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Abstrakt

Clének se zabyva metodou kvantitativni analyzy jehlic po ptsobeni oxida¢niho stresu. Metoda je
prezentovana na datech ziskanych z odbéru vzork ze smrku ztepilého Picea abies na lokalité Bily kiiz
v Beskydech. Byl nalezen vztah mezi pomérem plochy mezofylovych bunék k celkové plose mezofylu a

stomatdlnim tokem ozoénu do pletiva jehlic.
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Uvod

Oxida¢ni stres je povaZovan za stresovy faktor, ktery plsobi na rostliny zpomalenim
Zivotnich funkci, poSkozenim bungk, pletiv a celych orgdnti, coZz vede az k uhynuti jedince.
Pri¢inou oxida¢niho poSkozeni rostlin je nerovnovdha mezi mnoZstvim reaktivnich forem kysliku
(ROS) pusobicich na rostlinu a jejich odbourdvanim [1]. Oxidacni stres plsobici na rostlinu
muzeme tedy interpretovat jako jev zdvisly na poméru oxidacni a antioxidacni aktivity [2].
Vyznamné naruSeni rovnovdhy mezi systémem produkujicim obranné latky a mnoZstvim
pusobicich ROS, vede az k patofyziologickym zméndm v organismu.

Reaktivni formy kysliku se velkou mérou podileji na hypersenzitivni reakci, kterd vede
k bunécné smrti v misté¢ pisobeni oxida¢niho ¢inidla [3] a byva povazovédna za apoptdzu [4].
Tuto mySlenku také potvrzuji studie probihajici na bunécnych suspenznich kulturdch husenicku
rolniho, s6ji a tabdku [5].

V niz8ich koncentracich ptsobi reaktivni formy kysliku na fyziologické procesy v rostliné,
inhibuji fixaci CO,, inaktivuji enzymy Calvinova cyklu a oxiduji flavonoidy. ROS také poskozuji
DNA, lipidy a proteiny [6].

Pisobenim oxida¢niho stresu na hospodéisky vyznamné rostlinné taxony se stdle zabyva
mnoho autorl, napt. na Fagus sylvatica L. [7] a Betula pendula Roth [8].

N&s§ vyzkum se primarné¢ zameétfuje na poSkozeni jehlic smrku ztepilého Picea abies,
rostouctho ve vysSich nadmotiskych vyskach, kde dochazi k cCastéjSim expozicim reaktivnimi
formami kysliku.

Material a metody

Vzorky byly odebirdny z reprezentativniho jedince rostouciho na lokalit¢ Bily Kiiz
(Beskydy, 49°33°N, 18°32°E, 908 m. n. m.). Vybér se omezoval na dvouleté heliofytni jehlice
zjizni strany, aby nebyla zanesena chyba souvisejici se zménou poméru Siiky a vysky u
sciofytnich jehlic a jehlice byly pln¢ vyvinuté. Odbér probéhl petkrat v pribéhu vegetacni sezény
(8.6., 19.7., 22.10., 2.11. a 13.11.), mezi 10 a 12 hodinou. Odstranény byly vSechny jehlice
poskozené biotickymi Ciniteli, jako je poZer hmyzem nebo s viditelnym napadenim
endofytickymi houbami.



Meéreni koncentrace ozonu

Koncentrace ozénu (Ozon) byla méfend ve vySce 15 m Os analyziatorem (O341M,
Environment SA, France). Piepocet na hodnoty stomatédlniho toku ozénu (stom), byl provadén
pracovistém Ekotoxa s.r.o. dle jejich metodiky [9].

Priprava vzorkii pro kvantitativni analyzu pletiv

Jehlice byly ihned po odbéru fixovany roztokem FAA (1,82 M formaldehyd — 9,89M
ethanol — 0.87M kys. octovd) [10]. Dédle byly zpracovdny podle metody trvalych preparatl
botanické mikroskopické techniky: odvodnéni ethanolovou fadou, pfevedeni do xylému a
prosyceni parafinem. Zkoumany materidl byl zalit do BIO-PLASTU EXTRA pfi teploté 58 °C.
Parafinové bloky byly podélné krdjeny ve tfech az Ctyfech sériich na rotaénim mikrotomu HM
325 MICROM GmbH, sila fezu ¢inila 4 az 5 um. Poté byly pfeneseny na podlozni skli¢ko. Po
odparafinovani byly vzorky barveny zdkladni metodou Hematoxylin — Eozin (HE), polychromni
methylenovou modii nebo barvenim Grocott - GOmori. Nabarvené preparaty byly uzavieny do
enthellanu s xylémem.

Kvantitativni analyza podélnych histologickych rezii

Analyza podélnych histologickych fezii probihala na mikroskopu ZEISS Axiostar Plus
propojeného s kamerou Olympus C5060 WZ a multimedidlnim PC. Pro ziskdni snimku byl
pouzit program Quick Photo Camera 2.3. Podélné fezy jehlic byly fotografovany s objektivem
zvétSujicim 10x. Ndhodné byl vybrdn segment o délce 1000 pm z kazdého fezu, ktery byl dale
analyzovan.

Meéteni ploch probihalo ve freeware programu CERNOTA vytvofeném Kalinou a
Slovdkem [11]. Program pocitd mnozstvi Cernych pixelu na snimku a umoziiuje jejich piepocet
na plochu podle zadané rovnice. Vytvofenim série ¢tvercl a obdélnikii o zndmém poctu pixeli a
ndslednym zmétenim jejich délky a Sitky programem Quick Photo Camera 2.3, byla sestavena
kalibra¢ni kiivka pro vypocet rovnice.

Vyfocené snimky byly v prvni fazi pfevedeny do programu Adobe Photoshop CS5. Tento
software umoznuje pohodlné a pifesné obarveni objektl na snimku, které chceme méfit.
Z kazdého snimku (Obrazek 1. A) vznikly dva obrazky, jeden s obarvenou plochou celého
meéfeného segmentu (Obrazek 1. B) a druhy s plochou bunék v tomto segmentu (Obrazek 1. C).
Ve druhé fazi byl ¢ernobily obrazek nahrdan do programu CERNOTA, ktery vypocital plochu
obarvenych pixeli.

Obrazek 1. Ukédzka piipravy snimku pro vypocet plochy programem CERNOTA. A. snimek ze

svételného mikroskopu, zvétSeni 100x, barveni HE, vyznacen segment o délce 1000 um pouzity

pro dal$i analyzu. B. Cern€ obarvend plocha celého segmentu. C. ¢erné obarvené buiikky mezofylu
v méfeném segmentu.



Plochu buné¢k (AreaC) jsme vydélili celkovou plochou mezofylu (Area) a ziskali tak
parametr odrdzejici zdravotni stav pletiva uvniti jehlice (CM). Odectenim hodnoty plochy bun¢k
od celkové plochy mezofylu, jsme vypocitali plochu intercelularnich prostor (Areal). DalSim
parametrem vhodnym pro popis zmén probihajicich v mezofylu, je pomér plochy bun¢k k plose
interceluldrniho prostoru (CI).

Vysledky a diskuse

Analyza vzorkl ukdzala zménu v ploSe a objemu mezofylovych bunék, kterd se projevuje
deformaci protoplastu. U méfenych vzorkli byl nalezen vztah mezi pomérem plochy bun&k
k celkové ploSe mezofylu (CM) a stomatdlnim tokem ozénu (Stom) do pletiva (korelaéni
koeficient -0,72; (p-value = 3.833e-07)). Se zvySujicim se stomatdlnim tokem ozénu se sniZuje
plocha bun€k v mezofylu (Obrazek 2.). Primérné hodnoty poméru CM se pohybovaly od 0,72
(zdravé vypadajici pletivo) do 0,51 (poSkozené pletivo).
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Obrazek 2. Graf zavislosti poméru CM a stomélniho toku ozonu do pletiva jehlic smrku
ztepilého Picea abies

Zavislost mezi CM pomeérem a datem sbéru nebyla nalezena (korelacni koeficient -0.04;
(p-value = 0.804)). Lze tedy fici, Ze se nejednd o sezonni zmény, jako tomu byva napiiklad u
koncentrace fotosyntetickych pigment.

Vzijemné korelace vybranych métenych hodnot ukazuje tabulka 1.

Tabulka 1. Vzdjemné korelace méfenych hodnot. Vyznamné hodnoty jsou oznaceny tu¢ng¢.

Date Stom CM CI
Stom 0,18
Ozon 0,10 1,00
CM -0,04 -0,72
CI 0,16 -0,72 0,89

AreaC 0,36 -0,30 0,61 0,61
Areal 0,21 0,78 -0,90 -0,79
Area 0,51 0,43 -0,31 -0,20

Zavér
Cilem vyzkumu bylo najit vhodny parametr pro kvantitativni hodnoceni stavu pletiv po
pusobeni stresu. Pomér plochy bunék k celkové ploSe mezofylu velmi dobfe odrdzi zmény



objemu bun¢k uvniti jehlice. Kombinaci programu CERNOTA a Adobe Photoshop vznikl velmi
pfesny a levny néstroj pro kvantitativni analyzu histologickych fezi.

Podékovani
Studie byla finan¢né podpoiena z projektu SGS29/PtF/2015.

Literatura

[1.] PITERKOVA, J., TOMANKOVA, K., LUHOVA, L., PETRIVALSKY, M., PEC, P.
Oxidativni stres: lokalizace tvorby aktivnich forem kysliku a jejich degradace v rostlinném
organismu. Chemické listy, 2005, 99, s. 455-466.

[2.] ARORA, A., SAIRAM, R. K., SRIVASTAVA, G. C. Oxidative stress and antioxidative
systems in plants. Current Science, 2002, 82, s. 1227-1238.

[3.] DANGL, J. L., DIETRICH, R. A., RICHBERG, M. H. Death don't have no mercy: cell death
programs in plant-microbe interaction. The Plant Cell, 1996, 8, s. 1793-1807.

[4.] LAMB, C., DIXON, R. A. The oxidative burst in plant disease resistance. Annual Review of
Plant Physiology and Plant Molecular Biology, 1997, 48, s. 251-275.

[5.] HOUOT, V., ETIENNE, P., PETITOT, A. S., BARBIER, S., BLEIN, J. P., SUTY, L.
Hydrogen peroxide induces programmed cell death features in cultured tobacco BY-2 cells, in a
dose-dependent manner. Journal of Experimental Botany, 2001, 52, s. 1721-1730.

[6.] BERLETT, B. S., STADTMAN, E. R. Protein Oxidation in Aging, Disease, and Oxidative
Stress. The Journal of Biological Chemistry. 1997, 272, s. 20313-20316.

[7.] MATYSSEK R., BAHNWEG G., CEULEMANS R., FABIAN P., GRILL D., HANKE D.
E., KRAIGHER H., OSSWALD W., RENNENBERG H., SANDERMANN H., TAUSZ M.,
WIESER G. Synopsis of the CASIROZ case study: carbon sink strength of Fagus sylvatica L. in a
changing environment--experimental risk assessment of mitigation by chronic ozone impact.
Plant Biology, 2007, 9, s. 163-180.

[8.] OKSANEN E., KONTUNEN-SOPPELA S., RIIKONEN J., PELTONEN P., UDDLING J.,
VAPAAVUORI E. (2007). Northern environment predisposes birches to ozone damage. Plant
Biology, 9, 191-196.

[9.] ZAPLETAL, M., PRETEL, J., CHROUST, P., CUDLIN, P., EDWARDS-JONASOVA, M.,
URBAN, O., POKORNY, R., CZERNY, R., HUNOVA, 1. The influence of climate change on
stomatal ozone flux to a mountain Norway spruce forest. Environmental Pollution, 2012, 169, s.
267-273.

[10.] GEBAUER R., VOLARIK D., URBAN J., BORJA I, NAGY N. E., ELDHUSET T. D.,
KROKENE P. Effect of thinning on anatomical adaptations of Norway spruce needles. Tree
Physiology, 2011, 31, s. 1103-1113.

[11.] KALINA J., SLOVAK V. The inexpensive tool for the determination of projected leaf area.
Ekoldgia (Bratislava), 2004, 23, 5.163—-167.

Abstract

The article deals with a method of quantitative analysis of needles after exposure to oxidative
stress. The method is tested on data obtained from sampling of Norway spruce Picea abies in the Bily kriz
Experimental Station in the Beskydy Mts. (Czech Republic). A relationship has been found between the
ratio of the area of mesophyll cells to the total area of mesophyll and stomatal ozone flux.



