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ABSTRAKT

Lesni porosty mohou fungovat jako vyznamna uloZisté, sinky uhliku, diky jeho
ukladani do rostlinné biomasy v procesu fotosyntézy a do pldy. Zvyseni koncentrace CO; ma
vliv na celou fadu fyziologickych procesu rostlin a proto je tfeba studovat jeji vliv i na
fotosynteticky aparat - anatomickou stavbu listu a ultrastrukturu chloroplastt. Cilem prace
bylo vyhodnotit zmény v ultrastrukture chloroplastl listl buku lesniho (Fagus sylvatica L.)
pod vlivem zvySené koncentrace CO; a rizné ozarenosti. Druhym cilem bylo vyhodnotit, zda
anatomické parametry ze stfedni ¢asti listu jsou reprezentativni pro celou ¢epel listu.

Stromy byly péstovany ve dvou kultivacnich sférach na experimentalnim stanovisti
Bily KFiz Centra vyzkumu globalni zmény AV CR, v.v.i. v Moravskoslezskych Beskydech. Listy
byly odebrany v r. 2010 z juvenilnich stromU buku lesniho zasazenych jako pétileté stromy v
r. 2005 a rostoucich v aktualni koncentraci COz (AC; 390ppm) a ve zvySené koncentraci CO;
(EC; 700 ppm).

Efekt EC se projevil ve zvySeném pomérném zastoupeni Skrobu na medidlnim fezu
chloroplastll a niz§im pomérném zastoupeni intergrandlnich thylakoidl (IGT), zatimco
pomér grandlnich thylakoidd ku intergranalnim thylakoiddm (GT/IGT) se zvysil. Ozarenost
méla vliv zejména na usporadani membranového systému thylakoidd. U stinnych listd byl
pozorovan vyssi podil jak GT, tak IGT. U podilu plastoglobuld byl pozorovan trend ke
zvySovani pfi EC a u slunnych listd. Z vysledkd je ziejmé, Ze oba sledované faktory maiji vliv na
ultrastrukturu chloroplastl listd buku.

Pfi porovnani referenéniho vzorku segmentu ze stfedu listu se vzorky ze stfedu listu
odebranymi pomoci systematicky rovhomérné nahodnym vybérem (SUR) bylo zjisténo, Ze se
liSi v zastoupeni granalnich thylakoidd. Je mozné uzavfit, zZe stied listu je referencni hodnota,

ktera vSak neni reprezentativni pro celou cepel listu.

Klicova slova: chloroplasty, ultrastruktura chloroplast(l, intergranalni thylakoidy, granalni

thylakoidy, plastoglobuly, PSI, PSII, stereologické metody, thylakoidy, Skrobova zrna.



ABSTRACT

Forest stands may act as important carbon storage places — sinks, due to carbon
allocation into both the plant biomass in the process of photosynthesis and the soil.
Enhancement of CO; concentration affects a whole range of plant physiological processes
and, thus, it is necessary to study its effect on photosynthetic apparatus - leaf anatomical
structure and chloroplast ultrastructure. The first aim of the Thesis was to evaluate changes
in chloroplast ultrastructure of common beech (Fagus sylvatica L.) under the effects of both
elevated CO; concentration and different irradiance. The second aim was to evaluate if the
anatomical parameters obtained from the middle part of the leaf are representative for the
whole leaf blade.

The trees were grown in glass domes at the Bily KFfiZ experimental site in the Beskids
Mountains (Czech Republic), owned by the CzechGlobe Institute. Leaves were sampled in
2010 from juvenile trees, which were planted in 2005 being 5-year old and cultivated since
then in ambient (AC; 390 micromol/mol) and elevated (EC; 700 micromol/mol) CO;
concentrations.

The EC effect was recorded to be an increased proportion of starch grains in the
chloroplast median section and decreased proportion of of intergranal thylakoids (IGT) while
the ratio of granal to intergranal thylakoids (GT/IGT) increased. The effect of irradiance was
observed particularly in the arrangement of thylakoid membrane system. Shade leaves
exhibited higher proportion of both GT and IGT. A trend of higher proportion of plastoglobuli
was observed for chloroplasts from EC-treated and sun leaves. The present results show that
both studied factors have their effect on chloroplast ultrastructure.

When comparing reference sample of leaf segment with the segments sampled by
systematic uniform random sampling (SUR) it was revealed that proportion of granal
thylakoids in the reference sample differed from other segments. It is possible to conclude
that the middle part of the leaf offers a reference value though not representative for the

whole leaf blade.

Key words: chloroplasts, chloroplast ultrastructure, intergranal thylakoids, granal thylakoids,

plastoglobuli, PSI, PSII, stereological methods, thylakoids, starch grains.
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1. UVOD

Zvysend koncentrace oxidu uhli¢itého CO; je v poslednich letech velice diskutované
téma. Oxid uhlicity je jednim z hlavnich sklenikovych plyni a jeho vyssi obsah v atmosfére by
mohl vést ke globalnimu oteplovani Zemé. Zvyseni teploty, byt jen o 2°C, by znamenalo
vyrazny zdsah do rovnovahy fungovani ekosystému. Rostliny pfijimaji atmosféricky CO» a
fotosyntézou ho zabudovavaji do svych pletiv. Rozsahlé lesni porosty mohou fungovat jako
vyznamnd ulozisté uhliku, diky jeho ukladani do pldy a rostlinné biomasy, a mit tedy
potencial sniZovat mnoZstvi CO; v atmosfére. K uvolfiovani oxidu uhli¢itého do atmosféry
dochazi zrostlinné biomasy respiraci, coz je opacny proces k fotosyntéze. ZvySena
koncentrace CO; vede k vyssi rychlosti fotosyntézy, nardstu rostlinné biomasy, a tedy i ke
zvySenému mnoZstvi oxidu uhli¢itého, ktery se nasledné dostane do ovzdusi procesem
respirace. ZvySena koncentrace CO; vede k rychlejsi asimilaci oxidu uhli¢itého a tim padem i
produkci asimilatll. Tyto cukerné asimilaty se ukladaji do chloroplastid bunék ve formé
asimilaéniho gkrobu. Skrobovd zrna tak mohou naru$ovat membranovy systém thylakoid(i
v chloroplastu.

Zvysena koncentrace CO; ma vliv tedy nejen na fotosyntézu, ale také na vodni provoz
rostlin, primarni produkci rostlin, ¢i stavbu fotosyntetického aparatu. Existuje zde velice uzka
hranice mezi tim, zda budou lesni porosty zdrojem ¢i sinkem CO,. Nejen tato vyznamna role
lesd v globdlnim cyklu uhliku vede k potifebé co nejvétsSiho porozuméni vlivu zvySené
koncentrace CO2 na funkci dfevin na vSech hierarchickych urovnich — od drovné ekosystému
az po subceluldrni droven, véetné anatomické stavby rostlin.

Mnoho védeckych tymU se tématem zvySené koncentrace CO, zabyvd a snaii se
pfispivat svoji praci k hlubSimu porozuméni vztahu mezi atmosférickou koncentraci CO; a
procesy probihajicimi v rostlinach.

Autorka predkladané prace je soucasti tymu prof. Albrechtové, ktery se dlouhodobé
zabyva vlivem zvyseni koncentrace CO; na dreviny. Tato prace je soucasti projektu GACR
»Vliv zvySené koncentrace CO; a ozarenosti na strukturu a funkci fotosyntetického aparatu
drfevin na rhGznych hierarchickych drovnich®, a je propojena s dalSim vyzkumem clenu

resitelského kolektivu grantu z pracovist Katedry experimentalni biologie rostlin a Katedry



genetiky a mikrobiologie PFF UK v Praze, Fyziologického Ustavu AV CR, v.v.i. a Laboratore
ekologické fyziologie rostlin Centra vyzkumu globalni zmény AV CR, v.v.i.

K vyhodnocovani ultrastruktury chloroplastl byly pouzity stereologické metody, které
poskytuji nevychylend méreni a odhady kvantitativné anatomickych parametr( rostlin.
Predkladana prace tak poskytuje nevychylené odhady parametr( ultrastruktury chloroplastt
a umoZiuje tak provést hodnovérné posouzeni vlivu zvySené koncentrace CO; a rozdilné
ozarenosti na stavbu chloroplastl a ukladani skrobu v listech buku lesniho.

Prace je Clenéna standardnim zplUsobem. V Literarnim prehledu jsou shrnuty
poznatky o ultrastruktufe chloroplastl, metodach jejiho zkoumani a faktorech, které
ultrastrukturu ovliviuji. V ¢asti ,Metodika“” je popsan design odbéru vzorku listovi a postupy
pouzité pfi dosahovani experimentalnich cild. Poté nasleduje kapitola s vysledky
experimentl (,,Vysledky”). V kapitole ,,Diskuze” jsou vysledky experimentl diskutovany spolu

s metodickymi postupy. Posledni ¢asti je ,Zavér” shrnujici nejvyznamné;jsi vystupy prace.

1.1 Cile a hypotézy prace

Cile:

1. Vyhodnoceni zmén v ultrastrukture chloroplastl buku lesniho (Fagus sylvatica L.)
pod vlivem zvySené koncentrace CO; a rlizné ozarenosti.

2. Vyhodnoceni, zda kvantitativné vyjadrené parametry ultrastruktury chloroplast(
ve stfedni ¢asti listu buku lesniho mohou byt povazovany za reprezentativni pro
celou Cepel listu.

Hypotézy:

K nize uvedenym hypotézam jsme dospéla na zakladé informaci z nastudované

literatury.

Je dokazano, ze EC vede k rychlejsi asimilaci oxidu uhli¢itého (Kosvancova et al., 2009)
a tim padem dochazi k narlistu produkce asimilatl. Tyto cukerné asimilaty, pokud nejsou

vyuzity v jiné ¢asti rostliny, se ukladaji do chloroplastl bunék ve formé asimila¢niho Skrobu.
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Skrobovd zrna tak mohou naru$ovat membranovy systém thylakoidd v chloroplastu

(Pritchard et al., 1997; Teng et al., 2006).

PFfi nizSi ozarenosti rostlina potfebuje absorbovat vice slunecniho zareni, a tak
investuje do vybudovani gran, ktera efektivnéji slouzi k absorpci excitacni energie, diky

pfitomnosti anténnich komplex( LHCII a fotosystémd Il (Kirchhoff, 2013).

1. Dlouhodoba kultivace buku lesniho ve zvySené koncentraci CO; povede ke zméndm

v ultrastrukture chloroplasta.
Zvysi se:

- pomér intergrandlnich thylakoidd ku grandlnim thylakoidim, obsahujicich

fotosystém Il
- pomeérné zastoupeni Skrobu i pocet Skrobovych zrn
2. Nizsi ozarenost bude mit vliv na ultrastrukturu chloroplast buku lesniho.
U stinnych list( bude oproti slunnym vyssi:
- plocha medialniho fezu chloroplastu
- pomér granalnich thylakoid( ku intergranalnim thylakoid(im
U stinnych listl bude niZzsi:
- pomeérné zastoupeni Skrobu i pocet skrobovych zrn
- pomeérné zastoupeni plastoglobulli

3. Kvantitativné vyjadrené parametry ultrastruktury chloroplastl ve stfedni ¢asti listu

mohou byt povazovany za reprezentativni pro celou Cepel listu.

11



2. LITERARNi PREHLED

2.1 Ultrastruktura chloroplastii

Chloroplasty jsou jednim typem barevnych plastid( u rostlin, jejichZ hlavni tlohou je
fotosyntéza. Tento proces, pfi kterém dochazi k pfeméné energie ze slunecniho zareni na
energii chemickych vazeb, se odehrdava na membrandch thylakoidl. Chloroplasty patfi mezi
semiautonomni organely, obsahuji vlastni DNA a ribozomy. Béhem evoluce doslo k presunu
nékterych genu, nezbytnych pro fotosyntetickou funkci, do jadra burky. Jedna se napriklad o
geny kédujici malou podjednotku enzymu Rubisco (Terashima et al., 2006). Dochazi tedy
k neustdlé vyméné informaci mezi jddrem a mimojadernou DNA. Dale se v chloroplastu
nachdazi asimilacni Skrob a lipoproteinové partikule — plastoglobuly. VSechny tyto ¢asti jsou
obklopeny bilkovinnou hmotou, tzv. stromatem. Ve stromatu probihd fada enzymatickych
reakci, napt. CalvinQv cyklus, ¢i syntéza a degradace Skrobu. Chloroplast je od okolniho
prostfedi oddélen dvéma membranami, mezi nimiz je mezimembranovy prostor
neprotoplazmatického charakteru. Jednotlivé struktury chloroplastu jsou zobrazeny na obr.

2.1.

Plastoglobulus

Skrobové zrno

Granum

Intergranalni thylakoid

Stroma

Obr. 2.1 Snimek chloroplastu buku lesniho ztransmisniho elektronového mikroskopu. Usecka
zndazoriuje délku 1 um. Autor: Anna Vrbova.
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2.1.1 Membranovy systém

Thylakoidy jsou ploché membranové vaky, které wvznikly oddélenim z vnitini
membrany chloroplastu. Vnitini ¢ast thylakoidl vyplfiiuje neprotoplazmaticky prostor neboli
lumen. Membrany thylakoidl jsou specifické tim, Ze jsou na né vazana lipofilni
fotosynteticka barviva — chlorofyly a karotenoidy - ktera spolu s proteiny vytvari protein-
pigmentové komplexy, nezbytné pro prlibéh primarni faze fotosyntézy. V primarni fazi
dochazi k absorpci energie fotonl a jeji preméné na chemickou energii molekul ATP a
NADPH. Proteiny se na urcitych mistech thylakoidnich membran shlukuji do komplexdu,
vytvareji elektrontransportni retézec a vzajemné spolupracuji na prenosu energie elektron.
Mezi takto vytvorené skupiny proteinUu patfi: fotosystém | (PSI), fotosystém Il (PS 1),
cytochromovy komplex be/f (Cyt bef) a ATP syntdza. Oba typy fotosystému se skladaji
z centrdini ¢asti (reakéni centrum, jadro, RC), kterou obklopuje svétlosbérny protein -
pigmentovy komplex (Light Harvesting Complex, LHC), nebo téZz anténa. Na tyto komplexy
jsou vazana fotosynteticka barviva (chlorofyly a karotenoidy). Funkci antén je zachycovani a
pfenos excitani energie do reakéniho centra fotosystém(. Po absorpci fotosynteticky
aktivniho zareni (fotosynteticky aktivni radiace, FAR) a pfenosu energie do reakénich center
fotosystém( dochazi k radé oxidaéné-redukénich reakci, které vedou ke vzniku NADPH a také
protonového gradientu na membrané thylakoidd. Pfi prichodu protond zlumen do
stromatu pres ATP syntdzu dochdzi ke vzniku ATP (Taiz et al., 2006; Votrubova & Olga, 2011)
Pfi linedrnim elektronovém transportu dochdzi k oxidaci vody ve fotosystému Il (PSII).
Vedlejsim produktem oxidace vody v proteinovém komplexu OEC (oxygen evolving complex)
je kyslik; poté jsou elektrony transportovany pres plastochinon (PQ), cytochromovy komplex
bef (Cyt. bef ) a plastocyanin (PC), ktery redukuje fotosystém | (PSl). Zaroven dochazi k
redukci ferredoxinu (Frd), ktery redukuje NADP na NADPH. Cesta linedrniho transportu
elektront je spojena s vyrobou ATP diky enzymu ATP syntaza. Aby doslo k pfenosu jednoho
elektronu, jsou zapotrebi 2 kvanta svételného zareni — jedno je absorbovano PSIl a druhé PSI
(je zapotrebi nejméné 8 kvant svételného zareni na vyrobu jedné molekuly kysliku). Zatimco
2 elektrony projdou linearni cestou az na NADP, Sest protonl je presunuto do lumen
thylakoid(. Na vytvoreni jedné molekuly ATP jsou zapotiebi ¢tyFi protony. Cistym vytézkem
je vyroba 1,5 molekuly ATP na 1 molekulu NADPH. Schéma linedrniho elektronového

transportu je zobrazeno na obr. 2.2.
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Obr. 2.2 Pfi linedrnim elektronovém transportu dochazi k prenosu elektron( pres fotosystémy |, Il a
mobilni prenasece. Protony se hromadi v lumen thylakoid( a prochazi pres ATP syntazu. Vysledkem
jsou molekuly ATP a NADPH (Prevzato z Albertsson, 2001).

Kromé necyklického prenosu je mozny i cyklicky prenos elektront (Obr. 2.3), pfi
kterém se elektrony prenesou z tretiho ferredoxinu na cytochrom bsf a pomdhaji tak
zvySovat prenos vodikovych protonl (H*) ze stromatu do dutiny thylakoid(. Protony v dutiné
thylakoidd jsou wvyuZity k vyrobé ATP (fotofosforylaci). Tento zplsob prenosu elektron(

neddava vznik NADPH.

Stroma ATP

T
T — / \
NAD(P)H —(Frd Frd
/ /\\/ o A
/ synthase

Y

NAD(P)H-PQ |>PQ—> &%
oxidoreductase bgf

Lumen TRENDS in Plant Science

Obr. 2.3 Pfi cyklickém prenosu elektronld dochazi k redukci ferredoxinu fotosystémem | (PSI), ktery
zpétné redukuje cytochromovy komplex bef, a to bud' pfimo, nebo pres plastoquinon. Cytochromovy
komplex bef poté redukuje plastocyanin, ktery nasledné redukuje PSI. Cyklicky prenos elektrond je
spojen se syntézou ATP, diky prlchodu protonl pres ATP syntazu. Pfi tomto zplsobu prenosu
protonll nedochazi k tvorbé NADPH (Pfevzato z Albertsson, 2001).

Sekundarni faze fotosyntézy, tzn. Calvinav cyklus, probihd ve stromatu chloroplastu.

Vice o stromatu v kapitole 2.1.4.

Membranovy systém thylakoidd probihd celym chloroplastem (Obr. 2.4).

nékterych mistech se thylakoidy skladaji a vytvareji grana, neboli grandlni (stésnané)
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thylakoidy. Priimérna vyska gran se u vyssich rostlin pohybuje v rozmezi 300 — 600 nm
(Anderson, 1999). Jednotlivé thylakoidy, spojujici grana mezi sebou, se nazyvaji intergranalni

(nestésnané) thylakoidy.

V literature se také muZeme setkat sterminem stromatdlni tyhlakoidy misto
intergrandlni thylakoidy. Vzhledem ktomu, Ze cely membranovy systém je obklopen
stromatem, pfiklanim se k oznaceni intergranalni thylakoidy a budu ho pouzivat v celé mé

praci.

intergranalni
thylakoid

Obr. 2.4 Membranovy systém chloroplastu. Na nékterych mistech se thylakoidy skladaji a vytvareji
grana, neboli granalni (stésnané) thylakoidy. Jednotlivé thylakoidy, spojujici grana mezi sebou, se
nazyvaji intergrandlni (nestésnané) thylakoidy. Uvnitf thylakoid( je neprotoplazmaticky prostor —
lumen. Okoli thylakoida je vyplnéno stromatem. (Pfevzato z
http://www.yourarticlelibrary.com/plastids/plastids-important-kinds-of-plastids-1378-words/6309/).

RozloZeni proteind, respektive fotosystém0 mezi grany a intergranalnimi thylakoidy
neni nahodné (Albertsson, 2001). PSIl spolu strimerem LHC Il se vyskytuje zejména
v membrdnach granalnich thylakoid(. Dlvodem je jejich plochy tvar, diky kterému mohou
byt uloZzeny v membranach, které jsou pritisknuté k sobé (Daum et al., 2010; Kirchhoff et al.,
2011) PSI a ATP syntdza maji objemné vystupky (Amunts & Nelson, 2008) a jsou spolu s LHC |
hlavné soucasti membran intergranalnich. Komplex cytochrom bg/f je rozdélen rovhomérné
mezi oba typy membran (Kirchhoff et al., 2004; Dekker & Boekema, 2005). Cast fotosystém(
I, kterd neasociuje s trimerem LHC Il se vyskytuje i v intergranalnich thylakoidech (Rumak et
al., 2012). Toto rozdéleni je vidét na obr. 2.5. U granalnich membran mulze obsah protein(

dosahovat az 80% celkové plochy membrany (Kirchhoff et al., 2004).
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Obr. 2.5 Lateralni heterogenita proteinovych komplexd fotosystémda | a Il, Cyt bef a ATP syntaza na
thylakoidnich membranach chloroplastu (Pfevzato z Allen & Forsberg, 2001).

2.1.1.1 Stavba gran

Podle nékterych autor( (Albertsson, 2001; Anderson et al., 2008) se grana skladaji
z nékolika domén (Obr. 2.6). Tomu odpovida i nehomogenni rozloZeni protein( v jejich
jednotlivych castech. (Albertsson, 2001) rozliSuje 4 casti gran: koncovd membrana (end
membrane), vnitfni membrdna (appressed membrane), okrajova ¢ast (margin) a membrana,
ktera vybihd v intergrandlni thylakoid (stroma lamellae). Okrajova ¢ast neboli margin, neni
pouze spojenim mezi dvéma membranami v granu, ale je specifickou doménou, ktera
obsahuje PSI (Allen & Forsberg, 2001). Podle jinych autorl se na zakfivenych c¢astech gran
nevyskytuji Zadné proteinové komplexy (Dekker & Boekema, 2005) z divodu jejich velikosti
(Armbruster et al., 2013). Armbruster et al.(2013) zde ale detekovali maly polypeptid

s ndzvem CURT 1, ktery je zodpovédny za velikost a pocet thylakoid( v granech.
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Obr. 2.6 Schéma domén thylakoidnich membran ukazuje grana spojend s intergranalnimi lamelami.
(a) PFicny fez. (b) Granum pfi pohledu shora. Vnitini membrany (appressed membrane) jsou odliSné
od okrajové c¢asti membrany (margin), ktera je vystavena stromatu, od koncové membrany (end
membrane) i od intergranalnich thylakoid( (stroma lamellae). Vnitfni a koncové membrany jsou
zpravidla ploché, zatimco okrajové Casti jsou zakfivené. Jednotlivé intergrandlni thylakoidy, které
spojuji grana, maji plochy a tubularni tvar. Z jednoho grana vychazi nékolik intergranalnich thylakoid(
(Pfevzato z Albertsson, 2001).

2.1.1.2 Funkce gran

Pro¢ dochazi ke vzniku gran? Na tuto otazku se snazi védci odpovédét jiz od doby
jejich objeveni vroce 1883 (Staehelin, 2003). U jinych oxygennich fotoautotrofnich
organismd, sinic ¢i zelenych fas se grana nevyskytuji, nejsou tedy nezbytna pro oxygenni

fotosyntézu (Mullineaux & Emlyn-Jones, 2005); (Anderson et al., 2008). Pro¢ tedy vznikla?

Nékteri autofi (Staehelin, 2003; Dekker & Boekema, 2005) uvadi, Ze jednim z divodl
je rozdilna kinetika obou fotosystému. Rychlost absorpce sluneéniho zareni je vyssi v PSI nez
v PSII. Pokud by byly fotosystémy uloZeny blizko sebe, mohlo by dojit k nekontrolovatelnému
toku energie mezi PSI a PSII. Usporadani thylakoidl do gran je tedy dobrym mechanismem,
jak tomuto procesu, ktery se nazyva spillover, zabranit (Chow et al., 2005; Anderson et al.,
2008).

S timto tvrzenim ale nesouhlasi jini autofi (Mullineaux & Emlyn-Jones, 2005), ktefi
dokazuji, Ze u sinic se laterdlni heterogenita proteinovych komplexd nevyskytuje,
fotosystémy jsou uloZeny v tésné blizkosti, a pfesto u nich neni elektronovy transport nijak
omezen. Navic, vySe zminény proces spillover, se u sinic neprojevuje vice nez u vyssich

rostlin. Je zfejmé, Ze grana u vyssich rostlin hraji roli pfi regulaci toku energie mezi obéma
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fotosystémy, ale neni to jejich primarni uloha. Vice pravdépodobné se zda, Ze se vyvinuly
z jiného dlvodu a tuto funkci postupné ziskaly (Mullineaux & Emlyn-Jones, 2005).

Dalsi z autord (Albertsson, 2001) navrhuje, Ze existence gran brani konkurenci mezi
linearnim a cyklickym transportem, ¢imz umoZiuje jejich samostatnou regulaci. Pfitomnost
gran je vyhodnd také v situaci, kdy dochazi k fotopoSkozeni PSIl nadmérnym ozarenim.
VSechny PSIl nemohou byt opraveny ve stejnou chvili, a tak grana poskytuji uloZisté pro

inaktivované PSlI, aby se predeslo jejich pfedcasné degradaci (Chow et al., 2005).

Z pohledu evoluce se nabizi jiny dlvod pro usporadani thylakoid do gran. Terestrické
rostliny se vyvinuly z fas, které byly adaptovany na odlisSné svételné podminky, nez dnesni
zelené rostliny. Po pfechodu na sous, se ale rostliny a jejich fotosynteticky aparat musely
prizpusobit jinym svételnym podminkdam, zejména rlstu ve stinu (Anderson et al., 2008).
Proto doslo k vyvoji gran, kterd poskytuji PSIl velmi rozsahlou funkéni anténu (LHCII), diky
které dochazi k zachytavani velkého mnozstvi energie ze slunecniho zareni. Tim je umoZnén
tok excitované energie thylakoidnimi membrdnami az k reakénimu centru v PS Il (Chow et
al., 2005). Tato hypotéza je v souladu s vysledky, ziskanymi na rajéeti (Lycopersicon
esculentum Mill. L., (Fu et al., 2011), kdy pfi niZsi ozafenosti autofi zaznamenali chloroplasty
s vétSim poctem gran, nez tomu bylo u rostlin péstovanych pti vyssi ozarenosti. Grana
stinnych chloroplastdl navic obsahovala vice thylakoidld. Kvantitativni metoda, kterou

k vysledk(im autoti dosli, vSak neni uvedena.

Muzeme tedy shrnout, Ze diky usporaddani thylakoidnich membran do gran dochazi ke
zvyseni kapacity i ucinnosti linearniho transportu elektron(i. Grana tak na jedné strané
stabilizuji ultrastrukturu chloroplastu, na druhé strané ale umoziuji urcitou miru flexibility,
kterd je nezbytna pro pfizplsobeni se ménicim se podminkam prostfedi (Chow et al., 2005;

Anderson et al., 2008; Rumak et al., 2012).

2.1.2 Plastoglobuly

Plastoglobuly jsou lipoproteinové ¢éstice vyskytujici se v chloroplastech, ale i v jinych
typech plastidd, napf. chromoplastech (Brehelin et al., 2007). V chromoplastech slouzi k
biosyntéze, ukladani a sekvestraci karotenoidll (Vishnevetsky et al., 1999). Plastoglobuly maji
na svém povrchu jednovrstevnou membranu slozenou z lipid(, v niZ jsou zakotveny proteiny

(Brehelin & Kessler, 2008)(Obr. 2.7.A). Jejich priimérna velikost se pohybuje v rozmezi od 30
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nm aZz do nékolika pum (Thomson & Platt, 1973) a je zavisla na vyvojové fazi rostliny a

okolnich podminkach prostfedi (Brehelin & Kessler, 2008).
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Obr. 2.7 (A) Model struktury plastoglobulu. Plastoglobuly obsahuji neutralni lipidy a jsou ohraniceny
jendovrstevnou lipidovou membranou, ve které jsou zakotveny proteiny. (B) Model spojeni
plastoglobull a thylakoid(. Fyzické propojeni plastoglobuld a thylakoidd umoZniuje obousmérny
pohyb (znazornén Sipkami) metabolitl lipid( (Prevzato z Brehelin & Kessler, 2008).

ProtoZe velikost i pocet plastoglobull se lisi v jednotlivych chloroplastech, ustupuje
se od predstavy, Ze plastoglobuly slouZi pouze jako pasivni UloZisté lipidd. Existuje stdle vice
dlkazli,, Ze se tyto Cdastice Ucastni mnoha sekunddrnich metabolickych drah a stresovych
reakci (Brehelin et al., 2007) a ze dochazi k transportu metabolit(i lipidd mezi plastoglobuly a

thylakoidy (Obr. 2.7 B).

Molekuly pfitomné v plastoglobulech muzeme rozdélit do tfi kategorii: 1.
plastoglobuliny, 2. metabolické proteiny — enzymy a 3. zatim nezafazené proteiny (Brehelin

et al., 2007):

1. Plastoglobuliny jsou strukturni proteiny uloZzené na povrchu plastoglobull (Austin et
al., 2006). Jsou zodpovédné za strukturu a regulaci velikosti a tvaru plastoglobult.
Hraji také svou roli pfi stresovych situacich, kdy dochazi k jejich akumulaci. Jeden z
identifikovanych plastoglobulin(i také chrani membrany, resp. fotosystémy pred
oxidativnim stresem (Utriainen & Holopainen, 2001).

2. Molekuly ucastnici se metabolickych procesu jsou napf. plastochinon (Paakkonen et
al., 1997; Langenkamper et al., 2001; Kim et al., 2001), dale fylochinon (vitamin K1) a

také tokoferol spolu s enzymy, které se podileji na jejich syntéze (Paakkonen et al.,
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1997; Utriainen & Holopainen, 2001), napf. tokoferol cyklaza (VTE1). Tento enzym se
Ucastni predposledniho kroku syntézy tokoferolu (Austin et al., 2006), byl lokalizovan
na vnitfni strané membrdny a je tedy ve styku s vnitinim prostfedim plastoglobulu.
Tokoferol patfi mezi antioxidanty a chrdni rostlinu napf. pred fotoposkozenim a
naslednou fotoinhibici (Brehelin & Kessler, 2008). Fotoinhibice je soubor procesd,
které vedou ke snizené uUcinnosti fotosyntézy a posSkozeni proteinovych komplex(
thylakoidnich membran.

3. Mezi identifikované, ale zatim nezarazené proteiny, patfi proteiny ucastnici se

syntézy chinonu a jeji regulace (Ytterberg et al., 2006).

Jak jiz bylo uvedeno, pocet a velikost plastoglobulli v chloroplastech zdavisi na
vyvojové fazi rostliny i na stavu, ve kterém se rostlina nachazi. Pokud je rostlina vystavena
stresu rGzného druhu - napf. nadmérnd ozarenost, pritomnost bakterii (Brehelin et al.,
2007), tézkych kovli, osmoticky stres, vodni stres (Munne-Bosch et al., 2001), oxidativni stres
- vede to k ndrlstu poctu i velikosti plastoglobuli. Dochazi k tvorbé plastoglobulovych
klastrt, ve kterych jsou jednotlivé plastoglobuly spojeny do Utvaru pfipominajiciho koralky
na retizku. Stejny proces mlzZeme sledovat i v pribéhu senescence listd. PFi senescenci
zaroven dochazi k ubytku thylakoidnich membran. Pfedpoklada se, Ze se plastoglobuly podili
na katabolismu thylakoidli tim, Ze se do nich uklddaji produkty vznikajici pti rozkladu
plastoglobuly a thylakoidy. Plastoglobuly vSak nejsou spojeny s thylakoidy pouze funkéné, ale
také strukturné. Vnéjsi membrdana thylakoid( pfimo navazuje na membranu plastoglobul(, a
to ve své zakfivené Casti (Obr. 2.7 B). Plastoglobuly vznikaji jako puchyrky vnéjsi membrany
thylakoidd, podobné jako oleozomy vznikaji odlu¢ovanim od membrany endoplazmatického

retikula (Austin et al., 2006) a zUstavaji s ni spojeny po celou dobu své existence.

Plastoglobuly nesly dfive nazev osmiofilické globule (Brehelin & Kessler, 2008). Toto
pojmenovani vychazi z pfipravy vzorkll pro transmisni elektronovou mikroskopii (TEM).
V prabéhu postfixace lipidli oxidem osmicelym dochdazi k reakci osmia s dvojnymi vazbami
lipidd, vysledkem reakce je vznik cerného produktu. Proto jsou na vyslednych

mikrofotografiich thylakoidni membrany i plastoglobuly tmavé zbarvené (Hayat, 1970).

20



2.1.3 SKkrob

Vysledkem primarni, neboli svételné faze fotosyntézy je syntéza ATP a redukovaného
koenzymu NADPH. Energie uloZzena v téchto molekulach je pouZita v sekundarni, neboli
temnostni fazi fotosyntézy. V této fazi dochdzi k redukci CO, v Calvinové cyklu a syntéze
asimilatl sacharidového typu. Energie ve formé monosacharid( je pak dostupna pro dalsi
procesy primarniho metabolismu rostliny. Ve formé sacharidd je také energie
transportovana z chloroplastu do cytosolu bunky a poté floémem do dalSich ¢asti rostliny,
kde fotosyntéza neprobiha vibec (napf. kotfeny, zasobni pletiva), nebo je nedostacujici
vzhledem k jejich potfebé (napf. mladé listy). Nadbytek asimilat(i se ukldda do zasobnich
polysacharidd, zejména $krobu, v podobé gkrobovych zrn. Skrobova zrna se ve zvy$ené mite
vyskytuji v amyloplastech, coZ jsou specializované plastidy slouZzici pro ukladani zasobniho

Skrobu. Skrobovad zrna se také nachdzi v chloroplastech, tento $krob se nazyva asimila¢ni.

Skrob se ve dne uklada do $krobovych zrn, ktera v noci podléhaji degradaci. MnoZstvi
Skrobu ani pocet zrn v chloroplastu, tedy neni staly. Na konci dne je Skrobu vice a vice je i
Skrobovych zrn, nez na konci noci. Velikost a tvar Skrobovych zrn je také druhové specificky

(Cabalkova et al., 2008).

U rostlin husenic¢ku (Arabidopsis thaliana L.) bylo zjisténo, Ze rychlost degradace
Skrobu je zavisla na vice faktorech, mezi néz patfi velikost zrna a délka noci. Vétsi zrna
podléhaji degradaci rychleji. Rychlost degradace se pritom prizplsobuje délce noci,
respektive mnoZstvi naakumulovaného Skrobu. Rostlina je schopna rozpoznat mnoistvi
Skrobu, které bylo naakumulovdano béhem dne a podle toho regulovat rychlost jeho
degradace, aby byl plynule odbouravan béhem celé noci a nedoslo k jeho vyCerpani dfive,
nez skonéi noc (Crumpton-Taylor et al., 2012). OdlisSna situace je u mutantd, kteti akumuluji
misto Skrobu fytoglykogen. Tyto rostliny vylerpaji své zasoby fytoglykogenu jesté pred
skoncenim noci (Delatte et al., 2005). Fytoglykogen je pozménény produkt amylopektinu a
patii mezi cukry rozpustné ve vodé. Je dvakrat vice vétveny nez amylopektin a jeho fetézce
se skladaji z asi poloviéniho mnozstvi glukézovych jednotek. Jeho bohaté vétveni zabranuje

tvorbé nerozpustnych krystalickych oblasti, a proto je ve vodé rozpustny (James et al., 1995).

U husenicku (Arabidopsis thaliana L.) bylo také zjisténo, Ze pocet Skrobovych zrn

v chloroplastu souvisi s objemem chloroplastu, objemem stromatu a také s vyvojovou fazi
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listu - jejich pocet je nizsi v dospélych listech, oproti listdm mladym, které se teprve vyviji. Pfi
porovndani obsahu Skrobu a poctu Skrobovych zrn bylo zjisténo, Ze v zavislosti na svételnych
podminkach dochdzi vice ke zménam v objemu Skrobovych zrn, neZz vjejich poctu

(Crumpton-Taylor et al., 2012).

O vzniku Skrobovych zrn toho neni moc znamo. Crumpton-Taylor et al. (2011)
predpokladaji, ze ke vzniku novych Skrobovych zrn dochazi pti expanzi chloroplastu, tedy
v situaci, kdy dochazi ke zvétSovani jeho objemu. Narlst objemu chloroplastl nastava pfi
jejich déleni, je tedy mozné, Ze vznik novych Skrobovych zrn je spojen se vznikem novych

chloroplastu.

2.1.4 Stroma

Ve stromatu chloroplastd dochazi k mnoha chemickym reakcim, mimo jiné také k
zabudovavani CO; do molekul sacharid( v Calvinové cyklu (Obr. 2.8). Calvinlv cyklus neboli
Cs-cyklus, ziskal svlij nazev podle prvnich stalych produktd, sloZzenych ze tfi atom@ uhliku,
které pfi ném vznikaji. Tento cyklus se sklada ze 3 fazi: karboxylace neboli fixace
CO,, redukce a regenerace ribuléza-1,5-bisfosfatu. Navazani CO; na ribuldza-1,5-bisfosfat je
katalyzovano enzymem Rubisco (ribuldza-1,5-bisfosfat-karboxylaza/oxygenaza). Touto reakci
vznikly adi¢ni produkt se Stépi na 2 molekuly 3-fosfoglycerdtu. Ten se pomoci enzymu
a NADPH redukuje na glyceraldehyd-3-fosfat. Vidy jedna molekula glyceraldehyd-3-fosfatu
ze 6 opousti cyklus a syntetizuji se z ni dalsi latky (sacharidy, Skrob, bilkoviny atd.). Ze
zbyvajicich péti molekul glyceraldehyd-3-fosfatu v regeneracni fazi vznikaji opét 3 molekuly
ribuléza-5-fosfatu a jejich naslednou fosforylaci ATP vznikaji 3 molekuly ribuléza-1,5-
bisfosfatu. Calvinlv cyklus se tak uzavird. Ze tfi molekul ribuléza-1,5-bisfosfatu a tri
molekul CO; vzniknou tfi molekuly ribuléza-1,5-bisfosfatu a jedna molekula glyceraldehyd-3-
fosfatu. Cs-cyklus vyuzivaji predevsim C3 rostliny. C3 rostliny jsou rostliny mirného pasu,

jejichz primarnim pfijemcem CO; je ribuloso-1,5-bisfosfat.
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Obr. 2.8 Schéma Calvinova cyklu. V Calvinové cyklu dochazi k zabudovavani molekuly CO, do molekul
sacharidd, prvnim stabilnim produktem je molekula s tfemi uhliky (Pfevzato z http://www.botanika-
puchnerova.estranky.cz/fotoalbum/fotosynteza/calvinuv-cyklus.jpg.html).

2.2 Metody studia ultrastruktury chloroplastii

K pochopeni fyziologickych funkci rostlin, je nezbytné znat strukturu jednotlivych
komponent, které jsou vtéchto procesech zapojeny (Mustardy & Garab, 2003). Rdzné
metody nabizeji rizné detailni informace o strukture rostlinného téla, respektive rostlinné
buriky. Jednotlivé chloroplasty, jejichz velikost se pohybuje okolo 5um (Wildeman et al.,
2004), mGzeme pozorovat ve svételném mikroskopu. Pokud pouZijeme svételny mikroskop s
fazovym kontrastem, nebo konfokalni laserovy skenovaci mikroskop (CLSM) rozliSime
v ramci chloroplastu jiz grana a jejich uspofadani. Pomoci téchto metod také vznikaly prvni
modely gran v chloroplastu (Wildman et al., 2004). Pro vizualizaci ultrastruktury a organizace
thylakoidnich membran v chloroplastu je potfeba pouzit metodu elektronové mikroskopie

(Austin & Staehelin, 2011).

2.2.1 Kvantitativni vyhodnoceni

Kvantifikace struktur je nezbytnou soucasti procesu studia ultrastruktury

chloroplastd, diky niz, mGzeme ziskané vysledky statisticky vyhodnotit.

2.2.1.1 Stereologické metody

Stereologické metody jsou nastrojem pro kvantitativni vyhodnoceni 3D charakteristik
struktury objektl z 2D fez( nebo projekci. Tyto metody jsou velmi presné, ale také casové
velmi narocné (Kubinova, 1993; Albrechtova et al., 2007). Stereologické metody poskytuji pfi

spravném naplanovani experimentu presny a nevychyleny odhad strukturdlnich parametr(. |
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z dGvodu Casové narocnosti probiha samotné méreni na reprezentativnim vybéru, nikoliv na

celém objektu. Vybérem muze byt napf. medidlni fez chloroplastem (Kutik et al., 2004) .

Kvantitativni parametry objektl ziskdvdme z jejich relativné malych ¢asti — pricnych
fezl. Vybrané parametry daného objektu (pomérné zastoupeni) jsou tak pocitany jen v jeho
specifické casti (pficny fez). Abychom ziskali dostatecné presny nevychyleny odhad
parametru, tyto ¢asti musi byt vzorkovany tak, aby byl zajistén odhad blizky realné hodnoté
parametru bez systematické chyby. To je zajiSténo systematicky rovhomérnym nahodnym
vzorkovanim (SUR) (Gundersen & Jensen, 1987). Znamena to, Ze body testovaciho systému ¢i
mfiizka pro vybér testovacich oken, jsou usporadany systematicky, rovhomérné (pokryvaji
rovnomérné cely list) a testovaci mtizka se pfiklddd ndhodné na studovany objekt podle

vybéru Cisla z tabulky ndhodnych &isel (Kubinova & Albrechtovd, 1999)

Jednou z nejbéinéji pozivanych stereologickych metod je bodova metoda. Slouzi
k odhadu plochy objektu. U této metody je testovaci systém sloZzen z bodl (Obr. 2.9).
Spocitaji se body, které zasahuji do sledované struktury a plocha (A) struktury je vypocitana

podle vzorecku:
estA=Pxa

kde P je pocet bodl, které zasahuji do struktury a a je plocha, kterd nalezi jednotce

testovaciho systému (Wiebel, 1979).

Obr. 2.9. Odhad plochy (A) pomoci bodové metody, a — plocha jednotky testovaciho systému
(Pravzato z Kubinova & Albrechtova, 1999)
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Do kazdé mérené struktury by mélo zasahnout pfriblizné sto bod(, aby byl odhad
dostatecné presny a vysledky statisticky vyhodnotitelné. Hustotu mfizky je tedy potieba
zvolit podle ¢lenitosti konkrétni struktury, kterou méfime, aby bylo splnéno pravidlo

dostatec¢ného mnozstvi prisecik(.

Bodovou metodu pouZili autofi Kutik et al. (Kutik et al., 2004; 2007) pfi
vyhodnocovéni zmén v ultrastrukture chloroplastl u kukufice (Zea mays L.) pfi pUsobeni
mrazu. Zjistili, Ze ve stresovych podminkach doslo k naristu objemu chloroplastl a také se
zvysilo pomérné zastoupeni (objemova hustota) plastoglobul(. Naopak doslo u stresovanych
rostlin ke snizeni pomérného zastoupeni granalnich i intergranalnich thylakoidd

v chloroplastech, aniz by se zménil pomér obou typl thylakoid( (Kutik et al., 2004) .

2.2.1.2 Analyza obrazu

Princip analyzy obrazu spocivd v pocitacovém vyhodnoceni digitdlniho obrazu
sledovaného objektu. Pro urceni kvantitativnich parametr struktur je nejprve potreba
sledované struktury odliSit od pozadi ¢i struktur mimo ndas zdjem, coZ je €asto provadéno
metodou prahovani. Prahovani je zaloZzeno na myslence, Ze objekty a pozadi maji rozdilnou
uroven intenzity — rozdilné hodnoty stupni(i Sedé. Je definovany prah a kazdy pixel, ktery ma
mensi hodnotu nez tento prah je urcen jako pixel pozadi a vSechny ostatni jsou povazovany
jako pixely objektu. Vysledkem je binarni obraz sledovanych objektd, jejichz dalsi parametry
(plocha, obvod atd.) jsou pak urceny v daném softwaru (napt. Imagel). Pokud nelze z dGvodu
malého kontrastu obraz naprahovat, je mozné danou strukturu obkreslit ru¢né a pocitaéovy
software (napt. Imagel) vypocita plochu daného objektu.

Tuto metodu vyuzila Mgr. Anna Vic¢ankova ve své diplomové praci (1998) (Vi¢ankova,
1998) pro zjisténi pomérného zastoupeni chloroplast v burikdch pochev cévnich svazkd u
kukurice seté (Zea mays L.).

Vyhodou stereologickych metod je jejich moZiné pouziti pro obrazky z transmisni
elektronové mikroskopie (TEM), kde mérené struktury mnohdy nebyvaji dostatecné

kontrastni pro moznosti prahovani a prevedeni do binarniho obrazu. Ruéni obkreslovani

vevys
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2.2.1.3 Prutokova cytometrie
Pritokova cytometrie je rychla a efektivni metoda slouzici k separaci ¢astic splfiujicich

urcita kritéria z heterogenni populace.

Autofi Schroder & Petit (1992) diky této metodé dokazali rozliSit neporusené
chloroplasty od poskozenych, které predstavovaly pouze samotné thylakoidni membrany.
Autofi se také zaméfili na zjiSténi rozdilného proteinového slozeni membran v chloroplastu,
a tedy rozdilného zastoupeni proteinovych komplex( v obalové membrané a membranach

thylakoidd.

Metodu pritokové cytometrie vyuZili také autoti (Crumpton-Taylor et al., 2012) pfi

méreni obsahu Skrobu v chloroplastech listd husenic¢ku (Arabidopsis Thaliana L.).

Vyhodou je, Ze tato metoda neni tak ndro¢nd na vybaveni, ale neni naopak tak presna
jako metoda FIB — SEM, kterd je vice popsdna v kapitole 2.2.1.4. U metody prutokové
cytometrie je velkd pravdépodobnost vzniku systematické chyby, a také pfi méreni touto
metodou musime predpoklddat stejnou hustotu Skrobovych zrn béhem denniho cyklu. Dalsi
jeji nevyhodou je, Ze neposkytuje informace o objemu chloroplastu, ani o variabilité v poctu

granuli na chloroplast (Crumpton-Taylor et al., 2012).

Aby mohla byt prlitokova cytometrie pouZita pfi méreni Skrobu v chloroplastech,
musi byt splnény dva predpoklady. Jednim z nich je fakt, Ze vzorky by mély obsahovat kromé
chloroplastd a skrobovych zrn jesté jiné Castice. Zaroven by Skrobova zrna méla byt uvolnéna

z chloroplast a vyskytovat se v suspenzi mimo né (Yang et al., 2002).

2.2.1.4 FIB - SEM

Princip metody Focused — ion beam Scanning electron microscopy (FIB — SEM)
spoCivd nejprve ve snimdani povrchu vzorku iontovym paprskem ve skenovacim
elektronovém mikroskopu (SEM). Poté dojde k odstranéni tenké vrstvy z povrchu vzorku
(3itka fezu je 50 - 60 nm) a poté opét ke snimani povrchu vzorku (Armer et al., 2009). Rezani
vzorku a snimani povrchu je plné automatizovdno a vysledkem je série obrazovych dat,
kterou je mozné pouzit pro 3D rekonstrukci. Autofi Crumpton - Taylor et al. (2012)
(Crumpton-Taylor et al., 2012) pouzili tuto metodu k odhadnuti poctu skrobovych zrn

v chloroplastu u husenicku (Arabidopsis Thaliana L.).
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Touto metodou se ziskavala vétsina informaci o strukture chloroplastt ve 3D (Bushby
et al., 2011). Ve srovndni s krdjenim ultratenkych sériovych fezl je tato metoda rychlejsi,
pohodInéjsi a presnéjsi, z hlediska moiného profezani celého vzorku. Za jeji nejvétsi
nevyhodu je povazovan fakt, Ze pfi pouziti této metody dochazi k postupnému obrusovani a
naslednému znehodnoceni vzorku. Nelze tedy postup u jednoho vzorku opakovat vicekrat

(Crumpton-Taylor et al., 2012).

2.2.2 Kvalitativni vyhodnoceni ultrastruktury a 3D rekonstrukce

V literature se cCasto setkavame pouze s popisnym (kvalitativnim) hodnocenim
ultrastruktury chloroplastli bez jakékoliv kvantifikace. Divodem miZe byt velkd casova
narocnost kvantifikace. Mezi kvalitativni vyhodnocovani struktur fadime také rlzné modely

usporadani membran v chloroplastu.

Prvni model o 3D usporadani membran v chloroplastu pochazi jiz ze 60. let od
Wilhelma Menkeho (Mustardy & Garab, 2003; Shimoni et al., 2005). Tento model ale
nesplfiiuje podminku kontinuity membranového systému, a tak je v dnesni dobé jiz prekonan,
stejné jako rada dalSich modeld (Weier et al., 1963; Andersson & Anderson, 1980; Anderson

& Andersson, 1988).

Obecné uznavany model thylakoidnich membran, pochazi z roku 1970 (Paolillo, 1970)
a dostal nazev helikdlni model. Jedna se o pravotocivou spirdlu intergranalnich thylakoid,
ktera se obtaci okolo valcového grana a vytvari tak kontinudlni systém (Obr. 2.10). Kazdé
granum je spojeno se sousednim granem priimérné osmi intergranalnimi thylakoidy (Paolillo,
1970). Toto usporadani vede ke kontinuité membranového systému, k jeho stabilité a
souvislému vnitfnimu prostoru thylakoidl. DalSim znakem modelu je rozdilnd poloha
intergrandlni lamely v sousednich granech, které tento intergranalni thylakoid spojuje.
V neposledni fadé se tento model vyznacuje tim, Ze plocha membran v granu neni stabilni a
muze se liSit v rdmci jednoho grana. VSechny tyto vlastnosti pfispivaji k vérohodnosti a

presnosti modelu (Mustardy & Garab, 2003).
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Obr. 2.10 Helikalni model. Jedna se o pravotocivou spiralu intergranalnich thylakoid(, kterd se obtaci
okolo valcového grana a vytvafi tak kontinudlni systém (Pfevzato z Paolillo, 1970).

Také autofi Mustdrdy a Garab pfispéli k vétSimu povédomi o usporadani membran
v chloroplastu, kdyZ vytvofili vizualizaci helikdlniho modelu na pocitaci (Mustardy & Garab,

2003)(0br. 2.11).

Obr. 2.11 T¥i rGzné pohledy na 3D pocitacovy model spojeni granum — intergrandlni thylakoid.
lintergrnalni thylakoidy obvykle navazuji na granélni lamelu (Pfevzato z Mustardy & Garab, 2003).

Platnost helikalniho modelu potvrdili i autofi Mustardy a Janossy v r. 1979 s pomoci
skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM), kdyz se zabyvali studiem izolovanych
thylakoidnich membran (Mustardy et al., 2008).

Hlavni znak helikdlniho modelu, tedy spirdlovité usporadani nékolika paralelnich
intergrandlnich thylakoidd okolo grana a jejich tubuldrni propojeni, byl pozorovan také

pomoci metody mrazového l[damani (Austin & Staehelin, 2011).

Mezi dalsi modely patfi model od autord Arvidsson & Sundby z roku 1999 (Obr. 2.12).

Tento model navrhuje, Ze kazdé granum je sloZzeno z nékolika opakujicich se jednotek. Kazda
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jednotka obsahuje tfi granalni disky, které jsou vytvoreny symetrickym vchlipenim dvojice

intergrandlnich thylakoid( (Daum & Kuhlbrandt, 2011).

| e——
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-
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C

Arvidsson & Sundby, 1999

Obr. 2.12 Model autorli Arvidsson and Sundby navrhuje, Ze se granum sklada z opakujicich se
jednotek a kazda jednotka obsahuje tfi grandlni disky, vytvorfené symetrickym vchlipenim dvou
intergranalnich thylakoid(. (Pfevzato z Daum & Kuhlbrandt, 2011).

2.2.2.1 Elektronova tomografie
Vétsina znalosti o 3D architekture thylakoidnich membran vyssich rostlin je zaloZena
na analyze mikrofotografii z elektronového mikroskopu. Mikrofotografie jsou potizeny

snimanim ultratenkych rezl ze vzorkd listl, nebo izolovanych chloroplastu.

Novy pohled na ultrastrukturu chloroplastl pfineslo vyuZiti elektronové tomografie.
Tato metoda umozZniuje biologické objekty pozorované v elektronovém mikroskopu
zobrazovat v 3D prostoru. 3D informace je vytvorena snimanim sérii naklonénych projekci a

poté je zpracovana pocitatovym softwarem do vysledného 3D objemu.

Prvni 3D tomograficky model pochazi od Shimoniho z roku 2005. Autor nepracoval
s izolovanymi chloroplasty, ale pouzival vzorky listl saldtu (Lactuce sativa L.) pfipravené
metodou vysokotlakého zmrazovani (High Pressure Freezing - HPF) a mrazové substituce
(freeze substitution - FS). Autor nesouhlasi s helikalnim modelem v nékolika jeho znacich

(Shimoni et al., 2005).

Podle Shimoni et al. (2005) nejsou sousedni grana mezi sebou propojena pouze
intergranalnimi thylakoidy, ale vrstvy, které tvofi granum, jsou spojeny mezi sebou. P¥i jejich

vzniku dochazi k ohybani a fizi okraji sousednich vrstev v granu.

Grana jsou tvorena opakujicimi se jednotkami (Obr. 2.13). Kazdd jednotka se sklada
ze dvou vrstev, které vznikly rozdvojenim intergranalnich thylakoid( a jejich naslednou fazi.

Horni vrstva thylakoidu se spojuje s membrdnou uloZzenou nad ni, dolni vrstva navazuje
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na membranu pod ni (Shimoni et al., 2005). Model helikdlni naopak uprednostiuje pfi

vytvareni grana vchlipovani a skladani intergrandlnich thylakoidd.

Obr. 2.13 3D organizace propojeni gran s intergranalnimi thylakoidy. (A) Granalni lamely navazuji na
intergranalni membrany thylakoidm, u kterych doslo pfi napojeni na granum k rozdvojeni. Vnitini
spojeni mezi sousednimi vrstvami jsou oznaceny bilymi Sipkami a Spickami, G - granum; SL —
intergranalni thylakoidy. (B) a (C) Pro lepsi zobrazeni je struktura na obrazku A zvétSend, ofiznuta a
otoCena o 20°(B) a 40° (C), a horni vrstvy jsou odstranény. Spojeni mezi sousednimi vrstvami, ktera
jsou oznacena bilymi Sipkami a Spi¢kami, vznikaji rozdvojenim intergranalniho thylakoidu. Na vsech
obrdzcich je struktura rozsitena podél osy z, aby byl dobie vidét vnitini prostor grana.

D Topologicky model grana. Granum se skldada z opakujicich se jednotek, kazda jednotka obsahuje
dvé vrstvy (Cervend a Zlutd), které vznikly rozdvojenim intergranalniho thylakoidu (Sedy). V kazdé
jednotce, ¢ast vrchni vrstvy (Cervend) se ohyba smérem vzhlru a spojuje se s vrstvou nachazejici se
na ni, zatimco druha vrstva (Zlutd) se ohyba smérem dol0 a splyva s vrstvou uloZzenou pod ni. Jak je
zndzornéno modrou preruSovanou Carou, pFi vznikdni a pfipojovani dalsi jednotky, dochazi
k otoceni proti sméru hodinovych rucicek o 25° podél osy grana. Vzdalenost mezi tfemi jednotkami,
které tvofi granum, byla pro srozumitelnost velmi zvétSena a zakfivené ¢asti, které jednotky spojuji,
zabiraji vyznamnou ¢3st jednotlivych vrstev grana.

Ve skutecnosti vSechny vrstvy v granu k sobé tésné priléhaji a jsou uspofddany paralelné po celé své
plose; ohyby se vyskytuji pouze na okrajich vrstev (Pfevzato Shimoni et al., 2005).

Jsou ale také znaky, ve kterych se oba modely (helikdlni i Shimoniho) shoduiji.
Shimoni tvrdi, Ze intergrandlni thylakoidy jsou uloZzené rovnobézné s grany, coZ nevylucuje

ani helikalni model na obr. 2.11 (Mustardy et al., 2008).

Kvali negativnimu kontrastu membran, ale mohou mit, podle nékterych autord,
Shimoniho vzorky horsi rozliseni, ¢cimz mohlo dojit ke vzniku chyb pfi prekreslovani membran

do modelu (Austin & Staehelin, 2011).
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Shimoniho model se pfiklani svymi zavéry vice k modelim autord Andersson &

Anderson z 80. let. a Arvidsson & Sundby z let 90.

Dalsi dva 3D modely ziskané pomoci elektronové tomografie (Mustardy et al., 2008;
Daum et al., 2010) naopak helikalni model podporuji a tvrdi, Ze zakladni znaky helikdlniho

modelu viceméné plati, jen je potfeba jeho zpfesnéni.

Mustardyho tym pracoval na izolovanych chloroplastech Spenatu (Spinacia oleracea
L.), které byly chemicky fixované. Membrdany chloroplastli u téchto vzorkl mély pozitivni
kontrast, pri kterém byly dobre viditelné. Vysledky Mustardyho tymu jsou konzistentni s
helikalnim modelem z r. 1970 (Paolillo, 1970). Austin & Staehelin (2011) ale upozornuiji, Ze

isolované membrany nemusi odpovidat membranam v pfirozenych podminkach.

Model od autorli Daum et al., (2010) (Obr. 2.14) patfi mezi prvni kryo — elektron
tomografické studie. Pres své technické limitace se shoduje s helikdlnim modelem v tom, ze
grana jsou tvorena paralelnimi membrdanami a tyto membrdny jsou propojeny pres

intergranalni thylakoidy (Daum et al., 2010).

Obr. 2.14 Tomograficky povrchovy model propojeni gran s intergrandlnimi thylakoidy. Pro
zjednoduseni je kazdy thylakoid zobrazen jako samostatna deska. Spojeni granalnich diskd (zelené)
s intergrandlnimi thylakoidy (fialové) na okrajich gran je zajisténo pomoci membranovych vybézka,
spiSe neZ rozdvojeni intergrandlnich thylakoidl. Tento model je konzistentni s helikdlnim modelem
usporadani thylakoidnich membran, ktery uvadi autofi (Mustardy & Garab, 2003) a je vidét na obr.
2.11 (Pfevzato z Daum & Kuhlbrandt, 2011) .

Jeden z nejnovéjsich modeld, autorli Austin & Staehelin (2011) (Obr. 2.15), potvrzuje
hlavni znaky helikdlniho modelu (Paolillo, 1970) - spiralovité obtoceni grana intergranalnimi

thylakoidy, cca 8 integranalnich thylakoidd na jedno granum, grana spojena pres
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intergranalni thylakoidy - a pfinasi nové poznatky o variabilité spojeni mezi intergranalnimi
thylakoidy s grany a velikosti Stérbin, kterymi intergrandlni thylakoidy navazuji na thylakoidy

granalni.

Austin & Staehelin (2011) naméfili odliSné hodnoty velikosti Stérbin, nez (Mustardy et
al., 2008). Rozdil vSak mohl byt zplsoben pouzitim odliSné metody pfipravy vzorkd, protoze
(Austin & Staehelin, 2011) pouzili pro pfipravu vzork(i metodu vysokotlakého zmrazovani,
zatimco Mustardy et al. (2008) dal prednost chemické fixaci. U vzork( pfipravenych

chemickou fixaci se ¢asto stérbiny objevuji mensi a pravidelné usporadané.

Austin & Staehelin (2011) také predpokladaji, Ze rostlina mlze velikost Stérbin ménit
na zakladé ménicich se podminek prostiedi, aby mohl byt regulovan tok iontl a
membranovych molekul mezi granalnimi a intergranalnimi membranami (Austin & Staehelin,

2011).

2

Obr. 2.15 Prostorové usporadani rizné velkych spojeni mezi grany a intergranalnimi thylakoidy.

1. A je tomograficky model ukazujici pohled shora na granum (gt), spolu s napojenymi intergranalnimi
thylakoidy (st). B je tomograficky model na obrazku A otoceny o 90°. C je tomograficky model na
obrazku B, kde byly intergranalni thylakoidy odstranény, aby byly lépe viditeIné mista spojeni mezi
intergranalnimi a granalnimi membranami (¢erné zvyraznéno). D je tomograficky model, na kterém
jsou vsechny intergranalni thylakoidy na predni strané grana odstranény, aby byla odhalena vSechna
mista spojeni mezi intergrandlnimi a granalnimi membranami (Cerné zvyraznéno). Bilé Spicky ukazuji
na spojeni granalnich a intergrandlnich membran, které jsou delsi nez ostatni.

2. Tomograficky model grandlnich a intergranalnich thylakodid. Cerné $picky ukazuji mensi velikost
Stérbin, zatimco bilé Spicky ukazuji 1 spojeni mezi intergranalnimi a grandlnimi membranami, které je
asi dvakrat delsi, neZ ostatni spojeni (Pfevzato z Austin & Staehelin, 2011).

Model autorli (Austin & Staehelin, 2011) je tedy v rozporu s modely Andersson &
Anderson (1980;1988), Arvidsson & Sundby (1999) a Shimoni et al. (2005) a vraci se zpét

k helikdlnimu modelu od Paoliliho ze 70. let.
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Elektronova tomografie se vyuZiva také na studium plastoglobulll. V roce 2006
publikovali autofi Austin et al. studii, ve které se zabyvali propojenim plastoglobull
s thylakoidnimi membranami chloroplastu. Uvadéji, Zze plastoglobuly se vyskytuji bud jako
samostatné subjekty, nebo v malych skupinach. V mladych listech se v chloroplastech
vyskytuje vice samostatnych plastoglobull, naopak pfi senescenci dochazi k jejich hromadéni
a shlukovani do skupin. Plastoglobuly jsou fyzicky propojeny s thylakoidnimi membranami.
Vznikaji jako puchyrky z vnéjsi membrany v mistech, kde dochazi k jejimu zakfiveni (Austin et

al., 2006).

Pti tvorbé a aplikaci jakychkoliv modelll je potfeba mit vidy na paméti, Zze modely
jsou pouze idealizovanou interpretaci reality a nemusi plné odpovidat skutec¢nosti (Daum &

Kuhlbrandt, 2011).

2.3 Piisobeni zvysené koncentrace CO; a ozdrenosti na rostliny

Koncentrace CO; v atmosféfe od nastupu primyslové revoluce (pfiblizné od roku
1850) kontinualné roste (Obr. 2.16 A) (Terashima et al., 2014). MnoZstvi CO, v dnesni dobé
dosahuje hodnoty 400 ppm (Obr. 2.16 B) a jeho narust se o¢ekdva i nadéle. Vyznamny podil
na zvySovani CO; v atmosféfe maji i antropogenni faktory, zejména spalovani fosilnich paliv a

zmény ve vyuzivani krajiny (Smith et al., 2013).

Jediny proces na Zemi, pfi kterém dochazi k fixaci anorganického uhliku do organické
hmoty s pouzitim energie slune¢niho zareni, je fotosyntéza. Rostliny pfijimaji atmosféricky
CO,, zabudovavaiji ho do svych pletiv a zpristupnuji tak heterotrofnim organismim organicky
uhlik. Rozsahlé lesni porosty pfedstavuji vyznamna ulozisté terestrického uhliku a maji tak
potencidl sniZovat mnoZstvi CO, vatmosféfe (Dixon, 1994). Rostliny tedy patfi mezi
vyznamné klimatotvorné Cinitele. EC ma vliv nejen na klima, ale také na fyziologické procesy

a strukturni parametry rostlin.

Ozarenost je prirozeny faktor prostfedi, ktery ovliviiuje vyvoj rostlin na mnoha
urovnich. Nékteré rostliny jsou adaptované na vyssi ozarenost, jiné jsou stinomilné. Také
listovi v koruné stromU je r(izné adaptovano na dostupné svételné podminky. Z nékterych

predchozich studii vyplyva (Lhotakova et al., 2012), Ze u smrku ztepilého (Picea abies L.) na
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urovni struktury mezofylu hraje ozarenost dalezitéjsi roli nez okolni koncentrace CO;. Také

ultrastruktura organel je ovlivnéna riznou ozarenosti (vice v kapitole 2.3.2.).
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Obr. 2.16 (A) Graf ukazuje koncentraci CO, v atmosfére od roku 900 do soucasnosti (Prevzato z
http://www.tzb-info.cz/6123-emise-co2-v-souvislostech), (B) Graf ukazuje primérnou mésicni
koncentraci CO, v zemské atmosféfe méfenou na sopce Mauna Loa na Havaji od roku 2009 do roku
2013. Cervend kiivka ukazuje priimérné mési¢ni hodnoty. Cernd kfivka reprezentuje trend po
normalizaci na primérny sezénni cyklus. Data jsou hodnotami namérenymi v nadmofské vysce 3400
m v subtropické oblasti severni polokoule a nemuseji se shodovat s celosvétovou pridmérnou
koncentraci CO; na povrchu. (Pfevzato z http://www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends/).

2.3.1 Plisobeni zvySené koncentrace CO: na vybrané fyziologické procesy

Z literarnich udaja vyplyva, ze CO; je aktivatorem i substratem pro fotosyntézu. Pti EC
tedy dochazi ke zvyseni rychlosti fixace CO, (A), tvorby asimildtd, rychlosti rdstu a stimulaci

produkce biomasy (Marek, 2011).

PFfi kratkodobé aplikaci EC u vétSiny rostlin opravdu dochazi k navySeni rychlosti
asimilace CO; (Ghannoum et al., 2000) a zaroven dochazi k potlaceni fotorespiracni aktivity.

Fotorespirace je proces, pfi kterém enzym Rubisco vykazuje oxygenazovou aktivitu, vaze O,
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namisto CO; a tim dochazi k uvolfiovani prebytecného CO,. Na druhou stranu funguje
fotorespirace za podminek vysoké teploty a ozarenosti jako ,zhdse¢” nadmérnych excitaci,
které mohou vést k nevratnému poskozeni proteinl zapojenych zejména v transportu
elektrond (Marek, 2011). Pfi fotorespiraci se také vytvari substraty pro syntézu latek

uplatiujicich se pfi stresovych reakcich.

U rostlin, dlouhodobé vystavenych EC je situace odlisSna. Nejprve také dochazi ke
stimulaci rychlosti fixace CO; (A) (Holisova et al., 2012; Tomimatsu & Tang, 2012), ale
stimulace rychlosti klesd s délkou puUsobeni EC. Stav, kdy asimilacni kapacita rostlin
péstovanych pfi EC je nizsi, nez u rostlin péstovanych pfi AC se nazyva aklimacni deprese.
PFicin tohoto stavu je v literatufe uvadéno hned nékolik: redistribuce ¢i snizeni koncentrace
fosfatu (Urban, 2003; Ainsworth & Rogers, 2007); snizeni obsahu ¢&i aktivity enzymu Rubisco
(Kosvancova et al., 2009; Hrstka et al., 2012); mechanické poskozeni thylakoid(, kvali
masivnimu hromadéni skrobu; inhibice transkripce enzym(, zapojenych v syntéze sacharid(
(Rubisco, karbonatdehydrataza); zmény ve strukture svétlosbérnych komplex(; zmény

poméru zdroj/sink CO2 v rostlinach (Urban, 2003; Ainsworth & Rogers, 2007)

Dlouhou dobu se predpokladalo, Ze klimatickd zména a EC povedou ke zvyseni
produkce rostlin a ukladani uhliku, diky dlsledkim, které z toho plynou — napf. ndrust listové
plochy (Pritchard et al., 1997), ¢i delsi rlstova sezéna (Matyssek et al., 2012) apod. Presto
stale probihd diskuse na toto téma, protozZe je zndmo, Ze na rychlost fotosyntézy ma vliv vice
faktord, které mohou vzdjemné interagovat a zmenSovat efekt EC - teplota, sucho, Ci
dostupnost Zivin (Saxe et al., 1998). Vzhledem k tomu, Ze v soucasné dobé probiha klimaticka
zména, kromé EC jsou rostliny vystaveny celé fadé vzajemné interagujicich stresovych
faktord. Vliv dostatku a vyvazenosti Zivin si vSimaji i jini autori (Matyssek et al., 2012) Norby
(Norby et al., 2010) et al., 2010). Néktefi dokonce tvrdi, Ze dostupnost N je dllezitym
faktorem ovliviujici interakci zdroj — sink a fotosyntetickou kapacitu pfi EC (Zhao et al.,
2012).

U procesu respirace neni odpovéd na EC také jednoznacna. Respirace neboli bunééné
dychani, probiha u rostlin ve dne i v noci. Dochazi pfi ni k vyrobé ATP, uhlikatych skeletd,
spotiebé O, a vydeji CO,. Pti kratkodobém plsobeni EC dochdzi u stromu k jejimu nardstu. U

dlouhodobého pusobeni EC dochazi naopak k poklesu rychlosti temnostni respirace (Marek,
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2011). K opacnému vysledku dopéli autofi ( Ainsworth et al., 2006; Leakey et al., 2009), ktefi
studovali séju (Gylcine max. L.) a zjistili, Ze pfi dlouhodobém pulsobeni EC dochazi
k transkripénimu pfeprogramovani rostlinného metabolismu, které vede ke stimulaci

respirace.

EC ma negativni vliv na stomatalni vodivost rostlin (Medlyn et al., 2001). K zavirani
praduchl je zapotrebi depolarizace membran. EC vede k procesim, které membranu
depolarizuji, tudiz dochazi ksnizeni otevienosti prliduchtd (Assmann, 1993). Hlavnim
dlvodem ke snizeni vodivosti je ale vyssi gradient vnéjsi a vnitini koncentrace CO,. Sila
reakce na EC se lisi u jednotlivych Zivotnich forem rostlin. Nejvétsi odpovéd byla pozorovana
u bylin, poté u listnatych drevin a nejméné reagovaly na zménu koncentrace CO; jehlicnany

(Saxe et al., 1998).

S pfiviranim priduch také souvisi pokles transpirace, coz vede k ¢aste¢nému poklesu
vodniho potencidlu listd. Kratkodobé plsobeni EC také vede ke sniZeni transpirace,
dlouhodobé plsobeni EC naopak zapficifiuje zvyseni transpirace z dlivodu narlstu biomasy
koren( a listd (Marek, 2011). Vyssi hodnoty specifického transpiracniho proudu kmenem, i
vys$si hodnoty vodniho potencidlu letorostl maji za ndsledek ekonomictéjsi vyuziti vody

(WUE) (Pokorny et al., 2001; Kupper et al., 2006).

EC vede podle nékterych autor( (Long et al., 2004) ke stimulaci rychlosti rtstu rostlin
a produkce biomasy. S timto nazorem souhlasi i jini autofi (Gessler et al., 2007; Marek,
2011), ktefi navic tvrdi, Ze EC vede nejen ke stimulaci produkce biomasy u C3 rostlin, ale také
vice asimilatd putuje do koren(, dochazi tedy k vétsimu pfijmu Zivin, zejména dusiku z pUdy.
Dalsi autofi (Smith et al., 2013) také uvadi, Ze pti EC dochazi k narlstu biomasy u listnatych
drevin. Zda dochazi k narlstu biomasy pfi EC je druhové specifické a také zavisi na tom, zda
stromy rostou v monokulture, ¢i v zapojeném porostu spolu s ostatnimi druhy. Nékteré
vysledky ukazuji, Ze pfi spole¢ném rastu buku lesniho (Fagus sylvatica L.) a borovice lesni
(Pinus sylvestris L.) dochazi ke stimulaci rlistu nadzemni biomasy (Pretzsch & Schutze, 2009)
oproti rlstu v monokulture K opacnym vysledklim dospéli autofi (Jacob et al., 2010), ktefi
zjistili, ze pfi rGstu buku lesniho (Fagus sylvatica L.) ve smiSeném porostu, dochazi ke

snizovani rdstu biomasy oproti situaci, kdy roste buk lesni (Fagus sylvatica L.) samostatné
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v monokulture. U kofenl je ale situace opacna. V polykulture je efekt EC vétsi, neZ pfi rlistu

stromU v monokulture (Smith et al., 2013).

Z globdlniho hlediska se diva na situaci (Sage, 1994), ktery tvrdi, Ze EC muzZe mit vliv
na rozmisténi C3 a C4 rostlin a také na samci a samici jedince u topolu, ktefi odliSné reaguiji
na zmény souvisejici se EC (Zhao et al.,, 2012). C4 rostliny, jejichz prvnim stabilnim
produktem fotosyntézy je 4 uhlikata molekula, jsou adaptovany na zZivot v teplejSim podnebi.

Také u nich neprobiha proces fotorespirace.

Schematické znazornéni ptimych efektd EC na C3 rostliny je na obr. 2.17.

Photo- Rubisco Leaf water,
respiration! carboxylation status

Produc?ion* - Leaf area *

-~

Obr. 2.17 Schematické znazornéni pfimych efektl zvysené koncentrace CO, na produkci C3. Zvysena
[CO;] zvySuje rychlost karboxylace enzymu Rubisco, zatimco inhibuje jeho oxygendzovou aktivitu a
tim snizuje fotorespiracni ztratu uhliku. ZvySena produkce vede k narQstu listové plochy a
zpétnovazebné pozitivné ovliviiuje rychlost fotosyntézy. Toto je dale zesileno sniZzenim transpirace a
lepsim hospodarenim s vodou, které také vede k narustu listové plochy (Pfevzato z Long et al., 2004).

2.3.2 Ozarenost a jeji vliv na ultrastrukturu chloroplasti

Dostupnost zareni v ramci koruny neni homogenni. Odpovéd rostlin na svételné
podminky se lisi v zavislosti na druhu porostu, vyvojové fazi listl a je ovlivnéna také dalSimi
faktory (Niinemets, 2010). Na zakladé mnozZstvi dopadajiciho zareni dochazi k diferenciaci
dvou typU listd, jednd se o slunny a stinny list. Dany typ je pfizplisoben svételnym
podminkam nejen rychlosti fotosyntézy, ale zejména anatomickou stavbou mezofylu
(Terashima et al., 2006).

Pri vyssi ozarenosti dochazi k radé proces, které spolecné vedou k nartistu Amax
(svétlem saturované rychlosti asimilace CO3) u slunnych listl (Hanba et al., 2002; Terashima

et al., 2006; Oguchi et al., 2008). U nékterych druhd dochazi k prodluzovani bunék
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palisadového parenchymu, stejné jako k viceCetnému déleni bunék, jak je vidét na obr. 2.18
(Terashima et al., 2006). Diky tomu jsou slunné listy tlustsi a maji vétsi vnitini povrch (povrch
mezofylovych bunék vystaveny mezibunéénym prostordm). Na vétsi plose bunécné stény
tedy dochazi k prijmu CO; do buriky, nasledné do chloroplastt, kde je CO; pfistupny pro
enzym Rubisco.

U jinych druhl narlstd pocet chloroplastli a vice chloroplastl je vystaveno
mezibunéénym prostoram, bez toho aniz by dochazelo k narlstu tloustky listu (Oguchi et al.,
2008).

Nékteré druhy naopak investuji vice biomasy do vytvoreni silnych stinnych list(, ale
tyto listy obsahuji malo chloroplastli vystavenych mezibunéénym prostoram. P¥i presunuti
do vyssi ozarenosti naroste u téchto rostlin objem chloroplastt a zaplni se tim prazdna mista

v mezofylovych bunkach a dojde ke zvyseni rychlosti asimilace (Oguchi et al., 2008).

"‘ \ it

e ;n’ )

Obr. 2.18 Slunny (A) a stinny (B) list buku (Fagus Crenata L.) (Upraveno podle Terashima et al., 2006).

Také vyvoj chloroplastu je ovlivnén lokalnimi svételnymi podminkami prosttfedi (Yano
& Terashima, 2001; Terashima et al., 2006).
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Pti dlouhodobém plsobeni nizsi ozarenosti bylo zjisténo, Ze dochazi k navyseni poctu
gran v chloroplastu a také k navyseni poctu thylakoid( v granech (Sarafis, 1998; Fu et al.,
2011). Obsah skrobu se pfti nizsi ozarenosti v chloroplastu u rajéete (Lycopersicon esculentum

Mill.) sniZil a pocet plastoglobul(i narostl (Fu et al., 2011).

Velikost, pocet i ultrastruktura chloroplast(i jsou ovlivnény svételnymi podminkami
také u orchideje (Anoectochilus roxburghii L). Pocet chloroplast(, gran a grandlnich membran
narUsta pfi nizSi ozarenosti. Grana rostlin rostoucich pfi 30%, 20%, a 5% ozarenosti
obsahovaly vice thylakoidd v porovndni s témi, které se vyskytovaly v rostlindch vystavenych
50% ozarenosti. Pocet a velikost osmiofilnich granuli byl redukovan u rostlin rostoucich pfi
30% a 20% ozdafenosti v porovnani stémi, které byly v listech vystavenych 50% a 5%

ozarenosti (Shao et al., 2014).

RGznd stanovisté pro porovnani ultrastruktury chloroplastli pod vlivem ozarenosti
zvolili autofi (Liang et al., 2010). u rostliny fialky (Primulina tabacum L.). Zjistili, Ze pfi vyssi
ozarenosti obsahuji chloroplasty méné gran a grana jsou sloZzena z méné thylakoid(, nez u
rostlin rostoucich pfi nizsi ozarenosti. Disledkem je narlst plochy koncovych membran,
které jsou vystaveny stromatu, ¢imZ se zvySuje Ucinnost toku protonli a vzniku ATP
(Anderson et al., 2012).

U Spenatu (Spinacia oleracea L.) dochazi pti kratkodobém plsobeni nizké ozarenosti
k narlstu velikosti a poctu gran v chloroplastech. Pfi presunu zpét do vyssi ozarenosti, se
membrany vraceji do plvodniho stavu. Z toho plyne, Ze rostliny Spendtu dokazi reagovat na
ménici se svételné podminky v horizontu nékolika minut tak, aby dosahly maximalni

fotosyntézy a zdrovert minimalizovaly dopady fotoinhibice (Rozak et al., 2002).

Kromé dlouhodobé aklimace (hodiny, dny, tydny, sezény) rostliny potrebuji také
dynamicky reagovat na meénici se svételné podminky prostfedi. BEhem evoluce se u nich
vyvinuly takové mechanismy, které jim dovoluji udrZet konstantni maximalni vytézek

fotosyntézy v podminkach kolisajiciho zareni (Anderson et al., 2012)

Jednim z regulacnich mechanism( je state transition (Mullineaux & Emlyn-Jones,
2005) (Obr. 2.19). V podminkach ozarenosti, které vedou k nadmérné excitaci fotosystému Il
(PS 1) na rozdil od fotosystému | (PSI), je indukovan stav 2, pfi kterém se ¢ast LHCII presune z
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PSIl na PS I, ¢imZ dojde k absorpci vice energie fotosystémem |. Pokud dojde k nadmérné
excitaci fotosystému |, dojde k navraceni stavu 1, ve kterém je vice energie sméfovdno na

PSIl. Vysledkem je rovnomérnéjsi rozlozeni slunecniho zareni mezi oba fotosystémy

(Mullineaux & Emlyn-Jones, 2005).

State of adaptation to light 1 (state 1)

@ @ ATP

PSII-LHCII + PSI

LHCII kinase

Plastoquinone Plastoquinone

ed
poised reduced ADP

PSIl + LHCIl + PSI PSIl + LHCI-P + PSI

@l«@égm g v 8

Plastoquinone Plastoquinone
oxidized poised

8 ¥

PSIl  + PSI-LHCII-P

Phospho-LHCII
phosphatase

TRENDS in Plant Science

Obr. 2.19 State transition. Mechanismus, ktery rostliné umoziuje reagovat na meénici se podminky
ozatenosti presunem ¢asti anténnich komplexi LHC Il mezi fotosystémy I a IT (Pfevzato z Mullineaux
& Emlyn-Jones, 2005).

PFi vysoké ozarenosti se rostlina snazi chranit pred fotoinhibiénimi procesy. Jednim ze
zplUsobl ochrany je tzv. xantofylovy cyklus, pri kterém dochazi k zaméné jednotlivych
karotenoid(i ve fotosystémech, konkrétné se violaxantin méni na zeaxantin. Zeaxantin je
schopen ménit energii, které je pfi stresu z nadmérného ozareni v bunce pfilis, na teplo, ¢imz
bunku pred pfilis velkym mnoZstvim energie chrani (Dekker & Boekema, 2005; Jahns et al.,

2009) .

Nadmérna ozarenost vede, v ramci fotoinhibi¢nich procesu, k poruseni proteinu D1
v PSIl (Mulo et al., 2008) .Rostliny si vybudovaly mechanismus, ktery umoznuje snadnéjsi
opravu tohoto proteinu pomoci zmény velikosti gran. Pfi stresu nadmérnym ozarenim
dochazi u huseni¢ku (Arabidopsis thaliana L.) ke smrstovani gran (Obr. 2.20), tedy

zmensSovani jejich priaméru, coz vede ke zvySeni mobility proteinl v granech a také
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usnadnuje cestu poskozeného PSIl do intergrandlnich thylakoidl, kde se dochazi k jeho

reparaci (Herbstova et al., 2012).

Dark

stacked grana 370 nm
stroma lamellae

585 nm LHCIIL-PSII

holocomplex

H i gh_ 1 ight B damaged PSII
305 nm

® aggregated LHCII

' FtsH protease
6 Ribosome

=> Grana core

4> [ateral diffusion

465 nm

Obr. 2.20 Obrazek shrnuje zmény v architekture thylakoid(l pfi vysoké ozarenosti. Mezera mezi
jednotlivymi thylakoidy v granu je uzka, aby mohlo dochdzet k pohybu enzymu FtsH proteaza a
ribozomu. Pri zvySené ozarenosti dochazi k ¢asteénému lateralnimu rozvolnéni gran a tim ke zvyseni
mobility proteinli poskozeného PSII. Diky tomu, mizZe dojit k pfesunu proteind na membrany
intergranalnich thylakoidl a jejich opravé (Pfevzato z Herbstova et al., 2012).

Nejen grana, ale také samotné thylakoidy a jejich velikost, jsou ovlivnény rznou
ozarenosti. Tym H. Kirchhoff (2011) demonstroval u huseni¢ku (Arabidopsis thaliana L.)
svételnd indukovany narlist vnitfniho prostoru grandlnich thylakoidd az o 96%. Sir$i lumen
thylakoidd znamena vétsi prostor pro difuzi proteind, zejména plastocyaninu a také pro
pohyb D1 proteinu v membranach pfi jeho reparacnich procesech. Pri vys$si ozarenosti také
dochdzi k presunu casti LHC Il od PS Il vgranech kPS | na intergranalnich thylakoidech
vramci procesu state transition, jak bylo popsano vyse. Vzhledem ktomu, Ze anténni
komplexy LHC Il a jejich vazby jsou hlavni silou stabilizujici grana (Dekker & Boekema, 2005),
je mozné, Ze rozsirovani lumen thylakoid( je dlsledkem presunu LHC Il mimo né. V in vivo
podminkach zatim nebylo zjisténo, Ze by doslo k Uplnému rozvolnéni gran pfi procesu state
transition. Vidy se jednalo pouze o zménu uspofadani na okrajich membran, ktera se
pohybovala v rozmezi 10 — 20% (Rozak et al., 2002; Mustardy & Garab, 2003; Shimoni et al.,
2005). Tvrzeni, Ze pfi vysSi ozarenosti dochazi k rozsifeni lumen thylakoidd, odporuje

predchozim predstavdm ziskanym na izolovanych thylakoidech, které naopak tvrdi, Ze pfi
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vysSi ozarenosti dochdzi ke zuzeni vnitfniho prostoru thylakoidd (Chow et al., 2005;

Anderson et al., 2008).

2.3.3 Zmény v ultrastruktui-e chloroplastii pri zvySené koncentraci COz a
vliv dalSich faktori

Ultrastruktura chloroplastu je silné ovlivnéna mnoha vnéjsimi (podminky prostredi Ci
denni doba) i vnitfnimi (stari listu) faktory (Griffin et al., 2001; Rozak et al., 2002;
Kivimaenpaa et al., 2003; Zellnig et al., 2004) Jednim z vyznamnych vnéjsich faktor( je také

koncentrace CO, v atmosfére.

Pfi péstovani nékolika druhl C3 rostlin pfi EC byl zjiStén narlst poméru
intergrandlnich thylakoidl ku grandlnim thylakoidim (Griffin et al., 2001). Autofi si to
vysvétluji tim, Ze rostliny kompenzuji zvySenou dostupnost CO; ndrlstem mnoZstvi
intergrandlnich thylakoidl, aby mohly uGcinnéji fixovat CO, do cukernych molekul. Pro
kvantifikaci struktur pouZili autofi stereologické metody.

Stejny trend — vySsi pomér intergrandlnich thylakoidd ku granalnim thylakoidlm
pozorovali autofi Teng et al. (2006) u husenic¢ku (Arabidopsis thaliana L.). Souhlasi s tvrzenim
autora (Griffin et al., 2001), Ze dGvodem pro vyssi pomér intergrandlnich thylakoidd ku
grandlnim thylakoidlim je dostupnost vétSiho mnoiZstvi CO,, tedy i vice energie a rychlejsi
rast rostliny. DUvodem muzZe podle (Teng et al., 2006) byt pfitomnost velkych skrobovych
zrn, kterd zabiraji vétsi objem chloroplastu, kde tak jiz nezbyva misto na grana. Dlsledkem

narUstu Skrobovych zrn je také narUst Sitky chloroplastll, aniz by se zménila jejich délka.

Naruast poctu a velikosti Skrobovych zrn byl zjistén také u dvou kultivarl séji (Glycine

max (L.) Merr.) jez byly péstovany pti EC (Hao et al., 2012).

U huseni¢ku (Arabidopsis thaliana L.) péstovaného pfti zvySené koncentraci CO; (700
umol mol?!) dodlo také kndrdstu poctu chloroplastd v mezofylové burice v porovndni
s rostlinami péstovanymi pfi atmosférické koncentraci CO2 (370umol mol?) (Teng et al.,

2006).

Vétsi pocet i Sirku chloroplastl pozorovali také autoti (Wang et al., 2004) u tabaku
(Nicotiana sylvestris L.) pfi kultivaci zvy$ené koncentraci CO2 (730pumol mol?) oproti
rostlindm péstovanym pfi atmosférické koncentraci CO; (365umol mol?).

42



ProtoZe v redlnych podminkach dochazi vidy k pGsobeni vice faktor( dohromady,
zabyvaji se kombinaci vice faktorU i nékteré experimentalni studie.

Vlivem kombinace dvou faktorli — zvySené koncentrace CO, (560 ppm) a zvysené
koncentrace Os se zabyvali autofi (Oksanen et al., 2001). Studovali dva rostlinné druhy, osiku
(Populus tremuloides L.) a brizu (Betula papyrifera L.), které byly oSetfovany CO; a Os po
dobu tfi let. Zjistili mimo jiné, Ze druhy reaguji na zmény vnéjSich podminek odlisné. U osiky
pozorovali pti zvySené koncentrace Oz narlst poctu plastoglobulli v chloroplastech, zatimco
pfi oSetfeni EC doSlo k jeho poklesu. Soucasné doslo u rostlin péstovanych pfi zvySené
koncentraci Os ke snizeni mnozstvi Skrobu, na rozdil od rostlin, které byly oSetfeny
kombinaci zvySené koncentrace obou faktor(i, u nichz se obsah Skrobu v chloroplastech
zvysil. Osetreni rostlin zvySenou koncentraci Oz vedlo ke zménam usporadani thylakoid(,
konkrétné dochazelo k ¢astéjSim dilatacim a deformacim thylakoidnich membran. Bfiza
reagovala na zminéna oSetfeni méné citlivé. | pres to autoti pozorovali narlst plastoglobult
pfi zvySené koncentraci Os a také narUst velikosti Skrobovych zrn v chloroplastech pri EC
(Oksanen et al., 2005). Zvysenou koncentraci O3 indukované zmény thylakoidnich membrdan

byly zmirnény EC.

Ke stejnym zménam v ultrastrukture chloroplastli jako pfi kultivaci ve zvysené
koncentraci O3z — napf. snizeni mnozZstvi Skrobu, zvySena akumulace plastoglobull - dochazi
také u rostlin vystavenych rliznym stresovym podminkam ¢i u senescentnich rostlin (Olmos

et al., 2007).

Zmény v usporadani thylakoidnich membran i celého membranového systému jsou
také castym pravodnim projevem pfi vystaveni rostlin rlznym stresovym podminkam.
V nasledujicich odstavcich uvadim nékolik pfikladd zmén ultrastruktury chloroplastt
stresovanych rostlin. Nékteré zmény v ultrastrukture mohou byt podobné tém, které

vyvolava EC.

Pti vystaveni rostlin stresu suchem byl u rostliny lilku (Solanum melongena L.)
pozorovan nizsi pocet chloroplastl v burice (Fu et al., 2013). Je to opacna reakce, nez rostliny
vykazuji pfi péstovani pti EC (Teng et al., 2006). Chloroplasty v rostlinach péstovanych ve
stresu suchem ziskaly také kulatéjsi tvar (Fu et al., 2013), stejné jako chloroplasty rostlin

péstovanych pti EC (Teng et al., 2006). Narlst pozorovali autofi v mnoZstvi thylakoidnich
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membran u stresovanych rostlin borovice (Pinus sylvestris L.) (Zellnig et al., 2010) a také u
Spenatu (Spinacia oleracea L.) (Zellnig et al., 2004). Membrany byly ale u stresovanych rostlin

nepravidelné usporadané v porovnani s kontrolnimi rostlinami (Fu et al., 2013).

Dilataci thylakoidnich membran v chloroplastech planiky obecné (Arbutus unedo L.)
pozorovali také autofi (Navarro et al., 2007) u rostlin rostoucich v zasoleném prostredi. Také

u nich doslo ke zvyseni poctu plastoglobull v chloroplastech oproti kontrolnim rostlinam.

Stresovymi faktory pro rostliny jsou i extrémni teploty jak vysoké, tak nizké. Pfi
vysokych teplotach dochazi napf. u pSenice (Triticum aestivumv L.) k bobtnani thylakoid( a
narUstani objemu vnitfniho prostoru thylakoidl (Xu et al., 1995). Podobné zmény
v ultrastruktufe chloroplastl sledovali také (Kreslavski et al., 2008) u stejného druhu -
nabobtnalé thylakoidni membrany, u nichZz dochazelo k rozvoliovani a ubytek gran v
chloroplastech pfi porovnani s kontrolnim i rostlinami. Také (Chen et al., 2012) pozorovali
zmény v ultrastruktufe chloroplastli tentokrat u rostlin cedratu (Citrus medica L.) -
vakuolizace a separace thylakoidnich membran. Pfi teploté vyssi nez 45°C se vyskytovaly
v bunice deformované chloroplasty, které mély nabobtnaly tvar a neobsahovaly Zadné

thylakoidni membrany.

Ubytek membran a jejich bobtnani pozorovali autofi (Stefanowska et al., 2002) pfi

vystaveni rostlin fepky olejky (Brassica napus L.) teploté -5° C po dobu 18 ti hodin.

Spoleénym znakem rostlin stresovanych extrémnimi teplotami, at uz vysokymi ci

nizkymi, jsou vybézky chloroplast(.

Vybézky chloroplastd byly nalezeny u nékolika druhd rostlin. Délka vybézk( se
pohybuje v rozmezi 3-5 um (Bourett et al., 1999; Holzinger et al., 2007) a obsahuji pouze
stroma, zadné thylakoidni membrany ani organely. Vyskytuji se u rostlin jako adaptace na
Zivot v nizkych teplotach, nadmorska vyska patrné nema na vyvoj vybézkl vliv. Jejich funkci
je zvétsit plochu membrany pro efektivnéjsi transport iontl a cukr(i mezi chloroplasty a
cytoplazmou. Vybézky casto sousedi s jinymi organelami - mitochondrie, peroxisomy, aby

|épe dosahly pozadavkl zvysené fotorespirace (Lutz & Engel, 2007).
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Vybézky byly sledovany také jako adaptace u rostlin pfi kultivaci ve vysokych
teplotach (25° C a vice), pfi porovnani srostlinami rostoucimi v teplotdch 5°C - 15°C.
Se vzrustajici teplotou také dochdzelo k prodluzovani vybézkl. Vybézky nejsou artefaktem,
protoZe byly pozorovany jak u vzorkd chemicky fixovanych, tak i u vzorkd zpracovanych
metodou vysokotlakého zmrazovani a mrazové substituce (Bourett et al., 1999; Holzinger et

al., 2007).

V literature nékdy dochazi k zaméné vybézk( se stromuly (Holzinger et al., 2007).
Tyto dvé struktury vyskytujici u chloroplastll jsou vSak odlisné v mnoha znacich (Lutz & Engel,
2007). Lisi se zejména velikosti, stromuly maji velikost vice jak 20um, na rozdil od vybézka,
které jsou dlouhé 3-5 um (Bourett et al., 1999; Holzinger et al., 2007). Stromuly se také ¢asto
tvori v mistech, kde jsou chloroplasty daleko od sebe, coZ neni u vybézkl obvyklé a vyskytuji
se hlavné u nezelenych plastid(. V chloroplastech byly pozorovany jen vyjimecné (Holzinger

etal., 2007).

Pfi sledovani reakce rostlin na vyskyt tézkych kovl v zdlivce byly pozorovany dva
hlavni znaky, které se opakovaly u vice rostlinnych druhi. Chloroplasty obsahovaly vétsi
mnozstvi Skrobu (Alkhatib et al., 2012; Reboredo, 2012; Saco et al., 2013) stejné jako u
rostlin vystavenych EC (Teng et al., 2006; Hao et al., 2012). Druhym znakem byly nabobtnalé
a dezorganizované thylakoidy (Saco et al., 2013; Souza et al., 2014) coz odpovida reakci

rostlin na rlzné typy stresl, mezi které tézké kovy patfi.

2.4 Gradienty anatomickych parametrii v ramci c¢epele listu

Anatomické gradienty zavisi nejen na postaveni listu na jedné rostling, ale objevuji se
také vramci jednoho listu (Pazourek, 1966). Studiem nejen anatomickych, ale i
U rostlin tabdku (Nicotiana sanderae L.) byly sledovany tyto parametry: hustota a velikost
praduch( a intenzita transpirace, fotosyntézy a dychani. U vSech parametr(, kromé velikosti
praduchd, bylo zjisténo, Zze ve sméru od baze k apikalni casti listu, stejné tak od stfedu
k okraji listu, dochazi kjejich snizovani (Slavik, 1963). Podle (Pazourek, 1966), ktery se
zabyval hustotou praduchl na cepeli listu barvinku (Vinca minor L.), zavisi rozmisténi
praduch vice na strukture Zilnatiny. V mistech, kde se nachazi Zilky, nedochazi k distribuci

praduchd a naopak (Pazourek, 1966).
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Odbér vzorkii listovi

Vzorky listd buku byly odebirdny na experimentdlni ekologické stanici Bily KFiz
Laboratore ekologické fyziologie rostlin Centra vyzkumu globalni zmény AV CR, v.v.i. Bily KFiz
se nachazi v Moravskoslezskych Beskydech (49°30°s.5.,18°32v.d.; 908 m. n. m.) (Lhotakova
etal., 2012).

Buky byly péstovany ve dvou kultivacnich sférach pfi dané koncentraci CO;. Kultiva¢ni
sféry maji rozlohu 10x10 m, v centralni ¢asti jejich vyska dosahuje 7m (Obr. 3.2). Konstrukce
je tvofena zeleznym ramem, v némz jsou ukotvena automaticky oteviratelna sklenénd okna.
takové podminky, které co nejblize odpovidaji pfirozenym podminkdam v okoli. Teplota a
vzdusna vlhkost jsou srovnatelné s vnéjsSimi podminkami. Nejvétsi vliv komor na porost je
spojen s prochazejicim sluneénim zarenim, které je redukovdno o 26 % oproti podminkam
mimo sféry. V jedné sfére se udrzuje atmosféricka koncentrace CO;, kterd se v letech 2005 —
2012 pohybovala v rozmezi od 382 ppm do 395 ppm?. Ve druhé sféfe dosahuje hodnota
koncentrace CO, 700 ppm (Urban et al., 2001). Osetfeni EC bylo aplikovano kontinualné od

konce dubna do fijna, v souladu s ristovou sezénou v této oblasti.

Buky byly do sfér pfesazeny roku 2005 jako pétileté stromy. Spoleéné s nimi se zde
péstuji i smrky, jedna se tedy o smiSeny smrkovo-bukovy porost. Testované stromy byly
vybrany jako reprezentativni jedinci (stromy bez poskozeni), jednak rostouci mezi buky, ale

také v sousedstvi smrk(. Rozmisténi strom0 ve sférach je vidét na obr. 3.1.

! (http://www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends/graph.html)
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Obr. 3.1 Rozmisténi strom( ve sférach. Vlevo — sféra se zvysenou koncentraci CO, (Elevated), Vpravo
— sféra s atmosférickou koncentraci CO, (Ambient), buk Iesni smrk ztepily .

Oznaceni strom( - napt. EC5: E — zvySend koncentrace CO, (Elevated), C — 3. fada strom(, 5 — 5.
strom od zacatku rady

Vzorky byly odebrany 30. ¢ervna roku 2010. Pochazely z 5 stromU péstovanych pfi AC
a z 5 stromu ze sféry s EC. Z kazdého stromu byl odebrdn vidy jeden slunny a jeden stinny list
z jizni strany, ze kterého byly pfipraveny segmenty pro transmisni elektronovou mikroskopii

(TEM), blizsi popis v kapitole 3.2.

Obr. 3.2 Kultivaéni sféry na experimentalnim ekologickém stanovisti Bily Kfiz v Moravskoslezskych
Beskydech (Prevzato z: http://www.czechglobe.cz/).

47



3.2 Priprava preparadtii pro transmisni elektronovou mikroskopii (TEM)

Za ucelem vyhodnoceni vlivu ozafenosti a EC na ultrastrukturu chloroplastd byly
pouzity vidy segmenty o velikosti pfiblizné 1x2 mm ze stfedni ¢asti listu, mimo hlavni
Zilnatinu. Cilem prace bylo téz vyhodnotit, zda stfedni cast listu je reprezentativni pro
kvantitativni hodnoceni ultrastruktury chloroplastl. Bylo tedy potfeba zohlednit moZnost
gradient ve sledovanych parametrech v ramci listu. Na slunnych listech péstovanych pfi
atmosférické koncentraci CO; bylo tak odebrano navic 5 segment( v souladu s principem

systematicky rovhomérné nahodného vybéru (SUR) (Obr. 3.3).

Obr. 3.3 Systematicky rovnomérné nahodny vybér segmentll na bifacidlnim listu. Nejprve je na
zakladé velikosti listu zvolena systematicka bodova mftizka pro vybér segment( tak, aby z kazdého
listu bylo odebrano alespon 5 segmentl. U vétsich slunnych listd byla vzdalenost mezi segmenty
stanovena na T=19 mm. Cisla x a y jsou vybrana nahodné z mnoZiny ¢isel {0,1,...,T-1} a uréuji ndhodné
souradnice, do kterych je umistén apex listu. Systematicky rovhomérné nahodny vybér segmentl je
zajistén jejich vybranim v pozicich odpovidajicich bodové mfiZce. Listové segmenty jsou fezany, jak je
uvedeno na obrazku (Prevzato z Kubinova, 1993).

Segmenty byly z listd odebrany v laboratofi v Praze, kam byly celé listy pfevezeny
v chladu a temnu. Segmenty byly fixovany ve smési 5% glutaraldehydu v 0,1M fosfatovém
pufru a ddle odvodnény a prevedeny do pryskyfice Spurr v automatickém mikrovinném

procesoru (Leica EM AMW, Leica Microsystem, Viden, Rakousko).

Postup pro pfipravu vzorkl pro transmisni elektronovou mikroskopii (TEM) byl
nasledujici: fixace (5% GA), promyti pufrem, postfixace (2% 0sQa), opét promyti pufrem,
odvodnéni v acetonu, infiltrace a zaliti do media (viz protokol niZze — Tab. 3.1). Tento postup
Ize provadét i ruéné, je to vsak velmi ¢asové narocné. Diky vyuZiti automatického zpracovani
vzorkd v mikrovinném procesoru byl cely proces pfipravy zkracen ze 3 dnli na cca 1,5 hodiny.

Pouze vlastni zaliti do media bylo provedeno ruéné s pfipojenim oznaceni vzorku na papirku
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do pryzové formy s moznosti orientace. V termostatu byly vzorky zpolymerovany pfi teploté

65°C a po vychladnuti byly hotové vzorky nakrdjeny.

Protokol TEM - Leica EM AMW (mikrovinny procesor)

max.

krok Cas teplota max. vykon
ampulka | (opakovani) | (min) |(°C) ¢inidlo rezim zafeni |zareni (Watt)
1 1 3 37 Pufr + GA kont. 15
1 2 3 20 Pufr + GA kont. 0
1 3 3 37 Pufr + GA kont. 15
1 4 3 20 Pufr + GA kont. 0
2 1 3 37 Pufr svah 20
3 1 2 37 Pufr puls 15
4 1 2 37 Pufr svah 20
5 1 12 37 Pufr +0s04 kont. 15
6 1 2 37 Pufr kont. 15
7 1 2 37 Pufr kont. 15
8 1 2 37 Aceton 30% kont. 15
9 1 2 37 Aceton 50% svah 20
10 1 2 37 Aceton 75% + uranyl acetat |svah 20
11 1 2 37 Aceton 75% svah 20
12 1 2 37 Aceton 90% svah 20
13 1 4 37 Aceton 100% svah 20
14 1 4 37 Aceton 100% svah 20
15 1 9 37 Aceton : Spurr (9:1) kont. 10
16 1 6 37 Aceton : Spurr (3:1) kont. 10
17 1 6 40 Aceton : Spurr (1:1) kont. 10
18 1 6 45 Aceton : Spurr (1:3) kont. 10
19 1 6 50 Spurr kont. 12
20 1 6 50 Spurr kont. 12

Tab. 3.1 Protokol pouZity pfi zpracovani vzorkd v mikrovinném procesu. Rezim zareni: kont. = rychly nardst
teploty a poté udrZeni nastavené teploty, svah = jemny narist teploty v pribéhu nastaveného casu, puls =
rychly narUst teploty, dokud neni dosaZena nastavena teplota, zareni vypnuto, dokud teplota neklesne o
5°C, zareni zapnuto, aby bylo opét dosazeno pozadované teploty, GA — glyceraldehyd.

ProtoZe priprava ultratenkych fezl je naro¢na na technickou zruénost a vyzaduje
praxi, byla provedena na objednavku v Laboratofi biologie buné¢ného jadra Ustavu
molekuldrni genetiky AV CR, v.v.i. Rezy o tloustce asi 70 nm byly fezany na ultramikrotomu
(Leica EM UC7, Leica Microsystem, Viden, Rakousko) diamantovym noZzem (sklon 45°,

Diatome, Biel, Svycarsko). Vzorky byly pfeneseny na médéné sitky potaZzené formvarem,
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s hustotou ok 300. Vzorky byly pozorovany v transmisnim elektronovém mikroskopu TEM
JEOL — JEM — 1011 (JEOL, Tokyo, Japonsko) v Laboratofi elektronové mikroskopie PfF UK.
Obraz byl sniman CCD kamerou Veleta s pouZitim akvizicniho softwaru Olympus (Olympus,
Soft Imaging Solution GmbH, Miinster, Némecko) s rozliSenim 2048 x 2048. Chloroplasty byly
snimany pfi zvétSeni 20-25 tisic, tak aby chloroplast zaujimal co nejvétsi plochu zorného pole

a byla umoZnéna co nejvyssi presnost méreni bez nutnosti obrazy skladat.

Z kazdého segmentu listu byly nasnimany 4 medialni fezy chloroplastem. Byl vybran
vidy jeden medialni fez z nékolika nasledujicich bunék v prvni vrstvé palisddového
parenchymu v blizkosti pokozky. Ddle byly uréeny vybrané strukturdlni parametry za pouziti

stereologickych metod.

3.3 Stanoveni vybranych strukturdlnich parametrii chloroplastit pomoci
stereologickych metod

Pro charakterizaci ultrastruktury chloroplast buku lesniho (Fagus sylvatica L.) jsem
zvolila tyto parametry: plochu medidlniho fezu chloroplastem, kterd muze pfiblizné
vypovidat o velikosti chloroplastu, a pomérna zastoupeni jednotlivych struktur v tomto
medidlnim Ffezu (thylakoidni membrdany, plastoglobuly a Skrobova zrna) (Obr. 3.4.). Plocha
medialniho Fezu chloroplastu je uvddéna v um? a pomérné zastoupeni jednotlivych struktur

je uvadéno v procentech celkové plochy medialniho fezu chloroplastem.
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Obr. 3.4 Vybrané struktury mérené na medidlnim fezu chloroplastem. Modré oznaceni —
plastoglobuly, Zluté oznadeni — Skrobové zrno, zelené oznaceni — granum, cervené oznaceni —
intergranalni thylakoid.

3.3.1 Aplikace bodové metody v programu Ellipse

Na méreni vybranych parametrd jsem pouZila bodovou metodu. Princip této metody
je detailné popsan v kapitole 2.2.1.1.1.

Drive (Kutik et al., 1999; 2004) se méreni provadélo prikladanim prUsvitnych
plastovych fdlii se stereologickou mrfizkou, ktera méla pravidelné uspofddané body, na
mikrofotografii chloroplastu. Ja jsem vyuzila software Ellipse (ViDiTo, KoSice, Slovensko),
konkrétné plugin vicendsobné mfizky (PointGrid MultiForegroundGrid neboli PG Mfg) (Obr.
3.5). Tento modul nabizi moZnost méfit az tfi rizné parametry na 1 mfizce. Tuto funkci jsem
vyuzila v pfipadé méreni grandlnich a intergranalnich thylakoid( (Obr. 3.5. D) a Skrobovych

zrn Obr. 3.5.C).

-
s
i
@
A
¥

2,
!'T

1 4

¥

D

Obr. 3.5 Poutziti vicendsobné mftizky na méreni ultrastrukturalnich parametr( chloroplastu. (A) Plocha
chloroplastu — ¢ervené kfizky: zdsah mimo mérenou oblast, zelené kfizky: zasah do chloroplastu, (B)
plastoglobuly — ¢ervené kfizky: zasah mimo mérenou oblast, zelené kfizky: zasah do plastoglobulu,
(C) skrobové zrno — cervené kfizky: zdsah mimo mérenou oblast, zelené kfizky: zdsah do metabolicky
aktivniho skrobu, modré krizky: zasah do Skrobového zrna, (D) thylakoidni membrany — cervené
krizky: zasah mimo mérenou oblast, zelené kfizky: zasah do granalnich thylakoid(, modré krizky:
zasah do intergranalnich thylakoida.
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3.4 Statistické metody

Statistické vyhodnoceni vlivu ozarenosti a EC na ultrastrukturu chloroplasti bylo
provedeno v programu NCSS 2000 (NCSS, USA). Rozdilnost dat byla vyhodnocovana analyzou
rozptylu dvojného tfidéni (two way ANOVA — repeated mesures), ktera zohledriuje zavislost
pozorovani — fakt, Ze slunny a stinny list byl odebran vidy ze stejného stromu.

Statistické vyhodnoceni vysledkd porovnavani hodnot ze stfedni ¢asti listu a ostatnich

péti poloh bylo provedeno v programu NCSS 2000 (NCSS, USA) dvouvybérovym t-testem.

4. VYSLEDKY

4.10ptimalizace rezu pro kvantitativni vvhodnoceni

Kvalita mikrofotografii z transmisniho elektronového mikroskopu (TEM) se mize mezi
jednotlivymi mikrofotografiemi velmi lisit. Aby mohl byt obrazek pouZzit na méfeni, musi byt
jednotlivé struktury dobre viditelné a jejich hranice dobfe rozeznatelné s dostate¢nym
kontrastem od pozadi. Tento predpoklad je dllezity zejména u kvantifikace thylakoidnich

membran (Obr. 4.1).

A B it
Obr. 4.1. (A) znéazorfiuje mikrofotografii chloroplastu z transmisniho elektronového
mikroskopu (TEM), kterd nema nedostate¢nou kvalitu a kontrast. Tato mikrofotografie neni vhodna
pro kvantifikaci strukturnich parametrd, zejména thylakoidnich membran. (B) je naopak
mikrofotografie chloroplastu z transmisniho elektronového mikroskopu (TEM), jejiz kontrast je
dostacujici a ktera je vhodnd pro kvantifikaci strukturnich parametrd chloroplastu. Usec¢ka znazorfiuje
v obou pfipadech délku 1um.

Jednim z faktorll, které ovliviiuji kvalitu mikrofotografii, je i jeji kontrast. Kontrast

mikrofotografie zavisi primarné na hustoté a tloustce jednotlivych struktur na fezu. Kromé
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toho, je kontrast také ovlivnén typem a mnozZstvim kontrastni latky, po¢tem vazebnych mist
pro kontrastni [atku na dané strukture, ¢i pH kontrastni latky (Hayat, 1970). Existuji dva typy
kontrastu. Prvnim z nich je kontrast pozitivni, kdy dochazi ke zbarveni pravé pozadovanych
struktur a jsou tedy na mikrofotografii tmavsi nez okoli (Obr. 4.2. B). Naopak pfi negativnim
kontrastu jsou dané struktury svétlejsi nez okoli (Obr. 4.2. A). Pfi méfeni jsem se setkala
s obéma typy kontrasta.

Negativni kontrast (membrany svétlejsi nez okoli) znamena, Ze osmium zredukovalo
drive, nez dosSlo k fixaci membrdn, napf. pfi styku stanniny, a membrdny tak zlstaly

nezbarvené (Kutik et al., 1981).

A

Obr. 4.2 Dva typy kontrast(, které je moino pozorovat na mikrofotografiich z transmisniho
elektronového mikroskopu (TEM). Negativni kontrast thylakoidnich membran a plastoglobuld (A) a
pozitivni kontrast thylakoidnich membran a plastoglobul(i (B). Use¢ka v obou pfipadech znazorfiuje
délku 1pm.

Pfed samotnym mérenim je nutné, aby se pozorovatel sezndmil s charakterem obrazku.
Rozpoznavani jednotlivych struktur na mikrofotografii neni vidy jednoduché. V nasledujicim

textu uvadim nejbéznéji reSené problémové situace pfi méreni jednotlivych struktur:

e Skrobové zrna
Skrobové zrna nejsou celistva a jsou dvoubarevna. Pfi fixaci vzorku se osmium (OsOa) zastavi
na hranici Skrobového zrna a ddle nepronika, proto je Skrobové zrno ohrani¢eno tmavou
barvou. Okolo 3Skrobového zrna je viditelny tzv. ,dvlrek”, svétlejsi oblast, ktera
pravdépodobné predstavuje metabolicky aktivni Skrob spolu s enzymy, které se podileji na
vzniku ¢i degradaci Skrobu (J. Nebesarova, ustni sdéleni). (Obr. 4.3 A, B). Pfi kvantifikaci

Skrobovych zrn jsem vyhodnocovala jak plochu samotného zrna, tak i zrna s dvirkem.
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e Intergranalni thylakoidy
Dalsi problematicka situace je vidét na obr. 4.4 A, B. Pfi pozorovani a snaze o kvantifikaci
membranového systému zde neni zcela jasné, zda se jedna o jeden intergranalni thylakoid,
nebo jsou to dva thylakoidy uloZeny vedle sebe. Dva thylakoidy nad sebou jiz jsem
zapocitala jako granum.

e Orientace gran
Vétsina gran je v chloroplastu zpravidla orientovana rovnobéziné s obalovou membranou
chloroplastu. Stejnou orientaci vykazuji na prevainé ¢asti mikrofotografii také na medialnim
fezu. Doslo tedy k jejich Fiznuti v kolmém sméru. V nékterych pfipadech (Obr. 4.5 A, B) maji
grana ale orientaci nepravidelnou. Domnivam se, Ze je to zpUsobeno jejich fiznutim v jiném
nez kolmém sméru. Tento fakt v mnoha pfipadech vyrazné ztézuje odliseni prfesné hranice
gran a stromatu, stejné tak ¢ini problematické rozhodnuti mezi grandlnim a intergrandlnim
thylakoidem.

e Jiné membrdnové struktury: ,bubliny” a vacky
Na nékterych mikrofotografiich jsou v chloroplastu zretelné membranou ohrani¢ené
struktury pfipominajici ,bubliny” a vacky. V nastudované literatufe jsem se nesetkala
s popisem podobnych struktur, domnivam se tedy, Ze se tyto membranové struktury ¢i vacky
mohou oddélovat od vnitfni membrany chloroplastu a komunikovat s thylakoidnim
systémem. Rozhodla jsem se je tedy zapocitat mezi intergranalni thylakoidy (Obr. 4.6 A, B).
Tyto membranové struktury nikdy nezaujimaly velkou plochu, nepredpokladam tedy, Ze by

jejich prirazeni k intergrandlnim thylakoiddm vyrazné ovlivnilo vysledky.

Vzhledem kvySe popsanym problémovym situacim je zfejmé, Ze zaudeni
pozorovatele do rozpoznavani struktur a jejich méreni je pomérné ¢asové ndrocné. Vysledné
hodnoty se tak lisi u stejného pozorovatele v dobé pred a po zauéeni. Je nezbytné nutné
vénovat dostatecny ¢as tomu, aby pozorovatel ziskal potfebnou praxi a zkusenosti a jeho
vysledky se mohly povaZovat za relevantni a srovnatelné svysledky jinych zkusenych
pozorovateld. Nezbytnost fadného zauceni pozorovatele jsem ovérovala nasledujicim

pokusem.

Tento experiment spocival ve vyhodnoceni sledovanych parametrl na deseti

chloroplastech ¢tyfmi rliznymi pozorovateli, ktefi neméli v méreni potfebnou praxi, byli jen

54



7 s

nezbytné pouceni o sledovanych strukturach a principech pouzivani bodové metody.
Hodnoty takto ziskanych parametr( se porovnavaly s vysledky, ke kterym spolecné dospéli
tfi zkuSeni pozorovatelé (Anna Vrbova a konzultantky Dr. Barbora Radochova a Dr. Zuzana

Lhotakova). Vysledky nejsou uvedeny v této praci.

& B
Obr. 4.3 Medidlni fez chloroplastem listu buku lesniho z transmisniho elektronového

mikroskopu (TEM). (A) zndzorfiuje $krobové zrno (3z) spolu s oblasti dvirku (*). Use¢ka znazorfiuje

délku 1pum. (B) detail vyznacené oblasti na (A) znazorfuje Skrobové zrno (3z) spolu s oblasti
metabolicky aktivniho Skrobu (*).

B
Obr. 4.4 Medidlni fez chloroplastem listu buku lesniho z transmisniho elektronového

mikroskopu (TEM). (A) zndzorriuje nejasné oblasti jednoho & dvou thylakoidd (*). Use¢ka znazorfiuje
délku 1um. (B) detail vyznacené oblasti na (A) znazornuje nejasnou oblast jednoho ¢i dvou thylakoid(

(*).
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Obr. 4.5 Medidlni fez chloroplastem listu buku lesnihoz transmisniho elektronového

mikroskopu (TEM). (A) znazorfiuje nepravidelné orientovana grana (*). Use¢ka znazorfiuje délku

1um. (B) detail vyznacené oblasti na (A) znazornuje nepravidelné orientovana grana (*).

B

Obr. 4.6 Medidlni fez chloroplastem listu buku lesniho z transmisniho elektronového
mikroskopu (TEM). (A) znadzorfiuje jiné membranové struktury ,bubliny a vacky“. Usec¢ka znazorfiuje
délku 1um. (B) detail vyznacdené oblasti na (A) znazornuje jiné membranové struktury ,bubliny a
vacky” (oznacené Sipkami).

4.2 Vyhodnoceni zmén v ultrastruktui‘e chloroplastii buku lesniho pod
vlivem zvysené koncentrace CO; a riizné ozdrenosti

Nasledujici text shrnuje vysledky ziskané pfi vyhodnocovani zmén v ultrastrukture
chloroplastt pod vlivem ECa rlizné ozarenosti.
Na velikost plochy medidlniho fezu chloroplastem nemél vliv ani jeden ze

sledovanych faktor(i - koncentrace CO; a ozafenost (Graf 4.1). Chloroplasty listd buku
56



péstovaného pfi zvySené koncentraci CO, (EC) mély vyssi podil Skrobu na plose medialniho
fezu a to u slunnych i stinnych listl (Graf 4.2, Obr. 4.7). U chloroplast(i osetfenych EC byl
pozorovan trend zvétSovani Skrobovych zrn, avsak jejich pocet se v zavislosti na koncentraci
COz neménil (Grafy 4.3 a 4.4).

Prokazalo se, Ze usporadani membran se méni pod vlivem ozarenosti i EC: vyssi podil
grandlnich thylakoid( (GT) byl pozorovan u stinnych chloroplast(i bez ohledu na koncentraci
CO,(Obr. 4.8), chloroplasty strom( z EC vykazovaly trend nizsiho podilu gran (Graf 4.6). Podil
intergrandlnich thylakoidl (IGT) byl prikazné ovlivnén jak koncentraci CO, tak ozarenosti:
vysSi podil IGT byl shledan u chloroplastd stromG péstovanych v atmosférické koncentraci
COz a u stinnych list (Graf 4.7). Vzajemny pomér GT/IGT vzrostl pfi EC (Graf 4.8).

U podilu plastoglobuld byl pozorovan trend ke zvySovani pfi EC a u slunnych list(
(Graf 4.9, Obr. 4.9).

Na grafu 4.5 je srovnani hodnot Skrobového zrna bez dvirku a s dvirkem (viz definice
»dvarku“ v podkapitole 4.1). Plocha Skrobového zrna sdviirkem je vétsi, nez plocha

samotného Skrobového zrna. Nebyl prokazan statisticky vyznamny vliv EC, ani ozarenosti na

velikost plochy skrobového zrna, s dvirkem, nebo bez dvirku.

Obr. 4.7 Medidlni fez chloroplastem listu buku lesniho z transmisniho elektronového
mikroskopu (TEM) $z — Skrobové zrno. (A) Chloroplasty stromU rostoucich v atmosférické koncentraci
CO; ,(B) Chloroplasty strom(l rostoucich ve zvy$ené koncentraci CO, , (3z) $krobové zrno. Usecky
znazornuji délku 1 um.
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Obr. 4.8 Medidlni fez chloroplastem listu buku lesniho z transmisniho elektronového
mikroskopu (TEM). Grana jsou oznacena Sipkami. (A) slunny chloroplast, (B) stinny chloroplast.
Usecky znazorfuji délku 1 pm.

B

Obr. 4.9 Medidlni fez chloroplastem listu buku lesniho z transmisniho elektronového
mikroskopu (TEM). Plastoglobuly jsou oznacené Sipkami. (A) slunny chloroplast, (B) stinny
chloroplast. Usec¢ky znazorfiuji délku 1 pm.

58



CO,:p=0,2231n.5.
Plocha medialniho rezu chloroplastu IR:p=0.116n.s.

12 CO,xIR:p=0.850n.s
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Graf 4.1 Plocha medidlniho fezu chloroplastu. AC — aktudlni koncentrace CO,, EC — zvySend
koncentrace CO,, Ex — slunny list, Sh — stinny list. Sloupec oznacuje prdmér namérenych hodnot
(n=20), chybové usecky oznacuji smérodatnou odchylku. V pravém hornim rohu jsou uvedeny
vysledky ANOVA dvojného tridéni s interakcemi, efekt koncentrace CO,, ozarenosti (IR) a interakce.
VZdy je uvedena dosaZena hodnota p. n.s. = neprikazné.

nov COZ:p=0!031 *
Podil skrobu IR:p=0,126 n..s.

60 CO, xIR: 0,897 n.s.

50

40

M Ex

%

30

Sh

10

AC EC

Graf 4.2 Pomérné zastoupeni Skrobu v medialnim fezu chloroplastem. AC — aktualni koncentrace CO,,
EC — zvysena koncentrace CO,, Ex — slunny list, Sh — stinny list. Sloupec oznacuje pridmér namérenych
hodnot (n=20), chybové Usecky oznacduji smérodatnou odchylku. V pravém hornim rohu jsou uvedeny
vysledky ANOVA dvojného ttidéni s interakcemi, efekt koncentrace CO,, ozafenosti (IR) a interakce.
Vidy je uvedena dosazena hodnota p. *prikaznost na hladiné p, n.s. = nepriikazné.
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Graf 4.3 Plocha Skrobového zrna v medidlnim fezu chloroplastem. AC — aktudlni koncentrace CO,, EC
— zvysend koncentrace CO,, Ex — slunny list, Sh — stinny list. Sloupec oznacuje prdmér namérenych
hodnot (n=20), chybové Usecky oznacuji smérodatnou odchylku. V pravém hornim rohu jsou uvedeny
vysledky ANOVA dvojného tfidéni s interakcemi, efekt koncentrace CO,, ozarenosti (IR) a interakce.
VZdy je uvedena dosazena hodnota p. n.s. = neprikazné.

v v . CO,:p=0,506 n.s.
Pocet skrobovych zrn IR:p=0.786 n.s.

CO, xIR:p=0,592 n.s.
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Graf 4.4 Pocet Skrobovych zrn v medidlnim fezu chloroplastem. AC — aktualni koncentrace CO,, EC —
zvysSend koncentrace CO,, Ex — slunny list, Sh — stinny list. Sloupec oznacuje priimér namérenych
hodnot (n=20), chybové Usecky oznacduji smérodatnou odchylku. V pravém hornim rohu jsou uvedeny
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vysledky ANOVA dvojného tfidéni s interakcemi, efekt koncentrace CO,, ozarenosti (IR) a interakce.
Vidy je uvedena dosaZena hodnota p. n.s. = neprikazné.

Plocha $krobového zrna (s dvurkem)
CO,:p=0,237n.s.
3,5 IR: p = 0,145 n.s.
3,0 + T CO, xIR: p=0,626n.s.
2,5 F
NE 2,0 B plocha skrobového zrna bez
215 “r | - dvarku
1,0 - T — plocha $krobového zrna s dviirkem
L. -
0.0 - ‘ A ‘ ) CO,: p=0,078 n.s.
Ex > Ex > IR: p = 0,199 n.s.
AC EC CO,xIR: p=0,856n.s.

Graf 4.5 Plocha skrobového zrna sdvirkem. AC - aktudlni koncentrace CO,, EC — zvySena
koncentrace CO,, Ex — slunny list, Sh — stinny list. Sloupec oznacuje priimér namérenych hodnot
(n=20), chybové usecky oznacuji smérodatnou odchylku. V pravém hornim a dolnim rohu jsou
uvedeny vysledky ANOVA dvojného tfidéni s interakcemi, efekt koncentrace CO,, ozarenosti (IR) a
interakce. VZdy je uvedena dosazend hodnota p. n.s. = neprikazné.

’ s I CO,:p=0,080 n.s.
Podil granalnich thylkoidu (GT) IR:p=0,003 *

40 CO, xIR:p=0,773 n.s
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Graf 4.6 Pomérné zastoupeni granalnich thylakoid( (GT) v chloroplastu. AC — aktudlni koncentrace
CO,, EC — zvySend koncentrace CO,, Ex — slunny list, Sh — stinny list Sloupec oznacuje pramér
namérenych hodnot (n=20), chybové Usecky oznaduji smérodatnou odchylku. V pravém hornim rohu
jsou uvedeny vysledky ANOVA dvojného tfidéni s interakcemi, efekt koncentrace CO,, ozafenosti (IR)
a interakce. VZdy je uvedena dosazenda hodnota p. *prlikaznost na hladiné p, n.s. = neprlkazné.
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Graf 4.7 Pomérné zastoupeni intergrandlnich thylakoidld (IGT) v chloroplastu. AC — aktualni
koncentrace CO,, EC — zvySenda koncentrace CO,, Ex — slunny list, Sh — stinny list. Sloupec oznacuje
primér namérenych hodnot (n=20), chybové Usecky oznacuji smérodatnou odchylku. V pravém
hornim rohu jsou uvedeny vysledky ANOVA dvojného tfidéni s interakcemi, efekt koncentrace CO,,
ozarenosti (IR) a interakce. Vidy je uvedena dosazend hodnota p. *prlikaznost na hladiné p, n.s. =
neprikazné.

. CO,:p=0,021 *
Pomér GT/IGT IR:p=0,724 n.s.

CO; xIR:p=0,888 n.s
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Graf 4.8 Pomér granalnich a intergranalnich thylalkoidd (GT/IGT) v chloroplastu. AC — aktualni
koncentrace CO,, EC — zvySena koncentrace CO;, Ex — slunny list, Sh — stinny list. Sloupec oznacuje
pramér namérenych hodnot (n=20), chybové uUsecky oznacuji smérodatnou odchylku. V pravém
hornim rohu jsou uvedeny vysledky ANOVA dvojného tfidéni s interakcemi, efekt koncentrace CO,,
ozarenosti (IR) a interakce. Vidy je uvedena dosaZzena hodnota p. *prlikaznost na hladiné p, n.s. =
neprlkazné.
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Graf 4.9 Pomérné zastoupeni plastoglobull v chloroplastu. AC — aktudlni koncentrace CO,, EC —
zvy$end koncentrace CO,, Ex — slunny list, Sh — stinny list. Sloupec oznacuje prlimér namérenych
hodnot (n=20), chybové usecky oznacuji smérodatnou odchylku. V pravém hornim rohu jsou uvedeny
vysledky ANOVA dvojného tridéni s interakcemi, efekt koncentrace CO,, ozarenosti (IR) a interakce.
VZdy je uvedena dosazena hodnota p. n.s. = neprikazné.

4.3 Variabilita ultrastruktury chloroplastii v ramci listu

Pti ziskdvani nahodnych poloh na listu jsem si nejprve rozdélila list na tfi ¢asti: apex,
stfed a baze. (Obr. 4.10). Po pfilozeni mrizky se mUzeme setkat s dvéma rlznymi situacemi,
které jsou zobrazeny na obr. 4.11 A, B. Situace na obr. 4.11 A, kdy se prekryva poloha
referencni s polohou ze stfedu vybranou systematicky rovhomérné nahodnym vybérem
(SUR), nastava velmi zfidka. Naopak druha situace (Obr. 4.11 B) je o mnoho castéjsi, tzn.
poloha vybrana pomoci SUR, kterd zasahne stfed je zpravidla na okraji listu a neni totozna

s referencni hodnotou ze stredu listu.

Na zakladé vyhodnoceni vysledkd, zda kvantitativné vyjadiené parametry
ultrastruktury chloroplastli ve stfedni ¢dsti listu mohou byt povazovany za reprezentativni
pro celou Cepel listu, nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil u téchto parametr(: plocha
medidlniho fezu chloroplastu (Graf 4.10), pomérné zastoupeni Skrobu (Graf 4.11), pocet
(Graf 4.12), a velikost skrobovych zrn (Graf 4.13), ani pomérné zastoupeni plastoglobulli

v chloroplastu (Graf 4.14).

63



Naopak bylo zjisténo, Ze pomérné zastoupeni granalnich thylakoid( v chloroplastu je
vyssi, pokud byl pouZit primér z péti vzorkl odebranych z riznych poloh na cepeli listu
pomoci SUR (Graf 4.15). Pomérné zastoupeni intergrandlnich thylakoidd se neliSilo (Graf
4.16), ale pomér GT/IGT byl opét vyssi pro priimér ze vzorkl odebranych z rliznych poloh na

Cepeli listu (Graf 4.17) v dusledku vyssiho pomérného zastoupeni GT.

Rozdil mezi vysledky ziskanymi jen ze stfedni C¢asti listu a pridméru z ndhodné
vybranych poloh u granalnich thylakoid(i na rozdil od thylakoid( intergrandlnich mize mit
dlvod v rozdilné presnosti pfi méreni.

Oby typy thylakoid( byly méreny na stejné husté mrizce. U grandlnich thylakoidl bylo
bezpecné splnéno pravidlo, aby pocet zdsahl presahoval stovku. U intergranalnich
thylakoidd, které jsou zejména u stinnych listd méné hojné, bylo priasecikl méné (Tab. 4.1).
Dlvodem bylo jejich nizké zastoupeni v chloroplastech. Vzhledem k této skutecnosti jsou
ziskané vysledky tykajici se intergrandlnich thylakoid(i méné presné a tim padem je ¢astecné
zkresleny i pomér GT/IGT. Ze zaznamenaného rozdilu mezi stfedni ¢asti listu a vysledkem
ziskanym z priméru ploch vybranych systematickym rovnomérné nahodnym vybérem tedy

neni mozné vyvodit vyznamné zavéry pro podil intergranalnich thylakoid( a pomér GT/IGT.

GT IGT
160,0 30,2

Tab. 4.1 Primérny pocet zasahl do granalnich (GT) a intergranalnich (IGT) thylakoid( u slunnych list{
stromU péstovanych pfi atmosférické koncentraci CO,, n=100.

Dale se budu zabyvat pouze pomérnym zastoupenim granalnich thylakoid(
v chloroplastu. Na grafu 4.18 je zobrazeno pomérné zastoupeni grandlnich thylakoidid
v chloroplastu v zavislosti na poloze na Cepeli listu. Z grafu 4.18 je vidét, Ze rozptyl hodnot je
patrny u vSech pozorvanych oblasti ¢epele listu. Relativné vyssi rozptyl byl pozorovan na
apexu listu A a prekvapivé i ve stfedni Casti listu M, kterd byva obvykle pouzZivana jako
standardni misto odbéru reprezentativni Cisti ¢epele — poloha odbéru segmentu blize ke
stfedni Zilce u poloviny cepele listu. Zatimco u poloh B umisténych na bazi listu a pripadné u

poloh S ndhodné zvolené pozici v oblasti stfedni ¢aasti listu byl rozptyl nejmensi, viz obr. 4.7.

Toto pozorovani mé vedlo k provedeni jesté dalsi statistické analyzy, abych zjistila,
zda je statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami ve stfedni &asti listu pfi vybéru SUR a
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referenéni hodnotou ze stfedu listu (Graf 4.19). Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil

mezi hodnotami ziskanymi z referencni polohy ve stfedu listu (M) a z poloh vybranych SUR.

Plocha medialniho rezu chloroplastu
10 3 a
o d
8
7
~ 6 -
E
4 |
3
>
14
0 :
stred SUR

Graf 4.10 Plocha medidlniho fezu chloroplastu. Stfed — vzorek odebrany ze stfedni ¢asti listu, mimo
stfedni zZilku, SUR — vysledky ziskané z alespon péti poloh na listu vybranych systematicky
rovnomérné nahodné. Sloupec oznacuje primér namérenych hodnot (stfed: n=20, SUR: n=100),
chybové usecky oznacuji smérodatnou odchylku, statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan kdyz
p<0,05. Rozdilnd pismena nad sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil, dvouvybérovy t-test.
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Graf 4.11 Pomérné zastoupeni Skrobu na medialnim fezu chloroplastem. Stfed — vzorek odebrany ze
stfedni ¢asti listu, mimo stfedni Zilku, SUR — vysledky ziskané z alespon péti poloh na listu vybranych
systematicky rovnomérné nahodné. Sloupec oznacuje priimér namérenych hodnot (stfed: n=20, SUR:
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n=100), chybové usecky oznacuji smérodatnou odchylku, statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan
kdyz p<0,05. Rozdilna pismena nad sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil, dvouvybérovy t-test.
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Graf 4.12 Pocet Skrobovych zrn na medialnim fezu chloroplastem. Stfed — vzorek odebrany ze stfedni
Casti listu, mimo stfedni Zilku, SUR — vysledky ziskané z alespon péti poloh na listu vybranych
systematicky rovhomérné nadhodné. Sloupec oznacuje priimér namérenych hodnot (stfed: n=20, SUR:
n=100), chybové usecky oznacuji smérodatnou odchylku, statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan
kdyz p<0,05. Rozdilnad pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil, dvouvybérovy t-test.
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Graf 4.13 Plocha $krobového zrna na medialnim fezu chloroplastem. Stfed — vzorek odebrany ze
stfedni ¢asti listu, mimo stfedni Zilku, SUR — vysledky ziskané z alespon péti poloh na listu vybranych
systematicky rovhomérné nahodné. Sloupec oznacuje priimér namérenych hodnot (stfed: n=20, SUR:
n=100), chybové Usecky oznacuji smérodatnou odchylku, statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan
kdyZ p<0,05. Rozdilna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil, dvouvybérovy t-test.
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Graf 4.14 Pomérné zastoupeni plastoglobulll na medidlnim tfezu chloroplastem. Stfed — vzorek
odebrany ze stfedni €asti listu, mimo stfedni Zilku, SUR — vysledky ziskané z alespon péti poloh na
listu vybranych systematicky rovhomérné nahodné. Sloupec oznacuje priimér namérenych hodnot
(stfed: n=20, SUR: n=100), chybové Usecky oznacuji smérodatnou odchylku, statisticky vyznamny
rozdil byl zaznamenan kdyZ p<0,05. Rozdilna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil,
dvouvybérovy t-test.
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Graf 4.15 Pomérné zastoupeni grandlnich thylakoid( (GT) v chloroplastu. Stfed — vzorek odebrany ze
stfedni casti listu, mimo stfedni Zilku, SUR — vysledky ziskané z alespon péti poloh na listu vybranych
systematicky rovnomérné nahodné. Sloupec oznacuje priimér namérenych hodnot (stfed: n=20, SUR:
n=100), chybové usecky oznacuji smérodatnou odchylku, statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan
kdyZ p<0,05. Rozdilnad pismena nad sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil, dvouvybérovy t-test.
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Graf 4.16 Pomérné zastoupeni intergranalnich thylakoidd (IGT) v chloroplastu. Stfed — vzorek
odebrany ze stfedni €asti listu, mimo stfedni Zilku, SUR — vysledky ziskané z alespon péti poloh na
listu vybranych systematicky rovhomérné nahodné. Sloupec oznacuje priimér namérenych hodnot
(stfed: n=20, SUR: n=100), chybové Usecky oznacuji smérodatnou odchylku, statisticky vyznamny
rozdil byl zaznamenan kdyZ p<0,05. Rozdilna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil,
dvouvybérovy t-test.
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Graf 4.17 Pomér granalnich a intergrandlnich thylalkoidl (GT/IGT) v chloroplastu. Stfed — vzorek
odebrany ze stfedni ¢asti listu, mimo stfedni Zilku, SUR — vysledky ziskané z alespon péti poloh na
listu vybranych systematicky rovnhomérné nahodné. Sloupec oznacuje priimér namérenych hodnot
(stfed: n=20, SUR: n=100), chybové uUsecky oznacuji smérodatnou odchylku, statisticky vyznamny
rozdil byl zaznamenan kdyZ p<0,05. Rozdilna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil,
dvouvybérovy t-test.
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Graf 4.18 Podil grandlnich thylakoid (GT) v chloroplastu z ndhodné vybranych poloh na listu. A —
apex listu, B — baze listu S — stfed listu, M — referenéni vzorek ze stfedu listu mimo hlavni Zilku, GT —
primérné hodnoty, A:(n=28), B:(n=32),M:(n=20), S:(n=40), chybové uUsecky oznacuji smérodatnou
odchylku. V pravém hornim rohu jsou uvedeny vysledky ANOVA dvojného tfidéni s interakcemi, efekt
polohy na listu, stromu a interakce. VZdy je uvedena dosazena hodnota p. *prikaznost na hladiné p.
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Graf 4.19 Pomérné zastoupeni granalnich thylakoidd (GT). M — referencni vzorek ze stfedu listu, S —
vzorky odebrané pomoci SUR ze stfedu listu. Sloupec oznacuje primér namérenych hodnot (M:
n=20, S: n=40), chybové Usecky oznacuji smérodatnou odchylku. Statisticky vyznamny rozdil byl
zaznamenan, kdyZz p<0,05. Rozdilnd pismena nad sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil,
dvouvybérovy t-test.
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Obr. 4.10 Rozdéleni listu na jednotlivé ¢asti: apex, stied, baze, ze kterych byly odebirany vzorky,
pomoci systematicky rovnomérné ndhodného vybéru (SUR).

Obr. 4.11 Polohy na listu, ze kterych byly odebirdny vzorky, pomoci systematicky rovnomérné

nahodného vybéru (SUR) -, referencni hodnota ze stfedu listu A A — Situace, kdy se vzorek
z referenéni hodnoty prekryva se vzorkem ze stfedu vybranym pomoci SUR. B — Situace, kdy se
vzorek z referencni hodnoty neprekryva se vzorkem ze stfedu vybranym pomoci SUR. Linky oddéluji
jednotlivé ¢asti listu: apex, stfed, baze.
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5. DISKUSE

Nasledujici kapitola je vénovana zhodnoceni a diskusi ziskanych vysledku
s nastudovanymi udaji z literatury. Nejprve budou diskutovany rdzné experimentdlni
systémy, které je mozné pouzit pfi studiu vybranych parametr(. Poté se zaméfim na aplikaci
stereologické bodové metody. Ddle bude zhodnocen vliv EC CO; a rdzné ozarenosti na
vybrané anatomické parametry chloroplastll buku lesniho a nakonec variabilita
ultrastruktury chloroplastl v ramci ¢epele listu v zavislosti na poloze odebraného segmentu

listu.

5.1 Diskuse experimentdlnich systémi

Existuje mnoho experimentdlnich systémdu, které umoZznuji studium vlivu EC na
rostliny.

Jednou z moZnosti je péstovani v kyvetach, klimatizovanych komorach ¢i sklenicich.
Tato metoda umoznuje regulaci sledovaného faktoru, vnitfni podminky ovsem neodpovidaji
pfirozenému prostiedi a rostliny jsou ¢asto limitovany prostorem. Proto se zde mohou
péstovat pouze samostatni jedinci, obvykle pokusy malych rozsahl (Pinkard et al., 2010).
Navic tyto systémy mohou trpét ,, komorovym* efektem (vyssi vihkost, teplota, atd.).

Velmi rozsitenou metodou jsou v souc¢asné dobé FACE(Free Air Carbon Enrichment).
K nejzndméj$im systémuim FACE patfi napf. FACE systém Oak Rdge!, Brookhaven FACE?
v USA vedend Ministerstvem energie USA (U.S. Department of Energy), SoyFACE3
Ministerstva zemédélstvi US (U.S. Department of Agriculture) v lllinois, EucFACE* v Australii,
Duke FACE® v severni Karoliné v USA, Aspen FACE® vedena MIT (Massachusetts Institute of
Technology) a dalsi. V systému FACE jsou rostliny péstovany v pfirozeném prostiedi, CO; je
do prostoru vhanéno tryskami umisténymi do kruhu. Rostliny nejsou oddéleny od okoli
zadnou bariérou, proto se vysledky ztéchto experimentl nejvice blizi skutecnosti.
Nevyhodou tohoto otevieného systému je velkd spotfeba CO; a tim padem vysoké finanéni
naklady. Navic mGze dochdazet v téchto systémech k fluktuaci koncentrace CO,, coZz muze
vést ke zkreslenym vysledkim (Long et al., 2004)

V neposledni fadé ptichazi v uvahu oteviené rlstové komory (OTC) a lamelové
kultivacni sféry s automaticky oteviratelnymi okny, které jsou finan¢né dostupnéjsi nez FACE

systémy a na rozdil od uzavienych komor umoznuji kultivaci ve srovnatelnych podminkach
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okolnimu prostredi (Natr, 2000; Urban et al., 2001). | oteviené komorové systémy vsak stale
vykazuji uréitou miru komorového efektu. U velkych lamelovych kultivacnich sfér je velkou
vyhodou (také naseho stanovisté na Bilém KFiZi) mozZnost péstovani a pozorovani celého
zapojeného porostu. | pres to, Ze byla dlsledkem pritomnosti lamelovych oken ve sférach
snizena ozarenost, bylo dosazeno diferenciace listl na slunny a stinny ekotyp, jejichz rozdil

v ultrastrukture chloroplastl byl také predmétem mé prace.

1 Oak Ridge FACE systém: http://climatechangescience.ornl.gov/content/free-air-co2-enrichment-
face-experiment

2Brookhaven FACE http://www.bnl.gov/face/

3 SoyFACE v lllinois http://www.igb.illinois.edu/soyface/

4 EucFACE http://www.uws.edu.au/hie/facilities/face

5> Duke FACE http://face.env.duke.edu/

® Aspen FACE http://aspenface.mtu.edu/
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5.2 Diskuse pouZzitych metodickych pristupii

Na ptipravu vzork( pro TEM, konkrétné odvodnéni a zaliti do pryskyfice, jsem poutzila
mikrovinny procesor (Leica EM AMW, Leica Microsystem, Viden, Rakousko). Mezi jeho hlavni
vyhody patfi zkraceni ¢asu pfipravy vzorkd ze tfi dnl (konvencni chemickd pfiprava) na
nékolik hodin. Pouze zaliti vzork(i do bloc¢k(l je potfeba zajistit manudalné. Diky plsobeni
mikrovinného zafeni dochazi k rychlejSimu pronikani zejména fixacniho ¢inidla do vzorku, a
tedy i zkrdceni Casu pfipravy vzorku, bez vlivu na strukturu bunék takto zpracovavanych

vzorkd (Zechmann & Zellnig, 2009).

Jednim z hlavnich metodickych uskali bylo ziskdni optimalniho kontrastu pro hodnoceni
mikrofotografii. Rizné typy kontrast( byly pozorovany také u listQ lipy (Tilia cordata MILL.)
vrizné fazi ontogeneze (Kutik et al., 1981). Autofi to vysvétluji rlznym obsahem tannin(
v mezofylovych burikiach (Tageeva et al., 1981). Vzhledem k tomu, Ze jsem méla k dispozici listy
stejného stafi a pres to byl sledovan pozitivni i negativni kontrast, je mozné, ze obsah tannin(i se
lisSi nejen v pribéhu vyvoje listu, ale také mezi rlznymi jedinci v porostu. Nabizi se také moznost
nerovnomérného vyskytu tanninl v ramci listu. V neposledni radé by také mohlo zaviset na
pozici bunky v ramci zalitého vzorku, protoZe rozdilné kontrasty byly sledovany i v ramci
jednoho vzorku.

Pfi studiu odborné literatury jsem narazila pouze na dvé prace, ve kterych se autofi
zabyvali ultrastrukturou chloroplastd a zdroven na kvantifikaci vybranych parametr(
v chloroplastech pouzili analyzu obrazu. Jednalo se konkrétné o systém analyzy obrazu
Optimas (Bioscan Inc., Fdmonds, Washington) (Pritchard et al., 1997), ¢i Optimas 4.02
(Perktold et al., 1998). Z vybranych parametr(, kterymi se studie zabyvaji, neni jasné, zda
byla pouzita automaticka segmentace objektl pomoci prahovani analyzy obrazu, ¢i zda
autofi ruéné struktury obkreslovali. (Pritchard et al., 1997) hodnotili pocet plastoglobull a
Skrobovych zrn v chloroplastech, a také pocet thylakoidnich membran v granech. Dale je
zajimala celkova plocha chloroplastu a plocha Skrobu, kterou zaujima v chloroplastu.

Tym A. Perktolda (1998) zjistoval, kromé celkové plochy chloroplastu, také objem
téchto komponent v chloroplastu: thylakoidni membrany, skrobova zrna, plastoglobuly a
stroma.

Vzhledem k charakteru obrazk( ziskavali autofi své vysledky pravdépodobné

metodou ruéniho obkreslovani sledovanych struktur.
73



PFi pfimém hodnoceni pomoci stereologické bodové metody tento problém odpada.
Jeji nevyhodou je ovSsem nutnost zauceni pozorovatele. Nutnost zauceni pozorovatele se
ukazuje zejména v pripadé tzv. problémovych situaci, které jsou popsany v kapitole 4.1.
Odménou za poutZiti stereologickych metod je pfesnost a nevychylenost odhadu sledovanych

parametrd.

Zdlvodu casové narocnosti kvantitativniho hodnoceni se pravdépodobné v
literature Casto setkavame pouze s popisnym (kvalitativnim) hodnocenim ultrastruktury
chloroplastt bez jakékoliv kvantifikace. Uvadim zde nékolik prikladi: ,velikost chloroplastt
se zvétsSila, pocet gran se zvysil, grana méla vice thylakoidd” (Fu et al., 2011); ,byla
pozorovana dezorganizace thylakoidd” (Saco et al.,, 2013); ,thylakoidy byly napuchlé”
(Kreslavski et al., 2008). Takovéto hodnoceni ma sice svou informacni hodnotu, avsak
nemuzZe byt statisticky vyhodnocovano a je tfeba je povaZovat za subjektivni. Navic neni

zifejmé, jak casty je vyskyt pozorovanych struktur.

Zde bych se rada zminila o jedné z problémovych situaci, které jsou popsany v

kapitole 4.1. Jednd se o problém skrobového zrna a okolniho dvarku.

Pevné Skrobové zrno je zpravidla ohrani¢eno ¢ernou linkou. Tato linka oznacuje
misto, kde se zastavila difuze fixacniho cinidla (0sO4) do bunky. Difuze fixa¢niho cinidla
(Os0a4) je pomaly proces zavisly na mnoha faktorech, napf. na velikosti a struktufe vzorku,
koncentraci fixaniho cinidla apod. (Hayat, 1970). Dvlrek pravdépodobné odpovida zéné
metabolicky aktivniho Skrobu, kde intenzivné probihd jeho syntéza a degradace. Je mozné,
Ze se jedna o normalni kolobéh vzniku a rozkladani Skrobu v chloroplastu. Tento dvirek
okolo Skrobového zrna jsem pozorovala pouze u vzork( ptipravenych chemickou fixaci. U
vzorkl zpracovanych pomoci metody vysokotlakého zmrazovani (HPF) se dvdrek
nevyskytoval (B. Radochovd, ustni sdéleni). Pfichazi tedy v Uvahu také moznost, Ze se jednd o
artefakt, ke kterému dochazi pti odumirani buriky v prabéhu jeji fixace, ktera je pomalejsi

v pfipadé chemické metody oproti rychlému zmrazeni HPF.

Vysledky, tykajici se Skrobu, jsou vidy hodnoty Skrobového zrna i s dviirkem. Na grafu
4.5 je srovnani hodnot Skrobového zrna bez dvlirku a s dvlrkem. Plocha skrobového zrna

s dvirkem je samoziejmé vétsi, nez plocha samotného skrobového zrna. Nebyl prokazan

74



statisticky vyznamny vliv EC, ani ozarenosti na velikost plochy skrobového zrna, s dvirkem,
nebo bez. Tento vysledek mlzZe znamenat dvé véci. Ani jeden ze zkoumanych faktor(
opravdu nema vliv na plochu skrobového zrna. Druhé vysvétleni je takové, Ze vyskyt dvirku

je spojen s pouzitim metody chemické fixace a je pouhym artefaktem.

Pfi studiu literatury jsem narazila na nékolik praci, u kterych se také na
mikrofotografiich chloroplastd vyskytovaly utvary okolo Skrobovych zrn podobné mnou
pozorovanym dvlrkdm (Pritchard et al., 1997; Oksanen et al., 2001; Oksanen et al., 2005;
Zellnig et al., 2010; Chen et al., 2012). Autoti zmifovanych praci pouzivali ke zpracovani
vzorku, stejné jako ja, chemickou fixaci. V Zadné praci se ale utvarim okolo Skrobovych zrn
v textu nevénovali. Vyjimkou je prace autora Reboredo (2012), kterd se zabyva vlivem zinku
na ultrastrukturu chloroplastd. Autor na mikrofotografiich popisuje malé ,halo” mezi
$krobovym zrnem a stromatem, a to jak u kontrolnich, tak u oSetfenych rostlin. Zadné
vysvétleni ale nenabizi. Jelikoz uvadi, Ze se objekt vyskytoval u obou osetfeni, je
pravdépodobné, Ze jde bud také o artefakt zpUsobeny chemickou fixaci, anebo se dvirek u

Skrobovych zrn pfirozené vyskytuje.

Studiu povrchové morfologie Skrobovych zrn se zabyvd prace autorll (Cabalkova et
al., 2008). Kromé povrchové morfologie se prace také zaméruje na velikost a tvar Skrobovych
zrn u smrku ztepilého (Pecea abies L.) pod vlivem EC. Autofi pozorovali na povrchu
Skrobovych zrn rGzné vystupky, brazdy a poéry. Jejich vyskyt byl nezavisly na osetreni EC.
Stejné jako mé vysledky tykajici se oblasti dvirku okolo skrobu, i zde autofi prfedpokladaji, ze
povrchové struktury na Skrobovych zrnech nejsou artefaktem pouzité metody a vyskytuji se
pfirozené. Nicméné autofi pouzZili opét pouze chemickou fixaci. Metoda vysokotlakého
zmrazovani je relativné nova a hypotéza, zda dvlrek okolo skrobového zrna je artefaktem

vznikajicim pFi chemické fixaci, bude potieba ovéfit experimentalné.

5.3 Vliv riizné ozarenosti na ultrastrukturu chloroplastii

Ozarenost je pfirozeny faktor prostredi, ktery formuje listovou anatomii, ale také
strukturu bunék list. Tento faktor nebyl uréen experimentalné, pouze jsem odebirala vidy
jeden list z vySe poloZené, osvétlené ¢asti stromu a druhy list z nize poloZené, zastinéné

oblasti.
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Mira ozarenosti méla vliv pouze na usporadani membranového systému. Stinné
chloroplasty obsahovaly vice grandlnich thylakodd (GT), ale také intergranalnich thylakoid(
(IGT). Pomér obou typl thylakoid( se mezi chloroplasty slunnych a stinnych listd nezménil.
Ostatni sledované parametry — plocha medialniho fezu chloroplastl, mnoZstvi plastoglobl( a
Skrobu - nebyly ovlivnény.

Vétsi zastoupeni granalnich thylakoid( pfi nizsi ozarenosti bylo zjisténo i u jinych
druhl rostlin — fialky (Primulina tabacum L.) (Liang et al.,, 2010), rajcete tyckového
(Lycopersicon esculentum Mill.) (Fu et al., 2011)¢i orchideje (Anoectochilus roxburghii L.)
(Shao et al., 2014). Vysledky jsou v souladu s predpokladem, Ze pfi nizsi ozarenosti rostlina
potfebuje absorbovat vice sluneéniho zareni, a tak investuje do vybudovani gran, kterd
efektivnéji slouzi k absorpci excitacni energie, diky pritomnosti anténnich komplex( LHCII a
fotosystémd Il (Kirchhoff, 2013).

Vzhledem k tomu, Ze nedoslo ke zméné poméru GT a IGT, je moZné, Ze si rostliny
zachovavaji urdity stabilni pomér granalnich a intergrandlnich thylakoidd a na rGznou miru
ozarenosti reaguji jinym zplsobem. K této hypotéze se priklani také prace autor( (Albertsson
& Andreasson, 2004), kde autofi uvadi, Ze podil intergranalnich thylakoidd, tzn. plocha
intergrandlnich thylakoidli uvedena v procentech celkové plochy thylakoidnich membran,
zGstava konstantni, okolo 20%. Tento pomér je nezavisly na velikosti gran. Tento Udaj je také

velice podobny vysledkim mé prace, které jsou uvedeny v tabulce 5.1.

Podil IGT
AE 18%
AS 18%

Tab. 5.1 Podil intergrandlnich thylakoidd (IGT) zcelkového poctu thylakoidli. AE — aktudlni
koncentrace CO,, slunny list; AS — aktudlni koncentrace CO,, stinny list.

Zména v usporadani membran, na zdkladé rizné intenzity ozarenosti, se mlze na
mikroskopické Urovni projevit navysovanim poctu thylakoid( v granech. Ja jsem se timto
parametrem ve své praci nezabyvala. Orientace gran v chloroplastech je casto rdzn3,
z tohoto dlvodu je pocitani jednotlivych thylakoidnich membrdn v granu obtizné. Nékteri
autofi sledovali u rGznych druhd rostlin narast poctu thylakoidnich membran v granech pfri

nizsi ozarenosti, napt. u fialky (Primulina tabacum L.) (Liang et al., 2010), rajcete ty¢kového
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(Lycopersicon esculentum Mill.) (Fu et al., 2011), i orchideje (Anoectochilus roxburghii L.)
(Shao et al., 2014). Ani jedna prace ovSem bohuZel neuvadi metodu, kterou byly vysledky
ziskany.

Jednotlivé thylakoidy v granech pocitali také autofi (Kordyum & Klimenko, 2013) ktefi
se zbyvali vlivem ozarenosti na ultrastrukturu chloroplastli ve vodnim prostiedi. Dospéli
k vysledku, Ze ¢im nize se listy stuliku (Nuphar lutea L.) nachdzely pod vodni hladinou, tim
vice vykazovaly charakter stinnych listl. Chloroplasty listl rostoucich nad hladinou, ci
splyvajici na hladiné mély cockovity tvar a byly situovany podél antiklindlni bunécné stény
v palisddovém parenchymu. Nejvétsi procento gran se skladalo z 2-5 thylakoid(, casty byl
vyskyt plastoglobull, Skrobova zrna se objevovala jen zfidka. U ponofenych listd byly
chloroplasty situovany podél periklindlnich bunéénych stén nerozliSeného parenchymu.
S pribyvajici hloubkou se velikost chloroplastli zvétSovala a vétsi ¢ast chloroplastl zabiraly
thylakoidni membrdany. Stale Castéji se objevovala grana s vétSim poctem thylakoidu, az 44
thylakoidd v granu. Plastoglobuly a sSkrobova zrna se stavaly v chloroplastech ¢im dal
vzacnéjsi.

Na obrazku 5.2.1. z prace autorl Kordyum & Klimenko (2013) uvadim priklad dvou
situaci, na které mdzeme pfi snaze poéitani thylakoidd v granech narazit. Cernou $ipkou jsou
oznacena grana, ktera byla fizla kolmo, jsou tedy dobfe rozeznatelné jednotlivé thylakoidni
membrany a je mozné je jednoduse kvantifikovat. Bilou Sipkou jsem oznacila granum, které
bylo pravdépodobné fizlé v jiném neZz kolmém sméru. Membrany jsou rozmazané a nelze
urcit jejich presny pocet. V pfipadé, ze bychom chtéli pocitat thylakoidy v granech na tomto
obrazku, je moZné si vybrat pouze grana, ktera jsou oznacena ¢ernou Sipkou. V takovém

pfipadé bychom ale dospéli k vychylenému odhadu.

77



Obr. 5.2.1 Detail chloroplastu mezofylové buriky ponofenych listd stuliku (Nuphar lutea L.)
v hloubce 0,5 m. Cernymi Sipkami jsou oznacend grana, u kterych je moZno rozeznat a spocitat
jednotlivé thylakoidy. Bilou Sipkou je oznaceno granum, u kterého neni, podle mé, moiné
jednoznaéné urdit presny pocet thylakoidd. Usecka znazorfiuje délku 0,5 pm. (Upraveno podle
Kordyum & Klimenko, 2013).

Na molekuldrni Urovni dochdzi vreakci na promeénlivé svételné podminky k
reorganizaci proteinovych komplext v thylakoidnich membranach chloroplastd pfi procesu
state transition (viz kapitola 2.3.2). Pfi nizSi ozarenosti také dochdzi u izolovanych
chloroplastl Spendtu (Spinacea oleraceae L.) ke snizeni mnozstvi fotosystému Il (Albertsson
& Andreasson, 2004) a naopak narlsta pocet volnych anténnich komplext LHCII. Také
dochazi k poklesu obsahu cytochromového komplexu bef v granech chloroplastl vystavenych
nizSim ozarenostem oproti thylakoidlim vystavenym vyssi ozarenosti. Tato remodelace
grandlnich thylakoidd u rostlin adaptovanych na nizkou intenzitu svételného zareni vede k
zefektivnéni funkce absorpce zareni. Naopak funkce elektron-transportniho retézce je
potlacena. Strategie ma slouzit pro efektivnéjsi vyuziti limitujicich zdroji (svétla apod.)
v podminkach nizké ozarenosti (Kirchhoff et al., 2007). Nizsi hustota velkych komplexd PS Il
v granech také umoinuje snazsSi difuzni cestu pro plastochinon pfi cesté od PSIl na
cytochromovy komplex bef (Kirchhoff et al., 2004).

Ke stejnym zavérim dospéli a jini autofi (Kouril et al., 2013), ktefi se zabyvali studiem
izolovanych chloroplastd u huseni¢ku (Arabidopsis thaliana L.), ale pfi oSetfeni rostlin
vysokou ozarenosti. Zjistili, Ze u rostlin kontrolnich ¢i rostoucich ve vyssi ozarenosti jsou

v chloroplastech mezi jednotlivymi fotosystémy Il vétsi prostory, které umoziuji snazsi difuzi
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plastochinonu v membrané. Pfi nizSi ozarenosti presto pozorovali hustotu PSIl nizsi, nez
v chloroplastech rostlin vystavenych vyssi ozarenosti.

Detekce jednotlivych komplexii nebyla predmétem mé diplomové prace, ale
predpokladam, Ze podil granalnich thylakoid(i vypovida o zastoupeni PS Il spolu s LHC Il a

PSII.

5.4 Vliv zvysené koncentrace CO: a dalsich faktorii prostredi na
ultrastrukturu chloroplastii

Koncentrace oxidu uhli¢itého je jeden zfaktorl prostfedi, které ovliviuji nejen
fyziologické procesy v rostlinach, ale také anatomickou stavbu listl a strukturu bunék.

Vliv EC jsem prokdzala pouze u nékterych z mérenych parametrl chloroplastu.
Vyznamné vzrostl podil Skrobu na medialnim fezu chloroplastd listl buku péstovaného pfri
EC, a to u slunnych i stinnych list(l. Tento vysledek neni az tak prekvapuijici, protoZe je znamo,
Ze pfi kultivaci rostlin pfi vy$si koncentraci CO; dochazi k nardstu asimilace CO, (Kosvancova
et al., 2009). Pfredpoklada se, Ze narlst asimilace CO; se projevi v syntéze vétSiho mnoZstvi
asimilatl. Asimilaty jsou v rostliné vyuzity nékolika zpisoby. Mohou byt spotfebovany na
misté syntézy, nebo jsou transportovany do jinych ¢asti rostliny, do tzv. sink(. Sinky jsou
mista, kde jsou asimilaty potrebné, ale je jich nedostatek (mladé listy), nebo zde k jejich
syntéze nedochazi vibec (kofeny), anebo slouzi k jejich uskladnéni, vétSinou v podobé
zasobniho Skrobu do amyloplast(i (zasobni organy).

V pfipadé, Ze rychlost syntézy asimilatd je vétsi, nez rychlost jejich spotfebovavani ¢i
ukladani, vytvafi se zasoby asimilacniho Skrobu v chloroplastech ve formé Skrobovych zrn
(Pritchard et al., 1997).

Nadmérna akumulace Skrobovych zrn v chloroplastech muzZe byt také znakem
vyCerpani sinkd rostliny pro ukladani uhliku (Arp, 1991; Ghildiyal et al., 2001).

U chloroplastli oSetfenych EC byl pozorovdan trend zvétSovani Skrobovych zrn. Vétsina
praci, které jsme méla k dispozici, se vénuje tématu vlivu EC u bylin (Teng et al., 2006; Fu et
al., 2011; Hao et al., 2012). K obdobnym vysledkiim jako ja dospéli také autori (Cabalkova et
al., 2008), ktefi se zabyvali velikosti a tvarem Skrobovych zrn u smrku ztepilého (Picea abies
L.). Chloroplasty jednoletych jehlic oSetfenych EC obsahovaly vétsi skrobova zrna

v porovnani s chloroplasty jehlic péstovanych v atmosférické koncentraci CO,.
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| pfes na prvni pohled podobné vysledky, jsem si védoma toho, Ze nemohu srovnavat
své vysledky ziskané z medidlniho fezu chloroplastem s vysledky ziskanymi izolaci skrobovych
zrn z chloroplastu.

Pocet Skrobovych zrn se v zdvislosti na koncentraci CO, neménil, pohyboval se
pramérné okolo dvou zrn na medialnim fezu chloroplastem v obou variantach. Pocet zrn
samoziejmé neodpovidd absolutnimu poctu Skrobovych zrn v celém chloroplastu. V préci
jsem se zaméfila pouze na pomérné zastoupeni Skrobu na medialnim fezu chloroplastem a
jsem si védoma toho, Ze z namérenych hodnot nemohu odhadovat pocet Skrobovych zrn
v celém chloroplastu. Na poditani ¢astic v 3D objemu je zapotrebi fyzickych sériovych fezd, Ci
optickych sériovych fezli a pouZiti stereologické metody disector, kterd umozZnuje

nevychylené odhady danych parametr( (Kubinova et al., 2014).

Pfedpoklada se, Ze nadmérna akumulace Skrobu muiZe negativné ovliviiovat vnitfni
organizaci thylakoidnich membran v chloroplastu, a tak mimo jiné pfispivat k aklimacni
depresi (Yelle et al., 1989). Velka Skrobova zrna mohou zastifiovat svétlosbérné komplexy a
snizovat jejich efektivitu zachytavani energie slunecniho zareni, narusovat rovnovahu mezi
fotofosforylaci, redukci NADP a navazujicimi procesy jako je fixace uhliku v Calvinové cyklu
(Pritchard et al., 1997), ¢i pfimo mechanicky poskozovat thylakoidni membrany (Marek,

2011).

Pocet a velikost Skrobovych zrn se méni béhem dne (Kivimaenpaa et al., 2001) a také
v prlibéhu sezény (Lipavska et al., 2000; Cabalkova et al., 2008). Vzhledem k tomu, Ze jsem
vzorky odebirala v pribéhu dvou dnid na konci ¢ervna, vZdy v ¢ase od 12.00 do 13.00 hod.,
predpoklddam, Ze tyto dva faktory nemély na vybrané anatomické parametry chloroplastu

vliv.

Pti pGsobeni EC po dobu jedné sezdny sledovali autofi Cabalkova et al. (2008) velké
mnozstvi Skrobu v chloroplastech jesté v fijnu. Pfi normalnim vyvoji se skrob na podzim u
jehliénatych drevin vyskytuje spiSe vyjimecné, kvlli nastupu zimniho otuZovani (frost
hardening). Zimni otuZovani je proces, pfi kterém se vytrvalé rostliny ptipravuji na zimni
obdobi a ziskavaji rezistenci vic¢i mrazu U oSetfenych rostlin smrku ztepilého (Picea abies L.)

se naopak v fijnu vyskytovala nejvétsi skrobova zrna (Cabalkova et al., 2008). Tato situace
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nasvédcuje hypotéze, Zze u stromU oSetrfenych vyssi koncentraci CO, doslo k posunuti vyvoje

jehlic v dané sezéné a jesté v fijnu byly schopny Skrob akumulovat.

U borovice bahenni (Pinus palustris L.) autofi Pritchard et al. (1997) pozorovali znaky
zimniho otuZovani jak u kontrolnich, tak u oSetfenych rostlin EC. Jednim z hlavnich znaki
zimniho otuZovani je snizujici se obsah Skrobu v chloroplastech. Tomu odpovidaji i vysledky
prace (Pritchard et al., 1997). Na podzim obsahovaly chloroplasty borovice méné skrobovych
zrn nez na jare. Na podzim dochdzi k degradaci skrobu z divodu vyuZiti vzniklych metabolit(
na jiné procesy v rostliné. Ze Skrobu vznikaji osmoticky aktivni latky — osmoprotektanty,
které pomahaji rostliné vyrovnat se stresovymi podminkami. Patfi sem nestrukturni, ve vodé
rozpustné sacharidy, které chrani rostlinu pred vznikem krystalkd ledu v burikach pletiv
(Dalmannsdottir et al., 2001) a také sacharidy rafinozové fady (RFO) (Liu et al., 1998). EC
ovsem ovliviovala obsah skrobu u obou obdobi stejné. ZvySilo se mnoistvi Skrobu
v chloroplastech vzork( odebranych na jare i na podzim.

Mezi dal$i znaky zimniho otuZovani patfi desintegrace thylakoidl, bobtndani
chloroplastt, ¢i nardst poctu plastoglobuld. Tyto znaky autofi (Pritchard et al., 1997) na
podzim sledovali pouze u stromU péstovanych ve EC. Je mozZné, Ze EC dostava listy pfedcasné
do stavu zimniho otuzovani, nez by tomu bylo v podminkach atmosférické koncentrace CO,.
Tato hypotéza odpovida i reakci plastoglobuld, kterych bylo na jare v chloroplastech méné,
nez na podzim (Pritchard et al., 1997). Dlivodem je fakt, Ze plastoglobuly se uc¢astni rozkladu
membran, ukladaji se do nich metabolity vzniklé pfi degradaci membran, ktera nastava na
podzim (Ghosh et al., 1994). VySe uvedené charakteristiky jsou ale povaZovany za obecné
pro zimni otuzovani a jsou typické pro nespecificky stres u rostlin (Senser et al., 1975). Neni
pravdépodobné, Ze bych pozorovala podobné znaky, protoze jsem vzorky odebirala v ¢ervnu.

EC také pravdépodobné urychluje u nékterych rostlin nastup senescence. Tento trend
byl pozorovdn nejen u jehlicnatych strom( (Houpis et al., 1988), ale také u nékterych
kultivar( soji (Glycine max (L.) Merr.). Autofi (Hao et al., 2012) sledovali rozmazané a tézko
rozeznatelné jednotlivé membrany granech. U grandlnich thylakoid( také dochazelo k jejich
postupnému oddélovani. Predcasna senescence také pravdépodobné prispéla k nastupu
aklimacni deprese u danych kultivar( séji. Jiny pfipad autofi sledovali u druhého kultivaru,
kde k predcasné sencescenci a aklimaéni depresi nedoslo. Pfi senescenci dochazi k ubytku

membran a vzniklé metabolity se ukladaji do plastoglobulll. (Ghosh et al., 1994). Je tedy
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zfejmé, Ze nejen reakce na EC je druhoveé specifickd, ale také samotné usporadani membran

v chloroplastu je druhoveé specifické (Rumak et al., 2012).

Jedna zmych hypotéz byla, Ze pfi EC dojde knarlstu poméru intergranalnich
thylakoidd ku granalnim thylakoidim. Néktefi autofi také sledovali zvySeni poméru
intergrandlnich thylakoidd ku grandlnim thylakoidlim. Vysvétlovali si to tim, Ze diky zvétSeni
poctu ¢i velikosti Skrobovych zrn dojde k mechanickému oddéleni granalnich thylakoidd
(Pritchard et al., 1997; Teng et al., 2006) Naopak (Griffin et al., 2001) zvyseny obsah skrobu
nepozorovali, ale presto bylo zastoupeni thylakoidd ovlivnéno ve prospéch intergranalnich.
Davodem byl podle autor(i fakt, Ze vétsi zastoupeni intergranalnich thylakoid( vede k
rychlejsi tvorbé NADPH a ATP diky zrychleni karboxylace pfi EC. Obé molekuly jsou potfebné
pro zajisténi zvySenych energetickych narok( na rist. Je tedy mozné, Ze pfipadna zména
poméru intergrandlnich thylakoidi ku grandlnim thylakoidm muiZe byt ovlivnéna
zménénymi energetickymi naroky rostliny v prostredi EC. Cyklicky elektronovy transport,
odehravajici se na intergranalnich thylakoidech, byvd za podminek zvySeného pozadavku
ATP posilen. Je to z divodu zvyseného presunu protonovych iontl H* do lumen thylakoidnich
membran a tento gradient protonu je poté vyuzit na vznik ATP. Vzhledem ktomu, Ze v
podminkach EC dochazi k poklesu rychlosti fotorespirace (Long (Long et al., 2004) et al.,
2004) a tedy mensim narokdm na produkci ATP (Rochaix, 2011) muizZe tedy naopak
v podminkach EC teoreticky dojit k poklesu hodnoty IGT/GT. Mé vysledky tuto hypotézu

potvrzuji. Vzajemny pomér granalnich ku intergrandlnim thylakoidlm pfi EC vzrostl.

Celkové ale chloroplasty stromd péstovanych v EC vykazovaly trend nizsiho podilu
thylakoidnich membran, jak granalnich, tak intergranalnich. Divodem muzZe byt, jak bylo
zminéno vyse, narlst Skrobovych zrn, kterad zabiraji vétsi objem chloroplastu a dochazi
k mechanickému oddéleni granalnich thylakoid( (Teng et al., 2006; Pritchard et al., 1997) i
neni jiz diky snizené transpiraci takovy pozadavek na vznik ATP (Rochaix, 2011).

NizZ$i pomérné zastoupeni obou typl thylakoidld bylo zjiSténo i u rostlin kukufice,
které byly vystaveny stresu mrazem. (Kutik et al., 2004) toto pozorovani odtvodnuji tim, Ze
rostlina ve stresovych podminkach sniZzuje obsah membran, kvlli pfitomnosti fotosystéma,
které jsou citlivé na stres, resp. metabolity, které mohou pfi stresu vznikat (reaktivni formy
kysliku apod.)
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S touto hypotézou bych mohla souhlasit i v pfipadé mych vysledkd, za predpokladu,
Ze EC je pro rostlinu stresovym faktorem.

Je tedy zfejmé, ze EC md za nasledek zvySenou akumulaci skrobu v chloroplastech.
coZ se zpétné odrdzi v metabolismu rostliny (Sun et al., 2011).

Existuje také rada dalSich faktorl, které ovliviuji ultrastrukturu burky, napf.
teplota. Jako adaptace na extrémni teploty byly sledovany chloroplastové vybézky (Bourett
et al., 1999; Holzinger et al.,, 2007). Nékteré chloroplasty, které jsem meéla k dispozici
pozorovat, tyto vybézky mély. Nabizeji se dvé pficiny jejich vyskytu. Vyskyt vybézku by mohl
byt dlsledkem dlouhotrvajici fixace, podobné jako u autorl (Musser et al., 1984). Tuto
moznost bych vyloucila, vzhledem k tomu, Ze fixace vzorkd, které jsem méla k dispozici,
trvala pouze cca 1,5 hodiny (vice viz kapitola 3.2). Druhou pravdépodobnéjsi moznosti je, ze
vybéZzky pozorovanych chloroplastll jsou adaptaci na rlst ve vysSich polohach a stim
souvisejici kratSi rUstovou sezonou, vzhledem k poloze stanovisté, ze kterého vzorky

pochazeji (Lhotakova et al., 2012).

5.5 Variabilita ultrastruktury chloroplastii v ramci listu

OdlisSnost mezi hodnotami ve stfedu listu a hodnotami ziskanymi systematicky
rovhomérné nahodnym vybérem (SUR) mulZe byt zplsobena pfritomnosti marginalnich
meristémua na okrajich list(. Je mozné, Ze diky pfitomnosti marginalnich meristém( se na
listu s morfologicky odliSenou cepeli vyskytuji gradienty anatomickych parametr, v mém
pfipadé pomérného zastoupeni grandlnich thylakoidl v chloroplastech. Marginalni
meristémy jsou déliva pletiva na okrajich listli, ktera umoznuji rast listl do Sirky (Votrubova
& Olga, 2011). Ocekavala jsem, Ze ve stfedu listu (referencni hodnota) budou listy vykazovat
konzistentnéjsi vysledek, jelikoz jejich vyvoj je v této casti jiz dokoncen. Naopak na okrajich
listd bych predpokladala vétsi diferenciaci anatomickych parametrd vzhledem k vyskytu

marginalnich meristém.

Jak je také vidét z grafu 4.18, zdlezi nejen na poloze na listu, ze které byl vzorek
odebiran, ale také na kazdém jedinci. Za jedince mlZeme povaZovat strom, protoZe kazdy
strom se pfizpUsobuje prostiedi, ve kterém Zije jinym zplsobem. A i v ramci tak malého
prostoru, jako je sklenik, ve kterém byly stromy péstovany, se mohou vyskytovat gradienty
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dalsich faktord, napt. Zivin, které ovliviiuji anatomii listl a procesy probihaji v rostlinach.
Jedinec ale také muzZe byt jeden list, protoZe také v rdmci jednoho stromu muzZe dochazet ke
stinéni si jednotlivych listli mezi sebou, coZz muze zplisobovat rizné gradienty anatomickych

parametrd.

Rozdil mezi jednotlivymi vzorky by také mohl byt zplisoben ¢asem a denni dobou, ve
které byly vzorky odebirany. Vzhledem k tomu, Ze listy byly odebrany vidy zaroven ze sféry a
AC i EC a to béhem 15 - ti minut, nepfedpoklddam, Ze by se v mych vysledcich tento faktor
projevil. Nepozorovala jsem tedy mezi vzorky Zadny konzistentni trend anatomickych

parametrd chloroplastl v rdmci listu.

Gradienty anatomickych parametrd v ramci listu sledoval také (Pazourek, 1966) ve
vyskytu praduchl a (Slavik, 1963) také v intenzité transpirace, fotosyntézy, ¢i dychdni.
Zabyvali se gradienty jednak ve sméru od baze k apexu, ale také od stfedu k okrajlm list(i. U
vSech parametr(i, kromé velikosti praduch(, bylo zjiSténo, Ze ve sméru od baze k apikalni
Casti listu, stejné tak od strfedu k okraji listu, dochazi k jejich snizovani (Slavik, 1963). Moje
vysledky naopak naznacuji, Ze na okrajich listd se grandlnich thylakoid( vyskytuje

v chloroplastech vice nez ve stfedni ¢asti listu.

Lze tedy uzavfit, Ze stfed listu je referenéni hodnota, kterd vsak neni reprezentativni

pro celou Cepel listu.
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6. ZAVER
Tato kapitola stru¢né shrnuje splnéni cil(i a stanovenych hypotéz.

Cil 1 a hypotézy 1 a 2:

Z uvedenych vysledk( vyplyva, Ze oba sledované faktory — koncentrace CO; i ozafenost —

vyznamné ovliviuji ultrastrukturu chloroplastl buku lesniho (Fagus sylvatica L.).
e Ozafenost

Ozéarenost méla vliv zejména na usporadani membranového systému. U stinnych listl se
v chloroplastech vykytoval vyssi podil grandlnich i intergrandlnich thylakoid(i, vzajemny
pomér byl nezménén. Byl pozorovan trend vétsiho zastoupeni plastoglobul(i v chloroplastech
u slunnych list. Vliv ozarenosti na plochu chloroplastl ¢i pomérné zastoupeni Skrobu se

neprokazal.
e Koncentrace CO;

Chloroplasty listd buku péstovaného pfi EC mély vyssi podil Skrobu na plose medidlniho fezu
a to u slunnych i stinnych list. U chloroplastt osetrenych EC byl pozorovan trend zvétSovani
Skrobovych zrn, avsak jejich pocet na medidlnim fezu se v zavislosti na koncentraci CO;
neménil. Chloroplasty strom( z EC vykazovaly trend nizSiho podilu gran, i nizsi podil

intergranalnich thylakoidd. Vzajemny pomér GT/IGT vzrostl pfi EC.
Cil 2 a hypotéza 3:

Pfi vyhodnocovéni vysledkll, zda kvantitativné vyjadiené parametry ultrastruktury
chloroplastd ve stredni ¢asti listu mohou byt povaZovany za reprezentativni pro celou cepel
listu, nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil u téchto parametri: plocha medidlniho fezu
chloroplastu, pomérné zastoupeni Skrobu, pocet a velikost Skrobovych zrn, ani pomérné

zastoupeni plastoglobult v chloroplastu.

Naopak bylo zjisténo, Ze pomérné zastoupeni granalnich thylakoidd v chloroplastu je vyssi u
vzorkl odebranych zrlznych poloh na cepeli listu pomoci SUR. Pomérné zastoupeni
intergrandlnich thylakoidd se nelisilo, ale pomér GT/IGT byl vyssi u vzorkd odebranych

z rlznych poloh na ¢epeli listu pomoci SUR.
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Oproti predpokladu byla zjisténa vétsi variabilita hodnot u vzorkd odebranych
z referencni hodnoty ze stfedu listu nez u vzorkd, které byly odebrany ze stfedu listy pomoci

systematicky rovhomérné nahodného vybéru (SUR).

Pti studiu anatomickych, ale také fyziologickych parametrd rostlin musime mit na
paméti, Ze dané parametry a reakce strom( ovliviiuje, kromé zkoumanych faktord, mnoho
dalsich vliva, jak vnitfnich (napf. stafi rostliny), tak vnéjsich (napf. teplota). Jednim z nich je
také dostupnost mineralnich Zivin v pudé, které jsou potfeba pro zajiSténi spravného ristu a
vyvoje rostliny. Je tedy mozné, Ze rostliny neumi profitovat ze EC, protoze jim chybi jiné
zZiviny, napfr. dusik (Pritchard et al., 1997). Nelze tedy jednoznacné uzavfit, Ze rostliny

rostouci v EC budou diky této skutec¢nosti mit vyhodu oproti rostlindm Zijicim za normalnich

podminek.

VétsSina praci, na které jsem pfi studiu literatury narazila, se zabyva vlivem danych
faktord na semenacky ¢i mladé rostliny, jak tomu bylo v nasem pripadé, kdy stromy byly 10-
tileté. Domnivam, Ze reakce juvenilnich stromd mulzZe byt odliSnd od reakce dospélych
strom(. Praci na dospélych stromech je vSak nedostatek kvili casové narocnosti povedeni
takovychto experimentl a relativné nedavné doby pocatkl studia vlivu zvySené koncentrace
CO, na dreviny. Dospélé porosty by nemély mit, podle mych vysledkl, v obdobnych

podminkach vétsi problémy.

Na zavér bych rada zdliraznila, Ze prace je souéasti FeSeni grantového projektu GACR
P501/10/0340, ktery je zaméfen na studium vlivu zvySené koncentrace CO; a ozarenosti na
strukturu a funkci fotosyntetického aparatu buku lesniho na rlznych hierarchickych
urovnich, ktery zahrnuje studium vyzkumnych tymu. Ve své diplomové praci jsem se
soustredila pouze na vyhodnoceni a diskuzi vysledk( ultrastrukturalni analyzy chloroplast
buku, kterou jsem sama provadéla.

Doufam, Ze tato prace bude slouzZit jako zdroj informaci a doporuceni k dalSimu
studiu vlivu zvysené koncentrace CO. a ozdarenosti na strukturu chloroplastli listnatych

drevin, kde zdaleka jesté nebyly zodpovézeny vSechny otazky.
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