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Abstrakt

Temperatni lesy, které jsou dlouhodobym tulozistém uhliku, reaguji na zvysujici
se koncentraci oxidu uhli¢itého (COy) v ovzdusi. Smrk ztepily (Picea abies (L.) Karst.)
je nejrozsifendj$im jehli¢natym stromem v lesich Ceské republiky, proto jsem se ve své
praci zaméfila na odpovéd fotosyntetického aparatu této dfeviny na zvySenou
koncentraci CO,. Cilem prace bylo vyhodnotit, jak koncentrace CO, ovliviiuje
ultrastrukturu chloroplastli ve slunnych a stinnych jehlicich. Vliv koncentrace CO;
a ozafenosti byl sledovan na pomémém zastoupeni Skrobu v chloroplastech
mezofylovych bunék jehlic. Dal§im cilem prace bylo otestovat, zda chloroplasty z prvni
vrstvy mezofylu jsou z hlediska kvantifikace Skrobu reprezentativni pro celou jehlici.

Pro vyzkum byly pouzity 11 let staré stromy smrku ztepilého, které¢ byly po
dobu 6 let vystaveny atmosférické nebo zvySené koncentraci CO, v kultivacnich
sférach s automaticky ovladanymi okny na Experimentdlnim stanovisti Bily Kitiz
V Moravskoslezskych Beskydech. V fijnu 2011 byly odebrany jehlice 1. ro¢niku ze
stromd vystavenych bézné atmosférické koncentraci (382-395ppm) a zvySené
koncentraci (700ppm) CO,. Z jehlic byly pfipraveny ultratenké fezy a medianni fezy
chloroplasti byly nasnimany pod transmisnim elektronovym mikroskopem. Pro
vyhodnoceni pomérného zastoupeni Skrobu byla pouZita stereologickd metoda bodové
miizky a metoda interaktivni segmentace. Tyto metody se projevily jako zastupitelné.

Pro vyhodnoceni obsahu Skrobu byly vybirdny chloroplasty z prvni vrstvy
mezofylu pod pokozkou a zcelé plochy mezofylu pomoci metody systematicky
rovnomérneé ndhodného vybéru (SRN). V piipadé méetfeni plochy chloroplastu na fezu se
potvrdilo, Ze chloroplasty z prvni vrstvy mezofylu jsou reprezentativni pro celou jehlici.
Pii méfeni plochy Skrobovych zrn a pomérného zastoupeni Skrobu byly chloroplasty
Z prvni vrstvy mezofylu reprezentativni pro celou jehlici s vyjimkou slunnych jehlic bez
osetfeni COy, u kterych chloroplasty z prvni vrstvy mezofylu vykazovaly mén¢ Skrobu,
nez chloroplasty vybrané metodou SRN.

Na velikost chloroplastu a Skrobovych zrn mély vliv oba sledované vnéjsi
faktory, silngjsi efekt v§ak méla ozéatrenost. Bez ohledu na koncentraci CO; byl podil
Skrobu vys§i ve slunnych jehlicich, nez ve stinnych. ZvySend koncentrace CO;
ovlivilovala zejména cCetnost chloroplasti obsahujicich Skrob. Vice jak polovina

chloroplastii jehlic rostoucich pii atmosférické koncentraci CO; neobsahovala Zadna



skrobova zrna, zatimco vétSina chloroplastti slunnych jehlic osettenych CO, obsahovala

alespoii jedno Skrobové zrno.

Kli¢ova slova:

smrk ztepily (Picea abies (L.) Karst.), chloroplast, $krobové zrno, zvySena koncentrace
CO,, ozarenost, jehlice, prvni vrstva mezofylu pod pokozkou, systematicky rovnomérné

nahodny vybér, stereologické metody



Abstract

Temperate forests serve as long term carbon storage and are affected by
increasing carbon dioxide (CO,) concentration in the atmosphere. Norway spruce
(Picea abies (L.) Karst.) is the most abundant conifer in the forests of the Czech
Republic, therefore | studied the response of its photosynthetic aparatus to elevated CO,
concentration. The aim of my thesis was to analyze the impact of CO, concentration on
chloroplast ultrastructure in both shaded and exposed needles, focusing on the volume
density of starch in the median cross-sections of mesophyll cell chloroplasts. The next
aim of the study was to test whether the chloroplasts of the first subepidermal layer
of mesophyll are representative for the whole needle with respect to starch volume
density.

The study was performed on eleven years-old Norway spruce trees that had been
exposed to ambient or elevated concentration of CO, for six years; the experiment had
been carried out at the Bily Kiiz experimental station in the Beskids Mountains
in cultivation chambers with automatically adjustable windows. First year needles
of trees grown under abient (382-395ppm) or elevated (700 ppm) CO, concentration
were collected in October 2011. The needles were used to prepare ultrathin sections and
the images of median chloroplast cross-sections were acquired under a transmission
electron microscope. Starch volume density was analyzed using the point-grid
stereological method and the interactive segmentation method; both methods turned out
to provide identical results.

The chloroplasts for starch content analysis were selected from the first
subepidermal mesophyl layer or from the whole mesophyl with the systematic uniform
random sampling. | confirmed that the chloroplast area in the first subepidermal
mesophyl layer is representative of the whole needle. In case of starch grain area and
starch volume density, the first subepidermal mesophyl layer was representative
of the whole needle in all samples except the exposed needles at ambient CO,
concentration, where starch volume density was lower compared to the chloroplasts
selected with the systematic uniform random sampling.

Both observed environmental factors studied affected the size of chloroplasts and
starch grains; however, the effect of irradiation was stronger. Starch was more abundant

in exposed needles regardless of CO, concentration, which affected mostly the amount



of chloroplasts containing starch. More than a half of the chloroplasts from needles
grown at ambient concentration of CO, did not contain any starch grains, while most

chloroplasts of exposed, CO,-treated needles contained at least one starch grain.

Key words:

Norway spruce (Picea abies (L.) Karst.), chloroplast, starch grain, elevated CO;
concentration, irradiation, needle, first subepidermal layer of mesophyll, systematic
uniform random sampling, stereological methods
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Seznam pouzitych zKkratek:

Amax svétlem saturovana rychlost asimilace CO, (umol m S'l)

AFM mikroskopie atomarnich sil (atomic force microscopy)

N maximalni vyuziti fotosystému II

FACE Free-air carbon enrichment

FIB metoda fokusovaného iontového svazku (focused ion beam)

HPLC vysokouéinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

IPCC Intergovernmental panel on climate change

IS metoda interaktivni segmentace

LMA specificka hmotnost listu (g m™)

MBM metoda bodové miizky

oTC rastové komory s otevienou stiechou (open-top chambers)

ppm miliontina, 10 (pars per million)

PSI fotosystém I

PSII fotosystém 11

PSA analyza velikosti ¢astic (particle size analysis)

Rubisco ribuloza-1,5-bisfosfat karboxylaza-oxygenaza

SLA specificka plocha listu (m*kg™), (specific leaf area)

SRN systematicky rovhomérné ndhodny vybér

TEM transmisni elektronova mikroskopie

Dpg) efektivni vytézek elektrotransportniho fetézce fotosystému II
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1. Uvod

Klimatické zmény jsou uddlosti, kterymi se aktudlné zabyvd velké mnozstvi
vyzkumt. Dé¢je se tak predev§im z toho divodu, Ze jedna z nich probiha v soucasné
dobé. Jednou z pfiCin této klimatické zmény je s velkou pravdépodobnosti zvySovani
koncentrace sklenikovych plyna v atmosféie (IPCC, 2014). K nejvyznamnéjSim
sklenikovym plyniim patii oxid uhli¢ity (CO,). ZvySovani jeho koncentrace v atmosfére
probiha uz od poloviny 19. stoleti, kdy se vyrazné proménilo zemédélstvi, doslo
K industrializaci vyroby, zménil se zptsob dopravy, a obsah CO, Vv atmosféte zacal
prudce stoupat. Tyto jevy zaroven souvisi s tim, Ze zacala celosveétove nartistat lidska
populace. ZvySovani obsahu CO; se d&je prevazné v disledku lidskych cinnosti,
zejména kvuli spalovani fosilnich paliv a zmén ve vyuzivani piady. CO, se jako
sklenikovy plyn podili na globalnim oteplovani, je vSak nezbytny pro fotosyntézu
arostliny pfi ni vném obsazeny uhlik zabudovéavaji do svych pletiv. Sou€asné vSak
rostliny vypoustéji CO, pfi respiraci, CO, vznikd také pii spalovani ¢i jiném
pramyslovém zpracovani rostlinné biomasy. Jelikoz dychani, které uvolnuje CO,
do atmosféry, probihd stale, zatimco pro fotosyntézu je tieba uréitych podminek
a snizuje se 1 pod vlivem stresovych faktor prosttedi, existuje tenkéd hranice mezi tim,
zda jsou rostliny sinkem ¢i zdrojem CO», tedy zda absorbuji vice CO3, nez emituji, nebo
naopak. Boredlni lesy severni polokoule patfi mezi pfirozeny sink uhliku a jsou
povazovany za nejvétsi sink mezi biomy (IPCC, 2014). Avsak vzhledem
K navySujicimu se poctu ptirodnich disturbanci, jako jsou napiiklad pozary ¢i ¢innost
hmyzich $kidct, se ¢asto boredlni lesy stavaji naopak zdrojem CO, (Kurz et al., 2008).
Podobné by tomu mohlo byt u temperatnich lest, které se nachézeji i v Ceské republice.
Nartstajici Cetnost disturbanci muze vést k poklesu sily sinku temperatnich lest.
Z tohoto diivodu mizeme povazovat temperatni lesy za nejvétsi nejistotu z hlediska

ukladani uhliku na globalni urovni (Bonan, 2008).

Nejrozsiten&jsim jehlicnanem v Ceskych lesich je smrk ztepily (Picea abies (L.)
Karst.), diky tomu, Ze je nasi hlavni hospodaisky vyuzivanou dievinou. To, jakym
zpusobem se tento jehlicnan vyrovnava se zvysSujici se koncentraci CO; V ovzdusi,
je tedy zasadni nejen pro evropské lesy temperatni zony, ale i lesy borealni, kde je tento
druh také ve velké mife zastoupen. Vyzkum smrku ztepilého z obou zo6n je tedy

nezbytny pro celkové porozuméni problematice ukladani uhliku ve vegetaci v ramci
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terestrického kolobéhu uhliku, v soucasnosti vSak vétSina vyzkuml pochazi prave
z temperatnich lest. Reakce smrku ztepilého na klimatické zmény v boredlnich lesich

jsou prozkoumany méng.

Na to, jakym zplisobem bude rostlina reagovat na zvysujici se koncentraci CO,
v ovzdusi, maji vliv 1 dalsi vnéjsi faktory prostfedi. Patii mezi n¢ naptiklad teplota,
dostupnost vody, Gzivnost pudy, a také ozafenost (Stinziano a Way, 2014). Mnozstvi
zateni dopadajiciho na rostlinu ovliviluje mnozstvi energie, které se pfeméni na energii
chemickych vazeb, vyrazné tedy ovlivituje rychlost fotosyntézy a tvorbu biomasy.
V ramci koruny dfevin se vytvari gradient v intenzité ozareni z diivodu vzajemného
zastinéni vétvi a listd, tento gradient pak vyrazné ovliviiuje tvorbu biomasy. Zkoumani
interakci faktoru ozarenosti a zvySené koncentrace CO, nam pomuze ke komplexnimu

objasnéni toho, jakym zplsobem se dfeviny vyrovnavaji s klimatickymi zménami.

Tato diplomova price byla feSena v ramci projektu GACR P501/10/0340
snazvem ,Vliv zvySené¢ koncentrace CO, a ozafenosti na strukturu a funkci
fotosyntetického aparatu dfevin na riznych hierarchickych urovnich®, jehoz hlavnim
fesitelem byla prof. RNDr. Jana Albrechtova, Ph.D. Na tomto projektu spolupracovalo
neékolik tymi nejen z Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze, ale takeé
z Oddéleni biomatematiky Fyziologického ustavu AV CR, v.v.i. a Laboratofe
ekologické fyziologie rostlin Centra vyzkumu globalni zmény AV CR, v.v.i.
Za Piirodovédeckou fakultu UK v Praze se na vyzkumu podilely tymy z Katedry
genetiky a mikrobiologie a Katedry experimentélni biologie rostlin pod vedenim prof.
J. Albrechtové. Tato diplomova prace ma za cil obohatit spolecny projektovy vystup
0 poznatky vlivu zvySené koncentrace CO; a ozafenosti na smrk ztepily, konkrétné
na obsah asimilacniho Skrobu v jehlicich. Ptispiva také k feSeni metodickych problémt
pii kvantifikaci obsahu asimilaéniho Skrobu za vyuziti transmisni elektronové

mikroskopie.

Clenéni diplomové prace je standardni, nejprve jsou piedstaveny cile prace
a stanovené hypotézy, poté shrnuti poznatkli o daném tématu z odborné literatury.
Nasleduje kapitola o plivodu a vybéru materidlu, metodach zpracovani vzorkil a jejich
vyhodnoceni, a dale jsou prezentovany vysledky. Diskuse reflektuje ziskana data
s vysledky z odborné¢ literatury, v zavérecné kapitole jsou poté shrnuty zasadni vystupy

a uspésnost celé prace.
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1.1. Cile a hypotézy

1.1.1.Cile prace
1) Urcit, zda prvni vrstva mezofylu pod pokozkou jehlice je pro kvantifikaci
Skrobu reprezentativni pro celou jehlici.

2) Vyhodnotit vliv ozafenosti a rtizné koncentrace CO; na pomérné zastoupeni

Skrobu na medidnnim fezu chloroplastu v mezofylu jehlice smrku ztepilého.

1.1.2.Hypotézy
Na zakladé nastudované literatury byly vytvofeny hypotézy, ze kterych vyzkum této
diplomové prace vychazi:

1) Prvni vrstva mezofylu je reprezentativni pro celou jehlici z hlediska kvantifikace

Skrobu v chloroplastech.

2) V jehlicich stromt rostoucich pii zvySené koncentraci CO;, je obsah $krobu

vys§i, nez pti bézné koncentraci CO; vV ovzdusi.

3) Ve slunnych jehlicich je na mediannim fezu chloroplastem vys$§i pomérné

zastoupeni Skrobu, neZ ve stinnych.
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2. Literarni prehled

2.1. Stavba jehlice na urovni pletiv

Jehlice je asimilacni orgén vétSiny nahosemennych dievin. V pfipadé smrku
ztepilého jde o ekvifacialni list, kdy si je abaxialni a adaxialni strana morfologicky
I anatomicky podobna. V mnoha ohledech je jehlice smrku ztepilého list s Xxeromorfni
adaptaci, je tedy ptizpsoben prostiedi s nizsi vlhkosti. Na povrchu jehlice nachazime
pokozku, tzv. epidermis (Obr. 2.1). Ta vznika z embryonalniho protodermu a tvoii
Ji vétsinou jedna vrstva bunék. Na povrchu epidermis je silna vrstva kutikuly a voskd.
Pokozka nenese zadné trichomy, praduchy jsou v ni hluboce zanotfené. Takovéto
adaptace pomahaji stalezelenym jehli¢naniim piekonat obdobi chladu a mrazu, kdy ma
rostlina omezeny piisun vody (Votrubova, 2011). Pod pokozkou se nachazi jedna ¢i dvé
mechanicky dulezité vrstvy hypodermis, tvofené sklerenchymatickymi butikami. Pletivo
mezofyl, které tvoii buiky s asimilaéni funkci parenchymatického piivodu, vétSinou
zastupuje nejveétsi podil objemu jehlice. VéEtSina jehlicnand, veetné smrku ztepilého, ma
v jehlicich nerozliSeny mezofyl, nékteré druhy (jedle bé&lokora (Picea alba Mill.),
douglaska tisolista (Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco var. menziesii), tis Cerveny
(Taxus baccata L.), aj.) vSak maji mezofyl rozliSeny na houbovity a palisadovy
parenchym (Evert, 2006). Bunky mezofylu smrku ztepilého jsou nepravidelného tvaru
a maji mezi sebou velké mezibunétné prostory, které mohou zaujimat az 30 % objemu
mezofylu (Lhotakova et al., 2008). Diky tomu se vytvafi vnitini povrch listu,
kde dochazi k vyméné plyni mezi vnéjSim prostfedim a bunikami. Buiikky mezofylu
obsahuji velké mnozstvi chloroplasti. V kvantitativni studii provadéné na stejném
materidlu smrku ztepilého, vyuzivajici nevychylenou stereologickou metodu disektor,
jich bylo napocitano az pres 200 (Kubinova et al., 2014). Chloroplasty jsou stézejnim
centrem pro fotosyntézu. Strukturalni parametry, jako napiiklad zastoupeni mezofylu
v jehlici, pocet a velikost jeho bunék, ¢i fyziologické parametry podminéné strukturou,
jako je vodivost CO; (gm), ovliviiuji rychlost fotosyntézy a asimilace CO,. Stejné tak
je pro tyto procesy dulezity pocet, velikost a vnitini usporadani chloroplast, proto bude
kapitola 2.2 vénovana ultrastruktuie téchto organel.

Na rozhrani hypodermis a mezofylu se nachazi jeden az dva pryskyii¢né kanalky
tvofené dvéma vrstvami bunék. Sklerenchymaticka vnéjSi vrstva ma mechanickou

funkei, vnitini vrstvu tvofi parenchymatické bunky, které vylucuji pryskyftici. Uprostred
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jehlice se nachazi stiedni valec, ktery obsahuje vodiva pletiva a je ohranicen vrstvou
endodermis s mechanickou funkci (Soukupova et al., 2000). Pocet cévnich svazki

je druhové specificky, jehlici smrku ztepilého prochazi jeden kolateralni cévni svazek.

epidermis

hypodermis

priduch

cévni svazek

pryskyricny
kanalek

mezofyl

endodermis

Obr. 2.1 Snimek anatomické stavby jehlice smrku ztepilého na medidnnim fezu.
Sniméno ze svételného mikroskopu, typu svétlé pole; riizové lignifikované struktury
jsou histochemicky detekovany fluoroglucinolem. Autor: Zuzana Lhotdkova
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2.1.1. Vliv ozarenosti na stavbu jehlice

Ozérenost a koncentrace CO; jsou dva vyznamné faktory, které ovliviuji
morfologii i anatomii jehlice. Vné&jsi i vnitini stavba jehlice ma pak vliv na absorpci
svétla, t¢innost vyuziti vody, vyménu plynt a fixaci uhliku (Woodruff et al., 2009).

Mezofyl svou stavbou odpovidd na dopadajici slune¢ni zafeni rozdilné
Urtznych druhi, coz vysvétluje mezidruhové rozdily ve fotosyntetické aktivité
(Niinemets et al., 2007). U velkého mnozstvi druhii je pfi narustu tloustky jehlice
pozorovan narust mezofylu, vétSinou na ukor epidermis, coz umoziuje zvySeni
fotosyntetické kapacity (Niinemets, 1999). Reakce na zvySenou ozatenost je rizna
u listi a jehlic, zakladd se vSak na podobnych principech. Listy rostouci pfi rizné
ozafenosti se vétSinou lisi v tloust’ce a velikosti vnéjsiho povrchu, jehlice zase v délce
a tvaru na pricném fezu. Vyzkumy ukézaly, Ze se zvySujici se ozarenosti jsou jehlice
delsi, nartsta i jejich tloustka (Niinemets et al., 2007).

Ozafenost ma pozitivni vliv na specifickou hmotnost listu (mnozstvi suSiny
na jednotku plochy - LMA) (Niinemets et al., 2006). Studie ukazaly, ze jehlice smrku
ztepilého, které se nachazely ve vysSich patrech koruny a byly tedy vystaveny vys$Simu
ozafeni, byly del§i a mély vétsi projekéni plochu, nez stejné staré jehlice odebrané
z niz8ich pater koruny téhoz stromu. Zaroven vSak mély vySe polozené jehlice mensi
specifickou listovou plochu (SLA- specificka listova plocha na jednotku susSiny;
SLA="_ua), nez jehlice ze spodnich pater (Pokorny et al., 2011). Pravé specificka
listova plocha ovliviluje mnozstvi svétla, které muize byt zachyceno a vyuZzito
pii fotosyntéze (Evans a Poorter, 2001). Caste¢né protichtidné vysledky viak piinesl
vyzkum douglasky tisolist¢ (Woodruff et al., 2009). Ve vysSich patrech stromu
se nachazely kratsi jehlice s mensi plochou, ale naopak s vétsi tloustkou, nez v nizsich
patrech stromu. TlouStka mezofylu na ftezu, tedy vzdalenost mezi endodermis
a epidermis, se srostouci ozafenosti zvySovala, vodivost mezofylu a asimilace CO,
se naopak snizovala. Tyto vysledky byly vysvétlovany hydraulickym odporem, tedy
snizenym vodnim potencialem ve vySSich patrech stromu (Woodruff et al., 2009).
Pokorny et al. (2011) vztah vodniho potencialu a vysky stromu nediskutuji.

Co se tyce vlivu ozatfenosti na tvar jehlice, pfima zavislost se u smrku ztepilého
nepotvrdila. Jehlice z riznych pater koruny stromi se od sebe nepatrné lisily, nebyly

vSak pozorovany jednoznaéné trendy (Pokorny et al., 2011).
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Reakce rostlin na ozafenost je popsana i u listnatych stromt. Niinemets (1997)
porovnaval vliv zastinéni na velikost listu u 4 druht listnatych stromt - dub letni
(Quercus robur L.), topol osika (Populus tremula L.), sttemcha obecna (Prunus padus
L.) a javor mlé¢ (Acer platanoides L.). LMA se u vSech sledovanych druht zvySovala
linearné s ozarenosti (Niinemets, 1997). Stejnou zavislost popisuji dal$i vyzkumy
na 5 druzich listnatych stromi - topol osika, liska obecna (Corylus avellana L.), jasan
ztepily (Fraxinus excelsior L.), buk lesni (Fagus sylvatica L.) a lipa srd¢ita (Tilia
cordata Mill.) (Niinemets a Kull, 1998). Stinomilné druhy pfitom vykazovaly mensi
miru adaptace pti vysokém ozateni. Narust tloustky listu ve vyssich patrech koruny byl
vSak pravdépodobné limitovan dalSimi faktory prostiedi. Mize mezi né patfit
i nedostatek vody, ktery Casto provazi zvySenou miru transpirace pii vy$si ozafenosti,
a je tedy limitujici pro expanzi buné¢k a tim i rust listu (Niinemets a Kull, 1998). Evans
a Poorter (2001) mefili zavislost specifické listové plochy na ozafeni u 10 druht
dvoudéloznych rostlin s C3 typem metabolismu. Listy rostlin vystavené vysoké
ozatrenosti mély mensi listovou plochu. Byly vsak tlustsi, mély vétsi pocet chloroplastl
a fotosyntetickych enzymu, a vykazovaly proto vétsi fotosyntetickou aktivitu
na jednotku plochy listu. Z vyzkumu tedy vyplynulo, Ze miru absorpce neovliviuje
specificka listova plocha, ale mnozstvi chlorofylu na jednotku listové susiny (Evans

a Poorter, 2001).

Jehlice reaguji na miru ozafenosti i na anatomické urovni (Niinemets, 1999;
Niinemets et al., 2007). Niinemets et al. (2007) porovnavali zmény v objemu mezofylu
pfi aklimaci na riiznou ozatfenost u dvou druhti borovic (Pinus patula Schlect. & Cham.
a Pinus radiata D. Don.). Zvyseni ozafenosti nad primérnou sezénni hladinu vedlo
k narastu tloustky a Sifky jehlice. Pomér objemu jehlice Kkjeji celkové plose
se pii vySSim ozéafeni zvétsil, objem bunck mezofylu pozitivné koreloval s ozarenim.
Zaroven se snizil objem vrstvy hypodermis a epidermis, coz potvrzuje vysledky
predchozich vyzkumut (Niinemets, 1999). Objem vrstvy mezofylu se pii zvySené
ozafenosti navysil u obou druhti, u Pinus patula vsak vyraznéji, nez u Pinus radita.
To poukazuje na mezidruhovou variabilitu ve fotosyntetické kapacité jehlice (Niinemets
etal., 2007).

Reakce rostliny na zvySenou ozatenost je druhové specificka a zavisi na dalSich
faktorech (napt. dostupnost vody). Ve vétSiné nastudovanych praci vSak maji jehlice

¢ilisty ve vysSich patrech koruny stromt vétsi tloustku, vyS$Si hmotnost suSiny
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na plochu a objem, vétsi pocet bunék mezofylu a jeho tloustku. Naopak délka, Siika
a plocha jehlice ¢i listu se snizuje s mirou ozarenosti. Takovéto anatomické zmény
umoziuji efektivné piijimat slunecni zafeni a Iépe tak vyuzit fotosyntetické kapacity
rostliny (Niinemets, 1997; Niinemets et al., 2007; Woodruff et al., 2009; Raeim et al.,
2012).

2.1.2.Vliv koncentrace CO: na stavbu jehlice

Oxid uhli¢ity je pro rostlinu nezbytny plyn. Vaze se ve stromatu chloroplasti
pti sekundarni fazi fotosyntézy, je tedy dllezitym substritem pro tvorbu sacharidii
a dalSich organickych latek. Nartst jeho koncentrace v ovzdusi je dlouhodobé trvajici
trend, na ktery rostliny reaguji a dokazou ho aktivné vyuzit. U rostlin s C3 typem
metabolismu, které jsou vystaveny vyssi koncentraci CO,, se projevuje jeho rychlejsi
asimilace a také niz8i mira fotorespirace (Marek, 2011).

V listech probihaji dva zdsadni déje — fotosyntéza a transpirace. Morfologicka
a anatomicka stavba listu muze ovlivnit miru a rychlost fixace CO, a tedy tvorby
asimilati. Lze se tedy domnivat, ze se koncentrace CO; V ovzdusi odrazi na vnitini
i vngjsi stavbé jehlice. Je vSak pravdépodobné, ze kromé dostupnosti CO; ovliviiuje
rychlost a Uc¢innost fotosyntézy také tada dalSich vnitinich a vné&jSich faktord, které
mohou efekt zvySené koncentrace CO; snizit.

Vliv zvySené koncentrace CO; V ovzdusi na parametry jehlice neni jednoznacny.
Z experimentu  provedenych na borovici lesni (Pinus sylvestris L.) vyplyva,
ze koncentrace CO; ovliviiuje pocet a velikost bunék jehlice a tim padem jeji velikost
(Lin et al., 2001). Semenacky, které rostly 4 roky pii zvySené koncentraci CO»,
vykazovaly zmény v anatomii jehlice. V béznych podminkach bylo na abaxialni strané
jehlice borovice lesni pozorovano vice priduchi, nez na adaxidlni strané. Po oSetfeni
zvySenou koncentraci CO; byla primérnd hustota priduchti na obou stranich
odebranych jednoletych jehlic niz8i. Zalezelo vSak také na pozici jehlice v koruné,
ve vysSich patrech stromu byl efekt snizovani hustoty praduchii vyraznéjsi. V praméru
se plocha fezu jehlic odebranych z rtiznych pater stromu zvysila o 10,4 % pii zvySené
koncentraci CO;. Plocha fezu epidermis a hypodermis se po oSetieni nepatrné snizila.
Naopak byl pozorovan narlst poctu a velikosti bun€k mezofylu a tim i zastoupeni
vrstvy mezofylu na fezu. Plocha floému na fezu se pii zvysené koncentraci CO, zvysila,
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plocha xylému se signifikantné nezménila. Narast floému je mozné vysvétlit zvySenou
produkci asimilati pfi zvySené koncentraci CO; a tim vétsi potieby transportu téchto
produktt po rostlin¢ (Lin et al., 2001).

Jednozna¢ny vliv zvySené koncentrace CO, na stavbu jehlice borovici lesni
nepotvrdili Luomala et al. (2005). Pti osetfeni zvySenou koncentraci CO; nebyly
opakované pozorovany zadné statisticky vyznamné zmény vV anatomické stavbe jehlice,
naopak teplota méla na stavbu jehlice signifikantni vliv. Pfi teploté vysSi, nez
je dlouhodoby sezonni pramér, mély jehlice niz$i hustotu praduchi. SniZzeny piijem
vody, ani niz§i mira transpirace, vSak nebyly pozorovéany. Jehlice vystavené zvySené
teploté¢ mély mensi tloustku, na pficném fezu byl pozorovan ten¢i mezofyl na abaxidlni
stran¢ a uZz8i stiedni valce, nez u jehlic kontrolnich. Pomérné zastoupeni mezofylu
a sttedniho vélce ¢i mezibunéénych prostor se nezménilo, z ¢ehoz se da usuzovat,
ze nedoslo ke zméné v rychlosti transportu asimilatd. Tloustka epidermis a hypodermis
nebyla teplotou ovlivnéna (Luomala et al., 2005).

Vyrazné zmény pii plsobeni zvysené koncentrace CO, nebyly pozorovatelné
na smrku ztepilém. Pokorny et al. (2011) a Lhotakova et al. (2012) provadéli vyzkum
na stromech pochazejicich z experimentalni stanice Bily Ki#iz v moravskoslezskych
Beskydech, tedy ze stejného mista, jako vzorky vyhodnocované v této diplomové praci.
Vysledky tymu Pokorny et al. (2011) ukézaly mirny nartst délky jehlice a projekéni
plochy jehlice (projected needle area) a naopak pokles specifické plochy jehlice (SLA;
'/.ma) u stromii ofetienych zvysenou koncentraci CO,. Statisticky vyznamny byl rozdil
V téchto parametrech pouze v jednom ze tfi let, kdy bylo vyrazngjsi a déletrvajici sucho
(Pokorny et al., 2011). Dle ptedchozich vyzkumt se stromy rostouci pii zvySené
koncentraci CO, 1épe adaptuji na sucho a lépe hospodaii s vodou, proto mélo sucho
na stromy bez oSetfeni CO, vétsi vliv (Kupper et al., 2006). Podobné¢ tomu bylo
pfi vyzkumu tymu Lhotdkova et al. (2012). V tomto pfipadé mira koncentrace CO;
ve vzduchu signifikantné neovlivnila objem jehlic, hustotu vnitiniho povrchu jehlice,
plochu mezofylu, plochu vnitiniho vélce, ani plochu epidermis a hypodermis, piestoze
bylo pozorovano zvySeni asimilace CO; (Amax) (Lhotakova et al., 2012). Na méfené
parametry méla v obou vyzkumech vyraznéjSi vliv mira ozafenosti a staii jehlice
(Pokorny et al., 2011; Lhotakova et al., 2012). Pti zvySené ozafenosti byl pozorovan
vy$$i objem a vétsi vnitini plocha jehlice. Rocni jehlice vykazovaly signifikantné nizsi
vnitini hustotu mezofylu, nez jehlice 3leté. Objem hypodermis a epidermis byl nejvétsi

u stinnych ro¢nich jehlic pii obou koncentracich CO; (Lhotakova et al., 2012).
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To, jak vyrazné rostliny reaguji na zvySenou koncentraci CO, Vv ovzdusi,
je pravdépodobné podminéno i dostupnosti zivin (Pritchard et al., 1998; Eguchi et al.,
2004). Po osetieni dvouletych semenacki modiinu japonského (Larix kaempferi Carr.)
zvySenou koncentraci COg, pii nizké koncentraci zivin (smés dusiku, fosforu a drasliku)
se pocet buné¢k mezofylu a jeho celkova plocha snizila, a to i pies to, Ze bunky mezofylu
byly vétsi. Pii zvySené koncentraci CO; a dostatku zivin byl pozorovan naopak nartst
poctu bun¢k mezofylu. Na tloustku jehlice na pticném fezu zadné oSetfeni nemélo vliv,
sitka jehlice na pfi¢ném fezu se zmensila pii zvySeném CO; a dostatku Zivin. Rychlost
fotosyntézy a obsah Skrobu v jehlicich se signifikantné¢ zvysily pii oSetfeni CO;
a dostatku zivin (Eguchi et al., 2004). K podobnym vysledkiim dosli i Pritchard et al.
(1998), kteti zkoumali vliv koncentrace CO; a dusiku na anatomii jehlice semenacku
borovice bahenni (Pinus palustris Mill.). Pfi zvySené koncentraci CO, a nedostatku
dusiku mély jehlice mensi plochu mezofylu na fezu. Zaroven se zde projevily zmény
sezOonni. Pfi meéfeni probihajicim na jafe mély jehlice oSetfené CO, vétsi plochu
zpusobenou narustem objemu mezofylu. V 1ét€¢ byly jehlice mensi a kratsi, plocha
epidermalnich bunék, mezofylovych bunék a vodivych pletiv byla redukovana

(Pritchard et al., 1998).

Na zaklad¢€ prostudované literatury je ziejmé, ze se rostlina dokéze piizpusobit
zménam podminek morfologicky i anatomicky. VIliv zvysené koncentrace CO;
na jednotlivé parametry jehlice je vSak nejednoznacny. Ukézalo se, Ze na miru reakce na
zvySenou koncentraci CO, ma také veliky vliv dostupnost zivin, teplota, ¢i poloha
jehlice na stromé (Pritchard et al., 1998; Lin et al., 2001; Eguchi et al., 2004; Luomala
et al., 2005).
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2.2. Ultrastruktura chloroplastii

Chloroplasty jsou organely endosymbiotického piivodu, maji tedy svou vlastni
DNA, ribozomy a dvé membrany. Jsou ovalného tvaru, v priméru méii 0,5-10 um
a jejich ultrastruktura je tak pozorovatelna v transmisnim elektronovém mikroskopu
(Cabalkova et al., 2008). Vétsinu objemu chloroplastu zabira endomembranovy systém.
Ten vznikl z vnitini membrany chloroplastu a je tvoien tylakoidy. Tylakoidy tvoii sit’
propojenych vacku, jejich vnitini ¢ast se nazyva lumen. Stésnané, ploché a na sebe
naskladané vacky tylakoidi tvofi grana neboli granédlni tylakoidy. Protazené
a nestésnané tylakoidy se nazyvaji intergrandlni neboli stromalni tylakoidy (Obr. 2.2).
Jednotlivé granalni tylakoidy jsou propojeny diky stromalnim tylakoidim, které tvofi
kolem gran pravoto¢ivou Sroubovici. Ta se pomoci vystupki na membrané vackt
napojuje na jeden nebo vice plochych vacku, které tvoii granum (Daum a Kuehlbrandt,
2011).  V chloroplastu jsou dale pozorovatelna kulata lipoproteinova téliska —
plastoglobuly. Slouzi jako zasobarna lipidi a ucastni se syntézy tokoferolu
a karotenoidu (Brehelin et al., 2007). Jejich velikost a pocet se v prubéhu vyvoje
rostliny méni, zvySuje se vSak pii pisobeni strest. Lze tedy soudit, Ze jsou
plastoglobuly soucasti reakce rostliny na rizné druhy abiotickych i biotickych stresi
(Bondada a Syvertsen, 2003; Brehelin et al., 2007; Zhang et al., 2010).

V tylakoidech probihd primarni faze fotosyntézy, nesou totiz pro fotosyntézu
nezbytné pigment-proteinové komplexy (Pavlova, 2005). Granalni tylakoidy nesou
hlavné svétlosbérné komplexy II a fotosystém II (PSII), stromalni tylakoidy pak
svétlosbérné komplexy I, fotosystém I (PSI) a ATP syntazu. Cytochrom bgf komplex
se nachazi na obou typech tylakoidi. Takovéto rozd€leni fotosystémii napomaha
efektivnimu zachycovani fotosynteticky aktivniho zéafeni a pfedchdzeni nadmérné
excitaci elektrond (Daum a Kuehlbrandt, 2011). Ve fotosystému II dochazi k oxidaci
vody, pfi niz se uvoliiuje kyslik. K tomuto procesu pomahd energie fotosynteticky
aktivniho zafeni, které je zachyceno pomoci svétlosbérnych komplexa. Tyto komplexy
jsou soucasti PSII a obsahuji fotosynteticka barviva — chlorofyly a karotenoidy. PSII
prenasi 2 elektrony uvolnéné pfti rozkladu vody na plastochinon, protony se uvoluji
do lumen tylakoidu a podileji se na vzniku protonového gradientu, potiebného
pro syntézu ATP. Plastochinon dale pifedava elektrony na cytochrom bgf komplex. Pies

n¢j se elektrony pomoci plastocyaninu dostavaji na PSI. Tento fotosystém, stejné tak
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jako fotosystém II, nese svétlosbérné komplexy, které zachycuji slunecni zareni.
Elektrony se dale pfesouvaji na ferredoxin, kde dochazi k redukci NADP na NADPH.
Vodikové kationty jsou vyuzity k vyrobé ATP pomoci ATP syntazy, posledniho ze
4 typu proteinovych komplext nachazejicich se na membrané tylakoidu.

Jako stroma se oznacuje vnitini prostor chloroplastu. Je dilezité pro sekundérni
fazi fotosyntézy, probihd v ném Calviniv cyklus. Pfi této reakci se vzdusny CO;
zabudovava do ribul6za-1,5-bisfosfatu za pomoci enzymu ribuldza-1,5-bisfosfat
karboxylazy-oxygendzy (Rubisco). Nasledné¢ vznikly produkt se redukuje
na glyceraldehyd-3-fosfat za wvyuziti NADPH a ATP zprvni faze fotosyntézy.
Glyceraldehyd-3-fosfat se rozdéli na fosforylované triozy. Ty mohou byt
transportovany do cytoplasmy, kde vchézeji do dalSich cykld (Krebstv cyklus,
napiiklad aminokyseliny a bilkoviny. Cast z nich ziistava v chloroplastu a vyuZiva se na
regeneraci enzymu Rubisco, nebo je ulozena jako zasoba energie ve formé Skrobu (Taiz
etal., 2015).

Skrob je zasobni polysacharid, ktery se ukliddd v podob& $krobovych zrn
ve stroma chloroplastii. Pocet a velikost Skrobovych zrn se li§i v zévislosti na druhu
(Stark a Lynn, 1992), dynamicky se méni i béhem dne (Kivimédenpdd et al., 2001;
Crumpton-Taylor et al., 2012), a sezony (Senser et al., 1975; Soikkeli, 1978). Vétsina
Skrobu je spotfebovana v noci, kdy fotosyntéza neprobiha. Tento typ Skrobu se nazyva
asimilacni a slouzi jako rychld zasobarna energie. Ve tmé se $tépi na glukozu, jejiz
energie je vyuzita na déje probihajici v chloroplastu. Druhy typ Skrobu — zasobni,
vznika rozkladem asimila¢niho S§krobu na glukézu a dale na transportni oligosacharidy,
které se dostavaji z chloroplastu do cytosolu a putuji do mist, kde je zvySena spotieba
energie, ¢i do nezelenych Ccasti rostliny. Velka koncentrace tohoto Skrobu je
ve specializovanych plastidech — amyloplastech, kter¢ slouzi jako jeho hlavni
zasobarna. Kromé této funkce slouzi Skrob také jako zdroj osmoticky aktivnich latek,
které rostlina vyuzivd napiiklad pfi uvzavirani praduchii, jako osmoprotektanty
pii vystaveni mrazu, ¢i jako statolity, které napomahaji gravitropismu (Pavlova, 2005).

Podle mnoZstvi asimilacniho Skrobu v chloroplastech mezofylovych bunék
muzeme usuzovat, jak intenzivné zde probiha fotosyntéza a asimilace CO,. Mnozstvi
Skrobu je také ovlivnéno schopnosti rostliny efektivné transportovat asimilaty do sinki
a Vvyuzit je pro rust ¢i bézné rostlinné aktivity (Streit et al.,, 2013). Pokud

se v chloroplastu nenachazi velké mnozstvi Skrobu, miize to znamenat sniZzenou
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fotosyntetickou aktivitu, ¢i pravé velkou spotiebu sacharidii na misté sinkd. V piipade,
ze sinky nejsou dostatecné silné a asimilace presto aktivné probihd, za¢nou se asimilaty

hromadit v chloroplastech jako Skrob (Rasse a Tocquin, 2006).

Obsah asimila¢niho Skrobu v chloroplastech jsem si zvolila jako parametr
pro vyhodnoceni vlivu ozafenosti a CO; na jehlici smrku ztepilého. Dale se tedy budu
zabyvat vlivem téchto vnéjsich faktorti na stavbu jehlice, ultrastrukturu chloroplastt

a mnozstvi asimilacniho Skrobu v chloroplastech.

Skrobové zrno

plastoglobulus

vnéjSi membrana

intergranalni tylakoid
granum

stroma

Obr. 2.2 Snimek chloroplastu z buiiky mezofylu jehlice smrku ztepilého, ziskany
z transmisniho elektronového mikroskopu. Usetka v pravém dolnim rohu znézoriiuje
délku 1pm. Autor snimku: Barbora Radochova
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2.2.1.Vliv vybranych faktori na pocet, velikost
a ultrastrukturu chloroplastii

Na plose listu o velikosti lcm? se primérné nachézi az 10 milionu chloroplastil
(Evans, 1999). Ty jsou uloZeny v listovém pletivu mezofyl. Stavba mezofylu a pocet
chloroplastii pak pfimo souvisi s procesem fotosyntézy, vyzkumy na borovici lesni
naptiklad ukdzaly pozitivni korelaci velikosti plochy mezofylu na fezu a rychlosti
fotosyntézy (Lin et al., 2001). Na pocet, velikost a ultrastrukturu chloroplastl
Vv mezofylu listu mé vliv vice vnéjsich i vnitinich faktort. Patii mezi n€ také ozafenost.
Pii vyzkumu efektu zastinéni na stavbu jehlic jedle bélokoré (Abies alba Mill.) bylo
zji$téno, ze vice zastinéné jehlice maji mensi pocet chloroplastli. Ty maji zaroveit mensi
plochu na fezu, niz§i obsah asimilacniho Skrobu a méné plastoglobuld. Systém
tylakoidd ma vétsi plochu na fezu, pocet gran je vSak mensi, nez v chloroplastech jehlic,
na které dopada vice slune¢niho zafeni. Pocet tylakoidl v granu je u zastinénych jehlic
vyssi (Kierzkowski et al., 2007). Jak je zfejmé z dalSich vyzkumu, zalezi také na pozici
chloroplastu v jehlici. Mezofylové bunky lezici blize epidermis obsahovaly mensi
chloroplasty s niz§im obsahem asimila¢niho $krobu, nez bunky ve vnitini ¢asti jehlice
blize endodermis. Naopak pocet plastoglobulli byl vyssi v buiikkdch blize epidermis

(Kivimédenpad a Sutinen, 2007).

DalSim z vngjSich faktorG ovliviiujicich chloroplasty je koncentrace CO;
v ovzdusSi. Vétsi plochu, av§ak nezménénou délku chloroplastl pfi zvySené koncentraci
CO; v ovzdusi, potvrdily vyzkumy na borovici bahenni (Pritchard et al., 1997). Také
ultrastruktura chloroplasti se vlivem koncentrace CO, méni, jak se ukazalo
pii pozorovani chloroplasti vice druhi listnatych dfevin (javor ¢erveny (Acer rubrum
L.), zmarlinka kanadska (Cercis canadensis L.), ambron zapadni (Liquidambar
styraciflua L.) a pepfovnik usaty (Piper auritum Kunth.)). Chloroplasty listi oSetfenych
zvysenou koncentraci CO, mély vétsi pomér stromalnich tylakoidi ku granalnim. Stejné
tak mély vétsi pomér stromdlnich tylakoidi k celkové plose chloroplastu, zatimco
pomér granalnich tylakoidi ku celkové plose chloroplastu byl naopak mensi (Griffin et
al.,, 2001). Dle dostupné literatury reaguji na zvySenou koncentraci CO, podobné
i byliny. Vyzkumy na tabaku lesnim (Nicotiana sylvestris Speg. et Comes) ukazaly, ze
chloroplasty vystavené zvySené koncentraci CO; mély stejnou délku na fezu, jako

ty bez oSetieni, jejich Sitka na fezu se vsak zvysila. Chloroplasty totiz obsahovaly velké
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mnozstvi $krobovych zrn, ktera zabirala vice jak 50 % jejich plochy. Po oSetfeni se také
velmi vyrazné navysil pocet chloroplastii na jednotku plochy buniky mezofylu (Wang et
al., 2004). Pii porovnani vyzkuma z velkého vzorku rostlin se ukdzalo, ze stromy
reaguji na zvysené CO, vyraznéj$Simi morfologickymi, anatomickymi i biochemickymi

zménami, nez byliny (Ainsworth a Long, 2005).

Pocet, velikost a ultrastruktura chloroplastii nejsou v pritbé¢hu vegetacni sezony
stabilni. Ro¢ni dynamika poctu, velikosti a ultrastruktury chloroplastii bunék mezofylu
byla popsana u vice druhi jehli¢nant, napt. tisu japonského (Taxus cuspidate S. et Z. ex
E.), zelené a Zluté formy zeravu zapadniho (Thuja occidentalis L. a Thuja occidentalis
f. ,Reingold”) a smrku ztepilého. Vysledky u vétSiny téchto jehlicnand vykazuji
podobné trendy (Senser et al., 1975; Soikkeli, 1978; Maslova et al., 2009). Nejvyssi
pocet chloroplastli v buiice a nejvétsi chloroplasty byly pozorovany v zimé. Systém
tylakoidd byl vSak v zimé chudsi, pfevazovala grana o 2-3 tylakoidech a stromdlni
tylakoidy (Maslova et al., 2009). Demming-Adams at al. (2015) pozorovali rozdil ve
zméné stavby tylakoida v chloroplastech na subalpinskych jehlicnanech smrku
Engelmannovém (Picea engelmannii Parry ex Engelm.) a jedli plstnatoplodé (Abies
lasiocarpa (Hook.) Nutt.). Velka ¢ast systému tylakoidi obou druht jehli¢nand
se s pfichodem zimy zm¢énila z grandlnich na stromalni. Zaroven bylo v zimé¢ namé&feno
vyrazné niz§ maximalni vyuziti PSII (“/gm) a také nizsi rychlost fotosyntézy, neZ na
podzim. Takovéto zmény vedou k rozptylu tepelné energie (thermal energy dissipation)
a pusobi jako ochrana pfed fotopoSkozenim pii nizkych teplotach (Demmig-Adams
et al., 2015). Na zacatku jara klesla ¢etnost i velikost chloroplastii, zvysil se vSak pocet
plastoglobulti (Senser et al., 1975; Maslova et al., 2009). V 1été¢ s nartistem teploty
a délky svételného dne narostla i velikost chloroplasti. Nachédzelo se Vv nich velké
mnozstvi Skrobovych zrn, systém tylakoidi byl také dobfe vyvinut a obsahoval grana
az 0 7-8 tylakoidech (Senser et al., 1975; Soikkeli, 1978). Nejmensi pocet, a zaroven
i plocha chloroplastti, byl na konci 1éta a béhem podzimu, systém tylakoidu byl piesto

dobie vyvinut (Maslova et al., 2009).

Starnuti jehlic je proces, ktery se také projevi na stavbé chloroplastu v buitkach
mezofylu. Kivimdenpdd a Sutinen (2007) uvadé€ji, Zze nejstarsi a jiz zluté jehlice
borovice lesni mély v buitkdch mezofylu aZ o polovinu mensi chloroplasty, nez jehlice
mladsi. Tyto chloroplasty obsahovaly vice plastoglobulii, nez chloroplasty zelenych

jehlic. V piipadé tohoto druhu se Zloutnuti objevuje u 4 roky starych jehlic, které jiz
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nejsou fotosynteticky aktivni a vétSinou zadhy (béhem 14 dnll) opadaji (Kivimdenpid
a Sutinen, 2007). V ptipadé smrku ztepilého jsou fotosynteticky aktivni rocni az trileté
jehlice, k jejich opadani za béznych podminek u dospélych stromi dochazi primérné
po 8 letech (Campbell et al., 2004). Vétsina studii na jehlicnanech se zabyva rocnimi
jehlicemi, stejné tak je tomu i v piipad¢ této diplomové prace. Vyzkumy na starSich
jehlicich jsou ojedin¢lé, diky nim Ize vSak pozorovat, kdy jehlice pfestavaji byt zdrojem

asimilatl a stavaji se naopak sinkem.
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2.3.  Asimilac¢ni Skrob a jeho funkce

Asimilaéni Skrob je polysacharid nachazejici se v chloroplastech. Je tvofeny
dvéma slozkami — amylézou a amylopektinem. Skrobova zrna se V plastidech tvoii
kolem jednoho inicia¢niho bodu. Vytvaii se z ADP-glukozy, ktera vznikla
reakci gluk6zy-1-fosfatu s ATP, katalyzovanou enzymem ADP-gluk6zapyrofosforyldza
po druhé fazi fotosyntézy. DalSi potiebny enzym — Skrobsyntdza, katalyzuje pfipojeni
ADP-glukézy na jiz existujici polysacharidovy fetézec, pficemz vznika polymer alfa-D-
glukézy. Pii spojeni molekul alfa-D-gluk6ézy vazbou alfal-4 vznikd amyldza,
amylopektin ma krom¢ vazby alfal-4 jesté vazbu alfal-6, kterou spojuje glukdzové
zbytky (Obr. 2.3) (Pavlova, 2005).

Asimilaéni skrob zlstava v chloroplastu jen kratkou dobu v fadu hodin. Ve tmé
se spotiebovava piimo v chloroplastu, nebo se po rozkladu na glukdézu a dale
na transportni oligosacharidy dostava do cytosolu a pfesune se na misto sinku. Takto
transportované asimilaty se dale mohou usazovat v amyloplastech a tvorit tak
energetické zasoby. Dalsi z funkci asimilaéniho Skrobu je udrzovani osmotické
rovnovahy v chloroplastu, jelikoz Skrob je osmoticky neaktivni, na rozdil

od monosacharidi ¢i oligosacharida (Pavlova, 2005).

CH,OH CH,OH
{ O_ H H 0. H
L H H
-0 OH H o OH I;|
OH H ()Hi?/
CH,OH CH, CH,OH
H O_ H H O_ H H O_ H

amylopektin

amyldza

Obr.2.3 Amyloza a amylopektin — struktura. Prevzato z publikace (Pavlova, 2005);
upraveno podle Anderson J.W., Beardall J.. Molecular activities of plant cells. -
Blackwell Sci. Publ., Oxford 1991.
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2.3.1.Vliv ozarenosti na fotosyntézu a obsah asimila¢niho
Skrobu v chloroplastech

Ozarenost je jednim ze zakladnich faktorti ovliviiujicich fotosyntézu a tedy
i obsah asimila¢niho Skrobu v chloroplastu. Mnozstvi slune¢ni energie dopadajici na
listy ma vliv na mnozstvi energie, kterd se ulozi do chemickych vazeb. Tato mira
nicméné zavisi i na dalSich faktorech, které ji pfimo ¢i nepiimo ovliviiuji (Cabalkova et
al., 2007). Slunecni zafeni nedopada na vSechny c¢asti rostliny rovnomérné, rostliny
proto maji vyvinuty morfologické, fyziologické a biochemické adaptace na prostiedi,
ve kterém rostou. Diky témto pfizplsobenim dokazou maximalizovat mnoZstvi
zachyceného svétla pii nizké ozafenosti a naopak predejit pfipadnému poskozeni pfi
nadmérném ozateni (Walters, 2005).

Nadmérna ozafenost je stav, ktery muze lehce nastat v poledne nebo na pfimém
slunci, a ktery mize rostlinu poskodit (Barber a Andersson, 1992). Z tohoto divodu
rostliny nejvice asimiluji rdno, v dobé poledne jejich fotosynteticka aktivita vyrazné
klesa. Tento trend byl nazvan poledni deprese asimilace a nastava z divodu zavirani
praduchi a nasledného snizeni koncentrace CO, Vv mezibunéénych prostorach (Guo
etal., 2009). V odpolednich hodinach se rychlost fotosyntézy zase zvysi, nicméné jiz
nedosahuje tak vysokych hodnot, jako rano. Duvodem je nejspi§ nedostatek
anorganického fosfatu v chloroplastech, ktery je potieba pro vyrobu ATP a regeneraci
enzymu Rubisco (Spunda et al., 2005; Huang et al., 2006).

Existuji rizné zplsoby, jak se rostlina miZze nadmérné ozarenosti branit. Mezi
kratkodobé odpovédi patii napt. migrace svétlosbérnych antén mezi fotosystémy (tzv.
state transition). V piipadé nadmérné excitace PSII se Cast svétlosbérnych komplex
fotosystému Il pfesune na PSI. Jakmile nastane nadmérna excitace na PSI, svétlosbérné
komplexy fotosystému II se vrati zpét k PSII (Mullineaux a Emlyn-Jones, 2005). Dalsi
moznosti ochrany fotosyntetického aparatu pfed nadmérnou ozéfenosti je xantofylovy
cyklus. Nizké pH v lumen tylakoidli zplsobuje aktivaci enzymu violaxantin-
deepoxidazy, kterda zméni violaxantin na zeaxantin. Takto pozménény karotenoid
dokéze pfeménit energii z nadmérného ozéfeni na teplo, ¢imZ ochrani fotosystémy pied
trvalym poskozenim. Takovato reakce byla potvrzena pii vyzkumu semenackd smrku
ztepilého, které byly po dobu 10 dni vystaveny intenzivnimu slune¢nimu zafeni.

V tomto ptipad¢ vSak nebylo pozorovano zvysSeni poméru chlorofyli a/b, coz je jev
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Casto pozorovany v chloroplastech aklimatizovanych na vysokou ozafenost (Kurasova
et al., 2003; Stroch et al., 2008). Mezi fotoinhibi¢ni procesy se dale fadi deaktivace
proteinit D1 a D2. Tyto proteiny jsou soucasti PSII a jsou velmi citlivé ke zvySené
ozafenosti. D2 je stabilnéj$i nez D1 a pro jeho vyfazeni je potfeba vice slune¢niho
zateni, mechanismy jejich degradace na sebe ale navazuji. K degradaci proteazami ve
stromatu dochazi v disledku vytvoteni agregati s okolnimi peptidy (Shipton a Barber,
1994; Ballottari et al., 2007). Agregaci pravdépodobné vyvolavaji reaktivni formy
kysliku, které jsou produkovany v tylakoidech pii zvySené ozaienosti i teploté (Ohira

et al., 2005).

Za slunetnych podminek muze byt pro rychlost fotosyntézy limitujici
nedostatek vody. Aby bylo zabranéno vysokému odparu, snizuje se vodivost priduchi,
coz ma za nasledek sniZeni koncentrace CO; vV mezibunéénych prostorach a sniZeni jeho
asimilace (Panek a Goldstein, 2001). Nadmérna ozafenost také cCasto nastava
v kombinaci s vysokou teplotou. Citlivost na vysokou teplotu a schopnost adaptace
se lisi druh od druhu. Byla pozorovana i vnitrodruhova variabilita s ohledem na rtzné
misto vyskytu pozorovaného jedince (Weston a Bauerle, 2007).

Na vyzkum kombinace efektu vysoké ozafenosti a teploty u smrku ztepilého se
zaméfili Stroch et al. (2010). Pozorované semenacky vykazovaly vyrazné nizsi
asimilaci CO; z toho dtivodu, ze se zvysila afinita enzymu Rubisco k O, a dochazelo
Castéji K fotorespiraci. Ukazalo se také, Ze vtomto piipadé k ochrané rostlina
nevyuzivala tolik xantofylovy cyklus, ale typ pfenosu elektronli, ktery nevede
k asimilaci (non-assimilatory electron transport pathway). Tento zptsob byl pro ni
natolik efektivni, Ze nedoSlo k permanentni fotoinhibici a PSII si dokdzal udrZet

maximalni moZnou u¢innost i v tdchto stresovych podminkach (Stroch et al., 2010).

Rostlina reaguje rozdilné v pfipadech, kdy na ni pasobi pfimé sluneéni zareni
a kdy rozptylené svétlo. Urban et al. (2007) se zaméfili na porovnani fotosyntetické
aktivity v jehlicich smrku ztepilého pii pfimé ozafenosti a pii oblacnosti. Prokazali,
7e pii rozptyleném svétle je rychlost asimilace CO, vys$si, nez pfi pfimém ozafeni.
Tento fakt je pfipisovan otevienosti priduchti a vysSsi stimulaci fotosyntézy diky
vy$§imu poméru modrého a Cerveného zafeni pii rozptyleném svétle. Zafeni je také
rovnomérné rozprostteno mezi listy, zatimco pfi pfimém zafeni vytvafi vice stinu
a zabranuje tak pronikani svétla do nizSich pater podrostu ¢i koruny (Urban et al.,
2007).
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Vétsinu Casu nejsou vSechny fotosyntetizujici organy rostliny ozéafeny stejné.
Rist rostliny v podrostu ¢i vzdjemné zastinéni listl v koruné stromu jsou ptiklad toho,
kdy miuze byt fotosyntéza limitovana dopadajicim zatenim. Li et al. (2009) se zamé&fili
na porovnani koncentrace Skrobu v rizné starych jehlicich (0-5 let) a listech alpinskych
nahosemennych druhti Abies georgie a Juniperus saltuaria. Jehlice a listy odebirali
z riznych pater koruny a predpokladali, ze budou vykazovat gradient koncentrace
Skrobu s ohledem na rozdilné ozafeni. Zadné signifikantni rozdily ale nenasli. Da
se predpokladat, Ze vytvofené nestrukturni sacharidy, vcetné asimilacniho Skrobu
po rozlozeni na transportni oligosacharidy, jsou z vySSich pater koruny c¢astecné
pfemistény do nizSich pater a vyrovnavaji tak rozdily zpusobené niz§i efektivitou
fotosyntézy V nizsich, méné ozafenych patrech koruny (Li et al., 2009). Efektivni
vyuziti slune¢niho zafeni zavisi také na tom, je-li rostlina v ptirozeném prostiedi spise
stinomilnd ¢i svétlomilnd. Niinemets (1997) porovnaval gradienty obsahu Skrobu
v listech v korunach 4 evropskych listnatych stromti. U vSech druhd byl pozorovan
nariist Skrobu v chloroplastech se zvySujici se ozafenosti. Nejznatelnéjsi vSak byl
u svétlomilnych stromu dubu letniho a topolu osiky, jelikoz tyto druhy dokazou
efektivnéji vyuzit své vnitini fotosyntetické kapacity. U stinomilnych druhti sttemchy
obecné (Padus avium Mill.) a javoru mlé¢ byl obsah Skrobu nizs$i, signifikantné se vSak
nelisil od zbylych dvou druht (Niinemets, 1997).

Hypotézu, Ze je koncentrace Skrobu urcovana fotosyntetickou produkci,
se nepodafilo potvrdit vyzkumnému tymu Niinemets a Kull (1998). Pfi méfeni
koncentrace skrobu v listech 5 druhd stromid v zavislosti na ozafeni naméfili rizné
vysledky. Topol osika a liska obecnd vykazovaly zvySeni, naopak jasan ztepily a lipa
srd¢itd sniZzeni koncentrace Skrobu v listech pii vysSi ozafenosti. U buku lesniho
se zavislost mezi koncentraci Skrobu a intenzitou zafeni neprojevila. Dle autort
koncentrace krobu souvisi spie s osmotickou regulaci vodniho potencialu. Skrob
se pravdépodobné degraduje pii nedostatku vody, coz je faktor, ktery Casto doprovazi

zvysSené slunecni zafeni (Niinemets a Kull, 1998).

Na zaklad€¢ nastudované literatury je mozné soudit, ze zvySend ozaienost
stimuluje rychlost fotosyntézy a v chloroplastech ozéafenych listh miizeme ptredpokladat
vice skrobu, nez v chloroplastech zastinénych listi. Tento jev je vSak podminén dalSimi

vnéjSimi faktory, jako je napiiklad teplota a dostupnost vody. Ukazalo se také, ze reakce
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rostliny je druhové specificka, u n€kterych druhl se zavislost mezi obsahem Skrobu

Vv chloroplastech a mirou ozéfenosti nepotvrdila.

2.3.2. Vliv CO2 na obsah asimila¢niho skrob v chloroplastech

Dilezitym faktorem, ktery ovliviiuje mnozstvi asimilaéniho Skrobu
v chloroplastu, je koncentrace CO; v ovzdu$i. Dosavadni vyzkumy potvrzuji, ze
se zvySovanim koncentrace CO, v ovzdusi se zvySuje mnozstvi Skrobu vytvoreného pii
fotosyntéze (Pritchard et al., 1997; Liu et al., 2005). Pro tento trend se udavaji rizna
vysvétleni. Enzym Rubisco, ktery ma relativné nizkou afinitu k CO,, neni soucasnou
koncentraci CO, saturovan a nevyuZiva se tak jeho plného potencidlu. Pii vySsi
koncentraci CO, tedy pracuje efektivnéji a dochazi ke zvySené karboxylaci a zvySené
produkci sacharidu, tedy i asimilaéniho skrobu (Drake et al., 1997). DalSim vysvétlenim
je snizend mira fotorespirace. Zvysena koncentrace CO; inhibuje oxygenaci Ribuldza-
1,5-bisfostatu, ¢imz dochazi ke zvySené asimilaci CO; na ukor O; a tedy zvysené
produkci asimilati (McGrath a Lobell, 2013). Mira, kterou se udava efektivita
fotosyntézy pii zvySené koncentraci CO, je tzv. specificita enzymu Rubisco. Jde
0 pomér karboxylacni a oxygenacni aktivity pii rovnocenné dostupnosti O, a CO,. Tato
hodnota tedy mize byt vyuzita pii pfedpovidani piimé odpoveédi rostlin na zvySovani
CO, v atmosféte (Drake et al., 1997).

Zvysena ulinnost fotosyntézy pii zvySené koncentraci CO; neni staly stav.
Po urcité dob& dochazi k aklimaci na vy$si obsah CO, v ovzdusi a efektivita se opé&t
¢astecné snizi, stejné tak jako obsah enzymu Rubisco. Dochéazi k tomu pravdépodobné
proto, ze rostliny jiz nejsou schopny vyuzivat ¢i ukladat nadbytecné cukry. Sila sink
Vv tomto piipadé tedy neni dostatecnd, asimilaty nejsou vyuzivany a fotosyntéza je
zpétné potlacena. Tento stav je ovSem vratny a v pfipad€é obnoveni potieby asimilati
se ucinnost fotosyntézy opét zvysuje (Drake et al., 1997).

Vzhledem k tomu, Ze je zvySovani koncentrace CO; V ovzdusi aktualni téma,
zabyva se jim velké mnozstvi vyzkumnych tymu (shrnuto v Ainsworth a Long, 2005).
Vyzkumy prokazaly vétsi mnozstvi Skrobu po oSetieni CO; V riiznych zemédélsky
¢i komeréné vyuzivanych rostlinach, napt. lilek brambor (Solanum tuberosum
cv. Kennebec) (Barnaby et al., 2015), gerbera Jamesonova (Gerbera jamesonii) (Xu
etal., 2014) a smrk ztepily (Cabalkova et al., 2007). Vzhledem k zaméfeni diplomové
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prace se tato kapitola bude zabyvat problematikou vlivu CO, na dieviny s C3 typem

metabolismu.

Cabalkova et al. (2008) potvrzuji pozitivni vliv CO, na velikost a Cetnost
Skrobovych zrn u smrku ztepilého. Pii vystaveni roc¢nich jehlic zvySené koncentraci
CO; byl pozorovan narast obsahu Skrobu v chloroplastech. Zmény byly nejvice znatelné
Vv jehlicich odebiranych na podzim, kdy naasimilovany Skrob pravdépodobné tvori
energetické zasoby na zimu (Cabalkova et al., 2008). Muze vsak také jit o zpozdéné
mrazové otuzovani. Pfi mrazovém otuzovani (frost hardening) se Skrob pti nizkych
teplotach rozlozi na monosacharidy, které¢ pak rostlina vyuziva jako osmoprotektanty
(Kitao et al., 2004). Stejné tak se ukazal pozitivni vliv zvySené koncentrace CO; na
obsah $krobu v jehlicich smrku ztepilého, a to jak v piipadé jeho ristu v monokultuie,
tak i pfi interakci s bukem lesnim (Liu et al., 2004; Liu et al., 2005).

U nékterych zkoumanych druhti bylo zjisténo, ze zvysSena koncentrace CO; na
jafe pozitivné ovliviiuje raseni pupent. Jehlice semenackl vychodoasijského smrku
Picea glehnii, osetfenych po dobu 40 dnl zvySenou koncentraci CO,, vyrasily o 4 dny
dfive, nez jehlice semenacki bez oseteni (Kitao et al., 2012). V pupenech osetfenych
stromi se také nachdzelo 2x vice Skrobu. U 1 rok starych jehlic nebyl pozorovan zadny
rozdil v obsahu $krobu v zavislosti na osetieni CO,. V jehlicich se tésné po vyraseni
vyrazn€ zvysilo mnozstvi skrobu, nasledné se ale vratilo na piivodni hodnotu a nadale
zustalo konstantni. Stejny trend vSak byl pozorovan u jehlic bez oSetfeni
a pravdépodobné odpovidd zvySené energetické spotiebé jehlice v prvnich dnech po
vyraseni. Je v§ak mozZné, Ze oSetfeni nezanechalo na ro¢nich jehlicich znatelné nésledky
vzhledem Kk relativné kratké dobé ptisobeni zvySené koncentrace CO> na rostlinu (Kitao
et al.,, 2012). Zavislost doby vyraSeni pupenti na teplot¢ a koncentraci CO, byla
zkoumana 1 u smrku ztepilého. V tomto ptipadé ale nebylo pozorovano diivéjsi raSeni
pupent ¢i nartust délky vyhonkd po oSetfeni zvySenou koncentraci CO;, (Roberntz,

1999; Slaney et al., 2007).

Ackoliv se pozitivni korelace mezi koncentraci CO; v ovzdusi a produkci skrobu
potvrzuje ve vice vyzkumech, je ziejmé, ze zde pusobi i dalsi vnéj$i podminky
(Pritchard et al., 1997). Mira uzivnosti pidy méni reakci rostliny na mnozstvi CO, ve
vzduchu. Ze studii tymu Pitchard et al. (1997), ktery zkoumal vliv riznych stresovych

faktorii na riist borovice bahenni vyplyva, ze rostliny vystavené zvysené koncentraci
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CO; a zaroven stresované nedostatkem dusiku a vody v pidé¢ produkuji vyrazné vice
Skrobu. V takovém piipadé se v chloroplastech hromadi uhlikaté metabolity, protoze
z divodu nedostatku dusiku je pro né malo sinkti, kde by se spotiebovaly, a nedostatek
vody takovy stav jest¢ umocnuje. Tento trend byl vSak pozorovan pouze na podzim, na

jafe se zavislost nepotvrdila (Pritchard et al., 1997).

2.3.3.Roc¢ni dynamika obsahu asimila¢niho skrobu

Chloroplasty jsou organely citlivé na zmény teplot. Jejich ultrastruktura reaguje
na vnéjsi podminky a méni se tak s rotnim obdobim. Senser et al. (1975) zkoumali
stavbu jehlice a mnozstvi §krobu v chloroplastech u 50letého smrku ztepilého, Sezonni
dynamiku zaznamenévali po dobu 3 let. Ro¢ni dynamikou taktéZz u smrku ztepilého se
pozdé&ji zabyvali Cabalkova et al. (2008), vyzkum S podobnym zaméfenim provedli
I Kitao et al. (2004) na vychodoasijském smrku Picea glehnii. Vysledky téchto
experimentli vykazovaly podobné trendy (Senser et al., 1975; Kitao et al., 2004;
Cabalkova et al., 2008).

Nejvyssi obsah skrobu v jehlicich je na zacatku jara (Senser et al., 1975; Kitao
et al., 2004; Cabalkova et al., 2008). Skrobova zrna jsou velk a dosahuji délky 0,5-8um
(Senser et al., 1975; Cabalkova et al., 2008). Fotosyntéza je v této ro¢ni dobé¢ jiz aktivni,
Skrob se ale jeSté piimo nezacal spotfebovavat na riistové procesy. Zaroven dochézi
ke snizeni maximalniho vyuziti PSII ("/gm) i efektivniho vyt&Zku elektrotransportniho
tetézce (Dps)i), coz se vysvétluje jako zotaveni fotosyntetického aparatu po zimé. Po
vyraseni pupenti se ®pg)) znovu navysi, ¢imz se obnovi efektivita PSII (Kitao et al.,
2004). Rocni a dvouleté jehlice funguji jako zdroj energie pro pupeny vznikajici
Vv nasledujicich sezonéach a obsah Skrobu v nich se navySuje od tnora, kdy kon¢i obdobi
pfizplisobeni na zimu (frost dehardening). Naopak koncentrace dalSich cukra, které
se mohou premeénit na glukéozu a dale pak slouzit pro syntézu zasobniho Skrobu
(sacharoza, fruktoza), se snizuje az do chvile, nez vyrasi nové jehlice (Egger et al.,
1996). Chloroplasty v této dobé funguji spiSe jako amyloplasty. Nemaji klasicky
membranovy systém a obsahuji velkd Skrobova zrna, kterd se bé&hem noci
nespotiebovavaji. Jakmile jehlice dorostou do délky pfiblizn¢ lcm, obsah Skrobu
se vyrazné snizi a V chloroplastech se znovu vytvoii systém tylakoidd (Senser et al.,

1975).
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V Cervenci jsou jehlice jiz plné vyvinuty a dosahuji délky kolem 3cm (Senser
etal., 1975). Vsechna velka zrna jsou spotfebovana na rist novych jehlic, proto byla
nejvetsi naméfena zrna dlouha maximalné 6 um (Cabalkova et al., 2008). Jehlice si po
asi 50 dnech od vyraSeni zacinaji samy produkovat dostatecné mnozstvi asimilata
a ukladat skrob, prestavaji tak byt sinkem a stavaji se zdrojem asimilasti (Egger et al.,
1996). Pres den se v chloroplastech téchto jehlic nachazi relativné velké mnozstvi
Skrobu, ktery se ale zacina kratce po setméni degradovat. Po par hodinach je Skrob zcela
spotfebovan a chloroplasty jsou opét vyplnény membranovym systémem. V 1été je
navic dobfe pozorovatelna heterogenita ultrastruktury jehlice, ktera je zptisobena riznou
dostupnosti a intenzitou svétla. V bunkach blize pokozkové vrstvy obsahuji chloroplasty
vétsi mnozstvi Skrobu, nez v buiikdch kolem cévnich svazka (Senser et al., 1975).
Takovéto trendy byly pozorovany i pfi vyzkumu na smrku ztepilém rostoucim na
experimentalni stanici Bily Kitiz (Barbora Radochové, 2015; osobni konzultace).
V mezofylovych burikach je mozné nalézt i chloroplasty, které jiz neobsahuji zadné
vnitini membrany. Ty byly pravdépodobné zniceny pii dlouhodobém uloZeni velkého
mnozstvi Skrobu (Senser et al., 1975).

Zacatek podzimu je obdobi, kdy obsah Skrobu nabyva druhého maxima (Senser
et al., 1975). Skrobova zrna dosahuji délky az 10 um (Cabalkova et al., 2008). Pozdé&ji
asimilace ustava a v chloroplastech se nachdzi vyrazné¢ méné Skrobu. Dochazi tak
K otuzovani rostliny nizkymi teplotami a mrazem (Bertrand a Bigras, 2006). V zim¢ je
Skrobu minimum, v chloroplastech se nachazi vice stromalnich, nez granalnich
tylakoidi (Demmig-Adams et al., 2015) a malé mnozstvi plastoglobula (Senser et al.,
1975). Brzy na jafe se asimilace $krobu obnovuje a to jak v buiikach celého mezofylu,

tak v buiikach pochev cévnich svazkt (Senser et al., 1975).

Jednou ztypickych zmén, kterymi stalezelené rostliny v temperatnich
a borealnich ekosystémech prochazi na podzim, je jiZ zmiflované mrazové otuzovani
(frost hardening). Jde o komplexni proces, ktery zpusobuje snizeni fotosyntetické
aktivity a umoznuje stalezelenym jehliénanim zvysit odolnost viéi mrazu (Kitao et al.,
2004). Pti nizkych teplotach se rychlost fotosyntézy snizuje z divodu nedostatku
pottebnych enzymil, jako naptiklad Rubisco. Aklimace tedy spociva v jeho navySeni
nad limitujici hladinu (Holaday et al., 1992). Teplota, pii které se tento proces aktivuje,
je druhoveé specifickd a odviji se od primérné denni teploty, které je rostlina vystavena

(Greer et al., 2000).
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P#i vyzkumu tymu Greer et al. (2000) bylo zjisténo, Ze je mozné teplotni hranici
mrazového otuzovani ovlivnit. Semenacky borovice paprs¢ité (Pinus radiata D. Don),
byly vystaveny teplotam od 25 do 10°C po dobu 100 dni. Po takovémto oSetieni
se rostliny staly odolnymi vii¢i vyrazné nizSim teplotdm. Zvysila se také akumulace
biomasy, ktera pozitivn¢ korelovala s teplotou. V semenaccich se nepatrné zvysila
koncentrace glukozy, fruktozy, sachardzy a dalSich nestrukturnich sacharidl, zatimco
koncentrace Skrobu se vyrazné snizila. Tato skutecnost je nejspiSe ptiznakem snizené
fotosyntetické aktivity semenackt a jejich rustu pii nedostatku zdroju (Greer et al.,
2000).

Odlisné reakéni odpovédi na nizkou teplotu se ukéazaly pifi pozorovani dalsich
druhi stroma (smrk ztepily, biiza pyfita (Betula pubescent Ehrh.), vrba sp. (Salix sp.).
Ty byly porovnavany se tfemi druhy bylin (kostfava ov¢i (Festuca ovina L.), chrastice
rakosovita (Phalaris arundinacea L.), je¢men sety (Hordeum vulgare L.)), pficemz
se ukdzalo nékolik rozdili, ze kterych je mozné usuzovat na odliSné mechanismy
otuzovani stromu a bylin (Hjelm a Ogren, 2003). Pfi pozorovani stromt bylo zji§téno,
ze se 1 pii zvySeni rychlosti fotosyntézy v jejich listech koncentrace nestrukturnich
sacharidi neméni. Je to z toho dliivodu, ze se prebyte¢né cukry ukladaji jako Skrobova
zrna. Rostlina tak mize fungovat bez ohledu na teplotu a rytmus ristu a udrzet si
vysokou rychlost fotosyntézy. Takovato efektivita nebyla pozorovéana u trav, které si ve
formé¢ Skrobu wukladdaly vyrazné¢ méné nestrukturnich sacharidi. Dé&je se tak
pravdépodobné proto, ze byliny potiebuji vyssi koncentraci volnych cukri k tomu, aby

doslo k jejich ukladani ve formé zasobniho skrobu (Hjelm a Ogren, 2003).
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2.4. Vliv dalSich faktort na stavbu jehlice a
ultrastrukturu chloroplasti

Morfologii, anatomii a fyziologii listu ovliviiuje velké mnozstvi biotickych
i abiotickych faktort. Patii mezi né naptiklad dostupnost vody, zneéisténi ovzdusi ¢i
koncentrace ozonu V ovzdus$i. Jehli¢nany pak patii ke skupiné stromu, které jsou
k abiotickym stresim citlivé nejvice (Albrechtova et al., 2007; Lukjanova et al., 2013).
Zde budou strucné popsany efekty dalSich vnéjsich abiotickych faktord na stavbu

jehlice a chloroplasti s ptihlédnutim k asimilacnimu Skrobu.

2.4.1.Dostupnost vody

Nedostatek vody je problém, ktery mize suZovat jehlicnany v teplejSich
oblastech ¢i pfi teplotnich vykyvech béhem sezony. Sucho zpisobuje zvySené uzavirani
priduchti, snizenou efektivitu PSII a snizenou asimilaci CO, (Muilu-Makela et al.,
2015). Stromy se suchym podminkdm nejéastéji ptizpusobuji zvétSenim kofenové
plochy, zmény jsou vSak viditelné i ve stavbé jehlic. Vrstva hypodermis a vodiva pletiva
jsou struktury jehlice, které hraji v rezistenci proti suchu kli¢ovou roli (Lopez et al.,
2008). V roce 2003 a 2008 probéhly vyzkumy borovice kanarské (Pinus canariensis
Chr. Sm. ex DC) a jeji schopnosti adaptace na sucho. Jehlice stromi stresovanych
suchem byly kratSi, nez jehlice borovic rostoucich pfi dostatecném zavlazeni. Jejich
tloustka byla mensi (Grill et al., 2004), sitka zdstavala stejna (Lopez et al., 2008). Pocet
pruduchi ani pocet jejich fad nebyl ovlivnén, pfi zmenSeni povrchu jehlice se tedy
zvysila jejich hustota. Priduchy téchto borovic byly také zanoteny hluboko pod vrstvou
pokozky, coz je jeden z typickych znakt xerofytnich rostlin (Grill et al., 2004). Lopez et
al. (2008) pozorovali nardst pomérného zastoupeni plochy vrstev epidermis
a hypodermis na fezu a také vyssi pomérné zastoupeni vrstvy endodermis u jehlic
rostouci v dostatecné vlhkém prostredi. Relativni plocha vSech tii vrstev se snizovala se
vzrustajicim suchem (Grill et al., 2004; Lopez et al., 2008). V ptipad¢ vysledka tymu
Grill et al. (2004) se pii stresu suchem plocha hypodermis na pfi¢éném fezu naopak
zvysila z divodu zvySené¢ho poctu jejich bunék. Narast této tuhé sklerenchymatické

vrstvy pomahé udrzet stavbu jehlice a omezit nadmérnou transpiraci. Pletivo mezofyl
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bylo zastoupeno ve 2-3 vrstvach a jeho plocha negativné korelovala se vzrustajicim
suchem. Mensi byla i plocha stfedniho valce s vodivymi pletivy (Grill et al., 2004).
Pomér plochy cévnich svazki ku plose mezofylu se vSak pti sniZovani dostupnosti vody
zvysil. Procentudlni zastoupeni vodivych pletiv v jehlicich se zvySilo az dvojnasobné,
oproti jedincim rostoucim ve vlhkém nebo stfedné vlhkém prostiedi. Ukazuje se tedy,
ze rostliny v obdobi sucha investuji velké mnozstvi asimilatt do mechanickych struktur

(Grill et al., 2004; Lopez et al., 2008).

Nedostatek vody mé vliv také na velikost a ultrastrukturu chloroplastt
(Kiviméenpéa et al., 2003; Zellnig et al., 2010). Studie na smrku ztepilém ukazaly,
ze pii nedostatku vody byly v jehlicich chloroplasty mensi. Kivimédenpaé et al. (2003)
popsali také viditelné zmény tvaru, chloroplasty stromil stresovanych suchem byly
kulatéjsi (Kivimdenpdd et al., 2003). Zellnig et al. (2010) vsak podobné zmény
nepozorovali a dle jejich vysledkid byly chloroplasty ovalného tvaru beze zmény
(Zellnig et al., 2010). V chloroplastech se pii nedostatku vody také nenachazela zadna
Skrobova zrna (Zellnig et al., 2010), nebo byl jejich pocet vyrazné redukovan oproti
kontrolnim rostlinam (Kivimdenpad et al., 2003). V téchto chloroplastech byl také
pozorovan narlst procentudlniho zastoupeni plastoglobulii a tylakoidniho systému

(Zellnig et al., 2010).

2.4.2.0Kkyseleni ptidy

Sopecna ¢innost, spalovani fosilnich paliv ¢i napfiklad aplikace zemédélskych
hnojiv jsou jevy, pii kterych se zvySuje koncentrace sirnych a dusikatych oxidul
v atmosféte. Ty se pak pii srazkdch dostavaji zpét do kolobéhu v podobé kyselych
dest. Nasledné okyseleni pidy a vodnich zdrojii zanechava stopy i na rostlinach
(Albrechtova et al., 2007). V druhé poloving 20. stoleti predstavovalo ve stiedni Evropé
velké mnoZstvi oxidu sifi¢itého a fluoru v atmosféfe jedno z nejvétsich zatiZeni dievin,
veetné smrku ztepilého. Vyzkumy prokézaly, ze zvySend kyselost pudy zplisobuje
defoliaci a nachylnost stromti k dal§im abiotickym stresim (Lomsky et al., 2012).

Vliv kyselych destt na anatomii jehlice byl pozorovan také u smrku ztepilého.
Vyzkum tymu Albrechtova et al. (2007) probihal na stromech rostoucich v Botanické

zahradé¢ Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Jiz po 1 roce oSetieni byly
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na jehlici viditelné¢ vyrazné zmény, a to hlavné na urovni mezofylu. V jehlicich
vystavenych simulaci kyselych desti se zvysil objem mezibunécnych prostor na plochu
mezofylu na fezu. Pomérné zastoupeni mezofylu se vSak nezménilo, pocet bunék
mezofylu na jednotku objemu jehlice se tedy snizil. Niz$i byla i celkova vnitini plocha
jehlice na fezu, celkovy pocet bun¢k mezofylu na fezu i plocha fezu. Tyto vnitini
zmény zpusobily celkové mensi objem jehlic a to i1 pies to, ze oSetfeni nemélo vliv na

jejich délku (Albrechtova et al., 2007).

Back a Huttunen (1992) popsali vliv kyselych desti 1 na urovni ultrastruktury
chloroplasti. Chloroplasty mezofylu jehlice smrku ztepilého mély po umélé aplikaci
kyselych destti mensi obsah Skrobu, granalni systém byl stésnany ve stiedové Casti
stromatu a nezasahoval do okrajovych oblasti okolo membran (Back a Huttunen, 1992).
U podobné osetienych listd soji (Glycine max (L.) Merr.) popsali Wen et al. (2011)
ztenCeni granalnich tylakoidi a rozvolnéni lamelarnich tylakoidnich struktur (Wen

etal., 2011).

2.4.3.Alkalizace pudy

Alkalizace pady je dalsi z faktort, které¢ ovliviiuji rlst a stavbu asimilacnich
organt stromtl. Céste¢né jde o piirozeny proces, kdy se v piirodé zvétravanim hornin
zvySuje v pudé koncentrace soli, uméle ji vSak navysuje tézky prumysl. Lukjanova et al.
(2013) zkoumali efekt alkalického znecisténi prachem v okoli cementarny v Estonsku.
Ackoliv prach z cementarny jiz prakticky nevychazi, pida si piesto alkalitu udrzuje a ta
ma tedy dlouhodoby vliv na fyziologické procesy stromi rostoucich v okoli. Jehlice
smrku ztepilého ze zneCiSténych mist mély veétsi celkovou plochu na fezu. Byla
naméfena signifikantné tlustSi pokozkova vrstva na fezu a vétSi plocha mezofylu na
fezu. Velké mnozZstvi mezofylovych bun€k vSak bylo poskozenych nebo Uplné
znicenych. V jehlicich byla také naméfena nizsi koncentrace chlorofylu. Fotosynteticky
potencidl jehlice byl tedy niZsi, nez u jehlic stromil bez oSetfeni. Plocha cévnich svazkl
na fezu byla signifikantn¢ mensi (Lukjanova et al., 2013). Stejné zmeény, avsak
opacného charakteru, byly pozorovany na jehlicich borovice lesni rostouci na tomtéz
misté pobliz cementarny. Vysledky se shodovaly pouze v nartstu plochy epidermis na

fezu u obou druhd rostoucich v alkalickém prostiedi (Lukjanova a Mandre, 2010;
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Lukjanova et al., 2013). Celkova plocha jehlice borovice lesni na fezu byla naopak
mensi, stejné tak jako plocha mezofylu na fezu, zatimco plocha cévnich svazkl na fezu
narostla. Nartst vodivych pletiv napomaha rychlejSimu pfesunu zivin a vody a tim
vytvafeni rezerv potiebnych pii pusobeni stresu (Lukjanova a Mandre, 2010).

Alkalické prostiedi také urychluje starnuti jehlic. Jehlice borovice lesni rostouci
Vv pudé s vysokym pH dosahly své maximalni velikosti ve 2 letech, tedy o rok dfive, nez
za béznych podminek. Jehlice tak rychleji prestavaly byt sinkem a stavaly se zdrojem
asimilatd diive. Zaroven byly i odolngjsi vuci extrémnim podminkam (Lukjanova
a Mandre, 2010). Diivejsi vyzkumy ukazaly, ze smrk ztepily je tolerantnéjsi vuci
alkalizaci pady, nez borovice lesni, proto mélo znec€isténi na stavbu jeho jehlice mensi

vliv (Mandre et al., 1999).

Alkalizace piidy mlze mit na strukturu jehlic 1 sekundarni vliv. V okoli velkych
elektraren ¢i tovaren je Casty problém s vysokou koncentraci tézkych kovl v pudeé.
Jelikoz nemohou byt biologicky degradovany v padé, vstupuji do rostlin, kde jsou
vyuzivany a ukladany, ve zvySené mite vSak zptisobuji rizné fyziologické zmény. Bylo
zjisténo, ze vysoké pH pudy pozitivn€ ovliviiovalo miru a rychlost vstupu tézkych kovi
do rostliny, pfi¢emz jehlice byly hlavnim mistem, kde se ukladaly (u borovice lesni §lo
hlavné o kovy Cr, Fe, Cu). Jejich nadmérnd akumulace poté negativné ovliviiovala

napiiklad vySku stromu, délku jehlice ¢i pocet jehlic ve svazku (Ots a Mandre, 2012).

Rist stromt v riznych stresovych podminkach se projevuje nejen na zméné
poméru jednotlivych pletiv, ale také na jejich fyziologické a biochemické stavbé
(Lukjanova a Mandre, 2010). Jak bylo zjisténo pii vyzkumu smrku ¢erného (Picea
mariana (Mill.) B.S.P), celkovy obsah nestrukturnich sacharidd se u stromu postizenych

prachem z cementarny snizil, stejn¢ tak jako obsah Skrobu v jehlicich (Mandre, 2003).

Z nastudované literatury vyplyva, Ze pH plidy ovliviiuje stavbu jehlice i obsah
Skrobu v chloroplastech jehlice. Reakce na vysoce alkalické ¢i kyselé prostiedi
se ukazuje jako druhové specifickd, z vysledkti vSak vyplyva, Ze obsah Skrobu
v chloroplastech je pii piisobeni téchto stresovych faktori nizsi (Back a Huttunen, 1992;
Mandre et al., 1999; Mandre, 2003; Albrechtova et al., 2007; Lukjanova a Mandre,
2010; Ots a Mandre, 2012; Lukjanova et al., 2013).
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2.4.4.Vliv koncentrace O3

Mezi velmi diskutovana témata dnesni doby patti vliv ozonu (Os) na rostliny.
Jeho koncentrace v atmosféte se neustale zvySuje a za posledni stoleti se vice jak
zdvojnasobila (Fowler et al., 1999). Ozon patii mezi latky s toxickym u¢inkem na
rostliny, ohrozuje je hlavné v prvnich fazich vyvoje. Negativné ptsobi na morfologii
I anatomii listd. ZvySena koncentrace O3 ma vliv na stavbu plazmatické membrany,
konkrétné na slozeni fosfolipidovych mastnych kyselin. Zmény na membrané pak
negativné ovliviyji aktivitu ATP syntazy (Anttonen et al., 1996). Dale byl zkouman
vliv O3 na koncentraci enzymu Rubisco, snizeni jeho koncentrace v jehlicich bylo vSak
pozorovéano pouze pii dlouhodobém piisobeni Os. Projevila se ale negativni korelace
mezi koncentraci Oz a mirou karboxylace, coZ vysvétluje sniZenou G€innost fotosyntézy

pfi vystaveni rostlin zvySené koncentraci O3 (Pell et al., 1992).

Mezi hlavni ptiznaky jehlic borovice halepské (Pinus halepensis Mill.)
vystavené zvySené koncentraci Oj patiila chloréza jehlic s typickou mramorovou
kresbou, projevilo se také zmenseni plochy mezofylu zplisobené degradaci jeho bunék
(Soda et al., 2000). Jehlice smrku ztepilého poskozené ozonem mély Vv buiikach
mezofylu mens$i chloroplasty a hust§i a tmavsi stroma (electron dense stroma)
(Kivimdenpaa et al., 2004). Koncentrace nestrukturnich sacharidi se v listech buku
lesniho nebo jehlicich smrku ztepilého pfi oSetfeni Oz nepatrné zvysila. Naopak
koncentrace skrobu v listech a jehlicich byla vyrazné nizsi. Jednotlivé stromy vSak mezi
sebou vykazovaly velké rozdily (Liu et al., 2004; Liu et al., 2005). Z nastudované
literatury vyplyva, ze tuto reakci ovliviiuje stafi jehlic, izivnost pudy, koncentrace CO;
v ovzdusi, ¢i to, zda strom roste v monokultufe nebo v kombinaci s jinymi druhy

(Kiviméenpéaa et al., 2004; Liu et al., 2004; Liu et al., 2005).

Koncentrace O3z v ovzdusi miize mit na rostlinu také druhotny vliv. Pfi zkoumani
pfiCiny zloutnuti jehlic smrku ztepilého bylo zjisténo, ze ackoliv Zloutnuti zpiisobovala
hlavn¢ deficience Mg v pidé, zvySena koncentrace Oz tento efekt umocnovala. Vliv
obou faktort se také ukazoval jako synergicky, pti deficienci Mg a zvySené koncentraci
O; byl rozsah poskozeni nekolikanasobné vyssi, nez pii pouhém poskozeni Os.
Vzhledem k designu experimentu, ktery probihal v pfirozeném prostiedi, neslo
jednotlivé slozky oddélit a popsat tak konkrétni vliv Oz na Zloutnuti jehlic smrku

ztepilého (Siefermann-Harms et al., 2004).
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Rada studii popisuje vliv kombinace zvy$ené koncentrace O3 a CO, na rostliny.
Roc¢ni jehlice dospélych stroml borovice lesni, vystavenych kombinaci zvySené
koncentrace O3 a CO; po dobu jednoho roku, obsahovaly vétsi chloroplasty s vétsimi
Skrobovymi zrny, nez jehlice bez oSetfeni. Rychlost fotosyntézy vSak byla potlacena,
pravdépodobné kvuli vysoké saturaci sinkd. Zaroveil se projevoval opozdény néstup
zimniho otuzovani (Palomaéki et al., 1996). Nartst koncentrace skrobu v chloroplastech
pozorovali i Utriainen et al. (2000) u ro¢nich jehlic semenacki borovice lesni po 2letém
oSetteni kombinaci O3 a CO,. ZvySena koncentrace téchto dvou plynti navic
zptisobovala Zloutnuti a chlorézu 2letych jehlic. I v tomto ptipadé byly pozorovany
znamky zpozdéni zimniho otuzovani kvili opozdénému ndrGstu obsahu tanint
(Utriainen et al., 2000). Jak ukazuji oba experimenty, zvySena koncentrace CO;

nepomahd zvratit negativni zmény zplsobené zvysenou koncentraci Os.

Z nastudované literatury vyplyva, Zze na morfologii a anatomii jehlic,
ultrastrukturu chloroplasti 1 obsah Skrobu v jehlicich ma vliv fada dalSich faktori.
Jejich studovani vSak presahuje téma této diplomové prace, které je zaméfeno na vliv
ozarenosti a zvySené koncentrace CO; na mnozstvi asimilacniho Skrobu

v chloroplastech.
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2.5. Metody zjistovani obsahu $krobu v chloroplastech

Nasledujici kapitola se bude =zabyvat popisem technik, které umoznuji
kvantifikovat obsah Skrobu v chloroplastech. Krom¢ popisovanych mikroskopickych

technik je mozné obsah Skrobu stanovit 1 pomoci biochemickych metod.

2.5.1. Vyuziti mikroskopickych technik

Skrobova zrna v jehlicich smrku ztepilého jsou objekty o pfiblizné délce 0,5-
10um (Cabalkova et al., 2008). Pro jejich sledovani je mozné vyuzit rizné typy
mikroskopickych technik. Svételnd mikroskopie umoziuje diky svému rozliSeni
(ptiblizné 0,2 pm) pozorovat struktury na trovni organel. Chloroplasty jsou tedy dobie
viditelné. Je mozné urcovat napt. jejich velikost. Pro detailni pozorovani konkrétnich
struktur v chloroplastu ma vSak svételny mikroskop nedostatecné rozliSeni.
V porovnani s ostatnimi mikroskopickymi technikami je vyhodou svételné mikroskopie
pomérné dobra dostupnost a nizka cena (Kivimdenpad et al., 2004). Dalsi moznosti pfi
studiu chloroplastii je vyuziti konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu.
Fluorescen¢ni aktivita chlorofylu v chloroplastech smrku ztepilého navic zlstava
neménnd i1 po 5 letech uloZeni vzorkid ve zmrazeném stavu, vzorky je tedy mozné
vyhodnocovat i s ¢asovym odstupem (Kubinova et al., 2014). Transmisni elektronova
mikroskopie pak umoziuje detailni zkoumani chloroplastu s vizualizaci jednotlivych
vnitinich struktur, véetné skrobovych zrn.

Existuji dal$i mikroskopické metody, kterymi je mozné pozorovat ultrastrukturu
chloroplastii. Cabalkova et al. (2008) pouzili kromé transmisni elektronové mikroskopie
(TEM) 1 mikroskopii atomarnich sil (AFM- Atomic Force Microscopy). Metoda AFM
jim umoZznila detailn€ pozorovat povrch Skrobovych zrn a rozliSit na ném povrchoveé
struktury (Cabalkova et al., 2008). Crumpton-Taylor et al. (2013) vyuzivali metody
fokusovaného iontového svazku (FIB - Focused Ion Beam). Mezi vyhody této metody
patii pom&rmné vysoka pfesnost a rychlost diky automatickému vyhodnocovani snimki.
Nevyhodou je pak vysoka cena potiebného vybaveni, pfi pifipravé vzorkti miize také

dojit k posSkozeni bunék nebo jejich ¢asti (Crumpton-Taylor et al., 2012).
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2.5.2. Vyhodnoceni ultrastruktury chloroplastu

Znacna cast studii, které se zabyvaji zménami v ultrastruktufe chloroplasti
v reakci na riizné faktory, popisuje tyto zmény pouze kvalitativné. Autofi téchto studii
tedy uvad¢ji, zda doslo ke zvétSeni ¢i zmenseni dané struktury apod. Cisté¢ na zakladé
subjektivniho pozorovani. Pro piesné vyhodnoceni vlivu riznych faktordi na
ultrastrukturu chloroplasti, a pro moznost porovnat jej sjinymi studiemi, je vSak
potieba tyto zmény kvantifikovat pomoci nevychylené metody. V této kapitole budou
struéné predstaveny metody, které kvantitativni vyhodnoceni ultrastruktury chloroplasti

umoziuji.

2.5.2.1. Stereologicka metoda bodova

Stereologické metody umoziuji ziskat nevychyleny odhad 3D strukturalnich
parametri z 2D fezl. Méfeni a odhady parametri se provadi na reprezentativni ¢asti
vzorku, coz vyrazng Setii ¢as pii ziskavani vysledk.

Pro urceni kvantitativnich parametrii ultrastruktury chloroplasti je moZzno pouzit
jednu ze stereologickych metod - metodu bodové miizky. Stejna metoda byla vyuzita
napt. pii kvantifikaci chloroplasti v listech kukufice seté (Zea mays L.) stresované
chladem (Kutik et al., 2004; Kubinova a Kutik, 2007). Ve vétsin¢ piipadi mély
chloroplasty vystavené chladu vétsi objem, tvarové se vSak vyrazné€ji nezménily.
Zaroven vnich bylo mensi zastoupeni systému tylakoidd. Pomér granalnich
a stromalnich tylakoidii vSak zustal zachovan. V téchto chloroplastech se naopak
zvysilo pomérné zastoupeni plastoglobuld (Kutik et al., 2004). Kutik et al. (1995)
pouzili stejné metody bodové miizky k vyhodnoceni vlivu CO, na chloroplasty fepy
cervené (Beta vulgaris L.) pfi rizné dostupnosti dusiku (Kutik et al., 1995).

Aby odhad co nejptesnéji odpovidal realné hodnoté a predeslo se systematickym
chybam, probihd vybér vzorkd u kvantitativnich studii se stereologickym designem
systematicky rovnomérné ndhodné. Vyuziva se k tomu testovaci systém, na kterém jsou
systematicky rovnomérné rozlozeny body ¢i vzorkovaci okénka, kterd se pfilozi na
méieny objekt tak, aby rovhomérné zakryvala jeho povrch. Nahodnost je pak zajisténa
ptikladanim testovaciho systému dle vybéru ¢isla z tabulky nahodnych ¢isel (Kubinova

a Albrechtova, 1999).
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2.5.2.2. Metody analyzy obrazu

2.5.2.2.1. Automatické prahovani struktur

Tato metoda je zaloZena na vytvoreni binarniho obrazu méfené struktury a jeji
vyhodou je pomérné rychlé vyhodnoceni struktur. Podminkou je vsak vysoky kontrast
struktur ¢i takové barevné slozeni obrazu, které umozniuje sledované struktury
prahovanim odliSit v barevné skale red-green-blue (RGB) nebo (u ¢ernobilych obrazl)
ve Skale stupiiii Sedi. Je tfeba, aby métené objekty mély pfiblizné stejnou intenzitu,
ktera je ale odlisSna od pozadi ¢i jinych struktur. Pomoci pocitacového programu jsou
struktury, které jsou slozené z pixelt se stejnym/podobnym stupném Sedi, oznaceny,
aje poté mozné urcit jejich parametry (obvod, plochu). Pocitacové programy, které

se pro tuto metodu vyuZivaji, jsou ImageJ, Ellipse, NISElements a dalsi.

25.2.2.2. Interaktivni segmentace struktur

Interaktivni segmentace se vyuZziva k vyhodnoceni digitdlniho obrazu vzorki,
které nejsou dostatecné kontrastni nebo snadno odliSitelné od pozadi. Métené struktury
se V tomto piipad€ ru¢né obkresli a pomoci pocitacového softwaru se u nich vypocitaji
pozadovana data (obvod, plocha). Tato metoda je ve srovnani se stereologickymi

v

metodami presnéjsi, jelikoZ se objekty méii s presnosti na jednotlivé pixely.
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3. Material a metody

3.1. Odbér materialu

Vyzkum této diplomové prace byl provadén na smrku ztepilém (Picea abies (L.)
Karst.). Stromy byly péstovany v Experimentalni stanici Laboratoie ekologické
fyziologie rostlin, ktera je soucasti CzechGlobe - Centra vyzkumu globalni zmény AV
CR, v.vi. a nachazei se na Bilém Kiizi Vv moravskoslezskych Beskydech
(49°33's.5.,18°32"v.d.; 908 m. n. m.). Zde byl od roku 2005 péstovan bukovo-smrkovy
porost ve dvou kultivaénich sférach, které umoznuji rist stromu pii rizné koncentraci

CO; v ovzdusi. Podrobny popis kultivaénich sfér je uveden v praci Urban et al., 2001.

Kultiva¢ni sféry tvoii Zelezna konstrukce s automaticky ovladanymi sklenénymi
okny (Obr. 3.1). Celkova velikost obou komor je 10x10m, vySka v nejvyssim bodé
dosahuje 7m. Takto velka plocha umoznuje péstovani pfiblizn¢ 120 juvenilnich stromi.
V téchto sférach jsou nastaveny podminky, které co nejvice odpovidaji ptfirozenému
prostiedi. Sklenénd okna jsou automaticky otevirana dle potieby, teplota a vlhkost
vzduchu jsou zde oproti vn&j§imu prostiedi zménény miniméalné. Zelezna konstrukce
a okna vSak snizuji dopad slune¢niho zafeni o 26 %, oproti venkovnim podminkdm
(Urban et al., 2001).

Kontrolovanym parametrem byla koncentrace CO, v ovzdusi. V prvni komote
zustavaly stromy pti bézné atmosférické koncentraci CO,, ta v dobé trvani experimentu
dosahovala 382-395 ppm (Recent monthly mean CO, at Mauna Loa;
http://www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends/). Ve druhé komote byly stromy vystaveny

zvysené koncentraci CO,, ktera méla po celou dobu hodnotu ptiblizné 700 ppm.
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Obr. 3.1 Letecky snimek experimentdlni stanice Bily Kiiz, pohled na dvé kultivacni
sféry. Zdroj: http://www.czechglobe.cz/

V roce 2005 byly do kultiva¢nich sfér ptesazeny oba druhy stromi ve staii 5 let.
Odbér vzorkil pro tento vyzkum probehl v roce 2011 z 11 let starych smrki, které byly
vystaveny oSetieni po dobu 6 let. Odbér vzorki probihal 4. fijna mezi 13:00 a 14:00.
Pocasi bylo ten den obla¢né. Z kazdé sféry bylo vybrano 5 stromd, které nejevily Zadné
znamky poskozeni, onemocnéni ¢i rastové anomalie (Obr. 3.1). Z téchto
reprezentativnich stromt byly z jizni strany odebrany jehlice 1. ro¢niku, a to jak jehlice

slunné, tak jehlice stinné, které rostly Vv pfirozeném zastinéni hornimi patry koruny.
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Obr. 3.2 Schéma rozmisténi stroma v kultiva¢nich sférach. Elevated znaci sféru se
zvySenou koncentraci CO;, ambient znaci sféru s atmosférickou koncentraci CO,.
Kolecka zndzornuji smrk ztepily, ¢tverce buk lesni. Oznaceni stromi E — zvySena
(elevated) koncentrace CO,, A — atmosféricka (ambient) koncentrace CO,, Cisla 4-14
oznacuji ¢isla stromt

3.2. Metody

3.2.1. Priprava vzorkii pro transmisni elektronovou
mikroskopii

Z odebranych jehlic byly zjejich stfedni ¢asti vykrojeny segmenty dlouhé
piiblizné¢ 1mm. Tyto segmenty byly ihned fixovany v 5% roztoku glutaraldehydu
v 0,1M fosfatovém pufru (pH 7,3). Po transportu do laboratofe byly vzorky zpracovany
pro transmisni elektronovou mikroskopii (TEM) dle protokolu (Tab. 3.1). Ke
zpracovani vzorkli byl vyuZzit automaticky mikrovinny procesor (Leica EM AMW,
Leica Microsystems, Viden,, Rakousko). Po fixaci 5% roztokem glutaraldehydu byly
vzorky promyty v 0,1M fosfatovém pufru (pH 7.3) a nasledné postfixovany v 2%
roztoku oxidu osmicelého. Poté byly vzorky znovu promyty stejnym pufrem a voda ve

vzorcich byla postupné nahrazena acetonem. Déle byly vzorky infiltrovany epoxidovou
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pryskyfici podle Spurra (Spurr, 1969). Na zavér byly vzorky ruéné zality do Cerstvé
pryskyfice do blockil a polymerovany pii teplote¢ 70°C po dobu 48 hod.

Ultratenké fezy o tloustce 70-80 nm byly pfipraveny na ultramikrotomu (Leica
EM UC7, Leica Microsystem, Viden,, Rakousko) a poté pieneseny na medéné sloty
o pruméru 3mm. Sloty byly potazeny formvarovou membranou a uprostied meély
ovalny otvor o rozméru 1x2 mm, ktery umoznil pozorovani celého prifezu jehlici.
Vzorky byly pozorovany na transmisnim elektronovém mikroskopu JEOL-JEM-1011
(JEOL, Tokyo, Japonsko) a obrazky vybranych, medianné fiznutych chloroplastii, byly
snimany pomoci CCD kamery Veleta s aktivizacnim softwarem Olympus (Olympus,
Soft Imaging Solution GmbH, Munster, Némecko) pii rozliSeni 2048x2048 a zvétSeni
20-25 000x.

Vzhledem k zaméfeni mého studia na Ucitelstvi biologie pro stiedni $koly,

Cv v

diplomovou praci, jsem se z vySe popsanych procesti osobné ucastnila pozorovéani
a sniméni nékolika fezii na TEM. Rezy a snimky chloroplastii ptipravila RNDr. Barbora

Radochova, Ph.D., ktera je zaroven konzultantkou této diplomové prace.
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Cas max.
max. vykon
krok teplota rezim zareni
ampulka [ (opakovani) [ (min) (-C) Cinidlo 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 +OsO4 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
Aceton 75% + uranyl
10 1 2 37 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 6 45 Aceton : Spurr (1:3) kont. 10
19 6 50 Spurr kont. 12
20 6 50 Spurr kont. 12
Tab. 3.1 Protokol K procesu zpracovani vzorkl pro transmisni elektronovou

mikroskopii. GA — glutaraldehyd, Rezimy zareni - kont. = rychly narust teploty a poté
jeji udrzovani, svah = zna¢i pomaly nartst teploty v zadaném Casu, puls = rychly narist
teploty po nastavenou hodnotu, poté vypnuti zafeni a pokles teploty o 5°C, poté
opétovné zapnuti zafeni a nartist teploty na nastavenou hodnotu.
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3.2.2.Metody vybéru chloroplastii pro méreni

Pro méfeni procentualniho zastoupeni Skrobu v chloroplastech bylo potteba
vybrat dostatecny pocet chloroplastii z piicného fezu jehlici. Pii vybéru chloroplasta
bylo postupovano dvéma riznymi metodami, jejichz vysledky byly nésledné
porovnany. Byly méfeny chloroplasty vybrané pomoci systematicky rovnomérné
nahodného vybéru zcelé plochy pficného tezu jehlici (3.2.2.1) a chloroplasty

nachazejici se na fezu jehlici v prvni vrstvé mezofylu pod pokozkou (3.2.2.2).

3.2.2.1. Metoda vybéru chloroplastii z celé plochy pri¢ného rezu

Pfi tomto postupu bylo vyuzito metody systematicky rovnomérné ndhodného
vybéru pozic (SRN), kterd umoZiuje ziskat nevychylené odhady danych parametrti. Pfi
pouziti této metody ma kazda cast pticného fezu jehlici, tedy i kazdy chloroplast,
stejnou pravdépodobnost, ze bude vybrana pro méfeni. Metoda spociva ve vlozeni
miizky se vzorkovacimi okénky na snimek ziskany pifi malém zvétSeni (100x).
Vzorkovaci okénka maji pfesné¢ definované rozméry, rozestup a hustotu. Tato okénka
jsou na miizce uspofadana systematicky a jsou rozloZzena rovnomérné tak, aby
pokryvala celou plochu fezu (Obr. 3.3; 3.4). Ndhodnost zajist'uje piikladani mftizky
podle tabulky nahodnych cisel. Ke vlozeni miizky stejné jako k naslednému méfeni
chloroplasti byl vyuZivan program Ellipse 2.08 (ViDiTo, KoSice, Slovensko).
Nasniméany pii vétSim zvétSeni (20-25000x) a dale vyhodnocovany byly ty
chloroplasty, které se nachazely ve stfedu vzorkovaciho okénka. Hustota mfizky byla
volena tak, aby do fezu zasahovalo nejméné pét okének. V pfipad¢ tohoto vybéru se

pocet chloroplastii pohyboval mezi sedmi a Ctrnacti v zavislosti na velikosti fezu.

3.2.2.2. Metoda vybéru chloroplasti z prvni vrstvy mezofylu pod
pokoZkou

Zcela jiny postup byl pouzit pii vybéru chloroplasti z prvni vrstvy mezofylu.
V tomto piipadé bylo vybrano sedm (stinné jehlice) nebo c¢trnact (slunné jehlice)

chloroplasti, kter¢ se nachdzely v prvni vrstvé bunék mezofylu pod vrstvou
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hypodermis. Chloroplasty byly vybirany rovnomérné z celého obvodu jehlice z kazdé 3.
az 5. bunky, podle poctu bun¢k na tezu. Chloroplasty byly nésledn¢ snimany pfti

zvétSeni 20-25 000x.

Obr. 3.3 Schéma systematicky rovnomérné nahodného vybéru pozic na pficném fezu
jehlici smrku ztepilého. Snimek z konfokalniho mikroskopu. Pievzato z: Kubinova et al,
2014

Obr. 3.4 Systematicky rovnomérn€ ndhodny vybéru pozic na pticném fezu jehlici smrku
ztepilého. Snimek z transmisniho elektronového mikroskopu. Zdroj: autorka
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3.2.3. Vyhodnoceni zastoupeni Skrobu pomoci stereologické
metody bodové mrizky

Aby bylo mozné urcit pomérné zastoupeni Skrobu v chloroplastech, je potieba
stanovit plochu celého chloroplastu a plochu Skrobového zrna. Pro tato méteni byly
vyuzity dvé metody - stereologickd metoda bodové miizky a metoda interaktivni

segmentace.

Metoda bodové miizky vyuziva k odhadu struktur testovaciho systému (miizky)
slozeného z bodi. Body jsou pravidelné¢ uspoiadany a je tedy znama plocha
odpovidajici jednotce testovaciho systému (Obr. 3.5). Bodova miizka se pfiloZi na fez
objektem a nasledné se spocitaji body zasahujici do méfené struktury. Hustota bodu je
zvolena tak, aby do struktury zasahovalo nejméné 100 bodl. Pro vypocet plochy je
pouzit vzorec estA=P x a, ptfi¢emz P je pocet bodi zasahujicich do struktury, a udava

plochu jednotky testovaciho systému (Wiebel, 1979).

Obr. 3.5 Znazornéni odhadu plochy pomoci metody bodové mtizky. a- udava plochu
jednotky testovaciho systému. Prevzato z: Kubinové a Albrechtova, 1999

Pro méteni bodovou metodou je moZné pouzit specialni pocitacové programy,
napf. program Ellipse (ViDiTo, KoSice, Slovensko), nebo volné dostupny freeware

ImageJ s pouzitim plug-inu Linsys.

V ramci této diplomové prace byla pro stanoveni plochy chloroplastii a Skrobové

zrna pouzita stereologickd metoda bodové miizky. Meéfeni bylo provedeno
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Vv pocitacovém programu Ellipse 2.08 (ViDiTo, Kosice, Slovensko). Ten mimo jiné
umoziuje vyuzivani vicevrstevné miizky (PointGrid MultiForegroundGrid), diky
cemuZ je mozné méfit zaroven az 4 rizné struktury na jednom vzorku. Jednotlivé
miizky lze béhem méfeni pfepinat. Pfi vyzkumu pro tuto praci byly vyuzity dvé miizky
miizky s riiznou hustotou bodi, jedna pro méteni plochy chloroplastu, druhé pro méteni
plochy skrobového zrna (Obr. 3.6). Pii pouziti této metody je pro dostate¢nou piesnost
méfeni zapotiebi mit alesponn 100 zasaht do méfené struktury. Vzhledem k tomu,
ze Skrobové zrna byla rizn¢ velkd, do struktury ¢asto nezapadalo potifebnych 100 bod,
a bylo potfeba ¢asto ménit hustotu mtizky, coz bylo ¢asové naro¢né. Z toho divodu
bylo od této metodiky upusténo a k méfeni se zacala vyuzivat metoda interaktivni

segmentace.

Obr. 3.6 Bodovad miizka pfilozend na piicny fez chloroplastem. Modré kiizky
znazoriiuji zasah do struktury Skrobového zrna, zelené kiizky do dvirku Skrobového
zrna, ktery je jeho soudasti, Servené kiizky znaéi zasah mimo strukturu zrna. Usedka
udava méfitko 0,5um. Zdroj: autorka
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3.2.4. Vyhodnoceni zastoupeni Skrobu pomoci metody
interaktivni segmentace

Jelikoz jsou meéfené objekty (chloroplast, Skrobové zrno), celkovée
konzistentniho tvaru, zacala jsem vyuzivat metodu interaktivni segmentace. Pti pouziti
této metody se objekt v programu Ellipse 2.08 (ViDiTo, KoSice, Slovensko) ru¢né
obkresli, program pak automaticky spocitd jeho plochu (Obr. 3.6). Timto postupem
se vyrazné zkratil ¢as méfeni a doslo také ke zpfesnéni vyhodnocovéni, jelikoz byla

plocha zmétena, ne jen odhadnuta.

Obr. 3.6 Vyhodnoceni plochy chloroplastu a Skrobového zrna metodou interaktivni
segmentace. Zelena linka ohrani¢uje chloroplast, zluta $krobova zrna. Usedka udava
méfitko 1um. Zdroj: autorka

3.3. Statistika

Vysledky méfeni byly vyhodnoceny pomoci nésledujicich statistickych metod.
Pro vyhodnoceni vlivu ozatfenosti a CO», stejn€ jako pro porovnani vzorka vybiranych
metodou SRN a z prvni vrstvy mezofylu, byl pouzit dvouvybérovy t-test v programu
NCSS 2000 (NCSS, USA). Déle byla pro vyhodnoceni vlivu ozatfenosti a CO, opét
v programu NCSS 2000 pouzita analyza rozptylu dvojného tfidéni ANOVA (Repeated
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Measures Analysis Variant), kdy jako faktory tfidéni byla pouzita riistova koncentrace
CO; a ozafenost. Diky typu testu Repeated Measures bylo mozno zohlednit fakt,
ze Z jednoho stromu byly odebrany slunné a stinné jehlice, pozorovani tedy nebyla
nezavisla a v provedeni testu byly hodnoty shlukovany vzdy podle pfislusnosti
k danému jedinci. Za statisticky prikazné byly vyhodnoceny u obou typi testd rozdily

na hladiné pravdépodobnosti p<0,05.
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4.Vysledky

4.1. Optimalizace metod pro kvantifikaci
ultrastruktury chloroplasti

Pro vyhodnoceni snimkd z transmisniho elektronového mikroskopu jsem
pouzivala dv€ metody — stereologickou metodu bodové miizky a metodu interaktivni
segmentace. Vysledky sledovanych kvantitativnich parametrti (plocha chloroplastu,
plocha Skrobového zrna, podil Skrobu) z obou metod mezi sebou nevykazuji statisticky
vyznamny rozdil a jsou tedy zaménné (Graf 4.1, 4.2). Na zaklad¢ tohoto zavéru
probihala vSechna dal§i meéfeni za vyuZiti metody interaktivni segmentace, ktera je
casove usporngjsi a pro vyhodnocovani tak kompaktnich struktur, jako jsou chloroplasty

a Skrobova zrna, vyhodnéjsi.

4.1 Plocha chloroplastu

12

10

MBM IS

Graf 4.1 — Porovnani metod vyhodnocovani plochy chloroplastu na mediannim fezu.
MBM - stereologickd metoda bodové miizky, IS — metoda interaktivni segmentace.
Statisticky vyznamny rozdil pfi p<0,05 nebyl zaznamenan, méteno parovym t-testem.
Chybové tsecky znaci smérodatnou odchylku.
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4.2 Plocha skrobu
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0,25 T -[
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Graf 4.2 — Porovnani metod vyhodnocovani plochy $krobového zrna na mediannim fezu
chloroplastem. MBM - stereologicka metoda bodové miizky, IS — metoda interaktivni
segmentace. Statisticky vyznamny rozdil pifi p<0,05 nebyl zaznamenan, méfeno
parovym t-testem. Chybové usecky znac¢i smérodatnou odchylku.
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4.2. Reprezentativnost prvni vrstvy mezofylu pod
pokozkou pro kvantifikaci Skrobu

Pro vyhodnoceni sledovanych kvantitativnich parametri chloroplastd byly
vybirany snimky chloroplastti z prvni vrstvy mezofylu pod pokozkou (prvni vrstva)
a poté systematicky rovnomérné nahodné z celé plochy mezofylu (SRN). Vysledky
Z téchto dvou typa vybéra pozic se od sebe signifikantné liSily pouze v pripadé¢ méfeni
slunnych jehlic rostoucich za atmosférickych podminek CO,. I kdyz se plocha
samotnych chloroplasti signifikantné nelisila (Graf 4.3), u slunnych jehlic vystavenych
zvysené koncentraci CO; byla metodou SRN naméfena vétsi plocha Skrobovych zrm,
nez pii méteni pouze prvni vrstvy (Graf 4.4). Podil skrobu pak také vykazoval pti stejné
kombinaci faktord statisticky vyznamny rozdil (Graf 4.5). Za ostatnich kombinaci
faktori ozafenosti a koncentrace CO; se vysledky méfeni snimkid z prvni vrstvy

statisticky vyznamné nelisily od vysledki z celé plochy mezofylu.

Plocha choroplastu
18
16
14
12
NE 10 |
3 g mSRN
6 - M prvni vrstva
4 .
2 .
0 - T T
atmosférické atmosférické zvysené CO2 zvySené CO2
CO2slunny CO2 stinny slunny stinny

Graf 4.3 — Plocha chloroplastu na mediannim fezu v zavislosti na misté odbéru vzorku.
SRN - vzorky odebirany pomoci systematicky rovnomérné¢ nahodného vybéru z celé
plochy medidnniho fezu jehlici. Prvni vrstva - vzorky odebirdny z prvni vrstvy
mezofylu pod pokozkou. Atmosférické CO; - aktudlni koncentrace CO3, zvySené CO; —
zvysena koncentrace CO», stinny — stinnd jehlice, slunny — slunnd jehlice. Svisla osa
vyznacuje naméiené hodnoty v umz. Chybové usecky oznacuji smerodatnou odchylku.
Statisticky vyznamny rozdil pii p<0,05 nebyl zaznamenan.
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Plocha skrobu

2,5

15 m SRN

um?

M prvni vrstva

atmosférické atmosférické zvySené CO2 zvysSené CO2
CO2slunny CO2 stinny slunny stinny

Graf 4.4 — Plocha Skrobu na mediannim fezu chloroplastem v zavislosti na misté odbéru
vzorkll. SRN - vzorky odebirdny pomoci systematicky rovnomérné ndhodného vybéru
z celé plochy medidnniho fezu jehlici. Prvni vrstva - vzorky odebirdny z prvni vrstvy
mezofylu pod pokozkou. Atmosférické CO; - aktudlni koncentrace COg, zvysené CO, —
zvySena koncentrace CO,, stinny — stinna jehlice, slunny — slunnd jehlice. Svisla osa
vyznaduje nam&fené hodnoty v pm?. Chybové usecky oznatuji smérodatnou odchylku.
* - signifikance oznacujici statisticky vyznamny rozdil pti p<0,05.

Podil Skrobu
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15% T
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M Prvni vrstva
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atmosférické  atmosférické zvySené CO2 zvySené CO2
CO2 slunny CO2 stinny slunny stinny

Graf 4.5 — Pomérné zastoupeni Skrobovych zrn na mediannim fezu chloroplastem
Vv zavislosti na mist¢ odbéru vzorkli. SRN - vzorky odebirdny pomoci systematicky
rovnomérné ndhodného vybéru z celé plochy medianniho fezu jehlici. Prvni vrstva -
vzorky odebirany z prvni vrstvy mezofylu pod pokozkou. Atmosférické CO; - aktudlni
koncentrace CO,, zvysené CO, — zvySena koncentrace CO,, stinny — stinna jehlice,
slunny — slunné jehlice. Svisla osa vyznacuje prumér naméfenych hodnot. Chybové
useCky oznacuji smérodatnou odchylku. * - signifikance oznacujici statisticky
vyznamny rozdil pii p<0,05.
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4.3. Pomérné zastoupeni chloroplastti se Skrobovymi
zrny vztazené K jednotlivym stromiim

Pfi vyhodnocovani jednotlivych vzorki jsem pozorovala velké mnozstvi
chloroplastii, které neobsahovaly skrob. Rozhodla jsem se podrobnéji zaméfit na to, zda
je tento fakt podminény mirou ozarenosti ¢i koncentraci CO; , a vyhodnotila ¢etnosti
Skrobovych zrn pfi riznych kombinacich vnéjsich faktort.

Nasledujici grafy 4.5 - 4.8 znadzoriuji procentudlni zastoupeni chloroplastii se
Skrobovymi zrny, rozdélené dle vlivu vngjsich faktorti. Jednotlivé stromy vykazuji
vysokou variabilitu, jsou vSak pozorovatelné jisté trendy. Pii atmosférické koncentraci
CO; bylo chloroplasti se Skrobovymi zrny vyrazné¢ méné, nez V piipadé¢ stromil
rostoucich pfi zvySené koncentraci CO,. Zaroveit ma na obsah Skrobu v chloroplastech
vliv ozéafenost. Ve slunnych jehlicich bylo vice chloroplastt, které obsahovaly Skrob,
naopak ve stinnych jehlicich byl vétsi pocet chloroplasti bez skrobovych zrn (Grafy 4.5
- 4.8). Ve vétsing piipadt, kdy chloroplasty obsahovaly Skrob, bylo pozorovatelné jedno

Skrobové zrno, malé mnozstvi chloroplastii obsahovalo dv¢ ¢i tfi zrna.
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Atmosférické CO2, slunny Atmosférické CO2, stinny
100% - 100% -
80% - 80% -
60% - 60% -
1 bez skrobu 1 bez Skrobu
40% - M se Skrobem 40% - M se Skrobem
20% - 20% -
0% - 0% -
A4 A5 A9 All Al13 A4 A5 A9 A1l Al13
Zvysené CO,, slunny Zvysené CO,, stinny
100% - 100% -
80% - 80% -
60% - 60% -
m bez skrobu 1 bez skrobu
40% - M se skrobem 40% - H se Skrobem
20% - 20% -
0% - 0% -
E4 E5 E7 E13 E4 E5 E7 E13 E14

Grafy 4.5, 4.6, 4.7, 4.8 — Procentualni zastoupeni chloroplasti se $krobovymi zrny
vztazené k jednotlivym stromim. Atmosférické CO, - aktudlni koncentrace COp,
zvysené CO; - zvySend koncentrace CO; slunny — slunna jehlice, stinny — stinnd jehlice.
Bez skrobu — chloroplasty, které neobsahovaly zadna Skrobova zrna. Se skrobem —
chloroplasty, které¢ obsahovaly §krobova zrna. Svisld osa vyznacuje procenta mefenych
vzorkd. A4-Al13 a E4-E14 oznacuje Cisla stromi (napi. A4 = strom €. 4 rostouci pii
aktualni koncentraci CO).
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4.4. Vyhodnoceni vlivu ozarenosti a koncentrace CO:
v ovzdusi na ultrastrukturu chloroplastii

Nasledujici text shrnuje vysledky métfeni vlivu dvou vnéjsich faktorti a jejich
kombinaci na plochu chloroplastu, plochu S$krobového zrna a podil Skrobu
v chloroplastech. Vysledky jsou zaznamenany v tabulce (Tabulka 4.1), a znazornény
v grafech (Graf 4.9-4.14)

Sledované vnéjsi faktory nemély na plochu chloroplastl z prvni vrstvy mezofylu
pod pokozkou vyrazny vliv (Graf 4.9). Pti vybéru chloroplasti pomoci SRN vSak byla
zjisténa pii atmosférické koncentraci CO, vétsi plocha medianniho fezu chloroplast
stinnych jehlic, oproti slunnym. Naopak pii zvySené koncentraci CO, byla plocha

chloroplasti ze slunnych jehlic vétsi, nez z jehlic stinnych (Graf 4.10).

Co se tyce plochy skrobu, byly trendy vysledki shodné u obou typd vybéri
pozic. Za atmosférické koncentrace se plocha Skrobovych zrn signifikantné neliSila pii
rizné ozafenosti. Pfi zvySené koncentraci CO; vSak méla ozafenost na plochu
Skrobovych zrn prokazatelny vliv, chloroplasty ze slunnych jehlic obsahovaly vyrazné
vice skrobu (Graf 4.11, 4.12). Pocet skrobovych zrn se vSak nezvySoval, chloroplasty

vétSinou obsahovaly pouze jedno zrno.

Na podil Skrobu neméla pii atmosférické koncentraci CO; ozatfenost vliv, podil
Skrobu zUstaval relativné nizky. Pti zvySené koncentraci CO, byl vsak signifikantni
rozdil mezi chloroplasty ze slunné a stinné jehlice. Pfi vyss§i ozatfenosti se podil Skrobu
vyrazné navysil. Rozdily vysledkii byly v tomto pfipad¢ stejné u obou typt vybéru
vzorki (Graf 4.13, 4.14).

Pfi porovnani vné¢jSich faktori méa na kvantitativni parametry chloroplastu vétsi
vliv ozéafenost, nez koncentrace CO,. V ptfipadé plochy chloroplastu a plochy
Skrobového zrna je také signifikantné prikazna interakce téchto dvou faktorti (Tabulka

4.1).
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Prvni vrstva

SRN

FAKTOR ﬁodnota signifikance Eodnota signifikance
ozarenost |0,610249 |n.s. 0,044753 | *

CO, 0,913187 |n.s. 0,343599 |n.s.
Interakce [0,043651 |* 0,008533 | **
ozarenost |0,000018 | *** 0,000134 | ***

CO, 0,016805 |* 0,012658 |*

Interakce |[0,000040 |*** 0,002442 | **
ozarenost |0,027189 |* 0,004349 | **

CO, 0,212353 |n.s. 0,030938 | *

Interakce [0,285416 |n.s. 0,615770 |n.s.

Tabulka 4.1 — Hodnoceni vlivu koncentrace CO, a ozafenosti na pomérné zastoupeni
Skrobovych zrn, plochu chloroplastu a plochu Skrobovych zrn na mediannim fezu
chloroplastem. Prvni vrstva - vzorky odebirany z prvni vrstvy mezofylu pod pokoZkou.
SRN - vzorky odebirany pomoci systematicky rovnomérné nahodného vybéru z celé
plochy medianniho fezu jehlici. Ozafenost — vliv ozafenosti, CO, — vliv koncentrace
CO;. P-hodnota udava hladinu pravdépodobnosti zamitnuti nulové hypotézy Ho.
Signifikance oznacuje statisticky vyznamny rozdil; oznaceni * pii p<0,05; ** pfii
p<0,01; *** pti p<0,001; n.s. znaci nesignifikantni rozdil. Vysledky analyzy rozptylu

ANOVA Repeated measures.
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Graf 4.9 - Plocha chloroplastu na mediannim fezu. Prvni vrstva - vzorky odebirany
Z prvni vrstvy mezofylu pod pokozkou.

Graf 4.10 - Plocha chloroplastu na medidnnim fezu. SRN - vzorky odebirany pomoci
systematicky rovnomérné nahodného vybéru z celé plochy medidnniho fezu jehlici.

Graf 4.11 - Plocha skrobového zrna na mediannim fezu chloroplastem. Prvni vrstva -
vzorky odebirany z prvni vrstvy mezofylu pod pokozkou

Graf 4.12 - Plocha skrobového zrna na mediannim fezu chloroplastem SRN - vzorky
odebirdny pomoci systematicky rovnomérné ndhodného vybéru zcelé plochy
medianniho fezu jehlici.

Graf 4.13 - Pomémé zastoupeni $krobovych zrn na mediannim fezu chloroplastem.
Prvni vrstva - vzorky odebirany z prvni vrstvy mezofylu pod pokoZzkou.

Graf 4.14 - Pomérné zastoupeni Skrobovych zrn na mediannim fezu chloroplastem.
SRN - vzorky odebirany pomoci systematicky rovnomérné ndhodného vybéru z celé
plochy medianniho fezu jehlici.

Atmosférické CO, - aktudlni koncentrace CO,, zvySené CO, — zvySena koncentrace
CO,, stinny — stinna jehlice, slunny — slunnd jehlice. Chybové usecky oznacuji
smérodatnou odchylku. Pismena nad grafy znaéi statisticky vyznamny rozdil pfi p<0,05
(Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test).
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5. Diskuse

V nasledujici kapitole budou vysledky ziskané v ramci této diplomové prace
porovnavany a diskutovany s informacemi nalezenymi v literatufe. Osnova diskuse
bude kopirovat fazeni vysledkti. Nejprve bude diskutovana vhodnost zvolené metodiky,
dale pak vliv ozafenosti a koncentrace CO, na kvantitativni parametry chloroplastu

a skrobového zrna jehlice smrku ztepilého.

5.1. Metodika

5.1.1. Experimentalni systémy

Rist rostlin v kontrolovanych podminkach s moznosti nastaveni koncentrace
CO; v ovzdusi umoziiuje celd fada experimentalnich systému. V piipad¢ dlouhodobého
experimentu na dievinich se vSak nabidka zuZuje z dlivodu néaro¢nosti na prostor
i finance. Jednou z moznosti je vyuziti komor rizné stavby a velikosti, ve kterych je
mozné kontrolovat koncentraci CO, a teplotu (Kellomaki et al., 2000). Pro vyzkum této
diplomové prace byly pouzity kultivacni sféry s Zeleznou konstrukci a automaticky
nastavitelnymi okny. Takovato konstrukce umozZiuje udrZovat pozadovanou
koncentraci CO; pii relativné malé spotfebé dodaného CO, (Urban et al., 2001).
V pribéhu experimentu byla v jedné komote koncentrace CO; odpovidajici soucasné
koncentrace v atmosféie, tj. 382-395 ppm (http://www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends/),
ve druhé byla nastavena na 700ppm (zvysena koncentrace). Jednou z nejvétsich vyhod
tohoto experimentdlniho systému je rust rostlin v zapojeném porostu spolecné
S podrostem a bez omezeni kofenového systému kultivatnim kontejnerem. Mezi
méfenymi stromy tak probihaji pfirozené interakce, které se bliZi pfirozené situaci
Vv lese. Nevyhodou je snizeni mnozstvi dopadajiciho slune¢niho zéateni o 26 % vlivem
zastinéni porostu Zeleznymi lamelami, ¢i kvili jeho filtraci ptes sklenéna okna. Teplota
a vlhkost vzduchu ve sférach se vsak od vné&jsiho prostiedi vyrazngji nelisi (Urban et al.,
2001).

I pfes castecnou redukci dopadajiciho zafeni vSak stromy vytvaiely v daném

experimentalnim materidlu slunny a stinny ekotyp jehlic. Tato diferenciace je patrna jiz
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od morfologické urovné (Lhotakova et al.,, 2012), az na uroven ultrastruktury
(Radochova et al., 2013). Pfi studii na smrku ztepilém mély slunné jehlice smrku vetsi
objem, vétsi vnitini plochu jehlice, ale také vyssi pomérné zastoupeni objemu mezofylu
a stfedniho valce, nez stinné jehlice. Naopak pomérné zastoupeni objemu epidermis
a hypodermis bylo vys$$i u stinnych jehlic (Lhotakova et al., 2012). Studie na listech
buku lesniho také prokézala rozdily v ultrastruktuie chloroplastli v zavislosti na ozafeni.
Chloroplasty slunnych listh mély stejnou plochu medianniho fezu, vétsi podil
plastoglobulti a vétsi plochu skrobového zrna na tfezu, nez chloroplasty stinnych lista.
Zaroven byl v chloroplastech slunnych list men$i podil granalnich a stromalnich
tylakoidii, nez v chloroplastech listi stinnych (Vrbova et al., 2013). V piipad¢ tohoto
vyzkumu, kdy byl vliv ozéfenosti kvantitativné hodnocen na urovni obsahu Skrobu
Vv chloroplastech, se diferenciace na slunné a stinné jehlice potvrdila. Ve slunnych
jehlicich bylo naméfeno vétsi mnozstvi Skrobu, nez v jehlicich stinnych, coz bylo

pozorovano i na jinych jehlicnanech pfi rizné ozafenosti (Kierzkowski et al., 2007).

Moznym problémem, ktery se muze pfivyuziti riznych komorovych
experimentalnich systémt vyskytnout, je komorovy efekt. V piipad¢ kultivace
vV uzavienych komorich mohou byt stromy vystaveny napiiklad vyS$si vlhkosti ¢i
teploté, nez jaka by byla pfirozena pii jejich riistu ve volném prostiedi. Lhotdkova et al.
(2012) porovnavali vysledky ze stromti péstovanych v téchto kultivacnich sférach
s vysledky ze stroma rostoucich na sousednich stanovistich pod Sirym nebem. Ve
vétsin€ sledovanych parametrii se od sebe parametry jehlic z kontrolniho stanovisté
akomory s atmosférickou koncentraci CO; statisticky vyznamné nelisily, vliv

komorového efektu byl tedy zanedbatelny (Lhotakova et al., 2012).

Vyvojové starSi verzi Zeleznych kultivanich sfér jsou rlstové komory
s otevienou stfechou (open-top chambers, OTC). Mezi jejich slabé stranky vSak patii
vyrazné vykyvy v koncentraci CO,, teploté, vlhkosti a rychlosti vétru uvnitf komor
(Wang et al., 1996). Vzhledem Kk tomu, ze voln¢ oteviena je pouze vrchni ¢ast komory,
jsou podminky uvnitt komory jiné, nez v piirozeném okolnim prostiedi (Long et al.,
2004). Postupnym vyvojem vSak doSlo ke zlepSeni a soucasné komory umoziuji
automatickou kontrolu vétSiny faktorti. Prostfedi uvnitf komor se tak pfibliZilo
pfirozenym vné&jsim podminkam (Kellomaki et al., 2000).

Dalsim vyzkumnym systémem je FACE (Free-Air Carbon Enrichment). Pouziva

se nejen k vyzkumu na stromech, ale i hospodaisky dulezitych plodinach, ¢i dokonce
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bakteriich (Feng et al., 2009). Pti jeho pouziti je mozné rostliny pozorovat v pfirozeném
prostiedi, jelikoz sestavad z dlouhych, do kruhu horizontalné ¢i vertikalné postavenych
tubust, které za pomoci trysek vypousti do prostfedi CO, (Ainsworth a Long, 2005). Je
tak mozné oSetiovat velké mnozstvi rostlin, naopak aplikace pouze na mensi vzorek
stromi je nevhodna. Timto zplisobem se také daii eliminovat komorovy efekt.
Vzhledem k tomu, ze CO; je v prostoru rozptylovano vétrem, je jeho spotieba vyssi, coz
znamena vEtsi finan¢ni naroénost této metody (Uprety et al., 2006). Navic rozdily v sile
a sméru vétru mohou posilit nerovnomérné rozptylovani CO,, jehoz koncentrace
Vv porostu pak kolisa a nedosahuje tak vzdy pozadovanych hodnot (Selsted et al., 2011).
Existuji dals$i metody, jak na rostliny aplikovat COg, Z nich kazda méa své vyhody

a nevyhody. Jejich souhrn je uveden v praci Uprety et al. (2006).

5.1.2.Metody pro kvantifikaci Skrobu na snimcich
z elektronové mikroskopie

Cilem vyzkumu mé diplomové prace bylo kvantitativné stanovit vybrané
parametry chloroplastii: velikost chloroplastu, velikost Skrobového zrna a podil Skrobu
na mediannim fezu chloroplastem pfi rizné ozatenosti a koncentraci CO; V ovzdusi.
Mnozstvi asimilaéniho Skrobu v chloroplastech vypovidd o rovnovdze mezi
fotosyntetickou produkci a spottebou asimilatii. Zaroven z toho vSak miizeme vyvodit,
jakéd je po Skrobu v rostliné poptavka, €ili jaka je sila sinkli. Pfi zvySené spotiebé
energie, ale i intenzivnim ristu a tvorbé novych struktur se v chloroplastech i pies
intenzivni fotosyntézu nachazi malé mnozstvi asimilaéniho Skrobu, protoze Skrob je
rozlozen a transportovan do mista spotieby (Streit et al., 2013). Pokud je skrobu
nadbytek, miize se v chloroplastech ukladat az n¢kolik hodin, nez dojde k jeho spotiebé

v pribéhu noci (Rasse a Tocquin, 2006; Crumpton-Taylor et al., 2012).

Kvantifikace Skrobu se vétSinou provadi biochemicky za pomoci HPLC ¢i
kolorimetrie (Liu et al., 2005). Takovéto metody vsak stanovi obsah $krobu ve vice
jehlicich, které¢ jsou pied extrakci Skrobu homogenizovany. Z vysledkli neni tedy
zfejmé, kde se Skrob v jehlici nachédzi. ZjiStovani obsahu Skrobu ze snimkid z TEM

pomoci stereologickych metod nam umoziuje Skrob pfimo lokalizovat a kvantifikovat
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jeho obsah. Mizeme tak ptesné urcit, ve kterych ¢astech mezofylu se Skrob nachézel,
aje také mozné zjistit heterogenitu v jeho ulozeni v chloroplastech v ramci jehlice.

Aby byla zajisténa nevychylenost odhadu plochy chloroplastu a plochy
Skrobovych zrn, byly vybrany chloroplasty z mezofylové vrstvy ptficného fezu jehlici,
které byly medianné tiznuté. To, ze jde o medianni fez, bylo znatelné z orientace
tylakoidl v granech i tylakoidd stromalnich. Tylakoidni membrany jsou na mediannim
fezu rovnobézné s bunécnou sténou, ktera na chloroplast ptiléha. Prostudované prace,
které fesi podobnou problematiku, ¢asto misto fezu chloroplastem neudavaji (Pritchard

etal., 1997).

Na vyhodnoceni kvantitativnich parametrii chloroplasti byly pouzity dvé
metody. Prvni metoda, stereologickd metoda bodové miizky, byla pouzita tymem Kutik
et al. (1995) pfi kvantifikaci vlivu CO; na fepu Cervenou (Beta vulgarit L.) pfi ruzné
dostupnosti dusiku. Kutik et al. (1995) méfili velikost chloroplasti a pomérné
zastoupeni jednotlivych struktur chloroplastu na mediannim fezu chloroplastem. Folie
S testovacim systémem (bodovou miizkou) ptikladali na snimky z TEM (Kutik et al.,
1995). Manualni méfeni tohoto typu bez pouziti pocitace se specialnim softwarem je

velmi ¢asoveé narocné a pracné.

Vyuziti analyzy obrazu uvadé¢ji Pritchard et al. (1997), ktefi pouzili systém
Optimas (Bioscan Itc., Edmonds, Washington). I kdyZ to neni pfimo uvedeno, lze se
domnivat, ze struktury byly obkreslovany (Pritchard et al., 1997). Dalsi metodu,
analyzu velikosti Castic - PSA (particle size analysis), vyuzili Cabalkova et al. (2008).
Skrobova zrna byla z chloroplasti izolovana a poté nasnimana na TEM a vyhodnocena
pocitacovym softwarem, ktery spocital jejich objem (Cabalkova et al., 2008). Neudavaji
tedy plochu fezu, ale objem celych Skrobovych zrn, 1ze tedy porovnavat pouze trendy

jejich vysledki s vysledky této diplomové prace, nikoliv konkrétni hodnoty.

Existuji rizné metody, které je mozné vyuzit na kvantitativni vyhodnoceni
vzorku z elektronového mikroskopu, ptfi¢emz kazda ma sva specifika a je vyhodna na
urcity typ vzorku. Pfi volbé vhodné metody pro analyzu vzorkii z TEM zaleZi mimo jiné
na charakteru méfené struktury. V piipade, Ze struktury nejsou dostateéné kontrastni
a jednoduse odlisitelné od pozadi, nelze vyuzit automatické prahovéani. Pokud nejsou
struktury dostate¢n¢ kompaktni, metoda interaktivni segmentace je ¢asové naroc¢na.

Chloroplasty i skrobova zrna byly na snimcich z TEM jednoduchych tvard s vétSinou
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jasnymi obrysy. Obkreslit jejich strukturu v programu Ellipse 2.08 (ViDiTo, Kosice,
Slovensko) se tedy ukazalo jako Casové uspornéjsi, ale také presnéjsi alternativa. Pfi
vyuziti stereologické metody bodové miizky program pocital s plochou odpovidajici
jednomu bodu mitizky, zatimco rucni obkresleni udavalo velikost struktury s piesnosti
na jednotlivé pixely. Jak je vidét z Graft 4.1 a 4.2, vysledky z méfeni pomoci metody
bodové miizky a metody interaktivni segmentace se statisticky nelisi. To, ze byla pfi
vyzkumu této diplomové prace ve vysledku pouzita metoda interaktivni segmentace,
bylo dano charakterem métenych struktur, srovnatelnou piesnosti a ¢asovou uspornosti

této metody oproti stereologické metod¢ bodové miizky.

5.2. Reprezentativnost prvni vrstvy mezofylu
z hlediska kvantifikace skrobu

Aby bylo mozné analyzovat snimky z TEM, musi byt pozorované struktury
dostate¢né kontrastni. Kontrast snimkti uréuje charakter pozorované struktury, jako
napiiklad jejich tlouStka, hustota ¢i chemicka povaha, ale také typ kontrastniho ¢inidla.
Vzhledem k tomu, Ze kontrastni ¢inidlo, v tomto ptipadé OsO,, pronika do jehlice
z povrchu a od fezné plochy segmentu, snizuje se jeho koncentrace v hlubsich vrstvach
blo¢ku a v naslednych fezech i smérem ke stfednimu vaélci, coz se odrazi v kvalité
obrazu (Obr. 5.1). Pokud by se prvni vrstva mezofylu pod pokozkou z hlediska
kvantifikace ultrastruktury ukazala reprezentativni pro celou plochu mezofylu, bylo by
hodnoceni struktury bun€k i ultrastruktury organel jednodussi, protoZe bunky jsou v této
vrstvé zpravidla lépe zachovany. V piipadé¢ této prace se reprezentativnost prvni vrstvy
mezofylu potvrdila pii méfeni plochy chloroplastl, ovSem pifi méfeni plochy
Skrobového zrna a podilu Skrobu se slunné jehlice stromt rostoucich pii atmosférické
koncentraci CO; signifikantné liSily od ostatnich variant ozafenosti a koncentrace CO,
(Graf 4.3, 4.4, 4.5). Za téchto podminek obsahovaly chloroplasty vybrané z celé plochy
mezofylu vice Skrobu, nez chloroplasty z prvni vrstvy. Vzhledem k tomu, Ze pfi vybéru
Z prvni vrstvy mezofylu pod pokozkou jsou chloroplasty vybirany z celého jejiho
obvodu, jsou rovnomérné zapocitdny chloroplasty ze strany jehlice pfivracené

I odvracené dopadajicimu zafeni, coz muze obsah skrobu v chloroplastech dale ovlivnit.
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V nastudované literatufe byla ultrastruktura chloroplasti na zakladé jejich polohy
v mezofylu popisovana ve ¢lanku Kivimdenpdd a Sutinen (2007), kteti dosli
k podobnym zavérim, jako ja. V jehlicich borovice lesni byly chloroplasty a skrobova
zrna men$i v bunkdch mezofylu blize epidermis, nez v téch blize endodermis
(Kivimdenpaa a Sutinen, 2007). Z téchto vyzkumu je ziejmé, ze velikost a ultrastruktura
chloroplastii tvoii vramci vrstev mezofylu urCité gradienty. Moje hypotéza pro
zdiivodnéni téchto gradientil se zaklad4 na pozici asimilatd vici sinklim. Chloroplasty,
které jsou blize vodivym pletiviim, obsahuji vice Skrobu patrné proto, aby byl urychlen
transport oligosacharidii po jeho rozlozeni. V dobé ristu jehlice mize Skrob ulozeny
Vv blizkosti bazalnich meristémi slouzit také jako energie pro tvorbu novych bunék

a pletiv, je tedy vyhodnéjsi, aby byl blize témto sinkiim.

Obr. 5.1 Porovnani mikrofotografie chloroplastu snimaného z prvni vrstvy mezofylu
pod pokozkou (snimek vlevo) a z vrstvy mezofylu blize stfednimu valci (snimek
vpravo). Méfitko v pravém dolnim rohu udava velikost 1um.

5.3. Vliv ozaienosti na velikost chloroplastii a obsah
asimilac¢niho Skrobu

Dulezitym vnéjsim faktorem, ktery ovliviiuje stavbu jehlice i strukturu bunék, je
ozafenost. V pfipadé mé prace byl vliv ozafeni zkouman vyhodnocovanim
ultrastruktury jehlic odebiranych ze slunné a stinné ¢asti koruny stromu. Radochova
et al. (2013) pozorovali variabilitu v ultrastruktute chloroplasti v prvni vrstvé mezofylu
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slunnych jehlic z hlediska toho, zda byly v ¢asti pfivracené nebo odvracené slune¢nimu
zareni. Chloroplasty z ¢asti jehlice, ktera byla vystavena ptfimému slunecnimu zafeni,
mély vy$§i pomérné zastoupeni plastoglobulii a niz§i pomérné zastoupeni granalnich
a stromalnich tylakoidi, nez chloroplasty z casti jehlice, ktera byla zastinéna
(Radochova et al., 2013). Heterogenita ultrastruktury v ramci jedné jehlice z hlediska
sméru ozafeni nebyla v mém vyzkumu vyhodnocena.

Lhotdkova et al. (2012) vyhodnocovali vliv zvySené koncentrace CO;
a ozafenosti na stavbu jehlice. V tomto piipadé se koncentrace CO, neodrazila na
objemu jehlice, ani na procentudlnim zastoupeni jednotlivych pletiv na fezu jehlice.
Naopak ozarenost méla na tyto parametry signifikantni vliv, byla tedy oznacena za
silngj$i vnéjsi faktor, nez koncentrace CO; (Lhotdkova et al., 2012). Z vysledku této
diplomové prace je znatelné, Ze ozafenost méla i v tomto piipadé na velikost
chloroplastii a Skrobovych zrn vyrazné€jsi vliv, nez druhy sledovany vnéjsi faktor,
kterym byla koncentrace CO, Vv ovzdusi (Tabulka 4.1). Ackoliv na velikost chloroplastu
méla ozafenost signifikantni vliv pouze pii atmosférické koncentraci CO,, plochu
Skrobovych zrn a podil Skrobu ovliviiovala velice vyrazné¢ ve vSech zkoumanych
kombinacich. Ve slunnych jehlicich bylo vy$§i procentudlni zastoupeni Skrobu, nez
V jehlicich stinnych. To odpovida hypotéze, ze pti vyssi ozaienosti nedochazi k limitaci
ozatrenosti a potencial akumulace $krobu je vyssi (Niinemets, 1997). K podobnym
vysledkiim dosli 1 Keirzkowski et al. (2007). Chloroplasty z nezastinénych jehlic jedle
bélokoré mély vétsi obsah asimilaéniho Skrobu, samotné chloroplasty vSak byly také
vétsi na fezu (Kierzkowski et al., 2007). Takovymto vysledkiim v8§ak odporuje pozdé;si
studie provadéna na stromech jalovce Juniperus saltuaria a jedle Abies georgei.
V tomto piipadé se v jehlicich odebiranych zriznych pater koruny téchto stromi
nenachazely vyrazné rozdily v obsahu Skrobu (Li et al., 2009). Nebyla zde vSak méfena
fotosyntetickd produkce, nelze tedy stanovit, Ze ve vSech jehlicich dochéazelo ke stejné
mife asimilace. Sacharidy mohly byt okamzit¢ vyuZity na metabolické ¢i ristové
procesy jehlice, a pouze ¢ast z nich zustala ulozena v chloroplastech ve formé Skrobu.
Dalsi hypotézou, kterd vysvétluje malé rozdily v obsahu Skrobu, je mozny okamzity
pfesun sacharidi do niz§ich, méné ozarenych Casti koruny, aniz by se asimilaty ulozily

ve formé skrobu (Li et al., 2009).

Ozatenost méla vliv i na procentudlni zastoupeni chloroplastli se Skrobovymi

zrny. Vétsina chloroplastii ze stinnych jehlic neobsahovala zZadny Skrob, slunné jehlice
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obsahovaly vice chloroplastl se Skrobovymi zrny (Grafy 4.5 - 4.8). To, Ze chloroplasty
stinnych jehlic neobsahovaly tolik §krobu, by mohlo potvrzovat hypotézu uvedenou ve
studii Li et al. (2009). Sacharidy, které se do téchto chloroplastii transportuji, mohou byt
vyuzity k okamzité spotiebé a neukladaji se tak ve formé skrobu.

Pocet skrobovych zrn v chloroplastech, které obsahovaly skrob, se v zavislosti
na ozafeni ¢i koncentraci CO; neménil. VétSina téchto chloroplasti obsahovala
1 skrobové zrno, v nékterych ptipadech byla pozorovana 2 az 3 zrna. Tento pocet vSak
neudava celkovy pocet vSech Skrobovych zrn v chloroplastu, ale pouze ty, které lezely
Vv misté, kterym prochdzel medianni fez. Na udani nevychyleného odhadu poctu
skrobovych zrn by bylo potfeba pouzit sériové fezy v kombinaci se stereologickou
metodu disektoru (Kubinova et al., 2014).

V literatufe se objevuje jen malé mnoZstvi vyzkumi zabyvajicich se pouze
vlivem ozafenosti na velikost a ultrastrukturu chloroplastti, daleko 1épe jsou pfitom
popsany fyziologické procesy bunék pii nadmérné ozaienosti. Patii mezi né naptiklad
xantofylovy cyklus, deaktivace na svétlo citlivych proteintt D1 a D2, ¢i proces migrace
svétlosbérnych antén mezi fotosystémy, ktery napoméahd rovnomérnému rozdé¢leni
absorpce slune¢niho zateni mezi PSI a PSII (Kurasova et al., 2003; Mullineaux
a Emlyn-Jones, 2005; Stroch et al., 2008).

DalSim diskutovanym tématem je tzv. poledni deprese asimilace. Tento proces
nastavd v poledne, kdy fotosyntetickd aktivita rostliny klesa z divodu uzavirani
priduchti, jakoZto ochrany proti ztratam vody pfi intenzivnim pfimém ozafeni (Guo
etal., 2009). Odbér vzorkd pro tuto praci probihal v odpolednich hodinach, kdy se
rychlost fotosyntézy po pfipadné poledni depresi asimilace zase zpravidla zvySuje, proto
by naméfené vysledky nemély byt timto stavem ovlivnény. Dal§im dileZitym faktorem
pro vliv ozafenosti je dostupnost vody. Pfi jejim nedostatku dochézi k degradaci Skrobu
a nasledné syntéze sacharozy, ta poté slouzi jako osmoticky aktivni latka (Fox a Geiger,
1986), ktera napomaha udrzovat vodu v bunkach. V prubéhu trvani experimentu vSak
byla dostupnost vody a mnozstvi srazek standardni, proto by ani tento fakt nem¢l mit na

vysledky vliv.
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5.4. Vliv koncentrace CO: v ovzduSi na velikost
chloroplastii a obsah asimila¢niho skrobu

Dalsim vn¢jsim faktorem, plsobicim na rostliny, je koncentrace CO;
v atmosféfe. Ta ovliviiuje jak vnéjsi (Pokorny et al., 2011), tak vnitini stavbu jehlice
(Lhotakova et al., 2012) i mnozstvi asimila¢niho Skrobu v chloroplastech (Pritchard
etal., 1997; Liu et al., 2005). Skrob je poté pouzit bud’ ptimo v chloroplastech, nebo po
rozkladu na transportni oligosacharidy putuje do sinku, kde je spotiebovan ¢i
dlouhodobé ulozen.

Jednou z nejbézngjsich reakci rostlin na zvySenou koncentraci CO; je navySeni
obsahu nestrukturnich sacharidii v asimila¢nich organech (Saxe et al., 1998). D¢je se tak
pravdépodobné ztoho divodu, ze kapacita enzymu Rubisco neni pii soucasné
koncentraci CO, Vv ovzdusi dostate¢né saturovana. ZvySeny obsah CO; Vv ovzdusi tedy
rostlina dokaze efektivné vyuzivat a dochazi ke zvysené produkci asimilatii (Drake
etal., 1997). Ty se pak v pfipadé¢ nedostatecné sily sinki ukladaji ve formé skrobu.
Mezi dal$i vysvétleni zvySeného obsahu asimila¢niho Skrobu v chloroplastech patii
snizenda mira fotorespirace. V podminkidch zvySené koncentrace CO; dochazi
k oxygenaci ribulosa-1,5-bisfosfatu v mensi mife, naopak jeho karboxyla¢ni aktivita se
navysi (Drake et al., 1997). V ptipadé, ze rostlina aktualné¢ nespotiebuje veskeré
asimilaty, ukladaji se tyto v chloroplastech ve form& Skrobovych zrm.

Pii vyzkumu této diplomové prace se vliv koncentrace CO; signifikantné
projevil na mnoZstvi asimilaéniho Skrobu v chloroplastech, mensi vliv mél vSak na
velikost chloroplasti. Pfi zvySené koncentraci obsahovaly chloroplasty slunnych jehlic
nékolikandsobné vice Skrobu, nez u stinnych jehlic, a zdroveit mnohem vice Skrobu, nez
ve slunnych i stinnych jehlicich rostoucich pii bézné koncentraci CO,. Tento trend byl
také pozorovan pii vyzkumech na borovici bahenni ¢i smrku ztepilém, kdy pi1 oSetieni
zvySenym CO; obsahovaly jehlice vice Skrobu (Pritchard et al., 1997; Cabalkova et al.,
2008).

Také Dalen et al. (2001), ktefi vyhodnocovali obsah Skrobu v jehlicich smrku
ztepilého pomoci HPLC, stejné tak jako Dawes et al. (2013), ktefi vyhodnocovali
chemické slozeni jehlic borovice pyrenejské (Pinus mugo ssp. Uncinata Ramond)
a modfinu opadavého (Larix decidua L.), pozorovali nariist v obsahu skrobu v jehlicich

pii zvySené koncentraci CO, (Dalen et al., 2001; Dawes et al., 2013).
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Na velikost chloroplastli neméla koncentrace CO; signifikantni vliv. Stejné tak
jako u ozafenosti, i v tomto piipadé se tento fakt neshoduje s nékterymi publikacemi.
Pritchard et al. (1997) pii vyzkumu na borovici bahenni popsali vétsi plochu
chloroplastii pti zvySené koncentraci CO,. Studii na toto téma provadénych na stromech
neni mnoho, vyzkumy na tabdku planém se vSak shoduji v narGstu obsahu Skrobu
I velikosti chloroplastii pii zvySené koncentraci CO, (Wang et al., 2004). V mém
piipadé velikost chloroplastii nebyla ovlivnéna, a to i pfes rozdil v obsahu Skrobu.
Domnivam se, ze pfi¢inou nezménéné velikosti chloroplastii by mohly byt u variant,
které neobsahovaly S§krob, zmény v pomérném zastoupeni jinych parametri
chloroplastu, naptiklad systému tylakoidii. Zméfeni téchto parametrii vSak presahuje
rdmec moji diplomové prace.

Stejn¢ jako ozéatenost ovlivnila koncentrace CO; pocet -chloroplastl
obsahujicich skrob. Pti zvySené ozatrenosti i koncentraci CO; se Skrob nachazel témér
ve vSech pozorovanych chloroplastech (Graf 4.7). Ukazuje se také, ze je dulezita
interakce téchto dvou faktort, kterd ma na velikost chloroplasti i Skrobovych zrn

znacny vliv (Tabulka 4.1).

Hola et al. (rukopis v ptiprave) popisuji kvantitativni vyhodnoceni ultrastruktury
chloroplasti pod vlivem CO; a ozéfenosti. Pracovali s jehlicemi smrku ztepilého
odebranymi ve stejném obdobi jako vzorky pro tuto praci. S vyuzitim stereologickych
metod vyhodnotili zmény nejen ve velikosti chloroplastl a zastoupeni Skrobu, ale 1 dalsi
parametry, tj. zastoupeni tylakoidli, stromatu a plastoglobuli. Koncentrace CO;
vovzdusi se ukéazala jako faktor, ktery signifikantné ovliviioval ultrastrukturu
chloroplastii, ozatrenost se vsak ukazala jako faktor vyrazné silngjsi (Hola et al.; rukopis

v ptiprave).

Vzorky jehlic pro vyzkum této diplomové prace byly odebirany v fijnu. To je
obdobi, kdy mnozstvi asimilaéniho Skrobu v chloroplastech klesd z diivodu sniZeni
rychlosti €isté fotosyntézy, €i nastupu mrazovému otuZovani. V obdobi zimy se Skrob
v chloroplastech prakticky nevyskytuje (Senser et al., 1975).

Zacatek podzimu je doba, kdy u vétSiny stalezelenych jehli¢nant temperatnich
a borealnich ekosystémil zacind probihat proces mrazového otuzovéani. Ten spociva
v rozlozeni naasimilovaného Skrobu na monosacharidy, které funguji jako
osmoprotektanty a rostlina diky nim ziska odolnost proti mrazu (Kitao et al., 2004).

Tento jev byl pozorovadn naptf. v jehlicich borovice bahenni, které na podzim
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obsahovaly mén¢ Skrobu, nez na jafe, a projevil se jak u jedincd rostoucich za béznych
podminek, tak u téch rostoucich pii zvysené koncentraci CO, (Pritchard et al., 1997).
Prace Cabalkova et al. (2008) na smrku ztepilém vSak ukazala, ze jehlice oSetfené
zvySenou koncentraci CO; obsahovaly jest¢ v fijnu velké mnozstvi Skrobu, oproti
jehlicim rostoucim pii bézné koncentraci CO,. Na zdklad¢ téchto vysledkli autofi
predpokladaji, ze zvySena koncentrace CO; oddaluje proces mrazového otuzovani,
mnozstvi Skrobu se tak v chloroplastech zafne snizovat az pozdé¢ji na podzim
(Cabalkova et al., 2008). K této hypotéze se priklanim, jelikoz podporuje vysledky
ziskané¢ pfi mém vyzkumu, kdy se v jehlicich odebiranych v fijnu pii zvySené
koncentraci CO, objevovalo vyraznéji vice Skrobu, nez v jehlicich neoSetienych, ve
kterych jiz pravdépodobné probihal proces mrazového otuzovani. Domnivam se, Ze se
zpozdéni mrazového otuzovani nemusi na rostliné negativné projevit ve chvili, kdy
zvySenou koncentraci CO, doprovazi i zvysena teplota. V takové situaci mtize dojit ke
zpozdéni nastupu obdobi mrazu na dobu, kdy ma strom jiz jen minimalni mnozstvi
Skrobu. Pokud vsak k takovémuto posunu vegetacni sezony nedojde, mlze piitomnost

Skrobu v chloroplastech zptisobit rostliné zna¢né problémy.

Kolegyn¢ Bc. Radka Bardonova vyhodnocovala pro svou diplomovou préci
obsah $krobu v chloroplastech jehlic stejnych stromd, jako ja. Vyuzivala k tomu ovsem
biochemické metody HPLC. Vysledky R. Bardotiové se neshoduji s mymi vysledky.
V jejim piipad€ obsahovaly nejvice Skrobu chloroplasty stinnych jehlic oSetfenych
zvySenou koncentraci CO,, nejméné Skrobu poté obsahovaly slunné jehlice bez oSetteni
CO;. Mezi témito dvéma kombinacemi byl prikazny statisticky vyznamny rozdil.
O néco méné Skrobu, nez chloroplasty stinnych jehlic oSetfenych CO,, obsahovaly
slunné jehlice rostouci pti zvySené koncentraci CO,, srovnatelny obsah Skrobu byl i ve
stinnych jehlicich bez osetieni, vysledky téchto kombinaci faktort se vSak signifikantné
neliSily od sebe navzdjem, ani od piedchozich dvou variant. Je tedy znatelné, Ze efekt
ozafenosti se na obsahu $krobu v chloroplastech neprojevil tak vyrazné, jako v piipadé
mého méfeni, kdy se od sebe slunné a stinné jehlice vyrazné lisily.

Rozdily ve vysledcich mych a vysledcich R. Bardoiové mohou mit vice
vysvétleni. V piipadé mého méfeni za vyuziti stereologickych metod byla vzdy méfena
pouze 1 jehlice z kazdého stromu, pfi biochemickém méfeni se vSak vyuziva vetsi
mnozstvi jehlic z kazdého stromu, konkrétné¢ 6 paralelnich vzorkli z jedné situace

(kombinace CO; a ozafenost), v kazdém takovém vzorku bylo aspon 10 jehlic. Mnou
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métené chloroplasty byly vybirany pouze z mezofylu, v ptipad¢ vyzkumu R. Bardoiiové
byl vSak vyhodnocen obsah skrobu v celych jehlicich, které byly pifed meéfenim
homogenizovany. Jehlice byly odebirany v fijnu, coz je obdobi, kdy u smrku v horskych
oblastech jiz mtize probihat mrazové otuzovani. Odbér materidlu pro mou praci prob&hl
na zacatku fijna, kdy denni ani no¢ni teploty neklesaly pod 10°C (meteodata ze stanice
Bily Ki#iz poskytlo Centrum vyzkumu globalni zmény AV CR, v.v.i.). Teplota potiebna
k nastartovani procesu otuzovani se odviji od druhu i teploty, které je strom dlouhodobé
vystaven (Greer et al., 2000), je tedy mozné, Ze za téchto podminek jiZz mohlo
k rozkladu Skrobu z divodu otuzovani dochazet. V ptipadé mych vysledkt vypovida
pomérné vysoky pomér Skrobu V chloroplastech o tom, Ze se proces otuzovani patrné
zpozduje u stroml rostoucich ve zvySené koncentraci CO;. Jelikoz jde vSak
0 ptfechodové obdobi, mohou se jednotlivé jehlice a chloroplasty nachazet v rizné fazi
tohoto procesu. Vysledky méfeni pouze nékolika jehlic tak nemusi vypovidat
0 celkovém stavu stromu. V piipadé R. Bardonové vychazi vysledky z vétsiho poctu
jehlic a opakovani, coz miize byt divodem pozorovanych rozdili. Pro ovétfeni vlivu
ozatrenosti a koncentrace CO; na obsah $krobu v chloroplastech by bylo vhodné
porovnavat vysledky z letnich 1 podzimnich odbért. Z Casovych diivodi vSak nebylo
mozné kvantitativné vyhodnotit 1 letni odbér z ¢ervence 2011. MaSkova et al. (rukopis
Vv piipravé) vyhodnocovali jehlice ze stejné oSetfenych smrku z experimentalni stanice
Bily Ktiz, které¢ byly odebirany v srpnu 2009. Obsah Skrobu byl vyhodnocovan jak
biochemicky za pouziti HPLC, tak stereologicky z TEM. Biochemické meéfeni
prokazalo nardst v obsahu skrobu pii zvySené koncentraci CO, V jehlicich 1. i1 2.
ro¢niku. Pfi stereologickém vyhodnocovani ultrastruktury chloroplastti vSak jehlice
nevykazovaly tak vyrazny rozdil v pomé&mém zastoupeni Skrobu. Jehlice prvniho
ro¢niku rostouci pii atmosférické koncentraci CO; obsahovaly o néco méné Skrobu, nez
jehlice rostouci pii zvySené koncentraci COg, V ptipad¢ jehlic druhého roc¢niku to vSak
bylo naopak. Vliv ozafenosti nebyl vyhodnocovén, jelikoz byly odebirany pouze slunné
jehlice (Maskova et al., rukopis v ptiprave). V pripadé vysledki R. Bardonové z letnich
odbérl (Cervenec), se obsah Skrobu ve slunnych jehlicich také signifikantné nelisil
Vv zavislosti na koncentraci CO,. Podobny rozpor ve stanoveni obsahu Skrobu v jehlicich
pfi vyuziti riznych metodik pozorovali Sallas et al. (2003). Pii biochemickém
vyhodnoceni obsahu skrobu v jehlicich smrku ztepilého nepozorovali vyrazny rozdil

mezi jehlicemi vystavenymi zvySené koncentraci CO; a jehlicemi kontrolnimi. Pfi
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meéteni velikosti Skrobovych zrn se vSak ukazalo, Ze je jich signifikantné vice v jehlicich

osetfenych CO; (Sallas et al., 2003).

5.5. Vyznam studia vlivu CO: na direviny

Tato diplomova prace je soudasti grantového projektu GACR P501/10/0340
snazvem ,Vliv zvySené koncentrace CO2 a ozafenosti na strukturu a funkci
fotosyntetického aparatu dfevin na ruznych hierarchickych urovnich“ feSeném v letech
2010-2014 v fesitelském konsorciu vedeném prof. RNDr. Janou Albrechtovou, Ph.D..
Na tomto tématu pracovalo nékolik vyzkumnych skupin a experimenty probihaly jak na
smrku ztepilém, tak na buku lesnim. Vzhledem k tomu, ze studuji na Katedfe didaktiky
a zaméteni mého studia je Ucitelstvi biologie pro stfedni Skoly, byly mé casové
moznosti pro vyzkum mensi, neZ pro studenty na Katedie experimentalni biologie
rostlin, na niz jsem diplomovou praci vypracovala. Soustiedila jsem se tedy pouze na
vyzkum a kvantifikaci $krobu v chloroplastech jehlic rostoucich pfi rizné ozafenosti
a riizné koncentraci CO;. Jehlice byly odebrany z 10 stromu smrku ztepilého v jednom
roce Vv jednom sezéonnim obdobi. Ma prace tak doplni vysledky kolegt, ktefi pracovali
s vétsim objemem dat ¢i pouzivali jiné metody vyhodnocovani obsahu Skrobu
Vv chloroplastech. Zaroven také pfinese uzitené poznatky =z hlediska metodiky
vyhodnocovani obsahu Skrobu v chloroplastech. Pro udani obecnéjSich zavért a pro
pfesngj$i reakce na hypotézy bude vhodné vychazet z vétSitho poctu vzorkd Ci
opakovani. Pravé opakovani métfeni v riznych letech 1 riiznych fazich sezonniho obdobi
poskytne komplexni nahled na reakci stromu na ozafenost a koncentraci CO,. Pomuze
také eliminovat odchylky v datech zplisobené nestandardnimi vykyvy pocasi (napft.
delsi obdobi sucha, extrémni mrazy, atd.). Dal§im faktorem, na ktery by mél byt bran
zfetel, je stafi zkoumanych jedinct. Pro milj vyzkum byly pouzity juvenilni, 11 let staré
stromy. Velké mnozstvi vyzkumi probihda pravé na juvenilnich stromech, ¢i na
semenaccich. Je vSak ziejmé, ze dospélé stromy mohou reagovat na vybrané faktory
rozdiln€. Experimenty na dospélych stromech jsou ovSem velice Casové i finan¢né

narocné.

Studie na podobnd témata jsou v dne$ni dobé, kdy pozorujeme klimatické

zmény, nezbytné. Lesy predstavuji nejdulezitéjsi biom z hlediska ukladani uhliku do

78



biomasy, jsou vSak stale Castéji vystavovany intenzivnim stresovym faktoram. Jednim
Znich je i zvySujici se extremita pocasi. I pfesto, Zze se celkovy ro¢ni thrn srazek
Vv poslednich dekadach vyrazné nelisi, kvili nerovnhomémému rozlozeni srazek béhem
roku castéji dochazi k delSim obdobim sucha. Takova situace nastala napf. i v roce
2015, kdy bylo béhem srpna a zaii extrémni sucho, které v nékterych oblastech, jako
napiiklad v Beskydech, pietrvalo az do podzimu (CzechGlobe, Intenzita sucha;
http://www.intersucho.cz/cz/mapyl/intenzita-sucha/). Nepiiznivé podminky pocasi
mohou strom oslabit, ten se pak stavd nachylnym k dalSim stresovym faktorim.
V piipad¢ smrku ztepilého maji delsi obdobi sucha za ndsledek snizenou odolnost
stromu proti napadeni lykozroutem smrkovym, ktery ptedstavuje neustdlou hrozbu pro

nasSe lesy (Albrechtova, J., osobni konzultace).

Vzhledem k tomu, Ze zvySovani koncentrace CO, Vv ovzdusi je v dnesni dobé
stadle vice a vice diskutované téma, doufidm, ze i ma prace pomuize odhalit, jakym
zpusobem na takovéto zmény reaguje smrk ztepily, a pii zahrnuti téchto vysledki do
SirStho kontextu poté nastinit, jakym zplsobem se bude vyvijet lesni ekosystém

temperatnich i borealnich lesa.
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6.7Zaver

Obsahem této zavérecné kapitoly bude vyhodnoceni splnéni stanovenych cild,

srovnani vysledkil s hypotézami, a zasazeni vysledkt této prace do $irSiho kontextu.

Cil 1) Urcit, zda prvni vrstva mezofylu pod pokozkou je pro kvantifikaci Skrobu
reprezentativni pro celou jehlici; a Hypotéza 1) Prvni vrstva mezofylu je reprezentativni

pro celou jehlici z hlediska kvantifikace skrobu v chloroplastech

Vysledky z méfeni pomérného zastoupeni skrobu v chloroplastech z prvni vrstvy
mezofylu pod pokozkou a celé plochy mezofylu byly téméf shodné. Piesto jsem
Vv pfipad€ vyhodnoceni obsahu skrobu v ozatrenych jehlicich rostoucich pfi atmosférické
koncentraci CO, zjistila signifikantni rozdil mezi vysledky z prvni vrstvy mezofylu pod
pokozkou a zcelé plochy mezofylu. Chloroplasty z prvni vrstvy obsahovaly méné
Skrobu, nez chloroplasty vybirané z celé plochy. Tento rozdil nebyl znatelny na ploSe
chloroplastu, pouze na plose Skrobového zrna a tim padem i na pomérném zastoupeni
Skrobu v chloroplastu.

Cil 1) lze tedy povaZovat za UspéS$né splnény, Hypotéza 1) se vSak ukézala jako
platnd pouze v pfipadé stanoveni plochy chloroplastu. V ptipadé stanoveni plochy
Skrobového zrna a pomérného zastoupeni Skrobu v chloroplastech nelze tuto hypotézu
jednoznaéné podpofit. Jeji platnost se vSak prokazala ve 3 ze 4 kombinaci vnéjSich
faktori. Predpokladam, ze pfi veétSim poctu vzorkll ¢i opakovani by bylo mozné
vyhodnotit reprezentativnost chloroplasti z prvni vrstvy mezofylu s vétsi jistotou.
Ptipadné¢ bych doporucila reprezentativnost chloroplasti z prvni vrstvy mezofylu
ovétovat diive ve vegetatni sezon€. Absence Skrobovych zrn v relativné velkém podilu
méfenych chloroplastii dana pravdépodobné koncem vegetacni sezony vnasely do dat
vyssi variabilitu. Kvantitativni vyhodnoceni dal§iho odbéru vSak piesahovalo ramec této

diplomové préce.

Cil 2) Vyhodnotit viiv ozarenosti a zvysené koncentrace CO, na pomérné zastoupeni
Skrobu na mediannim vezu chloroplastit v mezofylu jehlice smrku ztepilého; Hypotéza 2)
V jehlicich stromii rostoucich pri zvysené koncentraci CO; je obsah Skrobu vyssi, nez
pri bézné koncentraci CO, V ovzdusi; a Hypotéza 3) Ve slunnych jehlicich je na

mediannim rezu chloroplastem vyssi pomérné zastoupeni Skrobu, nez ve stinnych
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Ze dvou studovanych faktori meéla jednoznacné siln€j$i vliv ozafenost.
Chloroplasty slunnych jehlic obsahovaly vice Skrobu, signifikantni rozdil vsak byl
pozorovan pouze pii spolecném pulsobeni ozarenosti a CO,. Velikost samotnych
chloroplastii nebyla ozatrenosti vyrazné ovlivnéna.

Vliv koncentrace CO, mél na obsah Skrobu v chloroplastech také signifikantni vliv,
kdy oSetfené chloroplasty obsahovaly Skrobu vice. Rozdil vSak byl znatelnéjsi, jak jiz
bylo zminéno, pfi kombinaci s vyS$i ozafenosti. V takovém pitipadé obsahovaly
chloroplasty az pétinasobné vice skrobu, nez pfi ptisobeni pouze zvySené koncentrace

CO,. Na plochu chloroplastu opét nemélo zvyseni koncentrace CO; znatelny vliv.

Cil 2) tedy povazuji za splnény, Hypotézy 2) a 3) za platné.

| presto, ze k vysloveni obecnéjSich zavéri by bylo potfeba vEtsi mnozstvi
opakovani a vyhodnoceni vétsiho mnozstvi vzorkd, doufdm, Ze tato prace prispéje
k prohloubeni znalosti o odezvé lest k probihajici klimatické zméné. Tyto znalosti ndm
pak pomohou odhadnout, jaka bude v kolobéhu uhliku uloha lesti v budoucnosti, zda

bude les sinkem, ¢i se stane zdrojem uhliku v atmosféte.
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