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ÚVOD 

Význam terestrické vegetace jakožto nejdůležitějšího zdroje primární produkce 
biomasy, základu potravního řetězce a v neposlední řadě důležitého krajinotvorného 
činitele je všeobecně uznáván. V poslední době je často tématem odborné i veřejné 
diskuze právě role suchozemské vegetace v souvislosti se zvyšující se atmosférickou 
koncentrací oxidu uhličitého. Pozornost je věnována hlavně lesním ekosystémům, kde je 
uhlík ukládán ve formě listové i dřevní biomasy, v opadu či půdě, což dává těmto 
ekosystémům potenciál sehrát důležitou roli ve zmírnění dopadu globálních změn klimatu 
způsobených nárůstem koncentrace skleníkových plynů v atmosféře. Klíčový proces pro 
fixaci atmosférického CO2 je fotosyntéza, proto je nezbytné porozumět vztahům mezi 
fotosyntetickou funkcí a vnitřní strukturou listoví, které se vzájemně podmiňují. Struktura a 
funkce listů je utvářena také působením vnějších faktorů prostředí a tyto procesy je žádoucí 
pochopit pro  odhalení potenciálu fixace CO2 jednotlivými rostlinnými druhy či ekosystémy. 

Tato práce je zaměřena na studium vnitřní struktury listu v závislosti na jeho 
funkci ve specifických podmínkách prostředí. Jako hlavní rostlinný objekt výzkumu byl 
vybrán smrk ztepilý (Picea abies L. Karst), nejhojněji zastoupený druh dřevin v lesních 
porostech pěstovaných v České republice (53% zalesněné plochy v ČR tvořily porosty 
smrku ztepilého v roce 2006 http://www.uhul.cz/zelenazprava/index.php) a dalších 
zemích střední a severní Evropy. Součástí práce je též studie provedená na dvou 
severoamerických jehličnanech - jedli balzámové (Abies balsamea L. Mill.) a smrku 
červeném (Picea rubens Sarg.) v rámci mezinárodní spolupráce s kolegy z University of 
New Hampshire ve Spojených státech amerických. 

Smrk ztepilý je vysoce citlivý k atmosférickému znečištění, obzvláště kyselému 
spadu, který ve formě SO2 spolu s troposférickým ozonem a oxidy dusíku byl jednou 
z příčin velkoplošného odumírání lesních porostů ve střední Evropě včetně České 
republiky (např. Smith 1990, Masuch 1992; Viskari a kol. 2000; Soukupová a kol. 2001). 
Změny ve vnitřní struktuře jehlic způsobené kombinací atmosférického znečištění a 
nepříznivých klimatických podmínek byly při výzkumu odumírání lesů využívány jako 
„mikroskopické indikátory poškození stromů“ širokým okruhem výzkumných skupin, 
včetně týmu Dr. Albrechtové z Katedry fyziologie rostlin, Přírodovědecké fakulty 
Univerzity Karlovy v Praze a jejich spolupracovníky ze Spojených států amerických z 
University of New Hampshire (Albrechtová a kol. 2001; Moss a kol. 1998; Soukupová a 
kol. 2001). 

Ačkoliv kvantitativní přístupy v rostlinné anatomii jsou zavedeny minimálně od 30. let 
20. století  (Turrell, 1936), většina studií věnovaných výzkumu poškození lesních porostů 
využívala pouze kvalitativní popis změn ve struktuře listoví, např. porušení celistvosti 
chloroplastů (Moss a kol. 1998). V dnešní době mnohdy nastává nutnost disponovat 
kvantitativními metodami k nevychýlenému odhadu geometrických parametrů vnitřní 
struktury listu (např. vnitřní povrch listu nebo objem a počet mezofylových buněk)pro potřeby 
modelování fotosyntetických procesů (Aalto and Juurola 2002; Juurola a kol. 2005), či 
průniku záření (Ustin a kol. 2001) na úrovni listu. Nejnovější metody kvantitativní rostlinné 
anatomie využívající možností konfokální mikroskopie a stereologie byly v poslední době 
testovány na různých rostlinných vzorcích (Kubínová a Janáček 1998; 2001) a v této studii 
byl testován potenciál jejich využití i v ekofyziologickém výzkumu.  

Možnost aplikace konfokální mikroskopie a stereologických metod na řezech 
jehlicemi smrku ztepilého při vyhodnocování změn ve struktuře vyvolaných ošetřením 
simulovaným kyselým deštěm byla prokázána v první studii, která je ve formě publikace 
zahrnuta v této práci (Albrechtová a kol. 2007, Paper I.). Ve většině anatomických studií 
zaměřených na vnitřní strukturu listů bylo pro kvantitativní stanovení geometrických 
parametrů využito mezofylu fixovaných listových segmenů, které byly následně uzavřeny do 
parafínu či pryskyřice (e.g. Turrell, 1936; Niinemets a kol. 2007). S úmyslem vyvarovat se 
náročné proceduře odvodňování a uzavírání listových segmentů do podpůrného média byla 
úspěšně otestována možnost použít tlusté ruční řezy čerstvých jehlic a jehlic skladovaných 
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ve zmrazeném stavu. Druhá publikace, která je součástí této práce (Lhotáková a kol. 2008, 
Paper II.) představuje upřesnění technických detailů při použití řezů zmrazených jehlic pro 
aplikaci konfokální mikroskopie a následný odhad geometrických parametrů mezofylu (např. 
hustota vnitřního povrchu mezofylu) pomocí stereologické metody fakír (Kubínová a Janáček 
1998). Možnost uchování zmrazených vzorků pro pozdější kvantitativní hodnocení dává 
zmíněným metodám potenciál využití v rozsáhlejších ekofyziologických studiích, kdy není 
možné zpracovat okamžitě velké množství odebraného materiálu. 

Prudký nárůst atmosférické koncentrace oxidu uhličitého za posledních 150 let, který 
je zejména důsledkem činností člověka, klade nároky na fyziologické přizpůsobení rostlin. 
Tato přizpůsobení mohou mít zásadní důsledky v produktivitě nejen zemědělských 
ekosystémů, ale i přírozených ekosystémů a celkových biogeochemických cyklů prvků nebo 
koloběhu vody v krajině. V posledních dvou desetiletích byl výzkum vlivu zvýšené 
koncentrace CO2 na rostliny  ve středu pozornosti ekofyziologického výzkumu (shrnuje např. 
Urban, 2003). Nejčastěji zmiňované reakce rostlin na fyziologické úrovni jsou aktivace 
enzymu Rubisco, pokles jeho oxygenázové aktivity a  následné potlačení fotorespirace a 
zvýšení rychlosti čisté fotosyntézy (Maier a kol. 2008) nebo pokles vodivosti průduchů 
(Zhang a kol. 2008a). Změny v těchto primárních fyziologických procesech vedou ke zvýšení 
syntézy a obsahu nestrukturních sacharidů a změnám v rovnováze sinků v rostlině a 
následné fotosyntetické aklimaci (Zhang a kol. 2008a). 

Reakce rostlin na zvýšenou koncentraci CO2 v atmosféře se však různí v závislosti na 
rostlinném druhu, stáří rostlin, dostupnosti minerálních živin, délce a způsobu ošetření 
zvýšenou koncentrací CO2. Třetí publikace zahrnutá do této práce (Lhotáková a kol., podáno 
k publikaci, Paper III.) je soustředěna na vyhodnocení změn ve fotosyntetických 
parametrech, respiraci a vnitřní struktuře jehlic smrku ztepilého pěstovaného po osm let 
v experimentálním systému regulovaně otevíratelných komor při zvýšené koncentraci CO2. 
Pro analýzu vnitřní struktury těchto jehlic byly využity metodiky a poznatky získané v rámci 
prvních dvou studií (Albrechtová a kol. 2007; Lhotáková a kol. 2008, Paper I. a Paper II.).  

V suchozemských ekosystémech hraje fotosyntéza důležitou roli v propojení 
koloběhu uhlíku a dusíku. Velký význam zde má též produkce půdní organické hmoty,  a 
její dekompozice mikrobiálními společenstvy (McDowell, 2003; Pritchard a kol. 2008). 
Zejména v temperátních a boreálních lesních ekosystémech může dostupnost dusíku 
v půdě ovlivňovat míru fixace CO2 rostlinami. V mnoha řízených experimentech, kde byl 
sledován vliv zvýšené koncentrace CO2 na lesní dřeviny, se jejich reakce ukázala být 
závislá právě na dostupnosti dusíku v půdě (Eguchi a kol. 2004; Eguchi a kol. 2008; 
Maier a kol. 2008). Tento fakt dokládá potřebu porozumět interakcím mezi fyziologickým 
stavem vegetace a chemickým složením opadu a půdy. Toky uhlíku a dusíku mezi 
půdou a vegetací bývají často druhově specifické a zároveň ovlivněné lidskými zásahy 
(Ollinger a kol. 2002). Mechanismy, které propojují fyziologické procesy rostlin a půdní 
procesy, je žádoucí objasnit na regionální úrovni, aby mohly být posléze vztaženy na 
úroveň kontinentů či úroveň globální. Jako nástroje vhodné pro tento typ zkoumání byly 
shledány metody dálkového průzkumu Země nebo ekosystémového modelování.  

Metody dálkového průzkumu Země využívají pro odhad biochemického složení listoví 
modelů radiativního transferu nebo specifických vegetačních spektrálních indexů 
odvozených od odrazivosti (reflektance) vegetace (Ollinger a kol. 2002; Serrano a kol.  2002; 
Ollinger a Smith 2005; Zhang a kol.  2008b). Obsah chlorofylu v listoví je jedním z 
nejdůležitejších faktorů, které určují jeho optické vlastnosti ve viditelné oblasti 
elektromagnetického spektra. Byly vyvinuty specifické spektrální indexy, které lze použít pro 
neinvazivní odhad obsahu chlorofylu. Avšak tyto indexy bývají specifické pro daný rostlinný 
druh, a pro univerzální použití je třeba sílu vztahu mezi těmito indexy a danou biochemickou 
vlastností listoví ověřit. V poslední době za účelem sledování stavu vegetace využívá 
dálkový průzkum Země hyperspektrálních dat s vysokým prostorovým rozlišením 
(Malenovský a kol. 2008) a v takových případech mohou být jednotlivé koruny stromů 
zastoupeny na zobrazeném snímku více než jedním obrazovým bodem (pixel). Z tohoto 
důvodu, je potřebné získat představu o heterogenitě optických vlastností listoví v koruně 
stromu. Další studie, která je součástí této práce, je zaměřena na vyhodnocení heterogenity 
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v obsahu fotosyntetických pigmentů, rozpustných fenolických látek, struktury jehlic a jejich 
optických vlastností v závislosti na orientaci větve v koruně smrku ztepilého (Lhotáková a kol. 
2007, Paper IV.). 

Znalost biochemického složení listoví, odhadovaná v regionálním měřítku pomocí 
dálkového průzkumu Země, může sloužit k odhadu některých půdních vlastností. 
Poslední studie zahrnutá do této práce se soustřeďuje na možnost odhadu obsahu 
organického rozpustného dusíku a uhlíku v lesní půdě pomocí specifických spektrálních 
indexů odvozených z odrazivosti jehlic ve vlnových délkách absorpčních maxim 
chlorofylu ve smíšeném lesním porostu s převahou jehličnanů (smrk červený a jedle 
balzámová) v New Hampshire ve Spojených státech amerických (Albrechtová a kol. 
2008, Paper V.).  
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CÍLE A HYPOTÉZY: 

1. Vyvinout a modifikovat účinné metody pro detailní popis změn geometrických 
parametrů mezofylu jehličnanů s využitím konfokální mikroskopie a 
stereologie.  
Hypotézy: 

• Jemné změny ve struktuře jehlic vyvolané působením faktorů prostředí (např. 
simulací kyselého deště), lze kvantitativně charakterizovat pomocí vybraných citlivých 
stereologických metod: fakíru a prostorové sondy disektoru. 

• Ruční řezy jehlic čerstvých a jehlic skladovaných ve zmrazeném stavu jsou vhodné 
pro snímání pomocí konfokální mikroskopie a následnou stereologickou analýzu.  

• Vybrané geometrické parametry mezofylu: podíl mezibuněčných prostor a hustota 
vnitřního povrchu mezofylu nejsou ovlivněny zmrazením jehlic 

2. Charakterizovat změny ve struktuře mezofylu jehlic smrku ztepilého pod vlivem 
zvýšené koncentrace CO2 s použitím metod vyvinutých v rámci cíle 1. 
Hypotézy: 

• Objemový podíl mezofylu jehlic stromů pěstovaných při zvýšené koncentraci CO2 se 
zvýší.  

• Vnitřní povrch mezofylu jehlic stromů pěstovaných při zvýšené koncentraci CO2 se 
zvýší. 

• Rozdíl ve struktuře mezofylu slunných a stinných jehlic stromů pěstovaných při 
zvýšené koncentraci CO2 bude potlačen oproti kontrolním jedincům. 

 

3. Charakterizovat, jak pozice jehlic (orientace větve do světových stran) ovlivňuje 
vybrané biochemické, anatomické a spektrální parametry jehlic.  
Hypotéza: 

• Vybrané biochemické, anatomické a spektrální parametry jehlic z osluněné části 
koruny smrku ztepilého se liší v závislosti na orientaci větve do základních čtyř 
světových stran.  

 

4. Zkoumat existenci možných vztahů mezi vybranými biochemickými a 
spektrálními vlastnostmi jehlic a půdní vodou extrahovatelným rozpustným 
organickým uhlíkem (DOC) a dusíkem (DON) ve smíšeném jehličnatém lese v 
New Hampshire v Nové Anglii, USA.  
Hypotézy: 

• Existují vztahy mezi biochemickými parametry listoví, pravděpodobně obsahem 
chlorofylu, jedle balzámové a smrku červeného a obsahem DOC a DON v půdě. 

• Tyto vztahy mohou být popsány pomocí spektrálních vegetačních indexů odvozených 
od obsahu chlorofylu v listoví. 
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VÝSLEDKY A DISKUZE 

1 Kvantitativní stanovení geometrických parametrů mezofylu smrku ztepilého 
pomocí konfokální mikroskopie a stereologie 

Díky intenzivní autofluorescenci chlorofylu v chloroplastech a fenolických látek 
vázaných v buněčných stěnách se čerstvé ruční řezy jehlic smrku ztepilého prokázaly jako 
vhodné pro získání obrazu struktury mezofylu a dalších pletiv laserovou skenovací 
konfokální mikroskopií i bez fixace a specifického barvení (Albrechtová a kol. 2008, 
Paper.). K odhadu vnitřního povrchu mezofylu byla použita metoda fakíra (Kubínová a 
Janáček 1998), která narozdíl od jiných stereologických metod nevyžaduje náhodnou 
orientaci řezů z důvodu  uplatnění náhodné orientace počítačově generovaných 
virtuálních fakírských sond (Obr. 1). Citlivost vybraných geometrických parametrů 
mezofylu k faktorům prostředí byla testována pomocí aplikace simulovaného kyselého 
deště. Příznaky poškození jehlic způsobené kyselým deštěm byly již v minulosti popsány, 
jedná se např. o zvýšení objemového podílu mezibuněčných prostor (Masuch a kol. 
1992). Naše výsledky odpovídaly těmto již popsaným příznakům např. zvýšení 
objemového podílu mezibuněčných prostor, snížení  vnitřního povrchu jehlice či snížení 
počtu mezofylových buněk na objemovou jednotku jehlice (Albrechtová a kol. 2008, 
Paper I.).  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Obrázek 1: Měření vnitřního povrchu mezofylu jehlice smrku ztepilého. a) Fakírská sonda
procházející izolovanou mezofylovou buňkou. Červené body odpovídají průsečíkům testovacích linií a
povrchu buňky. b) Vybrané vzorkovací okno v programu Ellipse se zobrazením fakírských sond
v náhodné orientaci. Proces měření je popsán na následujících třech optických řezech. První optický
řez c), druhý optický řez d), třetí optický řez e). Testovací linie procházející mezofylovou buňkou jsou
zpočátku bílé c). Středy bílých čtverců odpovídají průsečíku testovací linie a zobrazeného optického
řezu. Jakmile takový bod protne buněčnou stěnu (v okně d), je interaktivně označen a přebarví se na
modro (d). Část testovací linie nad tímto bodem se rovněž přebarví modře (d, e).V posledním obrázku
(e)  je znázorněno označení jednoho průsečíku. 

Obr. 1: 
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1.1 Zmrazené jehlice je možno použít pro stereologická měření – úprava metodiky 
V rámci rozsáhlejších ekofyziologických terénních studií narážíme na omezení v 

případě použití čerstvého rostlinného materiálu pro anatomické analýzy, jelikož větší 
množství vzorků nelze obvykle ihned zpracovat. Testovali jsme tedy, zda je možné pro 
anatomickou analýzu použít jehlice uchované ve zmrazeném stavu. Dle výsledků pilotní 
studie nemělo zmrazení jehlic vliv na sledované geometrické parametry mezofylu 
(objemový podíl mezibuněčných prostor a hustota vnitřního povrchu mezofylu) a tím se 
prokázalo, že zmrazené vzorky je možné použít pro rutinní měření v terénním 
ekofyziologickém výzkumu (Lhotáková a kol. 2008, Paper II.).  

Při ručním řezání může docházet k deformacím pletiv na řezném povrchu, proto 
bylo třeba pro stereologická měření použít část série optických řezů mezofylu získanou 
hlouběji v rámci tlustého fyzického řezu (Obr. 2, Lhotáková a kol. 2008, Paper II.). 

 
 

 
 
 
 
 

Obr. 2: 

E 

Pozice uvnitř fyzického řezu jehlicí 
Pozice optických řezů uvnitř fyzického 

řezu jehlicí 
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1.2 Význam systematicky rovnoměrně náhodného výběru vzorků při hodnocení 
geometrických parametrů  

Teorie histofyziologických gradientů (Prat 1948) klade důraz na heterogenitu 
anatomických parametrů v rámci rostliny či dokonce jednotlivých jejích orgánů, což má 
význam z hlediska odběru vzorků a navrhování anatomických analýz. Gradient v ploše 
příčného řezu jehlice byl pozorován v jedné z našich studií (Obr. 3, Lhotáková a kol. 2007, 
Paper IV.), kdy plocha příčného řezu se lišila v závislosti na vzdálenosti řezu od špičky 
jehlice, zatímco plošné podíly jednotlivých pletiv na řezu (mezofyl, epidermis a 
hypodermis) zůstaly konstantní bez ohledu na pozici řezu. Podobně objemový podíl 
mezibuněčných prostor a hustota vnitřního povrchu mezofylu se neměnila s pozicí řezu 
podél osy jehlice (Lhotáková a kol., 2008, Paper II.). Tato zjištění jsou srovnatelná s údaji 
v literatuře (Zwieniecki a kol. 2006), kde byly shledány geometrické parametry jehlic 
(obvod řezu, hustota průduchů, průměr tracheid) konstantní pro tři vybrané druhy 
borovice. Systematicky rovnoměrně náhodný výběr řezů podél osy jehlice umožňuje 
zohlednění gradientu anatomických parametrů a poskytuje tak jejich nevychýlený odhad.  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Obrázek 2: Optické řezy jehlic smrku ztepilého získané konfokálním mikroskopem.
Autofluorescence fenolických látek v buněčných stěnách zeleně, autofluorescence chlorofylu
červeně. (A) Příčný řez jehlicí smrku ztepilého. IC = mezibuněčné prostory, bílé šipky ukazují na
povrch mezofylových buněk vystavený mezibuněčným prostorám – vnitřní povrch listu. (B) Podélný
řez jehlicí. (C) Detail mezofylové buňky na příčném řezu. (D) Detail mezofylové buňky na podélném
řezu. E) Objemový podíl mezibuněčných prostor měřený v různých hloubkách tlustého
fyzického řezu. Čísla na ose x odpovídají pořadí optického řezu ve 40 µm tlusté sérii optických
řezů. Úsečky odpovídají směrodatným odchylkám, rozdílná písmena značí statisticky průkazný
rozdíl mezi průměry na základě analýzy rozptylu s jednoduchým tříděním. Rozdíl mezi čerstvými
(Fresh) a zmrazenými (Frozen) jehlicemi není statisticky průkazný. α = 0.05. (Lhotáková a kol. 2008,
Paper II.) 

Obr. 3: 
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2 Struktura mezofylu jehlic smrku ztepilého pod dlouhodobým vlivem zvýšené 
koncentrace CO2  

Vnitřní struktura mezofylu a uspořádání chloroplastů v mezofylových buňkách 
ovlivňuje průnik záření a difůzi oxidu uhličitého listem a tím zásadně podmiňují 
fotosyntetické procesy (Pandey a Kushwaha 2005). Jak strukturu tak fyziologické funkce 
listu jsou utvářeny i vnějšími faktory prostředí jako je ozářenost, atmosférická koncentrace 
oxidu uhličitého, dostupnost vody nebo atmosférické znečištění. Avšak je nezbytné si 
stále uvědomovat, že žádný ze zmíněných faktorů nepůsobí na rostliny samostatně a 
vždy jde o interakce těchto činitelů (Niinemets, 2007). 

Z výsledků mnoha studií je patrné, že těsný vztah mezi strukturou a funkcí listu je 
zásadní pro přizpůsobení listů vysokým či nízkým ozářenostem (Pandey and Kushwaha 
2005; Oguchi a kol. 2005), nebo zvýšené koncentraci CO2 (Eguchi a kol. 2004). Zvýšení 
rychlosti čisté asimilace CO2 jsme zaznamenali u smrku ztepilého i po osmi letech 
ošetření dvojnásobkem atmosférické koncentrace CO2 (Lhotáková a kol. předloženo k 
publikaci, Paper III.), podobně jako bylo popsáno pro borovici kadidlovou rostoucí 
dlouhodobě v systému FACE (Free Air Carbon dioxide Enrichment) (Crous a kol. 2008; 
Maier a kol. 2008).  

Změny v geometrických parametrech mezofylu způsobené zvýšenou koncentrací 
CO2, se zdají být ovlivněny i dostupností dusíku, jak naznačují výsledky Eguchi a kol. 
(2004). Vnitřní povrch mezofylu vztažený na jednotku vnější plochy jehlice modřínu 
japonského (Ames/A) byl ovlivněn zvýšenou koncentrací CO2 diametrálně odlišně (opačně) 
u stromů s nízkou a vysokou dostupností dusíku. Autoři přisuzují změny v parametru 
Ames/A hlavně změnám ve velikosti a počtu mezofylových buněk, kdy se sníženou 
dostupností dusíku klesala velikost mezofylových buněk a vzrostl jejich počet (Eguchi a 
kol. 2004). V případě naší studie jehlic smrku ztepilého měly stromy dostatek všech živin, 
proto jsme předpokládali nárůst vnitřního povrchu mezofylu jehlic. Nicméně všechny 
sledované geometrické parametry (objem jehlic, vnitřní povrch mezofylu, objemové podíly 
pletiv) zůstaly nezměněny i po dlouhodobém ošetření stromů zvýšenou koncentrací CO2 
(Obr. 4., Lhotáková a kol. podáno k publikaci, Paper III.).  

Předchozí hodnocení fotosyntetických charakteristik stromů ze stejného 
experimentálního stanoviště ukázalo, že zvýšená koncentrace CO2 výrazněji stimuluje 
fotosyntetickou aktivitu stinných jehlic oproti slunným (Hrstka a kol.  2005; Marek a kol.  
2002). Na základě těchto výsledků byla vyslovena hypotéza, že stinné jehlice mohou lépe 
využít potenciál zvýšené koncentrace CO2 a jejich anatomická stavba se bude více 
přibližovat stavbě jehlic slunných. Avšak všechny zkoumané geometrické parametry 
mezofylu vykazovaly shodné rozdíly mezi slunnými a stinnými jehlicemi bez ohledu na 
ošetření oxidem uhličitým. Ozářenost je tedy pravděpodobně faktor, který silněji 
podmiňuje vnitřní strukturu jehlic oproti koncentraci oxidu uhličitého (Lhotáková a kol. 
podáno k publikaci, Paper III.).  

Obrázek 3: Příprava vzorků jehlic na konfokální mikroskopii. (A) Systematicky rovnoměrně
náhodný výběr příčných řezů: z = náhodná pozice prvního řezu v intervalu (0; T], T = 2 mm.
Pozice příčných řezů jsou označeny písmeny a, b, c, d, e, f. (B) 2mm dlouhý segment jehlice. (C)
80µm tlustý ruční řez ze kterého byly získány 40µm tlusté série optických řezů. (D) Série 40ti
optických řezů vzdálených 1µm od sebe, linie znázorňují optické řezy vzdálené od sebe 5µm, kde
byl měřen objemový podíl mezibuněčných prostor v mezofylu. (Lhotáková a kol. 2008, Paper II.) 
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Obr.  4: 

Obrázek 4: Srovnání anatomických parametrů slunných a stinných jehlic smrku ztepiléh
pěstovaného při různé koncentraci CO2. V levé části obrázku jsou znázorněny průměry pro
jednotlivá ošetření CO2: Control = atmosférická koncentrace CO2, volný porost, Ambient = 380
µmol mol-1 CO2 atmosférická koncentrace, porost ve speciální sféře, Elevated = 700 µmol mol-1
CO2, porost ve speciální sféře. V levé části obrázku jsou znázorněny zvlášť průměry pro slunné
(Sun) a stinné (Shade) jehlice. a, b) Hustota vnitřního povrchu mezofylu; c, d) Objem jehlice; e, f)
Vnitřní povrch mezofylu. Úsečky nad sloupci odpovídají směrodatným odchylkám, (n = 5). Odlišná
písmena znázorňují statisticky průkazný rozdíl, p<0.05. (Lhotáková a kol. podáno k publikaci,
Paper III.). 
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3 Heterogenita biochemických a z nich odvozených spektrálních  parametrů 
listoví v rámci koruny stromu  

Biochemické složení listoví, např. obsah fotosyntetických pigmentů (Tzvetkova a 
kol. 2006), a vnitřní struktura listů (Nakatani a kol. 2004; Albrechtová a kol. 2007) jsou 
často chápány jako indikátory aktuálního fyziologického stavu rostlin. Optické vlastnosti 
listoví, zvláště odrazivost, jsou podmíněny biochemickým složením a strukturou listoví a 
proto začaly být využívány jako vhodný neinvazivní nástroj ke sledování stresových reakcí 
vegetace (Horler a kol. 1980). Pro monitoring fyziologického stavu vegetace, hlavně 
lesních porostů, jsou využívána především hyperspektrální data získaná senzory 
nesenými letadly nebo satelity, které mají vysoké prostorové rozlišení (1m, Moorthy a kol. 
2008), or less (Malenovský a kol. 2008). Koruny jednotlivých stomů pak bývají na snímku 
zastoupeny více než jedním obrazovým bodem (pixel) a proto je výhodné znát, zda 
existuje heterogenita v optických vlastnostech listoví.  

U stálezelených druhů, hlavně jehličnanů, je znám vliv stáří listů na biochemické 
složení, vnitřní strukturu a jimi podmíněné optické vlastnosti listoví či odvozené vegetační 
optické indexy  (např. Rock a kol. 1988, 1994; Soukupová a kol. 2001). Statisticky silnější 
vztah mezi optickými vegetačními indexy a obsahem chlorofylu byl shledán pro mladší 
jehlice (nejmladší 3 ročníky oproti nejstarším jehlicím) (Albrechtová a kol. 2008, Paper V.). 
Testovali jsme hypotézu, že orientace větve do různých světových stran ovlivní  
biochemické, anatomické a spektrální parametry jehlic v horní osluněné části koruny 
smrku. Avšak naše studie prokázala, že sledované parametry jehlic nebyly orientací větve 
ovlivněny (Lhotáková a kol. 2007, Paper IV.). K podobným výsledkům došli též Zhang a 
kol. (nepublikováno) pro smrk černý. Toto zjištění podporuje předpoklad, že spektrální 
informace získaná z horní části osluněné koruny je reprezentativní vzorek koruny a může 
být použita pro kalibraci dat z dálkového průzkumu za účelem sledování fyziologického 
stavu lesních porostů 

4 Vztahy mezi chemickým složením půdy, obsahem chlorofylu v listoví a 
spektrálními parametry listoví  

Rozpustný organický uhlík a dusík (DOC a DON) hrají důležitou roli v cyklech 
těchto prvků v lesním ekosystému (McDowell, 2003) zejména v procesech jako 
pedogeneze (Dawson a kol. 1978), nebo metabolismus mikrobiálních společenstev (Yano 
a kol. 1998). Produkce DOC v lesní půdě závisí na půdním poměru C:N (např. Aitkenhead 
a kol. 2000), který je možné odhadnout na základě jeho vztahu s biochemickým složením 
listoví, zejména poměru lignin:dusík  (Ollinger a kol. 2002; Aintkenhead-Peterson a kol. 
2006). O funkci DON v lesní půdě je známo méně, produkce DON se jeví jako nezávislá 
na vzniku DOC (e.g. (McDowell a kol. 2004). Naše studie byla zaměřena na hledání 
vztahu mezi rozpustným organickým uhlíkem a dusíkem a obsahem chlorofylu v listoví 
dvou severoamerických jehličnanů – jedle balzámové a smrku červeného (Albrechtová a 
kol. 2008, Paper V). Obsah chlorofylu v listoví je dobře zavedeným indikátorem aktuálního 
fyziologického stavu rostlin (např. Larcher 2003) a je používán i pro sledování zravotního 
stavu lestních porostů (e.g. Ablrechtová a kol. 2001; Petkovšek a kol. 2008). Obsah 
chlorofylu v listoví je rovněž vhodným parametrem, který lze odhadovat pomocí 
odrazivosti listoví zaznamenané metodami dálkového průzkumu Země (Huber a kol. 
2008; Moorthy a kol.  2008; Zhang a kol. 2008b). Na úrovni laboratorní spektroskopie 
(měření odrazivosti výhonů) byly nalezeny korelace mezi obsahem DOC a DON v lesní 
půdě (Obr. 5) a vybranými spektrálními indexy  (TCARI/OSAVI, ANMB650–725 and Chl NDI) 
pro jehlice jedle balzámové a smrku červeného (Obr. 6; Albrechtová a kol. 2008, Paper 
V.). Ačkoliv tyto vztahy jsou pravděpodobně nepřímé a ovlivněné mnoha biotickými i 
abiotickými faktory, naznačují možnost sledování obsahů rozpustných organických látek 
s obsahem dusíku a uhlíku pomocí dálkového průzkumu Země. 
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Obr. 5: 

Obr. 6: 

Obrázek 5: Vztah mezi obsahem vodou
rozpustného organického uhlíku
(WEDOC) a obsahem chlorofylu v různě
starých jehlicích jedle balzámové
(prázdné symboly) a smrku červeného
(plné symboly). Statistická průkaznost
zobrazených vztahů: *p<0.05, **p<0.01.
(Albrechtová a kol. 2008, Paper V.). 

Obrázek 5: Vztahy mezi spektrálním
indexem TCARI/OSAVI a (a, b) obsahem
chlorofylu v jehlicích; a vztahy
TCARI/OSAVI a obsahem vodou
extrahovatelného rozpustného
organického uhlíku v půdě (c, d) pro
jedli balzámovou (prázdné symboly) a
smrk červený (plné symboly). Vztahy
jsou uvedeny pro různě staré jehlice.
Statistická průkaznost zobrazených vztahů:
*p<0.05, **p<0.01.  (Albrechtová a kol.
2008, Paper V.). 
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ZÁVĚRY: 

Hlavním přínosem práce je kombinace dvou metodických přístupů pro zjištění vlivu 

faktorů prostředí na různých hierarchických úrovních rostlinné ekologické fyziologie, které 

jsou využitelné pro terénní studie za účelem porozumění koloběhu uhlíku v lesním 

ekosystému, s důrazem na jehličnanové porosty. 

Kvantitativní anatomie reprezentuje první přístup na úrovni lisu. Geometrické 

parametry mezofylu odhadnuté pomocí nevychýlených stereologických metod se ukázaly 

jako citlivé indikátory ke sledování změn ve struktuře jehlic vyvolaných podmínkami 

prostředí jako např. atmosférické znečištění (simulace kyselého deště) nebo diferenciace 

slunných a stinných jehlic. S využitím systematicky rovnoměrně náhodného výběru 

zkoumaných řezů jehlicemi byl potvrzen předpoklad, že střední část jehlice mohla být 

použita jako reprezentativní vzorek pro anatomické analýzy smrkových jehlic.  

Laboratorní spektroskopie – měření odrazivosti výhonů v laboratorních 

podmínkách – reprezentuje druhý použitý přístup rostlinné ekologické fyziologie, který je 

důležitým krokem při kalibraci a ověřování vztahů mezi biochemickým složením listoví a 

jeho optickými vlastnostmi. Tyto vztahy mohou být následně použity ke sledování 

fyziologického stavu lesních porostů, chemického složení listoví či půdy pomocí metod 

dálkového průzkumu Země. V případě koruny smrku ztepilého se stejně staré jehlice 

z horní části koruny ukázaly být reprezentativním vzorkem pro odhad vybraných 

biochemických, anatomických a spektrálních parametrů jehlic bez ohledu na orientaci 

větví do světových stran. Vybrané spektrální indexy odvozené z odrazivosti jehlic ve 

vlnových délkách absorpčních maxim chlorofylu jsou potenciálně využitelné pro odhad 

obsahu rozpustného organického uhlíku a dusíku v lesní půdě. 

 

Na základě vytyčených cílů a testovaných hypotéz byly vyvozeny následující závěry: 

1. Tlusté ruční řezy čerstvými jehlicemi i jehlicemi uchovaných ve zmrazeném 
stavu se prokázaly jako vhodné k odhadu geometrických parametrů 
mezofylu s využitím metod konfokální mikroskopie a na designu založených 
nevychýlených stereologických metod (fakír a disektor).  

• Vybrané stereologické metody, fakír a disektor, se prokázaly jako dostatečně 
citlivé pro kvantitativní popis změn ve struktuře mezofylu jehlic smrku ztepilého 
vyvolaných simulací kyselého deště. 

• Vybrané geometrické parametry mezofylu, objemový podíl mezibuněčných prostor 
a hustota vnitřního povrchu mezofylu, nebyly ovlivněny zmrazením jehlic. Při 
aplikaci stereologického měření těchto parametrů je třeba měření provádět ve 
střední části sérií optických řezů, nikoliv v těsné blízkosti řezné plochy. 
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2.  Díky podrobné studii geometrických parametrů mezofylu pomocí 
stereologických metod bylo prokázáno, že zvýšená rychlost asimilace u 
slunných a stinných jehlic smrku ztepilého po osmiletém vystavení zvýšené 
koncentraci CO2 není podmíněna změnami ve struktuře mezofylu. 

• Objem jehlic, objemové podíly pletiv ani vnitřní povrch mezofylu se nelišil u jehlic 
stromů rostoucích v prostředí se zvýšenou koncentrací CO2 a stromů v kontrolních 
podmínkách. 

• Po anatomické stránce byly slunné a stinné jehlice diferenciovány bez ohledu na 
okolní koncentraci CO2, což naznačuje, že ozářenost je prvotním faktorem 
ovlivňujícím vnitřní strukturu jehlic narozdíl od koncentrace CO2. 

3. Vybrané biochemické, anatomické a spektrální parametry jehlic smrku 
ztepilého se ukázaly jako nezávislé na orientaci větve do základních 
světových stran.  

• Shodné obsahy fotosyntetických pigmentů, rozpustných fenolických látek, vnitřní 
struktura jehlic a jejich spektrální vlastnosti pro stejně staré jehlice odebrané 
z různě orientovaných větví prokázaly, že horní část osluněné koruny smrku 
ztepilého může být považována za reprezentativní vzorek pro studie využívající 
dálkový průzkum Země.  

 

4. Byly popsány silné závislosti mezi obsahem chlorofylu v jehlicích jedle 
balzámové a smrku červeného a obsahem rozpustného organického uhlíku a 
dusíku v půdě. Tyto vztahy naznačují možnost odhadu obsahu půdního DOC 
a DON pomocí spektrálních indexů odvozených z odrazivosti jehlic ve 
vlnových délkách  absorpčních maxim chlorofylu metodami dálkového 
průzkumu Země.  

• Podstata vztahů mezi obsahem rozpustného organického uhlíku a dusíku v půdě 
zůstala neobjasněna. Tyto statisticky prokázané vztahy byly silnější pro mladé 
fyziologicky aktivní jehlice oproti starším ročníkům jehlic.  

• Vybrané spektrální indexy odvozené z odrazivosti jehlic ve vlnových délkách 
absorpčních maxim chlorofylu (ChlNDI, TCARI/OSAVI and ANMB650–725) se jeví 
jako možný nástroj k odhadu obsahu půdního DOC a DON díky vztahu těchto 
půdních parametrů s obsahem chlorofylu v listoví. Z hlediska využití dálkového 
průzkumu Země jsou silnější vztahy mezi obsahem půdního DOC a DON a 
obsahem chlorofylu v listoví výhodné, jelikož mladší fyziologicky aktivnější jehlice 
tvoří většinu listové biomasy v horní osluněné části koruny a nejvíce přispívají k 
celkovému spektrálnímu signálu porostu. 
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