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Chloroplasty predstavuji specializované organely rostlinnych bunék vybavené
vlastni DNA i ribozomy. Predpoklada se, Zze chloroplasty dnesnich rostlin jsou
potomky volné Zijicich fotosyntetickych sinic, které byly v davné minulosti pohl-
ceny mnohem vétsimi heterotrofnimi organismy, s nimiz posléze utvorily tésny
symbioticky vztah (viz téZ Ziva 2006, 1: 2-5). V téchto organelach obsahujicich
fotosyntetické pigmenty, z nichZ nejdulezitéjsi je zelené barvivo chlorofyl, pro-
biha preména slunecni energie na energii chemickych vazeb — fotosyntéza.

matickych reakci produkujicich cukry z oxidu uhlic¢itého a vody. Timto vnitfnim
prostorem chloroplastu prostupuji tenké vacky nazyvané thylakoidy, na jejichz
membranach probiha vyse zminény proces fotosyntézy.

Chloroplasty vyssich rostlin (véetné me-
chorosttt) maji jednotnou strukturu — vét-
Sinou jde o ploché vacky o priméru 4-8 um.
Jedna rostlinna buiika obsahuje zpravidla
asi 10-50 chloroplasti. Chlorofyl je v nich
nerovnomérné rozptylen, takze pfi blizsim
studiu je mozné uvniti chloroplastt rozpo-
znat oblasti s vy$§im a niz$im obsahem
chlorofylu. Tento rozdil je zpuisoben vniti-
ni organizaci chloroplastt, které obsahuji
tzv. grana, coZ jsou mista s husté nahlouce-
nymi thylakoidy, na jejichz membranach jsou
pfitomny fotosyntetické pigmenty. Jednot-
nost tohoto usporadani chloroplastti u vSech
vyssich rostlin poukazuje na nalezeni opti-
malni formy této organely v ranych stadiich
evoluce, ktera jiz nebyla po dlouhou dobu
zménéna.

Zcela odliSna situace panuje u zelenych
ras — autotrofnich jednobunécnych ¢i mno-
hobunécnych mikroorganismu Zijicich pre-
vazné ve sladkovodnich ¢i terestrickych
biotopech. Jednobunécné kokalni rasy jsou
tvarové velmi uniformni (vétSinou jsou to
jednoduché kulicky); jejich chloroplasty na
rozdil od chloroplastt vyssich rostlin neob-
sahuji grana, zato se vSak vyznacuji az ne-
predstavitelnou rozmanitosti tvart. Kvuli
jednoduchému tvaru bunék a stejné pravde-
podobnosti osvétleni bunky takika z jakéko-
li strany je pro zelené kokalni fasy vyhodné
vyplnit ¢astmi chloroplastu rovnomérné
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cely vnitrek bunky. Zda se, Ze pfi hledani
zpusobu nejefektivnéjsiho vyplnéni bunék
chloroplastem se rtzné skupiny fas vydaly
dvéma riznymi cestami. Zastupci nékte-
rych rodt maji ve svych bunkich mnoho
jednoduchych chloroplastd, vypliujicich
rovnomérné bud cely vnitfek, nebo peri-
ferni vrstvu bunky. U jinych rodi nalezne-
me v bunce pouze jediny chloroplast, je-
hoz casti pak zapliuji témér cely obsah
bunky. Z centralni ¢asti chloroplastu vybi-
haji k periferii buiiky laloky rtiznych tvart
a velikosti, nebo je cela bunka prostoupena
chloroplastem sitovité struktury. Detailni
pozorovani takto slozité strukturovanych
organel pouze pomoci svételného mikro-
skopu je ovSem velmi naro¢né, ne-li ne-
mozné.

Ke konci 80. let 20. stol. se v biologii
objevila nova zobrazovaci metoda konfo-
kalni mikroskopie, ktera zasadnim zpuso-
bem rozsifila moznosti pozorovani zivych
objektt (viz Ziva 2006, 6: 245-248). Jeji
princip byl patentovan jiz v r. 1957, Sirsi
uplatnéni vsak tato technika nasla az o tfi
desetileti pozdéji. V cem spocivaji jeji hlav-
ni prednosti? Pomoci specialni konfokalni
clonky je skryto zobrazeni oblasti nad a pod
rovinou zaostreni a tim je odstranéno ,roz-
mazani“ obrazu, které vznika pri pohledu
na silnéjsi vzorky v klasickém optickém
mikroskopu. Trojrozmérny objekt zobrazeny
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pomoci konfokalniho mikroskopu je pak
mozné virtualné narezat na mnoho optic-
kych rovin a ty pak dale pocitacové zpraco-
vavat. Konfokalni mikroskopie se tak stala
idealnim nastrojem i pro studium struktu-
ralné slozitych chloroplastu.

Prvni pozorovani rostlinnych bun€k kon-
fokalnim mikroskopem uskutecnili v r. 1989
americti védci z University of California.
Jednoduse vlozili celé listy rostlin mezi pod-
lozni a kryci sklo a pozorovali pocet a rozlo-
Zeni jednotlivych gran chloroplastu. Jednou
z prvnich rostlin, které byly takto prozkou-
many, byla i znama a mezi akvaristy oblibe-
na vodni rostlina rodu Hygrophila. Pozdéj-
$i vyzkumy chloroplastti u vSech vyssich
rostlin pak odhalily nenahodné usporadani
gran do spiralovitych struktur. V soucasné
dobé se konfokalni mikroskopie zcela béz-
né vyuziva pfi studiu chloroplasta vyssich
rostlin, pfi studiu chloroplastt fas — velké
a velmi diverzifikované skupiny autotrof-
nich organismt — se vSak vyuziva zatim
jen velmi sporadicky. K priukopnikiim pou-
Ziti této metody pro studium fas patii aus-
tralsky profesor botaniky Brian Gunning,
ktery na zakladé konfokalni mikroskopie
poukazal na zasadni rozdily v ultrastruktufe
chloroplasti zastupcu dvou fylogenetic-
kych vétvi Chlorophyta (zahrnujici vétsinu
zelenych ras) a Streptophyta (do této sku-
piny patfi vSechny vyssi rostliny, z fas pak
napf. paroznatky — tfida Charophyceae
a krasivky — tad Desmidiales). Zjevné vy-
hody a moznosti vyuziti konfokalni mikro-
skopie pro studium chloroplastii u ras jsou
uvedeny v tomto prispévku.

Pocet a vnitini struktura
chloroplasta

I kdyZ se vétSina ras vyskytuje prevazné
ve vodnim prostiedi, nezanedbatelné mnoz-
stvi druhu je také mozno najit v aerofytic-
kych biotopech (tj. na skalach, na kmenech
stromt, na zdech budov) ¢i v puadé. Jen
pudnich fas jiz bylo nalezeno vice nez 1 000
druh a stéle se ve védeckych studiich obje-
vuji popisy novych druht ¢i dokonce rodt
vitel ptdnich fas ma velmi prostou struktu-
ru: vypada jako jednoducha zelena kulicka
o praméru pouhych 10 um, uvnitf s jednim
¢i nékolika chloroplasty. Organismt této
charakteristiky se v pudé vyskytuje velké
mnozstvi, byt malou kulickou je v piidnim

Obr. 1 Dvé populace piidnich Fas zobrazené ve
svételném (nahove) a konfokdlnim (dole) mifkro-
skopu. V levé &isti obrdzlu buiiky rodu Chlorel-
la, které obsahuji pouze jeden chloroplast. Ten
je rozdélen na dva laloky piiblizné stejné veli-
kosti. (Spojent lalokii miistkem je dobre zietelné
na busice vpravo dole, oznacené Sipkou.) V pravé
Cisti obrdzku je zobrazena fasa rodu Muriella,
v jejichz busikdch je pritomno mnoho jednodu-
chjch chloroplastii & Obr. 2V levém sloupci
rozdily ve vnitini struktute chloroplastii zele-
nych ias. Shora: Muriella sp. — chloroplast
s vyraznym rozdilem v rozloZeni chlorofylu,
Chlorella sp. — sitovitd struktura chloroplastu,
Bracteacoccus minor — homogenni chloroplast
s rovnomérnym rozlogenim chlorofylu. V pra-
vém sloupci struktura bilkovinného téliska py-
renoidu u riizmjch drubii vas. Shora: Chlorella
lobophora — thylakoidy se vyskytuji ve vice
oblastech pyrenoidu, Lobosphaeropsis pyrenoidosa
— thylakoidy prostupuji pouze centrdilnt oblas-
ti pyrenoidu, Trebouxia sp. — pyrenoid bez

viditelné vnitini struktury, bliZe v textu
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prostiedi totiz pravdépodobné velmi vy-
hodné. Problém vSak nastiva pii ekolo-
gickych ¢i floristickych studiich ptudnich
mikroorganismu, kdy je potfeba rozlisit
jednotlivé morfologicky velmi podobné ta-
xony.
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Jednim z nejdtlezitéjsich znaka pouziva-
nych pro determinaci takovych druhu fas
je pocet a tvar chloroplastii. Vzhledem k ma-
lym rozméram bunék jsou vSak ve svétel-
ném mikroskopu tyto charakteristiky velmi
$patné postihnutelné. Vychodiskem je pak

Obr. 3 Rozdily v povrchové struktute chloro-
plastii Tas lkrdsivek (Desmidiales). Vievo rod
Euastrum s hrubym povrchem chloroplastu.
Uprostied a napravo krdsivky rodu Cosmarium
s povrchem chloroplastu rozdélenym do mnobha
malych hrbolkii (uprostied) & nékolika vellyjch
lalokit (vpravo). Foto B. Gunning

pouziti konfokalni mikroskopie, ktera diky
své vysoké rozliSovaci schopnosti odhali
morfologii chloroplasti mnohem lépe. Na
obr. 1 jsou bunky dvou populaci ptdnich
ras zobrazené ve sv€telném a konfokalnim
mikroskopu. U obou populaci je velmi ob-
tizné definovat tvar a pocet chloroplasta,
pokud je pozorujeme konvencnim svétel-
nym mikroskopem. Na obrazcich z konfo-
kalniho mikroskopu je vsak vidét vyrazny
rozdil ve tvaru a poctu chloroplasti. Zatim-
co bunky prvni populace obsahuji pouze
jediny chloroplast rozdéleny do dvou pfi-
blizné stejnych lalokt, bunky druhé popu-
lace obsahuji nékolik chloroplastii jedno-
duché stavby. Diky sekven¢nimu snimani
Ize navic u kazdé pozorované bunky pfi-
mo urcit presny pocet jednotlivych chlo-
roplasta.

Tim vSak vyhoda konfokalni mikrosko-
pie pfi zkoumani chloroplasti zdaleka ne-
konci. Pomoci této zobrazovaci techniky
Ize totiz zachytit i vnitfni ultrastrukturu
chloroplastu. Jak jiz bylo feceno, na rozdil
od vyssich rostlin se u fas nevyskytuji gra-
na. Presto vsak lze najit rozdily ve vnitfni
strukture chloroplastii jak mezi jednotli-
vymi druhy fas (obr. 2, levy sloupec), tak
i béhem zivotniho cyklu jedné populace.
V neposledni fadé je pak mozZné zkoumat
vnitini strukturu pyrenoidu, bilkovinného
téliska obsahujiciho enzym RuBisCo (funkci
tohoto enzymu je vazat oxid uhlicity v tem-
nostni fazi fotosyntézy). Tato struktura, vy-
skytujici se pouze v chloroplastech fras
a mechorosta hlevikG (Anthocerophyta),
byla prokazana jako druhové specificka.
Doposud vsak byla jeho ultrastruktura stu-
dovana pomoci technicky obtizné a Casové
naro¢né metody ultratenkych rezi na elek-
tronovém mikroskopu. Zda se vsak, Ze jisté
rozdily v ultrastrukture pyrenoidu lze po-
stihnout pouhym pozorovanim bunék v kon-
fokalnim mikroskopu (obr. 2, pravy slou-
pec). Rozdil mezi pfimym pozorovanim
zivych bunék konfokilnim mikroskopem
a nékolikadenni pfipravou vzorku pro trans-
misni elektronovou mikroskopii je vice nez
zfejmy.

Morfologie a ontogeneze
chloroplasti

Mnohé rody ras maji velmi jednoduchy
typ stélky, hojné se vSak setkavame i se sku-
pinami fas vyznacujicimi se neobycejnymi

Obr. 4 Variabilita chloroplastu asy Dictyochlo-
ropsis splendida. 'V horni iadé jsou zobrazeny
rekonstrukce  jednovrstevného  perforovaného
chloroplastu mladych bunék. V prostiedni radé
je zobrazena struktura sloZitého chloroplastu
dospélyjch bunék. Na levém obrizleu celkovy po-
bled, na ostatnich dvou rezy vnitiem chloroplas-
tu. Dolni tada ilustruje chloroplast stdrnoucich
bunék, u kterjch nejprve dochdzi ke vzniku
paralelnich plochych lalokii (obr. vievo), které
predchdzeji vzniku kompakiniho chloroplastu
granuldrni struktury. Ndsleduje déleni chloro-
plastu na nékolik Cdsti (ostatni dva obr.) v rdm-
ci nepohlavniho rozmnoZovdni vasy. Snimky
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tvary, pozoruhodnou symetrii a povrchem
bunék. U¢ebnicovym prikladem je skupina
s prizna¢nym ceskym nazvem krasivky (téz
Ziva 2004, 1: 12-14). Krisné jsou nejen
bunécné tvary a povrch bunék, ale i chlo-
roplasty nachazejici se uvnitf a jejich struk-
tura (obr. 3).

Neméné krasy, kterd se ovSem ukaze az
pfi bliz§im prizkumu, v sobé ukryvaji na
prvni pohled uniformni ,zelené kulicky“ ze
skupiny Chlorococcales. Mezi né patii
i fasa s latinskym nazvem Dictyochloropsis,
ktera se vyznacCuje pomérné velkymi roz-
méry bunék, dosahujicimi v praméru az
50 um. Bunky tohoto organismu jsem opa-
kované nalezl na vrchu Bore¢ v Ceském
stfedohofi, ktery je prosluly svymi ventaro-
ly, tj. misty s vyvéry teplého a vlhkého
vzduchu v zimnim obdobi. Jednobunécné
rasy kulovitého tvaru se slozité utvarenym
chloroplastem zde rostou ukryty ve stél-
kach mechti a na povrchu kamenti ve ven-
tarolech a jejich nejblizs$im okoli. Jiz prvni

konfokalni snimky odhalily necekané boha-
tou strukturu chloroplastu s mnoha sitovité
spojenymi laloky. Po n€kolika opakovanych
studiich jiz bylo mozné nacrtnout celou
zménu tvaru chloroplastu od mladych bunék
az po dospélé, délici se bunky. Ze serialnich
optickych fezi Zivymi bunikami bylo poslé-
z€e mozno Vvytvorit trojrozmérné rekonstruk-
ce chloroplastt v riznych stadiich Zivotniho
cyklu (obr. 4).

Konfokalni mikroskopie:
idealni nastroj pro studium fas

S nastupem konfokalni mikroskopie vy-
razné naruastaji moznosti studia slozitych
chloroplastu ras, které dosud staly stranou
zajmu algologt. Pomoci této metody lze ne-
jen detailné postihnout zmény chloroplas-
tu béhem zivotniho cyklu mnoha druht ¢i
studovat rozsahlé prestavby chloroplastu
pred bunécnym délenim, ale také zkoumat
vliv riiznych abiotickych faktorta (jako napf.

Husenicek rolni a sou¢asny vyzkum
rostlinneho genomu

Jana Repkova

Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) z cel. brukvovitych (Brassicaceae) je
vyznamnym modelovym objektem pro molekularni genetiku rostlin. Velikost
genomu tohoto druhu, nejmensiho genomu v rostlinné fisi, byla rozhodujicim
divodem pro ziskani prvni kompletni sekvence rostlinné DNA a zahajeni syste-
matické funkcni analyzy jednotlivych gend.

Dvoudé¢lozna rostlina husenicek rolni je
mala a nenapadna jednoleta bylina (obr. 1),
kterou v 16. stol. poprvé popsal Némec
Johannes Thal. Tehdy ji nazval Pilosella sili-
quosa. Az v r. 1842 byl pfijat jeji dnesni
nazev Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
MuzZeme se s ni bézné setkat v prirod€ a jeji
populace se vyskytuji na celé severni polo-
kouli v Evropé€, Asii a Africe, byla nalezena
také v Severni Americe a Australii, kam byla
pravdépodobné zavlecena z Evropy.
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Z jakého dtivodu ziskala tato rostlina zce-
la vysadni postaveni v genetice a predevsim
v molekularni genetice rostlin? Je to proto,
Ze spliuje vSechny podminky modelového
organismu. K tém patfi snadna kultivace
v laboratornich podminkach i v podmin-
kach #n vitro a prostorova nenarocnost.
Kratka generacni doba, pouhych 6 az 8 tydna
od vyseti, nam umoziuje ziskat 6 az 8 ge-
neraci do roka. Pfi optimalnim rustu ziska-
me z jedné rostliny az nékolik tisic semen

intenzity svétla) na trojrozmérné usporada-
ni lalokt chloroplasta.

Rozdil mezi uniformnim tvarem chloro-
plast vSech vyssich rostlin a velkou varia-
bilitou tvara chloroplasttt mnohych zelenych
ras je az zarazejici. Zda se, jako by jedno-
bunécné fasy projevovaly svou druhovou
variabilitu pravé ve strukture chloroplastti,
kdezto mnohobunécné vyssi rostliny jiz
vytvareji pouze morfologicky velmi jedno-
duché a uniformni chloroplasty ,fadniho*
tvaru. Také vlaknité fasy vétsinou ve svych
bunkach obsahuji chloroplasty jednodus-
stélky, jako napft. paroznatky (chary), pak ve
svych bunkach hosti tvarové stejné uni-
formni chloroplasty jako vySsi rostliny. Je
tedy mozné vyslovit hypotézu, ze zatimco
Vyssi rostliny projevuji tvarovou rozmanitost
na arovni listd, kvéta a jinych organt, auto-
trofni organismy, kterym se v evoluci nepo-
darilo ,vynalézt“ mnohobunécnost, si touhu
po individualité uspokojuji ponékud jinak.

Obr. 1 Dvoudéloznd rostlina husenicek rolni
(Arabidopsis thaliana) je vjznamnym modelo-
vym objektem v genetice. Na obr. ekotyp Co-
lumbia, ktery je vychozim genotypem pro navo-
zeni mutaci jak klasickych tak inzerénich
a jejich dalsi analjzu zaméfenou na zjisténi
a charakterizaci genii

a tedy i stejny pocet potomku v dalsi gene-
raci, coz je vyhodné pro genetickou analy-
zu. AvSak tim hlavnim ddvodem, proc se
husenicek rolni stal skute¢nym reprezen-
tantem vysSich rostlin, je velikost a struk-
tura jeho genomu. V jadfe ma pét part
chromozomu a haploidni genom obsahuje
125x10° para bazi (bp), tj. 125 Mb. Jeho
genom je tedy asi jen 25krat vétsi nez ge-
nom bakterie Escherichia coli, 10krat vétsi
nez genom kvasinky Saccharomyces cere-
visiae, je porovnatelny s genomem Zivocis-
ného modelového objektu musky octomilky
(Drosophila melanogaster) a asi 20krat
mensi nez genom clovéka. A pravé velikost
genomu byla rozhodujicim faktorem pfi vy-
béru prvni rostliny pro kompletni sekve-
novani DNA.

Obr. 2 Mutant husenicku rolniho (A. thaliana).
Mutace byla indukovdna ionizujicim zdrenim
— rentgenovymi paprsky. Fenotypové (fenotyp
Jje soubor znakii, kterymi se v daném prostiedi
projevuje genotyp) se projevuje protdhlymi délo-
hami a listy, které jsou Sedozelené, romboidni
(ve tvaru kosoltverce), se dvéma zuby
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