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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ATP — adenozintrifosfat

CAM - Crassulacean acid metabolism
Cp-aktinové filamenty - Chloroplastové aktinové filamenty
HFR — high fluence rate

LED - Light Emitting Diode

LFR — low fluence rate

LHCI — svetlozberny komplex I

LHCII — svetlozberny komplex II

NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
OEC — komplex vyvijajuci kyslik

P680 — reak¢éné centrum fotosystému II

photl - fototropin 1

phot2- fototropin 2

PSI — fotosystém I

PSII — fotosystém II

Qa — chindénovy jedno-elektronovy prenasac

Qg — chinonovy dvoj-elektronovy prenasac



ZHRNUTIE

Cielom prace bolo sledovanie vplyvu zasychania listu tabaku virginského
(Nicotiana tabacum L. cv. Samsun) na pohyb chloroplastov. Meranie metédou
kolimovanej transmitancie nam poskytlo parametre rozsahu a rychlosti zmeny
kolimovanej transmitancie, ktoré sa menia v dosledku pohybu chloroplastov v liste.
Zistovali sme aj aky ma vplyv zasychanie listu na rychly fluorescen¢ny induk¢ny jav.
Pre uréenie vodného stavu v listoch sme pouzili parametre vodného potencialu listu ¥

a relativneho obsahu vody v liste RWC.

Vysledky ukazuji, ze poOsobenie vodného stresu na list inhibuje pohyb
chloroplastov. Pri hodnotach vodného potencialu listu ¥ = -1,6 MPa a relativneho
obsahu vody v liste RWC = 68,39 % sa rozsah arychlost zmeny kolimovanej
transmitancie, za ktoré je fyziologicky zodpovedny pohyb chloroplastov, znizil o 90 %
vo¢i hodnote Cerstvého listu. Hodnoty parametrov rychleho fluorescen¢ného
indukéného javu boli vo¢i vodnému stresu menej citlivé v porovnani s parametrami
metody  kolimovanej transmitancie. Zistili sme, ze reakcie parametrov
charakterizujicich stav a ¢innost’ reakénych centier PSII na vodny stres boli slabé
a nepozorovali sme u nich ziadny trend zmeny v nami pozorovanom rozsahu vodného
stresu. Meranie rychleho fluorescenéného indukéného javu preto neposkytuje presnu

informaciu o vodnom stave listu v nami skimanom rozsahu vodného stresu.

Kruacové slova: pohyb chloroplastov, zasychanie, kolimovana transmitancia, vodny

potencial



ABSTRACT

The aim of bachelor thesis was to study the influence of leaf ’s drying process on
chloroplast movement in tobacco leaves (Nicotiana tabacum L. cv. Samsun). Collimated
transmittance measurement gave us the parameters of the range and rate of change in
collimated transmittance which changes as a result of chloroplast movement. We have
examined, how the leaf’s drying process affects the fast fluorescence induction, as well.
To determine the water state in leaves, we have used parameters of leaf’s water

potential ¥ and leaf’s relative water content RWC.

The results have shown, that the effect of water stress inhibits chloroplast
movement. Given the values of leaf’s water potential ¥ = -1.6 MPa and leaf’s relative
water content RWC = 68.39%, the range and rate of change in collimated transmittance,
which is physiologically responsible for chloroplast movement, decreased by 90 % in
respect of the control leaf’s value. Parameters’s values of the fast fluorescence induction
were less sensitive with respect to water stress in comparison with parameters of
collimated transmittance measurement. We have found that the reactions of parameters
evaluating the state and activity of PSII reaction centers, related to water stress, were
weak and we did not observe any trends in these parameters within the water stress
range used. Therefore, the measurement of fast fluorescence induction does not provide

accurate information about leaf’s water state within the water stress range used.

Key words: chloroplast movement, leaf’s drying process, collimated transmittance,

water potential
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1. Uvod

Rastliny umoznuju Zivot na Zemi. Procesom zvanym fotosyntéza premienaju
slneént energiu na energiu chemickych vézieb. Vytvaraju kyslik O,, biomasu a st
primarnym  zdrojom organickych molekal. Fotosyntéza prebiecha prevazne
v chloroplastoch buniek listovych mezofylov. Chloroplasty sa mézu v bunkach
pohybovat’” v zéavislosti na svetelnych podmienkach atym =za slabého svetla
optimalizovat’ vyuzitie svetelnej energie pre procesy fotosyntézy alebo naopak, za
silného svetla dokézu svojim pohybom ochranit’ fotosynteticky aparat pred posSkodenim.
Tato bakalarska praca si kladie za ciel’ preskimat’ zavislost’ pohybu chloroplastov na
jednom z najvyznamne;jsSich abiotickych stresorov — vodnom strese. Druha kapitola
obsahuje ciele tejto prace. Strucny prehl'ad problematiky a doposial ziskanych
poznatkov je uvedeny v tretej kapitole. Stvrtd kapitola obsahuje zhrnutie pouzitych
metdd ainformécie o pouzitom rastlinnom materidli. Jadrom price je kapitola
obsahujuca vysledky. Rozbor zmeranych zévislosti je diskutovany v Siestej kapitole.
Poslednou kapitolou je zaver, ktory sumarizuje pracu, nasledovany zoznamom pouzitej

literatury.



2. Ciel’ prace

Ciel'om predlozenej bakalarskej prace bolo:

1) Spracovat’ struény prehl’ad problematiky pohybu chloroplastov, mechanizmov
pohybu chloroplastov, optickej detekcie pohybu chloroplastov a vplyvu vodného
stresu na tento pohyb.

2) Premerat’ zavislost’ parametrov pohybu chloroplastov a fluorescencie chlorofylu

na stave vody v liste.

3) Vyhodnotit’ namerané vysledky a diskutovat’ zavislost’ pohybu chloroplastov a

chlorofylovej fluorescencie na vodnom strese.



3. PrehPad problematiky

3.1 Chloroplasty

Chloroplasty st semiatuonomne organely s dvojitou vonkajSou membranou,
nachadzajiice sa prevazne V listovom mezofyle rastlin. Vnutro chloroplastu vypliia
stroma, v ktorej st uloZzené membranovo uzavreté systémy mechurikovitého tvaru
nazyvané thylakoidy. Thylakoidy delime podla ich tvaru na granalne — silne splostené
kruhovité mechuriky obsahujlice integralne proteinové komplexy — fotosystémy I (PSI)
na povrchu gran a fotosystém Il (PSIl) nachadzajici sa aj na styénych plochach medzi
membranami thylakoidu. Druhym typom st intergranalne thylakoidy — splostené trubky
spajajuce grand atieto spojnice obsahuju najméd PSI. Priestor vnutri thylakoidov
nazyvame lumen.

Na thylakoidnych membranach sa nachadzaju zelené farbiva - chlorofyly a a b.
Ulohou chlorofylov je absorbcia svetelného Ziarenia. Chlorofyl ama absorbéné
maximum v modrej oblasti spektra na 435 nm a v ¢ervenej oblasti spektra na 675 nm.
Chlorofyl b ma absorbéné maxima priblizne na 470 nm a650 nm. Dal§imi
fotosyntentickymi pigmentmi nachddzajucimi sa V chloroplastoch st karotenoidy
(Rolencova, 2008). Tie zabezpecuju chlorofylom ochrannu funkciu pred prebyto¢nym
svetelnym Ziarenim a niektoré maji aj pomocnu funkciu — prendSaji prijati energiu na
chlorofyly a.

Svetelna energia prijatd listom je zachytavand svetlozbernymi komplexami
(LHCI a LHCII, kazdy fotosystém ma svoj svetlozberny komplex), ktoré s tvorené
listovymi farbivami (xantofyly, karotenoidy, chlorofyl a a b) a tato energia je prenasana
do reakéného centra PSI a PSII. PSII ma vo svojom reakénom centre (P680) chlorofyl
a. Ten je po prijati dostatocnej energie schopny uvolnit’ elektron, ktory postupuje d’alej
v kaskdde redoxno-oxidaénych procesov svetelnej (primarnej) fazy fotosyntézy.
Elektron z excitovaného P680* postupuje na feofytin, ktory d’alej redukuje chindénovy
jedno-elektronovy prenasa¢ Qa. Ten prenasa elektron d’alej na chindénovy dvoj-
elektronovy prenasa¢ Qp. Z Qg su elektrony vyuzité v d’alSom slede oxidacno-
redukénych reakcii. P680* sa po odovzdani elektronu stane silnym oxidans a prijme
elektron od donora P680 — tyrozinu Y,. Ten ziskal elektron z komplexu vyvijajiceho

kyslik (OEC). OEC je manganovy komplex schopny Stiepit’ molekuly vody na kyslik
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0,, protony H' aelektrony. Molekuly kysliku O, su uvoliiované do atmosféry,
elektrony a protony H' s vyuzité na tvorbu produktov primérnej fizy fotosyntézy

NADPH a ATP.

3.2 Pohyb chloroplastov

Dal§im spdsobom ochrany chloroplastov pred prebytoénym svetelnym Ziarenim
je samotny pohyb chloroplastov. V dosledku osvetlenia listu dochadza vo vnutri bunky
k pohybu chloroplastov. Tento pohyb je zavisly na spektralnom zlozeni, intenzite,
smere dopadu a polarizacii dopadajiceho Zziarenia (Naus§ a kol., 2008; Rolencova,
2008). Silu intenzity svetelného Ziarenia je potrebné posudzovat’ odlisne, v zavislosti na
druhu rastliny, rastovych podmienkach a ontogenéze rastliny (Nau$ a kol., 2010).
Rozlozenie chloroplastov v bunke v tme v pozicii ,,apostrofe* pri susednych bunkach
v mezofyle listu vidime na obr. 1. Fyziologicka tloha tohto rozlozenia chloroplastov

zatial’ nie je znama (Wada, 2013).
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Obr. 1 Formdcie chloroplastov v palisadovych bunkdach listového mezofylu v zavislosti na
intenzite modrého svetla. 1 — pozicia , diastrofe”, 2 — pozicia ,epistrofe”, 3 — pozicia

., parastrofe “, 4 — pozicia ,, apostrofe . (Prevzaté a upravené od Rebicka, 2009)

V pripade, ze na list dopada kolmo k povrchu kolimované svetlo s velkou
intenzitou z adaxialnej strany listu, chloroplasty sa pohybuju ku antiklinalnym castiam
palisadovych buniek mezofylu (plati len pre listy, ktoré obsahuji palisadové bunky)
a usporadavaju sa priblizne rovnobezne s dopadajucim ziarenim, ¢im znizuju absorbciu

dopadajiceho svetla. Zaroven sa tak zvysSuje priepustnost’ listu. To ma za nasledok



napriklad aj znizenie hodnoty relativneho obsahu chlorofylu v liste - SPADu (Naus
a kol., 2010).

Tento pohyb je vysledkom unikovej odozvy, kedy sa chloroplasty dostant do
pozicie ,,parastrofe”, ¢o sa nazyva aj HFR reakciou (High Fluence Rate) — reakcia na
svetlo s vysokou intenzitou (Kagawa a Wada, 2002). Fotosynteticky aparat je tak lepsie
ochraneny pred prebytoénym svetelnym ziarenim (Haupt a Scheurlein, 1990).

Ak je list osvetleny svetlom s nizkou intenzitou, chloroplasty sa pohybuji
smerom ku periklinalnym ¢astiam palisadovych buniek mezofylu za ucelom
maximalizacie absorbcie dopadajiceho svetelného ziarenia atym zlepSenia vyuzitia
ziarenia pre fotosyntézu. Tato akumula¢na odozva na svetlo s nizkou intenzitou moze
viest' ku dvojitému usporiadaniu chloroplastov v bunkach — pozicia ,diastrofe” —
Vv ktorej st chloroplasty umiestnené pri obidvoch stenach palisadovej bunky kolmych ku
smeru dopadajiiceho svetelného Ziarenia alebo pozicia ,,.epistrofe — chloroplasty su
umiestnené iba pri stene blizsej k dopadajiicemu svetlu (Rebicek, 2009; Wada, 2013).
Pocas akumula¢ného pohybu chloroplastov sa znizuje priepustnost’ listu (Nau§ a kol.,
2010; Wada, 2013; Williams a kol., 2003). Reakcia na svetlo s nizkou intenzitou sa
nazyva LFR reakcia (Low Fluence Rate) (Kagawa a Wada, 2002).

K pohybu chloroplastov moze dojst’ aj v pripade mechanického stimulu rastliny.
Sato akol. (2003) zistili, ze v protonemalnych (prvokli¢kovych) bunkdch machu
Physcomitrella patens dojde po 30 min od =zaciatku mechanického stimulu
k akumulaénému pohybu chloroplastov. V starsej Studii (Sato a kol., 1999) dokazali, Ze
aplikaciou rovnakého mechanického stimulu v pripade paprade Adiantum capillus-
veneris doslo k unikovému pohybu chloroplastov.

Naus a kol. (2008) zistili, ze pohyb chloroplastov je minimalne niekol’ko hodin
nezavisly od dodavky energie z chloroplastov a navrhli, ze hlavnym zdrojom energie

pre tento pohyb je bunkové dychanie v mitochondriach.



3.3 Fotoreceptory

Fotoreceptory sa delia podla oblasti ich absorbénych maxim na fotoreceptory
¢erveného, modrého/UV-A/UV-C a UV-B svetla. Fytochromy absorbuju ¢ervené svetlo
v rozmedzi 4 = 600-750 nm. Podiel’'aji sa na regulacii procesov spojenych s klicenim,
kvitnutim a inhibiciou rastu hypokotylu. Pre va¢sinu vyssich rastlin vSak nebol vplyv
¢erveného svetla na pohyb chloroplastov detekovany (Banas a kol., 2012; Glosova,
2010; Rolencova, 2008; Rebicek 2009). Naus$ a kol. (2010) zistili, ze Cervené svetlo
nevyvolava pohyb chloroplastov v rastlinach tabaku (Nicotiana tabacum L. cv.
Samsun).

Fotoreceptor UV-B svetla (4 = 282-320 nm) zatial' nebol identifikovany
(Glosova, 2010). Fotoreceptory detekujiice modré, UV-A (1 = 320-500 nm) a UV-C (1
= 100-280 nm) svetlo su fototropiny, kryptochromy a zeaxantin.

Fototropiny su fotoreceptory vplyvajiice na pohyb chloroplastov. Fototropin 1
(photl) afototropin 2 (phot2) si umiestnené prevazne v plazmatickej membrane
bunky, pricom phot2 sa nachadza aj na vonkaj$ej membrane chloroplastov. Signaly
sprostredkujuce akumula¢ny pohyb zabezpecujui photl aj phot 2, zatial ¢o Unikovy
pohyb chloroplastov riadi iba phot2. Fototropiny riadia aj fototropizmus a otvaranie
prieduchov (Glosova, 2010; Rebicek, 2009).

Na obr. 2 vidime zavislost’ ucasti phot 1 a phot2 v signalnych drahach pre pohyb
chloroplastov a otvaranie prieduchov na intenzite dopadajuceho svetelného Ziarenia.
Akumula¢ny pohyb za¢ne byt ovplyviiovany photl priblizne pri intenzite modrého
svetla od 0,4 umol fotonov m?s*do 100 umol foténov m? s, Phot2 sa do regulécie
akumula¢ného pohybu chloroplastov zapoji medzi 2 pumol fotéonov m? st az 16-32
umol foténov m? s™. Phot2 pri intenzitich dopadajuceho modrého svetla vyssich ako
32 umol foténov m? st sprostredktiva signaly vedace k unikovému pohybu
chloroplastov. Otvéranie prieduchov za¢nu obidva fototropiny regulovat’ takmer naraz,

priblizne pri hodnote intenzity modrého svetla 4 pmol fotonov m?s?
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Obr. 2 Funkcie a fotosenzitivita photl a phot2. Piné sipky pri pohybe chloroplastov
znazornuju akumulacnu odpoved’ a prerusovana Sipka predstavuje unikovii odpoved.

(Prevzaté a upravené od Glosovej, 2010)

3.4 Mechanizmus pohybu chloroplastov

Kazdy chloroplast sa moZze pohybovat' nezavisle na ostatnych, z ¢oho podla
Suetsugu a kol. (2010) vyplyva, Ze mechanizmus regulacie chloroplastov nie je riadeny
jadrom ani cytosolom, ale zodpoveda zan kazdy chloroplast sam. Chloroplasty tak mézu
reagovat’ aj na priestorovo vel'mi $pecificki zmenu intenzity dopadajiceho svetla.

Po osvetleni rastliny st signaly z photl a phot2 odovzdané cytoskeletu, ktory
zodpoveda za vlastny pohyb chloroplastov. Sato a kol. (2002) uvadzaju, ze v papradi
Adiantum capillus-veneris sa chloroplasty pohybuji pozdiz aktinovych filamentov,
zatial' &o v pripade machu Physcomitrella patens sa pohybuju pozdizne aktinovych
filamentov iba pri pomalom pohybe a pre rychly pohyb vyuzivaji mikrotubuly. Tieto
pohyby boli vyvolané mechanickym stimulom rastliny.

Wada akol. (2003) uvadzajt, Zze v rastline Arabidopsis thaliana dochadza
k pohybu chloroplastov pozdiz aktinovych filamentov. Tiez tvrdia, Ze v pripade machu
Physcomitrella patens su signaly z fotoreceptoru cervené¢ho svetla fytochromu
odovzdavané mikrotubulovym filamentom a signdly modrého svetla si odovzdavané
aktinovym aj mikrotubulovym filamentom. Zdévodnili to tym, ze pri pouziti 10-uM
Cremart, ktory depolymerizuje mikrotubuly sa za posobenia c¢erveného svetla

chloroplasty nepohybovali. Pri pouziti 0,lmM cytochalasinB, ktory depolymerizuje
7



aktinové filamenty sa za pdsobenia ¢erveného svetla chloroplasty pohybovali. Naopak,
Vv pripade pouzitia modrého svetla doslo k akumulaénému aj tnikovému pohybu
chloroplastov iba ked’ neboli pouzité spolo¢ne obidva inhibitory. V rastline Arabidopsis
thaliana sa chloroplasty pohybuji vd’aka chloroplastovym aktinovym filamentom, ktoré
st polymerizované proteinom CHUP1 (Chloroplast Unusual Positioningl) na prednej
strane chloroplastu v smere jeho pohybu (Wada, 2013). Model mechanizmu pohybu

chloroplastov vidime na obr. 3.

-actin
outer envelope N G-act
inner envel profilin (

profilin-actin

Obr. 3 Model pohybu chloroplastov v rastline A. thaliana. CHUP1 sa viaze na membrdanu
chloroplastu pomocou N-termindlu a méze sa zakotvit aj v plazmatickej membrdane pomocou
doposial’ nezisteného membranového proteinu X. CHUPI zapdja profilaktin (profilin/aktin
komplex) a polymerizuje F-aktin vsunutim G-aktinu medzi seba a uz existujici F-aktinovy
filament. THRUMINL na plazmatickej membrdne viaze vysledné F-aktinové filamenty a slizi im
ako kotva. Preto su CHUPI a chloroplast potlacené vsunutym G-aktinom, ¢im sa vytvara hybna
sila pohybu chloroplastov v désledku posobenia svetla. Chloroplastové aktinové filamenty siu
depolymerizované na konci. Zelend Sipka zndzornuje smer pohybu chloroplastu. (Prevzaté

a upravené od Wadu, 2013)



3.5 Vyznam pohybu chloroplastov

Vyznam pohybu chloroplastov sktimali Augustynowicz akol. (1999) na
rastlinach papradi Adiantum capillus-veneris, Adiantum caudatum, Adiantum
diaphanum a Pteris cretica. Zistili, ze Adiantum caudatum a Adiantum diaphanum majua
niz8iu rychlost’ a rozsah pohybu chloroplastov ako Adiantum capillus-veneris a Pteris
cretica. Adiantum caudatum je svetlomilna rastlina, zatial' ¢o Adiantum diaphanum je
tienomilna rastlina, teda obidve rasti za relativne stalych svetelnych podmienok
a obidve disponuju obmedzenou schopnost'ou pohybu chloroplastov. Paprade Adiantum
capillus-veneris a Pteris cretica st v prirode schopné prispdsobit’ sa va¢sim rozdielom
intenzit svetla a pravdepodobne aj preto boli odozvy pohybu chloroplastov na tychto
rastlinach dynamickejSie. Schopnost’ rastliny pohybovat’ chloroplastmi je prostriedkom
pre optimalizaciu fotosyntézy v dosledku akumula¢ného pohybu a zaroven moznostou
ako ochranit’ fotosynteticky aparat pred prebytocnym oziarenim v pripade unikového
pohybu.

Podla Davisa a Hangartera (2012) dochadza k menSiemu poskodeniu
fotosystému PSII v dosledku fotoinhibicie poc¢as pdsobenia svetla s vysokou intenzitou
V tnikovej pozicii chloroplastov v porovnani s akumulacnou polohou chloroplastov.
NavySe v pripade akumula¢nej pozicie chloroplastov je poskodzovany povrch listu,
zatial’ o v Uinikovej pozicii chloroplastov sa poskodenie rozlozi hlbSie smerom do listu.

Trojan a Gabrysova (1996) skimali zavislost pohybu chloroplastov na
svetelnych podmienkach, v akych rastlina Arabidopsis thaliana rastla. Chloroplasty
prvej varianty vystavenej nedostatku svetla pocas rastu sa pri osvetleni svetlom slabej
intenzity pohybovali za ucelom akumuldcie dopadajuceho Ziarenia viac ako
chloroplasty druhej varianty, ktora rastla s dostatkom svetla a nikdy preto nepotrebovala
optimalizovat’ jeho vyuzitie. Odpoved’ na svetlo s vysokou intenzitou obidvoch
variantov bola priblizne rovnaka. Z toho usudili, Ze tinikova odozva chloroplastov na
siln¢ svetlo je pre rastlinu najdolezitejSia a ma prednost’ pred dlhodobymi schémami

umiestnenia chloroplastov.

3.6 Opticka detekcia pohybu chloroplastov
V nasledujtcich kapitolach st zhrnuté zakladné metdédy optickej detekcie

pohybu chloroplastov.



3.6.1 Mikroskopické metody

Najjednoduchsi sposob ako sledovat pohyb chloroplastov je pomocou
svetelného mikroskopu. Chloroplasty su pre pouzitie takéhoto sposobu detekcie ich
pohybu dostatocne velké. Svetelny mikroskop sluzi k pozorovaniu chloroplastov na
bunkovej urovni a Vv spojeni s kamerou umoziuje napriklad zaznamenavat’ ich pohyb
vrealnom case (Sato akol., 1999; Takagi, 2002). Taktiez umoziiuje pocitanie
chloroplastov v bunkach napriklad za réznych svetelnych podmienok (Trojan a Gabrys,
1996).

Casto je limitujucim faktorom pre pouZitie svetelnej mikroskopie hribka listu,
preto sa vyuzivaji konfokalne mikroskopy poskytujice vyssiu rozliSovaciu schopnost’
dant detekciou svetla prichadzajuceho len z ohniskovej roviny objektivu. Tato metdda
zaroven poskytuje moznost vytvarania 3D obrazov skumanych Struktar. (Koniger
a Bollinger, 2012). V praci Wadu (2013) autor uvadza, ze ich vyskumna skupina
pouziva epifluorescenény mikroskop. Vyuzivaji dva zdroje svetla, ktoré toto
usporiadanie ponuka. Modrym svetlom sa indukuje pohyb chloroplastov, ktory je
nasledne vyhodnocovany vd’aka zdroju infracerveného svetla (preto infraervené svetlo,
lebo pretoze ma dlhsiu vinova dizku nez Gervené svetlo, ktoré indukuje pohyb

chloroplastov v machoch a papradiach skimanych ich skupinou).

3.6.2 Fotometricka metoda

Berg akol. (2006) zostrojili fotometricky pristroj, principialne vychadzajici
z Walzcaka a Gabrysove] (1980). Disponuje dvomi dvojfarebnymi LED diddami.
Modrym svetlom vyvolava pohyb chloroplastov v liste a ¢ervené neaktinické svetlo
sluzi na detekciu tohto pohybu v désledku zmeny priepustnosti listu. Zmenu intenzity
cerveného svetla prechadzajuceho vzorkou zaznamenava fototranzistor. Detekcia zmien
priepustnosti listu prebieha v 100 ps trvajucich ¢asovych oknach, kedy je vypnuté
modré aktinické svetlo azapnuté Cervené meracie svetlo. Tato metdédu pouzili aj
v ¢lanku Konigerovej a Bollingerovej (2012).

DeBlasio a kol. (2003) skamali mozny vplyv fytochrémov na riadenie prechodu
medzi akumula¢nou atnikovou odozvou chloroplastov v Arabidopsis. Merali

priepustnost’ listu v oblasti vinovych dizok modrého svetla 4 = 450 + 25 nm, v oblasti
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cerveného svetla 4 = 650 — 670 nm a v oblasti d’alekého cerveného svetla 4 = 750 + 50
nm. Pre merania pouzili r6zne usporiadania aparatury pozostavajicej z osvetl'ovacej
Casti, farebnych filtrov a spektrorddiometru LI-COR 1800. Metodu vyuzili aj v d’alSom
¢lanku (DeBlasio a kol., 2005).

Pre merania priepusnosti listu na vlnovej dizke 2 = 654 nm v prirodzenych
podmienkach vyvinuli Williams a kol. (2003) prenosny pristroj. Pouziva ¢erveni LED
diédu emitujucu svetlo vlnovej dizky A = 654 nm s intenzitou 25 pmol foténov m?s?
na urovni listu a frekvenciou pulzov 400 Hz umiestnenti tak, aby prili§ neclonila
prenikaniu aktinického denného svetla (LED diéda je umiestnena pod uhlom 30 od
kolmice ku osvetlenej ploche listu). K detekcii zmien intenzity ¢erveného svetla slazi
fotodioda. Ta je pocas slneénych dni chranena pred prisilnym Ziarenim a zahltenim
pasmovym filtrom, prepstajucim len A = 654 nm. Prevadzkova teplota LED diody je
udrzovana pomocou Peltierovho ¢lanku. Fotosynteticky aktivne Ziarenie je detekované
pomocou senzoru LI-190. Limitujucim faktorom tejto techniky je hrabka listu.
V hrubsich listoch nemusi byt zmena priepustnosti zaznamenana. Vysledky merania
aparatury porovnali s meraniami V laboratornych podmienkach so spektralnym
radiometrom LI-1800 s integracnou gulou LI-1800-12S. Dospeli k zaveru, ze aj napriek

istym rozdielom st vysledky obidvoch aparatir kvalitativne porovnatel'né.

3.6.3 Meranie spektier pomocou spektroradiometru LI-COR 1800 s integra¢nou
gulou

Zmeny optickych vlastnosti listu v dosledku pohybu chloroplastov je mozné
merat’ pomocou aparatiry S integra¢nou gulou. Jej vnutro tvori dokonale odrazajuci
biely povrch. Je mozné umiestnit’ ju do polopriestoru nad listom pre meranie spektra
odrazivosti listu alebo do polopriestoru pod listom pre meranie spektra priepustnosti.
Merania st neinvazivne a umoziiuju zmenu meracich vinovych dizok v kroku po 1 nm.
Ziskany signdl je deleny signdlom S$tandardu, ktory predstavuje dosticka s idedlne
difizne odrazajicim bielym povrchom. Meranie s integra¢nou gul'ou vyuzili vo svojich
pracach (Naus a kol., 2010; Rolencova, 2008; Williams a kol., 2003). Bolo zistené, Ze
silné modré svetlo sposobuje znac¢ny rast difliznej priepustnosti listu, nepatrny rast
difiznej odrazivosti listu apokles difuznej absorbtancie z adaxialnej strany listu
(Rolencova, 2008).
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3.6.4 Meranie kolimovanej transmitancie

Priepustnost’ listu ako ddsledok pohybu chloroplastov v liste mdzeme merat’ aj
pomocou metddy vyvinutej na katedre biofyziky Univerzity Palackého v Olomouci
(Naus$ a kol., 2008; Rolencova, 2008). Zdroj svetla je umiestneny nad listom. List
pridiza svorka skonstruovana tak, aby nedoslo k mechanickej stimulacii listu. Svetlovod
umiestneny v presne definovanej pozicii pod listom vedie signdl do spektroradiometru.
Ten je mozné nastavit do rezimu point screen, ktory snima hodnotu intenzity
dopadajuceho svetelného ziarenia kazda sekundu. Pre praktické merania staci vyuzivat’
priemer prvych troch hodndt kazdych 30 sekund. Pre ziskanie hodnoty priepustnosti
listu Tc je potrebné zaznamenané data vydelit hodnotou intenzity dopadajiceho svetla
bez vzorku. Meranie prebieha v ¢iastocne kolimovanom svetle a preto je citlivejSie na
pohyb chloroplastov. Toto usporiadanie umoziiuje aj meranie spektra kolimovanej
priepustnosti.

Frolec akol. (2010) zistili, ze teplotny stres zacal ovplyviiovat pohyb
chloroplastov skér nez funkCnost fotosystému PSII. Meranim kolimovanej

transmitancie je teda mozné sledovat’ stres vyvolany vysokou teplotou.

3.7 Vodny stres

Nedostatok vody je jednym z najvécSich stresorov rastlin, obmedzuje ich rast
a produktivitu. Rastliny (s vynimkou CAM rastlin, ktoré maju listy s relativne malym
povrchom ku ich objemu, hrubt kutikulu, velké vakuoly a CO, zo vzduchu prijimaji
v noci) nemaju velké zasoby vody a st zavislé na dopliani tychto zasob &asto
nepravidelnymi zrazkami. Uz relativne maly nedostatok vody sposobuje spomalenie
rastu rastlin, vyssi deficit ma za nasledok zatvaranie prieduchov, ¢o vedie ku znizeniu
transpiracie, vymeny plynov, ateda aj k spomaleniu fotosyntézy. Velky nedostatok
vody moze mat’ za nasledok dokonca odumretie organu alebo celej rastliny (Prochazka
a kol., 1998).

Zhang a kol. (2015) skumali dva kultivary cukru, silne odolny vo¢i suchu F172
a slabo rezistentny voc¢i suchu YL6. Zistili, Zze za priaznivych zivotnych podmienok sa
anatomické vlastnosti listov astav chloroplastov prili§ neliSili. So zvySujlicim sa
nedostatkom vody sa znizil pocet zelenych listov na rastlinach, listy vadli, stracali

pevnost’ aznizil sa aj obsah chlorofylov v liste. Stensila sa kutikula, dochadzalo
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k plazmolyze, chloroplasty sa presunuli od bunkovych stien do stredu bunky, z dlhych
ovalnych chloroplastov sa stali takmer okruhle a zvacsili sa Skrobové zrna. Pri velkom
nedostatku vody si kultivar F172 zachoval integritu chloroplastov, ale chloroplasty
kultivaru YL6 boli zna¢ne deformované a ich tvary sa stali nejasnymi.
Sniegowska-Swierk a kol. (2015) sktmali oddelené listy sucho-odolného
kultivaru ja¢mena (Hordeum wvulgare L.) (cv. ‘CAM/B1/CI’) asucho-citlivého
kultivaru (cv. ‘Maresi’) v reakcii na nedostatok vody. Zistili, Ze kultivar tolerantny voci
suchu sa na nedostatok vody adaptuje zmenou organizacie aktinovych filamentov.
Kruhové¢ usporiadanie aktinovych filamentov méze zabezpecovat isty typ usporiadania
chloroplastov ja¢mena. Ich experimenty potvrdili, ze nedostatok vody ma znaény vplyv
na chloroplasty a preskupenie aktinovych filamentov mezofylu. V mezofyle sucho-
odolného kultivaru cv. ‘CAM/BI/CI’ bolo suchom vyvolané premiestiiovanie
chloroplastov obmedzené na perifériu bunky. Nedostatok vody mal za nasledok

organizovanie aktinovych filamentov do kratsich oblukov.

3.8 Fluorescen¢ny induk¢ny jav

Energiu prijati zo svetla vyuZiva rastlina v procesoch fotochémie. Energia,
ktoru rastlina nedokaZe vyuZit' v procesoch fotochémie je disipovana na teplo, pripadne
emitovana v podobe fluorescencie. Za hlavny zdroj fluorescencie pri teplote t = 25C je
povazovany chlorofyl a svetlozbernych komplexov fotosystému Il (PSII) (Lazar, 1999).
Podl'a Strassera akol. (2000) vykazuje excitovany PSII s otvorenymi reakénymi
centrami (chindnové jedno-elektronové prenasae Qa su oxidované) niZSiu uroven
fluorescencie, zatial' ¢o excitovany PSII so zatvorenymi reakénymi centrami (Qa s
redukované) vykazuje vySSiu tUroven fluorescencie. Zaroven uvadza, ze vzorka
adaptovana na tmu ma vSetky reak¢né centrd otvorené a vzorka na silnom svetle ma
vSetky reakéné centra zatvorené. Preto suvisi narast rychlej fluorescencie u vzorky
adaptovanej na tmu z pociato¢nej hodnoty fluorescencie Fo na hodnotu Fy s postupnou
redukciou Qa na Qa. Hodnota parametru Fo teda odpovedd minimalnemu vytazku
fluorescencie, kedy je najvyssia ucinnost’ fotochémie.

Podl'a Lazéra a kol. (1997) sa hodnota tohto parametra zvysuje so zvySujucim sa
zastupenim zatvorenych PSII aj po dlh§om case v tme. Naopak hodnota parametru Fy

odpoveda stavu, kedy je vytazok fluorescencie najvyssi, pretoze schopnost’ reakéného

13



centra separovat’ naboj je v dosledku redukovanosti Qa mala atak aj 0G¢innost’
fotochémie klesa k nule (Soukupova a Rohacek, 2005).

Podrla Ilika a kol. (2006) odraza cast’ fluorescencného indukéného javu medzi
bodmi O az J redukciu chindnového akceptora Qa elektronov PSII. Lazar a kol. (1997)
uvadzaja, ze v pripade, ked’ elektron nepokracuje z Qa na (chindénovy dvoj-elektronovy
prenasad) Qg alebo sa tak deje len velmi pomaly, dochadza k navyseniu viny J. Dalej
uvadzaju, ze v dosledku pomalSej funkcie komplexu vyvijajiceho kyslik (OEC)
dochadza k poklesu celej krivky rychlej fluorescencnej indukcie, priCom klesaji viny J
al.

Hodnota maximalneho kvantového vytazku fotochémie PSII zdravych rastlin je
Fv/Fum = 0,83 (Lazar, 1999). Posobenim stresu dochadza k zniZovaniu tejto hodnoty.

Popis parametrov a pristroja pouzitého na meranie rychleho fluorescenéného

indukéného javu je uvedeny Vv nasledujucej kapitole.

14



4. Material a metody

4.1 Rastlinny material

Na meranie pohybu chloroplastov boli pouzité listy rastlin tabaku virginského
(Nicotiana tabacum L. cv. Samsun). Rastliny boli pestované v pdédnom substrate
(Potgrond H, Klasmann-Deilman Gmbh., Geeste, Nemecko) vo fytokomore
s pravidelnym rezimom svetelnych podmienok — 8 hodin tma/16 hodin svetlo s1
hodinou svitania a 1 hodinou stmievania. Intenzita svetla vo fytokomore bola priblizne
100 pmol foténov m™ s, teplota vo fytokomore bola pocas dita 25 C a v noci 18 T,
vlhkost' vzduchu pocas dna bola 45 % avlhkost vzduchu v noci bola 55 %.

Merania prebiechali na nepoSkodenych, dospelych listoch odstrihnutych z
priblizne 3 mesiace starych rastlin, zvycajne v pozicii 3 — 6 od vrcholu rastliny. Pred
odstrihnutim listu boli rastliny poliate a umiestnené do tmy minimalne na 15 minat.
Vsetky listy zasychali celé aj so stopkou v tme pri teplote vzduchu 25 C a vlhkosti
vzduchu 47 %. Listy boli priemerne dihé 8,6 cm a siroké 5,6 cm s plochou listu 38,5
cm?. Najmensi bol dlhy 7,5 cm, siroky 4 cm s plochou 22,5 cm? a najvagsi list bol dihy
10,8 cm a siroky 6,7 cm s plochou 48,5 cm?. Najzaschnutejsi list zasychal po dobu 38
hodin. Kontrolny list sme merali ihned’ po odstrihnuti. Vsetky listy boli pred meranim,
pocas merania a po merani vazené. Po poslednom merani bol kazdy list niekol’ko hodin
umiestneny v susiarni pri 105 T pre urcenie suSiny listu. Teplota vzduchu miestnosti,
Vv ktorych prebiehali merania bola priemerne 23,6 C a vlhkost’ vzduchu 41,9 %. Pred
odstrihnutim listu sme zmerali jeho hodnotu relativneho obsahu chlorofylu SPAD,
potom naledovalo meranie rychleho fluorescencného indukéného javu, nasledované
meranim kolimovanej transmitancie listu. Poslednym meranim bolo meranie vodného

potencialu listu.

4.2 Stanovenie relativneho obsahu chlorofylu pomocou SPAD 502DL

Listy ur€ené pre merania boli vybrané na zéklade podobného veku. Snazili sme
sa vyberat’ listy s ¢o najpodobnejSim relativnym obsahom chlorofylu, pretoze relativny

obsah chlorofylu v liste moZze ovplyvnit' meranie kolimovanej transmitancie. Vyber
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listov pre merania prebiehal pomocou pristroja na urcenie obsahu chlorofylu v listoch
SPAD 502DL (Konica Minolta Sensing, Inc., Osaka, Japan). Pristroj meria priepustnost’
listu na vlnovych dizkach 4 = 650 nm (oblast’ blizka absorbénému maximu chlorofylov)
al = 940 nm (pozadie) emitovanych 2 LED diédami. Kazdé meranie bolo vykonané
na adaxialnej strane listu. Displej zobrazuje hodnotu M v relativnych jednotkach SPAD.

Parameter M je definovany pomocou vzorca:
M = log [22] - log [!e2] = 10gTys — logT 1
=045 09 |, | = t0gl9a0 — LOG 1650, 1)

940 650

kde lgsp a logo st signaly bez vzorku, | 'gso @ | 940 st signaly so vzorkou, Toq j€
priepustnost’ listu na vlnovej dizke A = 940 nm a Tesp je priepustnost’ listu vinovej dizke
A = 650 nm. Pre kazdy list sme ziskali n = 5 hodn6t SPAD, ktoré boli nasledne

spriemerované.

4.3 Fluorescen¢na metoda FluorPen FP 100

Pred meranim kolimovanej transmitancie sme pre moznost porovnania tychto
dvoch metdd merali fluorescenéné parametre rézne zaschnutych listov tabaku. Pouzity
bol ruény fluorimeter FluorPen FP 100 (Photon Systems Instruments, Brno, Ceské
Republika). Doba merania rychlej fluorescencie bola 2 sekundy na vinovej dizke 1 =
455 nm sintenzitou 2100 pmol foténov m? s™. Pristroj vyhodnocuje mnoZstvo
parametrov podl'a Strassera a kol. (2010).

Merania prebiehali vzdy na priblizne rovnakych miestach na liste, priCom bolo
vybrané také miesto, aby nebolo ovplyvnené d’al§ie meranie kolimovanej transmitancie.
Vsetky merania boli vykonané z adaxialnej strany listu a vSetky listy boli pred meranim
umiestnené¢ minimalne 15 minat v tme. Pre kazdy list bolo ziskanych n = 5 hodnd6t
fluorescenénych parametrov a tieto boli nasledne spriemerované a boli k nim uréené
smerodatné odchylky (+SD). Vybrali sme 5 fluorescencnych parametrov, ktoré sme
neskor porovnavali s parametrami kolimovanej transmitancie v reakcii na zasychanie

listu.

Vybrané fluorescenéné parametre:

Fo - intenzita fluorescencie v 50 us
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Fm = maximalna intenzita fluorescencie

Fv = Fm — Fo © maximalna variabilna fluorescencia

Fv/Fm = maximalny kvantovy vytazok fotochémie PSII

V; = (Foms-Fo) / (Fm-Fo) = relativna premenna fluorescencia v 2 ms
V| = (Feoms-Fo) / (Fm-Fo) = relativna premenna fluorescencia v 60 ms

Mo = 4 (Fzoous — Fo) / (Fm — Fo) = smernica nabehu fluorescencie do viny J v krivke

fluorescenéného indukéného javu normovanej na variabilna fluorescenciu

(FluorPen FP 100 Series — Operational Manual; Rebicek, 2009; Strasser a kol.,
2010)

4.4 Metéda kolimovanej transmitancie

Metodou kolimovanej transmitancie, vyvinutou na katedre biofyziky Univerzity
Palackého v Olomouci (Nau$ akol., 2008; Rolencova, 2008), sme merali zmeny
kolimovanej transmitancie v Case. Listy sme osvetlovali zadaxialnej strany listu
azmeny kolimovanej transmitancie v ¢ase sme merali z abaxialnej strany listu. Ako
zdroj svetla sluZzila osvetlovacia sustava KL 2500 (Schott Glas, Wiesbaden, Nemecko)
s priemerom svetlovodu 15 mm. Na odfiltrovanie nechcenych vinovych dizok bol
pouzity modry filter Schott BG 12 (Schott, Wiesbaden, Nemecko), prepustajtci svetlo
s vinovou dizkou A = 436 nm. Intenzita modrého svetla v mieste dopadu na list bola 40
umol fotonov m? s, Tato hodnota vyvolava tunikovy pohyb chloroplastov (Glosova,
2010). List bol umiestneny v tmavom puzdre s kruhovym otvorom s polomerom 50 mm
sluZiacim na osvetlenie listu. Zaroven sme list mierne zat'azili tak, aby bol kolmo
k dopadajucemu svetlu, ale aby sme priliSym mechanickym stimulom neposkodili
vzorku. Vo vsetkych osiach posuvny svetlovod (Storz, Tuttlingen, Nemecko)
s priemerom 3,5 mm, umiestneny 20 mm pod listom, privadzal svetlo do
spektroradiometra LI-1800 (LI-COR, Lincoln, USA).

Spektroradiometer bol nastaveny na rezim PT (point screen) na hodnotu vinovej
dizky A = 436 nm, pretoze pri tejto hodnote je najmensia priepustnost’ listu a meranie

kolimovanej transmitancie je najcitlivejSic na pohyb chloroplastov. Hodnoty intenzity
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listom preslého svetla boli zaznamenavané v sekundovych intervaloch, pricom kazdych
30 sekind boli od¢itané 3 hodnoty aznich vytvoreny priemer bol zapisany. Pred
meranim kazdého listu bola zaznamenana aj intenzita Ziarenia bez listu, aby sme overili,
ze svetelny zdroj ma konStantné parametre a aby sme mohli vypocitat hodnotu
kolimovanej transmitancie T¢ pomocou vzorca:

I
Tc= %, (2)

kde Iy je intenzita modrého svetla preslého listom a lp je intenzita modrého
svetla bez listu. Merania kolimovanej transmitancie prebiehali 22 mintat, vzdy na liste
adaptovanom na tmu. Z pomocnych merani vieme, Ze predizenim tejto doby sa uz
hodnota T¢ prili§ nezvysi. Na liste sme pre meranie kolimovanej trasmitancie vzdy
vybrali priblizne ronaké miesto na liste pri strednej zilke listu, ale tak, aby detekované
svetlo neprechadzalo cez Zilku, pripadne cez ¢o najmensi podet ziliek listu. Zily maja
odlisna anatomicku stavbu od mezofyu listu. Schému aparatiry na meranie kolimovanej

transmitancie vidime na obr. 4.

Svetlovod Schott 15 mm
Zdroj svetla

KL - 2500

-— Modry filter Schott BG12

Kolimadtor (zabezpecuje

«— TovnobeZnost svetelnych licov)

«— Tazitko
-

‘\List

Swvorka

Drziak nastavitelny
VSMEre 0SiZ g

tava Ek ti .
(zostava Eksma Optics) Detekény svetlovod

Schott 8 mm

Spektroradiometer
LI- 1800

Obr. 4 Schéma aparatury na meranie kolimovanej transmitancie listu. (Prevzaté a upravené od
Nausa a Husic¢kovej, 2013)
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Z kriviek zavislosti zmeny kolimovanej transmitancie na case v dosledku
pohybu chloroplastov v listoch tabaku sme vyhodnocovali parameter rozsahu zmeny
kolimovanej transmitancie H a parameter rychlosti zmeny kolimovanej transmitancie S.

Rozsah zmeny kolimovanej transmitancie H je dany vzorcom:

H=—"" @3)

hmin

kde hpin je minimalna hodnota T¢ a h je dané pomocou vzorca:

h = (hmax - hmin)’ (4)

kde hmax je maximalna hodnota T¢.

Rychlost’ pohybu chloroplastov S sme vyhodnocovali medzi 3. az 18. minutou
merania. V programe Excel sme pocas zobrazenia grafu zvolili cestu: pridat’ spojnicu
trendu, tu sme vybrali linedrny typ trendu, nastavili sme zobrazenie rovnice regresie
a hodnoty spolahlivosti R. Cislo pri “x“ sme dalej vydelili ¢islom 15, aby sme ziskali
hodnotu rychlosti zmeny priepustnosti listu v naSom usporiadani v rozmere min™.

Nami meranému parametru rozsahu zmeny kolimovanej transmitancie H
fyziologicky najpravdepodobnejsie odpoveda rozsah pohybu chloroplastov. Zaroven tak
aj parametru rychlosti zmeny kolimovanej transmitancie odpoveda rychlost pohybu
chloroplastov. Nau$ akol. (2010) uviedli, ze akumula¢ny pohyb chloroplastov po
osvetleni svetlom s nizkou intenzitou je znakom, Ze nedoslo k rozloZeniu chlorofylu
a detekované zmeny transmitancii reprezentujui pohyb chloroplastov.

Schéma postupu vypoctu parametrov H a S vidime na obr. 5.
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Obr. 5 Schéma postupu vypoctu rozsahu zmeny kolimovanej transmitancie H a rychlosti zmeny
kolimovanej transmitancie Sz typickej pohybovej krivky chloroplastov v liste tabaku. Nase
merania kolimovanej transmitancie prebichali do 22. miniity. (Prevzaté a upravené od Rebicka,
2009)

4.5 Tlakova metoda

Vodny potencial listu ¥ je veli¢ina reflektujuca vodny stav listu a udava saciu silu

rastlinnych pletiv. Je dané vztahom:

V="Y+ ¥+ Vy+ Py, (%)

kde ¥, je osmoticky potencial, ¥, je tlakovy potencial, ¥y je gravitacna zlozka
vodného potencidlu a ¥, je matricny potencidl. Velkost' gravitacnej zlozky vodného
potencialu je v pripade merania vodného potencialu listu zanedbatel'nd. Podl'a Boyera
(1995) mézeme vodu v rastlindich povazovat' za uzavreti v dvoch rdéznych oblastiach

oddelenych semipermeabilnou membranou — plazmatickou membranou kazdej bunky.
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Prvou oblastou su protoplasty, suhrnne zvané symplast a druhou oblast'ou st bunkové
steny a xylém tvoriace apoplast. V protoplaste je koncentrovany roztok a tlak zvycajne
vy$8i nez atmosféricky tlak — turgorovy tlak, vodny potencial je tu preto dany pomocou

vzorca:

o) = V) + P, (6)

kde ¥ je osmoticky potencial protoplastu a ¥y je tlakovy potencial protoplastu.
V apoplaste je zriedeny roztok a ziadny turgor. Namiesto toho su tu ale pdrovité
povrchy bunkovych stien generujuce matricny potenciadl ¥, Mozeme ho chapat ako
pnutie v dosledku adsorbcie vody na pory bunkovych stien. Vodny potencial apoplastu

je teda dany pomocou vzorca:

P0a) = Va@ + Pma). (7)

Vodny potencial kazdého protoplastu je takmer vzdy rovnaky ako v jeho bunkovej

stene. MdZeme preto pisat’:

2@ + Y@ = Pap) T Po). (8)

Vidime teda, Ze komponenty tvoriace vodny potencial v protoplaste a apoplaste sa lisia,
ale lokdlne sa navzajom vyrovnavaji. PoCas merania v tlakovej komore dochadza ku
navySovaniu tlaku pri¢itajicemu sa k turgorovému tlaku. To ma za nasledok zvysenie
vodného potencialu bunky oproti vodnému tlaku xylému, nasledkom ¢oho je, ze voda
tecie do xylému. Pri hodnote balan¢ného tlaku Py, je teda uvolnené pnutie v xyléme a

plati vzorec:

-Phai = Pn(a). %)

Zaporna hodnota zobrazena tlakomerom aparatury na meranie vodného potencialu listu
preto ukazuje saciu silu xylému — matricny potencidl apoplastu. Meranie vodného
potencidlu listu tlakovou metddou prebichalo na aparatire firmy PMS Instrument

Company, Model 600, Oregon, USA. Popis pouzitej aparatiry vidime na obr. 6.
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rychlosti
Ukazovatel tlaku (zapomé naplnenia  yypustny/napustny
hodnoty vodného potencialu) komoérky ventil
tlakom

Obr. 6 Aparatira Model 600 (PMS Instrument Company, Oregon, USA) na meranie vodného

potencidlu listu a jej schéma

Pred meranim sme kazdému listu tabaku skalpelom odrezali stopku tak, aby bol
rez dobre viditeI'ny priemyslovym mikroskopom MZK 1701 (INTRACO MICRO, spol.
s .0., Tachlovice, Ceska republika). Kazdy list bol umiestneny v nastavci na tlakovii
komorku. Stopka listu bola stiahnutd gumovym tesnenim, aby z komorky neunikal
narastajici tlak. Pracovnym plynom aparatary bol dusik N2. Rychlost’ naplnenia
komorky mohla byt upravovana v zavislosti na potrebach konkrétnych merani. Povrch
stopky listu v prie¢nom reze sme snimali priemyslovym mikroskopom MZK 1701, aby
sme mohli zachytit moment, kedy sa objavi kvapka xylémového roztoku v dosledku
vyrovnania tlakov v xyléme av komorke. USB-kamera snimala tlakomer aparatry
V tom istom Case. Zaznamy priemyslového mikroskopu a USB-kamery sme nahravali

do pocitaca. Neskor sme od¢itali hodnoty vodného potencidlu kazdého meraného listu.
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4.6 Stanovenie relativneho obsahu vody v liste

Kazdy list bol vazeny hned’ po jeho odstrihnuti, ¢im sme stanovili jeho Cerstva
hmotnost’ M Listy boli vaZzené aj pred samotnym meranim fluorescen¢né¢ho indukéného
javu. Nasledovalo meranie kolimovanej transmitancie listu, po ktorom sme list opat
zvézili. Priemerom tychto dvoch hmotnosti sme ziskali hodnotu aktuilnej hmotnosti
ma. Dalej nasledovalo meranie vodného potenciélu listu. Kazdy list bol po tomto merani
vlozeny do kovovej nadobky a ulozeny nickol’ko hodin v susiarni pri 105 C. Nasledne
bola zvaZzena hmotnost’ nadobky so susSinou a hmotnost’ samotnej nddobky. Rozdielom
tychto dvoch hodnot sme ziskali hmotnost” susiny listu ms. Z technickych dévodov sme
nemohli dosycovat’ vodou kazdd merany list, ale pre vypocet hodnoty RWC sme
potrebovali hmotnost’ turgescentného listu m;. Pomocné merania ukazali, ze listy rastlin
zaliatych véas pred meranim mali narozdiel od plne turgescentnych listov po
dosycovani priblizne o 2% niz8iu hmotnost’ (hodnota m; bola priblizne o 2 % vicsia ako
hodnota m;). Tato odchylku sme zahrnuli do nasich vypoctov. Relativny obsah vody

v liste v percentach bol stanoveny pomocou vzorca:

RWC = (u) 100, (10)

me—mg
kde m; je v nasom pripade dané pomocou vzorca:

My =me * 1,02 . (11)
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5. Vysledky

Cielom prace bolo zistenie zavislosti pohybu chloroplastov na vysychani listu
a porovnanie citlivosti parametrov metdéd kolimovanej transmitancie a rychlej
fluorescencie na tento pohyb. Kazdy list bol vybrany na zaklade merani relativneho
obsahu chlorofylu pomocou chlorofylmetra SPAD 502DL (obr. 7 a8). Tym sme
zabezpecili ¢o mozno najpodobnejsi relativny obsah chlorofylu v listoch. Tato hodnota

je dolezita, pretoze modze ovplyvnit pociatoénii hodnotu kolimovanej transmitancie

(Naus a kol., 2010; Rolencova, 2008).
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Obr. 7 Zavislost' hodnét relativneho obsahu chlorofylu v listoch SPAD na vodnom potenciali
listov ¥
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Obr. 8 Zavislost' hodnét relativneho obsahu chlorofylu v listoch SPAD na relativnom obsahu
vody v listoch RWC
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Na obr. 7 vidime zavislost’ vodného potencidlu listu ¥ na relativnom obsahu
vody v liste RWC. Mo6zeme teda ocakavat kvalitativnu podobnost’ porovnavanych
vysledkov zavislych na vodnom potenciali listu ¥ arelativnom obsahu vody v liste
RWC.
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y =-18,31x% + 11,44x + 93,21
65 - R =0,847
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Obr. 9 Zavislost vodného potencidlu listu ¥ na relativnom obsahu vody v liste RWC. Zobrazena

je rovnica regresie spolu s hodnotou spolahlivosti R

Na obr. 10 vidime zavislost’ intenzity fluorescencie na Case pre vybrané listy
adaptované na tmu. Meranie fluorescen¢nych parametrov pomocou pristroja FluorPen
FP100 trvalo priblizne 2 sekundy. Vysledkom je typickd OJIP krivka. Vidime, ze
nedostatok vody nemal na hodnoty fluorescenénych parametrov vplyv priblizne do
hodnét ¥ = -0,8 MPa a RWC = 90 %. Listy s niz§imi hodnotami ¥ a RWC mali niZSie
hodnoty intenzity fluorescencie. Ich OJIP krivky st tvarom porovnatelné s relativne
cerstvymi listami, ale miniméa a maxima OJIP kriviek zaschnutych listov su nizsie. Toto
pozorovanie sa priblizne zhoduje s Herakom (2011), ktory uvadza, ze nedostatok vody
nema priamy ucinok na ¢innost’ reakéného centra PSII priblizne do trovne 25 — 30 %

dehydratacie listov.
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Obr. 10 Zavislost priebehu intenzity fluorscencie na case. X-ova os je v logaritmickom

meritku. Kazda krivka je priemerom z n = 5 Kkriviek.

Na obr. 11 vidime zavislost’ kolimovanej transmitancie na ¢ase. Kazdé meranie
trvalo 22 minat. Vidime, Ze v porovnani s grafom fluorescencnych parametrov st
krivky kolimovanej transmitancie dynamickejSie. Tento fakt je spdsobeny vicSou
citlivostou pohybu chloroplastov na dehydrataciu listu oproti citlivosti reakénych
centier PSII listu. Krivky kolimovanej transmitancie r6zne vyschnutych listov zacinaju
priblizne v rovnakom bode v désledku vyberu podobne starych listov s podobnymi
hodnotami relativneho obsahu chlorofylu. Na tento fakt, zd4 sa, nemad vplyv ani
zvySovanie relativneho obsahu chlorofylu v liste v dosledku zmenSovania
medzibunkovych priestorov spésobeného dehydrataciou listu (Prochazka a kol., 1998).
Tento efekt bude pravdepodobne vyvazeny zniZzenim obsahu chlorofylu v liste pri
zasychani listu (Zhang a kol., 2015). Vidime ale, ze aj napriek priblizne rovnake;j
pociatocnej hodnote kolimovanej transmitancie rozne vyschnutych listov sa maximalna
hodnota tohto parametru liSi prave v zavislosti od stupiia dehydratacie listu. Najvacsi
rozsah zmeny kolimovanej transmitancie aj najvyssia rychlost zmeny kolimovanej
transmitancie si zaznamenané u Cerstvych, pripadne malo zaschnutych listov. So

zvySovanim efektu zasychania sa rozsah aj rychlost’ zmeny kolimovanej transmitancie

26



znizuju. Pri zaschnuti listu na Grovni hodnét ¥ = -1,6 MPa resp. RWC = 68,39 % boli

rozsah aj rychlost’ zmeny kolimovanej transmitancie takmer nulové.

0,006 -
0,005 -
——W=-0,23 MPa; RWC = 96,5 %
0,004 - ——W=-0,5MPa; RWC = 95,7 %
——W=-082 MPa: RWC = 92,1 %
0,003 -
—— W =-0,78 MPa: RWC = 91,8 %
——W=-09 MPa: RWC = 83,4 %
0,002 -
W = -1,23 MPa; RWC = 72,5 %
——W=-1,6 MPa; RWC = 68,4 %
0,001 -
0 T T T T T 1
0 5 10 4 [min] 15 20 25

Obr. 11 Zavislost priebehu kolimovanej transmitancie na case.

Na obr. 12 vidime zavislost’ fluorescenénych parametrov Fo, Fv/Fm, Mo, V; aVi
na vodnom potenciali ¥. Parametre Fv/Fy, Vj a Vi si drzia priblizne rovnaku pociatocna
hodnotu aj so znizovanim vodného potencialu listu. Ostatné fluorescenéné parametre SO

zvySujucou sa dehydrataciou listu mierne klesaji, nevidime unich vSak ale Ziadny

vyrazny trend.
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Obr. 12 Zavislost hodnét parametrov Fo, FylFyu, My, Vj aV; na vodnom potenciali listu .
Kazda hodnota je vysledkom priemeru z piatich merani n = 5 aku kazdej hodnote je

uvedenda aj smerodatnd odchylka (£SD)

Na obr. 13 vidime zavislost’ fluorescencnych parametrov Fo, Fv/Fm, Mo, Vj aVi
na RWC. Vysledky st tu kvalitativne zhodné s vysledkami na obr. 12. Je to dané
nelinearnou zavislostou vodného potencialu listu ¥ na relativnom obsahu vody v liste

RWC podra obr. 9.
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Obr. 13 Zavislost hodndt parametrov Fo, FylFy, Mo, V; aVi na relativnom obsahu vody v
liste RWC. Kazda hodnota je vysledkom priemeru z piatich merani n = 5 aku kazdej

hodnote je uvedena aj smerodatna odchylka (+SD)

Na obr. 14 vidime zavislost’ hodnot parametrov H a S na vodnom potenciali ¥.
Rozsah zmeny kolimovanej transmitancie H, tak, ako aj rychlost zmeny
kolimovanej transmitancie Ssa so znizujucim sa vodnym potencidlom znizuju.
V okoli hodnoty vodného potencidlu ¥ = -0,8 MPa sa rozsah pohybu aj rychlost’
pohybu chloroplastov znizuji vyraznejsie. Pri hodnote vodného potencialu ¥ = - 1,6

MPa zmeny kolimovanej transmitancie klesli takmer na nulu.
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Obr. 14 Zavislost hodnét parametrov H a S na vodnom potenciali listu ¥

Na obr. 15 vidime zavislost’ hodndt parametrov H a S na relativnom obsahu vody v
liste RWC. Rozsah zmeny kolimovanej transmitancie H, tak, ako aj rychlost’ zmeny
kolimovanej transmitancie Ssa so znizujucim sa relativnym obsahom vody v liste
znizuju. Pri hodnote RWC = 66,39 % klesli rozsah arychlost zmeny kolimovanej
transmitancie takmer na nulu, teda aj v tomto pripade sa jedna o kvalitativou zhodu
vysledkov zavislych na vodnom potenciali listu ¥ a vysledkov zavislych na relativnom

obsahu vody v liste RWC.
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Obr. 15 Zavislost hodnét parametrov H a S na relativnom obsahu vody v liste RWC
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Na obr. 16 vidime zavislost’ percentudlnych zmien parametrov Fo, Fv/Fm, Mo, Vj
aVi, S a H na vodnom potenciali listu ¥. Pre lepSiu porovnatel'nost’ meranych hodnoét st
vSetky hodnoty normované na kontrolu, pricom ako kontrola bol zvoleny Cerstvy list.
Hodnota fluorescen¢ného parametru Fv/Fy sa v désledku zasychania listu nezmenila
takmer vobec. Pokles hodnot priblizne o 10 % sme zaznamenali u parametrov Fo, V; aV;.
Spomedzi fluorescencnych parametrov sa najviac znizila hodnota Mg a to priblizne o 20
%. Naopak, hodnoty parametrov kolimovanej transmitancie reagovali na dehydrataciu
omnoho skor a vo vicsej miere. Rozsah zmeny kolimovanej transmitancie H ako aj
rychlost zmeny kolimovanej transmitancie S klesla priblizne 0 90 % vzhl'adom na

kontrolnl hodnotu.
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Obr. 16 Zavislost percentudlnych zmien parametrov Fo, F\/Fyu, Mo, Vj a Vi, S a H na vodnom

potenciali listu ¥. Vietky hodnoty sit normované na kontrolu

Na obr. 17 vidime zavislost’ percentualnych zmien parametrov Fo, Fv/Fnm, Mo, Vj
a Vi, S a H na relativnom obsahu vody v liste RWC. Pre lepSiu porovnatel'nost’ meranych
hodnét st vSetky hodnoty normované na kontrolu, pricom ako kontrola bol opéat

zvoleny cCerstvy list. Hodnota fluorescenéného parametru Fy/Fy sa v dosledku
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zasychania listu nezmenila takmer vobec. Hodnoty zvySnych vyhodnocovanych

fluorescenénych parametrov osciluji okolo pociato¢nej hodnoty anemozno u hich

pozorovat' ziadny trend v zavislosti na hodnote relativneho obsahu vody v liste RWC

V nami pozorovanom rozsahu hodnét relativneho obsahu vody v liste RWC. Hodnoty

parametrov kolimovanej transmitancie reagovali na dehydratidciu uz od pociato¢nej

hodnoty. Rozsah zmeny kolimovanej transmitancie H ako aj rychlost zmeny

kolimovanej transmitancie S klesla priblizne 0 90 % vzhl'adom na pociatok. Priebehy

kriviek na obr. 16 a 17 sa kvalitativne zhoduju.
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Obr. 17 Zavislost percentudlnych zmien parametrov Fy, FylFy, Mg, Vj a Vi, S a H na relativnom

obsahu vody v liste RWC. Vsetky hodnoty su normované na kontrolu
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6. Diskusia

NaSe vysledky ukazuju, ze zasychanie listu tabaku ma vplyv na pohyb
chloroplastov. S postupnym zasychanim listu tabaku klesa spolu s rozsahom zmeny
kolimovanej transmitancie H aj rychlost zmeny kolimovanej transmitancie S. Avsak
narozdiel od Frolca a kol. (2010) a Rebicka (2009), ktori uvadzajt, Ze teplotny stres mé
vplyv najskor na znizenie rychlosti zmeny kolimovanej transmitancie a az neskor dojde
ku zmenSeniu rozsahu zmeny kolimovanej transmitancie, naSe merania ukazujl, ze
hodnoty parametrov rozsahu zmeny kolimovanej transmitancie H, ako aj rychlosti
zmeny kolimovanej transmitancie S reaguji na vodny stres listov tabaku priblizne
rovnako citlivo. Podla Wadu (2013) sa chloroplasty v rastline Arabidopsis thaliana
pohybuja vd’aka chloroplastovym aktinovym filamentom. Sniegowska-Swierk a kol.
(2015) zistili, ze vplyvom dehydratacie dochadza v liste ja¢mena k zoslabeniu pohybu
chloroplastov v centre bunky a aktinové filamenty sa organizuju do kratSich oblikov.
Znizenie rozsahu arychlosti pohybu chloroplastov v listoch tabaku v dosledku
dehydratacie by teda mohlo byt ovplyvnené zanikajucimi aktinovymi filamentami,
pripadne aj ich organizaciou do kratSich oblukov, kedy nemusia byt jednotlivé
chloroplasty schopné dostato¢ného rozsahu pohybu.

Metdda kolimovanej transmitancie sa v porovnani s metddou rychlej
fluorescencie ukazala ako citlivejSia pre posudenie vodného stavu listu tabaku priblizne
do nami sledovanych hodnét vodného potencialu listu ¥ = -1,6 MPa a relativneho
obsahu vody v liste RWC = 68,39 %. Nase vysledky sa priblizne zhoduju s tidajom,
ktory uvadza Herak (2011) a to, Ze nedostatok vody nema priamy Uc¢inok na ¢innost’
reakénych centier PSII priblizne do trovne 25 — 30 % dehydratacie listov. Rychla
fluorescencia odraza stav a pripadné zmeny ¢innosti reakénych centier PSII rastliny.
Naus a kol. (2008) zistili, Ze pohyb chloroplastov je regulovany lokalne a nezéavisle od
systémovych signalov v rastline, a ze je nezavisly na ¢innosti reakénych centier PSII
rastliny. Je preto mozné, Ze pohyb chloroplastov a ¢innost’ reakényh centier PSII
vykazuji roznu toleranciu voc¢i dehydratacii listu. Hodnoty parametrov rychlej
fluorescencie boli dehydrataciou listu tabaku ovplyvnené len malo. Hodnoty parametru
Fv/Fm boli podla obr. 16 a 17 ku vodnému stresu listov tabaku necitlivé. Na obr. 8
vidime, ze dosiahnutie najvécsicho stresu z nedostatku vody malo v listoch tabaku za

nasledok znizenie kriviek OJIP. Vodny stres v tomto rozsahu by teda mohol mat’ vplyv
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napriklad na zniZenie rychlosti prace komplexu vyvijajaceho kyslik (OEC) ako ukazali
Lazar a kol. (1997). Celkovo sa ale ¢innost’ reakénych centier PSII ukazala ako odolna
voci nedostatku vody v nami sledovanom rozsahu hodnét vodného stresu listov tabaku
(obr. 12 a 13), zatial’ ¢o (obr. 11, 13 a 15) hodnoty parametrov rozsahu a rychlosti
zmeny kolimovanej transmitancie reagovali prave v tomto rozsahu stresu vel'mi citlivo.
Unikovy pohyb chloroplastov zabezpeéuje ochranu proti fotoinhibicii fotosystému PSII
(Davis a Hangarter, 2012). NaSe vysledky ukazujt, ze priblizne na trovni vodného
stresu, ktory ma za nasledok vyrazné znizenie pohybu chloroplastov sa zacina
prejavovat’ aj zhorSenie Cinnosti reakénych centier PSII. Je teda mozné, Ze by sa
oddialenim inhibicie pohybu chloroplastov v doésledku vodného stresu mohlo dosiahnut’

aj oddialenie zhorSenia ¢innosti reakénych centier PSII.
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7. Zaver

V tejto praci sa nam podarilo overit, Zze zasychanie listu tabaku ma vplyv na
pohyb chloroplastov. Zistili sme, ze parametre rozsahu zmeny kolimovanej
transmitancie, ako aj rychlosti zmeny kolimovanej transmitancie, st velmi citlivé na
vodny stres a S postupnym zasychanim listu klesaji parametre rozsahu aj rychlosti
zmeny kolimovanej transmitancie. Metoda kolimovanej transmitancie preto predstavuje
vel'mi dobry prostriedok na meranie vodného stavu v listoch tabaku virginského v nami
sledovanom rozsahu vodného stresu. Zaroven sme ukézali, ze reakcie parametrov
charakterizujicich stav a ¢innost’ reakénych centier PSII na vodny stres boli slabé
a nepozorovali sme u nich Ziadny trend zmeny V nami pozorovanom rozsahu vodného
stresu. Meranie rychleho fluorescen¢ného indukéného javu preto neposkytuje presna

informaciu o vodnom stave listu v nami skimanom rozsahu vodného stresu.
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