pokles je markantn&§i po pisobeni posthypoxického stresu.
Z toho vyplyva, Ze nezavisla aktivita komplexu PSI je pusobenim hypoxického stresu

negativné vice ovlivnéna neZ nezavisla aktivita komplexu PSII.
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5.3. Ultrastrukturni charakteristiky chloroplastti

Data pouZivana pro hodnoceni ultrastrukturnich charakteristik chloroplastt
v burikach mezofylu byla ziskana ze stereologického hodnoceni pfiblizné mediannich
fez  chloroplasty, kolmych na pfevladajici rovinu tylakoidd. Pusobeni
hypoxického/posthypoxického stresu ovliviiuje nejen ultrastrukturu chloroplastu, ale i
jejich tvar.

Pomér délky Fezu chloroplastem ku §ifFce Fezu chloroplastem D/S byl ve
vétsiné piipadd vétsi u stresovanych rostlin, nez u rostlin kontrolnich, s vyjimkou
genotypu 704 ve II. sérii, tj. chloroplasty stresovanych rostlin byly plossi. Tento rozdil
byl vyraznéj§i po pusobeni posthypoxického stresu. Z toho lze usuzovat, Ze i na
strukturni urovni posthypoxicky stres vice ovliviluje rostliny tomuto stresu vystavené,
ve srovnani se stresem hypoxickym.

Statisticky vyznamné rozdily mezi stresovanymi a kontrolnimi rostlinami byly
zji§tény vrelativnim parcidlnim objemu (objemové hustoté) plastoglobuli.
Plastoglobuly s nejvét§si pravdépodobnosti slouzi k ukladani lipidickych latek
vzniklych odbouravanim tylakoidnich membran. To vSak zfejmé neni jejich jedina
funkce, viz Austin ef al. (2006). Objemova hustota plastoglobult byla prikazné vyssi
u rostlin vystavenych jak hypoxickému, tak posthypoxickému stresu proti kontrole,
s vyjimkou genotypu 2023 ve II. sérii po pisobeni hypoxie — neprikazny rozdil a u
genotypu 2023 ve II. sérii po pisobeni posthypoxie — opaény rozdil, tj. vétsi objemova
hustota plastoglobulti u kontrolnich rostlin. Ve vét§in€ pfipadu byly zjiSt€né rozdily
vysoce statisticky prukazné. Tyto udaje odpovidaji udajim objevujicim se v literatufe.
Ladygin (1999, 2004) také pozoroval ve svych pokusech zvySeni poftu a rozméri
plastoglobuld. Hromadéni plastoglobuld v chloroplastech je typickym priivodnim
jevem senescence listd, jak uvadi napf. Kutik (1998) a také strest, viz napf.
Mostowska (1997). U kukufice byl zjistén rist objemové hustoty plastoglobuli za
chladového stresu (Kutik ef al. 2004). V této moji praci se vyrazné liSila objemova
hustota plastoglobuli u jednotlivych genotypii. Vyrazné vétsi objemova hustota
plastoglobuli byla pozorovana u rostlin genotypu 704 ve vSech piipadech,

v nékterych piipadech statisticky prikazné.
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Ve vétsiné pfipadi doslo ke zvySeni objemové hustoty periferniho retikula u
pokusnych rostlin oproti rostlinam kontrolnim, s vyjimkou hypoxického stresu u
genotypu 2023 v I. pokusné sérii a u genotypu 704 ve II. pokusné sérii. Téméf Zadny
ztéchto rozdili vSak nebyl statisticky prukazny. Periferni retikulum se uplatiiuje
zejména v transportnich procesech mezi dimorfnimi chloroplasty u C4 rostlin, mezi

které patfi i kukufice.

Co se tyka vlivu pisobeni hypoxického/posthypoxického stresu na tylakoidni
systém chloroplastl, je nutné konstatovat, Ze ziskané vysledky jsou nejednozna¢né.
Velky vliv na ziskana data méla pokusna série, i pfesto, Ze byla snaha tyto vlivy jiZ pfi
zakladani pokusii maximalné eliminovat. Hodnoty objemovych hustot TG, TI i TC
byly ve II. sérii vyrazné€ vyssi nez v prvni. Rozdily mezi stresovanymi a kontrolnimi
rostlinami byly vSak v obou sériich statisticky nepriikazné. Vyjimkou byla vyrazné
vy$§i hustota TG a TC po pusobeni posthypoxického stresu u genotypu 2023 ve II.
sérii. Nepriikazné byly rovnéz vechny zji§téné rozdily v granalité chloroplastti v obou
sériich. Ztéchto vysledkd vyplyva, Ze pusobeni jak hypoxického, tak
posthypoxického stresu na tylakoidni soustavu chloroplasti nema téméf Zadny
vyznamny vliv.

K podobnému zavéru dosli i Wample a Davis (1983), ti popsali, Ze u slune¢nice
ovlivnéné kofenovym hypoxickym stresem nedochazi ke zméné€ struktury
chloroplastd ani mitochondrii v listech. Jedinou vyjimkou je hromadéni $krobu
v mezofylovych chloroplastech. Naopak Hurng a Kao (1993) popsali na rostlinach
hrachu, rostliny velmi citlivé ke stresu zaplavenim, jiz po &tyfdennim pusobeni
hypoxického stresu kofenu, dilataci tylakoidnich membran. Také Ladygin (1999,
2004) pozoroval za kofenové hypoxie u hrachu degradaci tylakoidnich membran.
Tomuto dé&ji pfipisoval hromadéni plastoglobult, jakoZzto mist, ve kterych dochazi ke
hromadéni lipoidnich latek membran po jejich degradaci. K degradaci membran
ziejmé€ dochazi v disledku poruSeni integrity membrany a nasledné zvySené a
nekontrolované propustnosti pro ionty. Dochazi pfitom k dilataci tylakoidd
(Mostowska 1997). NaruSeni struktury tylakoidnich membran je do zna€né miry
ovlivnéno ROS, které pfi pusobeni hypoxického stresu vznikaji. Pfi pisobeni

posthypoxického stresu se tento efekt uplatiiuje jesté silnéji.
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V literatufe je C&asto popisovan vznik vyraznych Skrobovych inkluzi
v chloroplastech pfi kofenové hypoxii. Wample a Davis (1983) pozorovali u
zaplavenych rostlin slune¢nice vyrazné zvySeni po&tu a velikosti $krobovych inkluzi a
potvrdili hromadé&ni $krobu i analyticky. K tomuto jevu pravdépodobné dochazi
v dusledku naruseni (poklesu) transportu metaboliti floemem. Podle t&chto autort
miZe nadmémé hromadéni Skrobu zplsobit i pfed&asnou chlorozu listh, ktera je
obecnou reakci rostlin na stresové podminky. Také Daugherty et al. (1994)
zaznamenali u Brassica rapa objeveni se velkych $krobovych zrn v chloroplastech jiz
po ¢&tyfech dnech zaplaveni. Podle nich mohou tato zma u citlivéj§ich rostlin vyrazné
porusit grana chloroplasti. I Ladygin (2004) pozoroval ve svych pokusech
s rostlinami hrachu zvySenou produkci $krobu. Naopak Hurng a Kao (1993)
pozorovali u rostlin tabaku, pfi zaplaveni kofend, pokles mnozstvi $krobu asi o 2/3
oproti rostlinam kontrolnim, jiz po &tyfech dnech piisobeni stresu. Tento pokles byl
spojen se zvySenim aktivity a-amylazy. V moji praci nebylo Zadné hromadéni §krobu
pozorovano, tj. chloroplasty v butikach mezofylu neobsahovaly Skrobové inkluze, coz
je u kukufice, C4 rostliny NADP malatového typu, b&né. Skrobové inkluze
v chloroplastech BSC byly u stresovanych rostlin vét§inou vétsi a vyskytovaly se ve
v&t§im poctu, nez u rostlin kontrolnich. Kvantitativné vSak ultrastruktura BSC

chloroplastd v mé praci hodnocena nebyla a to zejména z ¢asovych divoda.

5.4. Zavér diskuze

Ve své praci jsem kvantitativné (stereologicky) hodnotila ultrastrukturu
chloroplastii stresovanych a kontrolnich rostlin. Pokusila jsem se tedy kvalifikované
odhadovat objemové hustoty (relativni parcialni objemy) jednotlivych komponent
chloroplastii. Tato méfeni probihala na ultratenkych fezech pomoci pravidelnych
bodovych rastrii, jak navrhli pro svételnou mikroskopii Gundersen a Jensen (1987) a
pro elektronmikroskopické studium ultrastruktury chloroplasti pouZili napf. Kutik et
al. (2004). Velmi pracné stereologické hodnoceni bylo provedeno u MC chloroplasti,
které maji u kukufice systém tylakoidi diferencovany na tylakoidy granalni a
tylakoidy intergranalni. Zde se daly ofekavat zajimavéj$i ultrastrukturni zmény pod

vlivem hypoxického a posthypoxického stresu nez u BSC chloroplasti. Suspenze
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chloroplastii, v nichz byly mé&feny fotochemické aktivity, byly také obohaceny o MC
chloroplasty.

Problémem vsech stereologickych hodnoceni ultrastruktury bunék je kwili jejich
pracnosti rozsah hodnoceného materidlu. Ctyfi hodnocené rostliny (listy) a 20
hodnocenych chloroplasti u kazdé varianty se osvédCily jako vhodné u podobného
materialu (Kutik ez al. 2004).

Obtizné fesitelny problém vznikl pfi hodnoceni posthypoxického stresu. Pro
méfeni fotochemickych charakteristik a obsahu fotosyntetickych barviv v listech je
potieba velké mnoZstvi rostlinného materialu. Pfi hodnoceni hypoxického stresu byl
pro uvedena méfeni i pro hodnoceni ultrastruktury chloroplastii bran u obou variant u
obou genotypa dospély, 4. list. Pfi hodnoceni posthypoxického stresu, o dvacet dni
pozdéji, bylo tifeba pro tato méfeni brat dalsi dospély, 5. list, zatimco pro hodnoceni
ultrastruktury chloroplastii bylo mozné brat 4. list (z omezeného poétu rostlin), ktery
uz ale zalinal starnout. Toto je tfeba brat v uvahu pfi srovnavani funkénich a
ultrastrukturnich charakteristik chloroplastu.

Rozdily mezi 1. a II. pokusnou sérii, které jsou patrné zejména v ultrastruktufe
chloroplastd, ale také v AHR (PL/S) nebo vpoméru chl ah, ziejmé€ souviseji
s Casovym posunem mezi sériemi a z toho plynoucimi zmé&nami v délce slune¢niho
svitu, ale také v aktualnim prib&hu podasi (obla¢nost, teploty). Zde se jako nevyhoda
mych pokusi ukazala nemoZnost péstovat tak rozsahly material v pfesné
kontrolovatelnych podminkach.

Ve srovnani s hodnocenim vlivu jiného abiotického stresu (chladovy stres, Kutik
et al. 2004) na tomtéz materidlu se ukazalo, Ze pisobeni stresu zaplaveni kofent
kukufice na fotosynteticky aparat je pon€kud jiné a méné vyrazné, zejména pokud jde
o ultrastrukturu chloroplasti. Po pusobeni chladového stresu dochazi pfedevsim
k redukci granalnich i intergranalnich tylakoidu, ale také k hromadéni plastoglobuli a
narustu periferniho retikula. Stres zde ov§em pusobi pfimo na fotosynteticky aparat,
nikoli zprostfedkované pfes metabolické a signalni drahy, jako je tomu u stresu
vyvolaného zaplavenim kofenového systému.

Srovname-li puisobeni hypoxického a posthypoxického stresu pfi zaplaveni
kofent kukufice na jeji fotosynteticky aparat, lze fici, Ze posthypoxicky stres vétSinou
ovliviiuje rostliny vyraznéji. Jak uvadim vavodni &asti diskuze, ziejmé Zzadny
z autoru, ktefi se zabyvali vlivem zaplaveni kofeni na chloroplasty, plsobeni

posthypoxického stresu nesledoval, a proto nemam s ¢im porovnat své udaje.
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Srovnani citlivosti obou studovanych genotypu kukufice ke stresu zaplavenim
kofeni je obtizné vzhledem k nejednoznanym vysledkim, které jsem ziskala. Rizné
charakteristiky fotosyntetického aparatu reagovaly na kofenovou hypoxii a
posthypoxii rizn€. Na zakladé rozdili v ultrastruktufe chloroplastd lze fici, Ze lépe
rostouci genotyp 2023 byl i pon€kud odolnéjsi ke stresu zaplavenim.

Za hlavni pfinos své prace povazuji zhodnoceni vlivu hypoxického i
posthypoxického stresu kofenového systému na funkéni a ultrastrukturni
charakteristiky fotosyntetického aparatu. Nejen funkéni, ale i ultrastrukturni
charakteristiky byly hodnoceny kvantitativné. Takto komplexni pojeti se dosud, pokud

je mi znamo, v Zadné praci neobjevilo.
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6. SOUHRN

Cilem této diplomové prace bylo posoudit vliv hypoxického a posthypoxického
stresu na fotosynteticky aparat. U pokusnych rostlin, kukufice seté (Zea mays L.)
dvou genotyp, lépe rostouciho 2023 a hife rostouciho CE704, byl zaplaven kofenovy
systém. Vzorky listové Cepele byly odebirany z plné vyvinutych (jiz nerostoucich)
listh. Sledovany byly morfologické a fyziologické charakteristiky rostlin,
fotochemické aktivity izolovanych chloroplasti, AHR a aktivita PSI, a zejména
ultrastruktura chloroplasti v butikich mezofylu. Rostliny byly hodnoceny na konci
devitidenniho hypoxického stresu a po dalSich dvaceti dnech pé&stovani v optimalnich
rustovych podminkach - posthypoxicky stres. Pokus byl proveden ve dvou
opakovanich.

Ukazalo se, Ze reakce rostlin kukufice na stres zaplaveni zavisi do zna¢né miry
také na jejich genotypu i na pokusné sérii. Zajimal mne pfedevsim vliv rizného
zpusobu péstovani — stres a poststresova reakce oproti kontrole. Bylo zji§téno, Ze pfi
hypoxickém i posthypoxickém stresu klesl ve srovnani s kontrolou, vétsinou
prikazné, obsah chlorofyli i karotenoidi vlistech a pomér chlorofylu ke
karotenoidiim byl vzdy niZ§i neZ u kontroly. Dale se ukazalo, Ze AHR pfi pfepoétu na
plochu listu nebo na suchou hmotnost se mezi stresovanymi a kontrolnimi rostlinami
nikde prikazné neliSila, ale pfi pfepo¢tu na mnoZstvi chlorofylu byla u stresovanych
rostlin vzdy vys§i, vétSinou prikazné. Z toho by se dalo vyvozovat, Ze fotosystém II,
uskuteciiujici Hillovu reakci, je za stresu vykonnéj§i. V aktivité fotosystému I nebyly
mezi rostlinami stresovanymi a kontrolnimi prikazné rozdily vét§inou nalezeny.

Prikazné rozdily zpravidla nebyly zjiStény ani ve specifické hmotnosti listti a
jejich relativnim obsahu vody.

Pokud jde o ultrastrukturu chloroplasti, ve druhé pokusné sérii byla zjisténa
napadné vyss§i objemova hustota (relativni parcialni objem ve chloroplastu) tylakoidi
v granech i tylakoidi intergranalnich nez vprvni séri. Vliv  hypoxického i
posthypoxického stresu na tylakoidy, snimiZz jsou spojeny fotochemické reakce
fotosyntézy, v§ak byl v obou sériich vétSinou neprikkazny. Pouze u genotypu 2023 ve
druhé pokusné sérii bylo tylakoidii prikkazné vice za posthypoxického stresu nez u
kontroly. Plastoglobuly jsou kompartmentem chloroplastii, kde se hromadi zejména

nevyuZité lipoidni latky z tylakoidnich membran. U genotypu CE704 byla zji§téna
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v obou sériich prikazné vy$§i objemova hustota tohoto kompartmentu za stresovych
podminek ve srovnani s kontrolou, vyraznéji za posthypoxie neZ za hypoxie — zfejmé
se zde scita stres a starnuti listd. U genotypu 2023 byla stejna situace v prvni pokusné
sérii, ale ve druhé sérii byl za hypoxie rozdil neprikazny, za posthypoxie prukazny,
ale vopaéném smyslu (vice plastoglobuli u kontroly). Podminky péstovani
ovliviiovaly s riznou prikaznosti také tvar chloroplasti v buitkach mezofylu, za stresu
byly chloroplasty spiSe vice zplosté&lé nez u kontroly.

Lze shrout, Ze zaplaveni kofenového systému puisobi na fotosynteticky aparat
kukufice, ale slabé&ji a méné jednoznaéné, nez jsem olekavala. Nejvyraznégjsi vliv ma
tento stres na obsah fotosyntetickych barviv v listech, na aktivitu fotosystému a

ultrastrukturu chloroplastti pisobi méné.

93



7. SEZNAM CITOVANE LITERATURY

Albrecht, G., Wiedenroth, E.M.: Protection against activated oxygen following
reaeration of hypoxically pretreated wheat roots. The response of the gluthatione
system. - J. exp. Bot. 45: 449-455, 1994.

Alscher-Herman, R., Jagendorf, A.T., Grumet, R.: Ribosome-thylakoid
association in peas. - Plant Physiol. 64: 232-235, 1979.

Ahmed, S., Nawata, E., Hosohawa-Domae, Y., Sakuratani, T.: Alterations in
photosynthesis and some antioxidant enzymatic activities of mungbean subjected to
waterlogging. — Plant Sci. 163: 117-123, 2002.

Austin, J.R., Frost, E., Vidi, P.A., Kessler, F., Staehelin, L.A.: Plastoglobules are
lipoprotein subcompartments of the chloroplast that are permanently coupled to
thylakoid membranes and contain biosynthetic enzymes. — Plant Cell 18: 1693-1703,
2006.

Barto§, J., Berkovd, E., Setlik, L: A versatile chamber for gas exchange
measurements in suspensions of algae and chloroplasts. — Photosyntetica 9: 395 — 406,
1975.

Beamelt, S., Keetman, U., Albrecht, G.: Re-aeration following hypoxia or anoxia
leads to activation of the antioxidative defence system in roots of wheat seedlings. -
Plant Physiol. 116: 651-658, 1998.

Biswal, B., Biswal, U.C.: Photosynthesis under stress: stress signals and
adaptive response of chloroplasts. — In: Pessarakli, M. (ed.): Handbook of Plant and
Crop Stress. 2™ Ed. Pp. 315-336. Marcel Dekker, Inc., New York, Basel 1999.

Biswal, U.C., Biswal, B., Raval, M.K.: Chloroplast Biogenesis. From Proplastid to
Gerontoplast. — Kluwer Academic Publishers, Dordrecht — Boston — London 2003.

Bliha, L., Hnili¢ka, F., Zieglerova, J.: Stres a stresor v rostlinné fisi. — In: Blaha, L.,
Hnilicka, F. (ed.): Rostlina a stres. Pp. 5-9. Vyzkumny tstav rostlinné vyroby, Praha
2003.

Bragina, T.V., Ponomareva, Yu.V., Drozdova LS., Grinieva, G.M.: Photosynthesis
and dark respiration in leaves of different ages of partly flooded maize seedlings. —
Russ. J. Plant Physiol. 51: 342-347, 2004,

Crawford, R.M.M.: Plant survival without oxygen. - Biologist 40: 110-114, 1993.

Crawford, R.M.M., Braendle, R.: Oxygen deprivation stress in a changing
environment. - J. exp. Bot. 47: 145-149, 1996.

Ciamporova, M., Mistrik, L: Rastlinn4 bunka v nepriaznivych podmienkach. - Veda,
Bratislava 1991.

94



Daugherty, C.J., Matthews, S.W., Musgrave, M.E.: Structural changes in
rapid — cycling Brassica rapa selected for differential waterlogging tolerance. - Can. J.
Bot. 72: 1322-1328, 1994,

Dua, A., Talwar, G., Singal, H.R., Singh, R.: CO; exchange, primary photochemical
reactions and enzymes of photosynthetic carbon reduction cycle in Brassica pods
during water stress and recovery. — Photosynthetica 30: 261-268, 1994.

Evert, R.F., Russin, W.A., Bosabalidis, A.M.: Anatomical and ultrastructural
changes associated with sink-to-source transition in developing maize leaves. — Int. J.
Plant Sci. 157: 247-261, 1996.

Grineva, G.M.: Regulyatsiya metabolizma u rastenii pri nedostatke kisloroda.
[Regulation of Metabolism in Plants upon Oxygen Deficiency]. - Nauka, Moscow
1975. (cit. podle Ladygin a Semenova 1999)

Gundersen, H.J.G., Jensen, E.B.: The efficiency of systematic sampling in
stereology and its prediction. - J. Microsc. 147: 229-263, 1987.

Hold, D.: Geneticky podminéné rozdily vobsahu a aktivit¢ nékterych slozek
thylakoidnich membran u inbredni kukufice (Zea mays L.). Doktorska prace, PiF UK,
Praha, 1999.

Hnili¢ka, F., Hnili¢kov4, H., Bliha, L.: Puisobeni vné&j§ich negativnich faktori na
rostliny, abiotické stresory. — In: Blaha, L., Hnili¢ka, F. (ed.): Rostlina a stres. Pp. 9-
34. Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Praha 2003.

Huddk, J.: Photosynthetic apparatus. - In: Pessarakli M. (ed.): Handbook of
Photosynthesis. Pp. 27-48. Marcel Dekker, Inc., New York, Basel, Hong Kong 1997.

Hudsik, J., Herich, R., Bobik, M.: Plastidy. - Veda, Bratislava 1983.

Hurng, W.P., Kao, C.H.: Loss of starch and increase of a — amylase activity in
leaves of flooded tobacco plants. - Plant Cell Physiol. - 34: 531-534, 1993.

Jackson, M.B., Drew, M.: Effects of flooding on growth and metabolism of
herbaceous plants. — In: Kozlowski, T. T. (ed.): Flooding and Plant Growth. Pp. 47-
128. Academic Press, Orlando 1984.

Justin, S.H.F.W., Armstrong, W.: The anatomical characteristics of roots and
plant response to soil flooding. - New Phytol. 106: 465-495, 1987.

Knacker, T., Ruzicka, J., Schaub, H.: Effect of oxygen concentration on the
structure and function of chloroplasts of the C4 — plant Amaranthus paniculatus L. —
Photosynthetica 18: 502-511, 1984.

Kondalovi, H., Pazourek, J.: Root dimorphism in flooded Carex gracilis Curt. -
Acta Univ. Carol. Biol. 31: 43-50, 1988.

95



Kubinova, L.: Recent stereological methods for the measurements of leaf anatomical
characteristics: estimation of volume density, volume and surface area. - J. exp. Bot.
44: 165-173, 1993.

Kutik, J.: Chloroplast development. — In: Sestak, Z. (ed.): Photosynthesis during Leaf
Development. Pp. 51-75. Academia, Praha 1985. Dr W. Junk Publ, Dordrecht —
Boston- Lancaster 1985.

Kutik, J.: The development of chloroplast structure during leaf ontogeny. —
Photosynthetica 35: 481-50S5, 1998.

Kutik, J., Benes, K.: Chloroplasty — fotosyntetizujici organely rostlinnych bunék. -
Biol. Listy 56: 292-318, 1991.

Kutik, J., Hola, D., Ko¢ova, M., Rothova, O., Haisel, D., Wilhelmova, N., Tich4,
L: Ultrastructure and dimensions of chloroplasts in leaves of three maize (Zea mays
L.) inbred lines and their F, hybrids grown under moderate chilling stress. -
Photosynthetica 42: 447 — 455, 2004.

Ladygin, V.G.: [Functional activity and chloroplast structure in leaves of Pisum
sativum and Glycine max under conditions of root hypoxia and anoxia.] — Fiziol. Rast.
46: 246-258, 1999. [In Russ.]

Ladygin, V.G.: The effect of root hypoxia and iron deficiency on the photosynthesis,
biochemical composition, and structure of pea chloroplasts.- Russ. J. Plant Physiol.
51: 28-40, 2004.

Ladygin, V.G., Semenova, G.A.: Functional activity and the structure of
chloroplasts in pea leaves under root hypoxia and anoxia. - Biology Bulletin 26: 123-
133, 1999.

Larcher, W.: Physiological Plant Ecology. Ecophysiology and Stress Physiology of
Functional Groups. Fourth Edition. - Springer-Verlag, Berlin-Heidelberg 2003.

Lawlor, D.W.: Photosynthesis. Third Edition.- BIOS Scientific Publishers Limited,
Oxford 2001.

McKersie, B.D., Leshem, Y.Y.: Stress and Stress Coping in Cultivated Plants. -
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, Boston, London 1994.

Minchin, F.R., Pate, J.S.: Effects of water, aeration and salt regime on nitrogen
fixation in a nodulated legume - definition of an optimum root environment. - J. exp.
Bot. 26: 60-69, 1975.

Mostowska, A.: Environmental factors affecting chloroplasts. — In: Pessarakli, M.
(ed.): Handbook of Photosynthesis. Pp. 407-426. Marcel Dekker, Inc., New York,
Basel, Hong Kong 1997.

Natr, L.: Fotosyntéza. — In: Prochazka, S. et al.: Fyziologie rostlin. Pp. 124-173.
Academia, Praha 1998.

96



Nilsen, E.T., Orcutt, D.M.: The Physiology of Plants under Stress. - John Wiley
& Sons, Inc., New York, Chichester, Brisbane, Toronto, Singapore, Weinheim 1996.

Pechova, R., Kutik, J., Hold, D., Kofova, M., Haisel, D., Vi¢ankova, A.: The
ultrastructure of chloroplasts, content of photosynthetic pigments, and photochemical
activity of maize (Zea mays L.) as influenced by different concentrations of the
herbicide amitrole. — Photosynthetica 41: 127-136, 2003.

Pezeshki, S.R.: Plant Response to Flooding. — In: Wilkinson, R.E. (ed): Plant-
Environment Interactions. The University of Georgia, Griffin (Georgia) 1994.

Ponnamperuma, F.N.: Effects of flooding on soils. — In: Kozlowski, T. T. (ed.):
Flooding and Plant Growth. Pp. 10-45, Academic Press, Inc., Orlando 1984.

Porra, R.J.,, Thompson, W.A., Kriedemann, P.E.: Determination of accurate
extinction coefficients and simultaneous equations for assaying chlorophylls @ and b
extracted with four different solvents: verification of the concentration of chlorophyll
standards by atomic absorption spectroscopy. - Biochim. biophys. Acta 975: 384-394,
1989.

Pradet, A., Bomsel, J.L.: Energy metabolism in plant under hypoxia and anoxia. -
In: Hook, D. D. and Crawford, R. M. M. (ed.): Plant Life in Anaerobic Environments.
Pp. 89-118. Ann Arbor Sci. Publ., Ann Arbor (Michigan) 1978.

Rascio, N., De Bellis, L., Alpi, A.: Cell ultrastructure and some enzyme activities
in rice coleoptiles grown in air and in anoxia. - Physiol. Plant. 70: 223-227, 1987.

Reynolds, E.S.: The use of lead citrate at high pH as an electron-opaque stain in
electron microscopy. - J. Cell Biol. 17: 208-212, 1963.

Sachs, M.M., Freeling, M., Okomoto, R.: The anaerobic proteins of maize. -
Cell 20: 761-767, 1980.

Spurr, A.R.: A low-viscosity epoxy resin embedding medium for electron
microscopy .- J. ultrastruct. Res. 26: 31-43, 1969.

Subbaiah, C.C., Sachs, M.M.: Molecular and cellular adaptations of maize to
flooding stress. - Ann. Bot. 90: 119 — 127, 2003.

Sestik, Z.: Photosynthesis during Leaf Development. — Academia, Praha 1985. Dr W.
Junk Publ., Dordrecht — Boston — Lancaster 1985.

Thomson, W.W., Whatley, J.M.: Development of nongreen plastids. — Annu. Rev.
Plant Physiol. 31: 375-394, 1980.

VanToai, T.T., Bolles, C.S.: Postanoxic injury in soyabean (Glycine max) seedlings.
- Plant Physiol. 97: 588-592, 1991.

97



Vartapetian, B.B., Andreeva, LN., Kozlova, G.I.: The resistance to anoxia
and the mitochondrial fine structure of rice seedlings. - Protoplasma 88: 215-224,
1976.

Vodrazka, Z.: Fyzikalni chemie pro biologické védy. - Academia, Praha 1982.
Votrubova, O.: Anatomie rostlin. - Univerzita Karlova, Karolinum, Praha 1996.

Votrubovia, O., Kadefibek, J., Albrechtova, J.: Distribution of stomata on the
second leaf of Zea mays following root hypoxia. - Biol. Plant. 34: 115-119, 1992.

Wample, R.L., Davis, R'W.: Effect of flooding on starch accumulation in
chloroplasts of sunflower ( Helianthus annuus L.). - Plant Physiol. 73: 195-198, 1983.

Wilkinson, R.E.: Plant — Environment Interactions. — Marcel Dekker, Inc., New
York, Basel, Hong Kong 1994.

Wise, R.R., Hoober, J.K.: The Structure and Function of Plastids. - Advances in
Photosynthesis and Respiration, Volume 23. Springer, Dordrecht 2006.

Wroblewska, B., Mostowska, A., Poskuta, J.: The effect of oxygen
concentration on chloroplast development, chlorophyll synthesis and starch
accumulation in etiolated bean seedlings upon illumination. - Environ. exp. Bot. 34:
153-163, 1994.

98



8. Prilohy

V piilohach jsou wuvedeny (&iselné hodnoty naméfenych ultrastrukturnich
charakteristik chloroplasti a jejich stfedni chyby priméru — objemové hustoty
ultrastrukturnich soucasti chloroplasti a podil délky fezu chloroplastem ku Sifce fezu
chloroplastem (tabulka 33. a 34.). U chloroplasti mezofylovych bun€k byla méfena
objemova hustota granalnich a intergranalnich tylakoidi, periferniho retikula,
Skrobovych inkluzi a plastoglobulii, objemova hustota stromatu byla urCena jako
zbyvajici procenta do 100%. Granalnost byla vypocitana jako podil objemové hustoty
granalnich tylakoidd a objemové hustoty vSech tylakoidu.

V tabulkach 35. a 36. jsou uvedeny Ciselné hodnoty naméfenych
fotosyntetickych charakteristik listi a jejich stfedni chyby priméru. Byla méfena
aktivita Hillovy reakce, aktivita fotosystému I, obsah chlorofylu a, obsah chlorofylu
a obsah celkovych karotenoidu. Naméfené charakteristiky byly vztazeny na jednotku
listové plochy, jednotku hmotnosti suiny listu a jednotkové mnoZstvi chlorofylu.
Dale je zde uvedena specifickd hmotnost listu a relativni obsah vody v listu a jejich

stiedni chyby priméru.
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