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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Fo - minimalni fluorescence

FI - fluorescen¢ni indukce

Fy - signal fluorescence v I vlné

FIJ - fluorescen¢ni indukéni jev

Fy - signél fluorescence v J viné

Fum - maximalni fluorescence

Fv - variabilni fluorescence

HFR - High Fluence Rate

I - inokulovana rostlina

K - kontrolni rostlina

LED - dioda emitujici svétlo (light emittng diode)
LFR - Low Fluence Rate

LOV - Light, Oxygen a Voltage

PAR - fotosynteticky aktivni zareni

PEA - Plant Efficiency Analyser

PSII - fotosystém II

RCII - reakéni centrum fotosystému 11

Tc - propustnost v ¢aste¢né kolimovaném svétle
Tk - vybrana (koncova) teplota

WT - pfirozeny typ (wild-type)
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SOUHRN
V experimentalni ¢asti této diplomové prace byly feseny tfi projekty.

Prvni projekt byl zaméfen na studium vlivu vy3si teploty na svétlem indukovany
pohyb chloroplastti v listech tabaku virginského (Nicotiana tabacum L. cv. Samsun).
Meéfeni pohybu chloroplast bylo rozdéleno na dva podprojekty, kdy jsme pouzili
dva razné teplotni rezimy: skokovy (doba inkubace 5 min) a linedrni teplotni rezim
(rychlost ohtfevu/chlazeni 2 °C/min). V obou podprojektech jsme méfili pohyb
chloroplastii pomoci specidlni svorky, svétlovodu a spektroradiometru LI-1800.
Z ktivek kinetiky propustnosti Tc (Casovy prubéh zmeény propustnosti Tc) listu
tabaku jsme vyhodnotili parametry Hi, Hz [(rozsah Tc mezi maximdalni a minimalni
hodnotou)/ (hodnota Tc v ¢ase t = 25 min)], relativni smérnice Si, Sz (vyhodnoceni
podle rychlosti nartistu, resp. poklesu) a udélali priméry grafti. Pfi skokovém
teplotnim stresu dochazi k poklesu hodnot parametra Hi, H> a relativnich smérnic
S1, S2 od teploty 40 °C. Pfi linearnim teplotnim stresu zac¢inad pokles od 42 °C. Pro
uvedené teplotni rezimy bylo zjisténo, Ze linedrni teplotni rezim je k pohybu
chloroplastti Setrnéjsi nez skokovy teplotni rezim. Pravdépodobnym divodem ustani
pohybu chloroplastii vlivem vyssi teploty se jevi roztrhani a zmizeni vldken aktinu
béhem teplotniho stresu.

Druhy projekt byl zaméfen na sledovéni vlivu teplotniho stresu na segmentech
listu tabaku pomoci méteni fluorescen¢ni indukce. Fluorescen¢ni indukce (FI) byla
méfena vzdy pred a po teplotnim stresu. Pouzili jsme dva teplotni rezimy
stresu: skokovy (doba inkubace 5 min) a linedrni teplotni rezim (rychlost ohfevu
2°C/min). Fluorescen¢ni indukci jsme méfili vZdy na segmentech listu
adaptovanych na tmu. Z kfivek FI jsme vyhodnocovali 6 zakladnich parametrt (Fo,
Fv/Fp, V), V1, Sm, My). Pti skokovém teplotnim stresu dochazi u Fo, Sm, My pti teploté
45 °C k narastu hodnot, naopak u Fy/Fp a Vi dochazi k poklesu. U parametru V) neni
zadny prokazatelny rozdil hodnot. Pfi linedrnim teplotnim stresu dochdzi pfi teploté
45 °C knarastu hodnot u Fo, Sm a My a naopak u Fy/Fp, V; a Vi kpoklesu.

Z porovnani parametri pohybu chloroplasti a parametr(i fluorescence chlorofylu
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pro uvedené teplotni rezimy vyplyvd, Ze parametry pohybu chloroplasti jsou
citlivéjsi na teplotu nez parametry fluorescence chlorofylu. To plati pfedevsim pro
skokovy teplotni rezim. U linedrniho teplotniho reZimu uz rozdil tak prokazatelny
neni.

Cilem tfettho projektu bylo studium vlivu biotického stresu na svétlem
indukovany pohyb chloroplastti v listech slune¢nice (Helianthus annuus L.). Sledovali
jsme casovy vyvoj vlivu plisné slunecnicové (Plasmopara halstedii) na pohyb
chloroplasti v listech. Z ¢asového pribéhu zmeény propustnosti Tc listu jsme
vyhodnotili parametr Hi; [(rozsah Tc mezi maximalni a minimdlni
hodnotou)/ (hodnotu Tc v ¢ase t = 20 min)], relativni smérnici S1 (vyhodnoceni podle
rychlosti nédrtstu) a udélali priméry grafd. Hodnoty vyhodnocovanych parametrt
vSak neukdzaly statisticky vyznamny rozdil mezi inokulovanymi a kontrolnimi
rostlinami. Vliv plisné slune¢nicové na pohyb chloroplasti v listech slunecnice se

vSak u inokulovanych rostlin projevil vy$si minimdlni a maximdlni hodnotou Tc a

vétsim rozsahem Tc mezi minimalni a maximalni hodnotou.



ABSTRACT

In experimental part of the graduation thesis three issues were discussed.

The first project was focused on the study of the influence of higher temperature
on the light-induced chloroplast movement in the leaves of tabacco. (Nicotiana
tabacum L. cv. Samsun). The measuring of chloroplast movement was divided into
two subprojects. We used two different temperature regimes: incubation (time of
incubation for 5 minutes) and linear heating stress (heating/cooling rates of
2°C/min). In both projects we measured the chloroplast movement using leaf clip,
light guide and spektroradiometer LI-1800. From the curves of transmittance Tc (time
course of the change of transmittance Tc) of tabacco leaves we got the parameters Hi,
H> [(range Tc between maximum and minimum value)/(value of Tc in time t = 25
min)], relative directives Si, S» (evaluation according to the speed of growth, or
descent) and we made the averages of the graphs. During the incubation heat stress,
we observed the dicrease of the values of the parameters Hi, H> and of relative
directives S1, Sz from the temperature of 40 °C. During the linear heating stress the
dicrease began at the temperature of 42 °C. It was discovered that for the stated
temperature regimes that linear heating is more considerate to chloroplast movement
than incubation heat stress. The reason for termination of chloroplast movement by
higher temperature seems to be fact of disruption and disapperance of actine
cytoskeleton during temperature stress.

The second project was based on the observation of the influence of the
temperature stress on tabacco leaves segments by the measuring of fluorescence
induction. Fluorescence induction (FI) was always measured before and after the
temperature stress. We used two temperature regimes of stress: incubation (time of
incubation for 5 minutes) and linear heating stress (heating/cooling rates of
2°C/min). We always measured fluorescence induction on the leaves segments
which were adapted on the darkness. From the FI curves we evaluated 6 basic
parameters (Fo, Fv/Fp, V), Vi, Sm, Mo). During the incubation heat stress we could see

that in Fo, Sm, My at the temperature of 45 °C the increase of the values happened, on
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the other hand in Fy/Fp and Vi the decrease occured. In the parameter V; the
difference of the values was not visible. During the linear heating stress at the
temperature of 45 °C we observed the increase of the values in Fo, Sm a Moy and vice
versa in Fy/Fp, V; and V| the dicrease happened. After the parametres of chloroplast
movement and parameters of chlorophyl fluorescence comparison it appeared that
the parameters of chloroplasts movement are more sensible to temperature than the
parameters of the chlorophyl fluorescence. It is valid mainly for the incubation heat

stress. But this is not so provable at the linear heating stress.

The aim of the third project was the study of the influence of the biotic stress on
the light-induced chloroplast movement in the leaves of sunflower (Helianthus
annuus L.). We observed the time progress of the influence of the downy mildew of
sunflower (Plasmopara halstedii) on the chloroplast movement in the leaves. From the
time course of the change of the transmittance Tc in the leaf we analysed the
parameter H; [(the range Tc between maximum and minimal value)/(value of Tcin
time t = 20 min)], relative directive S; (stated according to the speed of increase) and
we made the graphs averages. The values of the evaluated parametres did not show
the significant difference betweem the control and inoculated flowers. However, the
influence of the downy mildew of sunflower on the chloroplast movement in the
leaves of sunflower of the inoculated flowers showed higher minimal and maximum

value of TC and wider range of TC between minimal and maximum value.
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1. Uvod

Zakladni pozadavek pro fotoautotrofni organismy je optimalizovat ziskavani
svétla pro fotosyntézu. U rostlin se vyvinuly dvé duleZité kratkodobé reakce
k vnimani a pfizplisobeni se piirodnim svételnym podminkdm: fototropismus a
pohyb chloroplasti. Chloroplasty jsou specifické organely v rostlinnych burikéch,
jejich pozice uvnité fotosyntetizujicich bunék zavisi na sméru, vlnové délce a
intenzité svétla. Za nizké intenzity osvétlovani se chloroplasty pohybuji smérem ke
svétlu a shromazd'uji se u nejvice osvétlenych bunéénych stén. Naopak za svétla o
vysoké intenzité se chloroplasty vyhybaji nejvice ozdfenym mistim a pohybuji se ke

sténdm buriky, které jsou rovnobézné se smérem svétla.

V této diplomové praci jsme se zaméfili na studium vlivu faktort vnéjsiho
prostfedi na pohyb chloroplastii. Sledovali jsme vliv vyssi teploty a vliv plisné
slune¢nicové na pohyb chloroplasti. Pohyb chloroplasti byl sledovan meéfenim
zmén v propustnosti listu v ¢ase jako funkce aktudlniho rozdéleni chloroplastti
v burikach. Vliv teplotniho stresu jsme sledovali také pomoci métfeni fluorescen¢ni
indukce. Mohli jsme tak sledovat vliv vyssi teploty na fotosynteticky aparat i na

pohyb chloroplast(i a porovnat parametry obou méieni.



2.

Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo:

1)

Zpracovat prehled problematiky vlivu globélnich abiotickych a biotickych stresit
na pohyb chloroplast.

Zvladnout metodiku sledovdni pohybu chloroplastii pomoci chlorofylmetru,

specialni svorky, svétlovodu a spektralniho radiometru LI-COR 1800.

Proméfit zavislost kinetickych parametri pohybu chloroplastt na teploté listu

nebo rostliny.

Studovat zmény v pohybu chloroplastti vyvolané biotickym stresem (plistiové

onemocnéni).



3. Piehled problematiky

3.1 Pohyb chloroplastii

Chloroplasty jsou bunééné organely obsahujici primédrni fotosynteticky aparat

rostlin. Jejich pozice uvniti fotosyntetizujicich bunék zavisi na sméru, vlnové délce a

intenzité svétla (Gabrys$ 2004). Svétlem indukované pohyby chloroplastti jim dovoluji

pfesunout se do vhodné polohy v burice pro zefektivnéni fotosyntézy a také

uniknout z nebezpec¢ného silného zareni. Pohyb chloroplastt v reakci na svétlo uz je

Znan

pro vice jak 100 let. Z ekofyziologického hlediska predstavuji pohyby

chloroplastti dva zakladni typy usporadani:

a)

HER reakce (High — Fluence — Rate): reakce na svétlo o vysoké intenzité

JestliZe jsou rostliny ozafeny silnym svétlem, tak by chloroplasty v butikach,
které se nedokdZzou vyhnout dopadajicimu svétlu, mohly byt vdZzné poskozeny
(Kagawa a Wada 2002). Za svétla o vysoké intenzité se chloroplasty vyhybaji
nejvice ozdfenym mistm (,,avoidance response” - vyhnuti se) a pohybuji se ke
sténdam buriky, které jsou rovnobézné se smérem svétla (parastrofe) (obr. 1).
Timto zptisobem se chloroplasty vyhybaji poskozeni fotosyntetického aparatu
(Haupt a Scheurlein 1990, Malec a kol. 1996, Kagawa a Wada 1999, Deblasio a
kol. 2003, Gabrys 2004, Grabalska a Malec 2004).

LER reakce (Low — Fluence — Rate): reakce na svétlo o nizké intenzité

Za nizké intenzity osvétlovani se chloroplasty pohybuji smérem ke svétlu
(,, accumulation response” - akumulace) a shromazd'uji se u nejvice osvétlenych
bunéénych stén (kolmych na svételné paprsky). Dochazi k nejvétsi svételné
absorpci a tim k moznosti dosdhnout maximalni rychlosti fotosyntézy (Haupt

a Scheurlein 1990, Malec a kol. 1996, Deblasio a kol. 2003, Kagawa a Wada
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2002, Wada a kol. 2003, Gabrys 2004, Grabalska a Malec 2004). MtZze nastat
bud’ diastrofické (chloroplasty se premisti k obéma sténdm buriky, které jsou
kolmé ke sméru dopadajici svétla) nebo epistrofické usporddani chloroplastt

(chloroplasty jsou na prednich sténach butiek kolmych ke sméru dopadajiciho

svétla) (obr. 1).

Ve tmé chloroplasty pokryvaji co nejvétsi absorp¢ni plochu a shromazd'uji se
prioritné u stén, které jsou spole¢né se sousednimi mezofylnimi butikami (apostrofe)
(obr. 1). Pomér poctu chloroplastti rozmisténych podél kolmych a rovnobéznych stén
zavisi na svételnych podminkach, ve kterych rostlina vyrtstala. Ve tmé jsou
chloroplasty v burikédch rostlin rostoucich za slabého svétla v ¢elni pozici (diastrofe),
zatimco u rostlin rostoucich za silného svétla ztstala vétsina chloroplastt v pozici

parastrofe (Trojan & Gabry$ 1996).

Obr. 1. Usporadani chloroplastti v bunikach v reakci na rdzné intenzity osvétleni. 1 - parastrofe,

2 - diastrofe, 3 - epistrofe, 4 - apostrofe. Pocet Sipek znazoriiuje relativni intenzitu svétla.



3.2 Fotoreceptory

Aby rostliny prezily, pouzivaji kiizeni svého rhstu a morfologickych zmén
signaly z okolni pfirody. Na tyto procesy maji rozhodujici vliv svételné signdly.
Poskytuji informace o intenzité, trvani, spektralnim sloZeni a sméru Sifeni energie
potfebné k uskutec¢néni fotosyntézy. Svétlo je vnimano rostlinnymi fotoreceptory,
kterymi jsou fytochromy, kryptochromy a fototropiny. Ziskané informace jsou
pfeménény na vnitini signdl, ktery nasledné fidi vyvojové reakce (Christie a
Briggs 2001, Kagawa 2003).

V burikach vétsiny zkoumanych rostlinnych druhii je pohyb chloroplasti fizen
modrym svétlem a svétlem v blizké ultrafialové oblasti. Pouze svétlo o vlnovych
délkdch pod 500 nm je schopno zptsobit pohyb chloroplastti v listech rostlin
(Brugnoli a Bjorkman 1992). Pfesnd akéni spektra jsou k dispozici pro razné
organismy od fas az ke kvetoucim vyssim rostlindm. Podobné tvary akéniho spektra
byly ziskédny pro obé reakce chloroplastti (LFR a HFR reakce) (Yatsuhashi 1996).

U zelené tasy Mougeotia scalaris (Haupt 1982), mechu Physcomitrella patens
(Cepenka odstéld) (Kadota a kol. 2000), kapradiny Adiantum capillus-veneris (netik
Venus$in vlas) (Yatsuhashi 1996) a dalsich druhtt kapradin jsou fotoindukované
pohyby chloroplastti fizeny ¢ervenym svétlem, stejné jako modrym svétlem (Kagawa
a Wada 2002).

Pro reakce fizené cervenym svétlem byl identifikovan fotoreceptor, ktery je zndm
jako fytochrom (Fankhauser 2002). Fytochrom existuje ve dvou konformacich. Prvni
reaguje na svétlo o vinové délce 660 nm (red), druhé reaguje na svétlo o vinové délce
730 nm (far-red). Po ptisobeni zareni je schopna pfechédzet jedna v druhou.
Fytochrom ovlivriuje mnoho vyvojovych reakci véetné kliceni semen, inhibici ristu
hypokotylu a zelenani (Kagawa 2003).

Kryptochromy byly objeveny u Arabidopsis thaliana (husenicek rolni) jako receptor
pro modré svétlo (Christie a Briggs 2001, Banerjee a Batschauer 2002). Pomdhaji fidit

tyziologické reakce, jako jsou délka hypokotylu a nacasovani kveteni (Kagawa 2003).



3.2.1 Fototropiny

Pohyby chloroplastt indukované modrym svétlem (LFR a HFR reakce) jsou fizeny
fotoreceptorem pro modré svétlo, fototropinem. Fototropin byl ptivodné objeven u
mutanta nphl (non-phototropic hypokotyl 1) (Briggs a Christie 2001, Jarillo a kol. 2001,
Briggs a Christie 2002, Celaya a Liscum 2005) modelové rostliny Arabidopsis thaliana.
U tohoto mutanta nedochazi k fototropickému ohybu hypokotylu vlivem ptisobeni
modrého svétla. Z tohoto divodu byl gen odpovédny za fenotyp nphl pojmenovéan
fototropin (photl). U Aradopsis thaliana byl jiz naklonovan také druhy gen npll
(non-phototropic hypokotyl 1- likel), ktery byl pozdéji pojmenovan phot2 (Sakai a kol.
2001). Kazdy z téchto genti kéduje dvé LOV domény (Light, Oxygen nad Voltage) a
doménu kindzy. Fototropiny nefidi pouze premistovani chloroplasti, ale také
fototropické reakce, roztahovani listu a otvirani priducht. Z nedavnych genetickych
analyz u A. thaliana se jevi, ze PHOT1 a PHOT2 se ve svych funkcich pfekryvaji.
PHOT1 je aktivni prevazné ve slabém svétle a PHOT2 v silném svétle. Usporadani
chloroplastti v pozici diastrofe ¢i epistrofe (LFR reakce) se zda byt zprostfedkovano
pomoci PHOT1 a PHOT2, zatimco samotny PHOT?2 fidi pohyb chloroplastii z mista
vysokého ozafeni (HFR reakce). (Briggs a Christie 2002, Kagawa 2003, Gabry$ 2004,
Kasahara a kol. 2004).

3.21.1 LOV domény

LOV domény (obr. 2) (Christie a kol. 1999, Briggs a Christie 2002, Kay a kol. 2003,
Celaya a Liscum 2005) molekuly fototropinu jsou oblasti odpovédné za absorpci
modrého svétla. Fotochemické analyzy, provedené u bakterie Escherichia coli,
vyjadfily LOV domény jako smés proteind a poskytly systém ke studiu

fotochemickych vlastnosti fototropinu (Christie a Briggs 2001). Tyto proteiny vazi typ

flavinu, riboflavin-5"-mononukleotid (FMN) a absorbuji fialové a modré svétlo.



3.2.1.2 Doména kinazy

Doména kindzy (obr. 2) (Matsuoka a Tokutomo 2005), ktera je spojena pfedevsim s
transdukci signélu, katalyzuje fosforylaci aminokyselin serinu a threoninu (Briggs a
Christie 2002). Proto se tato c¢ast proteinu také nazyva serin/threonin (Ser/Thr)

protein kinaza.

Lol Loz Finaza
Arabidopsis PHOT1 ‘ ‘ ‘ | ‘

LOW1 LOvVZ2 Kinéza
Arabidopsiz PHOT2 | ‘ ‘ | ‘

Obr. 2. Proteinové struktura PHOT1 a PHOT?2 fotoreceptoru u Arabidopsis thaliana. LOV domény jsou

vyznaceny zluté, doména kindzy cervené. (Upraveno podle Briggs a Christie 2002)

3.2.1.3 Umisténi fototropint v burikach

Jedna z dilezitych otazek je lokalizace fotoreceptoru v butikach. Velmi brzy bylo
postulovano spojeni receptoru modrého svétla sbunéénou membranou. Tato
hypotéza byla potvrzena diky pouZiti specifickych geneticky modifikovanych rostlin
Arabidopsis (Sakamoto a Winslow 2002). Dalsi rozbory odhalily, Ze jak PHOT1, tak

PHOT?2 jsou umistény prevazné v plazmatické membrané (Gabry$ 2004).



3.3 Genetické studie s mutanty

V minulosti brzdily identifikaci receptort pro modré zafeni dva hlavni problémy:

1) Akéni spektra naznacovala, ze flavoprotein je fotoreceptorem pro
fototropismus, pfemistovani chloroplastd a otvirani praducha. Avsak
rostliny obsahuji mnoho rozli¢nych flavoproteini. Mimoto i volné flaviny a
flavoproteiny mohou byt za urcitych podminek fotochemicky aktivni.

2) Ukazalo se, ze se PHOT1 a PHOT2 v regulaci fyziologickych reakci funkéné
ptfekryvaji. Ztoho vyplyvd, Ze experimenty s mutanty sjednim
fotoreceptorem jsou méné nez presvédcivé. Pouze, kdyz mutantim chybi jak
PHOT1, tak PHOT2, nastane vhodna situace pro vSechny tfi reakce
(fototropismus, pohyb chloroplastti, otvirdni priducht). (Briggs a Christie
2002)

3.3.1 Fototropismus

Fototropismus poskytuje vyborny piiklad problému prekryvani funkci
fototropinu. Phvodné byli nphl (photl) mutanti popsani absenci fototropismu
hypokotylu v reakci na nizkou intenzitu svétla. Avsak bylo pozorovano, ze photl
mutanti si uchovavaji citlivost na modré svétlo o vysoké intenzité. Druhy
fotoreceptor PHOT2 mitize zprostfedkovavat fototropismus, ale pouze pii vysokych
intenzitach ozareni. Pouze u photlphot2 mutanta, kde chybély oba geny, byla reakce
na vysokou intenzitu osvétleni vazné poskozena. Jak PHOT1, tak PHOT2
zprostfedkovavaji fototropismus, avsak PHOT2 pouze za vysoké intenzity ozafeni.
Fototropické reakce pfirozeného typu (wild-type) a mutanti u Arabidopsis za nizké a

vysoké ozarenosti modrym svétlem jsou ukdzany na obr. 3. (Briggs a Christie 2002)
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Obr. 3. Fototropické reakce, pohyby chloroplastii a otvirani priiduchi indukované modrym svétlem u
ptfirozeného typu (WT) rostliny Arabidopsis a mutantt této rostliny postradajicich fototropin (photl,
phot2 a photlphot2). (a) Reakce na modré svétlo o nizké a vysoké intenzité. (b) Reakce chloroplastii
v burikach. (c) Reakce otevirdni priduchi. Velikost ¢ernych Sipek ukazuje relativni intenzitu modrého

svétla. (Upraveno podle Briggs a Christie 2002)

3.3.2 Pohyb chloroplastii aktivovany modrym svétlem

Jako u fototropismu, PHOT1 a PHOT2 ukazuji pro pohyby chloroplastt
indukované svétlem castecné prekryvéani funkci. Oba PHOT1 a PHOT2 mohou za
nizké intenzity modrého svétla zprostfedkovavat pohyby chloroplastti do pozice
diastrofe ¢i epistrofe, ackoli PHOT2 je ponékud méné citlivy. Samotny PHOT2

zprostfedkovava pohyb chloroplasti z mista vysokého ozéareni do pozice parastrofe.



Rtizné reakce chloroplasti u pfirozeného typu (WT) a mutantt rostliny Arabidopsis

jsou ukdzany na obr. 3. (Briggs a Christie 2002)

3.3.3 Otvirani praduchti indukované modrym svétlem

Oba mutanti vjednom genu (photl a phot2) reaguji na modré svétlo zvétSenim
praduchové Stérbiny, jsou vSak nepatrné méné citlivé nez pfirozeny typ (WT).
Naopak mutant photlphot2 neukazal Zadnou praduchovou reakci na modré svétlo.
Tedy, stejné jako u fototropismu a akumulace chloroplast(i, oba PHOT1 a PHOT2
zprostfedkovéavaji otvirdni prtducht, ackoli se mohou lisit vjejich relativni
fotocitlivosti. Priiduchové reakce ptirozeného typu Arabidopsis, stejné jako mutantd,

jsou ukazany na obr. 3. (Briggs a Christie 2002)

3.4 Pienos signalu

Zmény molekuly fotoreceptoru vyvolavaji sérii sekundarnich procest, které jsou
oznacovany jako signalni fetézec nebo pfenos signalu. Presny signal pieneseny
z fotoreceptortt k chloroplastim neni zatim znam, ale zajimavé informace byly
ziskany ¢aste¢nym ozatfovanim bunék mikropaprsky (Kagawa a Wada 1999). Pohyb
chloroplastt byl vyvolan ¢asteénym ozafenim bunék kapradiny Adiantum capillus-
veneris mikropaprsky modrého svétla o vysoké intenzité. Vysledky ukézaly, Ze
1) modré svétlo o vysoké intenzité vyvolava jak signal pro akumulaci, tak i pro
vyhnuti se, 2) signdl pro akumulaci chloroplastti se miize pohybovat napfi¢ butikou,
zatimco signdl pro vyhnuti se zGstava uvnitt osvétlené oblasti, 3) signal pro vyhnuti
se je dominantni nad akumulaci a 4) trvani signalu pro akumulaci je delsi nez pro
vyhnuti se. Tyto vysledky naznacily, Ze signaly pro obé reakce jsou rozdilné.

Jako kandidat pro prenos signalu z fotoreceptortt k chloroplastim jsou ionty

vapniku (Wada a kol. 2003). Role Ca?* jako potencidlniho nitrobunééného posla byla
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zkoumana v modelové rostliné Lemna trisulca (okfehek trojbrazdy) (Tlalka a Gabry$
1993, Tlalka a Fricker 1999), u kapradiny Adiantum capillus-veneris (Sato a kol. 2001b,
2003a), mechu Physcomitrella patens (¢epenka odstala) (Sato a kol. 2003b) a u
Arabidopsis thaliana (Stoelzle a kol. 2003). V téchto pracich byly ziskadny diikazy pro
relativné silné zapojeni vnitfnich zasob Ca?* v regulaci pohybu chloroplastt. Avsak
vysledky neposkytly zadna voditka, jak by mohl byt kontrolovan smér pohybu
(Gabrys 2004).

3.5 Mechanismus pohybu chloroplastii

Signaly vyvolané svétlem a mechanickym stresem musi byt nakonec pfeneseny ke
slozkdm cytoskeletu, coZ ma za nésledek pohyb chloroplastti (Wada a kol. 2003).
Predpoklada se, ze hlavni roli ve vytvafeni mechanické sily pro pohyb hraje aktin.
Chloroplasty se pohybuji podél vnéjsich vldken, které jsou slozeny z mnoha svazki
mikrofilament (Haupt & Scheuerlein 1990). Na zakladé strukturdlnich a
farmakologickych vyzkumii je jiz dlouho znamo zapojeni aktinu v pohybu
chloroplast v burikach raznych druht rostlin. Zmény v usporadédni aktinovych
vlaken béhem svétlem kontrolovaného pohybu chloroplastt byly dokumentovany u
Vallisneria (Takagi 2003, Sakurai a kol. 2005, Sakai & Takagi 2005), u L. trisulca (Tlalka
& Gabrys 1993, Malec a kol. 1996, Grabalska & Malec 2004), u A. capillus-veneris
(Kadota & Wada 1992), u Nicotiana tabacum (Augustynowicz a kol. 2001) a u
Arabidopsis thaliana (Krzeszowiec a kol. 2007).

Epidermis vodni krytosemenné rostliny Vallisneria gigantae (zdkruticha obrovska)
se stal modelovym systémem, ve kterém je mechanismus pohybu chloroplastii
nejvice prozkouméan. U Vallisneria jsou chloroplasty presunovany tekouci
cytoplazmou. Bud’ jsou uvéznény ve slabé osvétlenych bodech, nebo p#i nadmérném
osvétleni pluji pry¢ ztéchto oblasti. Umisténi chloroplastti v téchto rostlinach
kontroluji dvé spektralni oblasti, ¢ervend a modra (Takagi 2003). Vztah mezi

reakcemi chloroplastti a cytoplazmatickym proudénim neni zjevny u vyssich
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suchozemskych rostlin, kde jsou reakce chloroplastti aktivovany pouze modrym
svétlem (Gabrys 2004).

Kandasamy & Meagher (1999) pracovali, svyuzitim imunofluorescentniho
barviva, na strukturdlnim vztahu mezi chloroplasty a cytoskeletem u rostliny
Arabidopsis thaliana. Chloroplasty byly vyrovnany podél aktinovych svazk nebo
byly tzce spjaty s tenkymi vlakny, které ndhodné tvorily koSe okolo nich. Analyza
obrazktl vedla autory k zavéru, Ze nékteré chloroplasty migruji podél aktinovych
vlaken, zatimco ostatni jsou taZzeny tenkymi aktinovymi vlakny.

Sato a kol. (2001b) studovali v pohybu chloroplasttt u mechu Physcomitrella patens
zapojeni dvou systéma vldken (mikrotubul a mikrofilament). PouZivali
cytoskeletarni inhibitory Cremart a  cytochalasin B, které roztrhaly systém
mikrotubul, resp. mikrofilament. Objevili v pohybu chloroplastii vedle zapojeni
mikrofilament (aktinu) také zapojeni systému mikrotubuli. Zjistili, Ze reakce
ftytochromu vyuzivaji pouze systém mikrotubuli, zatimco reakce fotoropinu maji
dvoji moznost zptisobu pohybu, bud’ podél mikrotubuli nebo mikrofilament.

Krzeszowiec a kol. (2007) zkoumali, zda modré svétlo, které spousti
charakteristické reakce chloroplasti (LFR a HFR reakce) také ovliviiuje usporadani
F-aktinu v mezofilnich burnkdch Arabidopsis thaliana. Srovnavali zplisob a tvar
rozdéleni tkani pii osvétleni silnym a slabym modrym a cervenym svétlem.
Prostorové usporadani F-aktinovych siti neutrpélo zadné zmény, které by mohly byt
pfipsany vyslovné modrému svétlu. Usporddani aktinovych vldken bylo podobné u
modfe osvétlenych prirozenych typt rostlin a phot2 mutantd, ktefi postradali reakci
chloroplastii na silné svétlo. Avsak vyznamné rozdily ve tvaru a rozdéleni F-aktinu
byly pozorovdny mezi mezofilnimi butikami phot2 mutanti osvétlenych silnym a
slabym cervenym svétlem. Tyto zmény nejsou patrné v listech pfirozenych typu.
Dosli k zavéru, Ze aktin se nejevi byt hlavnim cilem pro signal orientace chloroplastii
vlivem modrého svétla. Zptsoby zapojeni aktinu v pfemistovani chloroplastii jsou
jiné u vodnich a suchozemskych rostlin. Vysledky naznacily, Ze pfi fizeném
usporddavéani aktinu u Arabidopsis thaliana existuje spoluprace mezi fotoreceptory

pro cervené a modré svétlo.
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Funkce vlaken aktinu béhem pohybu chloroplasti neni jesté plné poznana. Neni
znamo, zda chloroplasty jsou prosté prenaseny podél nachystaného systému siti
aktinu nebo jestli pouZzivaji nové polymerizovana vldkna aktinu po urceni sméru
pohybu fotoreceptorem. Vice informaci o zplisobu zapojeni aktinu mtaze byt ziskano
diky chupl (chloroplasts unusual positioning 1) mutantu Arabidopsis (Kasahara a kol.
2002, Oikawa a kol. 2003). Tito rostlinni mutanti nevykazovali ani LFR reakci (pfesun
chloroplastd do pozice diastrofe ¢i epistrofe), ani HFR reakci (usporadani
chloroplasttl v pozici parastrofe) a jejich chloroplasty ztstavali v relativné pevné
pozici predevsim na jedné strané mezofilnich bunék (Gabry$ 2004).

Kasahara a kol. (2002) méfili pomoci dvou druhtt mutant rostliny Arabidopsis,
phot2 a chupl, pohyb chloroplastti a miru poskozeni PS II. Tyto dveé rozdilné tfidy
mutantt jsou defektni v reakci chloroplast(i na silné svétlo. Autofi ukézali, ze tito
mutanti jsou vice citlivi na poskozeni silnym svétlem nez pfirozené typy rostlin. Za
vysoké intenzity svétla u nich dochazelo rychleji k poskozeni fotosyntetického
aparatu a naslednému vybéleni barvy listu a jeho nekréze. Z téchto vysledki
usoudili, zZe reakce chloroplastli na vysokou intenzitu svétla (pfesun do pozice

parastrofe) snizuje mnozstvi absorbovaného svétla chloroplasty.

3.6 Vyznam pohybu chloroplastt

Skutecnost, Ze orientovany pohyb chloroplasti je obecny jev v rostlinné isi, vede
k zadvéru, Zze tyto pohyby plni dilezitou funkci v zivoté rostliny (Haupt &
Scheuerlein 1990).

Park a kol. (1996) studovali fotoinhibici PS II ozafenim silnym svétlem s ohledem
na pohyb chloroplasti u stinomilné rostliny Tradescantia albiflora (podénka)
v porovnani k svétlomilnému Pisum sativum (hrach sety). PS II u T. albiflora ukazal
vétsi odolnost na svételny stres nez Pisum sativum. Navrhli, ze pohyb chloroplastt u
stinomilnych rostlin mtize byt lepsi strategie pro zvladani fluktuace svételné

intenzity.
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Trojan & Gabry$ (1996) studovali vztah mezi pohybem chloroplastt a svételnymi
podminkami béhem réstu rostliny. Péstovali Arabidopsis thaliana za raznych
svételnych podminek (na silném a slabém svétle). Rostliny byly ozafovéany silnym ¢i
slabym svétlem nebo drzeny ve tmé a byly pozorovany zakonitosti rozdéleni
chloroplastt. Vysledky ukazaly pfekvapujici rozdily v uspofddani ve tmé a pouze
nepatrné rozdily v uspofddani za slabého svétla. Ve tmé byly chloroplasty v burikdch
rostlin rostoucich za slabého svétla v ¢elni pozici (diastrofe ¢i epistrofe), zatimco u
rostlin rostoucich za silného svétla ztstala vétsina chloroplastli v pozici parastrofe.
U rostlin rostoucich za slabého i silného svétla silné svétlo vzdy vyvolalo pohyb
chloroplasttt do pozice parastrofe. Tyto vysledky naznacily, Ze reakce chloroplastti
na silné svétlo (HFR reakce) je primarné dtilezitd a dominuje nad jinymi orientacemi
chloroplastd.

Augustynowicz & Gabry$s (1999) zvazovali ekologicky vyznam pohybu
chloroplastti za pfirodnich podminek. Pohyby chloroplast(i v reakci na ménici se
hodnoty a vinové délky svétla byly vySetfovany na listech ¢tyfech druht kapradin
zijicich v riznych ekologickych nikach: Adiantum capillus-veneris (netik Venusin vlas),
Adiantum caudatum (netik), Adiantum diaphanum a Pteris cretica (k¥idelnice).
A. capillus-veneris a Pteris cretica mély vysoky stupen prirodni flexibility a vykazovaly
velkou citlivost na pohyby chloroplast pfi osvétlovani silnym a slabym modrym
svétlem. A. caudatum, vyzadujici intenzivni svétlo pro rtst, neprodéldval témér
zadny pohyb chloroplastti, zatimco A. diaphanum (stinomilny druh) vykazoval pouze
slaby pohyb chloroplastt. Jejich vysledky ukéazaly, Ze pohyb chloroplasta je
nezbytny nebo uZite¢ny pro rostliny rostouci za pfirodnich podminek, kde intenzity
svétla velmi kolisaji, ale neni dtlezity pro rostliny zijici spiSe za stalych svételnych
podminek.

Jeong a kol. (2002) studovali, jak velikost chloroplasti ovlivni efektivitu jejich
pohybu. Méfili na transgennich rostlindch tabaku (Nicotiana tabacum cv Xanthi)
obsahujici pouze jeden az tfi zvétsené chloroplasty v mezofilni burice listu. Tyto
rostliny byly pouZity pro zkoumani vyhod, zda mit radsi velkou populaci malych

chloroplastti, spiSe neZz par vétsich chloroplasth. U prfirozenych typt rostlin
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dochézelo k normalnim reakcim chloroplast na svétle (LFR a HFR reakce), avSak
usporddani chloroplastti u uvedené transgenni rostliny nebylo patrné. Dosli tedy
k zadvéru, ze pritomnost velkého mnozstvi malych a rychle se pohybujicich
chloroplastti v burikach dovoluje jejich efektivnéjsi pohyb a ac¢innéjsi vyuziti slabého
svétla a naopak za silné intenzity svétla chrani pfed poskozenim fotosynteticky
aparat.

Vseobecné se predpokladd, Ze pohyb chloroplastti do pozice diastrofe ¢i epistrofe
(LFR reakce) maximalizuje fotosyntetickou aktivitu a uspofadéani chloroplast(i
v pozici parastrofe (HFR reakce) minimalizuje jejich poskozeni. Kasahara a kol.
(2002) studovali dulezitost HFR reakce chloroplastti vyuzivajici dva rozdilné druhy
mutantd, phot2 a chupl (mutant postradajici protein, ktery vaze aktin a mutant
s neobvyklym rozloZzenim chloroplast). Tito mutanti byli pouZiti k demonstraci
toho, ze pokud chloroplasty nemohou uniknout pry¢ ze silného svétla, dojde k jejich
trvalému zniceni, prasknuti bunék a k nekréze listt. Kagawa a Wada (2004) testovali
vztah mezi rychlosti pfemistovani chloroplast(i a intenzitou osvétleni. Ukézali, ze
rychlost tniku chloroplastii ze silného svétla je zavisld na intenzité ozareni bilym
svétlem. Za vy$si intenzity svétla byla rychlost pohybu chloroplast vyssi a za nizsi
intenzity svétla niz$i. Rychlost je také zavislda na mnoZzstvi phot2, heterozygotni
mutant rostliny vykazuje sniZzenou rychlost pohybu ve srovnani s homozygotnim
pfirozenym typem rostliny.

Pohyb chloroplastti byl studovan u mnoha rostlin, ale hlavné jako modelovy
systém pro svételné signdly. Avsak bylo ukazano, ze u kapradiny Adiantum capillus-
veneris je pohyb chloroplastti indukovan mechanickou stimulaci, pravé tak jako
svételnou stimulaci (Sato a kol. 2003a). Po velmi kratkém doteku (<1 min)
mikrokapilary na ¢ast buriky, se chloroplasty pohybovaly pry¢ od strany mechanické
stimulace (Sato a kol. 1999). Nocekavané byl vsak u mechu Physcomitrella patens
pozorovan opacny smér pohybu chloroplasti. Mechanicka stimulace byla
aplikovana kapildrou pfimo na ¢ast buriky. V 30 minutach po zac¢atku stimulace se

chloroplasty pohybovaly smérem na stranu tlaku a shromazdovaly se zde (Sato a

kol. 2003b). Rozdil ve sméru pohybu mezi kapradinami a mechem Physcomitrella

15



patens nebyl dan sloZzenim pouzitého rtistového média, protoZze smér pohybu se
nezménil, ani kdyZz byly reakce zkoumény ve stejném riistovém médiu, jaké bylo
pouzito pro buriky kapradiny. Stejna reakce byla pozorovéna pro dalsi mechy, bylo

tedy navrzeno, Ze tento jev plati obecné pro mechorosty (Sato a kol. 2003b).

3.7 Vliv vyssi teploty na pohyb chloroplastt

Pohyb chloroplastti v reakci na svétlo je jiz zndm uz vice jak 100 let. Chloroplasty
jsou specifické organely v rostlinnych burikdch, které dokdZou meénit svoji polohu
v burice v reakci na rozdilné svételné podminky. Za nizké intenzity osvétlovani se
chloroplasty pohybuji smérem ke svétlu a shromazduji se u nejvice osvétlenych
bunéénych stén. Naopak za svétla o vysoké intenzité se chloroplasty vyhybaji nejvice
ozafenym mistim a pohybuji se ke sténdm buriky, které jsou rovnobézné se smérem
svétla. Avsak efekty dalsich faktortt vnéjsiho prosttedi na pohyb chloroplastii nejsou
zatim dobte popsany. (Kodama a kol. 2008)

Pred 100 lety zkoumal Senn pohyb chloroplastii u rtiznych organismt, jako jsou
Funaria hygrometrica (zkrutek vladhojemny), Striatella unipunctata, Lemna trisulca
(oktehek trojbrazdy) a Phaseolus vulgaris (fazol obecny). Popsal efekty réiznych
vnéjsich faktorti na pohyb chloroplastti jako je svétlo, tma, nizka a vysoka teplota,
gravitace, mechanicky stres a chemikalie. (Kodama a kol. 2008)

Teplota je jeden z kritickych faktor(i v Zivoté rostliny. Pro rostliny mohou byt
nizko a vysoko teplotni rezimy obzvlasté skodlivé. Vyssi teploty maji v rostlinach
vliv primarné na fotosyntetickou funkci (mény fluorescence a poskozeni
fotosyntetického aparatu). (Holzinger a kol. 2007)

Pohyb chloroplastti byl studovan u mnoha rostlin, ale hlavné jako modelovy
systém pro svételné signaly. Brugnoli & Bjorkman (1992) ukézali, Ze svétlem
indukované pohyby chloroplastii jsou silné zdvislé na teploté. Stupen usporadéani
chloroplastt u Oxalis oregena (Stavel oregonsky) rostl silné ze vzristajici teplotou do

30 °C a prudce klesal pti dalsim zvysSeni teploty. Teplotni koeficient Q1o byl mezi
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20-30°C roven 2,7 a 5,5 mezi teplotami 10 - 20 °C. Kadoma a kol. (2008) studovali
pohyb chloroplastti indukovany nizkou teplotou v bunikach kapradiny Adiantum
capillus-veneris. Za nizké intenzity svétla pii teploté 25 °C se chloroplasty
shromazdovaly podél stén kolmych na svételné zateni, ale pii 4 °C se chloroplasty
stéhovaly smérem ke sténam rovnobéZnym se smérem zateni. Pfi vysoké intenzité
svétla doslo jesté kzesileni této reakce. U phot2 mutant vSak nic takového
nepozorovali. Také Walczak & Gabrys (1980) zjistili, Ze premistovani chloroplastt
v listech u Tradescentia (vodénka) a Ajuga (zbéhovec) bylo silné ovlivhéno zménami
teploty. Zkoumali teplotni zavislost reakci chloroplast(i na vysokou intenzitu svétla
(HFR reakce) pro tfi teploty: 5, 10 a 20 °C. Zjistili, Ze sniZenim teploty se zvysila
citlivost na svétlo pro oba typy reakci chloroplastti (LFR a HFR reakce). Gabrys a kol.
(1997) studovali interakci mezi kryptochromem a fytochromem u Mougeotia. Reakce
byla indukovéna z&blesky modrého a nasledné cerveného svétla. Zjistili, Ze interakce
mezi kryptochromem a fytochromem nastala pfi 2 °C a dosdhla maxima po 10 min.
Vysoka teplota vyznamné ovliviiuje anatomickou strukturu ne pouze v tkanich a
na bunécné trovni, ale také na subbunéc¢né arovni. Na subbunécné trovni se hlavni
zmény zplsobené teplotnim stresem vyskytuji v chloroplastech, coz vede
k vyraznym zménam ve fotosyntéze. Holzinger a kol. (2007) studovali vliv teploty na
samotné chloroplasty. Sestrojili specidlni komtrku pro pouZiti se svételnym
mikroskopem, kde mohli kontrolovat teplotu s pfesnosti +0,1°C v rozmezi
od 0 do 60 °C. Byl nalezen teplotné zavisly vyskyt vy¢nélki na chloroplastech. Tyto
struktury dosahly délky 3 - 5 pm. Pfi nizkych teplotach (5 - 15 °C) nebyly nalezeny
témér zadné vycnélky chloroplastti. Vyénélky se zacaly objevovat az pfi vysokych

teplotach (35 - 45 °C).
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3.8 Fluorescence chlorofylu

Bylo dokazano, ze svétlem indukované pohyby chloroplasti zptsobuji zmény
ve fluorescenci chlorofylu. Pohyby chloroplastit maji vyznamny vliv na efektivitu
vyuziti svétla pro fotosyntézu (Brugnoli & Bjorkman 1992). Ve vétsiné praci byla
studovana mira poskozeni (fotoinhibice) PSII s ohledem na pohyb chloroplastt (Park
a kol. 1996, Augustynowicz & Gabrys 1999, Joeng a kol. 2002, Kasahara a kol. 2002).
Fluorescence chlorofylu je obecné rozsifenda metoda uzivand ve vyzkumu
fotosyntézy. Méteni fluorescence chlorofylu je neinvazivni, velmi citlivé, rychlé a
poskytuje dtlezité informace o fotosyntetickém aparatu. Fluorescence chlorofylu a
pfedstavuje jednu z forem pfemény absorbované energie svétla.

Fluorescen¢ni indukéni jev (FIJ) je casova zavislost intenzity fluorescence
chlorofylu a systému dostatecné adaptovaného na tmu po ndhlém ozéfeni silnym
kontinudlnim (aktinickym) svétlem, které vyvold fotochemické reakce fotosyntézy.
Podle charakteru osvitu a doby detekce mtize byt FIJ rozdélen na velmi rychly,
rychly a pomaly. Kazda kiivka fluorescencni indukce (FI) jde z minimdlni intenzity
fluorescence Fo (vSechna RCII oteviena) k maximalni intenzité fluorescence Fum
(vSechna RCII uzavfena), jejich vyznam vysvétluje parametr Fv/Fm (potencidlni
maximdalni kvantovy vytéZzek fotochemie PSII) (Lazar 1999). V idedlnim pfipadé
Fy/Fm ~ 0,823, tato hodnota se nazyva biologicka konstanta a je pro vétsinu rostlin
stejnd. Odrazi funkéni stav PSII a pii plisobeni stresu Fv/Fm klesd. VSechny viny
kiivky nartstu fluorescence chlorofylu mohou byt zietelné odhaleny, kdyz je ¢asova
osa x v logaritmickém métitku. Kt¥ivka FI ma obvykle typicky O-J-I-P pribéh, ktery
zavisi na stavu pouzitého materidlu a intenzité excita¢niho zateni (obr. 4). O vlna
znamend Fy, ] vlna se objevuje pti 2-3 ms, I se objevuje pfi 30 - 50 ms a P vinu
reprezentujici Fy obvykle dosdhneme pti 200 - 500 ms (Lazéar 1999).

Efekt rostouci teploty se u fluorescence chlorofylu projevuje naréstem v minimalni
intenzité flourescence Fo. Pfi teplotni stresu rostlinného materidlu se okolo 300 ps
objevuje novd vlna oznacovand, jako K. Kvlna je zptlisoben inhibici OEC,

pravdépodobné spolu s inhibici akceptorové strany PSII. (Lazar 2006)
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Obr. 4. Teplotni zavislost kfivek FI méfené na segmentech listu tabaku adaptovaném na tmu (15 min)
fluorimetrem PEA (1000 pmol m2.s7, ¢ervené svétlo s maximem okolo 650 nm). Kfivka a) kontrolni
segment listu (25 °C), b) segment listu v alobalovém pouzdfe byl ohfivan v destlilované vodeé linearné
z teploty 25 °C rychlosti 2 °C/min az po koncovou teplotu 50 °C a nasledné ochlazovan stejnou
rychlosti, jakou probihal ohfev, opét do teploty 25 °C. K¥ivky FI byly méfeny pti 25 °C. O, ], I, P,

K vlny jsou vyznaceny. Casova osa x je v logaritmickém méfitku.
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

N

Svétlem indukovany pohyb chloroplastii pod vlivem vys$si teploty (linearni a
skokovy teplotni stres) byl méfen na listech tabdku virginského (Nicotiana tabacum L.
cv. Samsun). Pouzité rostliny byly sazené 8. 12. 08 a péstované v plastovych
kvétinaccich v Zahradnickém substratu (AGRO CS as., Ceska Skalice, Ceska
Republika) ve fotokomote SGC.170.PFX.] (Weiss-Gallenkamp, Loughborough,
England) pfi svételném rezimu 8 h tma (teplota 21°C, relativni vlhkost 55 %), 30 min
rozednivani, 15 h svétlo (teplota 24°C, relativni vlhkost 60 %), 30 min stmivani
(obr. 5). Intenzita svétla ve fotokomote byla 100 pmol fotond m-2. s fotosynteticky
aktivniho zareni (PAR) ve vysce 30 cm pod vrchem. Pro méfeni byly pouzity rostliny

ve stari 2,5 - 3,5 mésice.

Svétlo
15 h, teplata 24°C, RH 60 %
100 wmol fotandm-2, s-1

Rozednivani

0,5h \
Tma

gh, teplota 21°C, RH 55 %

Strrnivani

/ 0,5h

Tma

|
|
I
|
|
|
|
|
| &h, teplota 21°C, RH 55 %
|

|

23:30 7:30 .00 23:00 23:30 7:30

Obr. 5. Rezim jednoho cyklu fytokomory SGC.170.PFX.J (Weiss-Gallenkamp, Loughborough,
England).
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Pro studium svétlem indukovaného pohybu chloroplast pod vlivem biotického
stresu jsme pouzili rostliny slunecnice rocni (Helianthus annuus L. - néachylny
genotyp Peredovik). Rostliny byly sdzené 20. 1. 09 a byly péstované jednotlivé v
plastovych kvétinaccich s perlitem. Jednou tydné byly pak pfihnojovany pripravkem
KRISTALON start (Hydro Agri Rotterdam, Rotterdam, Netherlands). Prvnich 7 dni
byly rostliny péstovany na Katedfe botaniky PfF UP Olomouc (Oddéleni
tytopatologie a mikrobiologie) v ristové komoie MLR 350 HT (Sanyo, Osaka, Japan)
za rezimu 10 h tma (teplota 18°C, relativni vlhkost 75 %), 14 h svétlo (teplota 23 °C,
relativni vlhkost 75 %), intenzita svétla byla 100 pmol fotontt PAR m-2. s-1. Poté byly
pfevezeny kndm na Katedru experimentdlni fyziky UP Olomouc (Oddéleni
biofyziky), kde byly péstovany v upravené fytokomote Calex (Calex, Zlaté Moravce,
Slovenska Republika). Teplotu a denni rezim jsme udrzovali stejné, relativni vlhkost
byla 65 %, intenzitu svétla se nam podafilo dosahnout pouze
50 pmol fotontt PAR m2. s1. Pro méfeni svétlem indukovaného pohybu chloroplastt
pod vlivem biotického stresu byly rostliny inokulovany v suspenzi plisné
slunec¢nicové (Plasmopara halstedii) rasa 700. Inokulace nakli¢enych rostlin probéhla 4.
den stafi rostliny pfi teploté 15 °C po dobu 3 hodin ve tmé. Pohyb chloroplastt byl

méten 18., 21., 24. a 27. den stafi rostliny.

4.2 Piiprava segmentu

Meéfeni svétlem indukovaného pohybu chloroplast(i pod vlivem teplotniho stresu
bylo provddéno na segmentech listu tabaku virginského (Nicotiana tabacum L. cv.
Samsun). Z listu bylo odstfizeno 7 segmentti o velikosti 0,9 x 2 cm pro skokovy
teplotni rezim a 8 segmentt o velikosti 0,9 x 1,5 cm pro linearni teplotni reZim.
Odstfizeni segmentt zlistu je zndzornéno na obr. 6. SnaZili jsme se, aby bylo

v segmentu co nejméné zilnatiny, ktera ma odlisné optické vlastnosti od zbytku listu.
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Obr. 6. Znéazornéni odstfizeni segmentl z listu pro skokovy teplotni rezim. Z listu je odstfizeno

7 segmentti o velikosti 0,9 x 2 cm. Vybirdme mista s minimalnim zastoupenim Zzilnatiny.

Po odsttizeni byl segment listu vlozen do ramecku z filtra¢nitho papiru (obr. 7),
kde byl pfipevnén kouskem prusvitné lepici pasky. Rdmecek se segmentem jsme
polozili na kovovy Zebficek, ktery byl umistén na Petriho misce naplnéné vodou.
Ramecky z filtraéniho papiru jsme pouzili z divodu zabranéni vysychédni segmentu
po odstfizeni zlistu. Segmenty byly vlhéeny pomoci prouzku filtraénitho papiruy,
ktery spojuje rdmecek s vodni hladinou (obr. 8). Takto pfipravené segmenty byly
poté dany na 15 minut na slabé bilé svétlo pod zativku (PHILIPS TLD 36W/33).
Intenzita svétla byla 20 pmol fotont PAR m?2. s, teplota 22°C a relativni vlhkost
24 %.
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Obr. 7. Nékres ramecka z filtra¢niho papiru s vlozenym segmentem listu. Vlevo je ramecek pro
skokovy teplotni rezim, vpravo rameéek pro linearni teplotni rezim. Cisla pfedstavuji rozméry

ramecku v milimetrech.

Obr. 8. Zptisob ulozeni a vlhéeni ramecku z filtraéniho papiru se segmentem listu. Takto pfipravené

segmenty byly poté dany na 15 minut na slabé bilé svétlo pod zativku.

4.3 Teplotni rezimy stresu

Po 15 minutach inkubace na slabém svétle byl segment listu v rdmecku
z filtraénitho papiru vlozen na 15 minut do tmy. V nasem pfipadé jsme segment
vlozili do pfipravené alobalové obalky. Toto jsme provedli zdévodu méfeni

fluorescence chlorofylu, ktera poté nasledovala.

23



Takto pfipravené vzorky jsme inkubovali ve vodni lazni, kde jsme na né
aplikovali teplotni stres. Pro zabranéni infiltrace segmentu vodou a zajisténi pfenosu
tepla jsme pouZzili alobalové pouzdro, do kterého jsme segment umistili po vyjmuti
z alobalové obélky. Podle teplotniho rezimu jsme méfeni vlivu vnéjsi teploty na
pohyb chloroplasti rozdélili na dva podprojekty: 1) skokovy teplotni reZim,

2) linedrni teplotni reZim.

4.3.1 Skokovy teplotni rezim

Segment listu jsme inkubovali ve vodni ldzni p#i dané teploté T. Casovy rezim
inkubace je zndzornén na obr. 9. Celd procedura se skladala ze tfi krokt{i. Nejprve
jsme segment v alobalovém pouzdfe (obr. 10) vlozili do vody o teploté 25°C . Dalsi
krok inkubace probihal v termostatu Thermostat U10 (VEB MLW PRUFGERATE-
WERK MEDINGEN, Drazdany, Némecko) pro teploty Tk = 25, 30, 35, 38, 40, 42,
45°C (pro kazdou teplotu Tk byl z listu odstfiZzen jeden segment). Posledni krokem
bylo opét vloZeni vzorku do vody o teploté 25°C, kterou jsme udrzovali v termostatu
Transsonic T460/H(Elma, Singen, Némecko). Doba kaZzdého kroku trvala 5 minut,

celkem tedy procedura trvala 15 minut.

24



T (°C)

Tk

L —— B ——— 1

1 {rmin)

Obr. 9. Casovy priibéh teploty pro skokovy teplotni rezim. Inkubace se sklddala ze t¥i kroki. Nejprve
jsme segment v alobalovém pouzdfe vlozili do vody o teploté 25 °C, poté byl vloZen do vodni ldzné o
teploté Tx (Tx = 25, 30, 35, 38, 40, 42, 45 °C). Nakonec jsme segment opét vlozili do vody o teploté
25 °C. Kazdy krok trval 5 minut, celkova doba procedury byla tedy 15 minut. Cervené tecky oznacuji

méfeni fluorescence (fluorescen¢ni indukce méfena vzdy pfed a po teplotnim stresu).

Obr. 10. Segment v ramecku z filtraéniho papiru jsme z davodu zabranéni infiltrace a zajisténi
prenosu tepla vlozili do alobalového pouzdra. Aby pouzdro neplavalo na hlading, bylo zatiZzeno

médénym pliskem.

25



4.3.2 Linearni teplotni rezim

Teplotni rezim vzorku zajistovala nekomerc¢ni aparatura, kterd byla sestrojena
RNDr. Pavlem Krchridkem, Ph.D. Schéma aparatury a popis teplotnich rezimi je
podrobné popséan v Frolcovi a kol. (2008).

Segment listu v alobalovém pouzdfe byl fixovan k drzdku, ktery byl ponofen do
destilované vody ve sklenéné kadince. Kadinka (primeér 3 cm, vyska 4 cm) byla
postavena na magnetickou michacku, kterd udrzovala homogenitu teploty
destilované vody. Kromé drzéku se vzorkem bylo pres uzadvér do kddinky zavedeno
jesté teplotni ¢idlo (termoclanek) a téleso k regulaci teploty.

Pro méfeni byly pouzity segmenty o velikosti 0,9 x 1,5 cm. Ohtivacim médiem
byla destilovana voda o objemu 17,5 ml. Ohfev vzorku probihal linedrné z teploty
25 °C rychlosti 2 °C/min az po vybranou (koncovou) teplotu Tk. Koncové teploty
byly zvoleny Ty = 30, 35, 38, 40, 42, 45, 50 °C. Poté néasledovalo jeho linearni

ochlazovani stejnou rychlosti, jakou probihal ohtev (obr. 11).

T (°C)

25

t frmin)

Obr. 11. Casovy priibéh linedrniho teplotniho rezimu. Ohiev vzorku probihal linearné z teploty 25 °C
rychlosti 2 °C/min aZ po koncovou teplotu Tk (Tx = 30, 35, 38, 40, 42, 45, 50 °C). Poté nasledovalo jeho

linearni ochlazovani stejnou rychlosti, jakou probihal ohfev.
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4.4 Méfeni pohybu chloroplastii

Pohyb chloroplastti byl vyvolan studenym bilym svétlem z osvétlovaci soustavy
KL 2500 (Schott Glas, Wiesbaden, Némecko) s praumérem svétlovodu 15 mm. Pro
méfeni jsme pouzili modry filtr BG-12 (Schott, Wiesbaden, Némecko), kde jsme
vyuzili dobfe zndmého faktu, ze pohyb chloroplastii je indukovan modrym svétlem.
Intenzita budiciho svétla byla méfena pristrojem LI-COR
Quantum/Radiometer/Photometer model LI-189 (Lincoln, Nebraska, USA), ktery
méfi fotosynteticky aktivni zafeni (PAR). List, popfipadé segment listu, byl

osvétlovan vzdy z adaxialni strany.

4.4.1 Meéfeni pohybu chloroplastii pomoci specialni svorky a svétlovodu

Pohybu chloroplastti, pomoci specialni svorky a svétlovodu, jsme méfili pomoci
metody, kterou vyvinula Rolencova (2008). Pfi této metodé se pfimo méfi zmény
propustnosti listu v ¢ase, které jsou zpusobené pohybem chloroplasti pfi
osvétlovani. Pro méfeni propustnosti pouzivdme spektroradiometr LI-1800 (LI-COR,
Lincoln, USA), svétlovod (Storz, Tuttlingen, Némecko) o prameéru 3,5 mm a
upravenou svorku firmy Hansatech k méteni fluorescence.

Schéma aparatury je zndzornéno na obr. 12. Svorka na méfeni fluorescence je
provrtana naskrz, aby mohl signal prochazet na spodni svétlovod, ktery je pfipojen
na spektroradiometr LI-1800. Osvétlena cast listu, na které méfime, je kruh o
praméru 4,5 mm. List je od horniho svétlovodu (zdroj svétla) vzdalen 4,8 cm.
Vstupni konec spodniho svétlovodu je ve vzdéalenosti 8 mm pod listem. Pti takto
sestavené aparatufe méfime v ¢astecné kolimovaném svétle a méfeni propustnosti je

velice citlivé na pohyb chloroplastt (Naus a kol. 2008, Rolencova 2008).
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LI-1300

Obr. 12. Schéma aparatury na méfeni pohybu chloroplast pomoci specialni svorky a svétlovodu.
1 - svétlovod zdroje studeného bilého svétla, 2 - modry filtr, 3 - upravena svorka firmy Hansatech,

4 - podlozka, 5 - segment listu, 6 - svétlovod vedouci k spektroradiometru LI-1800.

Spektroradiometr je nastaven na rezim point screen (PT), ktery sniméd kaZzdou
sekundu intenzitu dopadajici svétla pfi dané vlnové délce. Pro modré svétlo jsme
nastavili vlnovou délku 436 nm. Pro vypocteni hodnot propustnosti listu (Tc) jsme
museli kazdych 30 s odecist prvni tfi hodnoty a udélat z nich prameér. Vysledné ¢islo
jsme poté vydélili hodnotou intenzity dopadajicitho zateni bez listu. Pfi prepnuti
svétla na jinou intenzitu je nékdy potieba provést korekce tak, aby na sebe hodnoty

propustnosti pfimo navazovaly. Prabéh kinetiky propustnosti Tc mtizete vidét na

obr. 13.
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Obr. 13. Prtibéh kinetiky propustnosti Tc segmentu listu tabaku pfi vlnové délce 436 nm. Segment
listu byl osvétlovan po dobu 25 minut modrym svétlem o intenzité 380 pmol fotond PAR m2s?
(viz 8ipka) a nasledné po dobu 35 minut modrym svétlem o intenzité 5 pmol fotont PAR m2.s?

(viz Sipka).

Rolencova (2008) také ukézala, Ze na pohyb chloroplastd ma vliv intenzita stisku
svorky, proto jsme mezi horni a dolni dil svorky vlozili podloZzku, aby svorka na list

netlacila, ale jenom ho ptidrZovala ve stejné poloze.

4.4.2 Sledovani pohybu chloroplastti pomoci chlorofylmetru

K méfteni relativniho obsahu chlorofylu v listech rostlin jsme pouzivali komer¢ni
chlorofylmetr SPAD 502DL (Konica Minolta Sensing, Inc., Osaka, Japan). Pfistroj
SPAD-502 méii zmény propustnosti svétla skrze vzorek pro dvé vlnové délky

(650 nm - oblast maxima absorpce chlorofyl a 940 nm - pozadi), za pouZiti dvou
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LED diod se spektralni polositkou 15 nm (650 nm), resp. 50 nm (940 nm). Na displeji
se ukazuje hodnota M v relativnich jednotkach SPAD. Hodnotu M udavajici relativni

obsah chlorofylu spoc¢teme jako:
M = log[I "9a0/T9a0] - log[I s50/1650] = log Toao — logTes0,

kde Is50 a Isa0 jsou signaly bez vzorku a I 650 a I 940 jsou signaly se vzorkem.

Diky tomuto pfepoctu propustnosti na relativni obsah chlorofylu jsme mohli
pomoci pfistroje SPAD-502 neinvazivné sledovat pohyb chloroplasti, kdy se
zvysovala nebo sniZovala propustnost listu vlivem rizného usporddani chloroplastt.
Pro pfesny tdaj obsahu chlorofylu v listech tabaku by bylo tfeba zméfit kalibra¢ni
kiivku.

Pristrojem SPAD-502 se méfi propustnost ve svétle difiznim. Pro méfeni pohybu
chloroplasti jsme vsak v této diplomové praci pouzili aparaturu se specidlni
svorkou, svétlovodem a spektralnim radiometrem LI-1800, kdy méfime ve svétle
¢astecné kolimovaném. Toto méfeni propustnosti se ukdzalo na pohyb chloroplastii
citlivéjsi (Naus a kol. 2008, Rolencova 2008). Ptistroj SPAD-502 jsme pouZivali pro
kontrolu, jestli vlivem zafeni nedoslo krozkladu chlorofylt a ptfi vybéru listd,
abychom méfili na listech o stejném obsahu chlorofylti. Plosny obsah chlorofyli

v listu mé totiz podstatny vliv jak na hodnotu pocate¢ni propustnosti, tak na

hodnotu maximdlni dosazené relativni zmény propustnosti (Rolencova 2008).

4.4.3 Sledovani vlivu teplotniho stresu pomoci fluorescence chlorofylu

Meéfeni fluorescence probiha z adaxialni strany listu. Pfed méfenim jsou segmenty
listu zatemnény na 15 minut v alobalovém pouzdie. U obou teplotnich reZzimt
méfime fluorescen¢ni indukci vzdy pfed a po teplotnim stresu. Poté nésleduje

méfeni pohybu chloroplastd.
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4.4.3.1 Skokovy teplotni rezim

Velmi rychla fluorescen¢ni indukce (vrFIJ) byla méfena pomoci ruéniho
fluorimetru FluorPen FP 100 (Photon Systems Instruments, Brno, Ceska Republika).
Intenzita zafeni byla nastavena na 100 % (3000 pmol fotontt PAR m2.s1). Doba
méteni byla 2 sekundy. Osvétlujeme modrym svétlem o vinové délce 455 nm.

Meéfend data jsou ukladédna do pameéti pfistroje a mohou byt znovu vyvoldna pro
pfepis do pocitace. Fluorimetr FP 100 z kiivek vyhodnocuje mnoZstvi parametrt

podle Strasser a kol. (2000), které jsou poté v pocitaci ukdzany v prehledné tabulce.

4.4.3.2 Linearni teplotni rezim

Meétili jsme vrFIJ pomoci fluorimetru PEA (Hansatech, King's Lynn, England),
pouzitd intenzita excita¢ntho zafeni byla 3000 pmol fotond PAR m2. st
(30 % maximalni intenzity svétla piistroje PEA), zdrojem zafeni jsou LED diody
s maximem emise u 650 nm. Pro méfeni byla pouzita listova svorka firmy Hansatech.
Doba méteni byla 3 sekundy.

Z kiivek velmi rychlé fluorescenéni indukce se pomoci programu Biolyzer

vyhodnocuje tzv. JIP test (Strasser & Strasser 1995).

Vyhodnocovali jsme 6 zdkladnich parametrti, které jsme poté srovnavali pro oba
teplotni rezimy stresu.

Vybrané zékladni parametry fluorescen¢ni induk¢ni kiivky:

Fo - minimalni fluorescence (JIP test: intenzita fluorescence pfi 50 ps)

Fv/ Fp - maximalni kvantovy vytézek PS II fotochemie (JIP test: misto Fm se pouziva
Fp - intenzita fluorescence viny P, Fy = Fu - Fo)

Vj - (Fy - Fo)/( Fm - Fo) (relativni proménna fluorescence pfi 2 ms)

V1 - (F1 - Fo)/(Fum - Fo) (relativni proménna fluorescence pfi 30 ms)

Mo - dV/dto (smérnice v pocatku nabéhu fluorescence)

Sm - Area/(Fm - Fo) (normovand plocha nad k#ivkou)
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Z technickych davoda jsme museli pro kazdy teplotni reZim méfit fluorescen¢ni
indukéni jev jinym pfistrojem, na obr. 14 je vsak vidét, Zze vysledné kiivky jsou

srovnatelné.
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Obr. 14. Porovnani kfivek velmi rychlého fluorescenéniho indukéniho jevu (vrFIJ). Pro skokovy
teplotni rezim byl vrFI] méfen ruénim fluorimetrem FluorPen FP 100 (Photon Systems Instruments,
Brno, Ceskd Republika) - ¢ernd ktivka. P¥i linearnim teplotnim rezimu byl pouzit fluorimetr PEA
(Hansatech, King's Lynn, England) - zelena kfivka. Kfivky byly méfeny na listu tabdku adaptovaném
na tmu (15 min). Obé k¥ivky jsou priaméry z péti méfeni (n = 5) pro teplotu 25 °C. Casova osa x je

v logaritmickém méfitku.
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4.5 Vyhodnoceni parametrt

4.5.1 Vliv vyssi teploty na pohyb chloroplastii v listech

Meétili jsme pohyb chloroplasti pomoci specidlni svorky, svétlovodu a
spektroradiometru LI-1800. Na kazdy segment, ktery prosel teplotnim stresem, jsme
aplikovali jeden cyklus silného a slabého modrého svétla. Vysledkem byly kfivky

kinetiky propustnosti, na kterych jsme vyhodnocovali parametry (obr. 15).

380 umol. m>. 8™ 5 ymol. m?. s™
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Obr. 15. Parametry pritbéhu kinetiky propustnosti Tc segmentu listu tabaku pfi vlnové délce 436 nm.
Segment listu byl osvétlovan po dobu 25 minut modrym svétlem o intenzité
380 pmol fotontt PAR m2. s (viz $ipka) a ndasledné po dobu 35 minut modry svétlem o intenzité
5 pmol fotontt PAR m2. s1 (viz Sipka). Vyhodnocujeme: h; a h; - rozsah propustnosti Tc, huax - hodnota

propustnosti Tc v ¢ase t = 25 min, S;a Sz - smérnice nardistu a poklesu v daném casovém intervalu.
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1) Parametr H; a H2

2)

3)

Parametry Hi, resp. H jsme definovali jako:
Hi = h1/ hmax, resp. H2 = h2 / hiax,
kde h; je rozsah Tc mezi maximalni a minimalni hodnotou pfi osvétlovani
silnym modrym svétlem, kdy se chloroplasty pfesunou do polohy 1 (1).
Rozsah Tc pfi osvétlovanim slabym modrym svétlem, kdy se chloroplasty
pfesunou do polohy 2 (2), hz je pak definovan stejnym zptsobem:
h1 = (Tmax - Tmin), resp. h2 = (Tmax - Tmin).
Parametr hmax znamena hodnotu Tc v ¢ase t = 25 min pro kfivku kinetiky

propustnosti pfi teploté 25 °C (standard pro kazdou sérii méteni).

Relativni smérnice S1 a Sz

Vyhodnoceni podle rychlosti nartistu do polohy 1 (S1), resp. pokles do polohy
2 (52). Pro pohyb do polohy 1 jsme vybrali ¢asovy interval 3 - 18 minut.
Smérnici jsme pocitali pomoci programu Excel (pfidat spojnici trendu —
linedrni typ trendu + zobrazit rovnici regrese + hodnotu spolehlivosti R —
¢islo u x (upravit pocet desetinnych mist). Pro pohyb do polohy 2 jsme zvolili
¢asovy interval 30 - 50 minut. Postup vypoctu zustal stejny. Hodnoty S; a Sz
jsou normované (délime nejvétsi smérnici pro danou sérii) a tedy

bezrozmérné.

Vysledky jsme poté zpracovali statisticky. Pro oba teplotni rezimy (linedrni (Is) a
skokovy teplotni stres (ss)) jsme méfili kazdou sérii 5krat. Pro kazdou teplotu Tk
(Is: Tk = 25, 30, 35, 38, 40, 42, 45, 50 °C, ss: Tk = 25, 30, 35, 38, 40, 42, 45 °C) jsme

z vypoctenych parametrt a smérnic spocitali priméry a smérodatné odchylky.

Praméry graft
Graf se sklada z kiivek, které jsou prameéry z péti méfeni pro kazdou teplotu

v sérii (obr. 18 a 21).
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4.5.2 VlIiv biotického stresu na pohyb chloroplasti v listech

Mefili jsme pohyb chloroplastii, na kontrolnich a inokulovanych sluneénicich,
pomoci specidlni svorky, svétlovodu a spektroradiometru LI-1800 béhem jednoho
cyklu osvétlovani silnym a slabym modrym svétlem. Z vyslednych ktivek kinetiky
propustnosti jsme vyhodnocovali parametry (obr. 16) a vysledky pro kontrolni a

inokulované rostliny spolu porovnaly.

00014 190pmol.m* s’  5pmol. m” s”

0.0012 - (1)
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Obr. 16. Prabéh kinetiky propustnosti Tc listu slune¢nice pfi vinové délce 436 nm. List byl osvétlovan
po dobu 20 minut modrym svétlem o intenzité 190 pmol foton&t PAR m2.s? (viz Sipka) a nasledné po
dobu 30 minut modry svétlem o intenzit¢ 5 pmol fotond PAR m?2s! (viz Sipka).
Vyhodnocujeme: hl - rozsah popustnosti, hmax - hodnota propustnosti Tc v case t = 20 min a

S1 - smérnici nardstu v ¢asovém intervalu 3 - 16 minut.
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1) Parametr Hy
Parametry H;jsme definovali jako:
Hi1 = hi1/ hmax,
kde hi1 je rozsah Tc mezi maximdlni a minimélni hodnotou, kdy se po
osvétlovani silnym modrym svétlem presunou chloroplasty do poloha 1 (1) a
je definovan jako:
h1 = (Timax = Tmin).
Parametr hmae znamend hodnotu Tc v ¢ase t = 20 min pro danou kfivku

kinetiky propustnosti.

2) Relativni smérnice S;
Vyhodnoceni podle rychlosti nartstu do polohy 1 (S1). Pro pohyb do polohy 1
jsme vybrali ¢asovy interval 3 - 16 minut. Smérnici jsme pocitali pomoci
programu Excel (pfidat spojnici trendu — linedrni typ trendu + zobrazit
rovnici regrese + hodnotu spolehlivosti R — ¢islo u x (upravit pocet
desetinnych mist). Hodnota S; je normovand (délime nejvétsi smérnici pro

danou sérii kontrol a inokulovanych rostlin) a tedy bezrozmérné.

Vysledky jsme zpracovali statisticky. Z vypoctenych parametrt a smérnic jsme
spocitali primeéry a smérodatné odchylky. Vysledky pro kontrolni a inokulované

rostliny jsme poté porovnali.

3) Priméry grafii
Graf se sklada z krivek, které jsou primeéry z kazdého méfeni (kazdé méreni
se sklada z péti kontrol a péti inokulovanyh rostlin) (obr. 28). Zvlast jsou

prameérovany hodnoty pro kontrolni a inokulované rostliny.
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4.5.3 Statistické zpracovani vysledki

Standardné byl pocitan rozdil v sousednich hodnotach pomoci t-testu (porovnava
praméry) pro kritickou hodnotu a = 0,05. Je-li P hodnota testu vétsi nez alfa,
neexistuje statisticky vyznamny rozdil v datech. Opravnénost pouziti t-testu byla
zjistovana testovdnim normalnosti dat a rovnosti jejich rozptylu. Pokud data nebyla
normdlni nebo nemély rovné rozptyly, tak misto t-testu byl pouzit Mann-Whitney
Rank Sum test (porovndva mediany). Byla pocitdna také sila testu. Ta urcuje, zdali
jsou dana data pro danou alfa viibec schopna odhalit néjaké rozdily v nich. Pokud
sila testu je mensi neZ poZadovana kritickd hodnota sily testu (0,8), pak je tteba

zjisténé rozdily ¢i nerozdily v datech interpretovat opatrné.
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5 Vysledky

5.1 Vliv vyssi teploty na pohyb chloroplasta v listech

V2

Tento projekt byl zaméfen na studium vlivu vyssi teploty na svétlem indukovany
pohyb chloroplastt v listech. Méfeni pohybu chloroplastt bylo rozdéleno na dva
podprojekty, kdy jsme pouzili dva rizné teplotni rezimy: skokovy a linedrni teplotni
rezim.

V obou podprojektech jsme méfili pohyb chloroplasti pomoci specidlni svorky,
svétlovodu a spektroradiometru LI-1800. Listy jsme osvétlovali studenym bilym
svétlem z osvétlovaci soustavy KL 2500 za pouZiti modrého filtru BG-12. Kazdé
méfeni se skladalo z25 minut ozafovani listu modrym svétlem o intenzité
380 pmol fotontt PAR m=2.s1 a 35 minut ozafovani modrym svétlem o intenzité
5 pmol fotontt PAR m=2. s-1.

Meéteni probihalo na segmentech listu tabdku. Abychom se ujistili, Ze odstfiZeni
segmentu z listu nema vliv na pohyb chloroplastti, provedli jsme kontrolni méfeni
vlivu odstfihnuti a starnuti na segmentech. Z listu jsme odstfihli tfi segmenty, které
jsme vlozili do rdmecku zfiltra¢niho papiru a polozili je na slabé svétlo
(20 pmol fotont PAR m2. s 1), aby se chloroplasty pfed méfenim pohybu presunuly
ke sténdam kolmym na smér dopadajiciho svétla (LFR reakce) (minimélni hodnota
Tc). Pohyb chloroplasti byl méten 0,5, 2 a 4 hodiny od odstfiZzeni segmentu z listu
(obr. 17). Z ktivek kinetiky propustnosti Tc listu jsme vyhodnotili parametr H;
[(rozsah Tc mezi maximalni a minimalni hodnotou)/(hodnota Tcv ¢ase t = 25 min)] a
smérnici S1 (vyhodnoceni podle rychlosti ndrtstu). Zmény v téchto parametrech vsak
nebyly vétsi jak 5 %, zcehoz vyplyva, Ze odstfizeni segmentd, pfi soucasném

zajisténi dostatku vlhkosti, ma minimalni vliv na pohyb chloroplasti.
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Obr. 17. Vliv doby po odstfizeni segmentu zlistu na pohyb chloroplasti. Méfena zavislost
propustnosti Tc segmentu listu tabaku p¥i vlnové délce 436 nm na ¢ase. Propustnost Tc jsme méfili 0,5,
2 a 4 hodiny od ustfizeni segmentu z listu. Segment listu byl osvétlovan po dobu 25 minut modrym
svétlem o intenzité 380 pmol fotontt PAR m=2s? (viz $ipka) a nasledné po dobu 35 minut modrym

svétlem o intenzité 5 pmol fotont PAR m2.s'(viz $ipka).

5.1.1 Pohyb chloroplastii pod vlivem skokového teplotniho stresu

K experimentu byly pouzity rostliny tabaku ve stafi 2 mésicti. Méfeni probihalo na
segmentech listu (vZdy jsme pouzili tfeti list od shora). Segment listu byl odstfizen,
vlozen do ramecku zfiltraéntho papiru a dan na 15 minut na slabé svétlo
(20 pmol fotontt PAR m-2. s -1). Po 15 minutach na slabém svétle byl list vloZen na
dalsich 15 minut do tmy (z d@ivodu adaptace na tmu pred méfenim fluorescen¢ni
indukce (viz kapitola 5.2). Takto adaptovany segment jsme vlozili do alobalového
pouzdra a inkubovali po dobu 5 minut ve vodni lazni o teploté 25 °C, poté dalsich

5 minut ve vodni ldzni o dané teploté Tk (Tk = 25, 30, 35, 38, 40, 42, 45 °C) a néasledné
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opét 5 minut ve vodé o teploté 25 °C. Po teplotnim stresu néasledovalo méfeni
pohybu chloroplast.

Kazdou sérii méfeni pohybu chloroplast(i pod vlivem skokového teplotniho stresu
jsme opakovali 5krat. Z kfivek kinetiky propustnosti listu jsme vyhodnotili
parametry Hi, H> (obr. 19), relativni smérnice Si, Sz (obr. 20) a udélali prameéry graft
(obr. 18). Z vysledka je patrné, Ze kiivky a parametry kfivek se téméf nelisi do
teploty 38 °C, pouze u teploty 35 °C vidime nepatrny nartist hodnot parametra. Od
40 °C pak zac¢ind pokles hodnot parametrGt Hi, H> a relativnich smérnic Si, Sz.
U smérnic S1, S je pokles nepatrné rychlejsi. Pri teploté 45 °C jsou vsechny hodnoty
témeér nulové (nedochdzi jiz k téméf zadnému pohybu chloroplastti). Statisticky
vyznamny rozdil v datech (P < 0,05) byl zjistén u sousednich hodnot parametrt Hi,
H> métfenych pii teploté 40 a 42 °C a 42 a 45 °C. U relativni smérnice S1 pak mezi
sousednimi hodnotami p#i 38 a 40 °C,40a42°Ca42a45°Cau Sy pii40a42°Ca 42
a45°C.
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Obr. 18. Vliv skokového teplotniho stresu na ¢asovy pribéh zmény propustnosti T¢ listu tabaku pfi
vlnové délce 436 nm. Segmenty listu v alobalovém pouzdfe byly inkubovany po dobu 5 minut ve
vodni lazni o teploté 25 °C, poté dalsich 5 minut ve vodni lazni o dané teploté Tk (Tx = 25, 30, 35, 38,
40, 42, 45 °C) a opét dalsich 5 minut ve vodé o teploté 25 °C. Vlastni méfeni pohybu chloroplastt
probihalo pfi 25 °C. Segment listu byl osvétlovan po dobu 25 minut modrym svétlem o intenzité
380 pmol fotontt PAR m2.s1 (viz Sipka) a nasledné po dobu 35 minut modrym svétlem o intenzité

5 pmol fotont PAR m2. s (viz Sipka). Vysledné kiivky jsou priméry z péti méfeni pro kazdou

teplotu (n =5).
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Obr. 19. Zavislost hodnot parametrt Hi, H> vypoctenych z ¢asového pribéhu zmény propustnosti Tc
listu tabaku na teploté. Pro kazdou teplotu inkubace Tk (Tx = 25, 30, 35, 38, 40, 42, 45 °C) jsou vysledné
hodnoty parametrtt Hi, H> priméry z péti méfeni (n = 5). U kazdé hodnoty zndzornéna smérodatna
odchylka. Vyznacen statisticky vyznamny rozdil (*) v datech pro P <0,05 (porovnavany hodnoty pro

danou teplotu a teplotu nejblize nizsi). Parametry H; a Hz jsou rozliseny barevné.
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Obr. 20. Zavislost hodnot relativnich smérnic Si, So vypoctenych z ¢asového priibéhu zmény
propustnosti Tc listu tabaku na teploté. Pro kazdou teplotu inkubace Tx (Tx = 25, 30, 35, 38, 40, 42,
45 °C) jsou vysledné hodnoty relativnich smérnic Si, Sy primeéry z péti méfeni (n = 5). U kazdé
hodnoty znazornéna smeérodatna odchylka. Vyznacen statisticky vyznamny rozdil (*) v datech pro
P <0,05 (porovnavany hodnoty pro danou teplotu a teplotu nejblize niz$i). Relativni smérnice Si, Sz

jsou rozliSeny barevné.
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5.1.2 Pohyb chloroplastii pod vlivem linearniho teplotniho stresu

Pohyb chloroplasti pod vlivem linearniho teplotniho stresu byl méfen na
rostlindch tabdku starych 2,5 mésice. Méfeni probihalo na segmentech listu (vzdy
jsme pouzili tteti list od shora). Segment listu byl odstfiZzen, vloZen do ramecku
z filtra¢niho papiru a dédn na 15 minut na slabé svétlo. Po 15 minutach na slabém
svétle byl segment listu vloZen na dalsich 15 minut do tmy. Na takto adaptovany
vzorek jsme aplikovali linedrni teplotni stres. Segment listu byl ohfivan linedrné
z teploty 25 °C (standard) rychlosti 2 °C/min az po vybranou (koncovou) teplotu Tk
(Tx = 30, 35, 38, 40, 42, 45, 50 °C). Poté nasledovalo jeho linearni ochlazovani stejnou
rychlosti, jakou probihal ohfev. Po teplotnim stresu nasledovalo meéfeni pohybu
chloroplastd.

Kazdou sérii méfeni pohybu chloroplastti pod vlivem linearniho teplotniho stresu
jsme opakovali 5krat. Z kfivek kinetiky propustnosti listu jsme vyhodnotili
parametry Hi, Hz (obr. 22), relativni smérnice Si, Sz (obr. 23) a udélali prameéry graft
(obr. 21). Z vysledka je patrné, Ze kiivky a parametry kfivek se téméf nelisi do
teploty 40 °C a od 42 °C zac¢ina pokles v hodnotach parametrtt Hi, H> a relativnich
smérnic S1, Sp. Pfi teploté 50 °C jsou pak vSechny hodnoty témér nulové (nedochazi
jiz k téméf zddnému pohybu chloroplasti). Statisticky vyznamny rozdil v datech
(P < 0,05) byl zjistén u sousednich hodnot parametrt Hi, H> méfenych pri 42 a 45 °C
a 45 a 50 °C. U relativnich smérnic S;, S2 pak mezi sousednimi hodnotami piti

40a42°C,42 a45°Ca45a50°C.
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Obr. 21. Vliv linearniho teplotniho stresu na ¢asovy pribéh zmény propustnosti Tc listu tabaku p¥i
vlnové délce 436 nm. Segmenty listu v alobalovém pouzdfe byly ohiivany linedrné z teploty 25 °C
rychlosti 2 °C/min aZ po vybranou (koncovou) teplotu Ti (Tx = 30, 35, 38, 40, 42, 45, 50 °C). Poté
nasledovalo jejich linedrni ochlazovani stejnou rychlosti, jakou probihal ohfev. Vlastni méfeni pohybu
chloroplastti probihalo pfi 25 °C. Segment listu byl osvétlovan po dobu 25 minut modrym svétlem o
intenzité 380 pmol fotont PAR m2.s? (viz $ipka) a nasledné po dobu 35 minut modrym svétlem o
intenzité 5 pmol foton PAR m2. s (viz Sipka). Vysledné kifivky jsou priméry z péti méfeni pro

kazdou teplotu (n = 5).
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Obr. 22. Zavislost hodnot parametr Hi, H> vypoctenych z ¢asového pribéhu zmény propustnosti Tc
listu tabdku na teploté. Pro kazdou teplotu Tx (Tx = 25, 30, 35, 38, 40, 42, 45, 50 °C) jsou vysledné
hodnoty parametrét Hi, H> priméry z péti méteni (n = 5). U kazdé hodnoty je znazornéna smérodatna
odchylka. Vyznacen statisticky vyznamny rozdil (*) v datech pro P < 0,05 (porovnavany hodnoty pro

danou teplotu a teplotu nejblize nizsi). Parametry H; a Hz jsou rozliseny barevné.
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Obr. 23. Zavislost hodnot relativnich smérnic S;, S; vypoctenych z casového priibéhu zmény
propustnosti Tc listu tabaku na teploté. Pro kazdou teplotu Tk (Tx = 25, 30, 35, 38, 40, 42, 45, 50 °C)
jsou vysledné hodnoty relativnich smérnic Si, S; priméry z péti méfeni (n = 5). U kazdé hodnoty
zndzornéna smeérodatna odchylka. Vyznacen statisticky vyznamny rozdil (*) v datech pro P <0,05
(porovnavany hodnoty pro danou teplotu a teplotu nejbliZze nizsi). Relativni smérnice S; a Sz jsou

rozliSeny barevné.
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5.2 Vliv vyssi teploty na fluorescené¢ni indukci

V tomto experimentu jsme pomoci méfeni fluorescen¢ni indukce sledovali vliv
teplotniho stresu na segmenty listu tabdku. Fluorescen¢ni indukce byla méfena vzdy
pfed a po teplotnim stresu, poté nasledovalo méteni pohybu chloroplasti pomoci
specidlni svorky, svétlovodu a spektroradiometru LI-1800. Tak jsme na stejném
segmentu listu mohli sledovat vliv vyssi teploty na fotosynteticky aparat i na pohyb
chloroplastti a porovnat parametry obou méfeni. Pouzili jsme dva teplotni rezimy
stresu: skokovy a linearni teplotni rezim.

Fluorescen¢ni indukci (FI) jsme méfili vzdy na segmentech listu adaptovanych na
tmu. Doba adaptace byla 15 minut, pti delsi adaptaci se jiz zmény v parametrech Fo a
Fv/Fm pohybovaly pod 10 % a bylo tedy zbyte¢né segmenty adaptovat delsi dobu. U
obou teplotnich rezimi jsme méftili (FI) pro kazdou teplotu Skrat a z kiivek poté
udélali prameéry. Z kiivek FI jsme vyhodnocovali 6 zakladnich parametrt (Fo, Fv/Fp,

V), Vi, Sm, My).

5.21 Skokovy teplotni stres

Po odstfizeni byl segment listu dan na 15 minut na slabé svétlo. Poté jsme segment
vlozili na dalsich 15 minut do tmy. Na takto adaptovaném segmentu listu jsme
zméfili fluorescen¢ni indukéni jev. Tyto hodnoty jsme brali jako standard
(Tk = 25 °C). Poté jsme segment vlozili do alobalového pouzdra a inkubovali po dobu
5 minut ve vodni lazni o teploté 25 °C, poté dalsich 5 minut ve vodni ldzni o dané
teploté Tk (Tk = 25, 30, 35, 38, 40, 42, 45 °C) a opét 5 minut ve vodeé o teploté 25 °C. Po
teplotnim stresu jsme zméfili FI. Méteni FI probihalo pfi teploté 25 °C.

Sérii sledovani vlivu skokového teplotniho stresu pomoci fluorescené¢ni indukce
jsme opakovali 5krat. Z FI kiivek jsme vyhodnocovali parametry Fo, Fv/Fp, V), Vi, Sm,
My (obr. 25) a udélali priméry kiivek pro kazdou teplotu (obr. 24). Srostouci
teplotou dochézi k nartistu minimalni fluorescence Fo a poklesu Fp. Pfi teploté 45 °C

se objevuje K vlna. U parametrt FI kfivky na obr. vidime, Ze do teploty 42 °C neni
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prikazny témét zadny rozdil sousednich hodnot. U parametrt Fo, Fv/Fp, Sm, Via Mo
existuje statisticky vyznamny rozdil sousednich hodnot (P < 0,05) aZ mezi teplotami
42 - 45 °C. U Fo, Sm, My dochazi pfi teploté 45 °C k nartstu hodnot, naopak u Fy/Fpr a

Vi dochézi k poklesu. U parametru Vjneni zadny prokazatelny rozdil hodnot.
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Obr. 24. Teplotni zavislost ktivek FI méfené na listu tabdku adaptovaném na tmu (15 min) ruénim
fluorimetrem FP 100max (3000 pmol. m2.s7, modré svétlo s maximem okolo 455 nm). Segmenty listu v
alobalovém pouzdie byly inkubovany po dobu 5 minut ve vodni lazni o teploté 25 °C, poté dalSich
5 minut ve vodni lazni o dané teploté Tx (Tx = 25, 30, 35, 38, 40, 42, 45 °C) a opét dalsich 5 minut ve
vodé o teploté 25 °C. K¥ivky FI byly méfeny pti 25 °C. Typicky O-J-I-P prabéh fluorescen¢nich kifivek
do teploty 42 °C, pfi teploté 45 °C se objevuje Kvlna. O, J, I, P, Kvlny jsou vyznaceny. Vysledné
kiivky jsou priméry z péti méfeni pro kazdou teplotu (n = 5). Casova osa x je v logaritmickém

méfitku.
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Obr. 25. Zavislost hodnot parametrt (Fo, Fy/Fp, Sm, V), Vi, My) vypoctenych z kiivek FI na teploté.
Segmenty listu v alobalovém pouzdfe byly inkubovany po dobu 5 minut ve vodni lazni o teploté
25 °C, poté dalsich 5 minut ve vodni lazni o dané teploté Tk (Tx = 25, 30, 35, 38, 40, 42, 45 °C) a opét
5 minut ve vodé o teploté 25 °C. Pro kazdou teplotu Tk jsou vysledné hodnoty parametrt praméry
z péti méfeni (n = 5). U kazdé hodnoty je zndzornéna smérodatna odchylka. Vyznacen statisticky
vyznamny rozdil (*) v datech pro P < 0,05 (porovnavany hodnoty pro danou teplotu a teplotu nejblize
niz).
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5.2.2 Linearni teplotni stres

Po odstfizeni byl segment listu dan na 15 minut na slabé svétlo. Poté jsme segment
vlozili na dalsich 15 minut do tmy. Na takto adaptovaném segmentu listu jsme
zméfili fluorescen¢éni indukéni jev. Tyto hodnoty jsme brali jako standard
(Tk =25°C). Segment v alobalovém pouzdfe jsme néasledné ohtivali v destilované
vodé linedrné z teploty 25 °C rychlosti 2 °C/min az po vybranou (koncovou) teplotu
Tk (Tx = 30, 35, 38, 40, 42, 45, 50 °C). Poté nésledovalo jeho linedrni ochlazovani
stejnou rychlosti, jakou probihal ohfev. Po teplotnim stresu jsme opét zméfili FI.
Meéteni probéhlo pii teploté 25 °C.

Sérii sledovani vlivu linearniho teplotniho stresu pomoci fluorescen¢éni indukce
jsme opakovali 5krat. Z FI kiivek jsme vyhodnocovali parametry Fo, Fv/Fp, V), Vi, Sm,
My (obr. 27) a udélali priméry kiivek pro kazdou teplotu (obr. 26). Srostouci
teplotou roste minimalni fluorescence Fo a klesa Fp. Pri teploté 50 °C se objevuje
Kvlna. U parametrt FI kiivky na obr. 27 vidime, Ze existuje statisticky vyznamny
rozdil (P <0,05) sousednich hodnot mezi 42 a 45°C u Sm, V} V1. U Fy/Fp existuje
rozdil sousednich hodnot uz i mezi teplotami 40 a 42 °C. U Fpa My dochazi k zddné
zméné. Obecné plati, ze pfi ohfevu segmentu listu v destilované vodé line4drné
z teploty 25 °C rychlosti 2 °C/min a nasledném ochlazovanim stejnou rychlosti opét
do teploty 25 °C dochazi pfi teploté 45 °C k nartstu hodnot u Fo, Sm a Moy a naopak
u Fy/Fp, V; a Vi k poklesu. Na obr. 27 nejsou zndzornény hodnoty parametr pro
teplotu 50 °C, kdy u parametr@ FI kfivky dochazi k vyraznému nartstu (Fo, Sm, Mo)
nebo poklesu hodnot (Fv/Fp, Vj, Vi) a grafy by se tak staly nepiehledné.
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Obr. 26. Teplotni zavislost kfivek FI meéfené na listu tabaku adaptovaném na tmu (15 min)
fluorimetrem PEA (1000 pmol. m2s?, ervené svétlo s maximem okolo 650 nm). Segmenty listu
v alobalovém pouzdfe byly ohfivany v destilované vodé linearné z teploty 25 °C rychlosti 2 °C/min
az po vybranou (koncovou) teplotu Tk (T = 30, 35, 38, 40, 42, 45, 50 °C) a nasledné ochlazovéany stejnou
rychlosti opét do teploty 25 °C. Ktivky FI byly méfeny pii 25 °C. Typicky O-J-I-P prabéh
fluorescen¢nich kiivek do teploty 45 °C, pfi teploté 50 °C se objevuje Kviny. O, J, I, P, Kvlny jsou
vyznadeny. Vysledné kiivky jsou priméry z péti méfeni pro kazdou teplotu (n = 5). Casova osa x je

v logaritmickém méfitku.
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Obr. 27. Zavislost hodnot parametrt (Fo, Fy/Fp, Sm, V), Vi, My) vypoctenych z kifivek FI na teploté.
Segmenty listu v alobalovém pouzdie byly ohfivany v destilované vodé linedrné z teploty 25 °C
rychlosti 2 °C/min az po vybranou (koncovou) teplotu T (Tx = 30, 35, 38, 40, 42, 45, 50 °C) a nasledné
ochlazovany stejnou rychlosti opét do teploty 25 °C. Pro kazdou teplotu Tk jsou vysledné hodnoty
parametrdt praméry z péti méfeni (n = 5). U kazdé hodnoty je zndzornéna smérodatna odchylka.
Vyznacen statisticky vyznamny rozdil (*) v datech pro P <0,05 (porovnavany hodnoty pro danou
teplotu a teplotu nejblize nizsf). Hodnoty parametrtt pro teplotu 50 °C nejsou zndzornény (u

parametrd FI k¥ivky dochézi k vyraznému nartstu (Fo, Sm, Mo) nebo poklesu hodnot (Fv/Fp, V;, V1)).
51



5.3 Vliv biotického stresu na pohyb chloroplasti v listech

Tento projekt byl zaméfen na studium vlivu biotického stresu na svétlem
indukovany pohyb chloroplasti v listech. Pro méfeni pohybu chloroplast jsme
pouzili aparaturu se specidlni svorkou, svétlovodem a spektroradiometrem LI-1800.
Listy jsme osvétlovali studenym bilym svétlem z osvétlovaci soustavy KL 2500 za
pouziti modrého filtru BG-12. Kazdé méteni se skladalo z 20 minut ozafovani listu
modrym svétlem o intenzité 190 pmol fotond PAR m2.s1 a z 30 minut ozafovani
modrym svétlem o intenzité 5 pmol fotont PAR m-2. s-1.

Sledovali jsme na listech slunecnice ¢asovy vyvoj vlivu plisné slune¢nicové na
pohyb chloroplastt. Pohyb chloroplastti jsme méfili na prvnim pravém listu 18., 21,
24. a 27. den stafi rostliny. V jeden den jsme méfili vzdy na péti kontrolnich a péti
inokulovanych rostlindich. Na prvnim pravém listu kazdé rostliny jsme udélali
znacku (Cervené kolecko), abychom pohyb chloroplastd mohli sledovat stdle na
stejném misté. Pfed kazdym méfenim byla rostlina adaptovdna 30 minut na slabém
svétle o intenzité 20 pmol fotonh PAR m-2. s-1.

Vyvoj nemoci jsme sledovali tak, ze pfed kazdym méfenim pohybu chloroplastt
jsme na rostliné méfili 4 parametry (vysku, pocet listd, velikost listu a relativni obsah
chlorofyl1). Naméfené parametry pro inokulované a kontrolni rostliny jsou uvedeny
v tab. 1. Inokulované rostliny byly v prameéru o 12 % niZsi, velikost listu, na kterém
jsme méfili, byla o 13 % mensi, relativni obsah chlorofyli, méfeny chlorofylmetrem
SPAD-502, byl primeérné nizsi o 6 % a pocet listl byl téméf stejny (u nékterych
kontrolnich rostlin rostly nové listy dfive). Kromé téchto parametrt nebyly mezi
inokulovanymi a kontrolnimi rostlinami zadné pozorovatelné rozdily (napi. barva

listu).
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Tab. 1. Casovy vyvoj vlivu plisné slune¢nicové na inokulované rostliny slune¢nice (I - Is) v porovnani
s kontrolnimi rostlinami (K; - Ks). Na kazdé rostliné sledujeme 4 parametry (vysku, pocet listd,
velikost listu a relativni obsah chlorofyld). Vyska rostliny a velikost listu je méfena v cm. Minimalni
velikost zapocteného listu je 0,5 cm. Relativni obsah chlorofylt je méfen chlorofylmetrem SPAD-502
(rel. jedn. SPAD) na prvnim pravém listu kazdé rostliny, hodnoty jsou priiméry ze tii méfeni (n = 3).

Tyto parametry byly méfeny 18., 21., 24. a 27. den stafi rostliny.

Rostlinny Parametry stafi rostliny
material rostliny 18. den 21. den 24. den 27. den
K1 Vyska (cm) 6 6,5 8 9,5
Pocet lista 4 6 6 6
Velikost listu (cm) 4 5 55 6
Relativni obsah chlorofylt (SPAD) 414 39,1 39,4 41,4
K2 Vyska (cm) 6 7 8 10,5
Pocet lista 4 6 6 8
Velikost listu (cm) 45 5 5,5 6,5
Relativni obsah chlorofylt (SPAD) 31,2 33,6 34,7 36,8
K3 Vyska (cm) 6 6,5 8 9
Pocet lista 4 6 6 6
Velikost listu (cm) 4 5 55 6
Relativni obsah chlorofyla (SPAD) 33,8 34,8 38,3 40,2
K4 Vyska (cm) 5 5 6 7,5
Pocet lista 4 6 6 8
Velikost listu (cm) 4,5 5 6 6,5
Relativni obsah chlorofyla (SPAD) 41,6 40,2 42,0 39,3
K5 Vyska (cm) 7 7 8,5 9,5
Pocet lista 4 4 6 6
Velikost listu (cm) 4 5 6 6,5
Relativni obsah chlorofyla (SPAD) 40,2 40,7 39,1 39,0
I Vyska (cm) 6 6 8 9,5
Pocet lista 4 4 6 6
Velikost listu (cm) 3 4 55 6,5
Relativni obsah chlorofyla (SPAD) 40,8 39,5 40,3 40,5
12 Vyska (cm) 4 4 5,5 7,5
Pocet lista 4 4 6 6
Velikost listu (cm) 4 45 5,5 6
Relativni obsah chlorofylt (SPAD) 38,2 38,3 37,7 38,6
I3 Vyska (cm) 5 6 7,5 8,5
Pocet lista 4 4 6 6
Velikost listu (cm) 2,5 3,5 4,5 5
Relativni obsah chlorofyla (SPAD) 28,8 32,5 31,3 34,1
14 Vyska (cm) 6 7 9 10
Pocet lista 4 4 6 6
Velikost listu (cm) 3,5 4 5,5 6
Relativni obsah chlorofyla (SPAD) 41,8 38,9 39,9 41,2
15 Vyska (cm) 4 4,5 5 6,5
Pocet lista 4 4 4 6
Velikost listu (cm) 2 3 5 55
Relativni obsah chlorofyla (SPAD) 29,6 29,8 30,7 29,0
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Kazdou sérii méfeni pohybu chloroplasti pod vlivem biotického stresu jsme
opakovali 5krat. Z ¢asového pribéhu zmény propustnosti Tc listu slunec¢nice jsme
vyhodnotili parametr Hi; [(rozsah Tc mezi maximdlni a minimalni
hodnotou)/(hodnota Tc vcase t = 20 min)] (obr. 29), relativni smérnici S1
(vyhodnoceni podle rychlosti nartistu) (obr. 30) a udélali priméry grafa (obr. 28). Na
obr. 28 jsou primeérné kiivky kinetiky propustnosti Tc kontrolnich a inokulovanych
rostlin pro kazdy den méfeni. Vidime, Ze primérné kiivky propustnosti kontrolnich
rostlin jsou témeéf shodné, coz potvrzuje i vyhodnoceni podle parametru Hi (obr. 29)
a relativni smérnice S1 (obr. 30), kdy nastavéa nepatrné zvyseni hodnoty smérnice S
27. den stéfi rostliny. Priimérné kiivky kinetiky propustnosti inokulovanych rostlin
se naopak lisi. Rozsah propustnosti Tc mezi minimdlni a maximdlni hodnotou je u
inokulovanych rostlin vyssi, ale vzhledem k vysokému pozadi (minimalni hodnota
Tc) jsou hodnoty parametru Hi nakonec nepatrné nizsi (obr. 29). Relativni smérnice

S1 (obr. 30) dosahuje u inokulovanych rostlin nizsich hodnot nez u kontrolnich.
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Obr. 28. Kitivky kinetiky propustnosti Tc méfené na kontrolnich a inokulovanych listech slunec¢nice
pti vlnové délce 436 nm. Propustnost Tc byla méfena 18., 21., 24. a 27. den stafi rostliny. Méfeni
probéhlo pii teploté 25 °C. Kazdé méfeni se skladalo z 20 minut ozafovani listu modrym svétlem o
intenzité 190 pmol foton&t PAR m?2. s (viz $ipka) a z 30 minut ozafovani modrym svétlem o intenzité

5 pmol fotontt PAR m2. s -1 (viz $ipka). Vysledné k¥ivky jsou primeéry z péti méfeni (n = 5).
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Obr. 29. Hodnoty parametru Hi [(rozsah Tc mezi maximdalni a minimalni hodnotou)/(hodnota Tc
vcase t = 20 min)] vypoctené z ktivek kinetiky propustnosti Tc méfenych na kontrolnich a

inokulovanych rostlindch slunec¢nice. Propustnost Tc byla méfena 18., 21., 24. a 27. den staf{ rostliny.

Kazdy sloupec predstavuje primérnou hodnou parametru z péti méfeni (n = 5). Zndzornény

smérodatné odchylky.
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Obr. 30. Hodnoty relativni smérnice S; (vyhodnoceni podle rychlosti nartistu) vypoctené z kiivek
kinetiky propustnosti Tc méfenych na kontrolnich a inokulovanych rostlinach slune¢nice. Propustnost

Tc byla méfena 18., 21., 24. a 27. den stéfi rostliny. Kazdy sloupec predstavuje primérnou hodnou

smérnice z péti méfeni (n = 5). Znazornény smérodatné odchylky.
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6 Diskuze

6.1 Vliv vyssi teploty na pohyb chloroplastt v listech

V2

Meétili jsme vliv vys$si teploty na pohyb chloroplastti v listech tabdku pfi jednom
cyklu silného a slabého modrého svétla. Uz Augustynowicz a kol. (2001) navrhli
rostlinu tabdku (Nicotiana tabacum cv. Samsun) jako vyborny materidl pro dalsi
zkouméni mechanismu pohybu chloroplasti. Pohyb chloroplasti jsme sledovali
pomoci specidlni svorky, svétlovodu a spektroradiometru LI-1800. Pti této metodé se
pfimo méfi zmeény propustnosti listu v case, které jsou zptisobené pohybem
chloroplastii pifi osvétlovani. Pohyb chloroplastti byl sledovdn nepfimo méfenim
zmén v propustnosti jako funkce aktualniho rozdéleni chloroplasti v butikach v radé
dalsich praci (Walczak & Gabry$ 1980, Gabry$ a kol. 1981, Zurzycki a kol. 1983,
Brugnoli & Bjoérkman 1992, Malec a kol. 1996, Augustynowicz & Gabrys 1999, Tlalka
& Fricker 1999, Tlalka a kol. 1999, Augustynowicz a kol. 2001, DeBlasio a kol. 2003,
Grabalska & Malec 2004, Naus a kol. 2008).

Pohyb chloroplast(i byl studovan u mnoha rostlin, ale pfedevsim jako modelovy
systém pro svételné signaly, kdy zavisi na spektralnim sloZeni nebo intenzité svétla
(Wada a kol. 2003). Avsak efekty dalSich faktort vnéjsiho prostfedi na pohyb
chloroplastti nejsou zatim dobte popsany. V tomto experimentu jsme meéfili efekt
vyssi teploty na svétlem indukovany pohyb chloroplastti v listech. PouZili jsme dva
razné teplotni rezimy: skokovy [5 minut ve vodni l4zni o teploté 25 °C, dalSich
5 minut ve vodni lazni o dané teploté Tk (Tx = 25, 30, 35, 38, 40, 42, 45 °C) a opét
5 minut ve vodni l4zni o teploté 25 °C] a linearni teplotni rezim [ohfev v destilované
vodé linedrné z teploty 25 °C rychlosti 2 °C/min aZ po teplotu Tk (Tx = 30, 35, 38, 40,
42, 45, 50 °C) a nasledné linearni ochlazovani stejnou rychlosti]. U obou teplotnich
rezimi jsme z kiivek kinetiky propustnosti Tc (¢asovy pribéh zmény propustnosti
Tc) listu tabaku vyhodnotili parametry Hi, Hz [(rozsah Tc mezi maximdlni a
minimdalni hodnotou)/(hodnota Tc v ¢ase t = 25 min)], relativni smérnici S1, Sz
(vyhodnoceni podle rychlosti narastu, resp. poklesu) a udélali priméry grafi.
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V tab. 2 je uvedeno srovnani parametr( (parametry Hi, H> a relativni smérnice S, S2)
pro oba teplotni rezimy. Pfi skokovém teplotnim rezimu jsme inkubovali pouze do
teploty 45 °C, kdy pii této teploté jiz nedochazelo k téméf zadnému pohybu

chloroplastti a bylo tedy zbytecné pokracovat v dalsi inkubaci.

Tab. 2. Srovnani parametrt (parametr Hi, H> a relativni smérnice S;, S;) vypoctenych z kiivek
propustnosti T¢ listu tabdku pfi skokovém [5 minut ve vodni lazni o teploté 25 °C, dalsich 5 minut ve
vodni lazni o dané teploté Tk (Tx = 25, 30, 35, 38, 40, 42, 45 °C) a opét 5 minut ve vodni lazni o teploté
25 °C] a linearnim teplotnim rezimu [ohfev v destilované vodé linedrné z teploty 25 °C rychlosti
2 °C/min az po teplotu Tk (Tx = 30, 35, 38, 40, 42, 45, 50 °C) a nasledné lineérni ochlazovéni stejnou
rychlosti, jakou probihal ohtev]. Hvézdi¢ka (*) vyznacuje statisticky vyznamny rozdil pro P <0,05

(porovnavany hodnoty pro danou teplotu a teplotu nejblize nizsi). K¥izek (X) znaci Zadny rozdil.

Parametry Teplota (°C)
25 30 35 38 40 42 45 50
Skokovy teplotni rezim
H; - X X X X * *
H> - X X X X * *
S1 - X X X * * *
S - X X X X * *
Linearni teplotni rezim
H; - X X X X X * *
H» - X X X X X * *
S1 - X X X X * * *
Sz - X X X X * * *

Z tabulky je patrné, Ze rychlost nartstu (S1), resp. poklesu (Sz) kiivek kinetiky
propustnosti je az na vyjimku (S1 u skokového teplotniho rezimu) citlivéjsi na teplotu
nez parametry Hi, Hz. Vlivem teplotniho stresu tedy dojde nejdfive ke zpomaleni
rychlosti pohybu chloroplastt.

Podobné charakteristiky kfivky kinetiky propustnosti pouzivali Augustynowicz &
Gabrys (1999). Sledovali ptsobeni slabého a nasledné silného svétla na listy

kapradiny adaptované na tmu. Z kfivek vyhodnocovali dva parametry: 1) dT/d¢ -
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rychlost zmény propustnosti v linedrni ¢asti ktivky, 2) t7 - ¢as nutny k dosazeni 70 %
amplitudy propustnosti.

Nase meéfeni vlivu vys$si teploty na svétlem indukovany pohyb chloroplastii
v listech ukézala silnou teplotni z&vislost pohybu chloroplastt. Pouzitim skokového
a linearniho teplotniho reZimu jsme také zjistili, Ze pohyb chloroplastti zavisi na
pouZitém teplotnim rezimu. U skokového teplotniho stresu byla teplota ustani
pohybu chloroplast(i okolo 45 °C. U linedrniho teplotniho stresu byla teplota ustani
pohybu chloroplastt az okolo 50 °C. Pro uvedené teplotni rezimy bylo tedy zjisteno,
ze linedrni teplotni rezim (rychlost ohtevu/chlazeni 2 °C/min) je k pohybu
chloroplastti Setrné€jsi nez skokovy teplotni reZim (doba inkubace 5 min).

Teplotni z&avislost pohybu chloroplastti indukovaného svétlem ukazali také
Brugnoli & Bjorkman (1992). Stupent uspotfddani chloroplasti u Oxalis oregana rostl
silné s rostouci teplotou listu az do teploty 30 °C, zatimco dalsi zvyseni teploty listu
zpusobilo vyrazny pokles. Brugnoli & Bjérkman (1992) se vsak teplotni zavislosti
zabyvali pouze okrajové a z této prace neni patrna doba ani rezim inkubace listu,
proto nemtiizeme nase vysledky s jejich porovnat. Pokud je ndm znamo, dalsi prace
vénujici se pfimo vlivu vyssi teploty na pohyb chloroplasti indukovany svétlem
zatim nejsou publikovény.

Predpoklada se, Ze hlavni roli ve vytvadfeni mechanické sily pro pohyb
chloroplastti hraje aktin. Miiller a kol. (2007) studovali reakce cytoskeletu na teplotni
stres, ktery predstavuje jeden z hlavnich pfirodnich problémt pro rostliny. Ukazali,
ze vlivem teplotniho stresu téméf kompletné zmizi aktin ve vsSech druzich
epidermalnich bunék rostliny Arabidopsis thaliana. Toto roztrhdni vldken aktinu bylo
dosazeno pfti teploté 40 - 42 °C a dobé inkubace 7 - 25 min. P¥ima reakce aktinu na
teplo byla nezavisla na typu a vyvojovém stadiu buriky. Teplota 42 °C odpovida také
v naSem experimentu teploté, kdy ustava pohyb chloroplastt. K tplnému vymizeni
pohybu chloroplasti dojde az pfi 45 °C (u linedrniho teplotniho rezimu az okolo
50 °C), coz je zfejmé zplisobené kratsi dobou inkubace oproti praci Miiller a kol.
(2007). Pravdépodobny dtvod ustani pohybu chloroplastti vlivem vyssi teploty se

tedy jevi roztrhani a zmizeni vlaken aktinu béhem teplotniho stresu.
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Vétsina publikaci uvadi jako dtvod pohybu chloroplastii regulaci vyuziti svétla
v listu a ochranu fotosyntetického aparatu pred fotoinhibici (Park a kol. 1996, Trojan
& Gabrys 1996, Augustynowicz & Gabrys 1999, Jeong a kol. 2002, Kasahara a kol.

2002). Z nasich vysledkt vyplyva, Zze pfi vyssi teploté dochédzi k nedostatecnému

pohybu chloroplastti, coz by tedy mohlo mit za nasledek zesileni fotoinhibice.

6.2 Vliv vyssi teploty na fluorescenéni indukci

Vztah mezi pohybem chloroplasti a fotosyntézou byl sledovan v publikacich
Brugnoli & Bjérkman (1992), Rojas & Garcia (1993), Park a kol. (1996), Sinclair &
Williams (2001), Gorton a kol. (2003), Grabalska & Malec (2004). Rojas & Garcia
(1993) navrhli pohyb chloroplasti v burikdch jako dalsi faktor, ktery ovliviiuje
svételnou absorpci a tim i fotosyntetickou aktivitu. Brugnoli & Bjoérkman (1992)
ukazali, Ze usporadéni chloroplastti mtize zménit parametry fotosyntézy. Vseobecné
se predpokladd, ze pohyb chloroplastii za nizké intenzity osvétlovani maximalizuje
fotosyntetickou aktivitu a pohyb chloroplasti za silného osvétleni chrani
fotosynteticky aparat pred fotoinhibici. Parkakol. (1996) navrhli, Ze pohyb
chloroplastt u Tradescentia albiflora pomahd chranit PSII proti svételnému stresu.
Sinclair & Williams (2001) vsak dospéli k zavéru, Ze pohyb chloroplastt na silném
svétle nechrani listy pfed fotoinhibici. Navzdory jejich vysledkéim vsak pripustili, Ze
pohyb chloroplastti na silném svétle by mohl zvysit prédh intenzity svétla, ktery
zpusobuje fotoinhibici. Naus a kol. (2008) navrhli, Ze pohyb chloroplastt je vysoce
robustni a nezavisly na fotosyntetickych parametrech. Je regulovan pouze lokalné a
nezavisle na systémovych signélech v rostliné.

V tomto experimentu jsme pomoci méfeni fluorescencni indukce sledovali vliv
teplotniho stresu na segmenty listu tabdku. Fluorescen¢ni indukce byla méfena vzdy
pfed a po teplotnim stresu, poté nasledovalo méfeni pohybu chloroplastti. Tak jsme
na stejném segmentu listu mohli sledovat vliv vyssi teploty na fotosynteticky aparat i

na pohyb chloroplastt a porovnat parametry obou méfeni. Pouzili jsme dva teplotni
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rezimy stresu: skokovy (doba inkubace 5 min) a linedrni teplotni rezim (rychlost
ohfevu/chlazeni 2 °C/min). V tab. 3 a 4 mtzete vidét porovndni parametrt pohybu
chloroplastti (parametry Hi, H> a relativni smérnice S, Sz) a parametrti fluorescence
chlorofylu (Fo, Fv/Fp, V), V1, Sm, My) pro skokovy teplotni rezim (tab. 3) a pro linedrni
teplotni rezim (tab. 4). JelikoZ byla fluorescen¢ni indukce z technickych ddvoda
méfena u kazdého teplotniho rezimu jinym pfistrojem, porovnavame jenom méteni
pohybu chloroplastt a fluorescenéni indukce pro stejny rezim a neporovnavame

navzajem méfeni fluorescen¢nich parametru.

Tab. 3. Srovnani parametrt pohybu chloroplastt (parametry Hi, H> a relativni smérnice Si, So) a
parametrd fluorescence chlorofylu (Fo, Fv/Fp, V), Vi, Sm, M) pro skokovy teplotni rezim [5 minut ve
vodni lazni o teploté 25 °C, dalsich 5 minut ve vodni lazni o dané teploté Tk (Tk = 25, 30, 35, 38, 40, 42,
45 °C) a opét 5 minut ve vodni lazni o teploté 25 °C]. Hvézdicka (*) vyznacuje statisticky vyznamny
rozdjil v datech pro P < 0,05 (porovnavany hodnoty pro danou teplotu a teplotu nejblize nizsi). K¥izek

(X) znaci zadny rozdil.

Parametry Teplota (°C)
25 30 35 38 40 42 45
Pohyb chloroplasti
H; - X X X X * *
H: - X X X X * *
S1 - X X X * * *
Sz - X X X X * *
Fluorescence chlorofylu

Fo - X X X X X *
Fv/Fp - X X X X X *
Sm - X X X X X *
Vy - X X X X X X
Vi - X X X X X *
Mo - X X X X X *
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Tab. 4. Srovnani parametr@i pohybu chloroplastt (parametry Hi, H> a relativni smérnice Si, So) a
parametr fluorescence chlorofylu (Fo, Fv/Fp, V) Vi, Sm, Mo) pro linearni teplotni rezim [ohfev
v destilované vodé linearné z teploty 25 °C rychlosti 2 °C/min az po teplotu T (Tx = 30, 35, 38, 40, 42,
45, 50 °C) a nasledné linearni ochlazovani stejnou rychlosti, jakou probihal ohtev]. Hvézdicka (*)
vyznacuje statisticky vyznamny rozdil v datech pro P < 0,05 (porovnavany hodnoty pro danou teplotu

a teplotu nejblize nizsi). K¥izek (X) znaci zadny rozdil.

Parametry Teplota (°C)
25 30 35 38 40 42 45 50
Pohyb chloroplasti
H, - X X X X X * *
H> - X X X X X * *
S1 - X X X X * * *
Sz - X X X X * * *
Fluorescence chlorofylu

Fo - X X X X X X *
Fv/Fp - X X X * * *
Sm - X X X X X * *
Vj - X X X X X * *
Vi - X X X X X * *
Mo - X X X X X X *

Pro uvedené teplotni rezimy bylo zjisténo, ze u skokového teplotniho stresu (tab. 3)
jsou zmeény v parametrech pohybu chloroplastt citlivéjsi na vys$si teplotu nez
parametry fluorescence. Pokud bychom vzali v potaz zavér zpredchoziho
experimentu, mohli bychom tedy fici, Ze cytoskelet je nadchylnéjsi na teplotni stres
nez fotosynteticky aparat. U linedrniho teplotniho reZimu (tab. 4) uz rozdil ale tak

prokazatelny neni.

6.3 Vliv biotického stresu na pohyb chloroplasta

Pohyb chloroplastii je zavisly pfedevSim na intenzité a spektralnim sloZeni
dopadajicitho svétla (Wada kol. 2003) nebo na mechanické stimulaci cilovych bunék
(Sato a kol 1999, 2003a). My jsme se v tomto projektu zaméfili na studium vlivu

biotického stresu na svétlem indukovany pohyb chloroplastt v listech. Sledovali
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jsme na listech slunecnice casovy vyvoj vlivu plisné slunecnicové na pohyb
chloroplasti. Vyvoj nemoci jsme sledovali tak, ze pfed kazdym méfenim pohybu
chloroplastti jsme na rostliné zméfili 4 parametry (vysku, pocet list(i, velikost listu a
relativni obsah chlorofylti) (tab. 1). Statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) mezi
inokulovanymi a kontrolnimi rostlinami byl u velikosti prvniho pravého listu, na
kterém byl méfen pohyb chloroplastt. U vysky, poctu listt a u relativniho obsahu
chlorofylti nebyl zjistén mezi inokulovanymi a kontrolnimi rostlinami statisticky
vyznamny rozdil.

Z ¢asového prabéhu zmeény propustnosti Tc listu slune¢nice jsme vyhodnotili
parametr Hi (obr. 29) a relativni smérnici S (obr. 30). Nebyl vSak prokdzan zadny
statisticky vyznamny rozdil (pro kritickou hodnotu a = 0,05) mezi inokulovanymi a
kontrolnimi rostlinami v téchto parametrech. Statisticky vyznamny rozdil (P <0,05)
mezi inokulovanymi a kontrolnimi rostlinami byl vSak u minimdlni a maximalni
hodnoty Tc kiivek kinetiky propustnosti Tc (obr. 28) a u rozsahu Tc mezi minimalni

V2

a maximalni hodnotou. Vy$8i minimdlni hodnota Tc u inokulovanych rostlin by
mohla byt dana niZ$im relativnim obsahem chlorofylti, kdy relativni obsah
chlorofylt u inokulovanych rostlin byl primérné o 6 % nizsi. Vlivem plosného
obsahu chlorofyl vlistu se podrobné zabyvala Rolencova (2008). Zjistila, Ze
s klesajicim relativnim obsahem chlorofylt v listu roste pocate¢ni propustnost listu a
klesd rozsah a rychlost relativni zmény propustnosti Tc. U relativniho obsahu
chlorofyl vSak nebyl mezi inokulovanymi a kontrolnimi rostlinami zjistén
statisticky vyznamny rozdil a navic rozsah propustnosti Tc u inokulovanych rostlin
byl vétsi nez u kontrolnich rostlin. Vy$si minimalni hodnota Tc a vétsi rozsah Tc
mezi minimalni a maximalni hodnotou tedy zfejmé neni dén relativhim obsahem
chlorofyld, ale je zptisoben vlivem plisné slune¢nicové.

Toto méteni vlivu plisné slune¢nicové na pohyb chloroplastti vSak bylo bréano jako

testovaci a timto problémem je potfeba se zabyvat vice podrobné.
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7 Zavér

Cilem experimentdlni c¢asti této diplomové prace byly tfi projekty. Zavéry

z jednotlivych projektti jsou uvedeny niZe.

7.1 Vliv vyssi teploty na pohyb chloroplasta v listech

Pohyb chloroplast(i jsme sledovali pomoci specidlni svorky, svétlovodu a
spektroradiometru LI-1800. Segmenty listu tabaku (Nicotiana tabacum L.
cv. Samsun) jsme osvétlovali studenym bilym svétlem z osvétlovaci soustavy
KL 2500 za pouziti modrého filtru BG-12.

Pohyb chloroplastii v listech byl zavisly na pouzitém teplotnim reZzimu. U
skokového teplotniho stresu [inkubace 5 min ve vodni lazni o teploté 25 °C,
poté dalsich 5 minut ve vodni lazni o teploté Tk (Tx = 25, 30, 35, 38, 40, 42,
45 °C) a opét 5 minut ve vodé o teploté 25 °C)] byla teplota ustani pohybu
chloroplastd okolo 45 °C. U linearniho teplotniho stresu [linedrni ohtev
z teploty 25 °C rychlosti 2 °C/min az po koncovou teplotu T (Tx = 30, 35, 38,
40, 42, 45, 50 °C) a nasledné linedrni ochlazovani stejnou rychlosti, jakou
probihal ohfev] byla teplota ustdni pohybu chloroplastt az okolo 50 °C.
Linearni teplotni rezim (rychlost ohfevu/chlazeni 2 °C/min) byl k pohybu

chloroplastti Setrné€jsi nez skokovy teplotni reZim (doba inkubace 5 min).

7.2 Vliv vyssi teploty na fluorescenéni indukci

Pomoci méfeni fluorescen¢ni indukce jsme sledovali vliv teplotniho stresu na
segmenty listu tabdku. Pouzili jsme dva teplotni reZimy stresu: skokovy (doba
inkubace 5 min) a linedrni teplotni rezim (rychlost ohfevu/chlazeni
2 °C/min).

Fluorescen¢ni indukce byla méfena na stejném segmentu, na kterém byl

nasledné meéten pohyb chloroplasti. Tak jsme na stejném segmentu listu
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mohli sledovat vliv vyssi teploty na fotosynteticky aparat i na pohyb
chloroplastti a porovnat parametry obou méfeni.

Parametry pohybu chloroplastt byly citlivéjsi na teplotu nez parametry
fluorescence chlorofylu. To platilo pfedevsim pro skokovy teplotni rezim. U

linearniho teplotniho reZimu uZ rozdil tak prokazatelny nebyl.

7.3 Vliv biotického stresu na pohyb chloroplastti v listech

Sledovali jsme na listech slunecnice ¢asovy vyvoj vlivu plisné na pohyb
chloroplastti. Pohyb chloroplastti jsme méfili na prvnim pravém listu 18., 21.,
24.a 27. den stafi rostliny.

Vliv plisné slune¢nicové na pohyb chloroplastt v listech slunecnice se u
inokulovanych rostlin projevil vy$$i minimélni a maximélni hodnotou Tc a

vétsim rozsahem Tc mezi minimalni a maximalni hodnotou.
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