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Cile prace

Teoreticka ¢ast:

e Vypracovat piehled problematiky o vlivu anestetik na rostliny (se zaméfenim na

chloroplasty a reakce priaduchu).

Prakticka éast:

e Vypracovat metodiku aplikace vybranych plynnych a kapalnych anestetik na
listy modelovych rostlin v kombinaci s méfenim pohybu chloroplastii a otevirani
praduchd.

e Seznamit se S metodikou stanoveni polohy chloroplasti v bunikdch pomoci
konfokalniho mikroskopu u listi adaptovanych na tmu a po aplikaci
intenzivniho modrého svétla.

e Seznamit se s metodikou gazometrického méfeni otevienosti priduchit pomoci
gazometru L1-Cor-6400.

e Na vybranych modelovych rostlinaich zméfit svétlem indukovany pohyb
chloroplastil a svétlem indukované otevirani praduchii bez aplikace a po aplikaci
riznych anestetik.

e Pro vybrané piipady dolozit pozici chloroplastt v bunkach snimky
Z konfokalniho mikroskopu.

e Zpracovat vysledky méteni, porovnat svétlem indukovany pohyb chloroplastl a
otevirani priduchd u rostlin bez vlivu a pod vlivem anestetik, zhodnotit vliv

anestetik.



1 UVOD

Anestetika byla objevena pied vice nez 170 lety, mechanismus jejich ucinku na zivé
organismy vsak stale neni zcela objasnén. Vyzkum anestetik se zaméfuje primarné na
zivocichy, v poslednich letech se vSak za¢ina vénovat pozornost i zkoumani jejich vlivu
na rostliny. V diplomové praci jsme se zabyvali vlivem anestetik na pohyby
chloroplastii a otevirani priduchd, rostlinné procesy fizené specifickymi rostlinnymi
fotoreceptory fototropiny.

Pohyby chloroplastti a otevirani priaducht (stomat) na svétle jsSou procesy spole¢né
veétsiné vysSich rostlin. RozliSujeme dva druhy svétlem indukovaného pohybu
chloroplasti — tnikovy a akumulaéni pohyb. Unikovy pohyb je u vétsiny rostlin
vyvolavan silnym svétlem (piesnéji jeho modrou slozkou, BL) a slouzi k ochrané pied
poskozenim fotosyntetického aparatu nadmérnou ozaienosti. Akumula¢ni pohyb
nastava vreakci na slabé BL a slouzi rostliné k efektivnimu vyuziti svétla
vV podminkach, kdy je ho nedostatek (Wada, 2013). Praduchy se nachazeji na vétsing
organli prichdzejicich do kontaktu s atmosférou, nejvice vSak na spodni (abaxidlni)
stran€ listl. Reguluji vyménu plyni mezi rostlinou a okolim, optimalizuji fixaci oxidu
uhli¢itého a reguluji ztratu vody (Sack, 1987). Pohyby chloroplastd a regulace
otevienosti stomat patfi mezi rostlinné procesy dulezité pro efektivni fungovani
fotosyntézy a tedy i pro rist a vyvoj rostlin.

Pti tivahach o tom, zda mohou byt pohyby chloroplasti a otevirani priduchi
ovlivnény anestetiky, se musime zamyslet nad potencionalnimi cili jejich plisobeni
v signalnich kaskadach zkoumanych rostlinnych procesii. Jednim z pifedpokladanych
mist pusobeni anestetik v zivych buiikach jsou bunééné membrany a iontové kanaly,
které se v nich nachazeji. Nedavno bylo zjisténo, ze pusobeni éteru blokuje vznik
ak¢énich potenciali plazmatické membrany a nasledné uzavirani listovych pasti
mucholapky podivné (Dionaea muscipula Ellis) a sklapéni listd citlivky stydlivé
(Mimosa pudica L.) po mechanickém stimulu (Yokawa et al., 2018). Predpoklada se, ze
inhibice zminénych pohybt rostlinnych organi by mohla byt zplsobena vlivem
anestetik na napétim fizené vapnikové kanaly membran. Bylo totiz zjisténo, Ze
v piipad¢ citlivky stydlivé dochéazi pii sklapéni listd k vyraznym zméndm na Urovni
cytoskeletu (Kanzawa etal., 2006), které souviseji pravé S akcénim potencidlem
membrin a zménami v obsahu Ca?* vyvolanymi ¢innosti vapnikovych kanald

(Yao et al., 2008). U pohybu chloroplasti neni signalni kaskada upIn¢ objasnéna, nevi



se tedy, zda v ni vystupuji procesy spojené s pienosem signalu pomoci membranového
potencidlu nebo s transportem iontl pfes membrany. Je vSak znamo, ze pfi
akumula¢nim pohybu chloroplastti, ke kterému dochazi pfi pusobeni svétla o nizké
intenzité, se uplatiuji oba typy fototropini lokalizované u plazmatické membrany
(Wada, 2013). V ptipad¢ fototropinu 1 (photl), ktery je pii fizeni akumula¢niho pohybu
oproti fototropinu 2 (phot2) efektivnéjsi (diky vétsi citlivosti na svétlo), bylo ukazano,
7¢ jeho funkce pii signalizaci je obecné spjata s lokalizaci u plazmatické membrany
(Preuten et al., 2015). U svétlem fizeného otevirani priduchti je oproti pohybum
chloroplastli zndma cela signalni kaskada, ve které hraji klicovou roli membranové H*-
ATPasy a K* kanaly, potenciondlni cile pisobeni anestetik.

Kromé vySe zminénych pohybt rostlinnych orgdnt mucholapky podivné a citlivky
stydlivé maji anestetika vliv na fadu dalSich rostlinnych procesti. Plsobi napt. na
aktinovy cytoskelet (Baluska a Mancuso, 2019), fotosyntézu (Sersei et al., 1990;
Grémiaux et al., 2014), vezikularni transport, syntézu chlorofylu, kliceni semen nebo
produkci kyslikovych radikali (Yokawa et al., 2018). O jejich vlivu na pohyby
chloroplastii a otevirani stomat vyvolané svétlem neni vSak dle naSich informaci nic
Znamo.

S vyuzitim doposud znamych informaci o vlivu anestetik na rostliny mohou
vysledky diplomové prace prispét k prohloubeni znalosti mechanismu signalizace
pohybu chloroplastli a otevirani stomat. Diplomové prace miZe zaroven slouZit jako
zdroj prvotnich informaci pro ptipadny budouci vyzkum vlivu anestetik na pohyby

chloroplastii a otevirani praduchi.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Anestezie

Anestezie je definovana jako reverzibilni ztrata védomi nebo lokalni znecitlivéni urcité
¢asti lidského téla, anestetikum pak jako latka schopna navodit anestezii. Citlivost vici
anestetikim je vlastnosti, kterou sdileji vSechny zivé organismy (Grémiaux etal.,
2014). Dle Sonnera (2008) je schopnost reagovat na anestetika esencialni pro Zivot.
Prvni anestetikum bylo objeveno v roce 1846 Williamem T. Mortonem. Jeho vetejna
demonstrace pouziti éteru jako latky, diky niz je mozné vyvolat vratnou ztratu védomi,
znamenala ptevrat v lidské medicin€. Dnes se pro vykon bolestivych Iékatskych
zakrokll vyuzivaji podle poZzadovaného rozsahu plsobeni anestetika celkové a lokalni.
Prvni jmenovana vyvolavaji celkovou anestezii — reverzibilni stav organismu
vyznacujici se ztratou védomi, svalovou relaxaci a snizenou odpovédi na stres. Pii
celkové anestezii jsou zachovany fyziologické funkce. Mezi celkova anestetika patii
éter, halotan, isofluran nebo oxid dusny (rajsky plyn). Lokalni anestetika blokuji vznik a
vedeni vzruchu (Strichartz a Ritchie, 1987), coz vede ke ztrat¢ vnimani bolesti v urcité
oblasti. Mezi lokalni anestetika patii napft. lidokain, benzokain nebo tetrakain.
Anestetika v zivych organismech pusobi na celou fadu procest. Maji vliv mj. na
dychaci fetézec mitochondrii u rostlin i zivocicht (Klein a Koeppe, 1985; La Monaca a
Fodale, 2012) a fotosyntézu chloroplastti (Nakao et al., 1998), tedy procesy souvisejici
s produkci ATP. Je znamo, Ze nékteré subcelularni procesy zaloZzené na funkci
cytoskeletu, jako napf. proudéni cytoplazmy a fagocytdza, jsou inhibovany plisobenim
anestetik (Garcia-Sierra a Frixione, 1993; Kiefer etal., 2003; Baluska a Mancuso,
2019). Pomérné znamy fenomén je plisobeni anestetik na receptory neurotransmiterti, na
iontové kanaly fizené napétim a na kandly, které¢ udrzuji membranovy potencial (napf.
Na* a K" kanaly) (Huang et al., 2015; Denomme et al., 2019; Kelz a Mashour, 2019).
V zivych organismech se latky s anestetickymi ucinky nachazeji i endogenné. U rostlin
se predpoklada, Ze endogenni latky s anestetickymi ucinky hraji ulohu v situacich, kdy
rostliny Celi stresovym faktorim a pfi navozovani a ukon¢ovani dormance (Tsuchiya,
2017; Yokawa et al., 2019). V ptipad¢ hub a bakterii se uplatiiuje etylén, ktery tyto
organismy produkuji pii stresovych situacich. U ¢lovéka a Zivocichl jsou indicie
existence endogennich anestetik schopnych navodit ztratu védomi (Sonner a Cantor,

2013). Znamé jsou piipady docasné ztraty védomi pii raznych stresovych situacich,



vaznych zranénich nebo silnych emocionalnich zazitcich (Burton, 1988; Rose da Silva,
2014; Baluska et al., 2016). Tento fenomén pravdépodobné vznikl v davnych dobach
jako efektivni obranny mechanismus poskytujici mimo jiné ochranu pted ptiliSnym
zaplavenim senzoru vzruchy (Diehl, 2005; Rose da Silva, 2014). Vysoké koncentrace
anestetik mohou ptlisobit na zivé organismy i toxicky a vést u rostlin i zivocicht
k poskozeni (De Luccia, 2012; El-Boghdadly et al., 2018). U lidi jsou znamé piipady

predavkovani anestetiky vedouci az k zastavé dychani a smrti.

2.1.1 Hledani jednotného mechanismu piisobeni anestetik

Variabilita reakci zivych organismi na anestetika je v porovnéani s jinymi chemickymi
latkami velmi mala. Na jedné strané¢ madme substance o odlisném chemickém slozeni, na
strané druhé pak velmi podobné ucinky, které tyto latky zpusobuji. To vybizi k hledani
jednotného mechanismu puasobeni anestetik, ktery vSak nebyl doposud popsan.
V nasledujici kapitole jsou chronologicky zminény teorie, které se dostaly do popiedi.

Claude Bernard byl 1ékaf a jeden z nejvyznamnéjsich francouzskych védca. I kdyz
anestezie nebyla jeho hlavni oblasti pisobnosti ve védé, je povazovan za prukopnika
farmakologického vyzkumu anestetik a jejich praktickych aplikaci. Pfi experimentech
s chloroformem si v§iml jeho reverzibilniho inhibi¢niho efektu na kontrakce svald a
vedeni vzruchl nervy. Po vymyti chloroformu fyziologickym roztokem se tkanim
citlivost navratila. Podobny efekt pozoroval 1 u éteru a alkoholu. Domnival se, Ze
anestetika zpusobuji vratné srazeni chemickych slozek svalti a nervid, zejm. proteind.
Tyto poznatky uvetejnil v roce 1875 (Leake, 1971).

Nezavisle na sobé€ vydali Hans Horst Meyer (v roce 1899) a Charles Ernest Overton
(v roce 1901) publikace, ve kterych oznacili jako kli¢ovou vlastnost, kterou sdileji latky
s anestetickymi ucinky, rozpustnost Vv tucich. I kdyz neuréili zadny konkrétni
molekularni cil anestetik, byla jim na zdklad¢ této teorie Casto oznaCovana lipidova
membrana. Odtud pochdzi oznaceni Meyer-Overtonova ,,lipoidni“ hypotéza. Meyer a
Overton oznacili rozpustnost V tucich jako vlastnost urcujici miru anestetického uc¢inku.
Cim vice je dana latka rozpustna v tucich (v jejich ptipadé v olivovém oleji), tim vétsi je
jeji anesteticky ucinek (Meyer, 1937; Krasowski, 2003). Své poznatky potvrdili
experimentalnimi dikazy, nicméné pochybnosti do jejich hypotézy vnaseji latky, které
pasobi anesteticky, ale jejich rozpustnost v tucich je nizka (napf. a-chloralosa nebo

chloralhydrat), nebo naopak sloucCeniny, jejichz rozpustnost v tucich je vysoka, ale



nevyznacuji se anestetickymi U¢inky (napf. flurothyl). Dalsi skupinou latek, které
odporuji jejich hypotéze, jsou pak slouCeniny se stejnou rozpustnosti v tucich, ale s
odliSnym anestetickym uc¢inkem (napi. optické izomery anestetik). Neni tedy
vylouceno, ze souvislost rozpustnosti latek v tucich a anestetického ucinku je nahodna a
Vv §ir§im pojeti nevysvétluje jejich €innost (Krasowski, 2003).

V roce 1984 ptisli N. P. Franks a W. R. Lieb s teorii, Ze anestetika mohou fungovat
na principu kompetitivni inhibice specifickych proteinovych receptort (tzv. protein-
receptorova hypotéza). Svoji teorii demonstrovali pomoci enzymu luciferasa.
V pfitomnosti 0,45 mM halotanu (uhlovodikovy halogenderivat pouzivany jako
inhala¢ni celkové anestetikum) se aktivita luciferasy snizila oproti kontrolnimu
experimentu na 30 %. Franks a Lieb zjistili, Ze halotan se vaze na luciferasu na
vazebném misté pro luciferin (Franks a Lieb, 1984). Toto zjisténi bylo dulezité z toho
hlediska, ze byla ukézana interakce anestetik s hydrofobnimi vazebnymi misty proteinti
(zatimco Meyer-Overtonova teorie piedpokladala, Ze anestetika interaguji s lipidovou
membranou) (Miller, 1985). I kdyz byly jako cile anestetik identifikovany i
cytoplazmatické proteiny (napf. protein kinasa C; Slater et al., 1993), za
nejpravdépodobnéjsi molekularni cile anestetik jsou nyni povazovany Cys-loop
receptory (skupina ligandem fizenych iontovych kanalli) (Franks a Lieb, 1994). Mezi n¢
patii napt. receptory GABA (kyselina y-aminomaselnd). Zname 2 druhy téchto
receptort, A a B. Aktivace GABAA receptord pasobi inhibi¢né na pfenos nervovych
vzruchll snizenim rychlosti §ifeni akéniho potencidlu. Kromé vazebného mista pro
kyselinu y-aminomaselnou obsahuji GABAA receptory i dal$i alostericka vazebna mista,
na kterd se mohou vazat mj. pravé anestetika. Velké mnozstvi dnes pouZivanych latek
s anestetickymi u¢inky (propofol, etomidat, metohexital, tiopental, isofluran, sevofluran
a desfluran) ptisobi pravé na GABAA receptory (Garcia et al., 2010; Olsen a Li, 2011;
Brohan a Goudra, 2017). Teorie proteinového receptoru jako cile ptisobeni anestetik se
jevi jako vhodna, nicméné je stile obtizn¢ piedstavitelné, Ze by misto na receptoru,
které vaze chemicky a strukturné specificky ligand, mohlo véazat i Sirokou $kalu dalSich
molekul pisobicich jako anestetika. Zda se tedy, ze podobné jako jiné, vysvétluje i tato
teorie funkci pouze urcité¢ skupiny anestetickych latek, nikoliv obecny mechanismus
pusobeni.

Dnes upfednostiiovany model plisobeni anestetik predpoklada, ze se u zivocichl a
¢lovéka vazou na receptory neurotransmiterd, zejména receptory GABA a glutamatu.

V poslednich letech bylo zajimavym zjisténim, Zze se receptory GABA a glutamatu
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nachdzeji 1 v rostlinach, kde se zapojuji do fizeni rdstu, vyvoje a odpovédi na stres
(Zérsky, 2015; Weiland et al., 2016). Podobné jako u zivocichl a ¢lovéka, i u rostlin
GABA snizuje a glutamat zvySuje excitabilitu membran. Pfedpoklada se, ze u zivocichu
a Cloveéka piasobi anestetika na napétim fizené iontové kanaly v neuronech
(Rinaldi, 2014), v rostlinach se vSak nachazeji podobné kanaly. Z toho 1ze usuzovat, ze
by anestetika mohla pusobit v zivych bunkach rostlin i zivoc¢ichi na podobné cile

(Yokawa et al., 2019).

2.1.2 Anestezie a rostliny

Vliv anestetik na rostliny byl objeven F. W. Clemensem v roce 1847, pouhy rok poté,
co byl prokazan jejich Gcinek na zivocichy. O vlivu na rostliny se toho vSak vi
podstatné méné. Pfitom se jednd o zajimavou oblast vyzkumu, kterd se v poslednich
desetiletich dostava vice do popiedi a mize pomoci prohloubit znalosti o ucinku

anestetik na zivoc¢ichy, potazmo ¢lovéka.

2.1.2.1 Vliv anestetik na chloroplasty

V roce 1878 objevil Claude Bernard inhibicni efekt éteru na fotosyntézu. Rdest
(Potamogeton) a zelena tasa Sroubatka (Spirogyra) byly umistény do uzavienych nadob
obsahujicich vodu a oxid uhli¢ity. Nadoby byly umistény pod svétlo pii 25-30 °C. Do
kontrolni nadoby byla umisténa hubka namocend v destilované vodé a do testovaci
nadoby hubka namocena v éteru. Posléze byl analyzovan plyn v nadobach — v ptipadé
kontrolniho experimentu byla atmosféra bohatd na kyslik, zatimco u testovaci nadoby
na oxid uhli¢ity. FEter tedy dle Bernarda zptsobil inhibici fotosyntézy
(Grémiaux et al., 2014).

Serseni etal. (1990) popsali inhibiéni vliv amfifilnich amint v&etné prokainu,
lidokainu, cinchokainu nebo mesokainu (které se pouzivaji jako lokalni anestetika) na
aktivitu donorové strany fotosystému II (PS II) a na aktivitu fotosyst¢ému I (PS I)
izolovanych chloroplastd Spenatu (Spinacia oleracea L.). Zminéné aktivity byly méfeny
pomoci elektronové spinové rezonance (ESR). Pii aplikaci amfifilnich amint ESR
signal odpovidajici aktivité¢ donorové strany PS II klesal, pficemZ mira poklesu rostla
s koncentraci amfifilnich amint. Aktivita PS I se neménila. Je zndmo, Ze pfitomnost
amfifilnich amint zplsobuje nardst fluidity lipidovych membran, naruseni jejich

struktury a uvoliiovani Ca®* iontd (Racansky etal., 1984). Sersen etal. (1990) tedy
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predpokladali, Ze inhibice donorové strany lokalnimi anestetiky byla zplsobena
narusenim struktury tylakoidnich membran, konformac¢nimi zménami proteint v PS 1l a
uvolnénim iontd Mn?* a Ca®*. Tuto hypotézu podporuje fakt, Ze uvolnéni Ca?* ionti
inhibuje funkci komplexu vyvijejiciho kyslik (OEC) a tedy produkci kysliku
v chloroplastech (De Riso et al., 2006).

Podobny efekt anestetik (tetrakainu) na PS II souvisejici s uvoliiovanim Ca®
z chloroplastti byl popsan i v izolovanych chloroplastech hrachu (Pisum sativum L.)
(Semin et al., 1990). Na izolovanych chloroplastech hrachu byla také popsana inhibice
OEC lokalnimi anestetiky dibukainem, benzokainem a tetrakainem (Semin et al., 1989).
Bylo zjisténo, Ze inhibi¢ni sila studovanych anestetik roste s iontovou silou a rostoucim
pH inkubaéniho roztoku (Semin et al., 1989). Pusobeni lokalnich anestetik na izolované
chloroplasty hrachu tedy podle autorti néjakym zptisobem souviselo s jejich elektrickym
nabojem nebo s nabojem membran. Inhibice PS II chloroplasti hrachu dibukainem a
tetrakainem byla pfi alkalickém pH popsana i v praci Opanasenko et al. (2002).

U chloroplasti je dale znamé inhibi¢ni puisobeni anestetik na syntézu chlorofylu.
Kotyledony fefichy seté oSetfené éterem, lidokainem nebo xenonem Se vyznacovaly

nazloutlou barvou a snizenym obsahem chlorofylu (Yokawa et al., 2018).

2.1.2.2 Vliv anestetik na pohyby rostlin

Pomérné znamym piikladem demonstrace efektu anestetik na rostliny je inhibi¢ni
ucinek éteru na pohyb listi citlivky stydlivé. Jako prvni tento experiment proved! v roce
1847 F. W. Clemens. Citlivka stydliva méa dvojnasobné zpefené listy. Rapiky se vétvi ve
vietena, kterd nesou az 15 part uzkych, zaspicatélych listkli. Listky reaguji na dotyk,
elektricky nebo tepelny podnét sklopenim smérem dovniti — vrchni (adaxidlni) strany
listkti daného paru se pfiblizi k sob&. Rapiky a vietena reaguji na uvedené podnéty
sklopenim dolt. Pohyb orgéanti zajist'uji pulviny — ztloustlé ¢asti, nachéazejici se na bazi
fapikd, vieten a listkd. Podrazdéni vyvola lokalni zménu elektrického potencidlu, kterad
spusti fetézec reakci vedoucich k modifikaci vnitiniho tlaku a nasledné zméné tvaru a
objemu bun¢k v pulvinech, coz vyvola pohyb organd, které jsou na pulviny pfipojené
(Coté 1995; Moran 2007; Yokawa et al., 2018). Pfi aplikaci 15% éteru po dobu 1 h byl
pohyb listhi citlivky v reakci na dotyk kompletné inhibovan, po 7 h byl opét plné
obnoven (Yokawa etal., 2018). Pohyby organt citlivky jsou rovnéz zavislé na
cirkadidnnich rytmech — v noci se listy slozi, zatimco pfes den ziistavaji rozlozené.

Cirkadianni pohyby zustaly neovlivnény, 1 kdyZ byla citlivost organii na vnéjsi podnéty
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éterem naruSena. Zda se, Ze anestezie narusuje schopnost rostliny vnimat podnét, avSak
schopnost pohybu ziistava nenaruSena (Grémiaux et al., 2014).

Dalsim ptikladem vlivu anestetik na pohyby rostlin je plisobeni éteru na listové
pasti mucholapky podivné. Po hodin€ piisobeni 15% éteru ztratily rostliny mucholapky
schopnost uzavfit listové pasti. Rostlina byla nasledné vyjmuta z atmosféry éteru a
schopnost uzaviit listové pasti se po 15 min naplno obnovila. Soubézné¢ byl v rostliné
méien akéni potencial a bylo zjiSténo, ze po piisobeni éteru dochazelo pti odpovédi na
mechanicky stimul k jeho kompletnimu utlumeni. Po odstranéni éteru se zacal
obnovovat a po 15 min doslo k jeho kompletnimu obnoveni (Yokawa et al., 2018). Po
pusobeni éteru byla v mucholapce podivné dale inhibovana signalizace pomoci kyseliny
jasmonové a sni spojené zmény exprese gentl, které jsou touto latkou spoustény
(transportni proteiny a travici enzymy vylu€ované do listovych pasti). Po nasledné
externi aplikaci kyseliny jasmonové (pfi stalém plisobeni éteru) byla exprese genti
obnovena, coz naznacuje, ze reakce nachazejici se nize v signalni kaskadé spousténé
kyselinou jasmonovou inhibovany nejsou (Pavlovi¢ a Mithofer, 2019; Pavlovic et al.,
2020).

Uponky hrachu setého (P. sativum L.) vykazuji pfi rGistu za normalnich podminek
rotacni pohyby, pomoci kterych se snazi ve volném prostranstvi nalézt oporu. Po
pusobeni 15% éteru doslo k okamZitému zastaveni téchto pohybii a uponky byly
imobilizovany ve stocené pozici. Pii aplikaci 1% roztoku lokéalniho anestetika lidokainu
na koteny hrachu po dobu 5 h doslo k utlumeni odpovédi aponkti na mechanicky podnét
(dotyk). Citlivost se Giponktim navratila po 17 h po tom, co byl lidokain nahrazen

destilovanou vodou (Yokawa et al., 2018).

2.1.2.3 Vliv anestetik na dalSi procesy v rostlinach

Dalsi rostlinny proces, ktery je ovlivnén anestetiky, je kli¢eni semen. Reficha set4
(Lepidium sativum L.) je znama rychlym kli¢enim semen, které je vyvolano zvySenou
vlhkosti a teplotou okolo 25-30 °C. Zatimco semena v Kontrolnich podminkach zac¢inaji
kli¢it po 2-3 dnech, v piipadé semen umisténych v nadobé s éterem dochazi k zastaveni
kli¢eni. Po 4-5 dnech inkubace byl éter odstranén a semena zacala nasledujici den klicit.
Stejnych vysledkti bylo dosazeno 1 v pfipadé hlavkového zeli, tufinu, Inu a jeCmene
(Grémiaux et al., 2014; Yokawa et al., 2018).

Anestetika maji dale vliv na vezikularni transport a produkci superoxidu.

V kofenech A.thaliana byla po pusobeni 15% éteru nebo 1% lidokainu zjisténa
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kompletni nebo c¢asteCna inhibice procesu recyklace endocytotickych vezikul
(v uvedeném poradi). Rovnéz bylo v kofenech A. thaliana po ptsobeni 1% lidokainu,
15% éteru a smési 80% xenonu s 20% kyslikem pozorovano zvySené mnozstvi
superoxidu (Yokawa et al., 2018).

Dalsi strukturou bunék ovlivnénou anestetiky je aktinovy cytoskelet. Ackoliv je to
Casto opomijeno, aktinovy cytoskelet napojeny na bunééné membrany je funkéné i
mechanicky spfazen s jejich ak¢nimi potencialy. Vyse popsand inhibice pohybli organt
rostlin (listové pasti mucholapky podivné, uponky hrachu a listy citlivky stydlivé)
anestetiky byla dle Yokawy et al. (2018) zpusobena blokaci ak¢énich potenciali a
endocytozy, kterd je zavislda na aktinu. U rostlinnych i zivociSnych bunék se
pfedpokladd, Ze anestetika pasobi inhibicné na zmény elektrochemického potencidlu
(v€etné akénich potencialit) membran, s ¢imz souvisi mj. i ovlivnéni zmén koncentraci
Ca?*, které jsou zvelké ¢&asti udrzovdny vapnikovymi kandly fizenymi napétim
(Aguilera a Vaughan, 2000; White, 2000; Yokawa et al., 2018). Je znamo, Ze pohyby
listd citlivky stydlivé jsou spojeny s vyraznymi zménami na urovni cytoskeletu
(Kanzawa etal., 2006), které jsou ovlivnény pravé membranovym potencidlem a
zménami v obsahu Ca?* (Yao et al., 2008). Inhibice pohybu listi citlivky anestetiky by
tedy mohla byt zpiisobena inhibici aktinového cytoskeletu blokaci zmén membranového
potencidlu a obsahu Ca?'. Podobny scénai piisobeni anestetik se predpokladd i u
ostatnich pohybi rostlin fizenych akénimi potencidly popsanych vyse (iponky hrachu a
listové pasti mucholapky podivné) (Yokawa et al., 2018).

Chen et al. (2005) zkoumali vliv isofluranu (derivat éteru) na dynamiku organizace
chloroplasti v zelené ftase Acetabularia acetabulum. Isofluran se pouziva jako
anestetikum, které v bunkach Zivoc€ichi inhibuje procesy zalozené na zménéch
v organizaci aktinu. Chloroplasty A. acetabulum jsou mezi sebou spojeny flexibilnimi
mustky, v disledku ¢ehoz se spolu pohybuji ve vice ¢i méné uspoiadanych rovinach.
Tyto pohyby jsou zajiStovany pravé pomoci aktinového cytoskeletu. Autofti zjistili, ze
po vystaveni bun¢k A. acetabulum 100% isofluranu po dobu 3 nebo 6 min byl méfeny
parametr zpozdéné fluorescence (DL), ktery odrdazi dynamiku reorganizace
chloroplasti, snizen a ani po vymyti isofluranu se neobnovil. Aplikace 75% isofluranu
oproti tomu zpusobila inhibici DL, po par hodinach po vymyti byla v§ak DL obnovena.
Po aplikaci 50% isofluranu doslo jen k malym zménam v DL. Dle Chen et al. (2005)
zpusobil isofluran otevieni Ca?* kanaldi, nasledné zvyseni koncentrace Ca?* pak mohlo

zpusobit inhibici procest zalozenych na dynamice aktinu, mj. i pohybu chloroplasta.
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S aktinem spojenym s membranami dale uzce souvisi funkce tzv. lipidovych raftl,
které jsou rovnéz ovlivnény anestetiky (Morrow a Parton, 2005; Bandeiras et al., 2013).
V budoucnu bude dilezit¢é a zajimavé studovat pifimy vliv anestetik na aktinovy
cytoskelet in vivo svyuzitim transgennich linii A. thaliana, které exprimuji
fluorescenéné znaceny aktin (Baluska a Mancuso, 2019).

Souhrnné tedy model vlivu anestetik na rostliny zahrnuje jejich ptsobeni na akéni
potencialy membran (plazmaticka membrana a tonoplast), produkci reaktivnich forem
kysliku a inhibici pohybu endocytotickych vezikul spojenou s ovlivnénim aktinového
cytoskeletu. S piisobenim anestetik na akéni potencidly dale souviseji zmény
koncentrace intracelularniho vapniku. Potlaceni téchto rychlych bunéénych odpovédi
vede ke ztrat¢ citlivosti rostlin vici externim podnétim a k inhibici nékterych
vyvojovych procest rostlin (kliCeni semen a syntézy chlorofylu). Dtulezitou
charakteristikou pusobeni anestetik je reverzibilita — popsané procesy se po jejich
odstranéni v kratkém cCase obnovily. V diplomové praci jsme se zaméfili na vliv
anestetik na svétlem indukovany pohyb chloroplastii a otevirani priduchi, rostlinné
procesy dulezité pro efektivni fungovani fotosyntézy a tedy i pro rist. O vlivu anestetik

na tyto procesy neni dle nasich informaci dosud nic znamo.
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2.2 Pohyb chloroplasti

Pii pfechodu zelenych rostlin z vodniho prostfedi na sous vyvstala nutnost vytvoteni
adekvatnich reakci na mnohem proménlivéjsi svételné podminky. Na trovni organel
mezi n¢ fadime pohyby chloroplastti. Jsou to reakce na zménu intenzity svétla vedouci
ke zméné uspotradani chloroplastd v bunice. Pohyby chloroplasti mutzeme najit
v Sirokém spektru zelenych rostlin, zelenych 1 Cervenych tas a fotosyntetizujicich
zastupcich infrafiSe Stramenopila (Suetsugu a Wada, 2016). Obecné se chloroplasty
pohybuji smérem ke slabému svétlu, aby ho efektivné vyuzily (akumulac¢ni pohyb
chloroplastil) a smérem od silného svétla, aby se vyhnuly poskozeni (inikovy pohyb
chloroplastit). Pii akumulaénim pohybu se chloroplasty piesouvaji ke sténam bunék
kolmym k dopadajicimu zateni (Obr. 1, vlevo, pozice diastrophe). Pti unikovém pohybu
se presouvaji ke sténam bunék, které jsou rovnobézné s dopadajicim zarenim (Obr. 1,
uprostied, pozice parastrophe). Ve tmé chloroplasty A. thaliana obsazuji spodni ¢ast

bunck (Obr. 1, vpravo, pozice ve tm¢).

Slabé modré svétlo  Silné modré svétlo Tma

"o

Vakuola a
&
\

Vakuola

- Vakuola )

®
Lo S

Diastrophe Parastrophe Pozice ve tmé

Obr. 1 Schématicka distribuce chloroplastd v buikich mezofylu A. thaliana pii rtznych
svételnych podminkach. Chloroplasty se nachazeji vtenké vrstvé cytoplazmy mezi
plazmatickou membranou a tonoplastem vakuoly. Vlevo: pozice chloroplastl na slabém
(modrém) svétle. Uprostfed: pozice chloroplastii na silném (modrém) svétle. Vpravo: pozice
chloroplastti ve tmé (pievzato a upraveno z Wada, 2013).
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Ustiedni roli v pohybu chloroplasti hraji fototropiny, svételné receptory citlivé na
UV-A a modrou oblast svételného spektra (360-500 nm). Z hlediska vyvolani pohybu
chloroplasti je nejefektivnéjsi BL (430-500 nm), ale nékteré kapradiny, mechy a zelené
fasy reaguji i na cCervené svétlo (625-750 nm). V piipadé pohybu chloroplasti
vyvolaného ¢ervenym svétlem bylo u rostlin Adiantum capillus-veneris L. a Mougeotia
scalaris popsano ftizeni pohybu chloroplastii neochromy, které jsou z hlediska struktury
chimerickymi receptory slozenymi z fytochromu a fototropini (Kawai et al., 2003).
Dale je znamé fizeni pohybu chloroplasti c¢ervenym svétlem v mechorostu
Physcomitrella patens pomoci fytochromu a fototropinu, které spolu vytvareji signalni
komplex (Suetsugu a Wada, 2007; Jaedicke et al., 2012). Ve vétsing rostlinnych druht
jsou pohyby chloroplastti zavislé na cp-aktinu (z angl. chloroplast-actin), nicméné
nékteré zelené fasy tfidy Ulvophyceae, jako napt. Bryopsis nebo Dichotomosiphon,
vyuzivaji k akumulacni reakci chloroplasti zpomaleni pohybu cytoplazmy pomoci
mikrotubulti (oproti autonomnimu pohybu jednotlivych chloroplasti s vyuzitim cp-
aktinu) (Suetsugu a Wada, 2016).

Pohyby chloroplastii nejsou vyvoldvany pouze svétlem. V buiikach prvoklicka
netiku (A. capillus-veneris L.) je popsan unikovy pohyb vyvolany mechanickou
stimulaci (Sato etal., 1999). Do 30 min po =zatlateni na malou c¢ast bunky
mikrokapilarou se chloroplasty v misté stimulu zacaly pohybovat a po pfiblizné 2 h
pohyb ustal. Po oSetfeni cytochalasinem B (inhibitor aktinu) a diacetyl monoximem
(inhibitor myosinu) doslo k inhibici unikového pohybu, coz nasvédéuje tomu, zZe
unikovy pohyb chloroplastii netiku vyvolany mechanickou stimulaci vyuziva aktin-
myosinovy systém. Kolchicin (inhibitor mikrotubull) inhibici tnikového pohybu po
mechanické stimulaci nezpusobil. Sato etal. (2003) popsal vyvolani akumula¢niho
pohybu chloroplasti pomoci mechanické stimulace v buikdch mechorostii P. patens,
Marchantia polymorpha L. a Ceratodon purpureus. Do 30 min po zatlaceni kapilarou
na ¢ast buniky byl u vSech testovanych druhli pozorovan akumula¢ni pohyb chloroplasti
do mista stimulu. V P. patens byl akumula¢ni pohyb chloroplastli inhibovan kremartem
(inhibitor mikrotubultl), po pusobeni cytochalasinu B K inhibici vsSak nedoslo.
Chloroplasty P. patens se tedy po mechanické stimulaci pohybuji smérem k mistu
doteku pomoci mikrotubuld, oproti vySe popsanému unikovému pohybu A. capillus-
veneris, ktery vyuziva aktin-myosinovy systém. V obou piipadech vsak bylo zjisténo,
7e k pohybu chloroplast po mechanické stimulaci jsou nutné Ca®* ionty (Sato et al.,

2001). P#i aplikaci La®*" iont (inhibujicich vapnikové kanaly) o koncentraci 100 pM
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nebo Gd** iontd (inhibujicich mechanicky fizené vapnikové kanaly) o koncentraci 10
puM  doslo k inhibici pohybu chloroplasti po mechanické stimulaci, schopnost
chloroplasti reagovat na svétlo viak ziistala zachovana. Ca®" ionty se tedy zdaji byt

zasadni pro signalizaci pohybu chloroplastli po mechanostimulaci.

2.2.1 Molekularni aspekty pohybu chloroplasti

Zatimco fyziologické pozadi pohybu chloroplasti bylo popséano pted vice nez 100 lety
(Senn, 1908; Kataoka, 2015), molekularni aspekty tohoto procesu se daii odkryvat
teprve v poslednich letech, také diky vyvoji pokrocilych experimentalnich technik.
Pokrok v chapani molekularni podstaty pohybu chloroplastd zacinajici aktivaci
fotoreceptoru vedouci k reorganizaci cp-aktinu byl znejvétsi ¢asti umoznén
vyzkumem V rostlinach A. thaliana (Kong a Wada, 2016). Nadale vSak ztstavaji mnohé
otazniky, zejména pak v chapani biochemickych roli signalnich faktori nachézejicich se
vV dolni casti signalni kaskady fototropinii a celkové v pfenosu Signalu vedoucimu

k reorganizaci cp-aktinu.

2.2.1.1 Fototropiny

Fototropiny jsou receptory citlivé na BL. Byly objeveny v roce 1997 v A. thaliana.
Evolu¢ni kofeny téchto fotoreceptorti sahaji k pfedklim podiiSe zelenych rostlin
(Viridiplantae). Fototropiny mtizeme najit ve vSech hlavnich skupinach suchozemskych
rostlin (semenné rostliny, kapradiny, plavun€, mechy, jatrovky a hleviky)
(Li et al., 2015).

A. thaliana koduje 2 proteiny ze skupiny fototropini, photl a phot2, které se z ¢asti
funkéné prekryvaji a oddélené¢ fidi unikatni fyziologické funkce. Spole¢né ovladaji
Sirokou Skalu reakei na svétlo, které ve vysledku optimalizuji G€innost fotosyntézy a
ptispivaji ke spravnému rustu rostlin (Takemiya etal., 2005). Jedna se o pohyby
chloroplasti, uspotfadani listi a kontrolu plochého tvaru listové cepele, morfogenezi
palisadovych bungk, fototropismus a otevirani stomat. Z hlediska pohybu chloroplasti
je photl zodpovédny za akumula¢ni pohyb v reakci na BL o intenzit¢ 0,4-100

umol-m~2s7! zatimco phot2 #di jak akumula¢ni pohyb (pii intenzitdch BL v rozmezi
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Obr. 2 Schéma struktury fototropinu. N-konec (vlevo) nese 2 LOV domény, které na sebe vazou
FMN chromofor. C-konec (vpravo) nese serin/threonin kinasu (ptevzato z Christie, 2008).

piiblizng 2-20 pmol-m~2:s™"), tak tnikovy pohyb v reakci na silné BL o intenzité 20-100
pumol-m~2s! (Jarillo et al., 2001; Sakai et al., 2001). V rostlinich A. thaliana s mutaci
ve photl (které tedy mély aktivni pouze phot2) nastal unikovy i1 akumula¢ni pohyb,
ackoliv akumula¢ni pohyb byl oproti WT vyvolan vys8i intenzitou BL (2-20
umol-m~2-s7!) (Kagawa et al., 2001). V A. thaliana s mutaci ve phot2 nastal pii aplikaci
BL pouze akumula¢ni pohyb chloroplastii a to pii intenzit¢ BL 0,08 umol-m2-s! a
vyssi (Luesse et al., 2010). Photl je tedy pro fizeni akumula¢niho pohybu oproti phot2
citlivejsi.

Fototropiny patii do skupiny AGC kinas (Bogre et al., 2003). Strukturné se skladaji
ze 2 LOV (light, oxygen, or voltage) domén na N-konci a serin/threonin kinasy na C-
konci (Briggs et al., 2001). Kazda LOV doména vaze FMN
(flavinmononukleotid) chromofor (Obr. 2). LOV domény maji velikost pfiblizné 110
aminokyselin a patii do Siroké skupiny PAS domén (Taylor a Zhulin, 1999). LOV
domény jsou regulovany prevazné svétlem, kyslikem nebo napétim (odtud néazev light,
oxygen, or voltage). Spole¢né¢ s FMN funguji v rdmci fototropinti jako senzory citlivé
na BL (Christie etal., 1999; Salomon et al., 2003). Pfi excitaci svétlem dochazi ke
kovalentnimu spojeni mezi konzervovanym cysteinem LOV domény a C (4a) uhlikem
FMN (Jones a Christie, 2008). Ozéfeni BL déle vyvold konforma¢ni zmény mezi LOV
doménami a kinasovou doménou fototropinu. Tyto zmény zpusobi aktivaci kinasové
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domény a ta vyvold autofosforylaci fototropinu (Matsuoka a Tokutomi, 2005;
Kinoshita et al., 2008). Fototropiny posilaji signal dale pomoci fosforylace signalnich
faktorti samostatné zapojenych napft. do fototropismu (ABCB19 a PKS4) nebo otevirani
stomat (BLUS;:) (Christie etal., 2011; Takemiya et al., 2013). Substrat fototropind,
ktery by byl odpovédny za pohyb chloroplastii, nebyl doposud objeven. Nize v signalni
kaskad¢ se vSak nachazeji signalni faktory odpovédné za pohyby chloroplasti, které
jsou fosforylovany pisobenim silného BL (Boex-Fontvieille et al., 2014). Usuzuje se,
ze stejn¢ jako v piipad¢ fototropismu nebo otevirani stomat je pro regulaci signalni
drahy pohybu chloroplasti klicova fosforylace fototropiny. Konkrétni povaha
signalnich kaskad spoustéjicich pohyb chloroplastii neni zndma, nicméné predpoklada
se, ze akumulacni a inikové pohyby jsou zdvislé na odliSnych, nebo alesponl ¢astecné
nezavislych signalnich drahach (Wada a Kong, 2018).

Z hlediska lokalizace jsou photl i phot2 za tmy piidruzeny k plazmatické
membrané a pti osvitu BL se urcita ¢ast presouva do cytoplazmy, piipadné se phot2
pfipojuje  k endomembranovym  systémiim  (napt. ke  Golgiho  aparitu)
(Sakamoto a Briggs, 2002; Aggarwal etal., 2014). Kromé& plazmatické membrany a
cytoplazmy se fototropiny nachazeji také piimo u vnéj§i membrany chloroplastt
(Kong et al., 2013b). Mnozstvi phot2 na vnéj§i membrané chloroplastl je oproti photl
vice nez dvojnasobné (Kong et al., 2013b).

Rozdilna vnitrobunééna lokalizace fototropini se ukazuje byt jednim z mechanismt
specificity jejich riznych funkci. V ptipad¢ phot2 bylo ukazano, Ze pro jeho funkci pii
unikovém pohybu chloroplastii je dilezita lokalizace na vnéjsi membrané chloroplastu,
zatimco jeho funkce pti akumula¢nim pohybu je spojena s lokalizaci u plazmatické
membrany (Kong et al., 2013b). To je v souladu s tim, Ze tinikovy pohyb je vyvolan
pouze, kdyz je chloroplast silnym BL ozéafen piimo (Tsuboi a Wada, 2011).
Pii signalizaci akumulaéniho pohybu chloroplastd je dulezita lokalizace obou
fototropini u plazmatické membrany a akumula¢ni pohyb je vyvolan i v pfipadé
svételného signalu z mista nachazejiciho se ve vétsi vzdalenosti od chloroplastu (Wada,
2013). V pripad¢ photl bylo dale ukazano, ze jeho pfesun do cytoplazmy pii ozafeni BL
neni pro signalizaci dutlezity, coz naznaCuje, ze jeho signalizace je iniciovana

u plazmatické membrany (Preuten et al., 2015).
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2.2.1.2 Vapenaté ionty

Pomoci inhibitorti vapnikovych kanali bylo ukazano, ze Ca?" ionty jsou dileZité pii
signalizaci n&kterych procest ¥izenych fototropiny. Z hlediska signalizace pomoci Ca?*
iontl je dilezity zejména photl, jehoz aktivace svétlem vede ke zvyseni vnitrobunécné
koncentrace vapenatych iontii pomoci napétim fizenych vapnikovych kanali membran
(Stoelzle et al., 2003; Harada a Shimazaki, 2007). Role vapenatych iontt v pohybech
chloroplastii vSak neni doposud pi#ili§ objasnéna. Jak bylo zminéno vyse, v A. capillus-
veneris L. aP.patens se Ca?* ukazaly byt dilezité pro pfenos signilu pohybu
chloroplastii. Jednalo se vSak o pohyb chloroplasti vyvolany mechanickou stimulaci,
U pohybu stimulovaného svétlem se role vapenatych iontii ve zkoumanych rostlindch
neprokazala (Sato etal., 1999; Satoetal., 2001; Sato etal., 2003). V okiehku
trojbrazdém (Lemna trisulca L.) byl pii pohybu chloroplasti vyvolaném pomoci BL
pozorovan zvyseny obsah Ca?* v cytoplazmé (Tlalka a Fricker, 1999). Z vyssich
suchozemskych rostlin bylo zjisténo zapojeni Ca?* spolu s Mg?" pii pohybech
chloroplasti  vyvolanych svétlem utabaku virginského (Nicotiana tabacum L.)
(Anielska-Mazur et al., 2009). V A. thaliana bylo zjisténo zapojeni fosfatidylinositold,
které pravdépodobné ovliviiuji hladiny Ca?" v cytoplazmé pfi regulaci obou typd
pohybu chloroplastt (Aggarwal etal., 2013). Ohledné¢ role véapenatych iontd
v signalizaci pohybu chloroplastti se vSak stale vedou debaty. Tsuboi a Wada (2010)
porovnali rychlost pfenosu signalu pomoci Ca?* u rostlin a Zivod&ichii. V porovnani
s dostupnymi daty rychlosti $ifeni signalu pomoci Ca®* u zivodichli byl pienos signalu
pti pohybu chloroplasti vyvolaném svétlem u A. capillus-veneris 100-200nasobné
pomalejsi. To vnasi pochyby do toho, zda jsou Ca?" ionty v signalizaci pohybu

chloroplastii zapojeny.

2.2.1.3 Cp-aktin

Chloroplasty nevykazuji polaritu vnitiniho uspotadani a mohou se v ramci bunky
pohybovat jakymkoliv smérem (Tsuboi et al., 2009; Tsuboi a Wada, 2011). Jejich
pohyb je spojen s rychlym pieskupenim cp-aktinu, které je zavislé na sméru a intenzité
dopadajiciho svétla. Vlakna cp-aktinu se nachazeji v oblasti mezi plazmatickou
membranou a chloroplasty. Nerovnomérné se pak seskupuji na periferiich chloroplastt,
a to zejména pii unikovém pohybu. Phot2 ma oproti photl pfi reorganizaci cp-aktinu

hlavni roli (Kong et al., 2013a).
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Reorganizace cp-aktinu zahrnuje rychly rozpad vlaken vedouci k jejich zkraceni a
naslednému lokdlnimu pfemisténi fragmentd. U zadniho (vzhledem ke sméru
vykonavaného pohybu) okraje chloroplasti jsou vldkna cp-aktinu rychle
depolymerizovana a u piedniho okraje rychle polymerizovana (Kadota etal., 2009;
Kong et al., 2013a). Vétsimu rozdilu v mnozstvi cp-aktinu mezi piedni a zadni Casti
pohybujiciho se chloroplastu odpovida vétsi rychlost pohybu. Rozdily v nahromadéni
cp-aktinu koreluji s intenzitou BL a mnozstvim phot2, ktery je za reorganizaci cp-aktinu
odpovédny (Kagawa a Wada, 2004; Kadota et al., 2009; Kimura a Kagawa, 2009; Kong
etal., 2013a). Pfi unikovém pohybu jsou rozdily v nahromadéni cp-aktinu zietelngjsi
nez pti akumulacnim pohybu, kdy je cp-aktin distribuovan pomérné rovnomérné na
povrchu celého chloroplastu (Kadota et al., 2009; Kong et al., 2013a). To odpovida i
rozdilim v rychlosti unikového a akumula¢niho pohybu. Pfi unikovém pohybu
chloroplastii je totiz rychlost zavisla na intenzit¢ svétla, pfi akumulacnim pohybu se
vSak chloroplasty pohybuji témét konstantni rychlosti nezavisle na svételné intenzité
(Kagawa a Wada, 2004; Higa et al., 2017).

Pohyb chloroplastli a reorganizace cp-aktinu se po aplikaci BL spoustéji témét ve
stejnou chvili, je tedy tézké urcit, zda je reorganizace cp-aktinu divod nebo dusledek
pohybu chloroplasti. Bylo vSak zji§téno, Ze reorganizace cp-aktinu neni jedinou
postaCujici podminkou pohybu chloroplasti. Aplikaci diacetyl monoximu byly
chloroplasty imobilizovany, pfeskupeni cp-aktinu typické pro unikovy pohyb bylo vS§ak
stale pozorovano (Yamada et al., 2011; Wada a Kong, 2019). Co je hybnou silou, diky
které se chloroplasty pohybuji, neni tedy stale objasnéné (Wada a Kong, 2019).
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2.2.2 Méreni pohybu chloroplastii pomoci zmén transmitance

Pro méfeni pohybu chloroplastd v diplomové praci vyuzivame zmén transmitance
(optické propustnosti) listu zptisobenych pravé pohybem chloroplastt. Princip metody
je detailné popsan napi. v praci Naus et al. (2008) a Frolec et al. (2010). V uvedenych
pracich nepouzili pro méfeni zmén transmitance Spectrapen SP-100 jako my
v diplomov¢ préci, princip je vSak stejny. Pfi aplikaci silného BL pozorujeme nartst
transmitance, protoze silné BL vyvoléd unikovy pohyb chloroplastt a list propusti vice
svételnych paprskt (Obr. 3, ¢as 0-20 min). Pfi aplikaci slabého BL dochazi k opaénému
jevu. Transmitance klesa, protoze slabé BL vyvold akumula¢ni pohyb chloroplastt a
listem projde mens$i mnozstvi svételnych paprska (Obr. 3, ¢as 20-50 min).

Metoda meétfeni pohybu chloroplastl pomoci zmén transmitance listl je velmi
citliva. Zmény v pohybech chloroplastii stanovené touto metodou mohou byt vyuzity
mj. jako indikator pasobeni urcitych stresovych faktort, napf. sucha (resp. zasychani

listll) (Naus et al., 2016) nebo vysokych teplot (Frolec et al., 2010).

Relativni transmitance

0 f f f f {
0 10 20 30 40 50

Cas (min)

Obr. 3 Obecné zmény transmitance listu odrazejici pohyb chloroplastd vyvolany modrym
svétlem. Nardst transmitance vlivem silného modrého svétla (0-20 min, unikovy pohyb) a
pokles vlivem slabého modrého svétla (20-50 min, akumulacni pohyb). Prevedeno na relativni
hodnoty transmitance oproti vychozimu stavu, tj. v ¢ase = 0 min.
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Pro méfeni akumula¢niho pohybu chloroplastd v listech tabaku jsme dale dle prace
Naus etal. (2010) pouzili chlorofylmetr SPAD-502. Tento pfistroj se pouziva
k rychlému a nedestruktivnimu stanoveni obsahu chlorofylu na zakladé méfeni
transmitance listu (pfi 650 nm a 940 nm). Transmitance a tedy i hodnota relativniho
obsahu chlorofylu namétena chlorofylmetrem je v§ak ovlivnéna pozici chloroplastt, coz
mize na jedné strané zkreslit naméteny obsah chlorofylu, na druhé strané toho ale Ize
vyuzit pravé pro stanoveni pozice, resp. pohybu chloroplastd (Nau$ et al., 2010).
Pfi akumula¢nim pohybu, kdy se chloroplasty piesouvaji do ¢&elnich pozic bunék,
chlorofylmetr postupné zaznamenava zdanlivé zvysSovani obsahu chlorofylu v listu.
Naopak pti tinikovém pohybu se chloroplasty piesouvaji ke sténam bunék rovnobéznym

s dopadajicim zatfenim a SPAD-502 tak zaznamena zdanlivé snizeni obsahu chlorofylu.
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2.3 Otevirani priaduchu

Priduchy jsou struktury vyskytujici se u vétSiny vyssich rostlin. Reguluji vyménu plynii
mezi rostlinou a okolim, optimalizuji fixaci oxidu uhli¢itého a reguluji ztratu vody.
Nachézeji se na vétS§iné nadzemnich rostlinnych organti ptichazejicich do kontaktu
s atmosférou, zejm. na spodnich stranach listl, na stoncich a kvétech. Strukturné se
skladaji ze dvou svéracich bunék ledvinového nebo Cinkového tvaru, které mezi sebou
vytvareji praduchovou stérbinu (Obr. 4). Na koncich svéracich bun€k se nachazi vétsina
organel vcetné¢ jadra, ve stiedni c¢asti je obvykle protahla vakuola obklopujici
priduchovou $térbinu (Obr. 4). Kolem svéracich bunék se obvykle nachazi vétsi
podpirné bunky (Sack, 1987). Stavba, pocet a umisténi praducht se li$i mezi riznymi
druhy rostlin (Prabhakar, 2004).

1 SN, A,
2 £ Svéraéi buiiky R
H+-ATPas%/ ATP / \ \\
A ‘\ \
/ H* //' \\ \
ADP+Pi < /| | \
f\ ' ) [Priiduch| = \‘
\ c \ / S 3
2 | > Ul =2 |

\ // (’
4 /
A\ Y /
K g \ \\ // //
\ / /

H,0 Y y
3 \\ : /\ : - »

Obr. 4 Schéma otevirani priducht indukovaného svétlem. (1) H™-ATPasy jsou aktivovany
modrym svétlem, s vyuzitim ATP dochazi k pumpovani H* iontll ven ze svéracich bungk, coz
vyvola okyseleni apoplastu a vtok K* ionti do svéracich bunék (2). Zvyseni koncentrace K*
iontd snizi osmoticky potencial svéracich bun€k, coz vyvola vtok vody (3) a otevieni
praduchové $térbiny (pfevzato a upraveno ze Segal, 2016).
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Otevirani stomat je spojeno s akumulaci draselnych iontli a/nebo cukrt ve svéracich
bunkach, coz zplsobi osmoticky vtok vody do téchto bunck, zvyseni jejich objemu a
rozsifeni praduchové Stérbiny (Fujino, 1967; Fischer, 1968). Vysledny tvar svéracich
bunék vytvaiejici pii zvétSovani jejich objemu praduchovou S$térbinu je zajistén
asymetrickym uspofadanim mikrofibrili v bunééné sténé. Uzavirani praducht je
vyvolano zmensenim svéracich bunék vlivem sucha, tmy, zvySenym obsahem CO2 nebo
snizenim vlhkosti vzduchu. Regulace otevienosti pruduchti probiha i prostiednictvim
abscisové kyseliny (ABA) a dalSich rostlinnych hormonit, jako jsou auxiny, methyl
jasmonat, etylén, brassinosteroidy a cytokininy (Agurla et al., 2018).

Otevirani stomat je vyvolavano modrym a Cervenym svétlem. BL slouzi zejména
jako signal pro otevirani, Cervené svétlo zajiStuje otevieni priduchu prostfednictvim
tvorby asimilat diky fotosyntéze probihajici v chloroplastech svéracich bunék a bunék
mezofylu (Zeiger, 1983; Mott etal., 2008, Suetsugu et al., 2014). BL aktivuje H"-
ATPasy na plazmatické membrané svéracich bunck. Za spotiteby ATP dochazi
k pumpovani H* iontd ven ze svéracich bunék (Obr. 4; 1), coz vede k hyperpolarizaci
(sniZzeni zaporného membranového potencidlu) membrany. Timto zpisobené okyseleni
apoplastu vyvola pfijem K'iontd do svéracich bunék pomoci K™ kanali fizenych
napétim (Obr. 4, 2). Akumulace K* iontl snizi osmoticky potencidl svéracich bunék,
coz zpusobi ptijem vody svéracimi buiikami (Obr. 4; 3) (Kinoshita a Shimazaki, 1999).

Stejné jako pii pohybech chloroplasti vyvolanych BL, i Vv ptipadé otevirani
praduchti je primarnim krokem autofosforylace fototropini. Teprve neddavno byl
identifikovan ¢lanek spojujici percepci svétla fototropiny a aktivaci H™-ATPas, protein
kinasa BLUS1, ktera je fosforylovana pomoci photl na Ser-348. BLUS1 je hlavni
regulator otevirani stomat fizeného svétlem. Jde taky o doposud jediny identifikovany
pfimy substrat fototropind, u kterého je znama role v signaliza¢ni kaskadé (Takemiya
etal., 2013).

Jak bylo zminéno, v regulaci otevienosti pruducht hraje roli také ABA. Ta indukuje
depolarizaci membrany svéracich bunék a naslednou aktivaci K kanald, které
propoustéji K* ionty ven zbufiky, coz vede kuzavirani priduchu (Assmann a
Shimazaki, 1999; Shroeder et al., 2001). ABA rovnéz ptispiva k uzavirani pruducht
inhibici fosforylace H*-ATPas, ¢imz je snizena jejich aktivita. Tato inhibice je
pravdépodobné zptsobena produkci H202 pomoci NADPH oxidas v reakci na
pritomnost ABA (Goh et al.,, 1996; Zhang et al., 2004). Akumulace peroxidu vodiku
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navic stimuluje produkci oxidu dusnatého, ktery rovnéz pfispiva k uzavirdni stomat

(Kwak et al., 2003; Zhang et al., 2004).

2.3.1 Méreni otevienosti priuducht a rychlosti fotosyntézy

V diplomové praci jsme méfili otevienost priduchi gazometrem LI-6400 (LI-COR
Biosciences, Lincoln, Nebrasca, USA). Veli¢ina odrazejici otevienost pruduchi je
stomatalni vodivost neboli konduktance (gs). Ta popisuje, jak velké mnozstvi vody se
praduchy odpaii za jednotku cCasu (v ramci jednotkové plochy listu; jednotka
konduktance je mmol HO-m?-st). Princip méfeni spocivd v detekci rozdili
koncentrace vodni pary ve vzduchu vstupujicim do méfici komurky, ve které je umistén
list, a ve vzduchu, ktery z ni vychazi. Cim vétsi hodnota konduktance je naméfena, tim
jsou praduchy otevienéjsi.

Ptistrojem LI1-6400 jsme zaroven stanovovali rychlost fotosyntézy (A). Méteni je
zalozeno na podobném principu jako pfi stanovovani otevienosti pridduchi, misto H,O
je ale métena koncentrace CO2 ve vzduchu vstupujicim do komurky a z ni vystupujicim.
V tomto ptipadé se méti ubytek CO2 v Case, ktery je poté pieveden na plochu listu
(umol COz'm?s?). Ubytek CO2 je zptisoben jeho asimilaci listem pii osvétleni
fotosynteticky aktivnim zafenim, odraZzi tedy rychlost fotosyntézy. Gazometricka
aparatura méfi rychlost tzv. Cisté (net) fotosyntézy, ve které je zahrnuta i rychlost

respirace, tj. rychlost vyvinu COz respiraénimi procesy V listu.

Shrnuti

Mechanismy plsobeni anestetik na Zivé organismy stale jest€ nejsou plné objasnény.
Jednim z ptedpokladanych cili jejich G¢inku jsou membranové potencidly a iontové
kanaly, které se v membranach nachéazeji. U rostlin vedlo omezeni Sifeni zmén
membranového potencialu pasobenim anestetik mj. K inhibici pohybu rostlinnych
organt mucholapky podivné nebo citlivky stydlivé (Yokawa et al., 2018). Tato inhibice
pravdépodobné souvisela s vlivem anestetik na aktinovy cytoskelet a signalizaci pomoci
Ca?* (Aguilera a Vaughan, 2000; Kanzawa et al., 2006; Yao etal., 2008). O vlivu
anestetik na pohyby chloroplastii a otevirani praduchii vyvolané svétlem neni dle nasich
informaci nic znamo. U otevirdni praduchi se ptredpokladd zapojeni procest
souvisejicich se zménami membranového potencialu a iontovym transportem (Kinoshita

a Shimazaki, 1999), pii signalizaci pohybu chloroplastii v8ak neni jisté zapojeni téchto
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procest. V kombinaci se soucasnymi znalostmi mechanismii pohybu chloroplasti a
otevirani stomat by vysledky diplomové prace mohly slouzit k hlubSimu pochopeni
obecného plsobeni anestetik. Dale by mohly pomoci prohloubit znalosti signalizace
zkoumanych procesu, zejména pohybu chloroplasti. RovnéZ je 1ze vyuzit jako zdroj
zakladnich informaci pfi dal§im studiu vlivu anestetik na pohyby chloroplasti a

otevirani priaduchd.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

V diplomové praci jsme pomoci méieni zmén transmitance listli stanovovali pohyby
chloroplasti a pomoci gazometrie Vvodivost praduchi, koncentraci CO2
Vv mezibunécnych prostorach a rychlost fotosyntézy. Pro vizualizaci pozice chloroplastl
jsme dale pouzili konfokalni mikroskop. Z pocatku jsme méfeni provadéli na stejné
rostling a listu pfed a po aplikaci anestetika, nésledné jsme experimenty provadéli s
vice rostlinami vystavenymi anestetiku a pfisluSnymi kontrolnimi rostlinami bez

aplikace anestetik.

3.1 Material a metody

Pro experimenty byly pouzity rostliny lilku rajéete (Solanum lycopersicum L. cv.
Rutgers), je¢mene jarnitho (Hordeum vulgare L. cv. Bojos), tabaku virginského
(Nicotiana tabacum L. cv. Samsun) a huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.,
ekotyp Columbia-0). Pro péstovani rostlin byly pouzity kvétinace o velikosti 5x4 nebo
7X7 cm naplnéné péstebnim substratem Potgrond H (Klasmann-Deilmann GmbH,
Némecko). Pro péstovani jecmene byl pouzit perlit. Rostliny byly pravidelné zalévany
vodou z vodovodniho fadu a jednou tydné byly zality Knopovym roztokem. Rostliny
A. thaliana byly péstovany ve fytotronu pii kratké fotoperiodé (8 h svétlo / 16 h tma),
ozafenosti 120 pumol'm?-s?, teploté 22°C/20°C (den / noc) a relativni vihkosti
vzduchu 60 %. Tabak, lilek rajce a jeCmen byly péstovany ve fytokomote (Percival
Scientific, Perry, lowa, USA) pii dlouhé fotoperiodé (16 h svétlo / 8 h tma), ozatenosti
100 pmol'm?s?, teploté 21 °C a relativni vihkosti vzduchu 60 %. Stafi rostlin pfi
méfeni bylo 4-8 tydnd. Byly méfeny 2., 3. nebo 4. pravé listy. V ptipadé A. thaliana

byly vybirany starsi listy s delsim fapikem kvuli usnadnéni méteni.

3.1.1 Aplikace anestetik

V experimentech jsme pouzivali dva druhy anestetik — plynné anestetikum diethylether
(CH3CH2)20 (dale jen éter) a kapalné anestetikum lidokain ve formé hydrochlorid

monohydratu (kvili jeho snadné rozpustnosti ve vod¢; C14H22N20-HCI-H20).

3.1.1.1 Aplikace éteru
Eter jsme aplikovali dvéma zplsoby — s vyuzitim tzv. ZIP sacku (igelitovy sadek

uzaviratelny zipem) nebo uzaviené plastové nadoby. Inkubaci v ZIP saccich jsme
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pouzili pti pocate¢nich experimentech s je¢cmenem. Nejprve jsme vlozili neodstiizeny
list do malého (12x8 cm) nebo vétsiho (15x10 cm) ZIP sacku tak, aby uzaviratelny
okraj tésné obepinal okraje listu (Obr.5). Na listu uzavieném v sacku jsme zméfili
pohyb chloroplasti pfed aplikaci éteru. Nasledné jsme pomoci injekéni jehly do sacku
vstiikli éter. Otvor po injek¢ni jehle jsme zalepili lepici paskou a nechali éter puisobit po
dobu 2 h. Poté jsme méfeni zopakovali (pfi méfeni byl list stale v sacku s éterem). Pii
experimentech, ve kterych jsme pro aplikaci éteru vyuzivali ZIP sacek, byla

transmitance méfena pies jeho prihledné vrstvy.

Obr. 5 List jeémene v ZIP sacku pro aplikaci éteru.
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Pti aplikaci s vyuzitim plastové nadoby jsme nejprve zmétili pohyb chloroplastii na
rostliné pfed vlozenim do nadoby, poté jsme dovniti vlozili rostlinu (zpravidla i
s kvétinacem) (Obr. 6A), nadobu uzavieli a pomoci injekéni jehly vstiikli do sklenéné
misky na dné¢ krabicky tekuty éter (Obr. 6B). Otvor pro vsttiknuti jsme poté zalepili
lepici paskou, pficemz béhem chvile doslo Vv prostoru krabi¢ky K odpafeni éteru.
Inkubace v atmosféte éteru trvala 2 h. Nasledné jsme rostlinu z plastové nadoby vyjmuli
a opét zmé&fili pohyb chloroplastll (pii méfeni byla tedy rostlina mimo atmosféru éteru).
Pii experimentech s rostlinami lilku rajcete jsme byli z divodu velikosti péstebnich
kvétinact (7x7 cm oproti 5x4 c¢cm u ostatnich experimentll) nuceni rostliny z kvétinaci
vyjmout, obalit kofeny s hlinou alobalem a teprve poté vlozit do nadoby pro aplikaci

éteru.

Obr. 6 (A) Nadoba pro aplikaci éteru. Cernym kruhem je oznagen otvor pro vstifknuti éteru a
vedle lepici paska pro uzavieni otvoru. (B) Aplikace éteru do plastové nadoby pomoci injekéni

jehly.
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V experimentech byly rostliny vystaveny 6, 15 nebo 21% koncentraci par éteru.
Mnozstvi éteru (v kapalné fazi) nutné pro dosazeni urcité koncentrace plynu
V uzavieném prostoru s danym objemem jsme vypocitali nasledovné (uveden piiklad
pro dosazeni 15% koncentrace plynu v nadobé o objemu 0,8 I):

Objem nadoby = 0.8 1; mol. hmotnost éteru = 74,12 g-mol*; hustota éteru = 0,71 g-cm>;
1 mol plynu =224 1.

22,41 =1 mol éteru

0,81=0,0357 moli éteru

0,0357 molu éteru = 2,65 g éteru
2,65 g éteru = 3,73 ml éteru (100%)

3,73 ml- 0,15 = 0,56 ml 100% éteru pro dosazeni 15% koncentrace par.

Objem, ktery v nddob¢ zabirala rostlina s kvétina¢em, jsme zanedbali.

3.1.1.2 Aplikace lidokainu

Lidokain jsme aplikovali na ustfizené listy A. thaliana a tabaku virginského ponofenim
fapiku do jeho 1% roztoku v deionizované vod¢ (Obr. 7). Listy jsme nechali inkubovat
po dobu 3 a 16 h (A. thaliana) nebo 4 h (tabak). Béhem méteni byly fapiky ustiizenych
listd ponofeny do deionizované vody. Jako kontrolu jsme pouzili listy ponofené
fapikem v deionizované vodé (po stejnou dobu jako piislusné listy oSetfené

lidokainem).

Obr. 7 Aplikace 1% roztoku lidokainu v deionizované vodé fapikem na ustiizené listy
A. thaliana.
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3.1.2 Pohyb chloroplastii

Pohyb chloroplasti byl méfen pomoci zmén kolimované transmitance (optické
propustnosti) listu. Kolimovana transmitance byla méfena pomoci spektralniho
radiometru Spectrapen SP-100 (PSI, Drasov, Ceska republika). Sestava aparatury pro

méfeni pohybu chloroplastii pomoci zmén kolimované transmitance je na Obr. 8.
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Obr. 8 Schéma aparatury pro méfeni kolimované transmitance listu. (1) zdroj studeného svétla
KL-2500, (2) Spectrapen SP-100, (3) svétlovod, (4) kolimator I, (5) modry filtr, (6) kolimator
II, (7) méfeny vzorek (list), (8) stinitko. VyznaCeny vzdalenosti mezi jednotlivymi
komponentami aparatury (cm) (pfevzato ze Savara, 2018).
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Pro vyvolani tUnikového pohybu chloroplastdi bylo pouzito BL o0
intenzit& 470 pmol-m2-s™1, Toto svétlo bylo pouzito i pro méfeni zmén transmitance
vyvolanych pohybem chloroplastti Spectrapenem SP-100. Pro vyvolani akumula¢niho
pohybu chloroplastii bylo pouzito BL o intenzité 1,3 umol-m?-s%. Déale jsme dle prace
Naus et al. (2010) méfili akumula¢ni pohyb chloroplastl tabaku pomoci chlorofylmetru
SPAD-502 (Konica Minolta, Tokio, Japonsko). V tomto experimentu byl pohyb
chloroplastii vyvolan BL o intenzité 3 pmol-m2-s™,

Pro vyvolani unikového pohybu v listech, u nichz byla dokumentovana pozice
chloroplasti  pomoci  konfokdlntho  mikroskopu, bylo pouzito BL 0

intenzité 350 pmol-m2-st,
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BL bylo generovano pomoci zdroje studeného svétla KL-2500 (Schott Glass,
Mainz, Némecko) v kombinaci s modrym filtrem BG12 (Schott Glass, Wiesbaden,
Némecko) (Obr. 9A, pouzito pro navozeni a nasledné meétfeni pohybu chloroplasti
pomoci radiometru Spectrapen SP-100) nebo s modrou fo6lii (Obr. 9B, pouzito pro
navozeni Unikového pohybu chloroplastii pro pozorovani jejich pozice v konfokalnim
mikroskopu). V experimentu s akumulacnim pohybem chloroplastii tabaku bylo BL
generovano pomoci LED panelu (PSI, Drasov, Ceska republika) a modré folie (Obr. 9C,
pouzito pro navozeni akumulacniho pohybu chloroplasti pii méfeni pomoci
chlorofylmetru SPAD-502). Intenzita BL byla méfena pomoci integralniho radiometru
LI-250A (LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA) v umol fotont fotosynteticky aktivniho
zafeni (400-700 nm) m2-st, Spektra BL pouzitych k navozeni pohybu chloroplastii byla

zmétena pomoci spektralniho radiometru Spectrapen SP-100.

Spektra svétel pouzitych pro experimenty s pohyby

chloroplastt
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Obr. 9 (A) Spektrum svétla pouzitého pro vyvolani pohybu chloroplastii a nasledné méfeni
pomoci spektralniho radiometru Spectrapen SP-100. (B) Spektrum svétla pro vyvolani
unikového pohybu chloroplastii pii mikroskopickych experimentech. (C) Spektrum svétla pro
vyvolani akumula¢niho pohybu chloroplastii pfi méfeni pomoci chlorofylmetru SPAD-502.
Spektra zméfena pomoci spektralniho radiometru Spectrapen SP-100 a nanormovana na
relativni jednotky spektralni ozatenosti s maximem spekter pii hodnoté 1.
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Pted méfenim byly rostliny zatemnény, aby se chloroplasty nachézely ve stejné
vychozi pozici. Pfi prvnich experimentech jsme rostliny nechavali pifi inkubaci
s anestetiky (ktera trvala 2 h) ve fytokomoie (Percival Scientific, Perry, Iowa, USA) na
bilém svétle (100 pmol'm?s?) a na poslednich 30 min inkubace jsme je pesunuli do
tmy. Néasledn¢ jsme ptesli k inkubaci po celou dobu ve tm¢. Doba zatemnéni je uvedena
V popiscich obrazki experimentl a byla soucasti doby inkubace.

Pii méfeni kolimované transmitance pomoci radiometru Spectrapen SP-100 bylo
nejprve zméfeno spektrum svétla (intenzita 470 pmol-m2-st) bez listu (lo). Poté
nasledovalo vlozeni listu do méfici aparatury a zméteni spektra svétla prochazejiciho
listem (I). Aplikaci BL byl vyvolan pohyb chloroplasti a kazdych 10 min bylo zméfeno
spektrum svétla prochazejiciho listem. Podilem 1/lp byla ziskana spektra kolimované
transmitance, ze kterych byla odectena hodnota transmitance pti 436 nm. Tuto vlnovou
délku jsme zvolili z divodu citlivé reakce transmitance na pohyb chloroplastu.

Mé¢ieni trvalo 50 min (20 min silné BL, 30 min slabé BL, nebo 30 min silné BL a
20 min slabé BL). Pii prvnich experimentech s éterem jsme méfeni provadéli na
stejném listu téze rostliny. Nejprve byl tedy zméfen pohyb chloroplastli na vybraném
listu, poté byl aplikovan éter a po inkubaci bylo méfeni na stejném listu zopakovano.
Cast experimentii byla doplnéna o téeti méfeni (na stejném listu) po uplynuti uréité doby
od skonCeni pusobeni éteru. Tato varianta je Vv experimentech oznacena jako
»regenerace® a trvala 20 min nebo 24 h, pfipadn¢ 48 h.

V priibéhu prace jsme zménili usporadani experimentu a méfili jsme jednak rostliny
uzaviené¢ v plastové nddob& s éterem, jednak rostliny uzaviené po stejnou dobu
Vv plastové nadob& bez éteru (kontrola). V ptipadé obou variant byla provedena
4 opakovani. Vysledné hodnoty jsme zprimérovali, vlozili do grafu a pro lepsi
nazornost jsme transmitanci prevedli na relativni hodnoty (vztazeno na pocatecni
hodnotu transmitance v ¢ase t = 0 min).

Pti vyhodnocovani jsme posuzovali nariist transmitance béhem unikového pohybu
chloroplasti vyvolaného silnym BL a nasledny pokles transmitance béhem
akumula¢niho pohybu chloroplastl vyvolaného pisobenim slabého BL.

Dale jsme dle prace Naus$ et al. (2010) méfili pomoci chlorofylmetru SPAD-502
akumulaéni pohyb chloroplasti tabdku. Rostliny byly zatemnény 4 h pted méfenim.
Bylo méfeno 5 rostlin vystavenych posledni 2 h zatemnéni 15% éteru a 4 kontrolni

rostliny uzaviené posledni 2 h zatemnéni do plastové nadoby bez éteru. Poté byly
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rostliny pfesunuty na slabé BL a v 10min intervalech byly méfeny hodnoty SPAD na

2 nejstarsich listech. Méteni trvalo 110 min.

3.1.3 Otevirani priaduchu

Otevirani praduchi vyvolané svétlem jsme sledovali pomoci gazometru LI-6400 a
listové komurky LCF (LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA). Byla méfena
stomatalni vodivost (gs, mmol H20-m™-s!) odrazejici otevienost priduchi. Dale byla
stanovena koncentrace CO; V mezibunéénych prostorach (Ci, pmol COz-mol?) a
rychlost asimilace COz (A, umol CO2'm™-s!). B&hem méfeni byla v gazometrické
komurce teplota 22 °C, relativni vlhkost vzduchu 60 % a koncentrace CO2 400
umol-mol? vzduchu. Rychlost toku vzduchu pies listovou komtirku byla 200 pmol-s™.
Pfi experimentu s tabdkem jsme pro vyvoldni otevirdni priaduchid a fotosyntézy pouzili
BL (265 pmol-m?-s, Obr. 10A) spusténé po 5 min od za¢atku méfeni. Pfi experimentu
s A. thaliana jsme nejprve spustili (v ¢ase 5 min od zacatku méfeni) Cervené svétlo (600
pumol-m2-s?, spektrum na Obr. 10B) a v ¢ase 40 min jsme zacali sou¢asné aplikovat BL

(15 pmol'm2st, spektrum na Obr. 10A).
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Obr. 10 Spektra svétel pouzitych v gazometrickém méfeni. (A) Modré svétlo, maximum pii 465
nm, (B) d{ervené svétlo, maximum pfi 635 nm (pfevzato a upraveno z
https://www.licor.com/documents/vtlsnaiycs2izvrcsnul).
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Velikost ozafené plochy listu byla 2 cm?. Vyse uvedené parametry (gs, Ci, A) byly
stanovovany kazdych 20 s po dobu 55 min. Méfeni na gazometru bylo provedeno Mgr.
Vladimirou Nozkovou, Ph.D.

Eter byl aplikovan po dobu 2 h uzavienim rostliny do plastové nadoby s 15%
koncentraci jeho par. Kontrolni a regenerované rostliny byly pfed méfenim uzavieny po
dobu 2 h v plastové nadob¢ bez éteru. Lidokain byl aplikovan po dobu 4 h ponofenim
fapiku ustfizenych listd tabaku do jeho 1% roztoku v deionizované vodé, jako kontrola
byly pouzity ustfizené listy tabaku ponofené fapikem na stejnou dobu do deionizované
vody. Rostliny byly pfed méfenim zatemnény po dobu 2 h (doba zatemnéni byla

soucasti doby inkubace).

3.1.4 Mikroskopicka méreni

Mikroskopicky jsme pozorovali rozmisténi chloroplastd v buiikach listG rostlin
adaptovanych na tmu a po aplikaci silného BL. Pro pozorovani pozice chloroplasti
Vv listech adaptovanych na tmu jsme rostliny uzavieli na 2 h do plastové nadoby s éterem
nebo bez éteru (kontrola) a nechali inkubovat ve tmé. Pro navozeni tinikového pohybu
chloroplastli jsme po stejné inkubaci ve tmé rostliny vytahli z plastové nadoby a 30 min
jsme aplikovali silné BL (350 pmol-m-2s2).

Pro pozorovani pozice chloroplasti v bunikach byl pouZit konfokalni laserovy
skenovaci mikroskop Fluoview 1000 (Olympus, Sindzuku, Japonsko). Obrazky
z konfokalniho mikroskopu byly zpracovany v programu FV10-ASW (Olympus,
Sindzuku, Japonsko). Listové segmenty byly pied ptipravou mikroskopickych preparati
zbaveny bublinek vzduchu ponofenim do vody v injekéni stiikacce a opakovanym
vytvofenim podtlaku vytaZzenim pistu stfikaCky pii souCasném ucpani otvoru hrdla
stiikacky. Pfi pozorovani byl pouzit excitacni laser s vinovou délkou 633 nm a emisni
filtr propoustéjici svétlo o vlnovych délkach 655-755 nm. Prezentované snimky jsou
poskladany z8-10 optickych fezii o Sifce 4 um. Mikroskop byl obsluhovan
Mgr. Markem Racem, Ph.D.

3.1.5 Statistické vyhodnoceni

Data prezentovana v grafech byla zpracovana v programu Microsoft Office Excel

(Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA). Statisticka vyznamnost rozdila
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v pohybech chloroplasti a méfenych gazometrickych parametrech u kontrolnich a

anestetiky oSetfenych rostlin byla porovnana pomoci neparového t-testu.

3.1.6 Fotodokumentace

Prezentované fotografie byly vyfoceny pomoci mobilniho telefonu Xiaomi Redmi

Note 4 (Beijing Xiaomi Technology, Peking, Cina).
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4 VYSLEDKY

4.1 Pohyb chloroplasti

Nejprve budou popsany vysledky experimentd, ve kterych jsme méfili pohyb
chloroplastli na stejném listu jedné rostliny pted aplikaci éteru, po aplikaci a v né¢kterych
pfipadech po zvolené dobé regenerace. Tento zplsob jsme zvolili, protoze pohyb
chloroplastii v jednotlivych listech se mize obecné lisit, coz by komplikovalo posouzeni

zmén pohybu chloroplastii zpiisobenych aplikaci anestetika.

4.1.1 Méreni na stejném listu jedné rostliny

4.1.1.1 Je¢men

Pii experimentech s jeémenem jsme aplikovali éter pomoci ZIP sackl (transmitance
listu byla méfena pies pruhledné vrstvy ZIP sacku; Obr. 5). Pfi méfeni s malym ZIP
saCkem byl pred aplikaci éteru ndrGst transmitance (ktery odrazi unikovy pohyb
chloroplastit) oproti pocateéni hodnoté piiblizné ¢tyifnasobny (Obr. 11, modra kiivka,

¢as 20 min).

JeCmen, 2 h éter (21%)
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—&—2 h éter (21%)
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Obr. 11 Zména transmitance pii unikovém (0-20 min) a akumula¢nim (20-50 min) pohybu
chloroplasti u jeémene. Méfeno pied aplikaci éteru (modré hodnoty), po 2 h aplikace 21% éteru
(Servené hodnoty) a po 20 min regenerace (zelené hodnoty). Eter aplikovan pomoci malého ZIP
sacku, transmitance (pfi 436 nm) méfena na listu umisténém v tomto sacku. Pfed méfenim
zatemnéno 30 min. Stafi rostliny 19 dni. Méfen 2. list.
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Aplikaci slabého BL byl vyvolan akumulacni pohyb chloroplastt, v jehoz disledku
transmitance klesd (Obr. 11, modra kiivka, ¢as 20-50 min). Pii méfeni pied aplikaci
éteru klesla transmitance oproti maximu v ¢ase 20 min na 3 % (Obr. 11, modra kiivka,
¢as 50 min). Po inkubaci méfeného listu v 21% éteru po dobu 2 h byl tnikovy pohyb
chloroplastii zcela inhibovan (Obr. 11, ¢ervena kiivka). Nasledné jsme sacek oteviel,
éter vyvétrali a po 20 min méteni zopakovali, inikovy pohyb chloroplasti byl vsak stale
zcela inhibovan (Obr. 11, zelena k¥ivka). Experiment jsme provedli na vice rostlinach
s podobnym vysledkem (data neuvedena). Domnivame se, ze zvolena koncentrace éteru
21 % byla pfilis vysoka. Roli mohla sehrat i mala velikost ZIP sacku.

V dal$im experimentu jsme pouzili vétsi ZIP sacek a mensi koncentraci éteru (6 %).
Nejprve porovname Unikovy pohyb (Obr. 12, ¢as 0-20 min). Po 20 min pusobeni
silného BL transmitance dosahla pifi méfeni pied aplikaci éteru trojndsobku pocatecni
hodnoty (Obr. 12, modra kiivka, ¢as 20 min). Po inkubaci v éteru byl narst
transmitance v ¢ase 20 min piiblizné 2,5nasobny (Obr. 12, Cervena kiivka, ¢as 20 min).
Unikovy pohyb chloroplastl byl tedy po aplikaci éteru ¢aste¢né inhibovan. Nasledng
jsme sacek otevfeli, éter vyvétrali a po 20 min regenerace opétovné zméfili (Obr. 12,

zluta kiivka, ¢as 20 min).
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Obr. 12 Zména transmitance pii unikovém (0-20 min) a akumula¢nim (20-50 min) pohybu
chloroplasti u je¢mene. Méfeno pied aplikaci éteru (modré hodnoty), po 2 h aplikace 6% éteru
(Eervené hodnoty) a po regeneraci (20 min Zluté hodnoty; 24 h zelené hodnoty). Eter aplikovan
pomoci velkého ZIP sacku, transmitance (pfi 436 nm) méfena na listu umisténém v tomto
saCku. Pfed méfenim zatemnéno 30 min. Stafi rostliny 19 dni. Méfen 3. list.
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Tentokrat vzrostla transmitance béhem 20 min pisobeni silného BL pouze dvojnasobné
— unikovy pohyb se tedy po 20 min regenerace nejen neobnovil, ale byl inhibovany vice
nez v predchozim méfeni po aplikaci éteru. Po 24 h jsme méfeni zopakovali a tentokrat
byl nartist transmitance v ¢ase méfeni 20 min 2,4ndsobny (Obr. 12, zelena kiivka, Cas
20 min). Unikovy pohyb chloroplastli nebyl zcela obnoven, absolutni hodnoty
transmitance po 24 h regenerace byly vSak vyssi nez pii méfeni pied aplikaci éteru
(Obr. 12, modra kiivka).

V piipadé akumula¢niho pohybu chloroplastd klesla transmitance oproti
maximu Vv ¢ase 20 min pii méfeni pied aplikaci éteru na 13 % (Obr. 12, modra kiivka,
¢as 50 min). U méfeni s éterem byl pokles na 46 % maxima (Obr. 12, Cervena kiivka,
¢as 50 min), po 24 h regenerace na 38 % maxima (Obr. 12, zelena kiivka, ¢as 50 min).
Pfi méfeni bez éteru byl tedy akumulacni pohyb chloroplastli nejvétsi, po aplikaci éteru
se zhorsil a po 24 h regenerace mirné zlepsil, nicméné nedosahl takového rozsahu, jako
pted aplikaci éteru.

Pfi méteni po 24 h regenerace byl méfeny list mirné povadly. Otazkou tedy je, zda
byla sniZzena mira obou typl pohybu chloroplastii po aplikaci éteru zplisobena jeho
moznymi anestetickymi ucinky na pohyby chloroplastl nebo ptfipadnym toxickym
efektem pouzité koncentrace ve spojeni s aplikaci v ZIP sacku (nebo kombinaci obou
efektl). V nasledujicich experimentech jsme pro aplikaci éteru vyuZzivali plastovou

nadobu o objemu 0,8 | (Obr. 6), ve které se vypary éteru mohly rovnomérnéji rozptylit.

4.1.1.2 Lilek rajce

Pti experimentech s lilkem rajcete jsme pouzili éter o koncentraci 6 a 15 % a inkubaci
rostlin v plastovych nadobach (Obr. 6). Pii méfeni pied aplikaci 6% éteru byl narust
transmitance po 20 min silného BL pfiblizné Etyfndsobny a po inkubaci v éteru
2,7nasobny (Obr. 13, ¢as 20 min). Pied aplikaci 15% éteru byl narist transmitance po
20 min pusobeni silného BL opét pfiblizné ¢tyfnasobny, po aplikaci éteru 2,5nasobny
(Obr. 14, cas 20 min). Po aplikaci éteru tedy v pripadé obou koncentraci doslo k
¢astecné inhibici unikového pohybu chloroplastli, pfi¢emz mira inhibice se mezi

pouzitymi koncentracemi piilis neliSila.
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Lilek rajce, 2 h éter (6%)
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Obr. 13 Zména transmitance pii unikovém (0-20 min) a akumulaénim (20-50 min) pohybu
chloroplastti u rostliny lilku rajcete. Méteno pted aplikaci éteru (modré hodnoty) a po 2 h
inkubace v plastové nadobé s 6% éterem (Cervené hodnoty). Transmitance méfena pii 436 nm.
Pied méfenim zatemnéno 30 min. Stafi rostliny 4 tydny. Méfeny 2. pravé listy. Méfeni
opakovano na vice rostlinach s podobnym vysledkem (data neuvedena).
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Obr. 14 Zména transmitance pii unikovém (0-20 min) a akumulaénim (20-50 min) pohybu
chloroplasti u rostliny lilku rajcete. Méteno pted aplikaci éteru (modré hodnoty) a po 2 h
inkubace v plastové nadobé s 15% éterem (Cervené hodnoty). Transmitance metena pii 436 nm.
Pfed méfenim zatemnéno 30 min. Stafi rostliny 5 tydni. Méfeny 2. pravé listy.
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V ptipadé akumula¢niho pohybu klesla transmitance pii méfeni pred aplikaci 6%
éteru na 40 % maxima z ¢asu 20 min, po aplikaci éteru klesla transmitance béhem
stejné¢ho Casu pusobeni slabého BL na 39 % (Obr. 13, ¢as 50 min). Po plsobeni 6%
éteru tedy nedoSlo k vyraznéjsi zméné v akumula¢nim pohybu chloroplasti. Po aplikaci
15% éteru jsme vSak naméfili ¢asteCnou inhibici akumulaéniho pohybu — u méteni pred
aplikaci éteru klesla transmitance na 35 % maxima, po pusobeni éteru pouze na 66 %
maxima oproti ¢asu méieni 20 min (Obr. 14, ¢as 50 min).

Pfi experimentech s lilkem rajCete jsme se stejné jako u jeémene potykali s velkou
citlivosti rostlin na éter. Po aplikaci 6% éteru byla rostlina po méfeni mirn¢ povadla, po
tydnu se ji ptivodni vitalni vzhled vratil. Po aplikaci 15% éteru byla rostlina jiz vyrazné
povadla (Obr. 15) a v nasledujicich dnech uhynula. Je tedy mozné, Zze vySe popsana
¢asteCna inhibice Unikového a v ptipadé aplikace 15% éteru i akumulacniho pohybu
chloroplastii mohla byt zptsobena toxickym efektem éteru na rostliny rajcete nez jeho

pfipadnym anestetickym tG¢inkem.

Obr. 15 Rostlina lilku rajéete 24 h po aplikaci 15% éteru.
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4.1.1.3 A. thaliana

Vysledek méfeni zmén transmitance odrazejicich pohyb chloroplasti u
rostlin A. thaliana pted a po aplikaci 15% éteru je prezentovan na Obr. 16. Pied aplikaci
éteru vzrostla transmitance béhem 20 min pasobeni silného BL na 11,3n4sobek ptivodni
hodnoty, po aplikaci 15% éteru na 8,4nasobek a pii méfeni po 24 h regenerace narostla
transmitance 9,6krat (Obr. 16, Cas 20 min). Po pusobeni éteru tedy doslo k castecné
inhibici unikového pohybu chloroplasti, pficemz po 24 h regenerace jsme pozorovali
¢aste¢né zlepseni nikového pohybu chloroplastii. Zménu v akumula¢nim pohybu jsme
po aplikaci 15% éteru nepozorovali. Pfi méfeni pred aplikaci éteru klesla po 30 min
pusobeni slabého BL transmitance na 28 %, po aplikaci éteru na 29 % a 24 h po aplikaci
na 24 % maxima z ¢asu 20 min (Obr. 16, ¢as 50 min). Experiment jsme provedli na vice

rostlinach s podobnym vysledkem (data neuvedena).

A. thaliana, 2 h éter (15%)
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Obr. 16 Zména transmitance pii unikovém (0-20 min) a akumulaénim (20-50 min) pohybu
chloroplastu rostliny A. thaliana. Méfeno pied aplikaci éteru (modré hodnoty), po 2 h inkubace
Vv plastové nadobé s 15% éterem (Cervené hodnoty) a po 24 h regenerace (zelené hodnoty).
Transmitance méfena pii 436 nm. Pfed méfenim zatemnéno 30 min. Stafi rostliny 8 tydni.
Me¢éieni opakovano na vice rostlinach s podobnym vysledkem (data neuvedena).
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U rostlin A. thaliana jsme zaznamenali obecné vétsi zmény transmitance vyvolané
BL nez u ostatnich druhii rostlin, zejména po puisobeni silného BL (Tab. 1). U rostlin
A. thaliana zpusobila aplikace silného BL po dobu 20 min nartst transmitance
Vv priméru na 1200 % pocatecni hodnoty, u rostlin je¢cmene a lilku rajéete byl tento
narust pouze pfiblizné na 400 % pocatecni hodnoty.
Tab. 1 Primérnd zména transmitance (n = 3-6) vlivem pisobeni silného (470 pmol'm?s?) a
slabého (1,3 pmol'm?-s') modrého svétla v experimentech s méfenim na stejném listu jedné

rostliny (uvedeny hodnoty pro rostliny bez aplikace éteru). Zapoctena i méfeni, kterd nejsou
v DP prezentovana.

Narust transmitance po 20 min silného Pokles transmitance po 30 min
modrého svétla (% oproti vychozimu  slabého modrého svétla (% oproti

stavu v ¢ase méreni 0 min) maximu v ¢ase méieni 20 min)
Je¢men 360 10
Lilek rajce 400 41
A. thaliana 1160 31
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4.1.2 Méreni na riznych rostlinach

Vyse popsana inhibice pohybu chloroplasti po inkubaci rostlin v uzavienych
plastovych nadobach s éterem mohla byt do uréité miry zphsobena i samotnym
uzavienim rostlin v nddobé. Proto jsme provedli experiment, pii kterém jsme méfili
pohyb chloroplastii pied a po inkubaci rostliny v plastové nadobé bez éteru (Obr. 17).
Pii méfeni na rostliné pred vlozenim do nadoby vzrostla transmitance v Case meéteni
20 min 12nasobné¢, po inkubaci 9nasobné. Stejny experiment jsme provedli vicekrat a to
1 na rostlindch tabaku a vysledky byly obdobné (data neuvedena). Tento experiment
potvrdil negativni efekt vlastni inkubace rostliny v uzaviené nadobé na pohyb
chloroplastii, ktery jsme pitvodné pfisuzovali pisobeni éteru. Z tohoto diivodu jsme tedy
zacali méfit pohyb chloroplast zvIast’ na rostlinadch inkubovanych v nddobé¢ s éterem a
na rostlinach inkubovanych v nadobé bez éteru (kontrolni varianta). Zaroven jsme
prodlouzili dobu piisobeni silného BL z 20 na 30 min za G¢elem saturace Unikového

pohybu chloroplasti a dobu piisobeni slabého BL jsme zkratili z 30 na 20 min.

A. thaliana, kontrola vlivu inkubace v plastové nadob¢
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Obr. 17 Zména transmitance pii unikovém (0-20 min) a akumula¢nim (20-50 min) pohybu
chloroplasti u A. thaliana. Méfeno pred vlozenim do plastové nadoby (modré hodnoty) a po 2 h
inkubace v plastové nadobé bez éteru (Gervené hodnoty). Transmitance méfena pii 436 nm. Pred
méfenim zatemnéno 30 min. Stafi rostlin 6 tydni. Meéfeni opakovano na vice rostlinich
s podobnym vysledkem (data neuvedena).
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V testovacich experimentech (data neuvedena) jsme ovéfili, ze po 30 min plsobeni
silného BL (470 umol-m2-st) se chloroplasty piesunuli do pozice parastrophe (tj. ke
sttnam bunék rovnobéznym s dopadajicim zafenim) a doSlo k saturaci nartstu

transmitance.

4.1.2.1 A. thaliana

4.1.2.1.1Vliv éteru

Vysledky ziskané v nové usporadaném experimentu stanovujicim vliv éteru na pohyby
chloroplastii A. thaliana jsou prezentovany na Obr. 18 (nartst a pokles transmitance
pfeveden na relativni hodnoty). Nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v pohybech
chloroplastii mezi kontrolnimi rostlinami a rostlinami inkubovanymi po dobu 2 h v 15%
éteru.

Vysledky méfeni pohybu chloroplasti pomoci zmén transmitance byly v tomto
experimentu  doplnény Vvizualizaci pozice chloroplastt pomoci konfokalniho

mikroskopu.

A. thaliana, 2 h éter (15%)

Relativni transmitance
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Obr. 18 Zména relativni transmitance pii unikovém (0-30 min) a akumula¢nim (30-50 min)
pohybu chloroplasti u A. thaliana. Méfeny kontrolni rostliny inkubované 2 h v plastové nadobé
bez éteru (modré hodnoty) a rostliny inkubované 2 h v plastové nadobé s 15% éterem (Cervené
hodnoty), pfed méfenim byly rostliny z nadob vyjmuty. Uvedeny priméry a smérodatné
odchylky (n=4). Transmitance méiena pii 436 nm. Pied méfenim zatemnéno 2 h. Stafi rostlin 6
tydnd.
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Dokumentovali jsme pozici chloroplastii v listech adaptovanych na tmu a pozici po
jejich tnikovém pohybu vyvolaném silnym BL. Kontrolni rostliny i rostliny inkubované
Vv éteru mély po 2 h ve tmé chloroplasty rovnomérné rozprostteny u stén bunék kolmych
k dopadajicimu zafeni (Obr. 19A, 19B). Po aplikaci silného BL po dobu 30 min byly
chloroplasty rostlin obou variant umistény pievazné podél stén bunék rovnobéznych se

smérem silného BL (Obr. 19C, 19D).

Kontrola 2 h éter (15%)

.

Obr. 19 Konfokalni snimky mezofylovych bunék listovych preparati A. thaliana. (A, B) Pozice
chloroplastti po 2 h ve tm¢. (C, D) Pozice chloroplastii po 2 h zatemnéni a 30 min plsobeni
silného modrého svétla (350 pumol'm?s?). (A, C) Kontrolni rostliny bez aplikace éteru. (B, D)

Rostliny po 2 h inkubace v 15% éteru (béhem zatemnéni). (D) Pted aplikaci silného modrého
svétla byla rostlina vyjmuta z atmosféry éteru. Stafi rostlin 6 tydnt. Méfitko 50 um.

2 htma

2 h tma + 30 min silné BL
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Pomoci konfokalniho mikroskopu jsme tak potvrdili, ze pozice chloroplastti pii adaptaci
na tmu a po pusobeni silného BL nebyly éterem ovlivnény, tedy ze éter neinhiboval
unikovy pohyb chloroplasti.

Pii experimentech s A. thaliana jsme na rostlinach po aplikaci éteru nezaznamenali

zadné znamky poskozeni.

4.1.2.1.2Vliv lidokainu

Lidokain jsme aplikovali na ustfizené listy rostlin ponofenim fapiku do jeho 1% roztoku
Vv deionizované vod¢ (na rozdil od éteru, ktery byl aplikovan inkubaci celé rostliny
V jeho parach). Vliv lidokainu na pohyby chloroplasti ustfizenych listd A. thaliana je
zobrazen na Obr. 20 (pfi tomto experimentu byly jesté pouzity puvodni svételné
podminky — 20 min silné BL a 30 min slabé BL). Pii méfeni na kontrolnim listu (fapik
ponoieny do deionizované vody) vzrostla transmitance po 20 min silného BL na
8,5nasobek. U listu oSetfeného 1% lidokainem byl tento nartst 7,7nasobny (Obr. 20, ¢as
20 min). Po plsobeni lidokainu jsme tedy pozorovali ¢astecnou inhibici Unikového

pohybu chloroplasti, kterd vSak nebyla pfilis§ vyrazna.

A. thaliana, 3 h lidokain (1%)
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Obr. 20 Zména relativni transmitance pii unikovém (0-20 min) a akumulaénim (20-50 min)
pohybu chloroplasti u A. thaliana. Lidokain aplikovan na ustfizeny list ponofeny fapikem po
dobu 3 h do jeho 1% roztoku v deionizované vod¢ (Cervené hodnoty), jako kontrola pouzita
deionizovana voda (modré hodnoty). Transmitance méfena pifi 436 nm. Pfed méfenim
zatemnéno 30 min. Staii rostlin 6 tydnt.
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V ptipadé akumula¢niho pohybu chloroplastli jsme po aplikaci lidokainu zmény
nepozorovali — pii kontrolnim méfeni 1 pfi méfeni s lidokainem klesla transmitance
béhem 30 min slabého BL na pfiblizné 50 % maximalni hodnoty (Obr. 20, ¢as 50 min).

Pii nasledujicim experimentu jsme listy A. thaliana inkubovali v 1% roztoku
lidokainu po dobu 16 h. Unikovy pohyb byl vyrazné inhibovany - transmitance u
kontroly se oproti poc¢atecni hodnoté zvysila 6krat, u listu oSetfeného lidokainem pouze
2,7krat (Obr. 21, ¢as 20 min). Pfi aplikaci slabého BL jsme u listu oSetfen¢ho
lidokainem oproti kontrole naméfili ¢asteCnou inhibici akumula¢niho pohybu
chloroplastii. V ptipad¢ kontroly klesla transmitance pfiblizn€ na 24 % maxima z ¢asu
20 min, u lidokainu pouze na 40 % maxima (Obr. 21, ¢as 50 min). Tento experiment
jsme provedli na ustfizenych listech vice rostlin s podobnym vysledkem (data

neuvedena).

A. thaliana, 16 h lidokain (1%)
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Obr. 21 Zména relativni transmitance pii unikovém (0-20 min) a akumulaénim (20-50 min)
pohybu chloroplasti u A. thaliana. Lidokain aplikovan na ustfizeny list ponofeny fapikem po
dobu 16 h do jeho 1% roztoku v deionizované vodé (Cervené hodnoty), jako kontrola pouzita
deionizovana voda (modré hodnoty). Transmitance méfena pii 436 nm. Pfed méfenim
zatemnéno 30 min. Staii rostlin 6 tydni. Méteni opakovano na vice listech riznych rostlin
s podobnym vysledkem (data neuvedena).
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Usttizené listy byly po skonceni méfeni ponotfeny fapikem do deionizované vody.
Listy, na které byl aplikovan lidokain, 2-3 dny po experimentu zcela uvadly, kontrolni
listy vydrzely v deionizované vodé tyden. Otdzkou tedy je, zda byla zjisténa inhibice
unikového a v pfipad¢ aplikace lidokainu po dobu 16 h i akumula¢niho pohybu
chloroplastii zptisobena jeho anestetickym nebo toxickym efektem (pfipadné jejich

kombinaci).

4.1.2.2 Tabak

4.1.2.2.1Vliv éteru
Na rostlinach tabaku jsme stejné jako v ptipadé A. thaliana (Obr. 18) nezjistili vliv éteru
na pohyb chloroplastii. Unikovy ani akumulaéni pohyb se u kontrolnich rostlin a rostlin

oSetfenych éterem statisticky vyznamné nelisil (Obr. 22).

Tabak, 2 h éter (15%)
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Obr. 22 Zména relativni transmitance pfi unikovém (0-30 min) a akumulaénim (30-50 min)
pohybu chloroplastii u tabaku. Méteny kontrolni rostliny inkubované 2 h v plastové nadobé bez
éteru (modré hodnoty) a rostliny inkubované 2 h v plastové nadobé s 15% éterem (Cervené
hodnoty), pfed méfenim byly rostliny znaddob vyjmuty. Uvedeny priméry a smérodatné
odchylky (n=4). Transmitance méfena pti 436 nm. Pfed méfenim zatemnéno 2 h. Stafi rostlin
7 tydnd. Méteny 4. listy od vrcholu.
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Z pozorovani v konfokalnim mikroskopu vyplynulo, ze po 2 h ve tm¢ se
chloroplasty bunék kontrolnich i éterem oSetfenych rostlin tabaku nerozprostrely podél
bunécnych stén kolmych k dopadajicimu svétlu do takové miry, jako v piipadé
A. thaliana (Obr. 19A, 19B). Uprostied bun¢k tabaku byly misty mezery s absenci
chloroplastii (Obr. 23A, 23B; piiklady mezer oznaceny Sipkami). Po aplikaci silného
BL se chloroplasty kontrolnich rostlin i rostlin oSetfenych éterem ptfesunuly ke st€énam

bunék rovnobéznym k dopadajicimu zareni (Obr. 23C, 23D).

Kontrola Eter (15%)

2 htma

2 h tma + 30 min silné BL

Obr. 23 Konfokalni snimky mezofylovych bunék listovych preparati tabaku. (A, B) Pozice
chloroplastti po 2 h ve tmé. (C, D) Pozice chloroplasti po 2 h zatemnéni a 30 min ptsobeni
silného modrého svétla (350 umol-m?s?). (A, C) Kontrolni rostliny bez aplikace éteru. (B, D)
Rostliny po 2 h inkubace v 15% éteru (béhem zatemnéni). (D) Pted aplikaci silného modrého
svétla byla rostlina vyjmuta z atmosféry éteru. Stari rostlin 8 tydnd. Pozorovany 5. listy od
vrcholu. Métitko 50 pum.
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Pomoci konfokalniho mikroskopu jsme tedy mezi kontrolnimi a éterem oSetfenymi
rostlinami tabdku nepozorovali rozdily v pozicich chloroplastt pii adaptaci na tmu a po
pusobeni silného BL, coz je v souladu s vysledky méfeni pohybu chloroplastti tabaku

pomoci zmén transmitance (Obr. 22).

4.1.2.2.2Vliv lidokainu

V ustfizenych listech tabdku jsme po aplikaci 1% lidokainu po dobu 4 h nezjistili
statisticky vyznamny rozdil oproti listim kontrolnim (Obr. 24). U obou variant narostla
transmitance vlivem silného BL pfiblizné na trojnasobek pocate¢ni hodnoty (Obr. 24,
¢as 30 min) a po pusobeni slabého BL klesla na ptiblizn¢€ 70 % maxima (Obr. 24, ¢as 50

min).

Tabak, 4 h lidokain (1%)
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Obr. 24 Zména relativni transmitance pii unikovém (0-30 min) a akumula¢nim (30-50 min)
pohybu chloroplastii u tabaku. Lidokain aplikovan na ustfizené listy ponoiené fapikem po dobu
4 h do jeho 1% roztoku v deionizované vodé (Cervené hodnoty), jako kontrola pouzita
deionizovana voda (modré hodnoty). Uvedeny priméry a smérodatné odchylky (n=4).
Transmitance méfena pii 436 nm. Pfed méfenim zatemnéno 2 h. Stafi rostlin 5 tydnti. Méfeny 4.
pravé listy.
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4.1.2.2.3 Akumulaéni pohyb méieny pomoci chlorofylmetru

Vysledky méfeni akumulaéniho pohybu chloroplasti tabaku dle metodiky
Naus et al. (2010) chlorofylmetrem SPAD-502 jsou zobrazeny na Obr. 25. Pii tomto
experimentu jsme u rostlin tabaku oSetfenych éterem zjistili statisticky vyznamnou
inhibici akumulacniho pohybu chloroplasti, i kdyz relativni zména hodnot SPAD
odrazejici tento pohyb neni velka. Statisticky vyznamné rozdily hodnot SPAD mezi

kontrolnimi a éterem oSetfenymi rostlinami byly zaznamenany v ¢ase méteni 10-80 min

(Obr. 25).

Tabak, 2 h éter (15%)
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Obr. 25 Zména hodnot métenych chlorofylmetrem SPAD-502 pii akumulaénim pohybu
chloroplastii tabaku vyvolaném slabym modrym svétlem (3 umol-m?-s?'). Méfeny kontrolni
rostliny inkubované 2 h v plastové nadob¢ bez éteru (modré hodnoty) a rostliny inkubované 2 h
v plastové nadob¢ s 15% éterem (Cervené hodnoty), pfed mefenim byly rostliny znadob
vyjmuty. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky: ,kontrola®“ (n=4), ,2 h éter” (n=5).
Statisticky vyznamné rozdily mezi variantami oznaceny hvézdickami (* P < 0,05; ** P < 0,01,
*** P <(0,001). Pfed métenim zatemnéno 4 h. Stafi rostlin 5 tydnd. Na kazdé rostliné méfeny 2
nejstarsi listy.

50



4.2 Otevirani priduchi

Pomoci gazometrie jsme sledovali, zda je otevirani priducht vyvolané BL ovlivnéné
¢terem a lidokainem. Konkrétné byly sledovany hodnoty stomatéalni vodivosti (gs). Dale
jsme stanovovali koncentraci CO2 v mezibuné¢nych prostorach (Ci) a rychlost asimilace
CO2 (A), parametru odrazejiciho rychlost fotosyntézy. Tyto dva parametry slouzi
k posouzeni, zda je piipadna inhibice fotosyntézy zpusobena vétsi uzavienosti praduchi
(a s tim souvisejici limitaci ptijmu CO2) nebo spiSe inhibici fotosyntetickych reakci. U
tabaku jsme zjiStovali, jestli jsou zminéné parametry ovlivnény plisobenim éteru a

lidokainu, u A. thaliana jsme aplikovali pouze éter.

4.2.1 Tabak

4.2.1.1 Vliv éteru

Vysledky vlivu éteru na otevirani praducht tabaku vyvolané BL jsou zobrazeny na
Obr. 26. Modr¢ svétlo bylo spusténo po 5 min méfeni, béhem kterych byly listy ve tmé¢.
Po spusténi modrého (aktinického) svétla zacala rast stomatalni vodivost gs, coz
odrazelo otevirani priduchd.

U kontrolnich rostlin nastala saturace stomatalni vodivosti pfiblizné v ¢ase 45 min a
dos4hla hodnoty 0,17 mmol H,0-m™-s? (Obr. 26, modré hodnoty). U rostlin osetienych
éterem (pfed méfenim byly z nadob pro aplikaci éteru vyjmuty) dosdhla stomatélni
vodivost saturace pfiblizné ve stejném case, ale jeji hodnota byla vyrazné nizs§i — pouze
0,06 mmol H0-m?2-s! (Obr. 26, gervené hodnoty). Po aplikaci éteru se tedy priduchy

vlivem BL oteviraly vyrazn€ méné.
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Tabak, otevirani priduchi, 2 h éter (15%)
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Obr. 26 Stomatalni vodivost (gs) listii tabaku pied a po spusténi modrého svétla (265 pmol-m™?-s’

1. oznac¢eno modrou $ipkou). Méfeny kontrolni rostliny bez aplikace éteru (modré hodnoty),

rostliny po 2 h inkubace v éteru (Cervené hodnoty) a rostliny 48 h po aplikaci éteru (zelené
hodnoty). Uvedeny priméry a smérodatné odchylky: “kontrola“ a ,,2 h éter” (n=5), ,48 h
regenerace” (n=3). Statisticky vyznamné rozdily oznafeny hvézdickami (mezi variantami
,kontrola® a ,,2 h éter”) a koleCky (mezi variantami ,,2 h éter* a ,,48 h regenerace*) (* P < 0,05;
** P < 0,01; *** P < 0,001; plati i pro ostatni kombinace). Statisticka vyznamnost rozdill
stanovena v Casech 5, 15, 25, 35, 45 a 55 min. Pfed méfenim zatemnéno 2 h. Stafi rostlin
5 tydnti. Méteny 4. pravé listy.

Z ¢asovych divodu jsme provedli gazometrické métfeni na rostlinach po regeneraci
az po 48 h (oproti 24 h u pozdéjsiho experimentu s A. thaliana; Obr. 31). Tentokrat
nastala saturace stomatalni vodivosti uz v ¢ase méfeni 35 min (oproti 45 min u kontroly
a éteru) a dosahla podobnych hodnot jako pii kontrolnim méteni - 48 h po aplikaci éteru
se tedy praduchy oteviraly podobné rychle a podobnou mérou jako pii métfeni bez
aplikace éteru (Obr. 26, zelené hodnoty). Rozdily v naméfenych hodnotach stomatélni
vodivosti éterem oSetfenych rostlin oproti kontrolnim a regenerovanym rostlinam byly
statisticky vyznamné (Obr. 26; Cas 5, 15, 25, 35, 45 a 55 min). Déle vidime, ze vychozi
hodnoty stomatalni vodivosti u rostlin oSetfenych éterem byly oproti kontrolnim a
regenerovanym rostlinam mensi (Obr. 26, ¢as 0 min). U rostlin vystavenych éteru doslo

tedy pifi inkubaci ve tmé& ve srovnani s ostatnimi variantami k vétSimu uzavieni

praduchd.
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Vliv éteru na rychlost fotosyntézy tabaku je zobrazen na Obr. 27. U kontrolnich a
regenerovanych rostlin se primérné hodnoty rychlosti fotosyntézy po saturaci
pohybovaly kolem 6,5 pmol COz'm™-s™, u rostlin vystavenych éteru kolem 4,7 pmol
COz2'm?-s? (Obr. 27, &as 25-55 min). U rostlin vystavenych éteru tedy doslo k
Caste¢nému snizeni rychlosti fotosyntézy a po 48 h regenerace se rychlost fotosyntézy
vratila na uroven kontrolnich rostlin (Obr. 27, zelené hodnoty). Snizeni hodnot rychlosti
asimilace CO2 po aplikaci éteru oproti kontrolnim a regenerovanym rostlinam bylo

statisticky vyznamné (Obr. 27; Cas 5, 15, 25, 35, 45 a 55 min).

Tabak, rychlost fotosyntézy, 2 h éter (15%)
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Obr. 27 Rychlost asimilace CO; (A) listu tabdku pied a po spusténi modrého svétla (265
umol'm?2s?; ozna¢eno modrou Sipkou). Méfeny kontrolni rostliny bez aplikace éteru (modré
hodnoty), rostliny po 2 h inkubace v éteru (¢ervené hodnoty) a rostliny 48 h po aplikaci éteru
(zelené hodnoty). Uvedeny priméry a smérodatné odchylky: “kontrola®“ a ,,2 h éter” (n=5),
.48 h regenerace” (n=3). Statisticky vyznamné rozdily oznac¢eny hvézdi¢kami (mezi variantami
»kontrola®“ a ,,2 h éter”), kolecky (mezi variantami ,2 h éter” a ,,48 h regenerace™) a kiizky
(mezi variantami ,,kontrola“ a ,,48 h regenerace®) (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001, plati
i pro ostatni kombinace). Statisticka vyznamnost rozdili stanovena v ¢asech 5, 15, 25, 35,45 a
55 min. Pfed méfenim zatemnéno 2 h. Sta#i rostlin 5 tydnt. Méfeny 4. pravé listy.
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Stanoveni koncentrace CO; v mezibunéénych prostorach ukazalo, ze na svétle byla
tato koncentrace nejmensi U rostlin oSetfenych éterem, statisticky vyznamny rozdil byl
vSak zjistén pouze okolo ¢asu méfeni 15 min (Obr. 28, ¢ervené hodnoty). Primérné se
hodnoty Ci na svétle u éterem osetfenych rostlin pohybovaly okolo 200 pmol COz-mol™
a u kontrolnich a regenerovanych rostlin okolo 280-330 umol (Obr. 28, ¢as 5-55 min).
Déle muzeme u rostlin vystavenych éteru v Case pred aplikaci BL vidét statisticky

vyznamné vys§i koncentraci CO; (Obr. 28, ¢ervené hodnoty, ¢as 0-5 min).

Tabak, koncentrace CO, v mezibunéénych prostorach, 2 h
éter (15%)
T ** * ® 2 h éter (15%)
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Obr. 28 Koncentrace CO; v mezibuné¢nych prostorach (Ci) listi tabaku pfed a po spusténi
modrého svétla (265 umol'm?-s?; 0znateno modrou Sipkou). Méfeny kontrolni rostliny bez
aplikace éteru (modré hodnoty), rostliny po 2 h inkubace v éteru (¢ervené hodnoty) a rostliny
48 h po aplikaci éteru (zelené hodnoty). Uvedeny priméry a smérodatné odchylky: “kontrola“ a
,»2 h éter” (n=5), ,,48 h regenerace® (n=3). Statisticky vyznamné rozdily oznaceny hvézdickami
(mezi variantami ,kontrola® a ,,2 h éter”) a koleCky (mezi variantami ,,2 h éter a ,,48 h
regenerace®) (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001, plati i pro ostatni kombinace). Statisticka
vyznamnost rozdilll stanovena v ¢asech 5, 15, 25, 35, 45 a 55 min. Pfed méfenim zatemnéno 2
h. Stafi rostlin 5 tydnd. Méfeny 4. pravé listy.
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4.2.1.2 Vliv lidokainu

Po aplikaci 1% roztoku lidokainu na ustfizené listy tabaku (ptes fapik) doslo oproti
kontrole (deionizované voda) k ¢astecnému zpomaleni otevirani praducht (Obr. 29, Cas
5-30 min). Rychlost fotosyntézy byla u listi oSetfenych lidokainem mirné snizena
(Obr. 30, ¢ervené hodnoty). Podobné jako u rostlin oSetienych éterem (Obr. 28) byla u
listi pod vlivem lidokainu zjisténa vy$si koncentrace Ci ve tm¢ (Obr. 31, Cervené
hodnoty, ¢as 0-5 min). Popsané rozdily mezi kontrolnim méfenim a méfenim s listy, na

které byl aplikovan lidokain, v§ak nebyly statisticky vyznamné.

Tabak, otevirani priduchi, 4 h lidokain (1%)
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Obr. 29 Stomatalni vodivost (gs) listii tabaku pied a po spusténi modrého svétla (265 pmol-m-s’
1. ozna&eno modrou Sipkou). Lidokain aplikovéan na ustfizené listy ponoiené fapikem po dobu
4h do jeho 1% roztoku v deionizované vodé (Cervené hodnoty), jako kontrola pouZita
deionizovana voda (modré hodnoty). Uvedeny priméry a smérodatné odchylky: ,kontrola®
(n=3), ,,4 h lidokain‘ (n=4). Pfed méfenim zatemnéno 2 h. Stafi rostlin 5 tydnt. Méteny 4. pravé
listy.
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Tabak, rychlost fotosyntézy, 4 h lidokain (1%)

e Kontrola
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A (umol CO, m?-s1)
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Obr. 30 Rychlost asimilace CO; (A) listu tabaku pied a po spusténi modrého svétla (265
umol'm2st; oznaGeno modrou $ipkou). Lidokain aplikovan na ustfizené listy ponofené fapikem
po dobu 4 h do jeho 1% roztoku v deionizované vodé¢ (Eervené hodnoty), jako kontrola pouzita
deionizovana voda (modré hodnoty). Uvedeny priméry a smérodatné odchylky: ,kontrola“
(n=3), ,,4 h lidokain‘ (n=4). Pfed méfenim zatemnéno 2 h. Stafi rostlin 5 tydnt. Méteny 4. pravé
listy.
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Obr. 31 Koncentrace CO; v mezibunénych prostorach (Cj) listi tabaku pred a po spusténi
modrého svétla (265 pmol-m™?s; oznaceno modrou Sipkou). Lidokain aplikovan na ustfizené
listy ponofené fapikem po dobu 4 h do jeho 1% roztoku v deionizované vod¢ (Cervené
hodnoty), jako kontrola pouzita deionizovand voda (modré hodnoty). Uvedeny priméry a
smérodatné odchylky: ,.kontrola®“ (n=3), ,,4 h lidokain“ (n=4). Pfed méfenim zatemnéno 2 h.
Stafi rostlin 5 tydnt. Méteny 4. pravé listy.
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4.2.2 A.thaliana

Pii gazometrickém stanoveni otevirani priaducht na svétle jsme u rostlin A. thaliana na
zakladé poznatka z literatury (Shimazaki et al., 2007) pouzili jiny svételny rezim nez
Vv piipad¢ tabaku. V case méfeni 5 min jsme pro spusténi otevirani priiduchi aplikovali
gervené svétlo (600 umol'm™?-s™) a v ¢ase 40 min jsme pro zvyseni otevieni praduchi
zacali soucasné s Gervenym svétlem aplikovat BL (15 pmol'-m™?-s™).

Pii méfeni stomatalni vodivosti listd A. thaliana jsme se potykali s pomérné velkou
variabilitou mezi rostlinami (Obr. 32). Oproti experimentu s tabakem (Obr. 26) se
priduchy u A. thaliana oteviraly celkové mén¢. Také stimulace otevirani pruducht po
aplikaci BL byla mnohem niZz8i, nez jsme ocekavali dle literatury. U rostlin
inkubovanych v éteru (Obr. 32, Cervené hodnoty) se oproti kontrolnim rostlinam
(Obr. 32, modré hodnoty) praduchy jevily vice uzaviené, nicméné tento rozdil nebyl
statisticky vyznamny. Méfeni na rostlinach oSetfenych éterem jsme po 24 h po aplikaci
opakovali (Obr. 32, zelené hodnoty). Interpretaci vysledki tohoto méfeni ztéZzuje
vysoka variabilita, ale da se usuzovat na vétsi miru otevirani pruducht na svétle oproti

méteni ihned po aplikaci éteru.

A. thaliana, otevirani praduchu, 2 h éter (15%)
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Obr. 32 Stomatélni vodivost (gs) listd A. thaliana pied a po spusténi gerveného (600 pmol-m2-s°
1. oznaceno &ervenou Sipkou) a modrého svétla (15 umol'm?s™; oznadeno modrou Sipkou).
Me¢éfeny kontrolni rostliny bez aplikace éteru (modré hodnoty), rostliny po 2 h inkubace v éteru
(Cervené hodnoty) a rostliny 24 h po aplikaci éteru (zelené hodnoty). Uvedeny pruméry a

smérodatné odchylky (n=3). Pfed méfenim zatemnéno 2 h. Stafi rostlin 7 tydnd.
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Podobné¢ jako pii méteni s tabakem (Obr. 26) byly u A. thaliana priduchy rostlin
inkubovanych v éteru jiz na zacatku méteni uzaviené;si, 1 kdyz v tomto ptipadé nebyl
efekt prikazny (Obr. 32, Cervené hodnoty, ¢as 0 min).

Po aplikaci éteru jsme oproti kontrolnim rostlindm nezjistili statisticky vyznamny
rozdil v rychlosti fotosyntézy (Obr. 33) ani v koncentraci CO; v mezibunéénych
prostorach (Obr. 34). Po 24 h po aplikaci éteru byla mezibunééna koncentrace CO2
mirné vyS$i neZ u kontrolnich a éterem oSetfenych rostlin, zejména v ¢ase méteni 5-20
min, nicmén¢ tento rozdil neni pfili§ vyrazny (Obr. 34, zelené hodnoty).

Vysledky gazometrického experimentu naznacuji mozny inhibi¢ni vliv éteru na

otevirani priduchti u A. thaliana, nicméné tento efekt nebyl na rozdil od tabaku

prikazny.

A. thaliana, rychlost fotosyntézy, 2 h éter (15%)

107 e Kontrola ® 2 h éter (15%) ® 24 h regenerace

A (umol CO, m?-s?)

-2

Cas (min)

Obr. 33 Rychlost asimilace CO; (A) listd A. thaliana pied a po spusténi ¢erveného (600
pumol-m?-s?; oznageno &ervenou Sipkou) a modrého (15 umol-m?s*; ozna¢eno modrou Sipkou)
svétla. Méfeny kontrolni rostliny bez aplikace éteru (modré hodnoty), rostliny po 2 h inkubace
v éteru (Cervené hodnoty) a rostliny 24 h po aplikaci éteru (zelené hodnoty). Uvedeny priméry a
smérodatné odchylky (n=3). Pfed métenim zatemnéno 2 h. Staii rostlin 7 tydnt.
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A. thaliana, koncentrace CO, v mezibunécnych prostorach,
2 h éter (15%)
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Obr. 34 Koncentrace CO; v mezibunéénych prostorach (Cj) listd A. thaliana pied a po spusténi
Cerveného (600 pmol-m™2-s; oznageno Cervenou Sipkou) a modrého (15 pmol'm?s™; oznaceno
modrou Sipkou) svétla. Méteny kontrolni rostliny bez aplikace éteru (modré hodnoty), rostliny
po 2 h inkubace v éteru (¢ervené hodnoty) a rostliny 24 h po aplikaci éteru (zelené hodnoty).
Uvedeny priméry a smérodatné odchylky (n=3). Pfed méfenim zatemnéno 2 h. Stafi rostlin
7 tydnt.

59



5 DISKUSE

Anestetika maji nezastupitelnou roli pii 1ékarskych vykonech, kde se vyuziva jejich
schopnosti navodit celkovou ztratu védomi nebo znecitlivéni Casti téla. Efekt latek
s anestetickymi uc¢inky je nejcasteji spojovan s pisobenim na zivo€ichy, u kterych bylo
zjisténo, ze cili na receptory neurotransmitert, zejména receptory GABA a glutamatu
(Brohan a Goudra, 2017; Yokawa et al., 2019). Za pfic¢inu ztraty védomi pii anestezii
u Clovéka a zivocCichl se dale povazuje plisobeni anestetik na napétim fizené iontové
kanaly v neuronech (Rinaldi, 2014). U lokalnich anestetik je ztrata vnimani bolesti
spojena s blokaci vzniku a vedeni nervovych vzruchu (Strichartz a Ritchie, 1987).
Plisobeni anestetik na rostliny je méné probddané, prozatim byl popsan jejich vliv na
fotosyntézu (Semin et al., 1990; Serdefi et al., 1990; Grémiaux et al., 2014), akumulaci
chlorofylu, kli¢eni semen, vezikularni transport a produkci superoxidu (Yokawa et al.,
2018), aktinovy cytoskelet (Baluska a Mancuso, 2019) a na urcité typy pohybu rostlin
(napf. uzavirani listovych pasti mucholapky podivné a sklapéni listl citlivky stydlivé)
ve spojeni s inhibici vedeni akéniho potencialu (Yokawa et al., 2018; Pavlovic et al.,
2020). Usuzuje se, ze mechanismus puasobeni anestetik u rostlin je podobné jako u
zivoCichli spojen s jejich vlivem na membranové procesy, zejména na blokovani
transportu iontdl a Sifeni akéniho potencidlu. Pfi uvahach o vlivu anestetik na procesy
Vv rostlinach je dale dulezité brat v potaz jejich plisobeni na aktinovy cytoskelet, ktery je
s membranami fyzicky i funkéné propojen (Baluska a Mancuso, 2019).

V diplomové préci jsme se zabyvali vlivem anestetik na svétlem indukovany pohyb
chloroplastii a otevirani priiducht, rostlinné procesy fizené fototropiny. V signalnich
drahach nékterych procesii fizenych fototropiny se uplatituje mj. pienos signalu pomoci
membran a iontovych kanaléi v nich obsazenych, véetné napétim Fizenych Ca?* kandli
(Stoelzle et al., 2003; Harada a Shimazaki, 2007). Je napf. znamo, ze zastaveni rastu
hypokotylu A. thaliana na svétle je spojeno se zvysenim obsahu Ca?" iontli po aktivaci
photl svétlem (Folta et al., 2003). V ptipad¢ signalizace otevirani priaducht je dokonce
znama cela signalni kaskada, ve které vystupuji membranové H*-ATPasy a K* kanaly
fizené napétim. Zda jsou i v signalizaci pohybu chloroplasti vyvolaného svétlem
zapojeny procesy vyuzivajici pro pienos signalu membranovy potencial nebo transport
iontl pfes membrany neni objasnéno. Sato et al. (2001) vsak zjistili, ze pohyb
chloroplasti A. capillus-veneris vyvolany mechanickou stimulaci byl inhibovan blokaci

Ca?" kanali plazmatické membrany. Z vyssich rostlin se ukazaly byt Ca?" ionty diileZité
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pfi pohybu chloroplasti vyvolaném svétlem v tabdku virginském (Anielska-
Mazur et al., 2009). Oproti tomu napt. Tsuboi a Wada (2010) zpochybnili zapojeni Ca?*
iontl v signalizaci pohybu chloroplasti z divodu pfiliS pomalé reakce pohybu
chloroplasti A. capillus-veneris na svétlo, ktera neodpovidala znalostem o rychlosti
Sifeni signald pomoci Ca®*. O tom, zda jsou pro pohyb chloroplastii diilezité procesy
Spojené s prenosem signalu membranami (které by mohly slouzit jako cile pisobeni
anestetik) se tedy stale diskutuje. Vysledky na$i prace naznacuji, ze by tak mohlo byt

pouze Vv ptipad¢ akumulacniho pohybu chloroplastti.

5.1 Vliv anestetik na pohyb chloroplasti

V prvni ¢asti experimentil zabyvajicich se vlivem anestetik na pohyby chloroplasti jsme
pro aplikaci éteru vyuzivali ZIP sacek, coz se ale neosvédcilo. Pro vypocet mnozstvi
éteru potfebného pro dosazeni ur€ité koncentrace jsme totiz pouzili maximalni objem
sacku, nicméné objem vzduchu v sacku byl kvuli obtiznosti udrzeni jeho plného tvaru
pfi aplikaci mnohem mensi. Nepravidelny tvar sacku ve spojeni s jeho pomérné malou
velikosti mohl rovnéz zplisobit nerovnomérné rozptyleni par éteru, coz mohlo dale
ovlivnit vyslednou koncentraci éteru Vv blizkosti listu. Pfi aplikaci je tedy vhodnéjsi
pouziti vétsi nadoby s danym objemem, ve které se éter miize rovnomérnéji rozptylit.
Nekteré druhy rostlin se navic zdaji byt na éter velmi citlivé, coz muze v kombinaci
s jeno nevhodnou aplikaci zptsobit jejich poSkozeni. Po aplikaci éteru byly listy
je¢mene a celé rostliny lilku rajcete (Obr. 15) viditeln€ povadlé. O pohybu chloroplastii
je znamo, Ze muze byt ovlivnén plsobenim urcitych stresovych faktorti, napf.
nedostatkem vody (Naus et al., 2016) nebo vysokymi teplotami (Frolec et al., 2010).
Podrobnéjsi informace o negativnim efektu éteru na rostliny se nam v literatuie
nepodafilo najit, pfi aplikaci éteru na listy jeCmene a celé rostliny rajcete jsme vSak
zaznamenali viditelné znamky vadnuti. Inhibice pohybu chloroplasti zjisténa u téchto
rostlin (Obr. 11-14) tak mohla byt zptsobena spiSe toxickym efektem éteru nez jeho
anestetickym ucCinkem. Pfiaplikaci éteru na rostliny A.thaliana a tabaku jsme
nepozorovali Zadné zndmky poskozeni.

V experimentech s aplikaci éteru v uzaviené plastové nadobé jsme zpocatku méfili
pohyb chloroplasti na stejném listu jedné rostliny pted a po aplikaci éteru. Zjistili jsme
vSak, Ze castecnd inhibice unikového pohybu chloroplastii, kterou jsme plvodné
pfisuzovali vlivu éteru, byla zpisobena inkubaci rostlin v plastové nadobé (Obr. 17),

i kdyz pfi¢ina tohoto efektu neni jasna. V dalSich experimentech jsme tedy radé&ji
61



srovnavali pohyb chloroplastd u rostlin osetienych éterem aplikovaném po dobu 2 h
v plastové nadob¢ s kontrolnimi rostlinami uzavienymi po stejnou dobu v
plastové nadob¢ bez éteru. V tomto provedeni experimentu (kdy byl pohyb chloroplasti
stanovovan pomoci zmén transmitance méfené radiometrem Spectrapen) jsme
neprokazali vliv éteru na inikovy ani akumulaéni pohyb chloroplastii v listech tabaku a
A. thaliana (Obr. 18 a 22). U téchto rostlinnych druhi bylo provedeno pozorovani
pozice chloroplasti pifi zatemnéni a po unikovém pohybu i pomoci konfokalniho
mikroskopu, které¢ potvrdilo, Zze éter neovliviioval rozsah tnikového pohybu (Obr. 19 a
23).

Pii experimentu, kdy jsme pomoci chlorofylmetru SPAD-502 méfili samostatné
akumulaéni pohyb chloroplastii navozeny slabym BL v listech tabdku adaptovanych na
tmu (obr. 25), jsme vSak po aplikaci éteru zaznamenali statisticky vyznamné zmen$enou
miru tohoto typu pohybu chloroplastli. Ze soucasnych znalosti o fototropinech vyplyva,
ze specificita jejich riznych funkei mize byt regulovana mj. i subcelularni lokalizaci.
Pti akumulaénim pohybu chloroplastd se wuplatiuji fototropiny asociované
S plazmatickou membranou (Wada, 2013). Anestetika Casto cili na procesy spojené
S pfenosem signalu membranami. Domnivame, ze by éter mohl naruSovat signalizaci
fototropint pfi akumula¢nim pohybu, nicméné pro potvrzeni této domnénky by bylo
potieba provést vice experimentl. V ptipadé Ginikového pohybu chloroplastti, u kterého
hraje hlavni roli zejména phot2 lokalizovany na wvné&j§i obalce chloroplasti
(Kong et al., 2013b), by se dalo oc¢ekavat mensi zapojeni membranovych procest a
tudiz i mensi nebo zadny vliv anestetik. V souladu s touto hypotézou jsme neprokazali
vliv éteru na Unikovy pohyb chloroplastli, pro jeji ovéfeni vSak bude potieba dalSiho
vyzkumu.

U lidokainu byl pozorovan vyrazngjsi inhibicni vliv na oba typy pohybu
chloroplastii pouze u ustfizenych lista A. thaliana pfi aplikaci po dobu 16 h (Obr. 21).
Pii aplikaci na listy A. thaliana po dobu 3 h byl pozorovan vliv lidokainu na unikovy
pohyb, v tomto ptipad¢ vsak bylo provedeno pouze jedno méfeni a efekt lidokainu
nebyl pfili§ vyrazny (Obr. 20). U ustfizenych listli tabdku ponofenych do 1% roztoku
lidokainu po dobu 4 h jsme nezjistili vliv na pohyby chloroplasta (Obr. 24).
Domnivame se, Ze ¢aste¢na inhibice pohybu chloroplastl zjisténa pii aplikaci lidokainu
na list A. thaliana po dobu 16 h mohla byt zpisobena spiSe toxicitou spojenou s prili§
dlouhym vystavenim listi jeho roztoku. Ustfizené listy byly po zméfeni pohybu

chloroplasti ponotfeny fapikem do roztoku deionizované vody, po 3 dnech vsSak zcela
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uvadly. Oproti tomu kontrolni listy, které byly po celou dobu ponofeny fapikem v
deionizované vod¢, vydrzely tyden. Po provedeni experimentu s tabakem (Obr. 24), ve
kterém byl lidokain aplikovan po dobu 4 h, jsme listy rovnéz ponofili do deionizované
vody a tentokrat jsme nepozorovali znamky uvadéni ani u téch listl, které byly
vystaveny lidokainu. U lidokainu a jinych lokalnich anestetik je znamo, ze u clovéka
mohou vyvolat systémovou toxicitu, kterd je zpusobena nespravnym davkovanim
spojenym s naslednym pienosem anestetika krevnim fe¢istém (EIl-Boghdadly et al.,
2018). O toxickém vlivu na rostliny se nam nepodafilo vyhledat informace, na
zaklad¢ vyse uvedeného se vSak domnivame, ze ¢aste¢nd inhibice pohybu chloroplastt
byla zptsobena spiSe toxickym nez anestetickym ucinkem lidokainu.

Ptedpoklddame, ze vliv anestetik by mohl byt vyraznéjsi v ptipadé¢ pohybu
chloroplastii vyvolaného mechanickou stimulaci. V signalizaci pohybu chloroplastl
vyvolaného mechanickym stimulem v A. capillus-veneris a P. patens se totiz uplatiuji
Ca2" jonty (Sato et al., 2001). Jejich intracelularni koncentrace je regulovana predevsim
pomoci vapnikovych kandli plazmatické membrany fizenych napétim nebo
mechanickym stimulem. V obou typech kanald jejich funkce souvisi s membranovym
potencidlem (White, 2000). P¥i inhibici vépnikovych kanald La%" a Gd*" ionty
doslo K utlumeni pohybu chloroplasti vyvolaného mechanickou stimulaci, pohyb
chloroplasti vyvolany svétlem vSak zlstal zachovan (Sato et al., 2001). Je tedy mozné,
ze pokud by anestetika zplisobovala inhibici vépnikovych kanalti plazmatické
membrany, méla by rovnéZ inhibovat pohyb chloroplastlii vyvolany mechanickou
stimulaci. Tomu nasvéd¢uji i vysledky prace Chen et al. (2005), ve které je popsan
inhibi¢ni vliv isofluranu, derivatu éteru, na organizaci chloroplastli v zelené fase
A. acetabulum. Chloroplasty A. acetabulum jsou mezi sebou spojeny flexibilnimi
mustky, v disledku ¢ehoz se spolu pohybuji ve vice ¢i méné uspoiaddanych rovinach.
Chen et al. (2005) zjistili, ze po aplikaci 75% isofluranu doslo ke snizeni dynamiky
reorganizace chloroplasti, po vymyti se vSak jejich pohyby obnovily. I v piipadé
pohybu chloroplasti A. acetabulum se uplatiiuje signalizace pomoci Ca?* ionti, ktera je
zprostiedkovana membranovymi Ca?* kandly. Zvyseni vnitrobunééné koncentrace Ca?*
iontd zptisobené otevienim Ca?* kanala isofluranem dle Chen et al. (2005)
pravdépodobné zpusobilo inhibici aktinového cytoskeletu a pohyba chloroplasti

A. acetabulum.
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5.2 Vliv anestetik na otevirani priduchi

Oproti pohybu chloroplasti je u otevirani praduchii vyvolaného BL znama cela signalni
kaskada. Po percepci svétla fototropiny dochazi k aktivaci H*-ATPas a napétim
fizenych K" kanali plazmatické membrany svéracich bunék. Otevirani priducht je
zpusobeno piijmem vody svéracimi bufikami v disledku akumulace K ionti (Kinoshita
a Shimazaki, 1999; Takemiya et al., 2013). Vzhledem k zapojeni membranovych H*-
ATPas a K* kanald fizenych napétim v signalizaci otevirdni praduchd jsme tedy
ocekavali, ze anestetika budou svétlem vyvolané otevirdni priduchti inhibovat.
Skutecné jsme potvrdili inhibici otevirani pruducht tabaku aplikaci éteru (Obr. 26,
ervené hodnoty). Eter byl aplikovan po dobu 2 h uzavienim rostlin do plastové nadoby,
kontrolni rostliny jsme pifed méfenim inkubovali 2 h v plastové nadobé bez éteru. Po
48 h po aplikaci éteru bylo méfeni zopakovéano (vcetné 2h inkubace v plastové nadobé
bez éteru) a praduchy se oteviraly podobnou mérou, jako pii kontrolnim méfeni
(Obr. 26, zelené hodnoty). Inhibice otevirani praducht tabaku éterem byla tedy
reverzibilni. U A. thaliana jsme ale signifikantni inhibici otevirani praducht po aplikaci
éteru nenaméfili (Obr. 32), coz v§ak mohlo byt zpiisobeno jinym svételnym rezimem pfi
méfeni u A. thaliana oproti tabaku. U A. thaliana bylo nejprve v ¢ase 5 min aplikovano
ervené svétlo (600 umol-m2-s7!) a v ¢ase 40 min BL (15 pmol-m2s™!), oproti tabaku,
kde jsme aplikovali pouze BL (265 pmol-m2-s7!) v ase 5 min. Roli mohlo hrat i vy3si
stafi méfenych rostlin A. thaliana (7 tydnt oproti 5 tydnt starym rostlinam tabaku).
V ptipadé lidokainu jsme po jeho 4h aplikaci na ustfizené listy tabaku vliv na otevirani
pruduchii nezjistili (Obr. 29).

VEtsi uzavienost praduchti jsme po inkubaci rostlin v atmosféte éteru zaznamenali
uz na zacatku méteni (tj. u listd adaptovanych na tmu, pfed aplikaci svétla), pficemz
u tabaku byl tento rozdil vyrazngjsi nez u A. thaliana (Obr. 26 a 32). Domnivame se, ze
vétsi uzavieni pruduchti ve tmé v listech pod vlivem éteru mohlo byt zplisobeno
zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku, ktera v reakci na pfitomnost éteru a
anestetik obecné nastava (Yokawa et al., 2018; Yokawa et al., 2019). Je totiZ znamo, Ze
reaktivni formy kysliku stimuluji uzavirani praduchi (Kwak etal., 2003;
Zhang et al., 2004).

U tabaku jsme po aplikaci éteru dale naméfili statisticky vyznamné zmenSenou
rychlost asimilace CO> (tedy rychlost fotosyntézy) (Obr.27) a mirn¢ sniZenou

koncentraci CO2 v mezibunéénych prostorach (Obr. 28). Domnivame se, ze zmensena
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rychlost fotosyntézy byla primarn¢ zplsobena vét§i uzavienosti praduchd rostlin
vystavenych éteru a s tim spojenym snizenym piisunem CO2 k chloroplastim. Pokud by
byla rychlost fotosyntézy nizsi vlivem anestetického ucinku éteru na fotosyntetické
procesy v chloroplastech, pravdépodobné bychom nepozorovali nizsi koncentraci CO>
Vv mezibunécnych prostorach. Domnivame se tedy, ze v nasem piipad¢ éter neinhiboval
fotosyntetické procesy v listech rostlin tabaku. V listech A. thaliana jsme nizsi rychlost
fotosyntézy po aplikaci éteru nenaméfili (Obr. 33). NaSe vysledky jsou v rozporu
s vysledky experimentu provedeného v roce 1878 Claudem Bernardem, ktery popsal
inhibi¢ni vliv éteru na fotosyntézu rdestu a fasy Sroubatky (Grémiaux et al., 2014).
V piipad¢ experimentu z roku 1878 jsme vsak nedohledali, jaka koncentrace éteru byla
pouzita. Dale je V literatufe popsana inhibice PS II kapalnymi anestetiky vcetné
lidokainu v izolovanych chloroplastech 3penatu (Sersenetal., 1990) a hrachu
(Seminetal., 1990). V diplomové praci jsme vSak vliv lidokainu na rychlost
fotosyntézy tabaku nepozorovali (Obr. 30). Je mozné, ze v piipadé plisobeni kapalnych
anestetik na rostliny mtize mit vyrazny vliv zptsob aplikace. Pti aplikaci na izolované
chloroplasty (Semin et al., 1990; Sersen et al., 1990) se anestetikum pomérné snadno
dostane k chloroplastim. Pfi naSich experimentech jsme kapalna anestetika aplikovali
ponofenim fapiku listu do jejich 1% roztoku. Pfi tomto zpusobu aplikace je obtizné
ur¢it, nakolik se anestetikum vstfeb4 do listu a zda se dostane do kontaktu
s chloroplasty. Pro objasnéni toho, jestli je fotosyntéza anestetiky ovlivnéna ¢i ne, bude
tedy nutné provést dalsi experimenty.

Déle jsme u rostlin tabaku oSetfenych éterem pred spusténim BL (tj. po 2h adaptaci
na tmu) naméfili vyrazné vyssi koncentraci CO2 v mezibunéénych prostorach (Obr. 28,
¢as 0-5 min). Tato zvySenad koncentrace CO2 mohla byt zplisobena jeho hromadénim
zpisobenym vétSim uzavienim priaduchil u éterem oSetfenych rostlin tabaku (Obr. 26) a
po aplikaci BL rychle klesla. V pfipadé¢ A. thaliana jsme vyss$i koncentraci CO2
Vv mezibunéénych prostorach pied spusténim svétla nenaméfili (Obr. 34), coz by
odpovidalo tomu, ze u A. thaliana nebyly praduchy po aplikaci éteru oproti kontrolnim

rostlindm vyrazné uzavienéjsi.

Vysledky diplomové prace nastinily mozny inhibi¢ni vliv éteru na akumulacni pohyb
chloroplastii, pro potvrzeni tohoto vlivu vSak bude tfeba provést dal§i experimenty.
Ovlivnéni unikového pohybu chloroplastii anestetiky jsme nezjistili. Déle bude

zajimavé studovat vliv anestetik na pohyb chloroplastii u rostlin, ve kterych dochazi
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k jeho vyvolani mechanickou stimulaci, popf. Cervenym svétlem (zejm. P. patens a
A. capillus-veneris). Studium vlivu anestetik na pohyb chloroplastii by mohlo mimo jiné
prispét k objasnéni mechanismu tohoto pohybu.

V dal$ich experimentech bychom chté€li ovéfit vliv anestetik na svétlem indukované
otevirani praducht u listd A. thaliana pti pouziti riznych svételnych rezimi vcetné
rezimu, ktery jsme aplikovali na rostliny tabdku. Dale bychom chtéli ovéfit vliv

anestetik na dalsi procesy fizené fototropiny, zejm. fototropismus.
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6 ZAVER

V diplomové praci jsme se zabyvali vlivem anestetik éteru a lidokainu na pohyb
chloroplasti a otevirani praduchii vyvolané svétlem. Vliv anestetik na pohyb
chloroplastii jsme zjistovali u je¢mene, lilku rajcete, tabaku a A. thaliana, jejich vliv na
otevirani pruduchti byl stanovovan u tabaku a A.thaliana. Je¢men a lilek rajce se
ukazaly byt na éter citlivé a po jeho 2h aplikaci dochazelo u téchto rostlin k poskozeni.
U je¢mene mohl byt negativni vliv éteru zpusoben i nevhodnou aplikaci v plastovém
ZIP safku (u ostatnich experimentd jsme éter aplikovali uzavienim rostlin do plastové
nadoby s 15% koncentraci jeho par). Pfi aplikaci 15% éteru na tabak a A. thaliana po
dobu 2 h jsme znamky poSkozeni nepozorovali. U lidokainu jsme negativni vliv na
vitalitu pozorovali pii aplikaci fapikem na ustfizené listy A. thaliana po dobu 16 h. Pfi
aplikaci na ustfizené listy tabaku po dobu 4 h jsme z hlediska vitality nepozorovali
rozdil oproti kontrolnim listim ponofenym fapiky do deionizované vody. Pii vyzkumu
vlivu anestetik (v naSem piipad¢ éteru a lidokainu) je tedy dulezit¢ zvolit vhodnou
metodu aplikace a koncentrace, aby nedochdzelo k poSkozeni rostlin. U éteru se jevi
vhodnéjsi pouziti vétsich nadob s presné definovanym objemem.

Po aplikaci éteru jsme naméfili CasteCnou inhibici akumulaéniho pohybu
chloroplastii vyvolaného slabym BL u listil tabdku. Vliv éteru na unikovy pohyb jsme u
méfenych rostlin neprokazali. Domnivame se, Ze éter mohl ovlivnit signalizaci
fototropinii pfi akumulaénim pohybu chloroplasti, ktera je mistné iniciovana u
plazmatické membrany (Wada, 2013). Je totiz znamo, ze anestetika Casto cili na procesy
spojené s prenosem signalu membranami inhibici jejich akénich potencialt. V piipadé
lidokainu jsme neprokézali jeho vliv na Gnikovy ani akumulaéni pohyb chloroplasti.
Dale jsme V listech tabdku po aplikaci éteru pozorovali vyrazné zmensSenou miru
otevirani priduchu a rychlost fotosyntézy. Domnivame se, Ze éter mohl ovlivnit aktivaci
H*-ATPas a K" kanalii plazmatické membrany svéracich bunék praduchd dilezitych
pro jejich otevirani vyvolané svétlem. Inhibici rychlosti fotosyntézy ptisuzujeme
veétsimu uzavieni pruduchti a naslednému omezenému piisunu CO2 k chloroplastim
bunék mezofylu listh tabaku. Po aplikaci éteru na rostliny A. thaliana jsme vyrazné
omezeni otevirani praduchi a rychlosti fotosyntézy nepozorovali, coz vSak ptisuzujeme
nevhodnym svételnym podminkam a veétSimu stafi rostlin  A. thaliana oproti

experimentu s tabakem.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABA
ABCB19
AGC

BL
BLUS1
DL
EGTA

ESR
LCF
OEC
PAS
PS1

PS 11

abscisic acid (abscisova kyselina)

ATP binding cassette, subfamily B19; protein

CAMP-dependent protein kinase, cGMP-dependent protein kinase G and
phospholipid-dependent protein kinase C; skupina protein kinas

blue light (modré svétlo)

BLUE LIGHT SIGNALING 1; protein

delayed luminescence (zpozdéna fluorescence)

ethylene glycol-bis(f-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid; chelata¢ni
¢inidlo

electron spin resonance (elektronova paramagneticka spektroskopie)

leaf chamber fluorometer (listova komurka s fluorometrem)

oxygen evolving complex (komplex vyvijejici kyslik)

Per-Arnt-Sim; doména proteind

photosystem | (fotosystém I)

photosystem 11 (fotosystém IT)
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