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1. UvOD

Meéieni fyzikalnich parametrt souvisejicich s fyziologickymi procesy v rostlinnych
pletivech bylo historicky provadéno fadou kontaktnich metod. Dulezity pokrok v tomto
odvétvi ptineslo v nedavné dobé uplatnéni optického jevu koherenéni zrnitost v biologii,
které umoznuje monitorovat déje v biologickych vzorcich bezkontaktné. Koherencni
zrnitost vznika tehdy, kdyz je dopadajici svazek koherentniho svétla odrazen od drsného
povrchu vzorku, nebo jestlize prochazi fazovym prostiedim vzorku s ndhodnymi
fluktuacemi indexu lomu. Svételné viny odrazené od vzorku ¢i proslé vzorkem nasledné
interferuji Vv prostoru okolo vzorku. Vznikla interferenéni maxima a minima jsou
umisténim stinitka ¢i kamery do prostoru pied/za vzorkem pozorovatelna jako svétlé
atmavé skvrny. Koherenéni zrnitost byla v minulosti dobfe popsana z fyzikalniho
hlediska a byla obcas vyuzivana k monitorovani biologickych vzorkld. V téchto
aplikacich v8ak mnohdy chybi pifesna interpretace biologickych procest, které
generovanou koheren¢ni zrnitost ovliviiuji. Tento fakt nds vedl k mySlence zaméfit se
na konkrétni fyziologické procesy v rostlinném pletivu a jejich identifikaci pomoci jevu
koheren¢ni zrnitost.

Védomi si narocnosti soucasného monitorovani zmén ve struktufe koherencni
zrnitosti a fyziologickych procesii, vybrali jsme nejprve proces vyznamné ovliviiujici
propustnost listl, tj. pohyb chloroplasti. Z fyzikalni podstaty jevu koheren¢ni zrnitost
jsme ptredpokladali, ze by se pohyb chloroplastli mél v jevu koherenc¢ni zrnitost vyznamné
promitnout. Déle jsme chtéli zjistit, zda by se jev koherencni zrnitost mohl pouzit
k neinvazivni Casné detekci stresu rostlin a mohl by tak byt v budoucnu vyuzit
v zemé&délské praxi. Zvolili jsme proto lokdlni vysokoteplotni stres a snimali jev
koheren¢ni zrnitost ve vedlejSim pletivu. Prace navazuje na bakaldfskou praci
Pechnik (2019), ve které jsme poprvé vyuzili vlastni navrZzenou méfici aparaturu
k interdisciplinarnimu zkoumani dynamickych vlastnosti biologickych vzorkd pomoci

jevu koherenc¢ni zrnitost.



2. PREHLED PROBLEMATIKY

2.1 Koherencni zrnitost v biologii

Jev koherencni zrnitost (KZ) je jiz velmi dobte fyzikalné popsan a jeho podstatou
je rozptyl koherentniho svétla na Casticové struktufe osvétleného materialu. Jev se
vyznacuje vznikem svétlych a tmavych interferenénich skvrn v poloprostoru nad nebo
pod osvétlenym materidlem (Horvath a Smid 2012) a jeho detailnim fyzikalnim popisem
jsme se zabyvali jiz v bakalafské praci (Pechnik 2019). Dosud vsak chybi piesna
biologicka interpretace koheren¢ni zrnitosti (Kurenda a kol. 2010) jako nasledek
historického vyvoje, nebot’ koheren¢ni zrnitost byla dfive vyuZzivana zejména k analyze
statickych nezivych pfedméti (napt. Leger a kol. 1975). Pfi pouziti nékterych velmi
citlivych optickych metod (napt. holograficka interferometrie) byl tento jev dokonce
povazovan za parazitni, nebot’ vyrazné snizoval rozliSeni holografického obrazu
(Dyrseth 1996).

Vyhodou monitorovani vzorkd pomoci koherencni zrnitosti je predevSim
neinvazivni povaha metody, ale také jeji potencialni flexibilita (konfigurace laser-objekt-
detektor miize byt provedena horizontalné i vertikalné). Dtlezita je ale rovnéz skute¢nost,
7e vétSina nastaveni vyzaduje potfizeni velkého mnozstvi snimkl struktury koherenéni
zrnitosti ke spolehlivému popisu zmén v biologickém vzorku. Kvuli vysoké citlivosti
metody na vné&jsi vibrace je tfeba brat ohled na spravné piizpuisobeni experimentalni
konfigurace a lokalizaci konkrétniho méfeni (Zdunek a kol. 2014).

Braga (2017) vidi potencial uplatnéni koherencni zrnitosti zejména v komercnich
pfenosnych zafizenich na zéklad¢ dostupnych, ale dostate¢né robustnich lasert a kamer.
Tato zatizeni by mé&la najit praktické uplatnéni pfedevs§im v zeméd¢lstvi, k analyze plodt
a semen. Bylo jiz prokazano, Ze technické naroky koheren¢ni zrnitosti na kvalitu obrazu
a rychlost sniméni jsou v dnesni dobé dosahovany dokonce i chytrymi telefony (Catalano
a kol. 2019). Prestoze vsak kamery, lasery a pocitace vyuzivané v experimentalnich
konfiguracich zaznamenaly v poslednich letech zjevny technologicky pokrok, samotné
experimentalni konfigurace ke snimani koheren¢ni zrnitosti nebyly dosud uspokojive
popsany (Vieira a Braga 2020). S koheren¢ni zrnitosti navic souvisi faktor
neusporadaného pohybu fyzickych castic, ktery je obtizné¢ kvantifikovatelny
pro potencialni ptipravu kalibracnich modelt (Zdunek a kol. 2014). Hlavnim omezenim
pouzivani koherencni zrnitosti v praxi zlstava jeji technickd narocnost a jeji pouziti
je tedy dosud limitované na optické laboratote a védecké tcely.
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2.2 Pristupy k analyze aktivity vzorku pomoci jevu koherencni zrnitost

V odborné literatufe je v souCasné dob& popsano nékolik piistupi k analyze
biologického vzorku pomoci jevu koherencni zrnitost. SpoleCnym zékladem téchto
piistuptt je pofizeni série snimka struktury koherencni zrnitosti. Spravny vybér
specifického pfistupu k analyze jednotlivych dat je klicovy a vyznamné se odrazi

v Citelnosti zmén ve zmétenych datech.

2.2.1 Skalarni analyzy

Nejbeéznéjsimi metodami, vyuzivanymi piedev§im k popisu vzorkll prostorove
homogennich (naptiklad prace se zeméd€lskymi plody, Zivo€iSnymi a lidskymi tkanémi
nebo bakteriemi), jsou skalarni analyzy. V rdmci téchto piistupt je celd série snimkl
struktury koherencni zrnitosti popsana jedinou hodnotou, nesouci vyznam kvantifikatoru
biologickych zmén (Vieira a Braga 2020). Jednou z béZzn¢ vyuZivanych skalarnich analyz
je napiiklad vypocet skalarniho momentu setrva¢nosti (im) pomoci matice spoleéného

vyskytu COM (Arizaga a kol. 1999), podle vztahu

Prvnim krokem pii vypoctu skalarntho momentu setrvacnosti je vytvofeni takzvané
matice THSP (z angl. Time History Speckle Pattern, Braga a kol. 2017). Horizontalni
rozmér matice THSP tvofi potadi snimk struktury koheren¢ni zrnitosti v sérii a alesponl
jeden dal$i rozmér tvoii prostorové soutfadnice snimku struktury koherencni zrnitosti.
Casové Gspornéjsi zptisob vytvofeni THSP zahrnuje pfevedeni dat ze snimkd struktury
koheren¢ni zrnitosti na jeden rozmér. To mlze byt provedeno naptiklad vypoctem
prumeérné hodnoty nebo smérodatné odchylky z hodnot v kazdém tadku snimka struktury
koheren¢ni zrnitosti. Z matice THSP je dale vypoctena matice spolecného vyskytu COM
(z angl. co-occurence matrix). Matice COM je ¢tvercova matice, jejiz vyska (1) a potazmo
Sitka (J) jsou ureny poctem trovni signalu v matici THSP. Napiiklad v osmibitovém
systému sniméni s celkem 256 urovnémi Sedi na intervalu <0;255> tedy tvofi ¢tvercovou
matici COM 256 radkt a 256 sloupct, tedy | =J = 256. Hodnoty prvkl na pozicich ij
v matici COM (koeficienty COM;; v rovnici (1)) prezentuji informaci o tom, kolikrat se
ve dvou po sobé¢ jdoucich sloupcich matice troven signalu o hodnoté j zméni na uroven
signalu 0o hodnot¢ i. Na hlavni diagonale matice COM tak vystupuji situace,

kdy se struktura koheren¢ni zrnitosti (v ramci jakychkoli dvou sousednich snimka v sérii)
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v ¢ase neméni. V oblastech matice COM daleko od diagonaly (i << j, nebo j <<i) jsou
naopak zastoupeny situace, kdy ve struktuie koheren¢ni zrnitosti ze snimku na snimek
dochazi k vyraznym zméndm. Z rovnice (1) vyplyva, Ze skalarni moment setrvacnosti
nabyva nulové hodnoty prave tehdy, kdyz je struktura koherenc¢ni zrnitosti Gpln¢ staticka
(béhem celé série nemeénnd). V takovém pripad¢ totiz vSechny nenulové hodnoty matice
COM lezi na jeji hlavni diagonale, kde i = . Pokud je vSak koherenéni zrnitost dynamicka,
skaldrni moment setrvacnosti roste k vysokym kladnym hodnotam. Skalarni moment
setrvacnosti im reprezentuje miru rozprostieni hodnot matice spole¢ného vyskytu COM

kolem hlavni diagonaly.

2.2.2 Obrazové analyzy

K analyze aktivity prostorové nehomogennich vzorkd (napiiklad biologickych
tkani ¢i pletiv) slouzi obrazové analyzy (Vieira a Braga 2020). Na rozdil od skalarnich
analyz maji vysledky téchto ptistupi podobu matic. Vysledné matice je mozno zobrazit
jako obrazky s rliznymi urovnémi Sedi, nebo jako barevné obrazky. V ramci této prace
budeme vyuzivat prvni variantu zobrazeni vyslednych matic, pti¢emz nulovym hodnotam
prvkl matic bude pfifazena ¢erna a maximalnim hodnotam prvki matic (v nasem piipadé
konkrétné hodnotam 255) bude pfifazena bilé barva.

Mezi obrazové analyzy patii mimo jiné metoda Fujii (Fujii a kol. 1987), metoda
zobecnéného rozdilu GD (z angl. Generalized Difference, Arizaga a kol. 2002), nebo
tzv. kontrastova analyza koheren¢ni zrnitosti LASCA (z angl. Laser Speckle Contrast
Analysis, Briers a Webster 1996). Braga a kol. (2009) vyuzili vSechny tfi vySe zminéné
metody k monitorovani kotenovych pletiv. Costa a kol. (2017) pouzili k zjisténi obsahu
oleje v plodu palmy Acrocomia aculeata obrazovou analyzu AVD (z angl. Absolute
Value of Differences). Draijer a kol. (2009) pouzili metodu LASCA ke snimani
propustnosti tkani. V porovnani s jinymi metodami jako napiiklad LDPI (Laser Doppler
Perfusion Imaging, Svanberg a kol. 1997), které nebyly na bazi koheren¢ni zrnitosti, byla
vyhodou metody LASCA moZnost vyuziti kamer s nizkymi rychlostmi sniméni.
Kontrastova analyza se rovnéz prokazala jako jednoducha, rychla a levna metoda
k detekci poskozeni ovocnych plodi (Yan, 2017).

Predpokladejme, Ze hodnoty meéfeného jasu v jednotlivych pixelech snimki
struktury koherenéni zrnitosti udavaji cela ¢isla z intervalu <0, 255>. Pak symbol Iy,

pouzity spolecné v nize uvedenych vztazich, nese vyznam matice Cisel reprezentujici



vSechny pixely k-tého snimku struktury koheren¢ni zrnitosti, v sérii o celkovém poctu N
snimkl. Takto definované matice Ik popisujici celou analyzovanou sérii N snimku
struktury koheren¢ni zrnitosti mohou byt dosazeny do zcela obecnych fyzikalnich vztaht.

Naptiklad do vztahu pro aritmeticky pramér (tzv. metoda AVG):
1
AVG = S50, I, )

nebo do vztahu pro smérodatnou odchylku (tzv. metoda STD):

STD =[5\ (h - (). ©)

Dulezité je poznamenat, Ze aby bylo mozno operace provadét, vSechny matice, a tedy
I vSechny snimky struktury koheren¢ni zrnitosti z analyzované série, musi mit stejné
rozmery.

Sest z bézné vyuzivanych piistupti k analyze biologické aktivity Zivych vzorki
matematicky popsali Braga a kol. (2016b): (1) kontrastovou analyzu koherenc¢ni zrnitosti
LASCA, (2) zobecnény rozdil GD, (3) Fujiiho metodu, (4) moment setrvacnosti IM,
(5) absolutni hodnotu z rozdila AVD, (6) metodu MHI (Motion History Image), kterou

vyuzili napiiklad Ansari a kol. (2016b) k monitorovani ischémie mozkovych tepen u mysi.

2.2.2.1 Kontrastova analyza koherenéni zrnitosti (Laser Speckle Contrast Analysis)

Kontrastova analyza, popsédna vztahem

C=3 (@)

je podle Braga a kol. (2016a) prostym podilem mezi smérodatnou odchylkou (3)
a pramérem (2) ze série snimkil struktur koheren¢ni zrnitosti. Pro sérii snimku struktur
koherenc¢ni zrnitosti, v jejichZ horizontalnim sméru vystupuji pixely s poradovymi Cisly
x=11, 2, 3, ..., N] a vjejichz vertikalnim sméru vystupuji pixely s pofadovymi ¢isly
y=1[1,2,3, ..., N] jsou nejprve vypocteny vSechny hodnoty smérodatnych odchylek o, ,,
a pramért (1), 5, tj. napiiklad pro prvni pixel vlevo nahofe jsou ze vSech snimkii série
struktur koheren¢ni zrnitosti vypocteny hodnoty o;, a (I)1;, pro posledni pixel
ze snimkt vpravo dole dostavame oy v a (I)y y Vysledna matice o je tak tvofena prvky
{01,1 O'N’N} a vysledna matice (I) je tvofena prvky {11,1 ol N,N}. Prvky vysledné matice
C jsou dany operaci déleni mezi prvky vychozich matic o, (I) opét vzdy v jejich
odpovidajicich pozicich. Jestlize je koheren¢ni zrnitost staticka, smérodatné odchylky
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Oy y JSOU nulové a vysledny snimek C je tmavy. Rostouci mira dynamicnosti koherencni

zrnitosti posouva kontrast C smérem k vy$sim hodnotam.

2.2.2.2 Zobecnény rozdil (Generalized Difference)

Zobecnény rozdil popsany rovnici
_ k2
GD = ¥iZi XI5 e — Il ()

spo¢iva v kumulativnim souctu vSech kombinaci absolutnich rozdili mezi snimky
struktury koherencni zrnitosti v analyzované sérii, v jednom sméru (index reprezentujici
poradi snimku v sérii musi vzdy nabyvat u mensence niz§ich hodnot nez u mensitele).
Braga a kol. (2005) uvadi, Ze jestlize je aktivita biologického vzorku vysoka, vysledna
hodnota GD dosahuje vysokych hodnot (svétly obraz). Jestlize je naopak aktivita nizka,
odpovidajici vysledek analyzy obsahuje nizké hodnoty GD (tmavy obraz).

2.2.2.3 Fujiiho metoda (Fujii)

Fujitho metoda popsana vztahem

_ 200 opn—1 Mk—TIg4al
F T (-1 ARET () (6)

znamena pro kazdou sérii snimkl struktury koheren¢ni zrnitosti vypocet absolutnich
rozdilti mezi vS§emi po sobé nasledujicimi snimky |I — Iy, 1|, a d€leni vysledkd téchto

operaci prisluSnymi priméry w Vysledek ptedchozi operace je dale pfeveden
100

(N-1)'

do tvaru procent po vynasobeni vyrazem Cilem metody Fujii je tedy urcit, jak se

meéni absolutni rozdil po sobé jdoucich snimkt struktury koheren¢ni zrnitosti vici jejich

pramérné hodnot¢.

2.2.2.4 Absolutni hodnota z rozdilG (Absolute Value of Differences)
Analyza absolutni hodnotou z rozdilti, popsdna vztahem

1 —
AVD = —— 3321 T — T (7)

je prumérnou hodnotou z absolutnich hodnot rozdilti mezi vS§emi po sob¢ nasledujicimi
snimky struktury koheren¢ni zrnitosti v sérii. Hodnota AVD roste s rostouci rychlosti

zmeén ve vzorku.



2.2.2.5 Moment setrvacénosti (Inertia Moment)

Moment setrvacnosti, popsan vztahem
1 -
IM = —— ¥¥2 (I — D) (8)

je primérnou hodnotou z druhych mocnin rozdild mezi v§emi po sob& nasledujicimi
snimky struktury koherenc¢ni zrnitosti v sérii. Oproti pfistupu AVD se diky druhé
mocning ve vztahu zvySuje kontrast mezi oblastmi s vys$si aktivitou a oblastmi s nizsi
aktivitou. Pokud je aktivita biologické tkané nizka, zmény intenzity ve snimcich struktury
koherenc¢ni zrnitosti V zavislosti na ¢ase jsou pomalé, a hodnoty IM jsou nizké. Naopak,

pokud je aktivita vysoka, také hodnoty IM jsou vysoké (Braga a kol. 2005).

2.2.2.6 MHI (Motion History Image)

Motion History Image, popsan vztahy
MHI = 255 Zli\l=—02 TN—ihi (9)

N-1-i

LT N(-1)/2 (10)

1 pokud |Iyyx — Leyp—1| > U

= (Tay) Ty {O pokud |Leyx = Leyk-1| S U

(11)

nuluje veskeré rozdily mezi dvéma sousednimi snimky struktury koheren¢ni zrnitosti,
které neptesahuji zavedenou mez. Mez je definovana libovolné zvolenym koeficientem U.
Oblastem, ve kterych se tak nedéje, piislusi ve vysledné matici nulové hodnoty, coz
zajistuje podminka pro prvky T, matic Ty (indexy X, y udavaji horizontdlni a vertikalni
umisténi prvkd v maticich T a ve snimcich struktur koheren¢ni zrnitosti I, index k udava
potadova Cisla snimkuil v sérii). Vyznam koeficientu h;j spo¢iva v postupném pitifazovani
vys$siho vyznamu rozdilim mezi sousednimi snimky smérem od zacatku ke konci
analyzované série. V rovnici (9) pro i = N-2, dosazujeme T2, které obdrzime rozdilem
mezi prvnimi dvéma snimky l2 a l1 zrovnice (11). Pro i =0 dosazujeme Tn, které
dostaneme rozdilem mezi poslednimi dvéma snimky In & In-1. Na zacatku analyzované
série tedy index I dosahuje hodnoty i = N-2, a pro konec série plati i = 0. Z rovnice (10)
pro koeficient hi plyne rostouci vyznam strukturnich zmén vzorku smérem od zacatku

o vz o .. 2 ..
ke konci série. Na zacatku série pak hy_, = a na konci série hy = v Koeficient

N(N-1)

h, tak dosahuje N-1 -krat vyssi hodnoty nez koeficient hy_,. V analyze MHI se tedy



nejjasnéji zobrazuji zmény zaznamenané na konci pofizené série snimka struktury
koheren¢ni zrnitosti a metoda je proto s vyhodou vyuZzivéna také ke snimani strukturnich

zmén vzorku v realném c¢ase (Ansari a kol. 2016b).

2.3 Méreni biologickych materidli pomoci jevu koherenéni zrnitost

Pfedmétem akademické diskuze na téma koherencni zrnitost (KZ) v souvislosti
s biologickymi vzorky byly v poslednich letech pfedev§im ¢asové zmény ve struktuie
koherenc¢ni zrnitosti, ¢asto nevhodn€ obecné oznacované jako biologicka aktivita. Tento
nepiesny termin budeme nadale oznacovat zkratkou BA a uzivat pouze v ptipadé jeho
prevzeti z odbornych c¢lankl. Piestoze byly vyvinuty rtzné postupy kvantifikace
casovych zmén struktury KZ a bylo poukdzano na mnoho fyziologickych dé&ja, se kterymi
by tyto zmé&ny mohly souviset, nebyly doposud navrzeny algoritmy jejich vyhodnocovani,
které by umoznily rozlisit konkrétni biologické procesy (Rabal a Braga 2009) a tim
pfesné¢ zmény struktury KZ fyziologicky interpretovat. Neprobadand mezera v této
oblasti je zptisobena jejim interdisciplinarnim charakterem, kdy jsou méteni biologickych
vzorki pomoci jevu KZ ¢asto popisovana Cisté fyzikalné bez fyziologického potazmo
komplexné biofyzikdlniho pfistupu.

V kombinaci s biologickym materialem vyuzil koherenéni zrnitost jako prvni
N. Abramson (cit. v Briers 1975), ktery pozoroval zmény ve struktuie KZ pii osvétleni
jablka. Objevil tak neinvazivni a u¢innou alternativu k dive pouzivanym destruktivnim
(vyhodnoceni obsahu $krobu, vyhodnoceni obsahu rozpusténych latek, méfeni kyselosti,
méfeni tvrdosti plodu) a nedestruktivnim (VIS/NIR spektroskopie, spektroskopie
zpétného rozptylu, fluorescence chlorofylu) metodam vyhodnocovani faze zralosti ploda.
V nasledujicich letech se koheren¢ni zrnitosti v biologii dostavalo zna¢né akademické
pozornosti. Koherenéni zrnitost byla s tspéchem vyuzivana v celé fadé novych aplikaci.
Naptiklad k monitorovani pohybu krve v cévach (Fujii a kol. 1985, Asakura 1988, Ansari
a kol. 2015), ke sledovani gravitropie (Dyrseth 1996), ke stanoveni kli¢ivosti rostlinnych
semen (Braga a kol. 2003, Men a kol. 2015), khodnoceni kvality cel¢ ftady
potravinatskych a zemédé€lskych vyrobki (Rabelo a kol. 2005, Zdunek a Cybulska 2011,
Chargot a kol. 2012, Jamshidi a kol. 2017, Costa a kol. 2018 aj.), k ur¢eni propustnosti
zivoCiSnych tkani (Draijer a kol. 2009, Ansari a kol. 2016b, Ansari a kol. 2017),
k monitorovani o¢niho tfesu (Kenny a kol. 2013), k detekci rustu plisnovych kolonii

(Vincitorio a kol. 2013), ke sledovani poskozeni biologického materiadlu v disledku



stresovani chemickymi latkami (Thilakarathne a kol. 2014), k testovani u¢innosti 1ékt
na zakladé mobility parazitd v testovacim médiu (Ansari a kol. 2016a), k analyze obsahu
latek (napft. oleje, skrobu) v plodech a urceni idealni doby sklizn¢ (Costa a kol. 2017,
Nader a kol. 2019), k nepiimému zobrazovani samoopravnych procest v polymerech
(van der Kooij a kol. 2017), k pokusu o sestrojeni kvalitativni taxonomie listd rostlin
na zaklad¢ jejich vitality (Ansari a kol. 2018), ke zkoumani reakci hlistic na tepelny stres
(O’Callaghan a kol. 2018) a na stres chemikaliemi (O’Callaghan a kol. 2019), nebo
Vv neposledni fadé k neptimé detekci obsahu vody v semenech dieviny Moringa oleifera
(Silva a kol. 2020).

Pres vyse uvedené Siroké aplikace koheren¢ni zrnitosti v biologickém svéte, jeji
souvislost s fyziologickymi i biochemickymi jevy byla dosud popsana velmi neurcité
bez podpory odpovidajicich experimentii jinymi metodami. Oulamara a kol. (1989)
popisuji tzv. biologickou aktivitu (BA) rostlinnych material jako dusledek dvou
vnitrobunéénych pohybti: kontinudlniho pomalého pohybu chloroplasti a amyloplastii
V cytoplazmé a ndhodného rychlého pohybu minerdlti v bunéénych vakuolach. Tyto
pohyby zavisi na teploté, intenzit¢ dopadajiciho svétla a na okolnim elektrickém poli.
Rychlosti pohybii ¢astic dosahuji hodnot 1 - 1000 um-mint. Autofi nicméné nevyvinuli
metodu k separovani prispévku jednotlivych pohybi K celkové BA. Zhao a kol. (1997)
povazuji BA za prosttedek k detekci vitality a starnuti rostlin. Zdaraznuji piitom,
ze snimanou BA kriticky ovliviiuje misto, ve kterém je méteni provadéno. BA ma odrazet
metabolismus a prutoky Zivin ve vénach botanickych vzorkt, nicméné autofi pfiznavaji,
7e presna povaha tohoto vztahu je slozita a nepochopena. Zatimco v lidskych cévach se
castice pohybuji predevsim jednim smérem, u botanickych vzorkl na kazdém zvoleném
misté probiha pohyb v ndhodnych smérech a s velmi Sirokym rozsahem rychlosti. Braga
a kol. (2009) poukazuji na vztah BA Kk procestim jako bunéény rust, déleni bunék ale také
Kk vnitrobunéénym procesim jako napiiklad pohyby organel a cytoplasmy nebo
biochemické reakce. Kurenda a kol. (2010) tvrdi, ze BA méfena v jablku je ziejmé
diisledkem biochemickych metabolickych procest, zatimco fyzikalni jevy jako Browniv
pohyb nebo difize mohou byt detekovatelné pomoci KZ aZz pii teplotach nizsich
nez 10 °C. Zdunek a kol. (2014) konstatuji, ze BA koreluje s fyziologickymi zménami

béhem zrani a vyvoje rostlin a s defekty a nemocemi.



2.3.1 Koherencni zrnitost pfi méreni UcCinkd stresu, kolonizace, Ci k taxonomickému
zarazeni rostlin

Jedna z aplikaci koherencni zrnitosti v poslednich letech je hodnoceni vlivu
ruznych typt biotickych a abiotickych stresti na botanické vzorky.

Thilakarathne a kol. (2014) se zaméfuji na expozici japonské ryze cv. Koshihikari
troposférickému ozonu (O3). Nadmérna expozice ozénu vyvolava oxidativni poskozeni
listGi rostlin, nebot’ 0zén se v apoplastu rozpada za vzniku buitkam nebezpecnych
reaktivnich forem kysliku (superoxidovy radikal, peroxid vodiku, hydroxidovy radikal).
Autofi byli schopni ukézat souvislost mezi objemem o0zénu v prostiedi vzorku a zménami
ve struktufe koherenéni zrnitosti, které popsali smérodatnou odchylkou. U rostlin
vV prostiedi o koncentraci 0zénu 240 nl-1t nabyvaly ihned po expozici méfené smérodatné
odchylky nizsich hodnot, nez u vzork@i v prostiedi o koncentraci ozénu 120 nl-17, a také

vyrazné niz§ich hodnot nez u vzorkl bez expozice (Vviz obr. 1).
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Obr. 1 Expozice ryze cv. Koshihikari troposférickému ozoénu: vertikdlni osa predstavuje
pramérné smerodatné odchylky ve struktufe koheren¢ni zrnitosti, na horizontalni ose je Cas. Ryze
byla vystavena koncentraci ozonu 0 nl-1* (&erng), 120 nl-1* (zelen&) a 240 nl-1* (&ervené).
Béhem kazdého dne bylo pofizeno méifeni pied- (prvni sloupec), béhem- (druhy sloupec)
expozice ozonu a po- (tfeti sloupec) uvolnéni ozonu z prostiedi rostliny. Byla sledovana
schopnost vzorku regenerovat po opakovaném vystaveni pletiva ozénu béhem tii po sobé
nasledujicich dnd (modifikovano z Thilakarathne a kol. 2014).
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Tento trend vyuzili autofi k vyvozeni zavéru, ze smérodatné odchylky ze struktur
koheren¢ni zrnitosti odrazi miru vitality ryze Koshihikari. Z namétenych dat vyplynulo,
7e zatimco pfi expozici rostlin ozénu v koncentraci 120 nl-1? byly listy b&hem
nasledujicich dnfi schopny ¢asteéné regenerace, pii koncentraci ozonu 240 nl-I? byla jiz
poskozeni listd nevratna. Thilakarathne a kol. (2014) timto demonstruji potencial
koherenc¢ni zrnitosti pro uziti v zeméd¢lstvi za ticelem zvySeni kvality 1 kvantity vynost
zemé&délskych plodin.

Také Ansari a kol. (2018) vyuzili koheren¢ni zrnitost jako nastroj k hodnoceni
vitality listl s cilem rozliSit zdravé oblasti listovych pletiv od oblasti nakazenych infekci.
Listy n€kterych bylin jsou v 1ékafstvi uplatinovany k 1é¢bé chorob, nicméné kontaminace
listd viry nebo mikroorganismy (plisné, bakterie) snizuji jejich kvalitu a mohou vést
dokonce k neblahym t¢inkiim na lidské télo. Ansari a kol. (2018) oddé¢lili listy dvou
riznych rostlin (Plumeria rubra a Epipremnum aureum) od matetské rostliny a snimali
je kamerou. Jako ukazatele vitality vzorki pouzili diive popsané obrazové analyzy Fujii,
LASCA a GD (viz kapitola 2.2) a numericky index im. Ansari a kol. (2018) byli nicméné
schopni s vyuzitim diive zminénych obrazovych analyz spolehlivé mapovat infekce
v listech Epipremnum aureum (viz obr.2). Mista napadena mikroorganismy se
ve vysledcich LASCA, GD i1 Fujii projevovala jako zfetelné skvrny, snadno rozliSitelné

od okolniho pletiva.
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Obr. 2 Mapy struktury KZ v listu Epipremnum aureum: (A) fotografie listu s vyznacenim
zdravych a infikovanych (kolonizovanych) ploch, (B) obrazova analyza LASCA, (C) obrazova
analyza Fujii, (D) obrazova analyza GD. Barevna stupnice odrazi hodnoty BA. Modra barva
odrazi nizkou troven pohybu v pletivu, ¢ervena barva predstavuje vysokou troven pohybu
v pletivu (modifikovano z Ansari a kol. 2018).

Navic, pro oddélené listy riznych druhti rostlin byly naméteny riizné hodnoty indexu im,
coz autoii vnimaji jako voditko pro moznost sestaveni kvalitativni taxonomie listl
na zaklad¢ jejich charakteristickych hodnot im. Také bylo zjisténo, ze po oddéleni listu
od rostliny probiha v listech fada fyziologickych d&ju, které bezpochyby maji vliv také
na snimanou strukturu koheren¢ni zrnitosti (viz kapitola 2.3). Dale jsou znamy zavislosti
kinetiky zmén ve struktufe koheren¢ni zrnitosti na teploté (Kurenda a kol. 2010) a vinové
délce osvétleni (Briers 1975). Zhstava tak otazkou, do jaké miry miize mit na méfeny
index im vliv nejen druhové zafazeni snimaného listu, ale vySe zminéné faktory.
Pro taxonomické ucely by proto bylo nutné méfit KZ na neoddélenych listech
a za naprosto stejnych experimentalnich podminek.

Koheren¢ni zrnitost ptfedstavuje diilezity ndstroj pro vizualizaci a pochopeni
slozitych interakci v mikrobiomu. Napiiklad D’Jonsiles a kol. (2020) se soustiedili
na ovlivnéni vitality rostlin endofyty (bakterie, sinice, houby). Porovnavali pfitom

strukturu KZ listd rostlin kolonizovanych endofyty se strukturou KZ listti bez endofyti.
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Ke kvantifikaci KZ vyuzili autofi modifikovanou metodu GD. Pro pfipravu vzorka
bez endofytl byl vyuzit prihledny octan, ktery zabranuje kolonizaci (listova kolonizace
endofyty je pfirozeny proces). Vysledkem opakovaného monitorovani KZ pro oba typy
listli byla obecné rozsahlej$i zména struktury KZ na listech s endofyty (viz obr. 3). Autofi
proto tvrdi, Ze existuje jasny vztah mezi endofytickou kolonizaci listii a zménou struktury
KZ. U kolonizovanych i nekolonizovanych dievin Jaropha curcas se stejnymi
podminkami péstovani byly pozd¢&ji navic statisticky prokazany rozdily z hlediska
nekterych parametri biomasy (hmotnost suSiny, obsah a transport vody) a nckterych
parametru rustu (délka kofentl) ve prospéch kolonizovanych rostlin. Potvrdil se tedy jiz
diive vysloveny zavér o tom, Ze kolonizace rostlin endofyty ma kladny vliv na jejich

vitalitu (Arnold a kol. 2003).
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Obr. 3 Struktura KZ listii bez endofytl (A, B) a listd kolonizovanych endofyty (C, D) obdrzena
pomoci modifikované obrazové analyzy GD (modifikovano z D’Jonsiles a kol. 2020). Modra
barva odrazi nizkou troven pohybu v pletivu, Cervena barva predstavuje vysokou troven pohybu
v pletivu.
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2.3.2 Stres rostlin a pohyby chloroplastt

Védomi si vyznamného vlivu pohybu chloroplastii na propustnost listii, rozhodli
jsme se prvotné zabyvat efektem pohybu chloroplasti na pozorovanou strukturu KZ.
Povazujeme proto za dulezit¢ zde strucné popsat uspoiadani a pohyby chloroplastii

V rostlinné bunce.

2.3.2.1 Usporadani chloroplast( v rostlinné burice

Prvnim, kdo systematicky popsal uspoifadani chloroplasti v rostlinné butice, byl
Gustav Senn (1908). Senn provedl experimenty méfeni indexu lomu a relativni tloustky
bunécné stény, jejichz zavérem se stal piesny popis prostupu svétla zivymi rostlinnymi
buikami. DoSel tak k zavéru, ze rozdéleni a orientace chloroplasti jsou dany
intracelularni distribuci svétla.

Jako prvni klasifikoval Senn (1908) akumulaci chloroplastii v riznych rostlinnych
druzich (Mougeotia, Vaucheria, Chromulina, Elemosphaera, Funaria, Rhodophyta,
Phaeophyta). Poté navic sestrojil dalsi klasifikaci, ve které rozd¢lil orientace chloroplasti
mechd, kapradin, jatrovek a fas z hlediska fyzikalnich charakteristik dopadajiciho svétla
(intenzity, vlnové délky, intraceluldrni distribuce svétla). Pojmenoval tak celkem deset
riznych orientaci a lokalizaci chloroplastti v burice. Orientace plochy chloroplastit kolmo
k dopadajicimu svétlu nese nazev ¢elni pozice (angl. ,,Face position®) a orientace plochy
chloroplastti rovnobézné se svétlem je bocni pozice (angl. ,,Profile position®, viz obr. 4).
Celni pozice chloroplastll Ize obecné pozorovat ve tmé, ale také pii ozafeni Servenym
svétlem libovolné intenzity. Pohyb chloroplastii do boéni pozice je u vyssich rostlin
indukovan vyhradné modrym svétlem, pouze u né¢kterych nizsich rostlin (Physcomitrella
patens, Adiantum capillus) byl objeven také vliv ¢erveného svétla. (Kong a kol. 2012,
Kong a Wada 2014). Trojan a Gabrys (1996) uvadi, Ze také pulzni osvétleni modrym
svétlem vyvolava odpovéd’, béhem které se chloroplasty piesunou z uspofadani v ¢elni
pozici do uspofadani v boéni pozici. Davodem pohybu chloroplastd je podle
Kasahara a kol. (2004) regulace vyuziti svétla v listu a ochrana fotosyntetického aparatu
pted fotoinhibici. Bylo prokézano, ze mutanti s defektem pohybu chloroplasti jsou
nachylnéjsi k svételnému poskozeni fotosystému II.

Senn lokalizace chloroplasti shrnul nasledovné (viz obr. 4): (1) Epistrophe — pti
osvétleni stiedni a nizké intenzity se chloroplasty shromazduji u periklindlnich stén.

(2) Apostrophe — chloroplasty se akumuluji pfi tlumeném osvétleni nebo ve tmé
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na vnitifnim povrchu antiklinalnich bunéénych stén. (3) Systrophe — chloroplasty
pii silném osvétleni obklopuji bunééné jadro (Casto pozorovano u leukoplastt rozsivek).
(4) Peristrophe — pii tlumeném osvétleni nebo ve tmé jsou chloroplasty pravidelné
rozlozeny v celé kortikalni cytoplazmatické vrstvé. (5) Antistrophe — vSechny nebo
vétsSina chloroplastti se shromazd’uji v kortikalni cytoplazmatické vrstvé nejblize k mistu
zdroje ozateni. Casto pozorovano u houbovitého parenchymu, jestlize palisadovy
parenchym uz zna¢né tlumi dopadajici svétlo. (6) Diastrophe — chloroplasty se akumuluji
na stranach blizké a vzdalené¢ od zdroje svétla. Pozorovano casto v epidermalnich
listovych bunkach plovoucich vodnich rostlin. (7) Parastrophe — pod silnym osvétlenim
unikaji chloroplasty z hornich a dolnich periklindlnich stén a migruji smérem do zastinéné
oblasti antiklinalnich stén. (8) Escharostrophe — chloroplasty se hromadi na stran¢ nejdale
od zdroje ozafeni. Pozorovano u bunék jeskynniho mechu Schistostega. Chloroplasty
VvV tomto uspotadani dobie odrazeji dopadajici zafeni a ozatfuji pozorovatele jiskiivym
svétlem stejné barvy, jako ma chloroplast. U mechu Schistostega je to zelena barva,

napiiklad u fasy Chromulina maji chloroplasty Zlutou barvu.
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Obr. 4 Ptehled lokalizaci chloroplastii v rostlinnych buiikdch. Schémata orientaci chloroplastii
jsou zobrazena v pravych ¢astech prislusnych boxi (pfevzato z Kataoka 2014).

Kataoka (2014) dale uvadi, Ze dany typ bunky je obecné schopen pfijmout pouze dvé

nebo tfi z vySe uvedenych uspotadani chloroplastii. Konkrétni usporadani, které buiky

vyuzivaji, zavisi na svételnych podminkach prostiedi, ve kterém se organismus nachazi.
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2.3.2.2 Mechanismus pohybu chloroplastl

Chloroplasty jsou jedine¢nymi organelami v rostlinnych buiikach, které mnohdy
reaguji na vn¢js$i vlivy prostiedi zménou svého intracelularniho umisténi. Spravna
umisténi a pohyby chloroplasti jsou nezbytné pro spravny rust a Vvyvoj rostlin
(Suetsugu a Wada 2008). Piemisténi chloroplastti na konkrétni pozice v bufice zavisi
krom¢ jiného na samotném bunééném prostiedi, pfedevSim na poctu a velikosti
chloroplasti v bunice (Senn 1908, Zurzycki 1980). Rozsahlé pokroky ve vyzkumu
v poslednich letech umoznily identifikovat a charakterizovat nové komponenty ovladajici
pohyb chloroplastti, véetné receptori modrého svétla, fototropinti a proteinu CHUP1
vazajiciho aktin a spojeného s pohyby chloroplasti (Kong a Wada 2014).

Za nejbéznéjsi vnéjsi podnét pro pohyby chloroplastii je povaZzovana intenzita
osvétleni. Pohyb chloroplasti vyvolany svétlem se vyskytuje obecné od fas po semenné
rostliny (Haupt 1999). U nékterych tas jako naptiklad Mougeotia scalaris a Mesotaenium
caldariorum, jejichz bunky jsou typické jedinym plochym chloroplastem, dochazi podle
intenzity osvétleni k rotovani chloroplastu. Celni plocha strana chloroplastu se pfitom
orientuje smérem ke svétlu nizké intenzity, zatimco boc¢ni strana chloroplastu s mnohem
mensim povrchem se orientuje smérem ke svétlu vysoké intenzity. U rostlin, jejichz
bunky obsahuji vice chloroplastti mensich rozméra, dochézi typicky ke shromazd’ovani
chloroplastti v n¢které casti bunky. Pro maximalizaci zachyceni svétla vyuzivan¢ho
ve fotosyntéze se chloroplasty na slabém svétle pohybuji smérem ke zdroji svétla, coz ma
za nasledek jejich akumulaci podél periklinalni stény. V rdmci ochrany pied poskozenim
vysoce intenzivnim zafenim se chloroplasty naopak hromadi podél antiklinalnich
bunéénych stén. Ve tmé se umisténi chloroplastii u riiznych rostlinnych druhi 1isi.

U modelové rostliny Arabidopsis thaliana se vétsina chloroplastii ve tm¢ nachazi
pfi periklinalni sténg, ale napfiklad v bunkach kapradiny Adiantum capillus-veneris jsou
chloroplasty ve tmé rozmistény nahodné (Sato a kol. 1999).

Senn ukézal, Ze pohyb chloroplastii neni zpiisoben pohyby jadra a cytoplazmy,
ale je dusledkem aktivnich mechanismt. Za pohyby chloroplasti rostlin jsou odpoveédné
tzv. fototropiny (Kong a kol. 2012). Fototropiny jsou Ser/Thr proteinové kinazy (Briggs
a Christie 2002; Nakasako a kol. 2008) reagujici na modrou a UVA oblast svételného
spektra (Banerjee a Batschauer 2005). Skladaji se ze dvou prostetickych molekul FMN
a 900-1000 zbytki aminokyselin (Briggs a Christie 2002; Nakasako a kol. 2008).
Ve vyssich rostlinach byly objeveny dva druhy fototropint (viz obr. 5): fototropin 1
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(phot 1) a fototropin 2 (phot 2). Oba hraji roli pii regulacich pohybt chloroplasti. Photl
aktivuje akumulaéni pohyb chloroplasti pfi modrém svétle nizké intenzity
(2 pmol'm™-s?), zatimco phot2 aktivuje unikové pohyby chloroplastli vyvolané
intenzivnim modrym svétlem (40 umol-m2-s, Sakai a kol. 2001). Vé&tsina fototropint je
Vv rostlinné bunce lokalizovana podél plazmatické membrany, bylo vSak zjisténo, ze
pii konkrétnich reakcich na svétlo mize dochazet k jejich presunu bud’ do cytoplazmy,
anebo do blizkosti Golgiho aparatu (Kong a Wada 2014). Primérni roli ve funkci
fototropind hraji jejich domény LOV (LOV1, LOV2, z angl. light oxygen and voltage).
Ty vytvareji vazebné misto pro nekovalentni vazbu FMN 15 chromofort, které zajistuji
jejich  fotochemickou aktivitu. Signal z aktivovanych LOV2 domén je dale
intramolekularné ptenasen na C-kindzovou doménu a na dal$i komponenty fototropinové
drahy, regulujici mimo jiné relokace aktinovych vlaken, avsak jejich ptesna biochemicka

funkce dosud nebyla pln€ objasnéna (Crosson a Moffat 2001; Nakasako a kol. 2008).

C-kinazova
LOV1 LOV2 doména

Arabidopsis phot1 | 1 [T T |
C-kinazova
LOV1 LOV2 doména
Arabidopsis phot2 I I [ | |

100 AMK

Obr. 5 Schéma struktury fototropini (photl a phot2) modelové rostliny Arabidopsis thaliana.
MeéFitko udava délku fetézce ze sta aminokyselin (modifikovano z Briggs a Christie 2002).

Dulezitou roli v zajistovani pohybt chloroplastii v buinice, potazmo ve fixovani
jejich polohy, hraji specifickd tzv. cp-aktinova vlakna, ktera se od aktinovych vlaken
pfitomnych v cytoplazmé 1i§i tvarem, délkou a regulatnimi mechanismy
(Kadota a kol. 2009; Kong a Wada 2014). Pozice cp-aktinovych vlaken vuaéi vn&jsi
membrané chloroplastu obecné uruje smér, kterym se chloroplasty budou pohybovat.
Vlivem ozéafeni intenzivhim modrym svétlem se cp-aktinova vldkna rychle
depolymerizuji a akumuluji se na neozéafené strané chloroplastu, coz ma za nésledek
unikovy pohyb chloroplasti. Naopak ozatfeni modrym svétlem nizké intenzity zpisobuje
akumulaci cp-aktinovych vlaken na strané piilehlé ke svétlu. Rychlost pieskupovani
cp-aktinovych vlaken zavisi na intenzité ozatreni. (Kong a kol. 2013). U nekterych nizsich
rostlin (napt. mech Physcomitrella patens), vsak byly pozorovany také pohyby
chloroplastii podél mikrotubulid (Sato a kol. 2003).
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2.3.2.3 Pohyby chloroplastl a vliv teploty

Pohyby chloroplasti byly studovany u mnoha rostlin, zejména Vv souvislosti
se svételnymi signaly. Chloroplasty jsou vSak vysoce citlivé také na tepelny stres, ktery
ovlivituje rizné fotosyntetické procesy vcetné biosyntézy chlorofylu, fotochemickych
reakci, transportu elektront a asimilace CO> (Hu a kol. 2020). Teplota je proto zasadnim
faktorem pro vyvoj a funkéni vykon fotosyntetického aparatu rostlin (Ivanov a kol. 2017).
Dopady teploty prostiedi na pohyby chloroplasti studovali  naptiklad
Walczak a Gabrys (1980), ktefi zjistili, Ze pfemistovani chloroplasta v listech vodénky
Tradescentia azb¢hovce Ajuga bylo zménami teploty prostfedi silné ovlivnéno.
Piinizsich teplotaich (5 °C) se obecné zvySovala citlivost chloroplasti na svétlo
V porovnani s vys§imi teplotami (20 °C), ve kterych byly reakce chloroplasti méné
vyrazné. K podobnym zavérim dosli také Frolec a kol. (2010), ktefi zkoumali vliv
teplotniho stresu na pohyby chloroplastt v listech tabaku Nicotiana tabacum (L.)
cv. Samsun pomoci méfeni kolimované transmitance. Pohyby chloroplasti byly
monitorovany v segmentech listd, ve kterych byl pfedem skokové nebo postupné
aplikovén stres zahtatim na rizné koncové teploty (25 - 45 °C) a zchlazeni zpé€t na teplotu
mistnosti. Pro zahfivani na teploty od 40 °C dochazelo dokonce k vyraznym inhibicim
pohybi chloroplasti. Kodama a kol. (2008) ukazali, Ze chloroplasty kapradiny Adiantum
capillus-veneris reaguji na rizné teploty prostfedi riznym zptisobem uspoiadani. Zatimco
za nizkych teplot (4 °C) se chloroplasty shromazd'uji u bunécnych stén rovnobéznych se
smérem svételného zafeni, pii vysSich teplotach (25 °C) zaujimaji naopak uspotradani
podél bunéénych stén kolmych k dopadajicimu svazku. Holzinger a kol. (2007) vyuzili
teplotni komoru se zabudovanym svételnym mikroskopem k postupnému zahtivani listl
modelové rostliny Arabidopsis thaliana a sou¢asnému zkoumani zmén v mikroskopické
struktufe plastidi. Bylo zji§téno, Ze pfi teplotich nad 35 °C dochazi u chloroplasti
Arabidopsis thaliana Kk tvorbé dynamickych tubularnich struktur na povrchu vné&jsi
membrany chloroplasti znamych jako tzv. stromuly.

Je znamo, Ze po lokalnim stresu rostlin popalenim miZze byt zachycena zména
nekterych fyziologickych parametra (elektricky povrchovy potencidl, mira transpirace,
rychlost fotosyntézy, stomatalni vodivost) i ve vzdaleném listu (Hlavackova a kol. 2006),
¢i v nestresovanych oblastech stejného listu. Jiz Augustynowicz a kol. (2001) vsak
vyvolali pohyb chloroplasti v izolovanych protoplastech tabaku pouze svétlem. Byly tak

implicitné vylouceny potencialni signdlni drahy, které¢ by mohly plosné¢ regulovat pohyby

19



chloroplastii na vyS§i nez lokalni urovni. To potvrdila pozdé€ji také méfeni
Naus a kol. (2008), kteti nezaznamenali zadné systémové odezvy v pohybech
chloroplastti jako reakci na lokalni popaleni tabaku Nicotiana tabacum (L.) cv. Samsun.
Zustava tak aktualni hypotéza uvedena v Tlalka a kol. (1999), Ze kazda buiika nejspiSe

obsahuje vlastni signaliza¢ni systém podilejici se na pohybu chloroplasti.

2.3.2.4 Dalsi faktory ovlivriujici pohyby chloroplasti

Mimo intenzitu osvétleni a zmény teploty byla nicméné v minulych letech
pozorovana také celd fada jinych vné&jSich faktord prostredi, stimulujicich pfemist'ovani
chloroplasti. Kupiikladu se jedna o mechanicky impuls (Sato a kol. 1999,
Sato a kol. 2003), ponofeni (Mommer a kol. 2005), vodni stres (Kondo a kol. 2004),
chemikalie  (Tazawa a kol. 1991),  bakteridlni  elicitory  (Boccara a kol. 2007).
Charakteristickd umisténi chloroplast v riznych organismech, jako napiiklad mech
Funaria hygrometrica, rozsivka Striatella unipunctata, okiehek Lemna trisulca a fazol
Phaseolus vulgaris ukazal jiz Senn (1908).

Reakce na mechanicky impuls je u rlznych druhd rostlin riznd. Jeji podstatu
u konkrétnich modelovych rostlin ukazal Sato a kol. (1999). Dotyk rostlinné burky
mikrokapilarou aktivuje regulaéni reakci, kterd zahrnuje charakteristické pohyby
chloroplastii. Zatimco napiiklad u kapradiny Adiantum capillus-veneris tato reakce
znamena ptesun chloroplastii smérem od mista dotyku, naptiklad u mechu Physcomitrella
patens se naopak chloroplasty akumuluji v blizkosti dotené oblasti. Bylo zjisténo, Ze tyto
navzajem protichudné reakce maji pravdépodobné rtiznou regulaci (Sato a kol. 2003).
Zatimco chloroplasty Adiantum capillus-veneris se pii odpovédi na mechanicky stres
pohybuji pouze podél aktinovych vldken a jejich pohyb je pfitom pomalejsi
(cca 0,5 um'mint), chloroplasty Physcomitrella patens se nasledkem mechanického
impulsu pohybuji podél mikrotubuléi a jejich pohyb je rychlejsi (cca 2,5 pm-min™).
Oba typy reakce nastavaji ptiblizné do 30 min po mechanickém impulsu. Bylo ukazano,
7ze ptiodpovédi na mechanické stresovani rostlinnych bunék roste koncentrace
vapenatych iontl v cytosolu. Sato a kol. (2003) tvrdi, Ze koncentrace externiho Ca?* je
hlavnim determinantem mechanoregulace chloroplastii. Zatimco u pohybt chloroplasti
vyvolanych svétlem zaujimaji chloroplasty zjevné polohu optimalni pro fotosyntézu,
divody pro konkrétni regulacni zmény v souvislosti s mechanickymi stimuly jsou dosud

neznamé.
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Pohyb chloroplastt jako reakce rostlin na umisténi do neptirozenych podminek lze
pozorovat také pii ponofeni rostlin do vody. Mommer a kol. (2005) ukazali, ze
chloroplasty suchozemskych rostlin se ve vodé¢ akumuluji podél antiklinalnich stén. Tento
jev je v pfimém kontrastu s chovanim vodnich rostlin, jejichz chloroplasty se pod vodou
naopak akumuluji u periklindlni bunécné stény. Diuvodem je podle autorii rozdilny
prostup CO. Zatimco pro suchozemskeé rostliny je typicky prichod CO2 mezibunécnymi
prostory k chloroplastu, ve vodnich listech naopak COz typicky difunduje pres kutikulu
a pokozku. Umisténi chloroplastl je tedy nejspisSe ovlivnéno i dostupnosti COo.

Vodni stres je jednim z faktord, které zesiluji poskozeni rostlin vlivem intenzivniho
osvétleni. Kondo a kol. (2004) ukazali, ze vV listech vysuSenych rostlin dochazi
k akumulaci chloroplasti do klastru, jejichz umisténi a pocet se v riznych rostlinnych
druzich miZze lisit. Opakované bylo pozorovdno umisténi bunéénych jader uvnitf
vzniklych chloroplastovych klastri a zdroven také umisténi mitochondrii vné klastra.
Je zndmo, ze shlukovani chloroplastii mé vliv na zménu optickych vlastnosti rostlinné
buiikky, jako jsou absorptance, odrazivost a propustnost. Podrobnéjsi odbornou

interpretaci vysledkl vSak autofi bohuzel neuvadi.

2.3.2.5 Princip méreni pohybu chloroplast(

Pfi osvétleni pletiva listu kolmo k jeho povrchu se méni celkova propustnost svétla
listem v zavislosti na okamzitém uspofadani chloroplastd v bunkach listu. Z vyse
uvedeného popisu moznych uspotfadani chloroplastl je zfejmé, Ze v celnim uspotradani
(viz obr. 6 vlevo nahoie) chloroplasty stoji v cesté mnohem vétsi ¢asti dopadajicich
paprskl, nez v bo¢ni pozici (viz obr. 6 vpravo nahoie), kdy ¢ast svételnych paprskil
prochazi buiikou mimo chloroplasty. Méfenim zmén v propustnosti (transmitanci)
listového pletiva lze tedy v realném ¢ase nepiimo detekovat pohyby chloroplastt z ¢elni
pozice do bocni pozice a naopak. Relativni zmény v propustnosti rostlinné tkané jsou
vyrazné v modré oblasti spektra, pii vinové délce 436 nm (Naus a kol. 2010,
Frolec a kol. 2010).
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Obr. 6 Souvislost uspofadani chloroplastti v bufikich a kiivek spektralni propustnosti.
Na obrazku vlevo nahofe je schéma uspoiadani chloroplastli (zelené Etverecky) v tzv. Celni
pozici, vpravo nahoie V tzv. bo¢ni pozici. Modré Sipky znaci kolmy dopad svétla na méteny
vzorek. Na obrazku dole jsou vyobrazeny kiivky spektralni propustnosti, jejichz zavislost
na usporadani chloroplasti béhem méfeni je naznacena Cernymi Sipkami. (modifikovano
z PEMFR 2016).

V souvislosti s méfenim propustnosti svétla rostlinnou tkani jsou rozliSeny
kolimovana a difuzni transmitance (viz obr. 7). Zatimco kolimovana transmitance byva
detekovana pomoci spektralniho radiometru pouze ve sméru osvétleni pod méfenym
listem a detekovana je tedy pouze ¢ast pro§lého zateni, difuzni transmitance je detekovana
pomoci tzv. integracni koule, specialné technicky uzplsobené k zachytu svétla v celém
poloprostoru za listem. Méfena kolimovand transmitance zavisi na geometrickych
parametrech usporadani aparatury (vzdalenost svétlovodu od listu, primér svétlovodu,

pramér svételného svazku).
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Obr. 7 Schéma méficich aparatur pro sniméani difuzni (vlevo) a kolimované (vpravo)
transmitance (modifikovano z PEMFR 2016).
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3. CIL PRACE

Zpracovani reSerSe na dané téma, tj. koheren¢ni zrnitost v biologii, pohyb chloroplastt.
Mg¢feni ¢asového vyvoje strukturnich zmén v intaktnim listu rostliny rajéete pomoci jevu
koheren¢ni zrnitost vzniklého po prichodu svételného svazku timto listem.

Sledovani strukturnich a optickych zmén v listu v souvislosti s pohyby chloroplasti.
Korelace propustnosti listii se zménou struktury koherencni zrnitosti.

Vyhodnoceni propustnosti listu pomoci piistroji ThorLabs PM400 vybavenym c¢idlem
vykonu S130C a SpectraPen SP-100 a vyhodnoceni strukturnich zmén v listu pomoci
obrazové metody AVG béhem pohybu chloroplasti.

Pozorovani zmén struktury koherenéni zrnitosti v listu rostliny rajcete pted a po vystaveni
Spicky méfeného listu vysoké teploté.

Vyhodnoceni strukturnich zmén v listu po lokalnim vystaveni vysoké teploté pomoci
vybranych obrazovych metod a vzajemné srovnani vysledki ziskanych dvéma zvolenymi

metodami v definovanych oblastech zajmu na listu.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Rostlinny material

Rostliny rajcete Lycopersicon esculentum Mill. cv. Moneymaker (viz obr. 8) byly
vypéstovany ve fytokomote Percival typu AR 100L3, USA. Fytokomora, nachazejici
se na Katedfe biofyziky UP, méla nastaveny denni a nocni reZim. Kvantovéa ozafenost

ve vyice rostlin pii dennim reZimu ¢&inila 100 pmol-m™2-s™

, Vno¢nim rezimu byla
ve fytokomote tma. Denni rezim fytokomory probihal v kazdém dni po dobu 16 hod,
mezi 6:00 a 22:00, no¢ni rezim probihal v ¢asech 22:00 — 6:00. Béhem denniho i no¢niho
rezimu byla ve fytokomote teplota 21 °C a relativni vlhkost vzduchu 60 %. Protoze naSe
méfeni byla ¢asové naroc¢na, bylo nutné provést hned 7 vysevill rostlin. Prvni vysev
probéhl 14. 10. 2019, druhy vysev 20. 4. 2020, tieti vysev 6.8.2020, ctvrty vysev
21.9. 2020, paty vysev 18. 12. 2020, Sesty vysev 5. 1. 2021 a sedmy vysev 21. 9. 2021.
Zatimco prvnich pét vysevil slouZilo na testovani funk¢nosti sestavené méftici aparatury
pro ostré experimenty ve Spole¢né laboratoii optiky UP a FZU AV CR a pilotni méfent,

méfeni s rostlinami z poslednich dvou vysevu jiz byla reprezentativni a jsou uvedena

Vv diplomové praci.

Obr. 8 Fotografie vypéstované rostliny rajéete Lycopersicon esculentum piipravené
k naslednému méfeni. Uvedeno méfitko.
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Substrat byl sterilizovan pfti teploté 70 °C po dobu 45 min. Pied samotnym vysetim semen
byl nejprve zchlazen a zvlh¢en. Pii kazdém vysevu bylo do piipraveného substratu vyseto
15 — 30 semen rajcete. Béhem ristu byly rostliny dvakrat do tydne zalévany a jedenkrat
tydné hnojeny hnojivem Kristalon Start (Agro CS a.s., Rikov, Ceska republika).
V ostrych experimentech jsme pouzivali pfiblizné 6 tydna staré rostliny rajéete s plné

vyvinutymi zdravymi listy. Pouzité rostliny byly vysoké ptiblizné¢ 20 — 25 cm.

4.2 Postup meéreni a vyhodnoceni dat

Pti méfeni je nezadouci predevs§im jakékoli vystaveni méfené rostliny parazitnimu
svétlu, nebot’ tak mize dojit ke zkresleni namétenych dat. Také je nezddouci jakykoli
pohyb méfeného vzorku v pribéhu méfeni (v fadech um). Tomu bylo zamezeno jak
uchycenim rostliny do jiz dfive navrzeného fixujiciho systému na antivibra¢nim stole
(Pechnik 2019), tak krytim méfici aparatury ochrannym obalem z mohutné folie, ktery

zabranoval rozpohybovani méfené¢ho vzorku disledkem proudéni vzduchu v laboratofi.

4.2.1 Pilotni experiment

V ramci ptipravy ostrych experimentll byla nejprve provedena pilotni méfeni,
ve kterych byly monitorovany piechody chloroplasti mezi jejich dvéma krajnimi
pozicemi. Pohyby chloroplastli byly vyhodnocovany na zadklad€ méfeni propustnosti listl
pro svétlo 0 vlnové délce A =436 nm. Ugelem méfeni bylo posoudit Easovy horizont,
ve kterém se d4 ocekdvat plny presun chloroplastli mezi obéma krajnimi pozicemi.
Béhem méteni o celkové délce 130 min byly nejprve intaktni listy po dobu 60 min
vystaveny pisobeni modrého svétla 0 intenzité 123 pmol-m-s™! a nasledné byly po dobu
70 min umistény do tmy. Po uplynuti kazdych deseti minut méfeni byl list kratkodobé
(do 10's) ozafen modrym svétlem o intenzité 340 pmol-m2-s? a byla zaznamenana
hodnota okamzité intenzity svétla pii vlnové délce 1 =436 nm proslého listem
v kolimovaném sméru (k detekci byl pouzit pfistroj SpectraPen SP-100). Hodnoty
propustnosti byly dale vycisleny jako podily naméfenych okamzitych intenzit svétla

proslého listem hodnotou intenzity svétla zmefené v nepiitomnosti listu.
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4.2.1.1 Aparatura pro pilotni experiment

Pilotni experiment byl realizovan v laboratofi Katedry biofyziky UP. K jeho
realizaci byla vyuzita méfici sestava sloZena ze zdroje svétla Zeiss KL 2500 LCD (Carl
Zeiss s. 1. 0., Praha, Ceska republika), jehoZ studené svétlo bylo pfivedeno svétlovodem
nad vzorek. Mezi vyvod svétlovodu a vzorek byl dale umistén modry filtr a opticka
soustava pro kolimaci svételného svazku ze svétlovodu tvofena dvéma spojnymi cockami.
Takto privedené kolimované zafeni dopadalo na vzorek v kolmém sméru. V poloprostoru
zavzorkem byla v kolmém sméru detekovana kolimovana transmitance piistrojem

SpectraPen SP-100. Schéma je uvedeno nize (viz obr. 9).

A

Zeiss KL 2500 LCD

Svétlovod
Zdroj svétla Zeiss
$cm KL 2500 LCD |
—— SPOjn3 ¢otka
5cm
s Modry filtr
3,5e¢m
Spojna éocka
10,5 cm
Vzorek
——_
L3cm

SpectraPen SP-100

Obr. 9 Schéma méfici aparatury pro pilotni experiment (A), fotografie méfici aparatury
pro pilotni experiment (B). A: Osa udava vzdalenosti mezi jednotlivymi prvky aparatury.
B: Zateni ze zdroje (Zeiss KL 2500 LCD) je vyvedeno svétlovodem nad vzorek. Paprsky zafeni
dale prochazi soustavou dvou kolimacnich ¢ocek a skrze modry filtr az na vzorek. Rovnobé&zné
se vzorkem (listem) je do aparatury umistén detektor (SpectraPen SP-100), jehoz detekéni plocha
snima vzorkem propusténé paprsky zafeni V kolimovaném sméru. Pilotni experiment byl
realizovan na pracovisti Katedry biofyziky UP.
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4.2.2 Ostré experimenty
4.2.2.1 Souvislost zmén ve strukture koherenéni zrnitosti s pohybem chloroplastl

V ramci prvniho experimentu jsme provedli celkem 12 plnohodnotnych méfeni
zavislosti zmén méfenych struktur KZ na stimulovanych ptesunech chloroplasti
Vv rostlinnych buiikach. Kazd4d z méfenych rostlin rajéete byla nejprve pred vlastnim
méfenim umisténa na 60 min do Uplné tmy. Tak bylo zajisténo, Ze vychozi pozice
chloroplastti v kazdé z métenych rostlin bude celni pozice. Na zac¢atku kazdého méfeni
byla rostlina nejprve umisténa do méficiho prostoru. List byl zafixovan v méficim
prostoru pomoci hlinikové podlozky a papirového ramecku, ktery zabranoval priichodu
nezadoucich paprski svétla v disledku ohybu svétla na okrajich listu.

Byla odebrana clona svétlu ¢ervené laserové diody, ktera ve vychozim usporadani
branila proniknuti ¢erveného svétla na vzorek. Prichod Cerveného svételného svazku
za métenym listem. Béhem prvni minuty kazdého méteni byla CMOS kamerou pofizena
jedna série 30 snimkd struktury koherenc¢ni zrnitosti (osviceni vzorku ¢ervenou laserovou
diodou po dobu 1 min, dale jen I1). Chloroplasty vzorku byly v této dobé v ¢elni pozici.
Po uplynuti 2 min od zac¢itku méfeni bylo svétlo Cervené laserové diody zaclonéno
a namisto n¢j bylo na vzorek nasmérovano modré svétlo pomoci zrcatka na otocném
rameni. Takto byl zahdjen dalsi interval méfeni v délce 60 min (dale jen 12), béhem
kterého byl pomoci pfistroje ThorLabs PM400 vybaveného ¢idlem vykonu S130C
(Thorlabs Inc., New Jersey, USA) prubézné sniman vykon proslého svazku modrého
svétla vzorkem Vv kolmém sméru. Frekvence zapisovani hodnot pfistrojem ThorLabs
pii prubé€zném snimani vykonu proslého svazku modrého svétla ¢inila 1 Hz. Osvétleni
modrym svétlem vybudilo pohyb chloroplasti vzorku béhem 12 z ¢elni pozice do bo¢ni
pozice.

Po uplynuti 62 min od zacitku méfeni (na konci 12) bylo svétlo prochazejici
modrym filtrem vypnuto a ¢idlo vykonu ThorLabs bylo umisténo mimo méfici prostor.
Po uplynuti 65 min od zacatku méteni (3 min po ukonceni 12) byla opét odebrana clona
svétlu Cervené laserové diody a znovu tak byl v poloprostoru za méfenym listem
vygenerovan jev koherencni zrnitost. Takto byl zahajen dalsi interval méfeni v délce
60 min (dale jen 13), béhem kterého byla CMOS kamerou kazdou minutu pofizovana
jedna série 30 snimkl struktur koherencni zrnitosti. Nepfitomnost stimulace modrym

svétlem zptisobovala béhem 13 navrat chloroplastti vzorku z bo¢ni pozice zpét do ¢elni
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pozice (v laboratofi byla béhem méteni Gplnad tma, vykon ¢ervené¢ho svazku pouzitého
pro generovani koherencni zrnitosti byl zanedbatelny, pohyboval se v fadu
0,01 pmol-m2-s1). Po uplynuti 125 min od za¢atku méfeni (na konci I13) bylo ukonéeno
snimani sérii snimku struktur koheren¢ni zrnitosti. Svétlo ¢ervené laserové diody bylo
znovu zaclonéno a namisto n¢j bylo na vzorek naposledy nasmérovano modré svétlo
pomoci zrcatka na oto¢ném rameni.

Po uplynuti 126 min od zacatku méteni byl zahdjen posledni interval méfent,
tj. pribézné snimani vykonu proslého svazku modrého svétla vzorkem v délce 1 min
pomoci ¢idla ThorLabs (dale oznaceno jako interval 14). Celkova doba trvani kazdého
reprodukovaného meéfeni Cinila 127 minut. Mezi jednotlivymi snimky byl, v kazdé
Z potizenych sérii snimkt struktur koherencni zrnitosti v ramci technickych moznosti
pouzitého pocitace (PC) a s ohledem na pozorovatelnost struktur koherencni zrnitosti,
volen interval 130 ms. Snimky struktury koherenéni zrnitosti ze vSech dvanacti
provedenych méteni jsme nakonec analyzovali s pouzitim software ImageJ obrazovou
metodou AVG (viz kap. 2.2.2).

Analyzu souvislosti zmén ve sktruktufe koherenéni zrnitosti s pohybem
chloroplastli provazela skutecnost, Ze struktura biologického materialu vzorku pouzitého
pro experiment je znacné opticky heterogenni (pfedev§im v porovnani optickych
vlastnosti zilnatiny a mezofylu listu). Z tohoto divodu byla ve snimcich struktur
koheren¢ni zrnitosti zvolena pfiblizn€ opticky homogenni oblast zdjmu o velikosti
20 x 20 px (pixeld, viz obr. 10). Pro kazdy soubor snimku struktur koherenéni zrnitosti
(584 x 568 px) z jednoho méfeni zacinal levy horni roh zvolené oblasti zajmu 251 px
od horniho okraje snimku. Horizontalni umisténi oblasti zadjmu ve snimcich struktur
koheren¢ni zrnitosti bylo pro kazdé méfeni voleno tak, aby oblast zdjmu nezasahovala
do zilnatin vzorkt a aby tak byla zajisténa co nejvétsi opticka homogenita analyzované

casti pletiva.
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251. px

Obr. 10 Oblast zajmu (viz Zluty &étverec) zvolena ve snimcich struktury koherenéni zrnitosti
(584 x 568 px) pro ucel analyzy souvislosti zmén ve struktufe koherenéni zrnitosti s pohybem
chloroplastt. Prvni (horni) fadek oblasti zajmu (zluty ¢tverec) byl pro vSechna méfeni umistén
251 px od horniho okraje snimku struktur koheren¢ni zrnitosti. Horizontalni umisténi oblasti
zajmu bylo voleno pro kazdy list jinak, vZdy s ohledem na rozmisténi Zilnatiny v pletivu
konkrétniho listu, s tiéelem zaméteni opticky homogenni ¢asti pletiva k nasledné analyze.

Priméré hodnoty z pofizenych snimku struktur KZ jsou dale oznaceny jako
prumérna struktura KZ (PSKZ). Tyto hodnoty byly obdrzeny analyzou kazdé
Z potizenych sérii snimku struktur KZ metodou AVG a poté primérem vsSech hodnot
nalezicich oblasti zajmu ve vysledném snimku.

Abychom ziskali pfedstavu o strukturnich zménach, které se udaly béhem
jednotlivych intervald méfeni ve vzorcich, byly vypocteny procentudlni rozdily mezi
krajnimi hodnotami intervald 12, 13 a stfednimi hodnotami z odpovidajicich kratkych
intervali 11, 14 v délce 1 min. Kupftikladu procentudlni nartst vykonu proslého modrého
svétla vzorkem v 1. poloviné méfeni (mezi pocateéni a koncovou hodnotou 12)
reprezentuje strukturni zmény vzorku béhem 60 min ozafovani svazkem modrého svétla
(pohyb chloroplastii z ¢elni do bo¢ni pozice). Hodnoty procentudlniho poklesu primérné
struktury KZ v 2. poloviné méfeni (mezi pocatecni a kone¢nou hodnotou 13) reprezentu;ji

strukturni zmény vzorku béhem jeho umisténi do tmy po dobu 60 min (velmi slabé
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Cervené svétlo) po piedchozim vybuzeni chloroplasti vzorku do bo¢ni pozice (pohyb

chloroplastti z bo¢ni do ¢elni pozice).

4.2.2.2 Zména struktury koherencni zrnitosti listu po lokalnim vysokoteplotnim stresu

V ramci druhého experimentu jsme provedli celkem 7 plnohodnotnych méfeni
reakci intaktnich listi rajéete na vysokoteplotni stres. Méfeni zahrnovala pofizeni
171 sérii struktur koheren¢ni zrnitosti béhem celkové doby méteni 170 min. Prvni série
snimkii struktur koheren¢ni zrnitosti byla pofizovdna vzdy bezprostfedné po uchyceni
listu rostliny do upeviiovaciho systému méfici aparatury a kazda nasledujici série byla
pofizovana 1 min po sérii pfedchozi. Frekvence snimani struktur koheren¢ni zrnitosti
Vramci jednotlivych sérii zlstala od predchoziho experimentu zachovéna
(viz kap. 4.2.2.1). V ramci kazdého reprodukovaného méfeni byl proveden lokalni
teplotni stres $picky listu méfené rostliny (dale jen LTS) po uplynuti 70 min od zacatku
meéieni (bezprostitedné po potizeni 71. série snimku struktur koheren¢ni zrnitosti). LTS
byl realizovén ptilozenim pfedem nahtatého (250 °C) topného télesa na otoéném rameni
do blizkosti $picky méteného listu po dobu 45 s. Vertikalni vzdalenost mezi povrchem
topného téliska a plochou listu byla I mm. Popalené misto bylo vzdalené 3,7 cm od stfedu
sledované oblasti listu ozarené svazkem Cervené laserové diody. Pro ukonceni LTS bylo
zhaveni topného télesa vypnuto a pomoci oto¢ného ramena bylo topné téleso odstaveno
mimo meéfici prostor. Bylo tedy pofizeno 71 sérii snimka struktury koheren¢ni zrnitosti
pted LTS, a déle po LTS nasledovalo pofizeni dalSich 100 sérii snimkt struktury
koherenéni zrnitosti. Diky dfive provedenym métenim pohybt chloroplastl pti umisténi
rostliny do tmy nam bylo zndmo, ze prvnich 70 min méfeni ve tmé pred LTS staci k tomu,
aby se chloroplasty rostlin ptfesunuly do pozice ¢elni. Protoze navic LTS pohyby
chloroplastii nejspiSe inhibuje (Frolec a kol. 2010), vysledky druhého experimentu
ziejme& nemohou byt ovlivnény pohyby chloroplastii.

Snimky struktury koheren¢ni zrnitosti z takto zaznamenanych 7 méteni jsme dale
analyzovali s pouzitim software GNU Octave hned $esti obrazovymi metodami: LASCA,
FUJII, AVD, GD, IM, MHI (Braga 2009, Ansari a kol. 2016b), a dale také s pouzitim
software Image] metodami primérného snimku (AVG) a smérodatné odchylky
(STD, viz kap. 2.2.2). Ze vsech téchto metod byly nakonec vybrany dvé (GD a AVG)
které jsme vyuzili k detailni analyze reakci méfenych rostlin na tepelny stres z hlediska

strukturnich zmén v rizné zvolenych konkrétnich oblastech listd. Metoda AVG byla

31



vybréna, protoze jako jedina z predstavenych metod odrézi propustnost vzorku na rozdil
od ostatnich metod, které jsou principem zaloZeny na porovnavani snimkt vV sérii mezi
sebou prostiednictvim operace odecitdni. Metoda GD byla ze zbylych metod vybrana
nahodné, s ohledem na kvalitu kontrastu ve vyslednych snimcich.

Pfi analyze metodou GD jsme opét vychazeli z metodiky jiz popsané v kap. 4.2.2.1,
kdy jsme ve snimcich struktur koheren¢ni zrnitosti jako oblast zdjmu vzdy volili pfiblizné
opticky homogenni ¢ast mezofylu o velikosti 20 X 20 px (pixelt). Protoze u lokalnich
vysokoteplotnich strest zivych vzorkl Ize ocekdvat moznou zavislost strukturnich zmén
vzorkl na vzdalenostech od mista popaleni, rozhodli jsme se v ramci tohoto experimentu
soustfedit nejen na jednu, ale hned na tfi oblasti zajmu, které byly pro tento ucel zvoleny
v ruznych vzdalenostech od mista popaleni (viz obr.11). Horni fadky zvolenych
20 X 20 px oblasti zajmu (vyznacené ctverce) byly ve snimcich struktur KZ umistény
ve vzdalenosti 101 px, 251 pX (tato oblast zajmu svym umisténim presné odpovida oblasti
zvolené pro predchozi experiment, viz kap. 4.2.2.1) a 401 px od horniho okraje snimkd.
Takto zvolené tii oblasti zajmu 0 velikosti 20 x 20 px dale slouzily pro analyzu zmén
struktury koherencni zrnitosti po lokdlnim vysokoteplotnim stresu metodou GD.
Horizontalni umisténi oblasti z4jmu ve snimcich struktur KZ bylo opét pro kazdy list

voleno riizné a zaviselo na rozmisténi zilnatiny konkrétniho listu.

251. px

401. px

Obr. 11 Snimky struktur koherenéni zrnitosti (584 X 568 px) se zvolenymi oblastmi z4jmu
(viz Zluté ¢tverce, A, B, C) pro metodu GD Kk analyze zmén struktury koheren¢ni zrnitosti
po lokalnim vysokoteplotnim stresu. VSechny oblasti zajmu maji rozméry 20 X 20 px. V levé
casti obrazku je oblast z4jmu volena 101 px od hornich okrajii snimkd struktur KZ, v prostiedni
¢asti obrazku je oblast zajmu volena 251 px od hornich okraji snimku sktruktur KZ, v pravé ¢asti
obrazku je oblast zajmu volend 401 px od hornich okraji snimkt sktruktur KZ. Horizontalni
umisténi oblasti zajmu bylo voleno pro kazdy list jinak, s ohledem na lokaci zilnatiny v pletivu.
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Analyza méfeni obrazovou metodou GD spocivala nejprve ve vypocteni jednoho
vysledného snimku pro kazdou z potizenych sérii Snimki struktur KZ metodou GD.
Takto bylo v rdmci kazdého méfeni pro vSech 171 sérii snimka struktur KZ vypocteno
171 vyslednych snimki. Vysledné snimky vypoctené metodou GD charakterizuji zmény
struktury KZ béhem doby pofizovani ptislusné série snimkt struktur KZ. Déle jsme
se ve vyslednych snimcich zaméfili na zvolené oblasti zdjmu (viz vySe). Ze vSech
digitalnich hodnot, které ve vyslednych snimcich nalezely dané oblasti zdjmu, byla
pro kazdy vysledny snimek a kazdou oblast zijmu vypoctena primérnd hodnota
(primérna zména struktury koherencni zrnitosti v dané oblasti — dale jen hodnoty
PZSKZ). Kazdd hodnota PZSKZ charakterizuje miru strukturnich zmén vzorku
prob&hlych v ramci jedné oblasti zajmu béhem doby pofizovani jedné série snimkt
struktur KZ. Byly sestrojeny grafy zavislosti hodnot PZSKZ na ase pro kaZzdou
ze zvolenych oblasti zajmu.

Druhou metodou vybranou K analyze zmén struktury koherenéni zrnitosti
po lokalnim vysokoteplotnim stresu byla metoda AVG. Vysledny snimek metody AVG
vSak na rozdil od ostatnich obrazovych analyz nenese informaci o zménach ve struktute
KZ béhem casu pofizeni pfislusné série, ale pouze o primérném stavu struktury KZ
béhem této doby. Zmeény ve struktufe KZ byly tedy metodou AVG analyzovany
porovnanim vyslednych snimkid mezi sebou. K tomuto ucelu byly zvoleny oblasti zajmu
Vv podob¢ fadkti o rozmérech 230 X 1 px (viz obr. 12). Oblasti zajmu byly ve snimcich

struktur KZ umistény ve vzdalenosti 100 px, 250 px a 400 px od horniho okraje snimki.
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1. px

400. px

Obr. 12 Snimky struktur koherenéni zrnitosti se zvolenymi oblastmi zdjmu (viz Zluté use€Ky)
pouzitych k analyze zmén struktury koheren¢ni zrnitosti po lokalnim vysokoteplotnim stresu
metodou AVG. Vsechny oblasti zajmu maji rozméery 230 X 1 px. V levé Casti obrazku je oblast
zajmu volena 100 px od hornich okraji snimku struktur KZ, v prosti‘edni ¢asti obrazku je oblast
zajmu volena 250 px od hornich okraji snimku sktruktur KZ, v pravé Casti obrazku je oblast
zajmu volena 400 px od hornich okraji snimki sktruktur KZ. Horizontalni umisténi oblasti zajmu
bylo pro kazdé méteni voleno stejné.

Analyza métfeni obrazovou metodou AVG nejprve probihala analogicky vysSe
uvedenému postupu pro metodu GD: metodou AVG byl vypocten vzdy jeden vysledny
snimek pro kazdou ze 171 potfizenych sérii snimki struktur KZ. Vysledné snimky
vypoctené metodou AVG vSak ukazuji pouze primérné struktury KZ béhem doby
potizovani piislusné série snimku struktur KZ. VSech 171 vyslednych snimkt bylo mezi
sebou porovnano z hlediska udalosti na zvolenych oblastech z4jmu. Pro kaZzdou oblast
zajmu byla vytvofena tzv.mapa THSP (zangl. time history speckle pattern,
viz kap. 2.2.1), jejiz principem je postupné sefazeni dat z pfislusné oblasti zajmu
na vyslednych snimcich pod sebe. Prvni (horni) fadek jedné mapy THSP tedy tvoii data
z prvniho vysledného snimku, posledni fadek stejné mapy THSP tvoii data z posledniho

vysledného snimku ze stejné oblasti zajmu.
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Jestlize ve vzorku neprobihaji zadné strukturni zmény, mapy THSP obsahuji pouze
sloupce tvorené pixely stejnych barev (struktura KZ se na odpovidajici oblasti zdjmu
neméni). Jakékoli strukturni zmény ve vzorku béhem snimani se naopak v map¢ projevi
jako lokalni zrnitost (zména struktury KZ, zména ptislu$ného tadku THSP oproti okolnim

tadkiim).

4.2.2.3 Aparatura pro ostré experimenty

K realizaci ostatnich experimentt (realizovanych na pracovisti Spole¢né laboratofe
optiky UP a FZU AV CR) byla modifikovéna jiz difve navrzena méfici sestava (Pechnik
2019), ktera byla doplnéna o klimatizaci mistnosti pro regulaci teplotniho Sumu CMOS
kamery (ochlazovani mistnosti na konstantni teplotu 20 °C) a o ochranny obal k zamezeni
pohybt listu v disledku proudéni vzduchu v laboratofi. Méfici sestava (viz obr. 13)
rovnéz nove obsahovala optickou aparaturu slozenou ze zdroje svétla Zeiss KL 2500 LCD
(Carl Zeiss s.r. 0., Praha, Ceska republika), dvou bikonvexnich Go&ek a dichroického
filtru FD1B umisténého do pozice za prvni ¢ockou. Tato nova opticka soustava privadéla
na vzorek v kolmém sméru modry kolimovany svazek svétla (spektrum viz Ptiloha 2)
0 intenzité¢ 130 — 140 umol-m?-s. K priibéznému snimani vykonu modrého svétla
proslého skrze vzorek v kolmém sméru bylo pouzito detekéni ¢idlo ThorLabs S130C se
vzorkovaci frekvenci 1 Hz. Pro konkrétni ucely experimentti tak bylo mozné kdykoli volit
mezi pfivedenim Cerveného svétla z laserové diody na vzorek zaroven se snimanim
kamerou, nebo pfivedenim modrého svétla ze zdroje Zeiss KL 2500 (LED s kolimatorem)
na vzorek zaroven se snimanim vykonu proslého svétla ¢idlem ThorLabs S130C.
Intenzita Cerven¢ho svétla v urovni vzorku byla zméfena viadu pouhych

0,01 umol-m'z-s'l.

Pro druhy ostry experiment bylo dale do mista nad vzorkem
nainstalovano na oto¢ném rameni topné té€leso pajeci stanice Weller PU 81 (Wellers. r. 0.,
Praha, Ceska republika) k udelu teplotniho stresovani experimentalnich rostlin. Schéma

experimentu je uvedeno nize (viz obr. 13).
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Obr. 13 Schéma experimentu doplnéno o nové komponenty (modifikovano z Pechnik 2019).
Pivodni komponenty experimentalni sestavy jsou zobrazeny ¢erné€. Doplnéna opticka sestava
k prozafovani vzorku modrym svétlem vcetné detekénich komponent je zobrazena modie.
Zelené jsou zobrazeny doplnéné komponenty, které pfimo neinteraguji se vzorkem, ale udrzuji
b&hem experimentu zadouci podminky v okolnim prostiedi. Cervené je zobrazen zdroj &erveného
svétla (laserova dioda) a topné téleso pajeci stanice slouzici k vysokoteplotnimu stresovani
vzorku.

CMOS kamera byla fizena komerénim softwarem EPIX XCAP v 2.2, ve kterém
byla nastavena velikost celkové snimané plochy na 584 x 568 px (velikost snimku
struktur KZ) a expozi¢ni doba 92,709 ms. Zisk snimace kamery (gain) byl nastavovan
zvlast’ pro ucely kazdého experimentu (16 dB pro prvni experiment, 8 dB pro druhy
experiment). VSechny prezentované vysledky odpovidaji stupniaim Sedi s bitovou
hloubkou 8 bitii. Béhem experimentu byly série snimka struktur koherenéni zrnitosti
ukladany do adresarti v PC a dale byly zpracovavany v softwarech GNU Octave a ImageJ.
Zdrojové kody skriptti jsou uvedeny v sekci Prilohy. Nize jsou prezentovany fotografie

méfici aparatury pouzité pro ostré experimenty (viz obr. 14).
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Obr. 14 Mgftici aparatura pro ostré experimenty (A), bliz$i pohled na aparaturu pro ostré experimenty (B), ¢ast aparatury slouzici ke stimulovani pohybu
chloroplastli modrym svétlem a soucasnou detekci proslého modrého svétla vzorkem (C). Ostré experimenty byly realizovany na pracovisti Spole¢né
laboratote optiky UP a FZU AV CR.
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5. VYSLEDKY

5.1 Pilotni experiment

Ptechody chloroplasti mezi jejich dvéma krajnimi pozicemi, které byly
monitorovany v ramci pilotniho experimentu, jSOU niZe prezentovany (Vviz obr. 15).
Provedli jsme celkem ¢&tyti méfeni, jejichz vysledkem jsou zavislosti transmitance vzorku
listu pro svétlo 0 vinové délce A =436 nm (vertikalni osy) na Case (horizontalni osy).
Odecteni hodnot transmitance probihalo kazdych 10 min méfeni (modré body). Méteni
bylo rozd€leno na dvé faze: behem prvni faze v délce 60 min byl vzorek kontinualné
ozafovan (oblast nalevo od rizové délici ¢ary), béhem druhé faze v délce 70 min byl

vzorek ve tmé (oblast napravo od rtizové délici cary).

r 0,58

| 0,46

| 0,34

| 0,22

0,10

| 0,14

0,12

0,56
0,58 ‘ 054
0.4g 0,49 0,50 0’.50 ¢
0,47 . 1 0,44
. ’ 0,42

0,46 . . g
— 0,40 .
e 0,39
S . 0,35 0,35
[ L] 0,34 d) r

4 ! 0,31 * * 0,31
€ o03a 0,29 = 030 .. - s 029 5,
c . e T 027454 .
- o ', 026p5s .,
- . 0,26 g 2
o 022 0,18 '
I .
< 0,12
O o0 .
o
o 0,22 y 072022 ol
2 0,20 * ®* o020 0,14
= Y 0,19 ! 0,14
M 0,20 L] . " 0,18 0,13 = ’
= 0,17 ¢ L MBoyr 013 o ® 013933 .5
,
E . ° 0,12 * * e Lo
1 . * .

% 0151 13 0,125 12
© . 0,11
= .

0,10 4p,09

0,09
.
0,05

r ¥

10 20 30 40 50 60 70 80 950 100 110 120 130

cas [min]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 O

Obr. 15 Méfeni pohybu chloroplasti. Grafy zobrazuji zavislost transmitance pii A =436 nm
na ase. Rilizova ¢ara zvyraziuje okamzik, kdy bylo zastaveno kontinualni osvétlovani listu
(340 umol-m?s?). Hodnoty pFed rGzovou carou vypovidaji o narGstech transmitance
pti osvétleni listu, béhem prechodu chloroplastii z pozice celni do pozice bocni. Hodnoty
zarizovou ¢arou vypovidaji o poklesech transmitance béhem umisténi vzorku ve tmé, béhem
zpétného piechodu chloroplastii z pozice bo¢ni do pozice ¢elni.

Z vyse uvedenych vysledkti vychazela metodika méfeni zmény struktury KZ
vytvorené listem v dasledku pohybu chloroplasta i lokalnim vysokoteplotnim stresem

listu. Tato méfeni jsou soucasti navazujicich dvou ostrych experimentt. Na zakladé
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vysledku pilotniho experimentu jsme ¢asové rozvrhli oba ostré experimenty. Pro pohyb
chloroplastti z jedné pozice do druhé jsme zvolili interval 60 — 70 min. Tepelny stres jsme
aplikovali az po 70 min snimani KZ generované listem V naprosté¢ tm¢. Takto bylo

zabranéno vlivu pohybt chloroplastii na KZ snimanou po popaleni rostliny.

5.2 Souvislost zmén ve strukture koherencni zrnitosti s pohybem chloroplastl

U vSech dvanacti méfeni prvniho ostrého experimentu pozorujeme vzajemné
obdobné trendy V zavislostech vykonu propusténého modrého svétla a pramérné
struktury KZ (PSKZ) na case (viz obr.16). Béhem kratkého intervalu na zacatku
experimentu 11 v délce 1 min byla u vSech méfeni zaznamenana vyrazné niz§i hodnota
PSKZ nez nazacatku intervalu 13 (v obr. 16 ¢ervené). Tento vysledek odpovida
oc¢ekavani, nebot’ béhem kratkého intervalu na zacatku méteni byly chloroplasty umistény
v Celni pozici a maximalizovaly tak absorpci dopadajiciho zateni vzorkem. Na zacatku 13
byly jiz chloroplasty umistény v bo¢ni pozici, do kamery proto byla propousténa vétsi
kvanta zafeni a hodnoty ve snimanych strukturach KZ oproti pfedchozimu piipadu
narostly. Vykon proslého modrého svétla vzorkem (v obr. 16 modie) detekovan béhem
celého 12 pii piechodech chloroplastt z ¢elni pozice do boéni pozice rostl.

Pti opa¢ném prechodu chloroplastti z bo¢ni pozice zpét do ¢elni pozice jsme béhem
I3 na zvolené oblasti zajmu zaznamenali s c¢asem klesajici hodnoty PSKZ
(v obr. 16 ¢erveng). Primér ze vsech hodnot vykonu zaznamenanych béhem kratkého
intervalu 14 v délce 1 min (v obr. 16 modife) mél pro rizna méfeni rizny charakter.
Pro 8 z 12 méfeni byly tyto hodnoty niz$i nez vykon detekovany na konci intervalu 12,
U4z12 méteni vSak byl primér ze vSech hodnot vykonu zaznamenanych b&éhem
kratkého intervalu v délce 1 min na konci méfeni vyssi, nez hodnota vykonu detekovana
na konci intervalu 12. Tato diskrepance je nejspiSe zpusobena stale nehomogennim

rozlozenim chloroplastii po ptfedchozim intervalu I3.
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Obr. 16 Souvislosti zmén ve struktuie koherenéni zrnitosti s pohybem chloroplasti. Leva
vertikalni osa udava relativni vykon proslého modrého svétla vzorkem. Prava vertikalni osa
udava relativni hodnoty PSKZ. Data oznacena v grafech modrou barvou jsou detekované
relativni hodnoty vykonu pro§lého modrého svétla vzorkem, data oznacena €ervenou barvou jsou
relativni hodnoty PSKZ. Vrchni horizontalni osa vyznacuje doby trvani jednotlivych intervalt
méfeni. Cisly jsou v grafech vyznageny krajni hodnoty téchto intervaldi (v piipadé 11al4 je
uvedena stfedni hodnota).
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Nasledujici tabulky (viz Tab. 1, Tab. 2) zahrnuji kvantifikaci zmén ve strukturach
vzorkd, které se odehraly béhem jednotlivych intervalii métfeni. Jsou prezentovany krajni
hodnoty dlouhych intervali méfeni 12, 13 v délce 60 min a hodnoty reprezentujici kratké
intervaly méfeni I1, 14 v délce 1 min (Tab. 1). Pro kratky interval 11 na za¢atku méfeni je
to PSKZ z jediné pofizené série snimkua struktur KZ, pro kratky interval 14 na konci
méfteni je to prumér ze vSech hodnot vykonu zaznamenanych béhem posledniho méficiho
intervalu. Byly vypocteny procentudlni rozdily téchto hodnot kvantifikujici zmény PSKZ

a zmény vykonu pros$lého modrého svétla pro jednotlivé faze méteni (Tab. 2).

Tab. 1 Tabulka krajnich hodnot jednotlivych intervalt méfeni u vSech 12 rostlin. Prvni sloupec
tabulky obsahuje pofadova ¢isla méteni. Druhy sloupec tabulky obsahuje hodnoty PSKZ
(tj. stiedni hodnoty) naméfené v intervalu I1. Treti sloupec tabulky obsahuje prvni hodnoty
vykonu pro§lého modrého svétla naméfené v intervalu 12. Ctvrty sloupec tabulky obsahuje
posledni hodnoty vykonu pro§lého modrého svétla naméfené v intervalu 12. Paty sloupec
tabulky obsahuje prvni hodnoty PSKZ namétené v intervalu 13. Sesty sloupec tabulky obsahuje
posledni hodnoty PSKZ namétené v intervalu 13. Sedmy sloupec tabulky obsahuje pramérné
hodnoty vykonu pro§lého modrého svétla ze vSech hodnot intervalu 14.

1. polovina méfeni I1 + 12 2. polovina méfeni 13 + 14

Leva Prava Leva Prava
Potadové Stredni krajni krajni krajni krajni Stredni
¢islo méfeni hodnota hodnota hodnota hodnota hodnota hodnota
11 12 12 13 13 14

1 6,17 0,22 0,26 10,33 8,37 0,20

2 25,11 0,10 0,11 46,91 39,75 0,11

3 17,05 0,22 0,26 35,78 28,48 0,14

4 37,26 0,15 0,17 62,23 52,44 0,14

5 17,00 0,19 0,21 33,71 26,25 0,19

6 45,37 0,20 0,24 86,44 77,46 0,20

7 39,87 0,17 0,20 77,39 63,58 0,16

8 20,40 0,18 0,20 40,63 33,86 0,19

9 24,81 0,16 0,19 46,84 39,80 0,19

10 7,08 0,10 0,12 13,81 11,36 0,12

11 10,38 0,17 0,22 22,13 19,41 0,20

12 13,73 0,17 0,20 26,95 22,58 0,20
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Tab. 2 Tabulka procentuélnich rozdilii mezi krajnimi hodnotami jednotlivych intervalii mé&feni
u vSech 12 rostlin. Prvni sloupec tabulky obsahuje pofadova ¢isla méteni. Druhy sloupec
tabulky obsahuje procentualni zmény vykont proslého modrého svétla vypoétené vzdy mezi
prvni a posledni hodnotou 12. Tieti sloupec tabulky obsahuje procentualni zmény PSKZ
vypoétené vzdy mezi hodnotou PSKZ z kratkého (1 min, 11) snimani struktur KZ a prvni
hodnotou PSKZ v 13. Ctvrty sloupec tabulky obsahuje procentudlni zmény hodnot PSKZ
vypoétené vzdy mezi prvni a posledni hodnotou PSKZ v 13. Paty sloupec tabulky obsahuje
procentudlni zmény vykonil proslého modrého svétla vypoctené vzdy mezi posledni hodnotou 12
a prumérnou hodnotou reprezentujici posledni (1 min) interval 14 vykont pro$lého modrého
svétla vzorkem. Kladné hodnoty v tabulce reprezentuji narusty, zaporné hodnoty reprezentuji
poklesy ptislusného parametru.

1. polovina méfeni I1 + 12 2. polovina méfeni I3 + 14
Zména vykonu  Zména PSKZ  Zména PSKZ  Zména vykonu
Potadové proslého proslého
Cisloméfeni  modrého svétla modrého svétla
(%) (%) (%) (%)
1 18 67 -19 -23
2 12 87 -15 -0
3 18 110 -20 -46
4 16 67 -16 -20
5 12 99 -22 -12
6 20 91 -10 -16
7 16 94 -18 -18
8 13 99 -17 -4
9 18 89 -15 1
10 15 95 -18 6
11 24 113 -12 -8
12 18 96 -16 2

5.3 Zména struktury koherenéni zrnitosti po lokalnim vysokoteplotnim stresu

Pro kazdou z pofizenych sérii snimkl struktur KZ byl s uplatnénim riznych
obrazovych analyz vypocten vzdy jeden snimek reprezentujici zmény ve struktute vzorku
V Case potizovani dané série, nebo v piipadé¢ metody AVG reprezentujici primér z dané
série struktur KZ. Vysledné snimky byly vypocteny metodami LASCA, FUJII, AVD, GD,
IM, MHI, AVG a STD. Jejich ukazky jsou uvedeny nize (viz obr. 17). Vysledné snimky
se Skalou Sedi byly sestrojeny pomoci software Imagel. Vysledné snimky s barevnou

Skalou byly obdrzeny s vyuzitim software GNU Octave (Braga a kol. 2016b).
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Obr. 17 Ukazky osmi raznych piistupti vyuzitych k analyze vzorku pomoci jevu KZ
(LASCA, FUlIl, AVD, GD, IM, MHI, AVG, STD). Hodnoty horizontalnich a vertikalnich 0S
popisuji soufadnice pixelti ve snimcich. Pfidruzené barevné stupnice vypovidaji o digitalnich
hodnotach, které odpovidaji riznym vystupnim hodnotam. Vystupni hodnoty mohou
reprezentovat pramérnou strukturu KZ v dané sérii (metoda AVG, v obrazku vlevo dole) nebo
zmény Ve struktuie KZ zaznamenané béhem doby potfizovani piislusné série (ostatni obrazové
analyzy).
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Vysledné analyzy zmén struktury koherencni zrnitosti po lokalnim
vysokoteplotnim stresu vzorku jsou prezentovany nize (viz obr. 18 — 24). K sestrojeni
analyz byly vyuzity obrazové metody GD (levy sloupec A) a AVG (pravy sloupec B).
Levy sloupec obrazkti zahrnuje zavislosti hodnot PZSKZ (viz kap. 4.2.2.2) na case
a pravy sloupec obrazkt zahrnuje mapy THSP (viz kap. 2.2.1). Oba sloupce obsahuji tii
pod sebe umisténé panely, znichz kazdy odpovida jedné oblasti zajmu zvolené
pro analyzu piislusnou metodou (viz obr. 11 a obr. 12). Shrneme-li vysledky ze vSech
méfeni, mizeme konstatovat, Zze spoleénym tikazem jsou reakce na LTS v podob¢ jedné
az n€kolika skokovych zmén ve strukturach KZ na vSech zvolenych oblastech zajmu.
Inicidlni skokové zmény métené ve strukturach vzorka bezprostiedné po teplotnim stresu
jsou ve schématech obr. 18 - 24 zvyraznény Cervenou barvou, zmény zaznamenané
s asovym odstupem az desitek minut jsou znaceny zeleng. S rostouci vzdalenosti
ptislusné oblasti zajmu od mista popaleni se bezprostiedni skokové zmény ve strukturach
KZ stavaly mén¢ vyrazné. Také zmény struktury vzorku detekované pozdéji po popaleni
byly méné vyznamné, ale nastavaly zpravidla az do hodiny od popaleni listu. Ciselné
hodnoty PZSKZ reprezentujici zmény struktury KZ v ramci jedné oblasti zajmu se
pro rizna meéfeni liSily, nicméné obecné trendy byly pro vSechna méfeni podobné.
Vysledky grafické analyzy zpracované pomoci obrazové metody GD (zavislosti PZSKZ
na Case, sloupec A, obr. 18 - 24) piiblizné odpovidaly vysledkim analyzy pomoci
metody AVG (mapy THSP, sloupec B, obr. 18 - 24), nebot’ lokalizace vrcholt PZSKZ
ve vysledcich analyzy metodou GD a zrnitosti v mapach THSP (metoda AVG)
si na ¢asové skale odpovidaji. Ob¢& pouzité metody analyzy (GD a AVG) lze tedy vyuzit

k ziskani analogické informace o zménach struktur v biologickych materialech.
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Obr. 18 Analyzy zmén struktury koheren¢ni zrnitosti po lokalnim vysokoteplotnim stresu
vzorku provedené s vyuzitim obrazovych metod GD (levy sloupec) a AVG (pravy sloupec).
Horni panel obrazku odpovida oblasti zajmu nejblize mistu popaleni, prostiedni panel
obrazku odpovida prostfedni oblasti zajmu a dolni panel obrazku odpovida oblasti zajmu
nejdale od mista popaleni (viz obr. 11 a obr. 12). Analyzy vzorku s vyuzitim metody GD jsou
prezentovany ve formée grafii zvislosti hodnot PZSKZ ptislusnych dané oblasti zajmu (vertikalni
osy) na ¢ase porizovani jednotlivych sérii snimkt struktur KZ (horizontalni osa). RuZové ¢ary
vyznacuji okamzik popéleni vzorku topnym télesem. Analyzy vzorku s vyuzitim metody AVG
(pravy sloupec) jsou prezentovany ve form¢€ map THSP, kde vertikalni rozmér piedstavuje Cas
potizeni pfislusné série snimki struktur KZ a horizontalni rozmér pfedstavuje prostorovou
soufadnici vypoétenych vyslednych snimkd v oblasti zajmu (viz obr. 12). Cervené jsou
ve schématu vyznaceny inicialni skokové zmény struktur vzorki v reakci na tepelny stres, zelené
jsou vyznaceny sekundarni skokové zmeény struktur vzorkd detekované s ¢asovou prodlevou po
inicialnich zménach. Skokové zmény struktury vzorki se v analyze metodou GD projevuji jako
vrcholy, v analyze metodou AVG jako zména zrnitosti v mapach THSP. Méfeni 1/7.
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Obr. 19 Analyzy zmén struktury koheren¢ni zrnitosti po lokalnim vysokoteplotnim stresu
vzorku provedené s vyuzitim obrazovych metod GD (levy sloupec) a AVG (pravy sloupec).
Detailni popis viz legenda obr. 18. Méfeni 2/7.
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Obr. 20 Analyzy zmén struktury koheren¢ni zrnitosti po lokdlnim vysokoteplotnim stresu

vzorku provedené s vyuzitim obrazovych metod GD (levy sloupec) a AVG (pravy sloupec).
Detailni popis viz legenda obr. 18. Méteni 3/7.
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Obr. 21 Analyzy zmén struktury koheren¢ni zrnitosti po lokdlnim vysokoteplotnim stresu
vzorku provedené s vyuzitim obrazovych metod GD (levy sloupec) a AVG (pravy sloupec).

Detailni popis viz legenda obr. 18. Méfeni 4/7.
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Obr. 22 Analyzy zmén struktury koheren¢ni zrnitosti po lokalnim vysokoteplotnim stresu
vzorku provedené s vyuzitim obrazovych metod GD (levy sloupec) a AVG (pravy sloupec).

Detailni popis viz legenda obr. 18. Méfeni 5/7.
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Obr. 23 Analyzy zmén struktury koherenéni zrnitosti po lokdlnim vysokoteplotnim stresu
vzorku provedené s vyuzitim obrazovych metod GD (levy sloupec) a AVG (pravy sloupec).
Detailni popis viz legenda obr. 18. Méfeni 6/7.
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Obr. 24 Analyzy zmén struktury koheren¢ni zrnitosti po lokalnim vysokoteplotnim stresu
vzorku provedené s vyuzitim obrazovych metod GD (levy sloupec) a AVG (pravy sloupec).
Detailni popis viz legenda obr. 18. Méfeni 7/7.
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5.4 Ovéreni citlivosti koherenéni zrnitosti v reakci na pohyby chloroplastt

Abychom zjistili, zda nase monitorovani strukturnich zmén vzorki vykazuji
citlivost specificky na pohyby chloroplastt, rozhodli jsme se porovnat vysledky naSich
méieni béhem intervalli, kdy se chloroplasty hybou, s vysledky méieni z intervala
pti statickych chloroplastech. Intervaly méteni zvolené pro tato srovnani byly cerpany
Z obou ostrych experimenti a byly na nich porovnavany trendy hodnot PSKZ. Hodnoty
PSKZ (viz kap. 4.2.2.1), ziskané s vyuzitim obrazové metody AVG na néjaké oblasti
z4jmu, zavisi pfimo na mnozstvi svétla dopadajiciho do snimace kamery a zjevné tedy
odrazi i propustnost vzorku v souvislosti s dopadajicim zafenim.

Intervalem, ve kterém byly pfesuny chloroplasti (z pozice bo¢ni do pozice ¢elni)
umyslné vyvolany, byl interval I3 prvniho ostrého experimentu (viz kap. 4.2.2.1).
Hodnoty PSKZ pro vSech dvanact méfeni prvniho ostrého experimentu v intervalu 13
byly jiz prezentovany vyse (viz kap. 5.2, Tab. 1), ve vSech pfipadech se jedna o zfetelné
klesajici trendy PSKZ béhem celych 60 min trvani etapy 13. Interval, ve kterém byly
presuny chloroplasti naopak umyslné vylouceny, zafinal po okamziku lokalniho
teplotniho stresu vzorku (LTS) ve druhém ostrém experimentu (pfed timto okamzikem
méfeni byly rostliny jiz umistény 70 min do uplné tmy). Pro vSech sedm méfeni druhého
ostrého experimentu byly vypocteny hodnoty PSKZ béhem celého méfeni. Piislusné
oblasti zajmu (jiz dfive pouzité pro druhy ostry experiment, viz obr. 11) jsou uvedeny

nize (viz obr. 25).

251. px

401. px

Obr. 25 Oblasti zajmu zvolené ve snimcich struktury KZ (viz Zluté étverce, A, B, C) pro ucel
analyzy trendtt PSKZ ve druhém ostrém experimentu. Detailni popis viz obr. 11. Oblast zajmu
oznacena ¢ervenym rameckem je totozna s oblasti zdjmu pouzitou pro prvni ostry experiment,
a byly na ni porovnavany zmény PSKZ ve zvolenych intervalech z obou experimentu.
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Vypoétené zavislosti hodnot PSKZ na case pro cela méfeni druhého ostrého
experimentu jsou vidét na obr. 26.
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Obr. 26 Zavislosti hodnot PSKZ na ¢ase pro druhy ostry experiment vypoctené metodou AVG.
Vodorovné panely obrazku odpovidaji jednotlivym meéfenim druhého ostrého experimentu
(1 -7), sloupce obrazku pfisluseji oblastem zajmu (viz obr. 25) zvolenym nejblize (A), stfedné
(B) a nejdale (C) od mista popaleni. RliZova vertikalni €ara vyznacuje okamzik lokalniho
teplotniho stresu Spicky vzorku topnym télesem. Oblast z4jmu oznacena €ervenym rameckem
je totozna s oblasti zajmu pouZitou pro prvni ostry experiment.
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Ve vysledcich prezentovanych na obr. 26 po LTS nebyly zaznamenany prudké poklesy
hodnot PSKZ, coz naznaCuje Ze Vv této fazi experimentu byly chloroplasty skutecné
jiz statické, na rozdil od vySe uvedenych vysledkti v prvnim ostrém experimentu
(viz. kap. 5.2, obr. 16, interval 13). Poklesy hodnot PSKZ u nékterych méteni v obr. 26
pied LTS lze vysvétlovat jako disledek spontdnniho pohybu chloroplastii vétSinou
do Celni pozice béhem prvnich 70 min umisténi rostliny do tmy (rostliny byly pted
méfenim umistény na svétle). Po LTS dochazelo ve vétsing piipadi K nartistim PSKZ,
coz koresponduje s vysledky druhého ostrého experimentu v kap. 5.3, obr. 18 — 24,
kde byly rovnéz zaznamenany vrcholy PSKZ uz né¢kolik jednotek minut po LTS.
Z obr. 26 tak ptimo vyplyva, ze zmény PSKZ nastavaji kromé pohybu chloroplastii také
v dtsledku jinych fyziologickych ¢i metabolickych procest.

Detailni srovnani zmén relativnich hodnot PSKZ béhem intervalu I3 prvniho
ostrého experimentu a béhem celé doby trvani druhého ostrého experimentu na stejné
oblasti zajmu (viz obr. 25, ¢erveny ramecek) je prezentovano na obr. 27. Na panelu A
(obr. 27) Ize pozorovat poklesy hodnot PSKZ béhem celych 60 min intervalu I3 prvniho
ostrého experimentu. Na panelu B (obr. 27) lze béhem prvnich 70 min druhého ostrého
experimentu (pfi umisténi rostliny ve tmé) pozorovat stabilizace chloroplastii a dale
zmény hodnot PSKZ souvisejici s LTS. Ciselné popisky v obr. 27 znazorfiuji relativni
hodnoty PSKZ bezprostfedné po LTS a extrémy relativnich hodnot PSKZ po LTS.
Z ¢iselnych popisktl v obr. 27 vyplyva, ze dominantnim fyziologickym d&jem z hlediska
celkovych zmén hodnot PSKZ byl pravé pohyb chloroplastl. Pfiblizné dvakrat mensi
zmény hodnot PSKZ byly detekovany v dasledku LTS, ani tyto zmény vSak zdaleka
nebyly zanedbatelné, vezmeme-li v uvahu také casovou $kalu jejich priabéht. Zatimco
pohyby chloroplastli jsou robustni, nékolik desitek minut trvajici procesy, v disledku
LTS nastavaly zmény hodnot PSKZ daleko rychleji (béhem nékolika jednotek minut).
Vysledky prezentované na obr. 27 demonstruji, ze jev KZ lze vyuzit k monitorovani
ruznych fyziologickych dé&ji, které se v méfenych hodnotach PSKZ odrazi specifickymi

zpusoby a v raznych ¢asovych skalach.
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Obr. 27 Srovnani zmén hodnot PSKZ b&hem intervalu I3 prvniho ostrého experimentu (A), béhem druhého ostrého experimentu ve stejné oblasti zajmu (B).
Hodnoty PSKZ jsou vzdy normovany vuéi prvni hodnoté (grafy vzdy zacinaji hodnotou 1). A: ¢iselné popisky ukazuji hodnotu, na kterou klesly relativni PSKZ
bé&hem 60 min trvani I3. B: riZové je vzdy znacena prvni relativni hodnota PSKZ po LTS, ¢erné jsou znaceny extrémy relativnich hodnot PSKZ po LTS.
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6. DISKUSE

Jedinec¢nost predkladané prace spociva v bezkontaktnim pfistupu k monitorovani
zmén v pletivech rostlin, které neni mozné pozorovat a hodnotit pouhym okem. Tyto
zmény mohou byt ¢isté fyziologického charakteru nebo mohou vznikat v disledku stresu
rostlin. Vyznamnym posunem od nasi bakalaiské prace, v ramci které jsme snimali pouze
vadnouci oddé€lené listy, je monitorovani intaktnich listd in vivo. K vyhodnoceni
experimentll prezentovanych v praktické ¢asti prace jsme se rozhodli inspirovat
metodikou publikovanou autory Braga a kol. (2016a). Autofi piedstavili zplsob
digitadlniho zpracovani snimki struktur koheren¢ni zrnitosti hned Sesti bé&zné
publikovanymi metodami, z nichZ kazda zahrnuje sviij vlastni kvantitativni ukazatel jimi
popsané tzv. biologické aktivity. Tento zavadéjici termin jsme v nasi praci nahradili Cisté
technickym terminem ,,zmény struktury koheren¢ni zrnitosti“. Kazda z prezentovanych
metod zaroven umoznuje zachytit zmény nejen uvnitf pletiva, ale také na povrchu zivého
listu.

Zatimco vétSina publikaci se soustfedi na snimani celého listu, nebo jeho jedné
konkrétni oblasti, my jsme sledovali zmény ve struktufe koheren¢ni zrnitosti vicero
zpusoby s cilem ziskat komplexni informaci o zménach struktury listu. Vyhodnocovali
jsme data z celého listu, ze tfech vybranych oblasti rizné vzdalenych od mista popaleni,
dale zptimky prolozené oblasti zajmu na listu. Pouzili jsme hned nékolik metod
pro vyhodnoceni ziskanych dat véetné jedné, zcela noveé navrzené. Podstata nové metody
byla analogicka postupu pii sestrojovani matice THSP, kterou vyuzili naptiklad
Arizaga a kol. (1999) pii vypoftu momentu setrvacnosti, V souvislosti S matici
spole¢ného vyskytu. Na rozdil od Arizaga a kol. (1999), kteti matice THSP tvofili
ze struktur koherencni zrnitosti, jSme my myslenku THSP vyuzili v souvislosti s metodou
obrazové analyzy AVG. Vytvorili jsme mapy, do kterych jsme dosazovali jiz vypoctené
hodnoty PSKZ (vysledky metody AVG). Nami vytvorené mapy tak obsahuji informaci
0 propustnosti vzorku béhem potizovani piislusnych sérii snimka struktur koherencni
zrnitosti.

Flexibilita nami navrzené méfici aparatury umoznila (1) stfidat snimani struktur
koheren¢ni zrnitosti v redlném Case s méfenim pohybu chloroplastti, (2) snimat struktury
koheren¢ni zrnitosti ped, béhem i1 po lokalnim vysokoteplotnim stresu listu.

V prvnim experimentu jsme se zaméfili na samovolné fyziologické procesy (pohyb

chloroplastit) probihajici v rostliné, kdy se nam podafilo potvrdit piimou souvislost
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zmény struktury koheren¢ni zrnitosti S pohybem chloroplasti, coz dosud v literature
prokazano nebylo. Na moznou souvislost koherencni zrnitosti S pohyby chloroplasti
poukazali Oulamara a kol. (1989) a Braga a kol. (2009), nicméné ani oni nebyli schopni
oddélit jednotlivé komponenty pohybu V proméfovaném pletivu, tudiz se jednalo
0 pouhou spekulaci. V souvislosti s méfenim propustnosti biologického materialu byla
koheren¢ni zrnitost jiz v minulosti pouzita, nicmén¢ se nejednalo o studium rostlinného
pletiva  ale  zivocisSnych  tkani  (Draijer a kol. 2009,  Ansari a kol. 2016b,
Ansari a kol. 2017). Byt se jedna o prvni dikaz uvedenych souvislosti V rostlinném
pletivu, dal se tento vysledek piedpokladat. V literatufe je jiz dobfe popsano, Zze pohyb
chloroplasti  vyznamné méni optické vlastnosti lista  (Naus a kol. 2010,
Frolec a kol. 2010), coz se z fyzikalni podstaty véci (princip vzniku jevu koherenéni
zrnitost) musi odrazit ve zmén¢ struktury koherenéni zrnitosti listu. Znaje robustnost
a dominantni vliv pohybu chloroplastii na optické vlastnosti listu, vybrali jsme prave
tento jev pro prvotni studium souvislosti zmén koherenéni zrnitosti S fyziologickymi
zménami v rostlinach.

Souvislost zmén ve struktufe koherencni zrnitosti s fyziologickymi procesy
vyvolanymi stresem rostliny jsme studovali v druhém experimentu. Prokazali jsme
zmény ve struktufe koheren¢ni zrnitosti | pfi stresu nizké intenzity a navic v pletivu
vzdaleném od mista popaleni. Ackoli jiz byla popséna souvislost zmén struktury
koheren¢ni  zrnitosti S teplotou prosttedi, do kterého je vzorek umistén
(Kurenda a kol. 2010), nejednalo se o piimy lokalni stres ve vegetativnim pletivu, pouze
o zmény na trovni celého plodu jablka (cv. Idared). Z naSich dat je dale zfejmé, Ze
rychlost a amplituda zmén struktury koheren¢ni zrnitosti klesa se vzdalenosti od mista
poskozeni naznacujici pfitomnost Sificiho se signalu. Jev koherenéni zrnitost by se tak
dal pouzit k neinvazivnimu studiu velmi rychlych nepatrnych (béZnymi metodami
nezachytitelnych) zmén ve fyziologii listu po vystaveni stresu a tim k monitoringu
lokalnich 1 systémovych signélnich cest v rostlinach.

Dalsi vyznamny zavér z nasi prace vyplyva téz z druhého experimentu, kde byl
vyloucen pohyb chloroplastt, ale piesto jsme zmény ve strukturach koheren¢ni zrnitosti
I zmény v propustnosti listu po teplotnim stresu detekovali. Navic je znamo,
ze chloroplasty se nepohybuji po lokalnim popaleni (Naus a kol. 2008). Z namétenych
dat je ziejmé, ze vedle robustniho pohybu chloroplastii se na zméné¢ struktury koheren¢ni
zrnitosti mohou podilet ijiné procesy pfitomné v rostliné po vystaveni lokdlnimu

teplotnimu stresu. Béhem teplotniho stresu jsou poskozeny buniky a popaleny list ztraci
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kutikulu i1 epidermis, coz ma za nasledek nerovnovahu ve vodnim provozu rostliny.
Dochézi k poklesu turgoru v pfimo zasazeném a prilehlém pletivu a k okamzitému
nartstu rychlosti transpirace a ztrat¢ vody (Nozkova a kol. 2018). V pozdéjsich ¢asech
(jednotky min) dochazi knegativnim zménam ve fotosyntetickych procesech
(napf. pokles asimilace CO2, zména fluorescence chlorofylu a) a k uzavieni pruduchut
a naslednému sniZzeni rychlosti transpirace (Hlavackova a kol. 2006). Pokles turgoru,
pohyb praduchti, zména absorpce listll, to v§e se mize odrazit v optickych vlastnostech
listu, potazmo ve zmeén¢ struktury koherencni zrnitosti. Uvedené procesy budou

predmétem naSeho dalsiho vyzkumu.
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. ZAVER

Byla vypracovana reserSe na dané téma, kterou jsme se dale inspirovali pii navrzeni
vlastnich experimenti a pfi interpretaci namétenych dat.

Zdokonalili jsme diive sestavenou aparaturu (Pechnik 2019) pro méteni ¢asového
vyvoje strukturnich zmén v listu rajéete pomoci jevu koheren¢ni zrnitost. Novou
aparaturu jsme vyuzili k méfeni zmén struktur koheren¢ni zrnitosti v redlném case na
zivém listu rostliny.

Zaznamenali jsme dominantni vliv pohybu chloroplastt rostliny mezi dvéma krajnimi
pozicemi (Celni pozice a bocni pozice) nNa jev koherenéni zrnitost (vyhodnoceno
metodou AVG).

Detekovali jsme pohyby chloroplastli a propustnost listli pomoci pfistroje SpectraPen
SP-100 a pomoci ptistroje ThorLabs PM400 vybaveného ¢idlem vykonu S130C
Provedli jsme monitorovani struktur koherencni zrnitosti po popaleni $picky listu zivé
rostliny. Zmény struktury koherenéni zrnitosti byly vyhodnocovany jak v listu jako
celku, tak i v definovanych oblastech zajmu vzdalenych od mista poskozeni.
Strukturni zmény v poskozeném listu jsme vyhodnocovali pomoci metod LASCA,
FUIJII, AVD, GD, IM, MHI, AVG, STD, z nichz jsme zvolili metody GD a AVG pro
porovnani definovanych oblasti zajmu na listu.

Ze ziskanych dat je ziejmé, Ze jev koherencni zrnitost lze pouzit jako neinvazivni
a presny nastroj pro studium zmén ve fyziologickych procesech rostlin v ptirozenych

1 stresovych podminkéch.
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PRILOHY

Ptiloha 1 Script v software GNU Octave

V této piiloze bude stru¢né popsan skript pro zpracovani snimkl struktur
koherenéni zrnitosti. Skript byl vypracovan na zakladé Braga a kol. (2016a)
www.nongnu.org/bsltl/ a je optimalizovan pro software GNU Octave 5.2.0 a operaéni
systém Microsoft Windows 10.

Celé méfeni tvoii série snimkl pofizené kamerou v minutovém intervalu. Série
snimkl jsou ukladdny do adresaiti oznacenych poradovym cislem. Celd méfeni jsou
ukladana do adresafe s ndzvy obsahujicimi potfadové ¢&islo, den, mésic a rok pocatku
méfeni.

Soubory snimka struktury koherenéni zrnitosti jsou v ramci kazdé série snimkt
pojmenovany XXX.bmp, kde trojice XXX piedstavuji pofadova Cisla snimkt v sérii.
Soubory jsou ¢islovany od 001, takze prvni snimek struktury koheren¢ni zrnitosti v kazdé
sérii nese nazev 001.bmp, druhy snimek je 002.bmp...posledni snimek v kazdé sérii je
030.bmp. Format souboru snimku je BMP (Bitmap Image File Format) s barevnym
rozliSenim 8 bitl (256 urovni Sedi).

Knacteni dat ze soubori pofizenych snimkli je pouZit seznam
IMAGESDIR=*adresa* ktery obsahuje ndzvy téchto soubori. V dalsim kroku se tento
seznam vytvoii DATA=datapack (IMAGESDIR, ,,1,30,°bmp®). Nasledné¢ je vzdy
pro kazdou sérii snimkt struktury koherenc¢ni zrnitosti vytvorena matice o stejné dimenzi
jako pofizené snimky. Do téchto matic se ulozi hodnoty vypoctené z operaci mezi snimky
Vv sérii. Na zavé€r se matice vypoctenych hodnot biologické aktivity ulozi na disk pocitace.
K jejich archivaci se pouzije soubor typu TIF (Tagged Image File Format) s barevnou
hloubkou 24 bitti totoZznou s poctem bitd, které jsou pouzity pro reprezentaci hodnoty
biologické aktivity. Tato barevna hloubka umoziuje archivovat hodnoty smérodatné
odchylky s presnosti az na sedm desetinnych mist. Nedojde tak ke zkresleni vypoétenych
hodnot biologické aktivity béhem jejich ulozeni a dale soubor typu TIF nabizi rychlou

vizualizaci vypoctenych dat.
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pkg load bsltl
IMAGESDIER=

DATA=datapack (IMAGESDIR, ' ', 1, 30,

GIM=graphim (DATL) ;

print -dtif C:%\Users'Lenowvoh

FOJIT=fujii (DATA) ;
print -dtif C:%“Users‘\Lenovo

figure| P
MHI=graphmhi (DATA, 11) ;

print -dtif C:%Users'Lenowvoh

Y=gendiff (DATL) ;

print -dtif C:“\Uszers'Lenowvo)

GAVD=graphawvd (DATA) ;
print —-dtif C:“Users'Lenowvo

[C D E]=stdcont (DATA) ;

THSP=thsp (DATL, r 240} 7
COM=coom (THSP) ;

print —-dtif C:“\Users‘\Lenowvol

“Desktop

Desktoph

Desktoph

[IM1 IMZ]=inertiamoment (COM, 2)
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Desktophvysledky'

Wwysledky'

wvysledky®,

wvysledky’,

“Desktopiwvysledky®

Desktopivysledky®

IM-01.tif
FUOJII-O1l.tif
MHT-01.tif
GENDIFF-CO1.tif
GAVD-0O1.tif
COM-01.tif



Priloha 2 Spektrum dichroického filtru FD1B
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