UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Zmény svétlem indukovaného pohybu chloroplastii

béhem senescence rostlin

BAKALARSKA PRACE

Autor: Tereza Cytikova

Studijni program: B1406 Biochemie

Studijni obor: Biotechnologie a genové inzenyrstvi
Forma studia: Prezencni
Vedouci prace: doc. RNDr. Martina Spundova, Ph.D.

Rok: 2020



Prohlasuji, Ze jsem bakalafskou praci vypracovala samostatné s vyznacenim vSech
pouzitych pramenti a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim bakalaiské prace podle
zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, ve znéni pozdéjsich predpist. Byla jsem
seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona

¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, ve znéni pozdé€jSich predpisi.

VOIomouCi dne.......cooooeeee

Tereza Cytikova



Podékovani

Rada bych podékovala vedouci mé bakalaiské prace doc. RNDr. Martiné Spundové,
Ph.D., za odborné vedeni, cenné rady, Cas, ktery mi vénovala, a hlavné za ochotu
a trpélivost, kterou se mnou béhem psani této bakalaiské prace méla. Déle bych chtéla
podékovat Mgr. Zuzan¢ Kucerové za pomoc a cas, ktery mi vénovala pifi feSeni

experimentalni ¢asti bakalarské prace.



Bibliograficka identifikace

Jméno a piijmeni autora Tereza Cyiikova
Nazev prace Zmény svétlem indukovaného pohybu chloroplast

béhem senescence rostlin

Typ préace Bakalarska

Pracoviste Katedra biochemie

Vedouci prace doc. RNDr. Martina Spundova, Ph.D.
Rok obhajoby prace 2020

Abstrakt
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Cile prace

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma zmeén chloroplasti béhem senescence
rostlin a mechanismu pohybu chloroplast vyvolaného svétlem

2. Zjistit, zda a jak se méni pohyb (akumula¢ni a Gnikovy) chloroplastii vyvolany
modrym svétlem u razné zelenych listh béhem juvenilni a reprodukcéni faze
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3. Vlistech pouzitych k méfeni pohybu chloroplasti stanovit obsah chlorofylu
a ucinnosti fotochemie fotosystému II (parametr Fv/Fm) za ucelem posouzeni

miry jejich senescence



1 UVOD

Svétlo je nezbytnou podminkou pro pieziti téméf vSech organisml na Zemi a je klicové
zejména pro rostliny, nebot’ ty jsou schopné svétlo absorbovat a vyuzit ve fotosyntéze.
Také se jedna o jeden z mnoha faktort, které rostliny ovliviiuji béhem jejich riistu
a vyvoje. Pii ptisobeni svétla na rostliny hraje dulezitou roli, jak dlouho na né svétlo
pusobi a v jaké intenzité. Tyto charakteristiky mohou mit vliv na procesy, které se
svétlem spoustéji a v kone¢ném diisledku také mohou ovlivnit starnuti rostliny.

Svételné podminky nejsou stale stejné a beéhem sezony ¢i dne se méni, Casto také
kolisaji kvili pfitomnosti obla¢nosti. Na zménu svételnych podminek rostliny reaguji
zejména pomoci fotoreceptord. V rostlindch existuje fada mechanismi, které jim
umoznuji prizpisobit se svételnym podminkam, jednim znich jsou fotorelokaéni
pohyby chloroplast.

Pohyb chloroplastii nastdva pti zméné svételnych podminek — plsobenim svétla
0 urcité intenzité se chloroplasty pfesunou do pozice, ve které setrvavaji, pokud nedojde
k dal$i zméné svételnych podminek. Pii plsobeni svétla o nizké intenzité vykonavaji
chloroplasty akumulaéni pohyb — hromadi se v oblastech ozafenych svétlem, aby
zvysily ucinnost fotosyntézy. Naopak pii plisobeni svétla o vysoké intenzité dochazi
k tinikovému pohybu — chloroplasty se pohybuji smérem od svétla, aby zabranily
absorpci nadmérného svétla a tim pfipadnému poskozeni fotosyntetického aparatu.

Soucasti Zivotniho cyklu rostlin je 1 senescence, coZ je zpravidla posledni faze, ktera
nastavd pred odumfenim rostliny, pfipadné listu. Jednd se o fizeny proces, ktery
umoziuje rostliné recyklaci latek ze starnoucich listii do jinych ¢asti, jako jsou semena,
vyvijejici se listy, pupeny nebo plody. Aby recyklace latek probéhla efektivng, musi byt
proces senescence regulovan, mimo jiné proto, aby se predchdzelo absorpci nadmérné
ozétenosti a naslednému riziku fotooxidativniho poskozeni bunék.

Nejcasnéjsi zmeény spojené se senescenci listl nastdvaji pravé v chloroplastech,
protoze je v nich alokovéano velké mnozstvi latek (hlavné dusiku jako soucésti velkého
mnozstvi chloroplastovych proteinil), které rostlina Vv priibéhu senescence piesouva.
Degradacni procesy v chloroplastech postupné vedou k jejich zmenSovéani a poklesu
jejich poctu. Doposud neni jasné, do jaké miry ziistava pii senescenci funkéni svétlem
vyvolany pohyb chloroplastii jako jeden z fotoprotektivnich mechanismii, ktery by mohl

pfispivat k optimalnimu prabéhu senescence.



Zmény pohybu chloroplasti béhem senescence rostlin zatim nebyly systematicky
studovany. Jako prvni se této problematice ¢asteéné vénovala ve své diplomové praci
Rolencova (2008). Zjistila, ze s klesajicim obsahem chlorofylu doslo v listech tabaku
virginského (Nicotiana tabacum L. cv. Samsun) ke sniZeni rychlosti a rozsahu pohybu
chloroplastii vyvolaného svétlem.

Dalsi informace o téchto zménach jsou zminény v pracich Nau$ et al. (2010)
a Naus et al. (2016). V ramci studia pohybu chloroplastii v jinych souvislostech uvedeni
autofi zjistili, ze u tabaku virginského (Nicotiana tabacum L. cv. Samsun) (Naus et al.,
2010) a je¢mene setého (Hordeum vulgare L.) (Naus et al., 2016) byl rozsah pohybu
chloroplasti Vv reprodukéni fazi rostlin mensi nez u rostlin v juvenilni fazi. Dale bylo
u listh tabaku potvrzeno zmensSovani rozsahu Unikového pohybu s klesajicim obsahem
chlorofylu v listech (Naus et al., 2010).

V navaznosti na tyto informace jsme se rozhodli zjistit, zda a jak se méni svétlem
vyvolany pohyb chloroplastii v zavislosti na obsahu chlorofylu u listd husenicku rolniho
a pSenice seté a srovnat tyto zmény sjiz popsanymi zménami v listech tabaku
virginského. Je totiz znamo, Ze rozsah pohybu chloroplasti se obecné muze lisit
u riznych rostlinnych druhti, tudiz by se mohly lisit i jeho zmény zptisobené senescenci.
Pohyb chloroplasti byl sledovan pomoci méfeni zmén optické propustnosti listu, a to

jak v juvenilni, tak v reproduk¢ni fazi rostlin.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Vyznam chloroplasti

Chloroplasty jsou buné¢né organely zprostiedkovavajici fotosyntézu, ktera je nezbytna
pro zivotni procesy rostlin. Rostliny, které jsou schopné vyuzit svétlo, jako zdroj
energie pro fotosyntézu, se nazyvaji fototrofni. Pfisun svétla je regulovan, jinak by po
nadmérném osvétleni mohlo dochazet k tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS),
oxidativnimu poskozeni a nasledné inhibici fotosyntézy.

Chloroplasty dosahuji velikosti 2 — 5 pm. Jsou tvofeny vnéjsi obalkou, stromatem
a vnitinim membranovym systémem — tylakoidy. V tylakoidnich membranach jsou
ulozeny pigment-proteinové komplexy, jejichz soucasti jsou proteiny a pigmenty
chlorofyly a karotenoidy. Vnitini prostor tylakoidi se nazyva lumen. Zakladni barvu
vSem fotosyntetizujicim rostlindm dava zelena barva hlavniho fotosyntetického
pigmentu chlorofylu, ktera je dana jeho absorpci v modré a Cervené Casti svételného
spektra. Karotenoidy maji kromé& pomocné svétlosbérné funkce také funkci ochrannou —
zabraniuji absorpci prebyte¢ného svételného zafeni a tim chrani fotosynteticky aparat
pied poskozenim.

Chloroplasty zaujimaji v buiice rtiznou pozici, pohybuji se. Pohyb chloroplasti
v listech rostlin je regulovan intenzitou svétla dopadajiciho na list, ktera urcuje,
usporadani chloroplastdi v burice. Cilem pohybu chloroplastt je efektivni hospodateni
listu s dopadajicim svétlem. Pti nizkych intenzitich se chloroplasty uskupi tak, aby
zachytily co nejvice svétla. Pti ptisobeni svétla o vyssi intenzité chloroplasty ve svrchni
vrstve listu ustupuji kK boénim sténdm bunék a svétlo tak mize projit k chloroplastim ve
spodnich vrstvach listu (Rolencova 2008). Zaroven se timto zplsobem chloroplasty

chrani pred nadmérnou ozatfenosti a ptipadnym (foto)oxidativnim poskozenim.

2.2 Pohyb chloroplasti

Pohyb chloroplasti vyvolany svétlem byl pozorovan témét ve vSech skupinéach rostlin
od fas az po vyS8i rostliny. Chloroplasty maji rizné umisténi v bunkach podle
svételnych podminek, kterym jsou vystaveny. Jejich pohyb se méni na zakladé intenzity
svétla. Mira pohybu se muze li$it u riznych druht rostlin (Kagawa a Wada, 2002;
Koniger a Bollinger, 2012). Rozeznavame 2 druhy pohybu chloroplasti vyvolaného

svétlem:



1) Unikovy pohyb (,,avoidance response® — z angl. vyhybat se)
Tento typ pohybu nastava tehdy, kdyZz na rostlinu ptisobi svétlo o vétsi intenzité.
Dochazi k pohybu chloroplasti z oblasti ozafené svétlem smérem k bunéénym
sttnam rovnobé€znym s dopadajicim zafenim, do tzv. pozice parastrophe
(Obr. 1). Chloroplasty timto pohybem zabranuji piipadnému poskozeni
fotosyntetického aparatu nadmérnou ozatrenosti (Kagawa a Wada, 2002; Wada,
2016; Gotoh et al.,, 2018). Tento pohyb také pfispiva k proniknuti svétla
k chloroplastim v hlubSich vrstvach listu, coZz muze vést k rovnomérnéjsi
distribuci svétla mezi chloroplasty a zvySeni celkové fotosyntézy (Brugnoli
a Bjorkman, 1992).
2) Akumula¢ni pohyb (,,accumulation response* — z angl. shromazd’ovat se)
Tento pohyb nastava, kdyz na rostlinu pusobi svétlo o malé intenzité. Dochazi
ke shromazd’ovani chloroplastti podél bunéénych stén kolmych k dopadajicimu
svétlu — v pozici diastrophe (Obr. 1). Chloroplasty timto pohybem zvysuji
ucinnost fotosyntézy a produkci rostlinné biomasy (Kagawa a Wada, 2002;
Wada, 2016; Gotoh et al., 2018).
Kdyz je rostlina pienesena ze svétla do tmy, zajmou chloroplasty po uréité dobé tzv.
pozici — apostrophe (Wada, 2016).

Obr. 1 Schématické znazornéni umisténi chloroplastii v bunce pfi plisobeni rizné intenzity
svétla. Parastrophe (1), diastrophe (2), apostrophe (3). Pocet $ipek znazorituje miru ozarenosti.

Srovnanim pohybu chloroplasti u riznych druhtd vys$Sich rostlin se zabyvaly
Koniger a Bollinger (2012). Tyto autorky zjistily, ze rozsah a rychlost pohybu
chloroplastii je vétsi u rostlin preferujicich vyssi intenzitu svétla v porovnani se
stinomilnymi rostlinami. Nejvétsi mira Gnikového pohybu Vv porovnani s ostatnimi
zkoumanymi rostlinami byla zaznamenana u husenicku rolniho (A. thaliana). Koniger

a Bollinger (2012) nepotvrdily hypotézu uvedenou v praci Augustynowicz a Gabry$



(1999) na kaprodorostech, podle které maji vétsi rozsah a rychlost pohybu chloroplastii
rostliny rostouci v proménlivych svételnych podminkéach oproti rostlindm rostoucim pii

stabilngjSich svételnych podminkach.

2.2.1 Mechanismus pohybu chloroplasti

Fotomorfogeneze je vyvoj rostlin zprostfedkovany svétlem. Pro regulaci ristu vyuzivaji
rostliny rizné fotoreceptory, kterymi jsou schopny reagovat na svételny podnét (Wada,
2016). Po percepci signalu z vnéjsiho prostedi specifickymi receptory, je signal dale
prenasen signalnimi drahami do své cilové oblasti, kde plni urcitou funkci (Suetsugu
etal., 2016)

Mezi fotoreceptory fadime fytochromy, které absorbuji cervené a daleké cCervené
svétlo (620-850 nm) a déle fototropiny a kryptochromy, coz jsou specifické receptory
reagujici na modré svétlo a UV-A (320 — 500 nm) (Briggs a Huala, 1999; Christie,
2007). Pohyb chloroplastt je u vétSiny rostlin fizen modrym svétlem o vinové délce 400
— 500 nm. U vétsiny nizsich rostlin je pohyb indukovan ¢ervenym svétlem o vinové
délce 600 — 700 nm (Brugnoli a Bjérkman, 1992; Christie, 2007; Kong a Wada, 2014;
Park a Runkle, 2018). Cervené svétlo u vétsiny vyssich rostlin pohyb chloroplasti
nevyvolava (Trojan a Gabrys, 1996; Augustynowicz a Gabrys, 1999).

Cryptochrome Phytochrome

Phototropin

Obr. 2 Rozdéleni fotoreceptort a jejich vinové délky, ve kterych absorbuji (Upraveno podle Jiao
et al., 2007).

2.2.1.1 Fototropiny

Fototropiny jsou rostlinné fotoreceptory, které se nachazeji v riznych typech rostlin —
od jednobuné¢nych fas az po vyssi rostliny (Suetsugu a Wada, 2007). Jsou zodpovédné
za fotorelokac¢ni pohyby chloroplastti u vyssich rostlin (Wada et al., 2003).



Fototropiny se kromé& pohybu chloroplasti podileji i na regulaci fady dalsich
fyziologickych odpovédi. Tyto odpovédi lze rozdélit do dvou kategorii: dlouhodobé
odezvy, jako je fototropismus, a kratkodobé odezvy, jako je otevirani praduchu
a pohyby chloroplasti. Posledné jmenovanymi odezvami rostlina reaguje na rychlé
zmény svételnych podminek prostiedi (Briggs a Christie, 2002; Christie, 2007; Wada
a Kong, 2011).

Ve vyssich rostlinach jsou znamé dva druhy fototropint, fototropinl (photl)
a fototropin2 (phot2) (Briggs a Christie, 2002). Jak photl, tak phot2 zprostiedkovavaji
akumulaéni pohyb chloroplastt, piesto se phot2 zapojuje hlavné v inikovém pohybu.
Photl se sice také zapojuje do tohoto pohybu, ale jeho ucast neni tak vyznamna.
Zatimco photl ftidi reakce vyvolané mensi intenzitou svétla a dava tak signal
cytoskeletu, ktery pohybuje chloroplasty smérem k dopadajicimu zafeni, phot2 ftidi
reakce vyvolané vyssi intenzitou svétla a dava signal cytoskeletu pro tnik chloroplastii
od dopadajiciho zafeni (Kagawa, 2001; Kasahara et al., 2002; Luesse et al., 2010).

Jak phol, tak phot2 jsou ve tmé primarné lokalizovany na plazmatické membrang.
V reakci na modré svétlo se photl piemistuje z plazmatické membrany do cytoplazmy.
Toto pfesouvani umoznuje kinasova doména. Phot2 nachazejici se, jak na plazmatické
membran¢, tak na obalce chloroplastii se piisobenim modrého svétla presouva smérem
ke Golgiho aparatu. Toto piesouvani umoziiuje C-terminalni doména (Sakamoto
a Briggs, 2002; Kong et al., 2006, 2013; Kong a Wada, 2014; Galvao a Fankhauser,
2015).

Zakladem struktury fototropinii je protein, ktery se skladd z900 — 1 000
aminokyselinovych zbytki, a dale dvé molekuly flavinového mononukleotidu (FMN),
ktery funguje jako chromofor (Niyogi, 1999; Li et al., 2009). C-terminalni oblast
proteinu obsahuje serin/threoninovou kinasu (Briggs a Christie, 2002). V N-terminalni
oblasti proteinu jsou dvé domény, LOV1 a LOV2. Tyto domény jsou regulovany
faktory jako je svétlo, kyslik a napéti, podle toho vznikla jejich zkratka LOV (light,
oxygen and voltage) (Briggs et al., 2001). Ob¢ tyto domény se z velké ¢asti podileji na
fotoreloka¢nim pohybu chloroplastii, tim Ze se zapojuji do fototropinové signalizace
(Wada a Kong, 2011).

Domény LOV v N-terminalni oblasti proteinu jsou nezbytné pro fototropinovou
signalizaci, protoze tvoii vazebné misto pro navazani FMN. Ten je zodpovédny za

absorpci modrého svétla (Kong a Wada, 2014). FMN je na LOV2 v zakladnim stavu



doménu navazan nekovalentné, absorpci svétla pak dochazi k vytvoteni piechodné
kovalentni vazby mezi FMN a sousednim cysteinovym zbytkem v jadru LOV domény
(Chen et al., 2004; Jones et al., 2013; Luksikova, 2017).

Absorpci svétla doména LOV2 indukuje konformacni zmény Ja helixu a nasledné
dochazi k aktivaci C-terminalni kinasové domény. Piedpoklada se, ze Jo helix
interaguje s C-terminalni Kinasovou doménou a umoziuje ji tak regulovat (Aihara et al.,
2008). Aktivace C-terminalni kinasové domény vede k autofosforylaci fototropinu
ainiciaci fototropinové signalizace V reakci na modré svétlo (Briggs et al., 2001;
Suetsugu a Wada, 2007; Christie, 2007; Kong et al., 2007). Autofosforylace molekuly
fototropinu je povazovana za jeden z klicovych krokd, ktery spousti pohyb chloroplastt
(Reiland et al., 2009).

Domény LOV1 a LOV2 jsou si navzajem velmi podobné. Sdileji piiblizné 60%
sekven¢ni identitu a maji tak spoleénou sekundarni a terciarni strukturu (Crosson
a Moffat, 2001; Christie, 2007; Nakasako et al., 2008). LOV2 doména je vyznamng&jsi,
protoze funguje jako hlavni svételny senzor regulujici signalizaci receptoru a je tak
dilezita pro zakladni funkci fototropinti (Cho et al., 2007; Kaiserli et al., 2009). LOV1
reguluje pasobeni LOV2 (Okajima et al., 2014).

light perception light activation through
through photocycles conformational change

Ja Helix
multimerization (dimer) (monomer) membrane assomahon

signaling regulator

Obr. 3 Schéma signalni drahy fototropini. Fototropiny obsahuji LOV1 a LOV2 doménu na
N-konci a serin/threoninovou protein kinasu na svém C-konci. Po absorpci svétla LOV2
doména indukuje konformacni zmény Jo helixu a pusobi jako molekularni piepina¢ kinasové
domény. LOV1 na druhou stranu zeslabuje citlivost piepinace (LOV2 domény) na svétlo
(ptevzato z Kong a Wada, 2014).



2.2.1.2 Zapojeni dalsich fotoreceptori do pohybu chloroplasti

Jednim z dalSich fotoreceptort, ktery se zapojuje do regulace pohybu chloroplasti je
fytochrom. Jde o fotoreceptor, ktery absorbuje ¢ervené a dlouhovinné Cervené svétlo.
Molekula fytochromu se sklada ze dvou podjednotek, z nichz kazda je sloZena
z polypeptidu s jednim tetrapyrrolem, ktery je zodpovédny za vnimani svétla.
Fytochromy jsou zvlasté vyznamné pro regulaci kliceni semen, ovlivnéni bunééného
déleni, doby kveteni a senescence (Quail, 1997; Schéafer a Nagy, 2006).

U rostlin se nenachazi jen jeden typ fytochromu, muze jich byt i vice. Ty se pak od
sebe lisi ve slozeni proteinu, ktery je kodovan riznymi geny (Azari et al., 2010).
U modelové rostliny husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) byla molekularnim
vyzkumem zjisténa existence péti gent kodujicich fytochromy phyA, phyB, phyC,
phyD a phyE (Sharrock a Quail, 1989; Clack et al., 1994).

U fytochromti bylo objeveno, ze se mohou podilet na modulaci pohybu
chloroplastd. Mutanti husenicku rolniho (Arabidopsis thalina) s defektem ve phyA
aphyB vykazovaly zvySeny rozsah tunikového pohybu chloroplasti vyvolaného
modrym svétlem ve srovnani s divokym typem A. thaliana. Rostliny A. thaliana se
zvySenou expresi phyA a phyB vykazovaly zvySeny rozsah akumula¢niho pohybu
chloroplastii vyvolaného modrym svétlem oproti divokému typu A. thaliana. Z téchto
vysledka vyplynulo, ze fytochromy pravdépodobné ovliviiuji pfechody mezi pohybem
chloroplasti vyvolané nizsi a vyssi intenzitou modrého svétla v A. thaliana (DeBlasio et
al., 2003).

2.2.1.3 Cp — aktinova vldkna a zapojeni Ca?*

Pohyb chloroplasti je po spusténi fototropinové signalizace zprostiedkovan cp-
aktinovymi vlakny (chloroplastovéa-aktinova vlakna). Zapojeni cp-aktinovych vlaken do
pohybu chloroplasti bylo poprvé pozorovano V kapradorostu netiku (Adiantum
capillus-veneris) a v mechu ¢epence odstalé (Physcomitrella patens) (Yamashita et al.,
2011; Tsuboi a Wada, 2012).

Cp-aktinova vlakna jsou aktinovymi strukturami, které jsou lokalizovany v prostoru
mezi chloroplastem a plazmatickou membranou. Chloroplasty jsou schopny se podél
téchto vlaken pohybovat. Vyskyt cp-aktinovych vlaken byl popsan u mnoha druht
rostlin (Kadota et al., 2009; Kong a Wada, 2011). Do fotoreloka¢niho pohybu

chloroplastii se kromé cp-aktinovych vlaken zapojuji pravdépodobné i myosiny (Kong



a Wada, 2011). Mechanismus jejich zapojeni do pohybu chloroplasti vSak zatim nebyl
objasnén. Cp-aktinova vldkna se od aktinovych filamentd 1isi v délce, tvaru,
a regula¢nich mechanismech (Kadota et al., 2009; Kong et al., 2013). Jsou velmi kiehka
a snadno se rozpadaji, coz komplikuje jejich detekci (Wada a Kong, 2018). | z toho
davodu je o jejich fungovani stale mélo informaci.

Pteskupeni cp-aktinovych vldken v urcitém misté chloroplastt je ptredpokladem pro
zménu jejich pozice v reakci na modré svétlo. Pii vyssi intenzité modrého svétla se na
neozafené strané chloroplastd hromadi nové polymerizovana cp-aktinova vlakna, na
ozéfené strané naopak dochdzi k rychlé depolymerizaci vlaken. Toto pfeskupeni vlaken
pak vyvolava tnikovy pohyb chloroplasti z ozafen¢ho mista. Plisobenim nizké intenzity
modrého svétla se cp-aktinova vlakna hromadi na ozaifené stran¢ chloroplastu,
chloroplasty se tedy pohybuji smérem Kk ozatenému mistu — dochazi K jejich
akumula¢nimu pohybu (Kadota et al., 2009; Wada a Kong, 2011; Kong et al., 2013).
Preusporadani aktinovych vldken je obecné zprosttedkovano koordinovanymi procesy
nukleace vlakna, rustu a déleni (Hussey et al.,, 2006). Pii pusobeni konstantnich
svételnych podminek jsou cp-aktinova vlakna distribuovdna rovnomérné po obvodu
chloroplastu a chloroplasty se nachazeji ve stacionarni pozici (Kong a Wada, 2014). Na
organizaci cp-aktinovych vlaken se podili specificky protein zvany CHUPI
(CHLOROPLAST UNUSUAL POSITIONING1). Ten je lokalizovan na povrchu
chloroplastii a je nezbytny pro jejich umisténi v buiice (Schmidt von Braun a Schleiff,
2008; Oikawa et al., 2008).

V prubéhu let se doslo ke zjisténi, Ze se na pienosu signalu z fotoreceptoru
k chloroplastim podili Ca?* (Wada et al., 2003). Zapojeni Ca?* do pohybu chloroplastii
bylo zkoumano u netiku (Adiantum capillus-veneris) (Sato et al., 2001, 2003a) ¢epenky
odstalé (Physcomitrella patens) (Sato et al., 2003b) a huseni¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana) (Stoelzle et al., 2003). Uvedeni autofi doli k zavéru, ze se Ca®" zapojuji do
regulace pohybu chloroplastil. Pfedpoklada se, Ze fototropiny aktivuji kanaly pro Ca?*
(Stoelzle et al., 2003). Role Ca?* v pohybu chloroplasti vyvolaném svétlem je ale stale

nejasna.

2.2.2 Zmény pohybu chloroplastii zpiisobené abiotickymi stresovymi faktory

Bylo zjisténo, Ze pohyb chloroplasti vyvolany svétlem je ovliviiovan plisobenim

nékterych abiotickych stresovych faktort.



Zmény pohybu chloroplastii vyvolané vysokoteplotnim stresem byly zkoumany
u tabaku virginského (Nicotiana tabacum L. cv. Samsun). Pidsobenim vyssich teplot
(> 40°C) doslo k inhibici unikového a akumula¢niho pohybu chloroplasti (Frolec et al.,
2010). Pohyb chloroplasti byl studovan také pii nizké teploté v butikach kaprad’orostu
netiku (Adiantum capillus-veneris). Pisobenim nizké intenzity svétla pii teploté 25 °C
se chloroplasty shromazd’ovaly podél bunéénych stén kolmych k dopadajicimu svétlu
(vykonavaly akumulacni pohyb), avSak pii 4 °C se chloroplasty piisobenim stejné
intenzity svétla premistily k bunéénym st€énam rovnobéznym s dopadajicim zarenim, Slo
tedy o pohyb unikovy. Pfi pouziti vyssi intenzity svétla chloroplasty vykonavaly
unikovy pohyb mnohem rychleji (Kodama et al., 2008).

V praci Kondo et al. (2004) bylo zjisténo, ze pii nedostatku vody vytvorily
chloroplasty v listech sukulentnich rostlin shluky v jedné nebo nékdy ve dvou
oblastech cytoplazmy, aniz by doslo k jejich poskozeni. U riiznych druhi sukulentnich
rostlin se béhem zasychani vyskyt shluku 1isil. Listy se shluky chloroplastti vykazovaly
vys$Si transmitanci ve srovnani s kontrolnimi listy, které mély chloroplasty rozptylené
VvV bunice. Podle autorGi vys$si transmitance v zasychajicich listech odpovidala nizsi
absorpci svétla pravé z divodu shluknuti chloroplasti. Da se predpokladat, ze
shlukovani chloroplastii v dasledku zasychani by mohlo vést k inhibici jejich pohybu
vyvolaného svétlem, coz ale autofi v praci netesili.

Vlivem nedostatku vody ptimo na pohyb chloroplastii se zabyvali Nau§ et., al.
(2016). Zasychani lista tabaku (Nicotiana tabacum L. cv. Samsun) a je¢mene (Hordeum
vulgare L. cv. Akcent) vedlo k inhibici tnikového pohybu chloroplastti v bunkach,
ackoliv funkce fotosyntézy zlstala neovlivnéna. Pfesny mechanismus inhibice svétlem
vyvolaného pohybu chloroplasti v disledku zasychani rostlin, nebyl zatim objasnén.
Nicméné& Sniegowska-Swierk et al. (2015) zjistili, ze v zasychajicich listech dochézi ke
zménam usporadani aktinového cytoskeletu, coz by podle autord mohlo vést k inhibici

pohybu chloroplast.

2.3 Senescence

Senescence je typ programované bunécné smrti, ktera je fizena geneticky (Nam, 1997).

U rostlin mizeme charakterizovat dva typy senescence: mitotickou a post-mitotickou.
Mitoticka je typicka pro listy rostlin v pofate¢nim stadiu vyvoje a post-mitoticka
nastava U dospélych listi (Gan, 2007). Pojem senescence se vétS§inou pouziva ve

vyznamu senescence post-mitotické a tak je tomu i v této praci. Pro studium senescence
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jsou casto vyuzivany rostliny psenice, ryze a jeCmene (jednoleté) z divodu jejich
vyznamu pro zem&délstvi. Kromé téchto rostlin je pro studium senescence vyuzivana
i modelova rostlina huseniek rolni (Arabidopsis thaliana), také jednoleta (Srivalli
a Khanna-Chopra, 2004).

U rostlin béhem senescence dochazi k remobilizaci zivin (dusiku, fosforu, siry,
kovovych iontll) z jiz senescentnich ¢asti rostlin do téch, které piezivaji. V jednoletych
rostlinach jsou ziviny pfesouvany zpravidla do semen, u vytrvalych rostlin se ziviny
ukladaji v ptezivajicich organech (kmen, pupeny, kofeny).

Proces senescence zahrnuje postupnou degradaci bunéc¢nych organel, bunék a tkani.
Nejcasnéjsi zmeény, které u senescence nastavaji, jsou u chloroplasti, protoze je zde
alokovano velké mnozstvi latek (hlavné dusiku), které rostlina recykluje (Makino
a Osmond, 1991). Dochazi k masivni degradaci chloroplastovych komponent, zejména
proteinti a pigmentl, pfedevsim chlorofylti (viz kapitola 2.3.1). Postupné tak dochazi
k redukci velikosti a poctu chloroplastli, zatimco jadra a mitochondrie zustavaji
neporusena do posledni faze starnuti (Leshem, 1987; Gan a Amasino, 1997). Béhem
senescence je také postupné inhibovana funkce chloroplastli vcetné fotosyntézy (viz
kapitola 2.3.1).

U senescentnich listG probiha senescence zpravidla heterogenné Vv jejich plose ¢i
prufezu. Pletivo v oblasti cévnich svazku listi zistava zelené a fotosynteticky aktivni az
do posledni faze starnuti, coz umoziuje efektivni relokaci Zivin ze senescentniho listu

do zbytku rostliny (Obr. 4) (Gan a Amasino, 1997; Niewiadomska et al., 2009).

Obr. 4 A: Recyklace zivin v prabéhu senescence. Nékteré z zivin, jako je N, jsou transportovany
do vyvijejicich se semen a mladych organti na vrcholu vyhonku. B: Zména pigmentace listu
btizy, ktera zacina postupné od okraje listu a postupuje smérem do stfedu. Pletivo v oblasti
cévnich svazkt starne pozdé&ji, aby byl zajiStén transport zivin ze senescentnich bunék (pievzato
z Gan a Amasino, 1997).
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Senescence je jednak vysledkem piirozeného starnuti rostlin, jednak mize byt
iniciovana V reakci na biotické a abiotické stresové faktory (Woolhouse, 1967; Smart,
1994; Gan a Amasino, 1997). Biotickymi faktory se rozumi napf. vzajemné stinéni
rostlin nebo infekce patogeny. Mezi abiotické stresové faktory patii kuptikladu vysoka
nebo nizka teplota, nedostatek nebo nadbytek vody, ptitomnost toxickych latek, nizka
nebo nadmérnd intenzita svétla, slanost pidy a nedostatek zivin (Lim, 2003).
Senescence je v ptipadé¢ pusobeni stresovych faktorti vyrazné ovlivnéna, mize dochazet

i kK jejimu pfedéasnému zahajeni (Kyselakova et al., 2011).

2.3.1 Degradace chloroplastii béhem senescence

Chloroplasty jsou prvni organely, u kterych dochazi ke zméndm béhem piirozené nebo
stresem indukované senescence. Proteiny obsazené v chloroplastech véetné enzymu
RUBISCO (ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa) jsou postupné degradovany
aucinnost fotosyntézy se snizuje. Na degradaci chloroplasti se podili nékolik
intracelularnich degradac¢nich drah. Jednou z nich je degrada¢ni draha zahrnujici téliska
obsahujici RUBISCO (RCB - rubisco containing bodies) a dalsim piikladem je
autofagie celych chloroplasti (chlorofagie) (Ishida et al., 2014; Xie et al., 2015;
Masclaux-Daubresse et al., 2017; 1zumi a Nakamura, 2018). Pfedpoklada se riizna mira
zapojeni jednotlivych zplsobl degradace chloroplasti nebo jejich kombinace, mimo
jiné v zavislosti na podminkach, pfi kterych senescence probiha (lzumi a Nakamura,
2018).

U proteinu RUBISCO je jiz dlouho prokazano, ze se jeho obsah béhem senescence
snizuje jesté diive, nez se snizi pocet chloroplasti. To vedlo k hypotéze, Zze k jeho
degradaci dochazi mimo chloroplasty (Wittenbach et al., 1982). Pozd¢jsi vyzkumy
ukazaly, ze RUBISCO prechazi béhem jednoho z autofagnich procesti do RCB, ty se
pfesouvaji do centralni vakuoly a jejich obsah je ve vakuole degradovan. Zbyvajici Cast
chloroplastu (v¢etné tylakoidnich membran a jejich proteinll) je rozlozena procesem
chlorofagie, opét ve vakuole. Chiba et al. (2003) se domnivaji, Zze za soucasného
vytvoreni RCB se chloroplasty mobilizuji do vakuoly pies degradacni drahu autofagie.
RCB se vyskytuji uz vrané fazi senescence, kdyZz se obsah RUBISCO =zacina
zmensSovat, 1 piesto, Ze obsah chlorofyli jesté nezacal klesat (Izumi a Nakamura, 2018).

Predpoklada se, ze draha degradace chloroplastl prostiednictvim RCB pievlada za
podminek nizké ozarenosti nebo tmy, kdy rostlina nebo list trpi nedostatkem asimilatt

v disledku inhibice fotosyntézy. Na druhou stranu autofagie celych chloroplastti mize

12



prevladat za podminek nadmérné intenzity svétla (Izumi a Nakamura, 2018). Zpisob
degradace chloroplastii se mize taktéz lisit u riznych druhi rostlin. Ve vyzkumu, ktery
se zabyval senescenci listl pSenice seté (Triticum aestivum) a jeémene setého (Hordeum
vulgare), bylo zjisténo, ze se velikost a pocet chloroplastii postupné zmensovaly (Camp
et al., 1982; Ono et al., 1995; Springer et al., 2015). Krom¢ pSenice a je¢mene byl tento
jev pozorovan U huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) (Wada et al., 2009). Naopak
u fazole obycejné (Phaseolus vulgaris L.) byl pocet chloroplast na buiiku nezménén az
do posledni faze starnuti listt (Jenkins a Woolhouse, 1981).

Kromé sniZeni poc¢tu a velikosti chloroplasti se méni béhem senescence 1 jejich
ultrastruktura. Tyto zmény zahrnuji kuptikladu postupny zanik tylakoidnich membran,
rozpadani gran. Soucasné dochazi ke zvySeni poctu a velikosti plastoglobuli
(Lichtenthaler a Sprey, 1966; Tuquet a Newman, 1980; Ghosh et al., 2001; Spundova et
al.,, 2003; Tominaga et al., 2018). Senescence je obvykle doprovazena inhibici
fotosyntézy. Snizeni funkce fotosyntézy v souvislosti se senescenci je zptisobeno jak
inhibici reakci Calvin-Bensonova cyklu (sekundarni faze fotosyntézy), tak primarnich
fotosyntetickych reakci na tylakoidnich membranach. Inhibice sekundarni faze
fotosyntézy souvisi se snizenim aktivity a obsahu proteinu RUBISCO, stejné tak jako
aktivity ostatnich stromalnich proteinti. (Lu a Zhang, 1998; Tang et al., 2005; Spundova
et al., 2005; Sobieszczuk-Nowicka et al., 2018). Kinhibici primarnich reakci
fotosyntézy véetné fotochemie PSII dochazi pozdéji (Camp et al., 1982; Grover, 1993;
Spundova et al., 2005; VI¢kova et al., 2006). Diky nerovnovaze ve fungovani
primarnich a sekundarnich fotosyntetickych procesti, mize pii senescenci dochazet
k akumulaci ROS a naslednému oxidativnimu poSkozeni chloroplastd i celych bunék

(Viekova et al., 2006).

2.3.2 Pohyb chloroplasti béhem senescence

Pro rostlinu je dilezité, aby senescence probihala efektivnim zptisobem kvili zajisténi
maximalni recyklace Zivin. Pfi senescenci nariistd riziko fotooxidativniho poskozeni
buné¢k v disledku vétsi miry inhibice sekundéarnich fotosyntetickych reakci, v porovnani
s reakcemi primarnimi (Camp et al., 1982; Grover, 1993; gpundové et al., 2005;
Vickova et al., 2006). Z tohoto hlediska je pro rostlinu dalezité, do jaké miry zistava
v listech funkéni pohyb chloroplasti. Jde hlavné o pohyb tnikovy, kterym chloroplasty
zabranuji pfipadnému poskozeni fotosyntetického apardtu nadmérnou ozéatenosti

(Brugnoli a Bjorkman, 1992; Kagawa a Wada, 2002; Wada, 2016; Gotoh et al., 2018).
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Nicméné svétlem indukovany pohyb v senescentnich listech rostlin zatim nebyl
systematicky studovan, i kdyz lze ptedpokladat jeho zhorSeni. Rolencova (2008) se
timto castecné zabyvala ve své diplomové praci na listech tabaku virginského
(Nicotiana tabacum L. cv. Samsun). Pohyb chloroplastii byl sledovan pomoci méfeni
optické propustnosti (transmitance) listu pfi vinové délce 436 nm spektralnim
radiometrem. Na rostliné tabaku bylo vybrano 9 rtzné zelenych listi, od tmavé
zeleného po zluty. Listy adaptované na tmu po dobu 30 minut byly vystaveny modrému
svétlu 0 vysoké intenzitd (400 pmol-m2-s™) po dobu 30 minut a nasledné 30 minut nizsi
intenzit svétla (50 umol-m2-s?). Bylo zjisténo, ze u nejzelendjsiho listu s relativnim
obsahem chlorofylu 41 vzrostla transmitance po aplikaci svétla o vysoké intenzité 18X,
coz bylo nejvice v ramci métenych listi a chloroplasty se pohybovaly nejrychleji.
U listu s relativnim obsahem chlorofylu piiblizné polovi¢énim (hodnota 20) vzrostla
transmitance jen 4x. U senescencniho listu (hodnota 5) k pohybu chloroplasti po
aplikaci svétla nedoslo. U listt s relativnim obsahem chlorofylu > 30 se chloroplasty po
30 minutach slabého svétla vracely do piivodni pozice (v jaké byly pied piisobenim
silného modrého svétla), u listl s mensim relativnim obsahem chlorofylu pak dochazelo
Kk postupné inhibici tohoto pohybu. S klesajicim obsahem chlorofylu tedy doslo v listech
tabaku ke sniZeni rychlosti a rozsahu pohybu chloroplasti vyvolaného svétlem.

Dalsi informace 0 zménach pohybu chloroplastii Vv rizné starych listech tabaku
s rozdilnym obsahem chlorofylu byly zminény v praci Nau$ et al. (2010), ktera se
zabyvala studiem pohybu chloroplasti v jinych souvislostech. Méfeni pohybu
chloroplastii bylo provadéno na rizné zelenych listech, od tmavé zeleného po Zzluty
u mladsich a starSich rostlin tabaku virginského (Nicotiana tabacum L. cv. Samsun)
Unikovy pohyb chloroplastl byl v tomto piipadé vyvolan modrym svétlem o intenzité
(340 £ 20 pmol-m™?-s™) plisobicim po dobu 30 minut, nasledné byl vyvolan akumulaéni
pohyb chloroplastii piisobenim svétla o nizké intenzité (5 umol-m?-st) po dobu 30
minut. V pozici parastrophe (tj. po tnikovém pohybu) a diastrophe (tj. po akumula¢nim
pohybu) autofi zméfili pomoci pfistroje SPAD relativni obsah chlorofylu. Toto méteni
je zaloZeno na méfeni transmitance, ma na néj tedy vliv pozice chloroplastl, coz miize
na jedné strané zplsobit nespravné stanoveni obsahu chlorofylu, na stran¢ druhé toho
ale lze vyuzit praveé pro stanoveni pozice, resp. pohybu chloroplasti

Autofi zjistili, ze hodnota SPAD nameéfena na listu s chloroplasty v pozici
parastrophe muize byt az o 35 % niz8i neZ hodnota naméfena na stejném listu

s chloroplasty v pozici diastrophe, navzdory nezménénému obsahu chlorofylu. Rozdil je
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zpusoben pravé pouze riznou pozici chloroplasti, kdy v pozici parastrophe je svétlo
Vv listu méné absorbovano, coz piistroj myln¢ vyhodnoti jako niz$i obsah chlorofylu. Ze
srovnani rozdili v hodnotach SPAD v Celni a bo¢ni pozici u mladsich a starSich rostlin
vyplynulo, Ze tyto rozdily byly mensi u starSich rostlin, coz naznacuje mensi rozsah
pohybu chloroplasti. Podle autorti neni jasné, zda byl pohyb chloroplastii u starSich
rostlin skute¢n¢ inhibovan anebo mohl byt mensi rozsah zmén transmitance vyvolanych
pohybem chloroplastii zptisoben odliSnymi optickymi vlastnostmi listi starSich rostlin.

Inhibice tnikového pohybu u listli starSich rostlin oproti listim rostlin mladsich je
okrajové zminéna také v praci Naus$ et al. (2016) u jeCmene setého (Hordeum vulgare
L.). Pisobenim modrého svétla (50 pumol-m2-st) po dobu 25 minut doslo u listh
mladsiho je¢mene K vyvolani vyrazného tnikového pohybu. Naopak u listi star$iho
je€mene byl plisobenim stejného svétla vyvoldn méné€ nez polovi¢ni rozsah tnikového
pohybu.

Bylo zjisténo, Ze pii senescenci dochazi také k naruseni obvyklého uspofadani
chloroplastii v buiice, ziejmé z divodu poruseni ukotveni chloroplast na plazmatickou
membranu (Wittenbach et al., 1982; VI¢kova et al., 2006).

V souvislosti s vyse uvedenymi informacemi jsme se rozhodli zjistit, zda a jak se
meéni svétlem vyvolany pohyb chloroplasti v zavislosti na rizném obsahu chlorofylu
u listd huseni¢ku rolniho, pSenice seté a tabaku virginského, a objasnit do jaké miry

zustava v senescentnich listech pohyb chloroplasti funkéni.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Rostlinny material

VSechna méfeni byla provadéna na listech tfi druhd rostlin — huseni¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana L., ekotyp Col-0), pSenice seté (Triticum aestivum L. cv. Aranka)
a tabak virginského (Nicotiana tabacum L. cv. Samsun). Pro péstovani rostlin byly
pouzity kvétindce o velikosti 7x7 cm naplnéné péstebnim substratem Potgrond H
(Klasmann Deilmann, Némecko). Nasledné byla pro jejich vypéstovani vyuzita
fytokomora (Snijders Scientific, Nizozemi) S podminkami: teplota 21 °C, 16
h svétlo/8 h tma, ozafenost 100 pmol-m™?-s?, relativni vlhkost vzduchu 50 %. Rostliny
byly pravidelné¢ zalévany vodou z vodovodniho tadu, jednou tydné pak Knopovym
zivnym roztokem. Experimenty byly provadény na rizné zelenych listech rostlin
Vjuvenilni a reprodukéni fazi. Méteni huseni¢ku rolniho probéhlo v dubnu 2019,
listopadu 2019 a bieznu 2020. Psenice byla méfena v ¢ervnu a fijnu 2019 a tabak

V bireznu, ¢ervnu a zaii 2019.

3.1.1 Pouzité pristroje

zdroj studeného svétla KL-2500 (Schott Glass, Mainz, Némecko)

integralni radiometr L1-250A (LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA)

spektralni radiometr Spectrapen SP-100 (PSI, Dréasov, Ceska republika)

chlorofylmetr SPAD-502 (Konica Minolta, Japonsko)

centrifuga 5430R (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

spektrofotometr UNICAM UV - 550 (Thermo Spectronic, Cambridge, Velka Britanie)
fluorimetr PEA (Hansatech, King’s Lynn, Velka Britanie)

3.2 Metody

3.2.1 Meéreni pohybu chloroplasti

Pohyb chloroplastii byl sledovan pomoci méteni zmén kolimované transmitance listu.
Transmitance (opticka propustnost) vyjadiuje mnozstvi svétla, které projde vzorkem.
Pisobenim modrého svétla (S maximem kolem 460 nm) na listy zatemnénych rostlin
byly vyvolany zmény v transmitanci odrazejici pohyb chloroplastii. Modré svétlo bylo
generovano pomoci zdroje studeného svétla KL-2500 a modrého filtru BG12 (Schott
Glass, Wiesbaden, Némecko) (Obr. 5). Stejné svétlo (pouze s vyssi intenzitou) bylo
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pouzito jako méfici. Intenzita svétla byla méfena v pmol fotond fotosynteticky
aktivniho zafeni (400 — 700 nm) dopadajicich na m? za sekundu pomoci integralniho
radiometru L1-250A.
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Obr. 5 Schéma aparatury pro métfeni kolimované transmitance (optické propustnosti) listu. (1)
zdroj studeného svétla KL-2500, (2) Spectrapen SP-100, (3) svétlovod, (4) kolimator I, (5)
modry filtr, (6) kolimator II, (7) méfeny vzorek — list, (8) stinitko. Vyznaéeny vzdalenosti mezi
jednotlivymi komponentami aparatury (cm). (Pfevzato ze Savara, 2018).

Pomoci spektralniho radiometru Spectrapen SP-100 byly méfeny zmény
kolimované transmitance vyvolané modrym svétlem na listech oddélenych od rostliny.
Umisténi ¢idla radiometru v malé vzdalenosti (1,3 cm) pod listem umoziuje detekovat
pfevazné kolimované paprsky prochazejici listem, diky ¢emuz je tato metoda citliva.
Pted méfenim bylo dulezité ponechat rostliny ve tmé (minimalné po dobu 30 minut),
aby se chloroplasty nachazely ve stejné vychozi pozici. Nejprve bylo zméteno spektrum
méficiho svétla dopadajiciho na list (Io - méfeni bez vlozeného listu; intenzita svétla
450 pmol-m2-s?). Poté nasledovalo zméfeni spektra s vlozenym listem (I). Z poméru
I/1o bylo ziskano spektrum kolimované transmitance, ze kter¢ho byla odectena hodnota
pii 436 nm. Tato vlnova délka byla zvolena z divodu citlivé reakce transmitance na

pohyb chloroplasti. Poté bylo po dobu 40 minut aplikovano Silné modré svétlo
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(60 umol-m™2-st) vyvolavajici tnikovy pohyb chloroplasti a nasledné po dobu 20 minut
slabé modré svétlo (2 pmol'm?-s) pro vyvolani akumula¢niho pohybu. Kazdych
10 minut bylo zméfeno spektrum s vlozenym listem. Vypocitané hodnoty transmitance
pii 436 nm v jednotlivych Casech méfeni byly nanormovany na vychozi hodnotu
kolimované transmitance pied piisobenim silného modrého svétla. Rapiky oddélenych
listi byly obaleny buni¢inou a vlhé¢eny béhem méieni, aby nedochazelo k zasychani
listu. Celkové méfeni jednoho listu probihalo 60 minut. V obrazcich jsou prezentovany
jednak relativni hodnoty kolimované transmitance (Rel. Tc) béhem ptsobeni modrého
svétla, jednak zavislost relativni kolimované transmitance namétfené po 40 min
pusobeni silného modrého svétla (jako maximalni dosazené hodnoty; Rel. Tc (40 min))

na obsahu chlorofylu.

3.2.2 Stanoveni relativniho obsahu chlorofylu

Pro nedestruktivni méfeni relativniho obsahu chlorofylu byl vyuzit chlorofylmetr
SPAD-502. Stanoveni obsahu chlorofylu v listech rostlin pfistrojem SPAD-502 je
neinvazivni, bez nutnosti extrakce pigmenti. Nicméné pouziti chlorofylmetru je
problematické z diivodu heterogenity obsahu chlorofyl v plose listi, ktera byva praveé
u senescentnich listi velka. Méfeni pomoci chlorofylmetru bylo tedy pouzito pouze
K vybéru listd s riznym obsahem chlorofylu, u kterych byl nasledné méfen pohyb
chloroplastd, resp. zmény kolimované transmitance. Pfed métenim byly rostliny
umistény na 20 — 30 minut do tmy, aby se chloroplasty nachazely ve stejné vychozi
pozici, protoze pozice chloroplasti mize ovlivnit hodnotu namétenou pfistrojem (Naus
et al., 2010). Ve zvolené ¢asti listu byla hodnota relativniho obsahu chlorofylu ode¢tena
pétkrat az Sestkrat a primérna hodnota z téchto meéfeni byla vyhodnocena jako

reprezentativni pro dany list.

3.2.3 Stanoveni skutecného obsahu chlorofylu

Pro stanoveni skute¢ného obsahu chlorofylu v rizné zelenych listech byla vyuzita
destruktivni metoda — spektrofotometrické stanoveni. Po zmétfeni zmén kolimované
transmitance listu radiometrem Spectrapen SP-100 byla méfena c¢ast listu oddé€lena
a obkreslena fixou na folii pro zjisténi listové plochy v programu ImagelJ. U tabaku byl
pro ziskani listového segmentu pouzit korkovrt s primérem 12 mm, u pSenice byly
zvoleny listové segmenty 0 velikosti ptiblizné 3x1 ¢cm a U husenic¢ku pfiblizné 2x2 cm.

Listové segmenty byly zamrazeny v tekutém dusiku a skladovany pfi teploté -20 °C.
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Z jednotlivych segmentl byl poté pfipraven acetonovy extrakt nasledujicim zpisobem:
segment byl rozetfen v tfeci misce spolu S malym mnozstvim MgCOz3 (vaze bunécné
kyseliny a zabranuje pfeméné chlorofylu na feofytin) a 80% acetonu. Poté byl extrakt
(po opakovaném vyplachnuti misky 80% acetonem) slit do centrifugacni kyvety
(celkové mnozstvi acetonu 1 ml). Jednotlivé kyvety byly vyvazeny a vlozeny do stolni
centrifugy 5430R, ktera byla nastavena na 3600 g, 15 minut a 4 °C. Poté byla na
spektrofotometru UNICAM UV - 550 zméiena absorbance supernatantu pii vinové
délce 470;646,8;663,2;750 nm (tloustka kyvety byla 1 cm). Supernatant byl piipadné
ziedén tak, aby absorbance pii vlnové délce 663,2 nm byla v rozmezi 0,4 — 0,8. Byl
zapsan piesny objem supernatantu. Pfiprava extraktu a manipulace se supernatantem
probihala pfi slabém zeleném svétle. Z namétfenych hodnot absorbance se vypocital
obsah chlorofylti (a + b) podle Lichtenthalera (1987). Ziskana hodnota se vynasobila
celkovym objemem extraktu a vyd¢lila se hodnotou plochy listového segmentu, ktera
byla zjisténa v programu ImagelJ. Vysledkem byla hodnota obsahu chlorofylu na plochu

Vv jednotlivych listovych segmentech.

Lichtenthalerova rovnice:
Chl(a+b) = 7,15 * (Agezz — Azs0) + 18,71 % (Agagg — A7so) [ng*ml™']

ziskan4 hodnota [pg = ml™'] x objem extraktu [ml]

Chl b) =
(a+b) listova plocha [cm?]

3.2.4 Stanoveni parametru Fv/Fm

Parametr Fv/Fm stanovovany z chlorofylové fluorescence métfené in vivo na listech
adaptovanych na tmu odraZzi maximalni kvantovy vytéZzek fotochemie fotosystému II.
Vypocita se jako pomér variabilni fluorescence Fv (Fv = Fm — Fo) a maximalni
fluorescence Fum, kde Fo je minimalni intenzita fluorescence. U plné funkénich listd
dosahuje hodnoty kolem 0,8. V bakalaiské praci byl tento parametr pouZit k posouzeni
funk¢nosti fotosystému II v rizné zelenych listech, protoze tato funkénost béhem
senescence (tj. s poklesem obsahu chlorofylu) klesa (Spundova et al., 2003). K méfeni
Fv/Fm byl pouzit fluorimetr PEA, listy byly pfed méfenim zatemnény po dobu 20 — 30
minut. Fluorescen¢ni signal byl sniman z adaxialni strany listi. Méfeni bylo provedeno

Vv pfiblizné stejné oblasti listu jako meéfeni obsahu chlorofylu a kolimované
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transmitance. Intenzita méficiho svétla byla 5400 pmol-m?-s’ (50 % maximalni

intenzity pfistroje) a doba méfeni byla nastavena na 2 S.

3.2.5 Zpracovani ziskanych dat

Data byla zpracovana v programu Microsoft Office Excel a ImageJ.
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4 VYSLEDKY

V naSem experimentu bylo zkoumano, zda a jak se méni pohyb chloroplastii v listech
huseni¢ku rolniho, pSenice seté a tabaku virginského béhem jejich senescence. Pro
experiment byly pomoci chlorofylmetru SPAD-502 z rostlin v juvenilni a reproduk¢ni
fazi vybrany listy sriznym obsahem chlorofylu. Pohyb chloroplasti byl méfen
pristrojem Spectrapen SP-100, ktery zaznamenaval zmény kolimované transmitance.
Pohyb chloroplastii byl vyvolan modrym svétlem o vyssi intenzité (Unikovy pohyb)
nebo nizké intenzit¢ (akumulaéni pohyb). Toto meéfeni jsme doplnili
spektrofotometrickym stanovenim obsahu chlorofylu. Déle nds zajimalo, jestli byla
u méfenych listl ovlivnéna ucinnost fotosystému II (parametr Fv/Fum), tu jsme zmé&fili

fluorimetrem PEA.

4.1  Unikovy a akumulaéni pohyb chloroplastii a parametr Fv/Fwm v listech

huseni¢ku rolniho

Obrazek 6 zobrazuje hodnoty relativni kolimované transmitance (Tc) naméfené po 40
minutach piisobeni modrého svétla (60 pmol'm?-s?) na riazné zelenych listech
huseni¢ku rolniho v juvenilni a reprodukéni fazi. Tato relativni hodnota Tc odrazi
maximalni dosazeny rozsah unikového pohybu chloroplasti vyvolaného danym
svétlem. Obsah chlorofylu v méfenych listech byl v rozmezi 3 az 17 pg-cm™. Zelené
listy v juvenilni fazi rostlin byly charakteristické velkym rozsahem unikového pohybu
chloroplasti. Nejvétsi mira pohybu byla naméfena u zeleného listu s pfibliznym
obsahem chlorofylu 17 pg-cm™. Relativni Tc se oproti vychozi hodnoté Tc tohoto listu
se zvétSila vice nez 12 krat. S klesajicim obsahem chlorofylu dochazelo postupné
k poklesu rozsahu unikového pohybu chloroplasti. Nejmensi rozsah pohybu
chloroplast byl zméfen u listu s obsahem chlorofylu pfiblizné 10 pg-cm™. Jeho
relativni Tc se zvétSila 5 krat po 40 minutach plisobeni silného modrého svétla, byla
tedy nizsi 0 60 % ve srovnani se zminénym nejzelenéjsim listem.

Podobn¢ jako v pripadé listd rostlin v juvenilni fazi, u rostlin v reprodukéni fazi
byla v zelenych listech zjisténa vétsi mira Gnikového pohybu ve srovnani se zlutymi
listy. Nejvyssi rozsah pohybu byl zméfen u zeleného listu s obsahem chlorofylu
pfiblizné¢ 17 pg-cm™. Relativni Tc tohoto listu se zvétsila 12 krat po 40 minutach
pusobeni silného modrého svétla. Naopak u zlutého listu s obsahem chlorofylu

3 ug-cm? byl pohyb chloroplastii téméf zcela inhibovan, jeliko se jeho Tc v podstaté
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nezménila po 40 minutich plsobeni silného svétla. Celkové byl rozsah pohybu
chloroplastd u listd v reprodukéni fazi niz§i piiblizné 0 20 % ve srovnani s listy

V juvenilni fazi s podobnym obsahem chlorofylu.
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Obr. 6 Relativni kolimovana transmitance listi huseni¢ku rolniho zméfena po 40 minutach
plsobeni modrého svétla (60 pmol-m2-st) vyvolavajictho Unikovy pohyb chloroplasti.
Vztazeno k pocatecni hodnoté Tc listd adaptovanych na tmu (tj. pied aplikaci modrého svétla).
Méfeno 7 listd v juvenilni fazi (juv.) a 11 v reprodukéni fazi (rep.) rostlin. Hvézdi¢ky oznacuji
reprezentativni listy vybrané pro znazornéni zmén Tc béhem plisobeni modrého svétla v Obr. 7.

V Obr. 7 jsou prezentovany vSechny hodnoty relativni TCc naméfené béhem 40
minut plisobeni silného modrého svétla a nésledujicich 20 minut plisobeni slabého
modrého svétla u vybranych listi. Byly vybrany listy rostlin v juvenilni a reprodukéni
fazi s priblizné stejnym (vys$im a niz§im) obsahem chlorofylu (oznac¢ené * v Obr. 6).
Narast relativni Tc béhem prvnich 40 minut odrazi tinikovy pohyb chloroplastt, kdy se
chloroplasty pohybuji z oblasti ozafené svétlem smérem k bunéénym sténam
rovnobéznym s dopadajicim zafenim, aby zabranily absorpci nadmérného svétla
a pfipadnému poskozeni fotosyntetického aparatu. Nejvétsi rozsah Unikového
a akumulac¢niho pohybu byl zjistén u zeleného listu v juvenilni fazi (,,juv. — zel.”, obsah

chlorofylu 17 pug-cm), jak bylo patrné uz v Obr. 6. Chloroplasty v tomto listu nejlépe
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reagovaly na silné svétlo, uz po 20 minutach jeho pusobeni se relativni Tc zvétsila
9 krat, po 40 minutach 12 krat. Po 40 minutach silného svétla bylo na listy aplikovano
svétlo o nizké intenzité (2 pmol-m™?-s™) a chloroplasty tak postupné zac¢aly vykonavat
akumula¢ni pohyb, tedy pfesun k bunéénym sténam kolmym k dopadajicimu zafeni, aby
mohly absorbovat vice svétla a zvySily Ucinnost fotosyntézy. Jak uz bylo feceno,
nejvyssi unikovy i akumulaéni pohyb byl zaznamenan u zeleného listu v juvenilni fazi,
mirn¢ mensi tnikovy pohyb byl pak u zeleného listu v reprodukéni fazi (,rep. — zel.).
Akumula¢ni pohyb u tohoto listu byl podobného rozsahu jako u listu ,juv. — zel.*.
U Zlutého listu v juvenilni fazi (,,juv. — z1.“) byl Gnikovy pohyb mensi nez v predeslych
dvou listech, nicmén¢ akumulac¢ni pohyb byl u né&j relativné funkéni. U zlutého listu
v reprodukéni fazi (,,rep. — z1.°) byly vyrazné inhibovany oba typy pohybu, pfestoze se
nejednalo o list v pokroc¢ilé fazi senescence. U listu s nejmensim obsahem chlorofylu

2

(3 ugrem™, rostlina v reprodukéni fazi) byl v podstaté zcela inhibovan jak unikovy

(Obr. 6), tak akumula¢ni pohyb (data nedoloZena).
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Obr. 7 Relativni kolimovana transmitance vybranych listd huseni¢ku rolniho pii unikovém
a akumula¢nim pohybu chloroplasti. Vybrany listy rostlin v juvenilni a reprodukéni fazi
s podobnym obsahem chlorofylu. Unikovy pohyb chloroplastti byl vyvolan modrym svétlem
0 intenzit¢ 60 pmol-m?2-s? (0 — 40 min), akumula¢ni pohyb modrym svétlem o intenzité
2 umol-m?2-s? (40 — 60 min). Uvedeny hodnoty obsahu chlorofylu a parametr Fv/Fm mé&fenych
lista.
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U vétSiny listi husenicku rolniho v juvenilni i reprodukéni fazi byla zjisténa
podobna hodnota Fv/Fwm, piestoze se listy liSily v obsahu chlorofylu (Obr. 8). Hodnota
parametru Fv/Fm kolem 0,8 (0,76 — 0,82) indikuje, Ze ve vétsin¢ métenych listh
(vCetn€ nejméné zelenych listd rostlin v juvenilni fazi s piiblizné polovi¢nim obsahem
chlorofylu oproti nejzelengj$im listiim) nebyly naruseny primarni reakce fotosyntézy
anedochazelo k inhibici funkce fotosystému II. U dvou listd v reprodukéni fazi
s obsahem chlorofylu 3 a 5 pg-cm™ viak jiz doslo k poklesu maximalni ué¢innosti
fotosystému II, vzhledem k vyraznému poklesu Fv/Fm. Tento pokles byl zpisoben

pokrocilou senescenci téchto listi.
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Obr. 8 Maximalni u¢innost fotochemie fotosystému II (parametr Fy/Fyp) u listd husenic¢ku
rolniho pouzitych k meéfeni pohybu chloroplasti. Méfeno 7 listd v juvenilni fazi a 11
Vv reprodukéni fazi rostlin.
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4.2 Unikovy a akumulaéni pohyb chloroplastii a parametr Fv/Fwm v listech

tabaku virginského

Hodnoty relativni T¢c naméfené na listech tabaku virginského po 40 minutach ptisobeni
modrého svétla (60 pmol-m?-s™), které odrazeji rozsah unikového pohybu chloroplastt,
jsou znazornény na Obr. 9. Obsah chlorofylu v métenych listech byl v rozmezi 7 az 39
pg-em?, coz bylo nejvétsi rozmezi vramci studovanych rostlinnych druhfi. Listy
V juvenilni fazi byly stejn¢ jako u husenicku rolniho charakteristick¢ vétSim rozsahem
unikového pohybu chloroplasti nez listy v reprodukéni fazi, jak napovidaji vyssi
hodnoty relativni Tc listhh se srovnatelnym obsahem chlorofylu. Nejvétsi mira pohybu
byla naméfena u zeleného listu Vjuvenilni fazi s pfibliznym obsahem chlorofylu
26 pg-cm? (Obr. 9). Nicméné relativni Tc tohoto listu se oproti vychozi hodnoté
Tc zvétSila pouze 5 krat, coz je v porovnani s listem huseni¢ku s nejvétSim rozsahem
unikového pohybu méné nez polovicni narlst, i piesto, ze byl obsah chlorofylu v listu
tabaku vétsi. Stejn¢ jako u husenicku (Obr. 6) dochazelo u listi juvenilniho
tabaku postupné s klesajicim obsahem chlorofylu k poklesu rozsahu unikového pohybu
chloroplasti (Obr. 9). U huseni¢ku i tabaku byl rozdil rozsahu tinikového pohybu mezi
nejvice anejméné zelenymi listy podobny, relativni Tc (40 min) klesla z 12 na 6
U husenicku a z 5 na 2,5 u tabdku, coZ predstavuje ptiblizn¢ 50% pokles.

U zelenych lista rostlin v reprodukéni fazi byla opét zjisténa vétsi mira unikového
pohybu ve srovndni se Zlutymi listy, coZz byl obdobny vysledek jako u husenicku.
Celkové byl rozsah pohybu chloroplastii u listi v reprodukéni fazi nizsi piiblizné
030% ve srovnani slisty Vjuvenilni fazi spodobnym obsahem chlorofylu.
V porovnani s listy husenicku bylo tedy snizeni rozsahu pohybu v reprodukéni fazi
oproti juvenilni mirn€é vysSi. NejvySsi rozsah pohybu chloroplasti u listli tabaku
v reprodukéni fazi byl zjistén u listu s obsahem chlorofylu piiblizné 39 pg-cm™
(Obr. 9). Relativni Tc tohoto listu se zvétsila piiblizné 4 krat po 40 minutach ptisobeni
silného modrého svétla. U listi s obsahem chlorofylu pod 14 pg-cm? byl tnikovy
pohyb chloroplastii inhibovéan, jelikoz se jejich relativni Tc téméf nezvétsila plisobenim
silného svétla. Relativni Tc Zlutych listh tak byla niz8i pfiblizné 0 65 % ve srovnani s
posledné¢ zminénym zelenym listem. V porovnani s listy husenicku byly hodnoty

relativni Tc u listd tabaku v reprodukéni fazi niZsi, podobné jako u rostlin v juvenilni

fazi (Obr. 9).
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Obr. 9 Relativni kolimovana transmitance listi tabaku virginského zméfena po 40 minutach
plsobeni modrého svétla (60 pmol-m2-st) vyvolavajictho Unikovy pohyb chloroplast.
Vztazeno k pocatecni hodnoté Tc listd adaptovanych na tmu (tj. pted aplikaci modrého svétla).
Méteno 10 listt v juvenilni fazi (juv.) a 16 v reprodukéni fazi (rep.) rostlin. Hvézdicky oznacuji
reprezentativni listy vybrané pro znazornéni zmén Tc béhem pisobeni modrého svétla v Obr.
10.

Na Obr. 10 jsou znazornény hodnoty relativni Tc odrézejici pohyb chloroplasti
u vybranych listli tabdku béhem ptisobeni silného a slabého modrého svétla. Nejvetsi
rozsah unikového pohybu vramci vybranych listd byl zméfen u zeleného listu
Vv juvenilni fazi (,juv. zel.“). Chloroplasty vtomto listu reagovaly na svétlo nejlépe
abyly tak schopny vykonavat unikovy pohyb nejrychleji a v nejvétSim rozsahu.
Pisobenim slabého svétla se také rychle vratily do své ptvodni pozice. Jen 0 néco
mensi tnikovy pohyb byl zaznamenan u zeleného listu v reprodukéni fazi (,,rep. zel.).
Akumulacni pohyb u tohoto listu vypadal podobné jako v pripade listu ,,juv. zel.“.
U zlutého listu v juvenilni fazi (,,juv. — Z1.“) byl rozsah tnikového pohybu mensi nez
U obou zelenych listl, avSak jeho Tc se béhem pisobeni silného modrého svétla zvysila,
na rozdil od Tc Zlutého listu Vv reprodukéni fazi. Jeho akumulac¢ni pohyb byl vSak
inhibovan, protoze b&hem aplikace slabého svétla Tc neklesla. U zlutého listu

Vv reprodukéni fazi (,,rep. — Z1.) se relativni Tc za celou dobu ptisobeni modrého svétla
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nezménila a lze tedy fici, Ze chloroplasty nevykonavaly zadny pohyb, ackoliv byl obsah
chlorofylu tohoto listu jest¢ relativné velky. Stejny obsah chlorofylu byl zjistén
u prezentovaného zlutého listu V juvenilni fazi (,juv. — z1.°), u toho v8ak relativni Tc
behem siln¢ho svétla jesté mirné nartistala (Obr. 10), coz svédci o alespon Castecné

funkénim unikovém pohybu chloroplastt.
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Obr. 10 Relativni kolimovana transmitance vybranych listd tabaku pii unikovém
a akumulacnim pohybu chloroplasti. Vybrany listy rostlin Vv juvenilni a reprodukéni fazi
s podobnym obsahem chlorofylu. Unikovy pohyb chloroplastti byl vyvolan modrym svétlem
0 intenzit¢ 60 pmol'm?s? (0 — 40 min), akumulaéni pohyb modrym svétlem o intenzité
2 umol-m?2-s? (40 — 60 min). Uvedeny hodnoty obsahu chlorofylu a parametr Fv/Fm méfenych
listt.
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U listh tabaku, u kterych byl méfen pohyb chloroplastli, dochazelo s poklesem
obsahu chlorofylu k poklesu maximalni u¢innosti fotochemie fotosystému II, zejména
u lista rostlin v reprodukéni fazi (Obr. 11). Vétsina listd v juvenilni fazi m¢la podobnou
maximalni ucinnost fotosystému II, jak indikuje parametr Fv/Fm dosahujici hodnot
kolem 0,8 (0,75 — 0,81). Tento vysledek ukazuje, Ze nebyly naruseny primarni reakce
fotosyntézy a nedochazelo k inhibici funkce fotosystému II. U sedmi listd v reprodukéni
fazi byla snizend ucinnost fotosystému II, nicméné pohyb chloroplasti nebyl
inhibovany u vSech téchto listl, ale jen u nékterych. Ackoliv u listd sobsahem
chlorofylu 10, 14 a 18 pg-cm™ doslo k poklesu maximalni u¢innosti fotosystému II,
0 ¢emz sveéd¢il vyrazny pokles Fv/IFm (0,43 — 0,54), jejich zhorSena funkce Fv/Fm
nebyla doprovazena zhorSenym pohybem chloroplastli, coZ znamend, Ze maximalni

uc¢innost fotosystému II a pohyb chloroplasti nebudou v pti¢inné souvislosti.
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Obr. 11 Maximalni u¢innost fotochemie fotosystému II (parametr Fv/Fm) u listd tabaku
pouzitych k méteni pohybu chloroplasti. Méfeno 10 listt v juvenilni fazi a 16 v reprodukéni
fazi rostlin.
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4.3  Unikovy a akumulaéni pohyb chloroplastii a parametr Fv/Fwm v listech

pSenice seté

U psenice byla obecné zaznamenana nejmensi mira pohybu chloroplastli v ramci
méfenych rostlinnych druht, a to véetné zelenych listi, jak demonstruji hodnoty
relativni Tc listh v juvenilni i reproduk¢éni fazi, které byly nizsi nez v listech husenicku
a tabaku. Obsah chlorofylu v métenych listech rostlin psenice v juvenilni a reprodukéni
fazi byl v rozmezi 6 az 26 pg-cm (Obr. 12).

Nejvétsi mira unikového pohybu chloroplasti byla zjisténa u listu v juvenilni fazi
s pfibliznym obsahem chlorofylu 10 pg-cm™. Relativni transmitance tohoto listu se
zvétsila pfiblizné 3 krat. U listu s nejvétsim obsahem chlorofylu 26 pg-cm relativni Tc
narostla jen asi 0 50%. V ptipadé pSenice tedy listy s mensim obsahem chlorofylu
vykazovaly spiSe vEétsi miru unikového pohybu chloroplastl nez listy zelenéjsi, coz je
opacny trend nez u huseni¢ku ¢i tabaku. U listl pSenice V reprodukéni fazi byla ve
zlutych listech naopak zjisténa mensi mira tnikového pohybu ve srovnani se zelenymi
listy, coz odpovidalo béznému trendu zaznamenanému v naSich métenich. Nejvyssi
mira pohybu byla zméfena u zeleného listu s obsahem chlorofylu p¥iblizné 23 pg-cm™.
Relativni Tc se tohoto listu zvétsila pouze 2 krat po 40 minutach pusobeni silného
modrého svétla, coz indikuje jen velmi maly rozsah unikového pohybu. U listd
s obsahem chlorofylu mensim nez 9 pg-cm? byl tnikovy pohyb chloroplastii jen

minimalni, jelikoZ se plisobenim silného svétla relativni Tc témét nezvétsila.
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Obr. 12 Relativni kolimovana transmitance listli pSenice seté zméfena po 40 minutach ptisobeni
modrého svétla (60 pmol-m?-st) vyvolavajictho tnikovy pohyb chloroplasti. Vztazeno
k poc¢ate¢ni hodnoté Tc listd adaptovanych na tmu (tj. pted aplikaci modrého svétla). Méfeno 14
listh v juvenilni fazi (juv.) a 8 v reproduk¢éni fazi (rep.) rostlin. Hvézdicky oznacuji
reprezentativni listy vybrané pro znadzornéni zmén Tc béhem plsobeni modrého svétla v Obr.
13.

Na Obr. 13 jsou zobrazeny hodnoty relativni Tc odraZejici pohyb chloroplastl
u vybranych listli pSenice béhem pusobeni silného a slabého modrého svétla. | z tohoto
obrazku je patrné, Ze rozsah pohybu chloroplasti byl u listd pSenice velmi maly.
Nejvétsi rozsah tinikového pohybu v ramci vybranych listd byl zméfen u zlutého listu
V juvenilni fazi (,juv. — zL“, obsah chlorofylu 10 pug-cm?). Po 40 minutach piisobeni
silného svétla relativni Tc tohoto listu dosahla hodnoty 2. V porovnani se zménami
relativni Tc v listech husenic¢ku a tabaku (Obr. 7 a 10) byly tedy maximalni zmény Tc
zaznamenané u listd pSenice vyrazné mens$i. V ramci vybranych listd, chloroplasty
v listu ,juv. — Z1.“ nejlépe reagovaly na svétlo a tak, i pfes mensi obsah chlorofylu,
vykazovaly vy$$i miru pohybu nez zelené listy Vjuvenilni i v reprodukéni fazi
(s obsahem chlorofylu 23 pg-ecm?). U listu ,;rep. — zel.“ navic niz§i hodnota Fv/Fm
ukazovala na to, Ze tento list byl n&jakym zpisobem stresovany. U Zlutého listu

v reprodukéni fazi (,rep. — 7zL“, obsah chlorofylu 9 pg-cm?) se chloroplasty
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nepohybovaly, podobné jako tomu bylo u zelenych listid, i kdyz v tomto listu byla
hodnota Fv/Fwm relativné vysoka (0,729).
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Obr. 13 Relativni kolimovana transmitance vybranych listi pSenice seté pii unikovém
a akumula¢nim pohybu chloroplasti. Vybrany listy rostlin v juvenilni a reprodukéni fazi
s podobnym obsahem chlorofylu. Unikovy pohyb chloroplastti byl vyvolan modrym svétlem
o intenzit¢ 60 pmol'm?s? (0 — 40 min), akumulaéni pohyb modrym svétlem o intenzité
2 umol-m™-s? (40 — 60 min). Uvedeny hodnoty obsahu chlorofylu a parametr Fv/Fy méfenych
listt.
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Listy pSenice V juvenilni a reprodukéni fazi mély rozdilnou maximalni G¢innost
fotochemie fotosystému II (Obr. 14). Prestoze se obsah chlorofylu u jednotlivych listi
V juvenilni fazi lisil, vSechny mély podobnou maximalni u¢innost fotosystému II, jak
indikuje parametr Fv/Fm dosahujici hodnot kolem 0,8 (0,77 — 0,83). Tento vysledek
ukazuje, ze ani v nejmén¢ zelenych listech psSenice V juvenilni fazi, nebyly naruSeny
primarni reakce fotosyntézy a nedochdzelo k inhibici funkce fotosystému Il. U listi
v reprodukéni fazi uz byla funkce fotosystému II vétSinou zhorSend. Nejmensi
maximalni G¢innost fotosystému II byla naméfena u listu s nejmensim obsahem

chlorofylu (6 pg-cm), jehoz hodnota Fv/Fym byla 0,31.
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Obr. 14 Maximalni u¢innost fotochemie fotosystému Il (parametr Fv/Fm) u listd pSenice seté
pouzitych k méteni pohybu chloroplast. Méteno 14 listd v juvenilni fazi a 8 v reprodukéni fazi
rostlin.
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5 DISKUZE

Pohyb chloroplasti je jednim Z mechanismi, kterymi rostlina reaguje na zmeény
svételnych podminek. Rozsah pohybu se muze liSit u riznych rostlinnych druht
(Kagawa a Wada, 2002; Koniger a Bollinger, 2012). Napomaha rostling¢ jak
v podminkach nizké ozatenosti, kdy upofadani chloroplasti v pozici diastrophe zvysuje
ucinnost fotosyntézy (Kagawa a Wada, 2002; Wada, 2016; Gotoh et al., 2018), tak
Vv podminkach vysoké ozaienosti, kdy pieskupeni chloroplastii do pozice parastrophe
zabranuje fotooxidativnimu poskozeni fotosyntetického aparatu (Kagawa a Wada, 2002;
Wada, 2016; Gotoh et al., 2018), pfipadné¢ umoziuje pronikani svétla k chloroplastim
ve spodnich vrstvach listu a zvySeni celkové fotosyntézy listu (Brugnoli a Bjorkman,
1992).

Senescence je tizeny proces, ktery umoziuje rostliné recyklaci latek ze starnoucich
listi do jinych casti. Je obvykle doprovazena snizenim rychlosti fotosyntézy, které
nejprve zahrnuje inhibici sekundarnich reakci fotosyntézy a v pozdéjsi fazi také
primarnich fotosyntetickych reakci (Camp et al., 1982; Lu a Zhang, 1998; Tang et al.,
2005; Spundova et al., 2005; VI¢kova et al., 2006; Sobieszczuk-Nowicka et al., 2018).
Diky nerovnovaze fungovani téchto dvou fazi fotosyntézy mize dochazet k tvorbé ROS
a naslednému oxidativnimu poskozeni chloroplastii (Vickova et al., 2006). Pro efektivni
recyklaci Zivin je potfeba zabranit vyrazn$Simu oxidativnimu poSkozeni
v senescentnich listech. Jak bylo uvedeno, pravé pomoci unikového pohybu se
chloroplasty brani oxidativnimu poskozeni zptisobenému silnym svétlem (Kong a Wada
2014). Otazkou vsak je, do jaké miry zistava svétlem vyvolany pohyb chloroplasti
(jako jeden z fotoprotektivnich mechanismi) funkéni béhem senescence a ptispiva tak
K jejimu optimalnimu prubéhu. Je znamo, Ze rozsah pohybu chloroplastti se lisi
u riznych rostlinnych druhti (Kagawa a Wada, 2002; Koniger a Bollinger, 2012), proto
jsme se v bakalaiské praci rozhodli zjistit, jestli a jak se méni svétlem vyvolany pohyb
chloroplastii v zavislosti na rizném obsahu chlorofylu u listl rznych druhti rostlin —
U husenicku rolniho, pSenice seté a tabaku virginského. Pohyb chloroplastii byl sledovan

V juvenilni a reprodukéni fazi rostlin.
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5.1 Riizny rozsah pohybu chloroplasti v riiznych rostlinnych

druzich

U ruznych rostlinnych druhd ma pohyb chloroplastii rizny rozsah (Kagawa a Wada,
2002; Koniger a Bollinger, 2012). Bylo zjisténo, Ze rozsah pohybu chloroplasti
vyvolaného svétlem zavisi na tom, zdali rostlina preferuje rdst na slab$im nebo
silngj$im svétle (Koniger a Bollinger, 2012) a na tom, zda roste ve stabilnich nebo
proménlivych svételnych podminkach (Augustynowicz a Gabrys, 1999). Da se
predpokladat, ze pokud je rozsah pohybu chloroplastii v dané rostliné omezeny, rostlina
muze disponovat jinymi u€innymi fotoprotektivnimi mechanismy (K&niger a Bollinger,
2012; Wada, 2013).

Vysledky bakalarské prace ukazaly, ze se vybrané rostlinné druhy liSily v miie
unikového pohybu. U zelenych listlh husenicku v juvenilni a reprodukéni fazi byl zjistén
nejvyssi rozsah Unikového pohybu v rdmeci métfenych druhli rostlin. U téchto listh
nebyly naruSeny primarni reakce fotosyntézy. Jak je patrné ze srovnani Obr. 6 a Obr. 9,
Vv piipad¢ listi s nejveétsi mirou pohybu byl nartst relativni Tc asi o 100 % vétsi
U husenic¢ku nez u tabdku. Z vysledkli usuzujeme, Ze u husenicku mé tunikovy pohyb
chloroplasti velky vyznam ve fotoprotekci rostlin. Nejvétsi unikovy pohyb chloroplasti
husenicku v ramci 11 zkoumanych rostlinnych druhi byl zaznamenén také v praci
Koniger a Bollinger (2012).

Mensi rozsah unikového pohybu chloroplasti byl zaznamenan u zelenych listd
tabaku V juvenilni a reprodukéni fazi (Obr. 9). U listd sobsahem chlorofylu 14
a18 pg-cm? bylo navic zjisténo, ze ackoliv u nich byly naruSeny primarni reakce
fotosyntézy, k inhibici tinikového pohybu nedoslo. Tento vysledek ukazuje, ze zhorSena
funkce fotosystému II nesouvisela se zhorSenym pohybem chloroplasti. Rolencova
(2008) ve své praci taktéz uvedla, ze nenalezla Zadnou souvislost mezi poSkozenim
funkce fotosystému II a pohybem chloroplasti u tabaku. Z vysledki unikového pohybu
chloroplastii lze usuzovat, Ze jeho vyznam ve fotoprotekci tabaku by mohl byt mensi
nez u husenicku — chloroplasty na silné modré svétlo reagovaly unikovym pohybem,
nicmén¢ v mensim rozsahu nez U husenicku.

U zelenych listd pSenice v juvenilni a reprodukéni fazi byl zaznamenan minimalni
rozsah unikového pohybu chloroplastd (Obr. 12). Vysledky naznacuji, ze vyznam
unikového pohybu chloroplastli ve fotoprotekci bude u pSenice minimalni. Prestoze

u listd v juvenilni fazi nebyl zaznamenan pokles v Gc¢innosti fotosystému II, doslo
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se zvySujicim Se obsahem chlorofylu postupné kinhibici unikového pohybu
chloroplastti.

Nutno poznamenat, ze rostliny zkoumanych druhii byly v nasi praci péstovany pii
relativné nizké a stabilni ozafenosti (100 pmol-m-s™%, ve fytokomote) oproti svételnym
podminkam v pfirozeném prostiedi ¢ili nase vysledky z tohoto diivodu nemusi odrazet

situaci v rostlinach, které rostou v pfirozenych (polnich) podminkéch.

5.2 Zmény pohybu chloroplastii béhem senescence

Da se predpokladat, ze udrzeni pohybu chloroplasti pti senescenci bude riizné dilezité
pro rostliny s konstitutivné riznym rozsahem pohybu, pravdépodobné dulezitéjsi pro
rostliny s vyssim rozsahem pohybu.

V nasi praci byl u pouzitych rostlinnych druhti zjistén obecny trend inhibice pohybu
chloroplasti s klesajicim obsahem chlorofylu — tedy s mirou senescence. U huseni¢ku
bylo zaznamenano, Zze se zmensujicim se obsahem chlorofylu byl pohyb chloroplasti
inhibovan nejvice, popiipadé u nékterych méné zelenych listi doslo k inhibici
unikového iakumula¢niho pohybu. Mensi inhibice pohybu chloroplasti byla
zaznamenana U senescentnich listl tabdku. Rolencové (2008) a Naus et al. (2010) ve své
praci taktéz uvedli, Ze s klesajicim obsahem chlorofylu doslo v listech tabaku ke snizeni
rychlosti a rozsahu pohybu chloroplastti vyvolaného svétlem. V piipadé pSenice se
naopak trend zmén pohybu chloroplastii v zavislosti na obsahu chlorofyld nepotvrdil,
coz odpovidd pifedpoklddanému malému vyznamu tUnikového pohybu chloroplastl
u tohoto rostlinného druhu.

Jednim ze senescen¢né-indukovanych procest, ktery by mohl souviset s inhibici
(Gtnikového) pohybu chloroplast, mutze byt naruSeni ukotveni chloroplasti na
plazmatickou membranu zjisténé Vv senescentnich listech (Wittenbach et al., 1982;
Vickova et al., 2006), coz by mohlo mit negativni vliv na pohyb chloroplastii vyvolany
svétlem.

Je mozné, ze pokles zmén transmitance vyvolanych plisobenim modrého svétla
Vv senescentnich listech byl zplisoben nejen inhibici pohybu chloroplasti, ale také jinymi
procesy, které ovlivnily optické vlastnosti listt. Jednim z téchto procest je degradace
chloroplasti,, ktera muze mit vliv na zmény v transmitanci. Pokud pii senescenci
dochazelo k degradaci chloroplastii, coz je pravdépodobné vzhledem k poklesu obsahu
chlorofylu a téz na zakladé poznatki z literatury (Camp et al., 1982; Ono et al., 1995;
Wada et al., 2009; Springer et al., 2015), zména transmitance listu v disledku pohybu
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chloroplastii mohla byt mensi z divodu mensi plochy chloroplast vzhledem k métené
plose listu. K ovéfeni toho, ¢im jsou inhibovany zmény Tc v senescentnich listech — zda
inhibici pohybu chloroplastii nebo spiSe zménami optickych vlastnosti listu, by mohlo
prispet stanoveni strukturnich zmén na urovni listu, bun¢k a zjisténi poctu a velikosti

chloroplastii pomoci mikroskopickych studii.

5.3 Rozdily v pohybu chloroplasti v listech rostlin v juvenilni a

reproduk¢ni fazi

Dalsim vysledkem bakalatské prace bylo, ze jsme u vSech zkoumanych druht rostlin
zaznamenali obecné vys$$i rozsah pohybu chloroplastti u listd rostlin v juvenilni fazi nez
u listd rostlin v reprodukéni fazi, pokud byly srovnany listy S podobnym obsahem
chlorofylu. Nejvétsi rozdil byl zaznamenan u husenicku (Obr. 6, 7), mensi pak u tabaku
(Obr. 9, 10). U psenice nebyl rozdil tak ziejmy vzhledem k malému rozsahu pohybu
chloroplasti (Obr. 12, 13). Informace o zménach rizném rozsahu pohybu chloroplastt
Vv rizn¢ starych listech tabaku (od tmavé zeleného po Zluty u mladsich a starSich rostlin)
byly zminény v praci Nau§ et al. (2010), ve které byl taktéz uveden mensi rozsah
pohybu chloroplastl u listh starSich rostlin tabdku nez u listli mladSich rostliny. V praci
autofi pouzili mlad$i dvoumési¢ni a star§i Sestimési¢ni rostliny tabaku. Inhibice
unikového pohybu u listd starSich rostlin jeémene oproti listhm mladSich rostlin byla
také zminéna v praci Naus et al. (2016). Nase vysledky jsou tedy v souladu s vysledky
uvedenych praci, i kdyz autofi neuvadéji, zda v jejich ptfipad€ byly starSi méfené
rostliny uz v reprodukéni fazi ¢i nikoliv. U husenicku jsme zjistili podobny vysledek
jako u tabdku — cili inhibici pohybu v reprodukéni fazi. U pSenice jsme naopak tento
trend nezaznamenali. Norén et al. (2003) piedpokladaji, Ze pro rostlinu po ptechodu do
faze kveteni pfestane byt fotoprotekce listii a fotosyntetického aparatu tak dilezita.
Predpokladame tedy, ze by méné funkéni pohyb chloroplastt Vv listech rostlin
v reprodukéni fazi mohl souviset s mensi potiebou fotoprotekce. K ovéteni této
hypotézy a odhaleni mechanismu, kterym je pohyb chloroplastii v reprodukéni fazi

inhibovan, je potteba dal§iho vyzkumu.
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6  ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo ovéfit, zda a jak se méni pohyb chloroplasti (zejména
unikovy) vyvolany modrym svétlem u razné zelenych listh béhem juvenilni
a reproduk¢ni faze husenicku rolniho, pSenice seté a tabaku virginského pomoci méteni
zmén optické propustnosti listu.

U husenicku jsme u zelenych listi zaznamenali nejvétsi rozsah tinikového pohybu
chloroplasti v ramci méfenych druhd rostlin. Men$i rozsah unikového pohybu
chloroplastii byl zaznamendn u zelenych listi tabaku a nejmensi u pSenice. U téchto
dvou druhi rostlin jsme navic zaznamenali, ze nékteré listy mély naruSeny primarni
reakce fotosyntézy, aniz by u nich doslo k inhibici tnikového pohybu. Z téchto
vysledkl vyvozujeme, Ze funkce fotosystému II a pohyb chloroplastt nejsou v piicinné
souvislosti. Dale predpokladame, Ze vyznam tnikového pohybu ve fotoprotekci listl je
velky u husenicku, mensi u tabdku a nejmensSi u pSenice, pfinejmenSim u rostlin
pestovanych za danych svételnych podminek. Tento predpoklad by ale bylo tieba ovérit
dal$im studiem.

Béhem senescence doslo u husenic¢ku a tabaku k inhibici tnikového i akumulac¢niho
pohybu chloroplastii s klesajicim obsahem chlorofylu. U listii pSenice v juvenilni fazi
jsme naopak zjistili, Ze listy s men$im obsahem chlorofylu vykazovaly spiSe vétsi miru
unikového pohybu chloroplasti nez listy zelenéjsi. NaSe prace tedy potvrdila vysledky
ptedchozich praci (Rolencova, 2008; Nau$ et al., 2010), ve kterych byla zjisténa
inhibice pohybu chloroplastii v senescentnich listech tabaku, a noveé pak ukazala
podobné chovani chloroplasti v senescentnich listech huseni¢ku a minimalni zmény
Vv pohybu chloroplastii béhem senescence listii pSenice. Neni vylouceno, ze na poklesu
zmén Tc vyvolanym piisobenim modrého svétla v senescentnich listech se podilely také
procesy ovlivilujici optické vlastnosti listd, zejména degradace chloroplasti. Ke
zjisténi toho, ¢im jsou zmény Tc v senescentnich listech skute¢né zplisobeny a co je
pfi¢inou inhibice pohybu chloroplasti bude tfeba dalsiho studia vcetné
mikroskopickych experimentt.

U vSech meéfenych druhlt rostlin jsme zaznamenali vyS$$i rozsah pohybu
chloroplastii v juvenilni fazi nez v reprodukéni fazi. Studium zmén pohybu chloroplastl
béhem juvenilni a reprodukéni faze rostlin je zatim stale v pocatcich, pfi¢ina mensiho

rozsahu pohybu v reprodukéni fazi neni znama.
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Senescence, ve které dochézi k recyklaci latek obsazenych v listu, ptispiva k tvorbé
semen a podporuje rist rostliny v nasledujici sezoné. Pro efektivni recyklaci zivin je
potiecba zabranit fotooxidativnimu poskozeni v senescentnich listech, k ¢emuz muze
vyznamné piispiva pravé tnikovy pohyb chloroplastii pfed silnym svétlem. Pochopeni
mechanisml  senescentnich procest je dilezité nejen z hlediska vyzkumu, ale
I v souvislosti se zvySenim produktivity zeméd¢€lskych rostlin. Bylo by dobré tento smér
vyzkumu dale rozvijet, protoze pravé zachovani fungujictho unikového pohybu
chloroplastii jako jednoho z fotoprotektivnich mechanismti, by mohlo pfispivat

k optimalnimu prib&hu senescence.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Photl - fototropin 1

Phot?2 - fototropin 2

Tc - kolimovana transmitance

Cp - aktinovéa vlakna - chloroplastova aktinova vlakna
LOV - Light, Oxygen and Voltage

RUBISCO - ribuldza-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
RCB - Rubisco Containing Bodies

ROS - Reactive Oxygen Species
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