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Abstrakt

Apoplastické bariéry (exodermis a endodermis) slouzi pfedevSim k regulaci volného
pohybu latek apoplastem, ¢ehoz je dosazeno modifikacemi bunéénych stén. Diferenciace
téchto bariér je do jist¢é miry variabilni. Bylo mnohokrat dokdzano, ze diferenciace
apoplastickych bariér v kofeni je silné¢ ovlivnéna nepfiznivymi podminkami prostiedi.
Rada stresovych faktort urychluje ukladani apoplastickych bariér. Tato prace se zabyva
vztahem mezi dostupnosti Zivin a vyvojem bariér v kofeni a také mechanismy koordinace
vyvojovych procestt v kofenech, vcetné¢ zapojeni auxinu a dalSich fytohormoni
v koordinaci téchto procesii. Zkouma se zde plasticita vyvoje exodermis u kukufice seté
(Zea mays L.) rostouci v podminkach deficientnich na rizné prvky. Kofeny rostouci
v podminkach deficience vykazuji morfologické rozdily na urovni délky hlavnich koteni
urychleni diferenciace exodermis i endodermis pfi deficienci N a P na naopak zpomaleni
diferenciace pfi nedostatku Fe a K. Tento efekt je ziejmé vysledkem systémové nikoli
lokalni reakce kofenového systému, protoZze nebyl pozorovan pfi lokalizovaném piisobeni
deficience. Prace také sleduje vliv n¢kterych piidanych fytohormoni na vyvoj
apoplastickych bariér, kdy ABA nejvice urychlila diferenciaci bariér a aplikace NAA ji

naopak zpomalila.

Klic¢ova slova: exodermis, kukufice, deficience zivin, fytohormony



Abstract

Apoplastic barriers (exodermis and endodermis) control free movement of substances by
apoplast, which is achieved by specific cell wall modifications. Differentiation of these
barriers is to some extent variable. It has been demonstrated many times that the
differentiation ofroot apoplastic barriers is strongly influenced by unfavourable
environmental conditions. Many stress factors accelerate the deposition of apoplastic
barriers. This work deals with the relationship between availability of nutrients and
development of root barriers and mechanisms of coordination of developmental processes
in roots, including the involvement of auxin and other phytohormones in the coordination
of these processes. The exodermis developmental plasticity is followed in maize (Zea
mays L.) under conditions of various nutrient deficiencies. The most important results are
presented by anatomical analysis, which shows a significant acceleration of exodermis
and endodermis differentiation in the N and P deficiency on the contrary, the slowing of
differentiation in the absence of Fe and K. This effect is apparently a result of systemic
rather than local root system responses because it was not observed with localized
deficiency. This thesis also test the influence of some phytohormones on the development
of apoplastic barriers, when ABA accelerated the barrier differentiation and the NAA

application slowed it down.

Key words: exodermis, maize, nutrient deficiency, phytohormones



Seznam pouzitych zkratek

4-CI-IAA — 4 — Chlorindol — 3 — octova kyselina

ABA - kyselina abscisova

ACC — 1 — aminocyklopropan — 1 — karboxylova kyselina

AFS — zdénlivy volny prostor (Apparent Free Space)

AVG — Aminoethoxyvinylglycin

CASPs — proteiny domény Casparyho prouzku (Casparian Strips Domain Proteins)
CIF 1, 2 — z angl. Casparian Strip Integrity Factor 1, 2

CP — Casparyho prouzek

cPTIO - 2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide
CSD — membranova doména Casparyho prouzku (Casparian Strip Membrane Domain)
CTR 1 — z angl. Constitutive triple response 1

DFS — Donnaniiv volny prostor (Donnan Free Space

EIN2 — z angl. Ethylene insensitive 2

ESB1 — z angl. Enhanced Suberin 1

ETR 1 — z angl. Ethylene response 1

IAA — Indol — 3 — octova kyselina

IBA — Indol — 3 — méselna kyselina

IRT 1 —z angl. Iron-regulated Transporter 1

LRR — RLK - z angl. Leucin rich Receptor Like Kinase

NAA — Naftalen — 1 — octova kyselina

NPA — 1-N-naftylftalamova kyselina

PER 64 — peroxidaza 64

PIN — PIN-FORMED

RBOHF, B, D — z angl. Respiratory Burst Oxidase Homolog F, B, D

ROS — reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species)

SGN4 — Schengen4, gen identicky s RBOHF

SL — Suberinova lamela

TIBA —2,3,5-trijodbenzoova

TIR1 — z angl. Transport inhibitor response 1

UV — ultrafialové zéieni

WES — vodny volny prostor Water Free Space
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1 Uvod

Tato diplomova prace zcasti navazuje na bakalafskou praci zabyvajici se mechanismy
vyvoje apoplastickych bariér. Ob¢ tyto prace byly vypracovany v laboratoii Fyziologické

anatomie rostlin.

Latky se mohou v kofeni rostlin pohybovat radialnim smérem dvéma hlavnimi zptlsoby,
apoplastem nebo symplastem. Symplasticky pohyb jde napii¢ buitkami, dostava se ptes
bunécnou sténu a setkdva se s cytoplazmou. Naproti tomu apoplasticky pohyb probiha
bunécnymi sténami a nedostdva se do cytoplazmy. Exodermis a endodermis jsou
apoplastické bariéry se specifickymi modifikacemi bunéénych stén. Slouzi hlavné
k regulaci volného pohybu latek apoplastem, ¢imz dokazou zaroven regulovat piijem
vody a zivin. Bréni také pfistupu nezddoucich latek nebo patogeni dostavajicich se
do vnitinich pletiv kofene (Enstone et al. 2003). Endodermis je hlavni bariérou regulujici
pohyb latek do stfedniho valce. Bunky endodermis tvoii ve své ekvatoridlni oblasti
opaskovité struktury, tzv. Casparyho prouzky (CP), které vznikaji uklddanim ligninu
do bunécné stény (Esau 1953). CP se formuji v prvni fazi vyvoje endodermalni buriky.
Druhym stadiem je pak uklddani suberinovych lamel na celé ploSe tangencidlnich,
radidlnich a pfiénych bunéénych stén. V posledni fazi dochdzi k ukladani sekundarni
bunécné stény. Modifikace bunéénych stén jsou typické predevsim pro endodermis, ale
vyskytuji se také ve vn&jsi vrstvé primarni kliry — hypodermis, kterd se v tomto ptipadé
nazyva exodermis (Geldner 2013, Enstone et al. 2003). Exodermis je funkéné¢ méné
specificka nez endodermis, n€kdy byva 1 vicevrstevnd a ve svém vyvoji je mnohem vice
plasticka. Z vybranych 200 krytosemennych rostlin méla velka vétSina z nich (90,5%)
vyvinutou exodermis s CP (Hose et al. 2001, Peterson and Perumalla 1990). CP zde brani
pohybu latek z pidy do kofene nebo napt. ztratdm vody z kofene. Zatimco endodermis je
klicovou apoplastickou bariérou, exodermis ma predevSim funkci ptidatné ochranné
bariéry a diky své lokalizaci pod pokozkou chrani pletiva primarni kiry.

Pokud by zesileni apoplastickych bariér vedlo k vyssi odolnosti rostlin na stres, bylo by
mozné vybirat rostlinné druhy, které pfeziji na méné pfiznivych mistech. A Slechtit
obilniny s modifikovanym vyvojem exodermis a tudiz s v&tSi odolnosti proti stresu
a patogenim (Husakova 2008). Z hlediska ptsobeni riznych stresti (sucho, salinita,
toxicita) byl vyvoj exodermis prozkouméan podrobné a tyto prace ukazuji urychleni

diferenciace exodermis za stresovych podminek (Krishnamurthy and Vissing-Jorgensen
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2011, Krishnamurthy et al. 2009, Armstrong and Armstrong 2001). Nicméné¢ vétSina
dosavadni zjisténi tykajici se vyvoje apoplastickych bariér pod vlivem deficience Zivin
plati pouze pro endodermalni vrstvu. Tato prace je proto provadéna na modelovém
organismu kukufice seté (Zea mays L.), kultivaru Cefran, nebot’ tato rostlina na rozdil
od Arabidopsis tvoti 1 exodermis. Cilem této diplomové prace je charakterizovat vliv
deficience mineralnich Zivin na tvorbu exodermis v hlavnim kofeni a testovat vliv

vybranych fytohormont na utvateni exodermis. Konkrétni cile prace jsou nésledujici.

Cile prace:
1. Zjistit vliv deficience jednotlivych zivin na diferenciaci exodermis.
2. Ovefit zda deficience ziviny miize mit lokalni ptisobeni na exodermis.
3. Testovat roli vybranych fytohormont v ptisobeni na exodermis.

4. Otestovat G€inek dodani ziviny na list rostliny v deficientnim médiu.
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2 Literarni uvod

2.1 Apoplastické bariéry

Transport latek v kotfeni mtze probihat dvéma cestami, apoplastickou a symplastickou
cestou. Apoplasticky pohyb probiha bunéénymi sténami a neni v kontaktu s cytoplazmou.
Naproti tomu symplasticky pohyb jde napti¢ buitkami spojenymi plasmodesmy. Latky se
dostavaji pies plazmatickou membranu a setkdvaji se s cytoplazmou (Taiz and Zeiger

2010, Haberlandt 1884).

Kofenovy apoplast, respektive jeho ¢ast je tvofend mikrokapilarnimi prostory
v bunéénych sténach kotenovych bunéck, je tedy cast rostlinného téla, ktera se prvni
setkavd s nepfiznivymi chemickymi podminkami pidy, jako jsou napiiklad vysoké

koncentrace Na' nebo AI>*

iontli (Sattelmacher 2001). Pro apoplast bunécné stény byl
zvolen pojem ,,zdanlivy volny prostor (AFS, apparent free space), aby se zduraznilo, ze
pohyb iontl neni zcela volny, ale zavisi na jejich interakci s fixnimi anionty bunécné
stény, predev§im karboxylovymi skupinami pektinti. Podle autorii (Briggs and Robertson
1957) je AFS rozd€len na Donnantv volny prostor (DFS, Donnan free space), kde pii
prichodu iontti dochazi k interakci s fixnimi anionty bunécné stény a vodny volny prostor
(WFS, Water Free Space), kde k interakci nedochazi. Striktni oddéleni DFS a WES je ale

spiSe jen zjednoduSenim, protoze neni mozné provést jasné oddé€leni obou prostori

(Starrach and Mayer 1986).

Pohyb latek prostorem bunécéné stény je neregulovany, pouze muze dochéazet k sorpci
iontl na fixni anionty. MnoZstvi aniontli buné¢né stény Ize vyjadiit kationtovou
vyménnou kapacitou (cation exchange capacity, CEC). CEC bunécné stény neni
konstantni, ale siln¢ reaguje na faktory prostfedi. Napfiiklad salinita obecné snizuje CEC
(Bigot and Binet 1986, Sattelmacher 2001) CEC muze do jisté miry ovlivnit pfitomnost
iontl u plazmatické membrany a s tim i jejich pfijem. Odpovéd’ rostliny je tedy ovlivnéna
chemickymi podminkami v apoplastu a nasledné vlastnosti apoplastu ovliviiuji mineralni
vyzivu. Bylo napt. popsano, ze vzristajici CEC koreluje s vétSim podilem sorbovanych
bivalentnich kationti (Ca** a Mg?") oproti monovalentnim (K*, Na"). To by mohlo
vysvétlovat mezidruhové rozdily v poméru sorbovaného K: Ca (Haynes 1980). SloZeni
bunécnych stén a jejich ptipadné modifikace vznikajici béhem diferenciace kotfenovych
buné¢k také ovliviiuji pfijem Zivin, jako je Zn nebo Cu, jenZ jsou preferencné pfijimany v

iontové oproti chelatované¢ podobé (Marschner and Romheld 1995). To mlze souviset
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nejen se sorpci iontll v bunécéné sténé ale i s omezenou pohyblivosti relativné velkych
molekul chelati poéry bunécéné stény. CEC ovlivituje také toleranci vic¢i zasoleni Ci

toxickym iontiim, napiiklad Cd** nebo AI** (Marzadori et al. 1996).

Apoplastické bariéry jsou vrstvy bunek, ve kterych dochazi ke specifickym modifikacim
bunécné stény, zamezujicim volnému priichodu vody a iontl apoplastem. Dokézou tak
zajistit selektivitu transportu, protoze latky musi pro svij dalSi pohyb pfejit pies
plazmatickou membranu do symplastu. Apoplastické bariéry tak brani pfistupu
nezadoucich latek nebo patogenii do vnitinich pletiv kofene a zaroven nekontrolovanému
vrstva primarni kiiry nazyvana endodermis (Enstone et al. 2003, Kroemer 1903, Esau
1953, van Fleet 1961). Apoplastické bariéry se tvoii také ve vn&jsi vrstvé primarni kiiry
hypodermis, ktera se nazyva exodermis, pokud jeji bunky diferencuji CP. Exodermis je
proto specializovanym typem hypodermis s funkci apoplastické bariéry velmi podobné
endodermis. Exodermis oproti endodermis vykazuje mnohem vyssi vyvojovou plasticitu.
VétSina rostlinnych druht vytvaii exodermis. Z 200 druhti krytosemennych rostlin méla
vyvinutou exodermis velka vétSina z nich (90,5%). Chybi ale u nahosemennych rostlin
a vytrusnych cévnatych rostlin s vyjimkou nékterych vraneckt (Peterson and Perumalla
1990, Hose et al. 2001) Stejn¢ jako endodermis, funguje exodermis jako selektivni
apoplasticka bariéra pro vodu a soluty, branici pfimému toku z ptidy do kofene (Enstone
et al. 2003). Tato vrstva vSak neni absolutni bariérou pro difuzi Zivin (Sattelmacher 2001)
ani pro pratok vody, coz bylo ukdzano u kukufice (Zea Mays L.) nebo ryze (Oryza sativa
L.), (Zimmermann and Steudle 1998, Ranathunge et al. 2003). V pfipadé ryze (Oryza
sativa L.) bylo dokazano, Ze jsou tyto bariéry ¢asteéné obchazeny napi. Na* ionty, které
takto vstupuji do stonku. ZvySené¢ ukladani hydrofobniho alifatického suberinu
v apoplastickych bariérach u rostlin vystavenych mirnému stresu 100 mM NaCl pak
vedlo k lepSimu pfeziti rostlin ve vysokém zasoleni (Krishnamurthy and Vissing-
Jorgensen 2011). Toto zvySené ukladani v nepfiznivych podminkach prostfedi snizuje
hydraulickou vodivost kofene (Cruz et al. 1992, Steudle 1994, Kramer and Boyer 1995,
Steudle and Peterson 1998, Zimmermann et al. 2000).

Vysvétleni vySe zminénych pozorovani souvisi s tim, Ze apoplastické bariéry nejsou
v kofeni kontinudlni po celé jeho délce. Predev§im nejsou diferencované v kofenovych

Spickach, diferencuji postupné v urcité vzdalenosti za kofenovou Spickou a tato

vzdalenost je ovlivnéna podminkami prostfedi (Zeier et al. 1999, Karahara et al. 2004,
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Peterson 1992). A také jsou pieruseny v zoné, kde vznikaji lateralni kotfeny pronikajici
primarni klrou a tim vytvareji ,,okénka" pro pronikéani latek do pletiv kotfene (Haynes
1980, Yeo et al. 1987, Tandy et al. 2006, Peterson et al. 1981, Ranathunge et al. 2004,
Soukup et al. 2002, Soukup et al. 2004, Faiyue et al. 2010) OvSem nedochézi zde k uplné
nekontrolovanému pohybu latek do stfedniho valce, nebot’ se nad proristajicim
primordiem vytvaii suberinizovana vrstva a bunky primarni kiry v jeho okoli mohou

lignifikovat (Soukup et al. 2002, Li et al. 2017).

2.2 Modifikace bunécné stény endodermis a exodermis

Funkce apoplastickych bariér je umoznéna specifickymi modifikacemi bunécné stény
bun¢k téchto vrstev. Proto budou v nasledujicim textu struén€ -charakterizovany.
Endodermalni/exodermalni buiky prodé€lavaji tfi stadia postupného vyvoje: vznik
Casparyho prouzki, ulozeni suberinovych lamel a ulozZeni sekundarni stény. Nicméné
druhé a treti stddium nemusi nastat vzdy (Perumalla and Peterson 1986, Clarkson et al.

1987, Barnabas and Peterson 1992, Geldner 2013).

2.2.1 Casparyho prouzky

CP jsou opaskovité struktury, tvorici se v centru transverzalnich a antiklinalnich
bunécénych stén endodermalnich a exodermalnich bunék (Kroemer 1903, Caspary 1865).
Jsou to oblasti bunécné stény, lokalizované paraleln¢ s povrchem kotene, ve kterych
dochazi k ukladani ligninu, ptipadné suberinu (Esau 1953, Kroemer 1903). CP v bunkach
piehrazuji apoplasticky prostor a tim, Ze jsou pevné spojeny s plazmalemou, fyzicky brani
diftizi solutli z extracelularniho prostoru do stélé. Zaroven tyto apoplastické bariéry také
zabranuji zpétnému toku iontl a vody ze stélé do primarni kiiry (Esau 1953, Enstone et al.
2003, Geldner 2013). CP jsou tvofeny pfevazné ligninem, doplnénym o malé mnozstvi
suberinu. V pracich na rtznych rostlinnych druzich se ukazalo, Ze lignin je pro tvorbu
velmi dilezity (Zeier et al. 1999) a suberin zfejme nemusi byt pro diferenciaci funk¢énich
CP vlbec potiebny (Naseer et al. 2012). Komplikace, s ur€enim vyznamu suberinu
pro tvorbu CP, zptsobuje podobnost mezi ligninem a aromatickou doménou suberinu,
kdy je obtizné tyto polymery odsebe jednoznaéné odlisit. MnozZstvi suberinu
v endodermis miZze byt navic u kazdého rostlinného druhu jiné a ménit se béhem rlstu

kotentl (Zeier et al. 1999).

Lignin je racemicky heteropolymer, ktery se sklddd ze tfi aromatickych

hydroxyskoticovych alkoholii (kumarylalkohol, koniferylalkohol a sinapylalkohol).
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Syntéza téchto alkoholt probihd v cytoplazmé, nasledné jsou alkoholy za pomoci
peroxiddz a lakaz v prostoru bunécné stény preménény na radikaly a polymerizuji.
Ligninové monomery jsou do struktury ligninu spojeny etherovymi vazbami (Boerjan et
al. 2003). Polymerizaci ligninu zprostiedkovavaji ,dirigent” proteiny, které fidi
usporadani monomera ve vznikajicim polymeru (Davin and Lewis 2000, Boerjan et al.
v endodermis je ENHANCED SUBERIN 1 (ESBI1) sekretovany k lokalizaci do CP.
Ztrata funkce ESB1 v esbl-1 mutantu vede ke ztrat¢ dobie organizované struktury CP,
¢imz je lignifikace endodermalnich CP narusena. ZhorSend funkce bariéry je u tohoto

mutanta stimulaci ukladani suberinu (Baxter et al. 2009).

Hlavnim genem zajistujicim lokalizaci CP je CASPARIAN STRIP DOMAIN PROTEIN 1
(CASPI) zrodiny CASP (Molina et al. 2009, Bernards 2002). CASP proteiny jsou
asociovany s formaci membranové domény CASPARIAN STRIP MEMBRANE
DOMAIN (CSD) zakladajici CP, nad kterou pak dochazi k uloZeni ligninu (Alassimone
et al. 2010, Roppolo et al. 2014). Pro spravnou lokalizaci ESB1 je nutna pfitomnost
CASP1 proteinu. Naopak ztrata ESB1 narusuje lokalizaci CASP1 v membranové doméné
CP (Hosmani et al. 2013). Dal§im ucastnikem v procesu lignifikace CP je specificka
NADPH oxidaza SGN4/RBOHF. Mutant sgn4/rbohf ma velmi silné¢ zpozdénou tvorbu
apoplastickych bariér, 1 kdyZ nema narusenou lokalizaci CASP proteind. Prvni geneticky
dikaz role peroxiddaz v tvorbé CP ukazala specificka peroxidaza PER64, kterd pro
spravnou lokalizaci do CSD vyzaduje proteiny CASP (Lee et al. 2013). Pro lokalizaci
CASP proteinit do CSD je také potieba ucasti SCHENGEN3 (SGN3), coz je leucin-rich
receptor-like kinaza (LRR-RLK) lokalizovana kolem formujici se CSD v plazmalemé
(Pfister et al. 2014). Tuto kinazu aktivuje peptidovy ligand CIF1,2 (CASPARIAN STRIP
INTEGRITY FACTOR 1,2), ktery se pohybuje smérem ze sttedniho vélce a umoziiuje
tak kontrolu integrity vznikajici apoplastické bariéry (Doblas et al. 2017).

2.2.2 Suberinové lamely

Po diferenciaci CP se bunka dostava do faze, ve které nedochazi k dalSim velkym
vyvojovym zménam. V této fazi muze builka zlistat, nebo se dale diferencovat a piejit
do sekundérni faze vyvoje, kterou je ukladdni suberinové lamely (Geldner 2013,
Perumalla and Peterson 1986, Barnabas and Peterson 1992, Clarkson et al. 1987, Robbins

et al. 2014). Biopolymer suberin je slozeny z polyalifatickych polyesterti glycerolu, které
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jsou propojené s fenoly a ptidavnymi vosky. Struktura SL pod transmisnim elektronovym
mikroskopem vytvari sttidavé svétlé a tmavé pruhy (Bernards 2002). Suberin je slozen
zvelmi dlouhych fetézcl mastnych kyselin a alkoholl, kratkych esterifikovanych
hydroxyskoticovych kyselin a glycerolu. Toto slozeni dovoluje extensivni polymeraci
amuze vést k tvorbé rozveétvenych, nebo linearnich polymert s vysokou molekulovou
hmotnosti. Tento lipidovy polyester je hydrofobni a velmi rezistentni k enzymatické
a chemické degradaci (Geldner 2013, Ranathunge et al. 2011, Pollard et al. 2008, Meyer
et al. 2011b, Perumalla and Peterson 1986).

Suberinovou lamelu (SL) tvofi hydrofobni vrstva suberinu a pfidavnych voskt, které se
ukladaji mezi bunécnou sténu a cytoplazmatickou membranu po celém bunééném
povrchu, s vyjimkou oblasti plazmodezmt (Geldner 2013). Na rozdil od exodermis, kde
k tvorbé lamel dochazi kratce po vzniku CP, v endodermis je mezi dokoncenim tvorby
prouzkti a zacitkem uklddani SL casova prodleva (Enstone and Peterson 1997).
Na ukladani suberinu maji vliv 1 okolni podminky prostfedi (Zimmermann et al. 2000,
Hose et al. 2001). SL omezuji pratok vody skrz aquaporiny tim, ze brani jejimu piistupu
k membranam (Tyerman et al. 1999). Jsou sice mén¢ ucinné pro blokaci apoplastického
transportu mezi endodermdlnimi buiikami, ale dobie blokuji, nebo redukuji transport
zivin, vody a pfipadné patogeni pifes plazmalemu do buiiky (Geldner 2013).
V endodermdlni vrstvé se do sekundarni faze nejprve diferencuji buniky obvykle blizké
floémovym polim (Peterson and Enstone 1996). Naopak bunky, ve kterych se SL
ukladaji vyrazné pozdé¢ji, nebo se neukladaji viibec, jsou nazyvéany ,,propustné bunky*
alezi vétSinou naproti xylémovym polim. Tyto endodermélni buiky, maji vyvinuté
pouze CP a diky tomu jsou vice propustné pro piijem iontit do stélé. PoCet propustnych
bun¢k postupné klesa s ristem kotfene a ve starSich ¢astech kofene se nemusi vyskytovat
viubec (Geldner 2013, Enstone et al. 2003, Peterson and Enstone 1996, Cholewa and
Peterson 2004). U exodermalnich bun€k podobné urceni pozice propustnych bun€k vici

Jinym pletiviim pozorovano nebylo (Peterson and Enstone 1996, Hose et al. 2001).

2.2.3 Terciarné ztloustlé bunécné stény

Posledni moZnou modifikaci je ukladdni sekundarni bunécéné stény mezi plazmalemu
a primarni bunéfnou sténu se suberinovou lamelou. Jde o terciarni fazi vyvoje
apoplastickych bariér, pfikteré dochazi k vrstevnatému ukladdni sekundarni stény

tvotené pievazné z celulozy, kterd miize byt pozdéji impregnovana ligninem, sloZzenim se
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podobajicimu ligninu v CP jednodéloznych rostlin (Zeier and Schreiber 1998, Schreiber
et al. 1999). Suberin je zde zastoupen ve velmi malém mnoZzstvi nebo Casto Upln€ chybi
(Enstone et al. 2003). Terciarn€ ztloustlé bunécné stény se nejcastéji  vytvari
na periklinalni a radialni stran¢ bunc¢k, coz se na pficném fezu kotfenem jevi jako struktura
ve tvaru ,,U* (Geldner 2013, Zeier and Schreiber 1998, Northcote et al. 1989). V primarni
1 sekundarni bunécné sténé je celulozova/hemicelulézova sit’ tvoiena mikrofibrilami
a mezibunéénymi prostory, které se 1isi velikosti mezi 3,5 a 5 nm (Carpita et al. 1979,
Gogarten 1988, Chesson et al. 1997) a tudiz neptedstavuje hlavni difuzni bariéru ani pro
vetsi molekuly. Ale v disledku tfeni muze byt rychlost toku omezena. Velikost port brani
transportu ¢asticim s vysokou molekularni hmotnosti, jako naptiklad kyselin¢ Stavelové,
fytochelatinim nebo virim (Sattelmacher 2001). Hlavni funkci U-ztlustlin je tedy zifejmée
mechanickd opora. Ukladani sekundarni bunécéné stény bylo zatim zkoumano prevazné
v souvislosti s diferenciaci v xylému, nebo se sekundérnim tloustnutim u dfevin 1 bylin,
vcetné Arabidopsis (Chaffey et al. 2002), proto o molekularnich mechanismech fidicich

ukladani sekundarni stény v endodermis ¢i exodermis existuje minimum informaci.

2.3 Reakce korenového systému na nedostatek Zivin

Kofen je plasticky orgdn s vysokou schopnosti diferenciace. Existuje mnoho strategii, jak
dokaze reagovat na stresové faktory, nebo na zmény podminek okolniho prostiedi.
Nedostatek zivin ovliviluje morfologii kofent, zejména jejich hmotnost, primér, povrch
arozvétveni. Dulezitou reakci je zvétSeni plochy kofene pomoci zvySeného ristu
kotenovych vlaskli (Nibau et al. 2008). Tvorba postrannich kofent je dulezitd pro
efektivni ziskavéani fosforu z media, coz bylo ukazano napi. u kukufice (Zea mays L.)
(Zhu and Lynch 2004). A celkové zvysSeni poméru kofenové biomasy ve srovnani
snadzemni C¢asti rostlin nastava predevSim pii deficienci fosforu (Atkinson 1973,
Anghinoni and Barber 1980). Rostlina také dokéze ovliviiovat chemismus okolni
rhizosféry tim, ze vyluCuje protony a rtizné organické kyseliny pro zménu pH nebo
fytochelatiny k vychytavani latek vazanych v pudé (Rauser 1995). K efektivnéjsimu
piijmu deficientnich prvka jsou v buiikkach kofene ve zvySené mife exprimovany geny
kédujici vysokoafinitni transportéry zivin (Misson et al. 2004). Tyto transportéry navic
Casto vykazuji i1 polarizovanou lokalizaci v ramci centralné-periferné polarizované
domény plazmatické membrany, tj. najdeme je lokalizované pouze v distalni (pfip.
proximalni) domén¢ membrany podle sméru transportu (Geldner et al. 2003), coz bylo

popsano napt. pro transportéry kiemiku (Ma et al. 2007) nebo boru (Takano et al. 2010).
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Pro efektivni piijem a asimilaci dusiku a fosforu je rostlina schopna symbiozy s pidnimi

mikroorganismy (Torrey 1978).

Z hlediska tématu diplomové prace je nicméné zajimavy predevsim fakt, ze byla kromé
vySe zminénych mechanismil recentné popsana také schopnost rostliny reagovat
na zmény dostupnosti zivin zménou v rozsahu diferenciace endodermis, kterd je ziejme
zprostiedkovana nékterymi fytohormony, piedevSim ethylenem a kys. abscisovou
(Barberon et al. 2016). Také nékteré stars$i prace popisuji, ze se pii nedostatku dusiku,
fosforu a siry snizila hydraulickd vodivost kotfent (Clarkson et al. 2000, Radin and
Matthews 1989). Vzhledem k tomu, Ze se tato prace vénuje vlivu deficience zivin
na diferenciaci exodermalni vrstvy, budou v nasledujicim textu shrnuty dostupné
informace tykajici se zmén vnitini struktury kotfene v reakci na nedostatek zivin. Dale

budou shrnuty informace o roli fytohormont v regulaci ristu kotent pii nedostatku zZivin.

2.3.1 Role fytohormonii v regulaci ristu korenového systému pri nedostatku
Zivin

Existuje mnoho endogennich faktort, které se podileji na riistu a vyvoji kofene a regulaci
utvareni architektury kofenového systému nejen v odpovédi na nedostatek zivin.
Vyznamnou roli hraji fytohormony (Nibau et al. 2008). Jako prvni miiZeme jmenovat
rostlinnych hormont. Jeho nazev pochdzi z feckého auxein, coz znamena prodluzovat se
(Taiz and Zeiger 2010). Ve vyssich rostlindch se nejvice vyskytuje kyselina indol-3-
octova [AA, je to strukturné celkem jednoduchy derivét indolu, ktery se fadi do skupiny
pfirodnich auxint spole¢né s 4-CI-IAA (kyselina 4-chloroindol-3-octova) a IBA (kyselina
indol-3-maéselnd). Ze syntetickych forem auxinu je pro studium nejpouzivanéjsi 1-NAA

(kyselina naftalen-1-octova) (Copes and Mandel 2000, Weijers et al. 2018).

U rostlin v béZnych ristovych podminkach se ukazalo, Ze IAA se siln¢ zapojuje pii
vétveni kofeni (Benkova and Bielach 2010). Transport auxinu v kofeni a existence
lokalnich auxinovych maxim je nezbytnd pro regulaci elongace kofeni, vétveni
1 tropismy kofene (ZaZimalova et al. 2007, Friml 2003). Také v regulaci odpovédi
kofenového systému na nedostatek Zivin je auxin vyznamné¢ zapojen. Napf. pii deficienci
dusiku zprosttedkovava auxin systémovou i lokalni ristovou odpoveéd’ podle rozloZeni
nitratu v pidnim profilu. Lokéalni odpovéd je zprostiedkovdna pomoci nitratového

transportéru (NRTI1, nitrate transporter 1), ktery dokdze transportovat i auxin a tim
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stimulovat rtst postrannich kofenii v misté s vy$§im obsahem dusiku v ptidé¢ (Remans et
al. 2006, Krouk et al. 2010). Na systémové urovni auxin reguluje rast hlavniho kotene i
postrannich kofenti a vétveni postrannich kofent podle intenzity deficience dusiku, které

je rostlina vystavena (Obr. 2.1) (Giehl and von Wirén 2014).

++NH,* ++NOy IW
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Obr. 2.1 Reakce husenicku (Arabidopsis thaliana) na dostupnost dusiku. Nadmérna davka
amonného iontu (++ NH,') nebo dusicnanu (++ NOy) vede k systémové inhibici ristu koieni,
nebot’ amonny iont inhibuje prodluzovani hlavniho korene a nadmérné mnozstvi nitratu potlacuje
rist postrannich korenii. Mirny nedostatek dusiku zvysuje délku hlavniho i postrannich koreni,
zatimco silna deficience dusiku inhibuje rust vsech korenii (Giehl and von Wirén 2014).

Auxin je zapojen i v reakci kofenového systému na nedostatek fosforu, kdy dochdzi
k zastaveni rastu hlavniho kofene a stimulaci vétveni a rlstu postrannich kotfent (Desnos
2008, Lopez-Bucio et al. 2003, Pérez-Torres et al. 2008). Tato reakce rostliné ziejmé
umoznuje prednostné lokalizovat kofenovou biomasu v povrchové vrstvé pudy, ktera
byva nejbohatsi na dostupny fosfat. Rostliny deficientni na fosfor jsou vi¢i auxinu
citlivéjsi, diky zvySené expresi TIRI (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1),
koédujicimu receptor auxinu (Pérez-Torres et al. 2008). U kukufice (Zea mays L.) bylo
také dokumentovéano, ze tvorba postrannich kotenu je dulezitd pro efektivni ziskavani

fosforu z media (Zhu and Lynch 2004).
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Stimulace vétveni kofenl byla pozorovana také v odpoveédi na nedostatek zZeleza, napf.
u jetele (Trifolium), nebo rajcete (Solanum lycopersicum L.) (Jin et al. 2011, Wei Jin et al.
2008). I v tomto piipad¢ je zfejme zapojen auxin, spolu s NO, protoze jejich koncentrace
v deficientnich kofenech rostla. Stimulaci vétveni bylo navic mozné potladit aplikaci
inhibitor transportu auxinu (kys. 1-N-naftylftalamové (NPA) 1 kys. 2,3,5-
trijodobenzoové (TIBA) i inaktivaci NO (pomoci cPTIO). IAA spolu s NO jsou proto
zifejm¢ primarnimi signaly pro indukci vétveni kofent v podminkéch Fe deficience (Jin et
al. 2011). Narast koncentrace IAA byl pozorovan také u kotenl slunecnice (Helianthus

L.) rostoucich v mediu s nedostatkem Fe (Marschner et al. 1986).

Naopak pfi deficienci drasliku je rast postrannich kofent spise inhibovan, i kdyz byly
popsany rozdily v odpovédi i mezi jednotlivymi ekotypy Arabidopsis (Kellermeier et al.
2013). U tabaku (Nicotiana) pak bylo popsano, Ze inhibice ristu postrannich kofent
pii nedostatku drasliku souvisi se zménou distribuce auxinu v kofenovém systému.
Exprese genll PIN (PIN-FORMED) byla sniZena, coz inhibovalo polarni transport auxinu.
Aplikace NAA na rostliny rostouci v draslikovém nedostatku zvysila tvorbu vedlejsich

kotfent prvniho tadu a jejich délku srovnatelnou s kontrolou (Song et al. 2015).

Auxin je zapojen také v reakci kofenového systému na nadbytek iontl. Naptiklad
u Arabidopsis a ryze (Oryza sativa L.) dochazi k redistribuci auxinu v kofenovém
vrcholu, vedouci k tvorbé a prodluzovani laterdlnich kofent, kdyz je vystaven solnému
stresu (Wang et al. 2009, Krishnamurthy et al. 2011). Externi aplikace auxinu mize také
pomoci potlacit negativni uCinky toxicity téZkych kovl. Napf. u slunecnice bylo
pozorovano, 7e¢ po piidani 100 mM IAA byly zmirnény toxické U¢inky Pb na rist
vyhonkti a kofend. TAA potladila negativni plsobeni kovii na objemovy rust, délku

kotent a na celkovou hmotnost susiny kofene a stonku (Féssler et al. 2010).

DalSim fytohormonem zapojenym v odpovédi kofenového systému na nedostatek zivin je
ethylen. Ethylen je jedinym plynnym rostlinnym fytohormonem, jeho skupenstvi mu dava
jedine¢né vlastnosti v transportu a pusobeni v rostlinnych pletivech (Abeles et al. 2012,
Yang and Hoffman 1984). Je to nejjednodussi alken leh¢i nez vzduch a tadi se mezi
nejmensi organické molekuly (Cram and Hammond 1969). Nizky obsah endogenniho
ethylenu podporoval u nékterych druhli prodluZzovani kotent, ale vysSi koncentrace
obecn¢ branila ristu kofenli (Smith and Robertson 1971, Konings and Jackson 1979,

Jackson et al. 1985, Abeles et al. 2012).

21



Existuji dikazy o zapojeni ethylenu do stresovych a adaptivnich odpovédi kofene
na toxicitu, vodni stres, interakce se symbionty i nedostatek zivin (Lynch and Brown
1997). Prikladem mize byt deficience drasliku, kdy byla role ethylenu prokazana
analyzou mutantll se zménénou citlivosti k ethylenu. Arabidopsis ethylene response 1
(etrl) je mutant s vyrazenym receptorem ethylenu, ethylene insensitive 2 (ein2) je mutant
necitlivy na ethylen a constitutive triple responsel (ctrl) je mutant s konstitutivni reakci
na ethylen. Klicové fenotypové zmény v téchto mutantech ukazaly, ze ethylen je dilezity
pro zmény délky kofent pii deficienci K* (Jung et al. 2009). Ethylen v Arabidopsis
funguje také jako rychld signalizacni molekula, ktera vede k indukci ROS (reaktivni
formy kysliku) a nakonec k expresi vysokoafinitniho draslikového transportéru, ktery je
dalezity pro pijem K'. Ethylen také hraje roli pii prodluzovani kofenovych vlaskd a
pii Gpravé stomatalni vodivosti v reakci na sucho a nizky obsah K* v okoli (Schachtman

2015).

Také v ptipadé ristové reakce kofenového systému na nedostatek fosforu je zapojen
ethylen. Napf. u fazolu nedostatek fosforu vedl ke snizeni celkové délky kofent (hlavni
a vedlejsi kofeny) o vice nez jednu tfetinu. U téchto kofend byla produkce ethylenu
vyznamné vys$i ve srovnani s kofeny rostoucimi v mediu s béznou koncentraci fosforu.
Potlacenim syntézy ethylenu inhibitorem (aminoethoxyvinylglycinem, AVG) kofeny
reagovaly na deficienci méné, po pfidani externiho ethylenu byl efekt navozen ¢astecné
i bez ptisobeni deficience fosforu. Ethylen miize zprostfedkovavat jak zmény v morfologii
kotent, tak 1 zmény v syntéze proteintl. I pies celkové sniZeni rlstu kotfentll, plsobeni
ethylenu umoziiuje zachovat vysokou hustotu kofenit v podminkach s nedostatkem

fosforu, coz mize byt vyhodné pro efektivni priazkum pldy (Borch et al. 1999).

Dalsim piikladem je nedostatek Zeleza, kdy bylo pozorovano, ze hladiny auxinu
a ethylenu, které vyvolavaji odpovédi na stres, byly zvySeny pii pé€stovani rostlin v mediu
chudém na Fe (Landsberg 1984, Romera and Alcantara 1994, Schmidt and Bartels 1996).
Zvysena produkce ethylenu v kofenech byla patrnd nékolik dni po pfeneseni rostlin
do podminek deficientnich na Fe, a to pfedevS$im u rostlin se strategii I pro pfijem Zeleza,
tj. napiiklad u okurky (Cucumis sativus), rajcete (Solanum lycopersicum) nebo hrachu
(Pisum sativum) (Romera et al. 1999). Indukce reakci v téchto stresovych podminkach
byla také spojena se zvySenim hladiny auxinu v kofenovych Spickach (Marschner et al.
1986, Landsberg 1984). ACC (1- aminocyklopropan-1-karboxylovd kyselina;

piimy prekurzor syntézy ethylenu) nebo Ethephon (latka uvoliujici ethylen) pii pisobeni
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na kofeny né¢kolika rostlinnych druht podporoval riist kotfenovych vlaski a vznik
rhizodermalnich transferovych bun¢k podobnych tém, které produkuji rostliny deficientni
na Fe (Schmidt and Bartels 1996, Romera and Alcantara 1994, Schikora and Schmidt
2002). Pouziti ACC nebo Ethephonu na rostliny okurky (Cucumis sativus) s béznym
obsahem Fe také vyznamné zvysilo jejich schopnost redukovat Zelezo v kotfenech

a zvysilo kapacitu kofenové Fe** reduktazy (Romera and Alcantara 1994).

V ristové odpovédi kofenového systému na nedostatek zivin jsou zapojeny i dalsi
fytohormony, napf. cytokininy, kys. abscisova (ABA) nebo strigolaktony. Cytokininy, N°
derivaty adeninu, jsou fytohormony, které hraji roli v regulaci celé¢ fady vyvojovych
procesi vcetné bunécného de€leni, diferenciace bunék, regulace ristu (apikalni
dominance, R/S pomér), senescence a mnoho dalSich. Spolu s auxiny reguluji rtst
kotenového systému, utvareni jeho architektury, reguluji vétveni kotene a diferenciaci
vodivych pletiv (Aloni et al. 2006). Cytokininy jsou zapojeny i Vv reakci rostliny
na biotické a abiotické stresové faktory vcetné deficience zivin (Sakakibara 2006, Kieber
and Schaller 2014). Nedavné studie napt. odhalily molekularni mechanismus biosyntézy
aregulace cytokinini zavislé na rychlych zménach obsahu dusiku, kdy je exprese
nékterych gent kodujicich enzymy biosyntézy cytokininti stimulovana pfitomnosti nitratu
(Miyawaki et al. 2004, Takei et al. 2004). Tento mechanismus miize byt dulezity
pro rostliny, které se vyrovnavaji s nepiedvidatelnou zmeénou dostupnosti dusiku
v prostfedi (Sakakibara 2006). Hladina cytokinini v rostliné pfi nedostatku Zivin ale spiSe
klesa, coz bylo dokumentovano napt. u jemene (Hordeum vulgare L.) nebo kukufice

(Zea mays L.) (Korobova et al. 2016, Zhao et al. 2016, Vysotskaya et al. 2016).

Kyselina abscisova (ABA) je univerzalni rostlinny stresovy hormon, ktery je produkovéan
v kofenech vystavenych riznym stresovym faktorim, vcetné sucha, salinity a nedostatku
zivin. Pravé nedostatek Zivin stimuluje biosyntézu ABA v kofenech a zesiluje jeji signal
(Peuke et al. 1994). ABA slouzi jako signél na dlouhou vzdalenost, ktery upravuje vodni
poméry ve stonku (pfi suchu zavirani priduchi a transport vody ze starSich casti
do meristémtl) a v kofenech (za sucha zvySuje hydraulickou vodivost, zastavuje vyvoj
vedlejsich kofent a podporuje rist hlavniho kotfene, ¢imz zvySuje toleranci k suchu (Hose
et al. 2001, Wan et al. 2004). SpiSe neZ na architekturu kofenového systému, ma ale ABA
vetsi vliv na anatomickou stavbu kotfene a jeho hydraulickou vodivost, proto bude jeji
role podrobnéji popsana dale v textu (viz kapitola: Vliv deficience Zivin na plasticitu

vyvoje apoplastickych bariér, role fytohormoni).
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Neddvno bylo prokazano, Ze na architekturu kofenového systému puasobi také
strigolaktony (Koltai 2011, Foo et al. 2013). Tyto terpenoidni laktony jsou odvozené
od karotenu, a byly dlouho zndmé jako signalni molekuly pro rostlinné symbionty
(Matusova et al. 2005). Existuji prace, které dokumentuji zvySenou produkci
strigolaktonti v kofenech pii nedostatku fosforu, ale i dusiku. Strigolaktony jsou nasledné
exudovany do rhizosféry, coz vede ke stimulaci rozvoje arbuskuldrni mykorhizy
(Yoneyama et al. 2007). Strigolaktony jsou ale zfejmé zapojeny i v regulaci prodluzovani
kotenovych vlaskli pomoci modulace auxinového toku (Koltai 2011). Jakozto modulatory
auxinového toku mohou strigolaktony ovliviiovat 1 riast lateradlnich kofent.
Pti redukovaném importu auxinu do kotene dochézi k inhibici tvorby lateralnich kofent,
zatimco zvyseny tok auxinu indukuje tvorbu lateralnich kofenti (Ruyter-Spira et al. 2011,

Sun et al. 2014).

2.3.2 Vliv deficience Zivin na plasticitu vyvoje apoplastickych bariér, role

fytohormont

vvvvvv

bariér ovlivnéna dostupnosti zivin. Existuje fada praci, které dokumentuji, ze apoplastické
bariéry vykazuji vyraznou plasticitu vyvoje v odpovédi na rizné environmentalni faktory.
Z hlediska plasticity diferenciace se jevi vyznamnéj$i vrstva exodermalni, ktera
na podminky prostiedi reaguje variabilngji (Hose et al. 2001). AvSak podrobné;jsi vyzkum
na endodermis ukazal, ze 1 tato bariéra miize byt plasticka ve svém vyvoji (Colmer et al.
1998, Karahara et al. 2004, Lux et al. 2010). Rozsah a ¢etnost, ve kterych se apoplastické
bariéry diferencuji, jsou zavislé na vnéjSich podminkach, na druhu rostliny vyskytujici se
v riznych prostiedich (Enstone et al. 2003) a dokonce se 1i§i 1 mezi jednotlivymi
genotypy (Colmer et al. 1998). K urychleni diferenciace apoplastickych bariér dochéazi
nejCastéji za pritomnosti stresovych faktorti (Karahara et al. 2004, Armstrong and
Armstrong 2005, Soukup et al. 2007, Lux et al. 2010). Vyznamnym stresovym faktorem,
ktery ovliviiuje postup diferenciace endodermis i1 exodermis, je napt. dostupnost kysliku.
Rostliny v neprovzdusinované hydroponii mély v endodermis redukovanou tvorbu SL.
Naopak v exodermis se siln€¢ zrychlilo ulozeni SL i CP. Timto zplsobem je ziejmé
redukovano uvoliovani kysliku z aerenchymatickych kanalt do rhizosféry a je zvysSena
difaze kysliku do stiedniho valce, coz v disledku umoziuje lepsi zasobeni vSech casti
kotfene kyslikem (Enstone and Peterson 2005). Naopak v podminkach s dobrou

dostupnosti kysliku napt. aeroponie, je diferenciace CP a uklddani SL rychlejsi
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v endodermis nez v exodermis (Enstone and Peterson 2005, Zimmermann et al. 2000,

Soukup et al. 2007, Schreiber et al. 2007).

Silnymi exogennimi stresory jsou také sucho a salinita (Enstone et al. 2003). Salinita
zvysSila uklddani hydrofobniho alifatického suberinu v kofenech, coz zvysilo
nepropustnost bariér (Krishnamurthy and Vissing-Jorgensen 2011, Krishnamurthy et al.
2009). Siln€ ptisobi také teplota (Armstrong et al. 2000) acidita, patogeny (Enstone et al.
2003), nebo fytotoxiny (Armstrong and Armstrong 2001, Armstrong et al. 2000). Pro
tézké kovy bylo opakované ukdzano, ze jejich ptitomnost v rhizosfére diferenciaci bariér
urychluje (Lux et al. 2010). U endodermis kukufice (Zea mays L.) zptsobily t€zké kovy
ztloustnuti vnitfnich tangencialnich bunéénych stén (Degenhardt and Gimmler 2000). Lze
tedy shrnout, ze stresové faktory jako hypoxie, sucho, zasoleni ¢i toxicita vedou
k rychlejsi diferenciaci apoplastickych bariér, coz posiluje ochrannou funkci téchto

vrstev.

Deficience zivin je dal$im vyznamnym stresovym faktorem, ktery na rostliny piisobi. Zda
a jakym zplusobem deficience zivin ovliviluje rychlost a rozsah diferenciace
apoplastickych bariér je vSak podstatné¢ méné prozkouméno. Doposud provedené studie
maji navic v nékterych piipadech protichidné vysledky. Intenzivnéjsi lignifikace
endodermélnich CP a sniZzend hydraulickd vodivost kotfenti byla popséna pfti deficienci
NOs™ u kukufice (Zea mays L.), ale deficience K* vyvolala ve stejném experimentu
opatny efekt. (Pozuelo et al. 1984) popisuji stimulaci suberinizace endodermis
i exodermis u kukufice pii nedostatku Mg>*. Naopak u skocce (Ricinus communis L.) byla
pfi deficienci N popsdna snizend mira suberinizace endodermis i exodermis, coZ autofi
vysvétluji jako mechanismus pro usnadnéni vedeni Zivin apoplastem (Schreiber et al.
2007). V dalsi praci doSlo pifi nadbytku zivin u koteni osttice (Carex gracilis)
ke zpozdéni tvorby bariér, coz zfejmé zplsobil rychlejsi rlst kofenli a ndsledna
diferenciace pletiv dale za Spi¢kou kotfene. Naopak kofeny péstované v oligotrofni vodé

mély exodermis silngji vyvinutou (Cizkova-Konéalova and Bauer 1993).

Z téchto praci vyplyva, ze v riznych podminkach, jako je nedostatek urcitého prvku
v mediu, reaguji exodermis i endodermis zménami v rychlosti diferenciace. Rozsah
diferenciace bariér nasledné ovliviiuje transportni vlastnosti kofene. Vyznamna je v tomto
smeéru prace Barberon a spoluautori (2016) zaméfenda na endodermdlni vrstvu
u husenicku (Arabidopsis thaliana). Histochemické barveni suberinovych lamel (SL)

za pomoci Fluorol yellow 088 odhalilo, Ze je suberinizace u rostlin Arabidopsis kli¢icich
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v podminkach deficientnich na Fe, Mn a Zn zpozdéna, zatimco pfti kliceni v podminkach
s deficienci K a S je zvySena (Obr. 2.2). Tyto zmény jsou specifické pro SL, protoze
tvorba funkéni sité¢ CP zlstala neovlivnéna, coz bylo prokdzdno pouzitim propidium
iodidu jako apoplastického traceru (latky, ktera difunduje z rhizosféry apoplastem do nitra
kofene). Z toho je patrné, Ze mohou rizné vyzivové nedostatky ovliviiovat vyvoj SL
pozitivné 1 negativné s dopadem na minerdlni vyzivu. Deficience K v mediu nebo
inhibice pfjmu K" zptisobena mutaci v K" transportéru zvySuji depozici suberinu, z ¢ehoz
plyne, Ze zvySena suberinizace je adaptivni odpovédi na nedostatek K a pomdha rostlinam
pii udrZzovani draselné homeostazy v deficientnich podminkach. Daéle bylo zjiSténo, ze
mutantni rostliny Arabidopsis deficientni v syntéze suberinu vykazuji silny narast
akumulace Na, a ze salinita vede ke zvySeni uklddani suberinu. Naopak pfi deficienci Fe
v mediu nebo u irt/ (iron regulated-transporter 1) mutantnich rostlin deficientnich na Fe
diky nefunkénosti transportéru Fe bylo pozorovdno sniZzené mnozstvi suberinu. To
dokazuje, Ze nejen zvySovani, ale i sniZzeni suberinizace jsou fyziologicky adaptivni

reakce (Barberon et al. 2016).

Ukladani suberinu tedy reaguje na Sirokou skalu stresi ve vyzivé. Pro endodermalni
vrstvu pak bylo recentné ukazano, Ze tato reakce je zprostiedkovana stresovymi hormony
ABA a ethylenem (Barberon et al. 2016). V reakci na ethylen se zjistila napadna
schopnost kofene regulovat nejen syntézu suberinu, ale také ho dokonce selektivné
degradovat, ¢imz se méni radidlni tok vody. Rostliny Arabidopsis, na které putisobil
pfimy prekurzor syntézy ethylenu ACC (1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina),
vykazovaly 40% snizeni celkového obsahu suberinu ve srovndni s neoSetfenymi
rostlinami. U¢inek byl specificky jen pro SL, protoze detekovatelnost CP v endodermis

rostlin oSetfenych ACC se nezménila (Barberon et al. 2016).

ABA naopak vyvolavd zvySeni ukladani suberinu, které pozorujeme pii nedostatku
nékterych Zivin (Obr. 2.2). ABA mé vyznamny G¢inek pfi indukei genil asociovanych se
suberinem (Cottle and Kolattukudy 1982, Kosma et al. 2014, Yadav et al. 2014). Pfimé
chemické meéfeni obsahu suberinu po aplikaci ABA ukdzalo silné zvySeni obsahu
suberinu v kofenech, 43% narust celkového obsahu monomert suberinu ve srovnani
s kontrolnimi rostlinami (Barberon et al. 2016). Aplikace ABA muze dokonce ¢éste¢ne
obnovit suberinizaci i v ctrl (Constitutive triple response 1) mutantu Arabidopsis,

u které¢ho je konstitutivné aktivni ethylenova signalni drdha v duasledku mutace
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v negativnim regulatoru ethylenové odpovédi. Tato pozorovani podporuji antagonizmus

signalnich cest ethylenu a ABA v regulaci suberinizace (Barberon et al. 2016).

ABA také siln¢ ovliviiuje radidlni tok vody kotfenem (Hartung et al. 2005). Tyto toky byly
zkoumany u kotenti kukufice (Zea mays L.) v podminkach nedostatku rtiznych zivin.
Podstatné zvyseni koncentrace ABA v kotfenech bylo pozorovéano u kofent s nedostatkem
drasliku a dusiku, ne vSak fosforu, siry a vapniku (Schraut et al. 2005). V ramci kotfent
mize ABA zvysit hydraulickou vodivost kortikdlnich kofenovych bunék, coz ma
za nasledek zlepSenou absorpci vody v podminkach mirného nedostatku vody (Hose et al.
2001, Wan et al. 2004). Mechanismus, kterym ABA ovliviiuje celkovou hydraulickou
vodivost kofentll, neni zndm, ale pravdépodobné ptlisobi na Grovni plazmatické membrany
(Hose et al. 2000). ABA muze stabilizovat aquaporiny, nebo zvySovat jejich hustotu
v cytoplazmatickych membranach a mize odvratit jejich kolaps pii prichodu vody skrz

pory (Wan et al. 2004, Steudle and Peterson 1998).
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Obr. 2.2 Pusobeni fytohormomit na diferenciaci endodermis v podminkdch nedostatku Zivin.
Deficience drasliku, siry a pritomnost NaCl v mediu stimuluje tvorbu ABA, ktera nasledné
stimuluje suberinizaci. Deficience zinku, Zeleza a manganu stimuluje produkci ethylenu, ktery
naopak suberinizaci inhibuje (Barberon et al. 2016).
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Vysledky tykajici se fyziologickych vztahti mezi zZivinami, biosyntézou ABA a akumulaci
v kofenech, pritokem vody koieny a intenzitou signdlu ABA v xylému jsou nicméné
do jist¢ miry nejednoznacné. (Schraut et al. 2005, Freundl et al. 1998) prokézali, ze
vyznamné mnozstvi ABA je transportovano s proudem vody ptimo pies endoderméalni CP
do kotent u kukutice (Zea mays L.). Intenzita signalu ABA v xylému je dana biosyntézou
a radiadlnim transportem ze stfedniho valce, nebot ABA jde s proudem vody pies CP
do xylému (Freundl et al. 2000, Freundl et al. 1998). V kotenech kukufice péstované pii
nedostatku NO;™ byla tvorba CP zesilena, zatimco pifi nedostatku drasliku se CP
nediferencovaly. V téchto kotfenech byl podstatné zvysen radidlni tok vody a spolu s nim
zde byla i silnd akumulace ABA ve stiednim valci a v endodermis. Naopak priitok vody
koteny deficientnimi na P nebyl vyrazn¢ ovlivnén a kotfeny nevykazovaly zvyseny obsah
ABA (Schraut et al. 2005). ZvySena akumulace ABA v kotenech deficientnich na N mize
byt vysledkem snizeného pratoku ABA pfes endodermis (Peuke et al. 1994).
V endodermis, kde CP jeste nejsou diferencované, jako je tomu u Spicek kofene, nebo kde
prorUstaji postranni kofeny, muize byt ABA transportovana apoplastem do pericyklu

(Freundl et al. 1998).
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3 Metodika

3.1 Analyza vlivu nedostatku jednotlivych zivin na diferenciaci exodermis
v hlavnim ko¥eni kukufice seté (hydroponicka kultivace)

3.1.1 Experiment 1.1

3.1.1.1 Rostlinny material

Jako experimentalni material byla pouzita kukutice seta (Zea mays L.) kultivar Cefran.

3.1.1.2 Kultivace rostlin

Obilky byly nejprve vlozeny na 20 minut do teplé vody (cca 30°C) a nasledné pak,
pro vykli¢eni, rozlozeny na mokry papir v Petriho misce, ktera byla zakryta dal$im

mokrym papirem a opét Petriho miskou. Ob€ misky byly umistény vertikalné (pro lepsi

o 4

Po vykliceni byly reprezentativni rostliny (tj. s dobfe narostlymi cca 3 cm dlouhymi
koteny) pieneseny do plastovych nddob o objemu 121. Rostliny byly v nadobach
umistény po 10 a hladina byla pokryta polyuretanovymi kousky, aby nedochazelo k rlstu
fas a vystaveni kofent svétlu (Obr. 3.1). Do vSech nadob bylo zavedeno vzduchovani.
V kultivaéni mistnosti byly nastaveny konstantni podminky: 16/8 h denni/no¢ni
fotoperioda (ozéafeni 435 W.m™), 22/18 °C denni/noéni termoperioda, relativni vlhkost
vzduchu 50 - 75%. Rostliny byly v plastovych nadobach péstovany po dobu 14 dni.
Kultivaéni roztoky byly v poloviné trvani experimentu vyménény. Ke kultivaci byl pro
kontrolni variantu pouzit Hoaglandlv roztok (Hoagland and Arnon 1950) zifedény na 1/4
s ptidavkem mikroprvkl (Lasttivka and Minaf 1967) o nésledujicim slozeni (uM): NO3"
3750; PO4> 250; Ca®" 1249; K 1501; Mg?* 250; SO4* 250; BO3*11,6; Fe** 10,2; Mn?"
2,3; Zn*" 0,34; Cu®" 0,12; Mo7024> 0,015. Dale bylo definovano Sest deficientnich
variant, v kazdé znich byl jeden prvek vynechdn (viz tabulka 3.1). Pfi koncipovani
jednotlivych variant byla snaha v co nejvétsi mife dodrzet shodné koncentrace vSech

ostatnich prvkl s vyjimkou studovaného prvku. Byly proto provedeny nésledujici Gpravy:

1. Ve varianté bez N bylo tieba dorovnat obsah Ca a K, které nebyly dodany v podobé
nitratd. 51,0 mg/l Ca obsazenych v Ca(NOs3)2. 4H20 bylo proto dodano v podobé
CaCl».H>0 a 48,8 mg/l K obsazenych v KNO3 bylo dodano v podob¢ K>SO4
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2. Ve varianté bez Ca bylo tieba dorovnat obsah N nedodany v podobé dusi¢nanu
vapenatého. 35,0 mg/l N obsazenych v Ca(NO3), . 4H>O bylo dodano v podobé
KNO3

3. Ve variant¢ bez Mg bylo dodano 7,99 mg/l S obsazené v MgSO4 . 7H20 ve formé
K2SO4

4. Ve varianté¢ bez K bylo nutno dodat 17,5 mg/l N obsazeného v KNO3 ve formé
Ca(NOs3)2 . 4H20 a 7,7 mg/l P obsazeného v KH2PO4 ve formé NaH,PO4.2H>0.

Celkové davkovani zivin do kultivaéniho roztoku v jednotlivych variantich je uvedeno

v tabulce 3.1.

Makroprvky kontrola -N -P -K -Ca -Mg -Fe
Ca(NO3)2 . 4H0 295,5 0 295,5 4427 0 295,5 295,5
KNO3 126,5 0 126,5 0 379 126,5 126,5
KH>PO4 34 34 0 0 34 34 34
MgSO4 . TH20 61,4 61,4 61,4 61,4 61,4 0 61,4
CaCl2.H20 0 162,1 0 0 0 0 0
K2SO4 0 108,8 21,8 0 0 43,4 0
NaH,PO4.2H>0 0 0 0 38,7 0 0 0
Mikroprvky kontrola -N -P -K -Ca -Mg -Fe
Fe citrat 5 5 5 5 5 5 0
H3BO4 0,715 0,715 0,715 0,715 0,715 0,715 0,715
MnCl,.4H.O 0,453 0,453 0,453 0,453 0,453 0,453 0,453
ZnSOy4 0,056 0,056 0,056 | 0,056 | 0,056 | 0,056 | 0,056
(NH4)2M07024 0,019 0,019 0,019 | 0,019 | 0,019 | 0,019 | 0,019
CuSO4 0,020 0,020 0,020 | 0,020 | 0,020 | 0,020 | 0,020

Tab. 3.1 SlozZeni kultivacnich roztokil pro jednotlivé deficience (mg/l)

30




Obr. 3.1 Hydroponicka kultivace rostlin kukurice (Zea mays L.).

3.1.1.3 Vyhodnoceni vlivu nedostatku jednotlivych Zivin na diferenciaci

exodermis v hlavnim koreni kukurice seté

3.1.1.3.1 Morfologicka analyza kofent

Analyza byla provadéna na primérnich (seminalnich) kotenech kukufice (Zea mays L.).
Z kazd¢ varianty byly pro ucel analyzy odebrany priméarni kofeny vSech 10 rostlin.
Kofeny staré¢ 18 dni byly naskenovany a byla zmétena délka jejich hlavniho kofene
a délka nevétvené Casti hlavni osy pomoci programu NIS elements AR 3.22.05
(Laboratory Imaging; http://www.nis-elements.cz/en). Hlavni kofeny byly nasledné

fixovany ve 4 % formaldehydu.

3.1.1.3.2 Anatomicka analyza kofenii

Z fixovanych kofenlt byly pro ucel anatomické analyzy odebrany vzdy tfi od kazdé
varianty. Anatomicka analyza byla provedena v nékolika riznych pozicich na hlavni ose
primérniho kotene. U vybranych kotent byly vzdy odebrany useky o délce lcm ze %, /s
délky kotene od Spicky a z oblasti prorlstani prvnich postrannich kotfenti. Jednotlivé
useky byly nafezdny na ru¢nim mikrotomu. Pro detekci suberinu byly fezy barveny
barvou Sudan Red 7B (0,01 %) (Brundrett et al. 1991) po dobu 1 hodiny, pro detekci
ligninu berberin hemisulfatem (0,1 % aq.) také 1 hodinu (Brundrett et al. 1988) a poté
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jesté 10 minut dobarveny gencianovou violeti (0,05 % aq.). Vzorky byly uzavieny do 65
% glycerolu a pozorovany mikroskopem Olympus BX51 vybavenym filtrem UV
Olympus U-MWU a digitalni kamerou Apogee U4000. U pozorovani fezli jsem se
zam&fil na vyvoj exodermdlni a endodermalni vrstvy v kofenech, tedy konkrétné
na vyskyt bun¢k s pfitomnymi Casparyho prouzky (CP) nebo suberinovymi lamelami
(SL). Stupen diferenciace byl hodnocen pfifazenim kategorie 0-5 podle toho, v kolika
buitkach endodermalni ¢i exodermalni vrstvy byly ulozeny CP (Tab. 3.2) Stejné kategorie

byly zavedeny i pro vyskyt SL v endodermalni i exodermalni vrstvé.

Kategorie
0 v zadnych buiikach nebyly CP detekovany
I < 20% bunék s vyvinutymi CP
11 50% bunék s vyvinutymi CP
I > 90% bunck s vyvinutymi CP
v cela bunécna vrstva obsahovala vyvinuté CP

Tab. 3.2 Kategorie pouzité pro hodnoceni vyskytu Casparyho prouzkii (CP) v exodermis
analyzovanych korenii. Stejnym zpuisobem byla hodnocena také cetnost suberinovych lamel (SL)
v endodermis i exodermis.

3.1.2 Experiment 1.2

Druhy experiment prob¢hl stejné jako prvni, jen pro anatomickou analyzu bylo z kazdé
varianty odebrano pét kofenli namisto tfi. A pro anatomickou analyzu byla vynechana
nevyhovujici pozice (viz dale) proristdni prvnich postrannich kofenu. Analyzované

pozice pro tento experiment tedy byly: %, % a /s délky kofene od $picky.

3.2 Analyza vlivu lokalniho nedostatku Zivin na diferenciaci exodermis
v hlavnim koreni kukufrice seté (kultivace ,,sendvi¢ovou* metodou)

3.2.1 Experimenty 2.1. - 2.3.

3.2.1.1 Rostlinny material

Jako experimentalni material byla pouzita kukutice seta (Zea mays L.)
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3.2.1.2 Kultivace rostlin

Semena kukufice seté (Zea mays L.) byla nakli¢ena stejnym zptisobem jako pro péstovani
v hydroponii (viz. Experiment 1.1) a poté byla pfenesena mezi dvé velké tenké agarové
plotny (cca 20x20x0,5cm), které byly nalepeny na sklenénych tabulich (20x25c¢m). Tyto
dvé plotny obsahovaly stejnou koncentraci agaru (2%), ale kazdd mcla rlzny obsah

dusiku. Metoda kultivace byla upravena podle, viz Obr. 3.2 (Karahara et al. 2012).

A Rice caryopsis
Control / Mannitol

HEEEEH ‘\\
Y =)

! b—
N

—

o
Agar slabs Filter paper
Silicone rubber spacer

B Filter paper

RS

Silicone
rubber

Agar
slab

Agar
slab

Silicone
rubber

Obr. 3.2 Schéma ,, Agarového sendvice” (Karahara et al. 2012).

Prvni kontrolni plotna obsahovala ziviny z Hoaglandova roztoku (Hoagland and Arnon
1950) zfedény na 1/4 s ptidavkem mikroprvkt (Lastivka and Minat 1967) o nasledujicim
slozeni (uM): NOs™ 3750; PO4* 250; Ca** 1249; K* 1501; Mg 250; SO4* 250; BOs*
11,6; Fe*" 10,2; Mn*" 2,3; Zn?" 0,34; Cu** 0,12; M07024> 0,015, tedy ve stejném sloZeni
jako kontrolni kultiva¢ni roztok v experimentu 1.1. Druha plotna byla deficientni na dusik

(obsah viz tabulka 3.1).

Agarové plotny, mezi kterymi se nechaly prortstat koteny, byly k sobé pevné pfitisknuty
za pomoci kancelafskych svorek na papir a izolepy. Jednotlivé rostliny byly od sebe

oddéleny silikonovymi prouzky, aby se zamezilo kiiZeni koteni pii riistu a také, aby se co
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mozna nejvice zmensSila plocha doteku agarovych ploten a nedochazelo tak k difuzi zivin
mezi medii o rizném slozeni. Agarové bloky byly ordmovany navlhéenymi molitanovymi
pasky, pro delsi udrzeni vlhkosti agaru. Cely tento ,,sendvi¢* byl umistén na vysku do 121
nadoby, ktera byla zakryta mirelonem s piesné vyfiznutym otvorem pro styk horni ¢asti
»sendvice® se svétlem (Obr. 3.3). V nadobé byla na dné vrstva vody s plovakem, aby agar
v ,,sendvici® zbyte€né nevysychal, ale zaroveii aby nebyl v kontaktu s vodou. Agarovy
sendvi¢ byl shora denné zvlhcovan, aby nedochédzelo k vysychani agaru a oddalovani
agarovych ploten od rostoucich kotfent. Kultivace probihala tfi dny, v kultiva¢ni mistnosti
byly nastaveny konstantni podminky: 16/8 h denni/no¢ni fotoperioda (ozareni 435 W.m-
2), 22/18 °C denni/nocni termoperioda, relativni vlhkost vzduchu 50 - 75%. Péstovano
bylo vice variant s riznou koncentraci dusiku v agarovych plotnach. Byla kultivovana
i varianta rostlin zbavenych obilek, aby se zamezilo efektu Cerpani zasob ze semen.
Ke kazdému experimentu byla péstovana kontrola se stejnym obsahem latek v obou

agarovych plotnach.

Nejprve bylo nutné nékolikrat kultivaci zopakovat, aby bylo dosazeno optimalizace
kultivaéniho postupu. Az po fadné¢ ozkousenych kultivacich probéhly experimenty
pro anatomickou analyzu. Poloviny kofent rostouci ve styku s deficientnim agarem (-N)
byly podéln¢ natfiznuty a obarveny ¢ernou vodéodolnou tusi, aby bylo mozno na fezech
jednoznaéné urcit, kterd strana kotfene byla v kontaktu s N deficientni agarovou vrstvou

(Obr. 3.4).

Obr. 3.3 Foto kultivace ,,Agarového sendvice . Vlevo je obrdzek z kultivacni mistnosti, vpravo je
sendvic s oznacenymi délkami prirostlych korenii
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Obr. 3.4 Rez korenem rostoucim v agarovém sendvici. Bila ¢ara rozdéluje vez na dve poloviny.
Jedna polovina rostla ve styku s mediem deficientnim na dusik. Tato polovina byla oznacena
Fezem a Cernou tusi (bila Sipka). Druha polovina rostla na kontrolnim mediu. (mévitkol00um)

3.2.1.3 Vyhodnoceni lokalniho nedostatku Zivin na diferenciaci exodermis

v hlavnim kofeni kukufice seté

3.2.1.3.1 Morfologicka analyza

Morfologickd analyza probéhla u vSech experimentt (2.1 - 2.3) stejné. Z fotografii
agarovych ,,sendvici* byl, v programu NIS elements AR 3.22.05 (Laboratory Imaging;

http://www.nis-elements.cz/en), zméten pfirustek kofenli v agaru, celkova délka kotent

a délka nadzemnich ¢asti.
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3.2.1.3.2 Anatomicka analyza koient

Ze sedmi rostlin rostoucich v agarovém ,,sendvi¢i byly vybrany tii reprezentativni,
jejichz hlavni koteny rostly po celou dobu kultivace rovné mezi agary. Kofeny na stran¢,
ktera byla pfi ristu ve styku s plotnou deficientni na dusik, byly oznaceny tusi a mélkym
podélnym fezem ziletkou. Odebrany byly pouze ty ¢asti hlavnich kofenti, které ptirostly

v ,,sendvi¢i“. Kofeny byly fixovany ve 4 % formaldehydu.

Na radialnich fezech byl pozorovan rozdil ve vyvoji exodermdlni a endodermalni vrstvy
mezi dvéma polovinami kofene, které byly v kontaktu s agarovou vrstvou o rizném

obsahu zivin. Histochemické barveni bylo provedeno stejné jako v experimentu 1.1.

3.2.1.4 Experiment 2. 1

Tento experiment mél za kol ovéfit, zda lokdlni nedostatek dusiku ovlivni anatomicky
vyvoj exodermis v kofeni. Za timto ucelem byla nasazena pouze jedna varianta sendvice.
Agarova vrstva s obsahem prvkll odpovidajicim kontrolni variant¢ a N deficientni

varianté (dale znaceno K/N).

Anatomickd analyza byla provedena u tfech hlavnich kotfent, ze kterych byly odebrany
segmenty o délce 0,5 cm zacinajici 3 cm za kotfenovou Spickou. Kazdy kofen byl takto
po centimetru profezdn na ru¢nim mikrotomu az na pozici 15 cm za Spickou, aby byla

nalezena pozice, ve které jsou exodermalni CP jiz diferencovany.

3.2.1.5 Experiment 2. 2

V tomto experimentu byly péstovany rostliny ve dvou variantach: s obéma agarovymi
vrstvami o stejném kontrolnim sloZeni (dale znaceno K/K) a s jednou agarovou plotnou
bez dusiku a druhou kontrolni (K/N). Kazd4 varianta kultivace byla 2x nezavisle
opakovéna. Z kazdé varianty byly vybrany tfi kotfeny, které byly fezdny v pozicich 2, 4
a 6 cm za Spickou. Experiment byl vyhodnocen stejné jak predesly experiment a navic
byla u jednotlivych kotfenovych pozic podrobné vyhodnocena také frekvence vyskytu
apoplastickych bariér v exodermis 1 endodermis pomoci kategorii pouzitych pro

hodnoceni experimentu 1.1.

3.2.1.6 Experiment 2.3

V tomto experimentu bylo opét hodnoceno mozné lokalni ptisobeni deficientniho dusiku

na tvorbu apoplastickych bariér. Dale byla pozorovana vzdalenost zac¢atku diferenciace
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exodermis od kotfenové SpiCky a také jak se liSi mezi variantou K/N a variantou K/K.
Pro porovnani efektu Cerpani zasob ze semen byly vtomto experimentu péstovany

i rostliny zbavené obilek. V této kultivaci byly tedy nasazeny 4 rtizné varianty agarovych

sendvicu:
1. K/N s obilkou
2. K/K s obilkou
3. K/N bez obilky

4. K/K bez obilky
Z hlavnich kofenti byly odebrany segmenty o délce 0,5 cm zacinajici 1 cm od baze
kotfene. Kofeny byly takto (smérem ke SpiCce) po centimetru profezany na rucnim

mikrotomu az na pozici 2 cm za Spickou.

3.3 Analyza vlivu fytohormonii na diferenciaci exodermis v hlavnim koreni
kukufice seté

3.3.1 Experiment 3.

3.3.1.1 Rostlinny material

Jako experimentalni materidl byla pouzita kukutice setd (Zea mays L.) Semena kukufice
byla naklicena stejnym zptisobem jako v pfedchozich experimentech (viz. Experiment
1.1), poté byla ptenesena do 12 1 nadob s pfidanym Hoaglandovym roztokem (Hoagland
and Arnon 1950) zfedénym na 1/4 s ptidavkem mikroprvkl (Lastivka and Minat 1967)
o nasledujicim slozeni (uM): NOs™ 3750; PO4> 254; Ca®" 1249; K* 1501; Mg** 510; SO4*
510; BOs*11,6; Fe?" 5,1; Mn?* 2.3; Zn?" 0,34; Cu®* 0,12; M07024> 0,015. Po dvou dnech
byly ze ti rostlin odebrany hlavni koteny jako kontrola pfed aplikaci fytohormont. Dalsi
rostliny byly pfesunuty do ¢tytf nadob o objemu 5500 ml, také s Hoaglandovym roztokem,
piidanymi mikroprvky a zavedenym vzduchovanim (Obr. 3.5). V této Casti kultivace byly

definovany Ctyfi varianty kultivace (viz tab. 3.3).
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Varianta Koncentrace v kultivaénim roztoku
ABA 1luM ABA

ACC 1uM ACC

NAA 1luM NAA

kontrola bez pridavku fytohormonti

Tab. 3.3 Jednotlivé varianty kultivace pro pripravu fytohormonii.

Jednotlivé fytohormony byly do kultivaéniho roztoku davkovany z pfipravenych
zasobnich roztokii. ABA a NAA byly rozpusStény v malém mnozstvi etOH a dofedény

vodou, ACC bylo rozpusténo ve vode¢.

Kultivaci bylo nutné nejprve optimalizovat, protoze pifi prvni kultivaci roztoky
v nadobach s fytohormony rozpusténymi v etanolu dostaly po dvou dnech mlé¢ny zakal
a na kotenech byl silny bily povlak. Proto bylo v dalsi kultivaci vyrazné sniZeno mnozstvi
etanolu k rozpousténi ABA a NAA. Po této upravé uz k nezddoucimu zakaleni roztoku

nedoslo a toto usporadani bylo pouzito pro hodnoceni.

3.3.1.2 Vyhodnoceni vlivu fytohormonii na diferenciaci exodermis v hlavnim

koreni kukurice seté

s

Obr. 3.5 Foto kultivaci s fytohormony. Varianta s cernymi akvarii (vpravo) byla pouZita pro
hodnoceni.

3.3.1.2.1 Morfologicka analyza koienu

Z péstovanych rostlin byly odebrany pouze tti hlavni kotfeny z kazdé varianty, které byly

naskenovany a nésledn¢ fixovany v 4 % formaldehydu.

38




3.3.1.2.2 Anatomicka analyza kofient

U vybranych kotent byly vzdy odebrany useky o délce lcm ze %, Y a /s délky kofene
od Spicky. Déle probihal stejny postup analyzy jako v Experimentu 1. 1.

3.4 Analyza vlivu nedostatku jednotlivych Zivin na diferenciaci exodermis
v hlavnim koFeni kukufice seté s dodanim Ziviny na list

3.4.1 Experiment 4.

3.4.1.1 Rostlinny material

Jako experimentélni material byla pouzita kukufice setd (Zea mays L.)

3.4.1.2 Kultivace rostlin

Semena byla naklicena a vysazena stejn¢ jako v Experimentu 1.1. Rostliny byly do 121
nadob umistény po 6 a hladina byla pokryta polyuretanovymi kousky, aby nedochazelo
k ristu fas a vystaveni kofenli svétlu. Do vSech nddob bylo zavedeno vzduchovani.
V kultivaéni mistnosti byly nastaveny konstantni podminky: 16/8 h denni/no¢ni
fotoperioda (ozafeni 435 W.m™2), 22/18 °C denni/no¢ni termoperioda, relativni vlhkost
vzduchu 50 - 75%. Ke kultivaci byl pouzit Hoaglandiv roztok (Hoagland and Arnon
1950) (viz tab. 3.1.). Deficientni roztoky byly do sedmi nadob rozdé€leny tak, Ze vznikly
varianty vzdy po dvou nédobach: 1. deficientni na N, 2. deficientni na K a 3. deficientni
na Fe. V posledni nadob¢ byla opét péstovana kontrola. V téchto nddobach byly rostliny
péstovany po dobu 14 dni. Kultivaéni roztoky byly v poloviné trvani experimentu
vymeénény.

Na listy rostlin se po dvou dnech péstovani v nddobéch zacaly za pomoci rozprasovact
aplikovat roztoky. Na rostliny péstované v nadobé s chyb&jicim N se deficientni prvek
dodéval na list ve formé 20mM KNO3(Peuke and Jeschke 1998), deficientni K byl dodan
jako 5SmM KCL a deficientni Fe bylo nahrazeno 2mM FeSO4. Tyto roztoky obsahovaly
demineralizovanou vodu s pfidanym detergentem 0,01% SILWET. Aplikace postiiki
byla provadéna vzdy jen na jednu nddobu z vySe zminénych variant, kontrola a kazda

druha nadoba byly oSetfeny pouze roztokem z demineralizované vody a 0,01% SILWETu

(tab. 3.4).
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Deficientni prvek

Varianta v kultivaénim Nahrada prvku na list
roztoku
1. —N s aplikaci N na list N 20mM KNO3, destil. H20 + SILWET
2. -N N destil. H20 + SILWET
3. -K s aplikaci K na list K SmM KCL, destil. H20 + SILWET
4. -K K destil. H20 + SILWET
5. -Fe s aplikaci Fe na list Fe 2mM FeSO04, destil. H20 + SILWET
6. -Fe Fe destil. H20 + SILWET
7. Kontrola zadny destil. H20 + SILWET

Tab. 3.4 Varianty postrikii na listy kultivovanych rostlin.

3.4.1.3 Vyhodnoceni vlivu nedostatku jednotlivych Zivin na diferenciaci

exodermis v hlavnim koreni kukufice seté s dodanim Ziviny na list

3.4.1.3.1 Morfologicka analyza

Z kultivace byly odebrany vSechny hlavni kofeny a celé¢ nadzemni ¢asti rostlin. Kofeny

byly zméfeny a fixovany ve 4 % formaldehydu s fosfatovym pufrem. Nadzemni casti

rostlin byly zméfeny a zvazeny, poté byly ususeny v termostatu na 80°C a opét zvazeny.

3.5 Statistické zpracovani dat

Statistické zpracovani dat bylo u v§ech experimenti provedeno v programu NCSS 9 verze

9.0.15 (Hintze, J. 2013 NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA; www.ncss.com). Pro vypocet

korelace byl pouzit Correlation matrix.
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4 Vysledky

4.1 Analyza vlivu nedostatku jednotlivych zivin na diferenciaci exodermis
v hlavnim koFeni kukufice seté (kultivace v hydroponii)

4.1.1 Experiment 1.1

4.1.1.1 Morfologicka analyza kofenii

V ramci tohoto experimentu byly rostliny po vykli¢eni péstovany 14 dni v kultiva¢nim
roztoku, ve kterém byla vzdy jedna zivina vynechana. Rostliny kukufice rostouci
v jednotlivych deficiencich vykazovaly riznou délku hlavnich kotfent (Graf 1.; ANOVA,
p <0,05). Vyrazné krat$i hlavni kofeny byly pozorovany u rostlin v deficienci P, Fe a
K v porovnani s kontrolni variantou a N deficientni variantou (Graf 1). Vyznamné se
u téchto kotenli také liSily délky nevétvenych ¢asti (Graf 1.; ANOVA, p < 0,05). V Fe
deficientni variant¢ byly postranni kofeny piitomné jiz ve velmi kratké vzdalenosti
za kofenovou $pickou, naopak v podminkéach deficience dusiku byly postranni kotfeny

ve velké vzdalenosti za kotenovou Spi¢kou (Graf 1; Obr 4.1).

Délka hlavniho korene (cm)

80
70
60
50
40
30
20
10
0
kontrola N Ca Mg P Fe K

@ Délka HK

@ Délka neveét. Casti

Graf 1. Prumeérné délky hlavnich korenii (HK) rostlin v jednotlivych variantach deficienci a délky
Jejich nevétvenych casti. Na ose x jsou jednotlivé deficience prvkii a na ose y délka korenii v cm.
Odlisna pismena ukazuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami kultivace;, modrie pro
celkovou délku korene, cervené pro délku nevétvené casti (ANOVA, Kruskal-Wallis Multiple-
Comparison Z-Value Test (Dunn's Test), p <0,05, n = 3). Chybové usecky v grafech ukazuji
standardni chybu priiméru.
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Obr 4.1 Ukdzka vzhledu hlavnich korenii ve vybranych variantach, (4) kontrola, (B) koren
rostouct v deficienci Zeleza s velmi kratkou nevétvenou casti od Spicky a kratkou celkovou délkou
korene, (C) koren rostouci v deficienci dustku (méritko = 1 cm).
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4.1.1.2 Anatomicka analyza koreni

Kofeny rostouci v jednotlivych deficiencich vykazovaly rizny rozsah diferenciace
exodermis i1 endodermis. Deficience dusiku a fosforu vyrazn€ urychlily maturaci
exodermis, naopak deficience Zeleza a drasliku vedla ke zpozdéni maturace. Nejvice jsou
tyto rozdily patrné na fezech v mladsich ¢astech kotene, tj. v !/ délky kotene od $picky
a v misté prvnich proruastajicich postrannich kotfent 1. fadu. Zde ve variant¢ deficientni
na dusik je exodermis pln€ vyvinuta, zatimco varianta Fe a K deficientni nema exodermis

témér vitbec diferencovanou (Obr. 4.2). Podobné je to i u endodermis (Obr. 4.3)

Pro kvantifikaci rozsahu diferenciace apoplastickych bariér byla provedena podrobna
analyza cetnosti CP v exodermis a SL v exodermis i endodermis na fezech podrobenych
histochemickému barveni. Cetnosti byly vyjadfeny pomoci kategorii. Stupent etnosti
struktur apoplastickych bariér je hodnocen kategoriemi 0 — 4 (viz tab. 3.2 v kapitole

Metodika)

Hodnoceni rozsahu diferenciace bylo provadéno ve tfech riznych pozicich podél podélné
osy hlavniho (primdrniho) kotfene. CP v endodermis byly (i kdyz jen jako tecky) viditelné
v celém kruhu v kazdé analyzované pozici, tj. Cetnost vzdy v kategorii 4, z tohoto divodu
neni tato Cetnost vyobrazena v grafech. V oblasti prvnich postr. kofentll je jasné patrny
rozdil v rychlosti diferenciace jednotlivych variant. Nejrychleji diferencované byly
kofeny zN a P deficience (Graf 2-4). Druhd méfena oblast byla v !/¢ kofene, kde je
situace podobna (Graf 5-7). A tfeti posledni oblasti byla ve % kofene (tj. bazalni Cast),
kde jiz vétSinou byly vSechny apoplastické bariéry ve vSech variantach diferencované,
krom Fe a K deficientnich kotent (Graf 8-10.). Nejrychlejsi postup diferenciace byl tedy
u variant deficientnich na dusik a fosfor, naopak nejpomalejsi diferenciace byla
pozorovana u variant deficientnich na Zelezo a draslik. Z toho vyplyva, Ze stupen
diferenciace bariér nekoreloval s délkou kotene, protoZe kofeny v N deficientni varianté
byly mnohem del$i nez kofeny ve varianté P deficientni (viz vySe; Pearsoniv korelaéni

koeficient = 0,29, p > 0,05).
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Grafy 2-4. Priimérné cCetnosti (kategorie 0-4 dle Tab. 3.2) diferencovanych Casparyho prouzkii (CP) a
suberinovych lamel (SL) v hlavnich korenech. Oblastiproristani 1. postr. korenii. Vyrazné posilend
diferenciace ve variantach deficientnich na N a P. Odlisna pismena ukazuji statisticky vyznamné
rozdily mezi variantami (ANOVA, Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test (Dunn's Test),

p<0,05 n=3). Chybové usecky v grafech ukazuji standardni chybu priiméru.
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Grafy 5-7. Primérné Cetnosti (kategorie 0-4 dle Tab. 3.2) diferencovanych Casparyho prouzkii (CP) a
suberinovych lamel (SL) v hlavnich kofenech. /s od koFenové Spicky. Vyraznd diferenciace CP i SL

u variant deficientnich na N a P. Odlisna pismena ukazuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami
(ANOVA, Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p < 0,05, n = 3).
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Grafy 8-10. Primérné cetnosti (kategorie 0-4 dle Tab. 3.2) CP a SL Hodnoceno ve ¥ délky
od korenové Spicky. Diferenciace apoplastickych barier zacina byt rovnocennd u vSech variant krom
Fe a K deficience. Odlisna pismena ukazuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami (ANOVA,
Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test (Dunn's Test), p < 0,05, n = 3).
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Obr. 4.2 Diferenciace exodermis. Rezy ve % hlavniho korene barvené (vievo A-C) berberinem a
gencidnovou violeti pro zvyraznéni CP, (vpravo D-F) sudanem pro zvyraznéni SL. (A, D)
kontrola, (B,E) —Fe varianta s mdlo vyvinutou exodermis, (C,F) —N varianta s velmi
diferencovanou exodermis (méeritko= 50um).
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Obr. 4.3 Diferenciace endodermis. Rezy ve ¥ hlavniho koiene barvené (vievo A-C) berberinem
pro zvyraznéni CP,(vpravo D-F) sudanem pro zvyraznéni SL. (4,D) kontrola, (B,E) —Fe varianta
s malo vyvinutou endodermis, (C,F) —N varianta s velmi diferencovanou endodermis (meritko=
50 um).
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4.1.2 Experiment 1.2

V tomto experimentu §lo hlavné o zopakovéani a ovéfeni piedeslé kultivace a zvySeni
po¢tu opakovani. Hodnoceni opét probihalo ve tfech pozicich podél hlavni osy
primarniho kofene, tentokrat v %, ' a /s délky kofene od $picky. Oblast prvnich
prorustajicich postrannich kotfenti byla vypusténa, nebot’ se tato pozice Casto piekryvala

s pozici .

4.1.2.1 Morfologicka analyza kofenii

Experiment probihal stejné¢ jako pifedesly (viz morfologickd analyza kofent
v experimentu 1.1). Rostliny kukufice (Zea mays L.) rostouci v jednotlivych deficiencich
opét vykazovaly riznou délku hlavnich kotfenl stejné jako v piedeslém experimentu, ale
v tomto piipadé byly kofeny z varianty deficientni na dusik mnohem krats$i nez v prvnim
experimentu. Vyznamné se u téchto kotfent také lisily délky nevétvenych ¢asti (Graf 11.;
ANOVA, p > 0,05), i kdyz rozdily byly mensi nez v experimentu 1. Fe deficientni varianta
méla postranni kofeny opét pfitomné jiz ve velmi kratké vzdalenosti za kofenovou Spickou,
naopak deficience dusiku se tentokrat v délce nevétvené Casti neliSila od kontrolni ani P

deficientni varianty (Graf 11.; ANOVA, p >0,05).
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Graf 11. Prumérné délky hlavnich koremit a délky jejich nevétvenych casti v jednotlivych
variantach. Odlisna pismena ukazuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami; modre pro
celkovou délku korene, cervené pro délku nevétvené casti. (ANOVA, Kruskal-Wallis Multiple-
Comparison Z-Value Test (Dunn's Test), p < 0,05, n = 5). U varianty deficientni na hoicik chybi
data pro délku nevétvené casti Chybové usecky v grafech ukazuji standardni chybu priméru.

4.1.2.2 Anatomicka analyza kofeni

Koteny pfi jednotlivych deficiencich opét vykazovaly rizny rozsah diferenciace
exodermis podobné jako v experimentu 1.1. Deficience dusiku a fosforu vyrazné
urychlily maturaci exodermis, naopak deficience Zeleza a drasliku vedla ke zpozdéni
maturace. Rozdily mezi variantami byly opét patrné predev§im v mladSich castech
kotene, tj. v /¢ a ¥4 (Graf 12-17, Obr 4.4 a 4.5). Posledni pozorovanou pozici byla stejné
jako v pfedeslém experimentu % kotene. V této pozici jsou jiz rozdily mezi variantami
méné patrné¢ (Graf 18-20), podobné jako v piedchozim experimentu. Pro hodnoceni
rozsahu diferenciace byly pouZity kategorie Cetnosti 0 - 4 dle tabulky 3.2 (kapitola
Metodika).
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Cetnost exodermalnich CP v 1/6
delky korene c
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Grafy 12-14. Priumérné Cetnosti (kategorie 0-4 dle Tab. 3.2) diferencovanych CP a SL v hlavnich
koFenech. Hodnoceno v'/e délky od korenové Spicky. Vtéto pozici jesté nejsou prilis
diferencované SL krom deficienci N a P. CP zacinaji v exodermis diferencovat ve vsech
variantiach krom K. Odlisnd pismena ukazuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami
(ANOVA, Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test (Dunn's Test), p < 0,05, n = 5).
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Grafy 15-17. Primérné Cetnosti (kategorie: Tab. 3.2) diferencovanych Casparyho prouzkii (CP) a
suberinovych lamel (SL) v hlavnich korenech. Hodnoceno v % korene. Odlisna pismena ukazuji
statisticky vyznamné rozdily mezi /variantami (ANOVA, Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-
Value Test (Dunn's Test), p < 0,05, n = 5). Chybové usecky ukazuji standardni chybu primeru.
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Grafy 18-20. Prumérne Cetnosti (kategorie: Tab. 3.2) CP a SL v hlavnich korenech ve %
vzdalenosti od korenové Spicky. V této pozici maji jiz vSechny varianty diferencované SL a CP,
v endodermis vice nez v exodermis. OdliSna pismena ukazuji statisticky vyznamné rozdily
(ANOVA, Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p < 0,05, n = 5). Chybove usecky
ukazuji standardni chybu priméru.
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Obr. 4.4 Diferenciace exodermis. Rezy v '/ hlavniho kovene barvené berberinem a gencidnovou
violeti pro zvyrazneni CP. (A) kontrola, (B) —Fe varianta a (C) -K s velmi mdlo vyvinutou
exodermis, (D) —Ca varianta a (E) —Mg varianta se stredni Cetnosti exodermis, (F) —N varianta a
(G) -P varianta s velmi silné vyvinutou exodermis (méritko= 50 um).
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Obr. 4.5 Diferenciace exodermis. Rezy v '/s hlavniho korene barvené sudanem pro zvyraznéni SL.
(A) kontrola, (B) —Fe varianta a (C) -K varianta s velmi malo vyvinutou exodermis, (D) —Ca
varianta a (E) —Mg varianta se stiedni Cetnosti exodermis, (F) —N varianta a (G) -P varianta
s velmi silné vyvinutou exodermis (méritko= 50 um).

4.1.3 Shrnuti experimentu 1.1 a 1.2

Vysledky obou vyse zminénych experimentl ukazuji na velmi vysokou plasticitu vyvoje

nejen exodermis, ale i endodermis. Endodermis se diferencuje blize za kofenovou Spickou
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u deficienci N a P. Naopak u K a Fe deficience se diferencuje pozdé¢ji (dale za Spickou)

v porovnani s kontrolni variantou. Podobn¢ je tomu i u exodermis.

4.2 Analyza vlivu lokalniho nedostatku Zivin na diferenciaci exodermis
v hlavnim Kkoreni kukurice seté (kultivace ,,sendvi¢ovou* metodou)

Cilem této casti prace bylo vyhodnotit lokalni plisobeni nedostatku zivin (konkrétné
dusiku) na diferenciaci kotenovych pletiv. Rostliny kukufice (Zea mays L.) byly
po naklic¢eni v ramci kazdého experimentu kratkodobé kultivovany (3 dny) mezi vrstvami
agaru o razné dostupnosti N a byla hodnocena diferenciace exodermis v nové ptirostlé
¢asti primarniho kofene. Pomoci této kultivaéni metody l1ze pozorovat lokalni ptisobeni
podminek na diferenciaci kofenovych pletiv. V nasledujicim textu vysledkt je vzdy agar
s kompletni dostupnosti Zivin oznacen K (kontrola), agar s vynechanym piidavkem

dusiku jako N (deficience dusiku), vice viz. kap. Metodika.

4.2.1 Experiment 2. 1. - Kultivace celistvych rostlin mezi vrstvami agaru K/N

Béhem 3 denni kultivace rostlin mezi agarovymi vrstvami se délka hlavniho kotfene
zvétsila z plivodnich 5 cm na 20,8 = 2,77 cm, pfirGstek tedy €inil praimérné 15,8 £ 1,73
cm (n =7). Anatomickd analyza ukdzala, Ze detekovatelné¢ exodermdlni CP se u téchto
kotenti vyskytuji az ve vzdalenosti 9-10 cm od Spicky. U nékterych kotend bylo navic
pozorovano, ze se vytvarel pulkruh diferencované exodermis (s CP detekovatelnymi
histochemickym barvenim) na stran¢ pfiléhajici k agaru bez dusiku (Obr. 4.6.). Byl proto
proveden nésledujici experiment (experiment 2.2., viz dale), kde byl wvyskyt
diferencované¢ exodermis hodnocen podrobnéji a byla zatazena také varianta K/K

(s obéma agarovymi vrstvami o stejné dostupnosti dusiku).
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KONTROLA

Obr. 4.6 Diisledek lokalizovaného piisobeni na diferenciaci exodermalnich CP. Barveno
berberinem a gencianovou violeti pro zvyraznéni CP. Bild ¢ara rozdéluje ez na poloviny podle
obsahu Zivin, ve kterych koren rostl. Vievo kontrola vpravo cast deficientni na N (mévitko= 100

um).

4.2.2 Experiment 2. 2. - Kultivace celistvych rostlin mezi vrstvami agaru K/N
a K/K s podrobnym hodnocenim frekvence vyskytu apoplastickych
bariér

Tento experiment byl témér stejny jako ten pifedesly. Rostliny ale byly kultivovany

ve dvou variantach: mezi vrstvami agaru s identickym obsahem dusiku, tj. 3,75 mM NOj5"

(K/K) a mezi vrstvami agaru, kdy dusik v jedné z nich chybél (K/N). V tomto ptipade,

mimo sledovani zacatku diferenciace apoplastickych bariér, byla také podrobné

provedena analyza rozsahu jejich diferenciace (Cetnosti CP a SL v ramci endodermalni

a exodermalni vrstvy) v riznych vzdalenostech za Spickou v rdmci nové pfirostlé casti

kofene.
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Hodnoceni ristu ukazalo, ze se béhem kultivace ptirtistky nadzemni ani podzemni ¢ésti
mezi variantami od sebe pfilis nelisily (viz tab. 4.1), (ANOVA, Kruskal-Wallis Multiple-
Comparison Z-Value Test, p > 0,05, n = 6).

' Délka kotene pfi | Délka  nové | Celkova délka ‘
Varianta . . | Délka nadzemni ¢asti
nasazeni rostlin | ¢asti kofene | kofene po kultivaci

2,6+ 0,28
K/K 1,2+0,45 7,5+2,36 8,7+2,31

K/N 2+0,48 7,9+1,27 8,1+1,31 2,7+0,48

Tab. 4.1 Prumerné délky casti rostlin (cm). K/K — kontrolni agary, K/N — kontrolni a na dusik
deficientni agar.

Vliv lokalizovaného pusobeni rozdilné dostupnosti dusiku (pozorovany v nékolika
ptipadech v experimentu 1) se nepodafilo potvrdit. Vyskyt exodermdlnich CP nekoreloval
s orientaci kofene mezi agarovymi vrstvami. Nebyla pozorovana rychlejs$i diferenciace
exodermis ani na stran€ pfivracené k agaru s kompletni dostupnosti zivin (K) ani k agaru
bez dusiku (N). Projevil se naopak vliv vzduchu v oblasti, kde kofen nebyl v pfimém
styku s agarovym mediem. V téchto oblastech ziejmé dochéazelo k mirnému vysychani
vngjSich pletiv kofene. Proto se zde CP, jakozto ochrana vnitfnich pletiv kofene,
diferencovaly rychleji nez v mistech, kde byla rhizodermis ve styku s agarovym mediem

(Obr. 4.7). Podobny vzorec byl pozorovan i pro exodermalni suberinové lamely.

V tomto experimentu byla dale provedena podrobna analyza dcetnosti CP a SL
v exodermis 1 endodermis na fezech v rizné vzdalenosti za Spi¢kou kotfene (2, 4 a 6 cm
za Spickou kotfene). Stupen Cetnosti struktur apoplastickych bariér byl hodnocen podobné
jako u hydroponickych kultur (viz experiment 1.1 a 1.2) pomoci kategorii 0 — 4 (viz tab.
3.2 v kapitole Metodika). Z grafli je patrné, ze se varianty v jednotlivych analyzovanych
pozicich neliSily (Grafy 21-23). Anatomickd analyza ukézala, Ze se vzdalenost, ve které
byly pozorovany prvni CP nebo SL v exodermdlni vrstvé signifikantné neliSila mezi

variantami K/K a N/K. Vzdalenosti (viz tab. 4.2)
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Grafy 21-23: Cetnost (kategorie 0-4 dle Tab. 3.2) diferencovanych bariér v exodermis a
endodermis. Prumérné Cetnosti diferencovanych apoplastickych bariér hlavnich korenil.
Hodnoceno ve trech riiznych vzdalenostech od korenové Spicky. Statisticky vyznamné rozdily mezi
variantami nebyly v tomto experimentu pozorovany v zadné analyzované pozici (ANOVA,
Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p > 0,05, n = 6).
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Varianta

Vzdélenost pocatku tvorby CP

v exo (od kofenové $picky)

Vzdalenost pocatku tvorby SL

v exo (od kofenové $picky)

K/K

4,7+0,94

4,8+0,98

K/N

4+£1,16

4,7+1,89

Tab. 4.2 Prumerné vzdalenosti diferenciace CP a SL v exodermis (exo) za korenovou Spickou.
K/K — kontrolni agary, K/N — kontrolni a na dusik deficientni agar.

KONTROLA

Obr. 4.7 Dusledek lokalizovaného piisobeni na diferenciaci exodermalnich CP. Diferenciace byla
zirejmé posilena kvili piisobeni vzduchu mezi vrstvami agaru. Barveno berberinema gencianovou
violeti pro zvyraznéni CP. Bila cara rozdéluje rez na poloviny podle obsahu Zivin, ve kterych
koren rostl. Vievo kontrola vpravo cast deficientni na N (méeritko= 100 um).
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4.2.3 Experiment 2. 3. - Kultivace rostlin (s obilkou/bez obilky) mezi
vrstvami agaru K/N a K/K

Pro vyzkum vlivu zasobnich latek obsazenych v obilce na rist a diferenciaci bariér byl
proveden experiment, ktery srovndval rst a diferenciaci kofenu u celistvych rostlin
rostoucich v sendvici s obilkou v porovnéni s rostlinami rostoucimi bez obilek. V tabulce
4.2 jsou popsany rastové parametry zkoumanych rostlin. Graf 24 ukazuje, ze kotfeny
rostlin zbavenych obilky, pfili§ nenarostly v zddné varianté. Ovlivnéni rGstu obsahem
zivin vmediu tedy vtomto pifipadé¢ nenastalo. U rostlin s obilkou byl pfirtstek

signifikantné vétsi u rostlin v N/K varianté (Tab. 4.3 a Graf 24).

Varianta délka kotene pti | Celk.délka kotene po | délka nadzemni ¢asti

nasazeni rostlin | 3 dnech kultivace

K/K S obilkou 3,6+0,28 10,6+2,48 4,6+0,78
K/K Bez obilky | 4,7+1,42 8,342.,0 43+2.07
N/K S obilkou 540,90 20,8+2,51 4,8+1,83
N/K Bez obilky | 4,7+1,20 8+1,23 2.8+0,76

Tab. 4.3 Prumerné délky casti rostlin (cm). Varianta s kontrolnim obsahem Zivin v obou
agarovych vrstvach (KK) nebo s jednim agarem bez dusiku (NK). Rostliny kultivovany s obilkou
nebo bez obilky po dobu 3 dni.
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PrirGstek korene za 3 dny (cm)
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Graf 24. Prirustek hlavniho korene po tridenni kultivaci v sendvi¢i mezi obéma agary
s kontrolnim obsahem Zivin (KK) nebo s jednim agarem bez dusiku (NK). Rostliny kultivovany
s obilkou nebo bez obilky. Odlisna pismena ukazuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami
(ANOVA, Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p < 0,05, n = 6). Chybové usecky v
grafech ukazuji standardni chybu priumeéru.

Pro analyzu byly pouzity jen casti kofeni pfirostlych v sendvici. Pfi méfeni vzdalenosti
nastupu diferenciace exodermis od kotfenové S$picky je vhodné vzit v Givahu 1 celkovou
delku kofene, protoze porovnavani vzdalenosti nediferencovanych zon mezi variantami
sriznou délkou kofene muze byt zavadéjici. Napf. u varianty N/K s obilkou pfi
hodnoceni pomoci relativni vzdéalenosti (v % vzdalenosti od $picky, kdy celkova délka
kofene = 100%), ma tato varianta nejrychlejsi diferenciaci CP ze vSech pozorovanych
variant (Graf 25). Je tedy nutné urcit relativni vzdalenost, kterd udava rozsah

nediferencované ¢asti kofene v %.
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Graf 25. Délka apikalni casti hlavniho korene, ve které nebyly pozorovany CP v exodermis,
vyjadiena v % z celkové délky korene. Odlisna pismena ukazuji statisticky vyznamné rozdily mezi
variantami (ANOVA, Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p < 0,05, n = 6).
Chybové usecky v grafech ukazuji standardni chybu priiméru.

I v ptipadé¢ toho experimentu bylo z fezli kotfenil kukufice (Zea mays L.) jasné patrné, ze
nelze dokézat souvislost mezi lokalizaci tvorby CP a oblasti, kde byl kofen ve styku
s mediem bez dusiku, nebo ve styku s mediem kontrolnim. Postup diferenciace exodermis
odpovidal situaci dokumentované na obr. 4.7 (viz pfedchozi experiment). Diferenciace
CP na téchto fezech, vzhledem k obvodu exodermis vykazuje nespojité oblasti, jejichz

tvorba ziejm¢ nezdvisela na obsahu minerdlnich Zivin v agarovych plotnach, ale na

pusobeni vzduchu mezi agarovymi plotnami a nasledném vysychani pletiv.

4.3 Analyza vlivu fytohormonii na diferenciaci exodermis v hlavnim koreni
kukufice seté

4.3.1 Experiment 3.

4.3.1.1 Morfologicka analyza kofenti

Byly naméteny délky hlavnich kotfent rostoucich pod vlivem pfidanych fytohormoni.
Z grafu 26. je patrny signifikantni rozdil ABA a ACC od NAA. Kofeny s piidanymi

fytohormony rostly vyrazné pomaleji oproti kontrole.
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Graf 26. Délka hlavnich korenii rostlin péstovanych v mediich s obsahem fytohormoni. Odlisnd
pismena ukazuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami (ANOVA, Kruskal-Wallis Multiple-
Comparison Z-Value Test, p < 0,05, n = 3). Chybové usecky v grafech ukazuji standardni chybu
prumeéru.

4.3.1.2 Anatomicka analyza kofeni

Kofeny rostouci v mediich s ptfidavky fytohormoni vykazovaly rozdily v néstupu
diferenciace exodermis i endodermis. V pozici /6 nebyly diferencovany CP ani SL, proto
tyto vysledky nebyly zaneseny do grafi. V2 kofene byly jiz pomérné silné
diferencované apoplastické bariéry hlavné v exodermis u kotfenll rostoucich s piidavkem
ABA oproti kontrole. Naopak pfidanim ACC se diferenciace bariér oddalila a
diferencované CP a SL se zacaly objevovat az ve ¥ kotfene. NAA na kofeny ptisobilo
podobné jako ACC, ne vsak s tak silnym efektem (Grafy 28-33.). Vysledky diferenciace

exodermis v 2, kdy jsou rozdily nejvice patrné, jsou vidét na obrazku 4.8.
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Grafy 27- 32. Primérné Cetnosti (kategorie 0-4 dle Tab. 3.2) diferencovanych apoplastickych
bariér hlavnich koremiit z médii s fytohormony. Hodnoceno 7: a % délky od korenové spicky.
Odlisna pismena ukazuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami. (ANOVA, Kruskal-Wallis

Multiple-Comparison Z-Value Test, p < 0,05, n = 3.) Chybové usecky v grafech ukazuji standardni
chybu primeéru.

66



Obr. 4.8 Diferenciace exodermis. Rezy v % hlavniho korene barvené (vievo A,C,E,G) berberinem
gencianovou violeti pro zvyraznéni CP, (vpravo B,D,F,H) sudanem pro zvyraznéni SL. (A,B)
kontrola, (C,D) ABA se silné vyvinutou exodermis, (E,F) ACC s nediferencovanou exodermis,
(G,H) NAA s velmi mdlo diferencovanou exodermis (méritko= 50um).
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4.4 Analyza vlivu nedostatku jednotlivych zivin na diferenciaci exodermis
v hlavnim koFeni kukufice seté s dodanim Ziviny na list

V ramci tohoto experimentu byla snaha testovat vliv ptisunu chybéjici ziviny pres list.
Byly vybrany tfi varianty deficience. Deficience dusiku, kterd v experimentu 1.1 a 1.2
zpusobila vyrazné zrychleni diferenciace exodermis a varianty Fe a K deficientni, které
mély naopak diferenciaci exodermis opozdénou. V piipad¢ Fe lze predpokladat vyrazné

nizsi efektivitu translokace z listt do kotenti oproti K.

U rostlin byla nejprve provedena riistova analyza nadzemnich ¢asti rostlin. Z grafii je
patrné, ze se varianta s pfiddvanou zivinou na list signifikantné neli§i od varianty
bez ptidavku zivin (Graf 33, 34). Z toho Ize usoudit, ze aplikace Ziviny na list nebyla
dostate¢na pro zmeénu rastovych parametrti. V tomto experimentu proto neprobéhla

detailn€jsi analyza diferenciace apoplastickych bariér.
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Grafy 33- 34. Délky a hmotnost susiny nadzemni cdsti rostlin péstovanych v deficientnich mediich
s zivinami aplikovanymi na list (Cervené sloupce) a rostlin rostoucich v deficientnich mediich bez
dalsi aplikace (modré sloupce). Odlisna pismena ukazuji statisticky vyznamné rozdily mezi
variantami (ANOVA, Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p < 0,05, n = 6). Chybové
usecky v grafech ukazuji standardni chybu priumeéru.

5 Diskuze

Tato diplomova prace méla za cil objasnit vliv deficience zivin na diferenciaci
apoplastickych bariér a predev§im exodermis, kterd zatim neni v tomto ohledu tak dobfie
popsand jako endodermis. V fadé praci bylo popséano, Ze apoplastické bariéry vykazuji
vyraznou plasticitu vyvoje v odpoveédi na fadu vnéjSich faktorii. Co se tyCe plasticity
diferenciace je vyznamnéjsi exodermis, kterd na podminky prostfedi reaguje rychleji nez
endodermalni vrstva (Hose et al. 2001). Ale rtizni autofi vfad¢ nezavislych studii
dokézali, ze i endodermis mulZe byt plastickd ve svém vyvoji a rozsah i Cetnost
apoplastickych bariér je zavisld na vnéjSich podminkach a na druhu rostliny rostoucich
v riznych prostfedich (Enstone et al. 2003, Lux et al. 2010, Karahara et al. 2004, Colmer
et al. 1998). Stresové faktory jako hypoxie, sucho, zasoleni ¢i toxicita vedou k rychlejsi
diferenciaci apoplastickych bariér (Peterson 1992, Meyer et al. 2011a, Karahara et al.
2004, Reinhardt and Rost 1995). Diferenciaci exodermis rostlina ziskava lepsi obranu

proti piijimani nezadoucich latek, ale i proti unikani pottebnych latek ven z kotene.

Nedostatek mineralnich zivin je dalSim vyznamnym stresovym faktorem, ktery

na rostliny v pfirodé cCasto pusobi. Na rozdil od stresovych faktori zminénych vyse je
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vSak jeho vliv na postup diferenciace exodermis podstatné méné prozkouman. Navic je
otazka, zda bude efekt podobny. Rychlejsi uzavieni apoplastické drahy transportu v misté
vngjSi Casti primarni klry pifi suchu, salinité, nebo v pfitomnosti toxickych latek je
zjevnou vyhodou, umoziujici minimalizovat ztraty vody nebo vstup nezédoucich latek
do prostoru primarni kury. Podobné omezeni transportu pii nedostatku zivin vSak
vyhodou byt nemusi, protoze rychlejsi diferenciace exodermis zabrani zapojeni bunék
vnitini ¢asti primarni kiry do pfijmu zivin. Nékolik malo dosavadnich praci, které se
touto otazkou v souvislosti s diferenciaci exodermis zabyvaly, navic pifindsi rozdilné
vysledky (Cizkova-Kon&alova and Bauer 1993, Schreiber et al. 2005, Schraut et al. 2005,
Pozuelo et al. 1984).

StéZejnim CElankem, ktery se zabyva touto problematikou u endodermis je clanek
Barberon a spoluautorti (Barberon et al. 2016). Zde autofi popisuji schopnost rostliny
reagovat na zmény dostupnosti zivin zménou v rozsahu diferenciace endodermis, ktera je
ziejm¢& zprosttedkovdna nckterymi fytohormony, ptedevSim kyselinou abscisovou
a etylénem. N¢ekteré z jejich vysledkli se shoduji s nas§imi experimenty, coz bude déle

rozebrano podrobnéji.

5.1 Vliv deficience ruznych Zivin na postup diferenciace exodermis a
endodermis

wevr

prvky nejhojnéji aplikované v hnojivech pro udrzeni vysokého vynosu zemédélskych
plodin (FAO 2017). Pro rostliny jsou dulezité i dal§i makroprvky, mikroprvky a prvky
benefi¢ni. Rostliny pro jejich ziskdni a udrZeni vyvinuly mnoho strategii, které¢ zahrnuji
napt. zmény architektury kotfenového systému, aktivaci vysokoafinitnich transportért
zivin, chemické modifikace rhizosféry, ¢i spoluprace s mikroorganismy (Marschner
1961). Jednou z téchto strategii je ziejmée 1 modifikace vyvoje apoplastickych bariér, coz
detailné ukazuje recentni prace vénovana endodermalni vrstvé (Barberon et al. 2016), ale

vvvvvv

na celkovou vodivost kofent (Schraut et al. 2005).

Také vysledky experimenti v této diplomové préci, vénujicich se deficienci, ukazuji
na velmi vysokou plasticitu vyvoje exodermis i endodermis pod vlivem deficience
riznych minerdlnich Zivin. Sledovali jsme vliv deficienci N, P, K, Mg, Fe a Ca.

V kompletnim zivném roztoku vzdy jeden ze zminénych prvkii chybél. Pro vyzkum jsme
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zde a 1 ve vSech ostatnich experimentech pouzivali kukufici (Zea mays L.) jako
modelovou rostlinu tvofici exodermis v kofeni. Reakce kofenii na deficienci se vyrazné
lisila podle toho, ktery prvek chyb¢l. Endodermis se diferencovala blize za kofenovou
Spickou u deficienci N a P. Naopak u K a Fe deficience se diferencovala pozdéji (dale za
Spickou) v porovnani s kontrolou. Podobné¢ tomu bylo i u exodermis. Nase vysledky
s deficienci Fe jsou v souladu s praci na endodermis u Arabidopsis (Barberon et al. 2016),
kdy deficience Fe a Zn vedla ke zpozdéni suberinizace v endodermis kofene. Naopak
v podminkach deficientnich na Ka S, pozorovali u Arabidopsis zvySenou syntézu
suberinu, coz je piesn¢ opacny efekt, nez byl u kotenii kukutice (Zea mays L.) pozorovan
kdy se podobné¢ za nedostatku K CP vexodermis kukufice (Zea mays L.)
nediferencovaly (Schraut et al. 2005). Podle (Barberon et al. 2016) je zvysSena
suberinizace adaptivni odpovédi na nedostatek K a pomaha rostlinam pii udrzovani
draselné¢ homeostadzy v deficientnich podminkach, coz se v nasem ptipad€ nepotvrdilo.
Rozdilny vysledek nemiize byt v tomto piipadé vysvétlen odlisSnou reakci endodermalni a
exodermalni vrstvy, protoze se v kofenech kukufice pii deficienci K utvarela pozdéji
endodermis 1 exodermis. Miize jit o mezidruhové rozdily, protoze prace Barberon a

spoluautori (2016) byla provadéna na husenic¢ku (Arabidopsis thaliana).

Dale jsme pozorovali, Ze nedostatetk N a P vyvolal vyrazné zrychleni maturace
exodermis i endodermis, tedy silné posileni tvorby apoplastickych bariér, coz se ¢astecné
shoduje s praci na ostfici kultivované v raznych trofickych podminkéach. V této praci byly
rostliny tfi druhl ostfice (Carex) péstovany v kalu z Cistirny odpadnich vod. Toto
prostiedi, velmi bohaté na N a P, ziejm¢ zptsobilo rychly rlst kofenil a doslo ke zpozdéni
maturace pletiv kofene, coz se projevilo 1 pozdé¢jsi diferenciaci exodermis v téchto
podminkach. Naopak v oligotrofnich varianté s nizkou dostupnosti N a P byla exodermis
v kofenech ostiic vyrazné vyvinuta (Cizkova-Kongalova and Bauer 1993). Autorka tyto
vysledky dava do souvislosti s astym poskozenim kotfeni moktadnich rostlin rostoucich
v litordlu  vodnich téles zasazenych eutrofizaci, kdy mohou byt nedostatecné
diferencovana pletiva rychle rostoucich kofeni snadnéji poskozena plisobenim
fytotoxickych latek z eutrofizovaného moktadniho sedimentu. Posileni lignifikace CP
spolu se snizenim hydraulické vodivosti kofenli u kukufice v podminkach deficience N
pozoroval také Schraut a spoluautofi (2005). Opacny vysledek byl nicméné zaznamenan

u skocce (Ricinus communis L.), kdy doslo pti deficienci N naopak ke zpozdéni maturace
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(Schreiber et al. 2005). Zde autofi naopak uvazuji vyhodu pozdéjsi maturace exodermis
v lep§i mmmoznosti difuze mineralnich zivin z rhizosféry do prostoru primarni kury.
Dosavadni vysledky tedy naznacuji, ze mohou existovat mezidruhové rozdily, roli ale

mohou hrét i rozdily v experimentalnim uspotadani a zptsobu vzorkovani kofent.

5.1.1 Existuje korelace mezi biometrickymi charakteristikami koiene a

postupem diferenciace exodermis a endodermis?

Jak jiz bylo zminéno vyse, v praci na kotfenech ostfice (Carex) doslo pti nadbytku zivin
ke zpozdéni tvorby bariér, coz se piikladalo rychlejsimu ristu kofenii a nasledné
diferenciaci pletiv tedy i exodermis dale za kofenovou S$pickou. Vzhledem k tomuto
pfedpokladu negativni korelace mezi rychlosti ristu a rychlosti diferenciace
apoplastickych bariér (Cizkova-Konéalova and Bauer 1993), byly v ramci diplomové
prace kromé& histochemické detekce apoplastickych bariér méteny i1 zédkladni biometrické
charakteristiky analyzovanych kotfenl (délka, vétveni). Tato méfeni ukdzala, Ze hlavni
kofeny zrtuznych deficienci vykazovaly rGznou celkovou délku hlavni osy i rtiznou
distribuci postrannich kotfenti (riznou délku nevétvené apikalni ¢asti hlavni osy kotene).
Vyrazné¢ krat$i hlavni kofeny byly pozorovany u rostlin v deficienci P, Fe
a K v porovnani s kontrolni variantou a N deficientni variantou (piedevs§im v experimentu
1.1). U deficience fosforu jde nejspi§ o piipad systémové odpovédi, kdy dochazi
ke zvySenému vétveni kofene na tkor délky hlavni osy kotfene (Perez-Torres et al. 2008,
Lopez-Bucio et al. 2002). U kukufice (Zea mays L.) bylo dfive zdokumentovéano, ze
tvorba postrannich kofent je dilezitd pro efektivni ziskavani fosforu z media (Zhu and
Lynch 2004). Pii deficienci dusiku je na systémové trovni regulovan rast hlavniho
1 postrannich kofeni a jejich vétveni, vétSinou dochazi spise k prodluZovani postrannich

kotentl, ale elongace hlavni osy kotfene zlistdva zachovana (Giehl and von Wirén 2014).

V naSem experimentu 1.1 byly kratS$i kofeny z P deficience a kofeny rostouci v N
deficienci byly délkou srovnatelné s kontrolou. Nicméné pti opakovani experimentu (exp.
1.2) byly kofeny s N a P deficience dokonce signifikantné krat$i nez kontrola. Z vySe
popsanych vysledkt je tedy patrné, ze se délka kotfeni mezi deficienci P a N lisila,
a presto anatomicka analyza ukazala velmi rychly nastup diferenciace v exodermis
i vendodermis v obou téchto variantach. Nelze tedy potvrdit obecné platnou negativni

korelaci mezi celkovou délkou kotene a rychlosti diferenciace apoplastickych bariér.
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Tento zavér podporuje také métfeni délek nevétvenych casti kofene. Tento parametr je
v nékterych pracich davan do souvislosti s rychlosti riistu kofene respektive aktivitou jeho
apikalniho meristému. Pokud vyhasina aktivita apikdlniho meristému, je mozno
pozorovat diferencované struktury (vodiva pletiva, kofenové vlasky, postranni kotfeny)
blize za kotenovou Spickou. Existuje tedy negativni korelace mezi rychlosti ristu a
vzdalenosti, kde jsou diferencované struktury ptitomny (Lopez-Bucio et al. 2002, Perez-
Torres et al. 2008).

V experimentech v této diplomové praci se délky nevétvenych ¢asti mezi variantami
od sebe prilis nelisily, signifikantn¢ kratsi byly pouze u Fe a K deficientni varianty. V Fe
deficientni varianté byly postranni kofeny vétSinou pfitomné jiz ve velmi kratké
vzdalenosti za kotenovou Spickou, i kdyz celkova délka hlavniho kofene byla srovnatelna
(v experimentu 1.2 dokonce vétsi) s kofenem v N deficienci. Tento vysledek je v souladu
(Trifolium pretense) nebo rajcete (Solanum lycopersicum) (Jin et al. 2008, Jin et al. 2011).
Podobné u deficience drasliku byla pozorovana stimulace riistu postrannich kotent
na ukor hlavni osy u nékterych ekotypli Arabidopsis (Kellermeier et al. 2013).
Diferenciace exodermis byla nicméné u obou téchto variant zpozdéna ve srovnani
s kontrolni a pfedev§sim N a P deficientni variantou.

Zavérem je tedy mozno shrnout, ze experimenty v této diplomové praci nepotvrzuji
obecnou negativni korelaci mezi rychlosti riistu a rychlosti diferenciace exodermis.
Nejrychlejsi postup diferenciace exodermis byl patrny u variant deficientnich na dusik a
fosfor. V téchto variantach cetnost CP nekorelovala s délkou kofentl, obé varianty mély
stejnou Cetnost CP, 1 kdyZ koten rostouci v N deficienci byl signifikantné delSi neZ u P
deficience. Z toho vyplyva, Ze stupen diferenciace bariér nekoreloval s délkou kotene,
protoZze kofeny v N deficientni variant¢ byly mnohem delSi neZz kofeny ve varianté

deficientni na P.

5.2 Vliv lokalniho nedostatku Zivin

V experimentech s hydroponicky péstovanymi rostlinami byl patrny vyrazny efekt
deficience N a P na postup diferenciace a proto jsme se rozhodli otestovat, zda je mozno
pozorovat i lokalizovanou odpovéd’. Vysledky zminéné v review o plisobeni kadmia

ukazaly, Ze diferenciace apoplastickych bairér je ovlivnitelna 1 lokaln€ (Lux et al. 2010).
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Pro experiment se ,,sendvicovou‘ metodou jsme se inspirovali praci o lokalnim piisobeni
osmotického stresu indukovaného pfitomnsoti mannitolu na tvorbu aerenchymu
(Karahara et al. 2012). NaSe prvni experimenty tohoto typu naznaCovaly jisté lokalni
ovlivnéni diferenciace exodermalni vrstvy, ale n¢kolikandsobnym opakovanim
experimentu a piidanim kontrolni varianty K/K, kdy ob& agarové desky mnozstvim
dusiku neliSily a mnozstvi zivin odpovidalo kontrolni varianté diive provedenych
hydroponickych kultivaci, se lokalizovany efekt deficience dusiku nepotvrdil. V ptipadé
toho experimentu se nepodatilo dokdzat souvislost mezi lokalizaci tvorby exodermalnich
CP a oblasti, kde byl kofen ve styku s mediem bez dusiku, nebo ve styku s mediem
kontrolnim. Diferenciace CP v exodermis vykazovala nespojité oblasti, jejichz tvorba
ziejm¢ nezavisela na obsahu mineralnich Zivin v agarovych plotnach, ale na plsobeni
vzduchu mezi agarovymi plotnami a nasledném vysychani pletiv. Z téchto vysledka Ize
tedy uzavfit, Ze lokalizovand ptitomnost dusiku jen v €asti rhizosféry nevyvolava
lokalizovanou odpovéd’ kofene na urovni diferenciace exodermis, vzduch me¢l efekt
na diferenciaci exodermis vyrazn¢ silnéjsi. Pusobeni vzduchu nebylo v experimentu
(Karahara et al. 2012) pozorovano, nicmén¢ je dobife dokumentovano pravé u kukufice
pii péstovani rostlin, jejichz kofeny jsou v kontaktu pouze s jednou agarovou deskou
(Liska et al. 2016). Ve stejné praci mél vliv toxického kadmia velmi silny lokalizovany
efekt a posilil diferenciaci exodermis pouze v Casti kotene, kterd byla ve styku s agarem
obohacenym o kadmium (LiSka et al. 2016). N deficience tedy zfejm& nemad, na rozdil
od kadmia, osmotického stresu nebo vystaveni kofene pfimému kontaktu s atmosférou,

tak silny vliv, aby mohl byt pozorovan v této experimentalni sendvi¢ové metod¢.

5.3 Vliv nedostatku jednotlivych Zivin s dodanim Ziviny na list

Tento experiment mé&l odpoveédét na otazku, zda byl stupeni diferenciace apoplastickych
bariér pozorovany v experimentu 1 a 2 dasledkem spiSe mistni odpovédi kotfent
na vlastnosti rhizosféry, nebo §lo o systémovou reakci zpisobenou nedostatkem daného
prvku pro spravné fungovani rostliny (véetné enzymatickych reakci nezbytnych napft. pro
vznik CP a SL). Proto byly vybrané ziviny aplikovany na list, tedy dodany rostlin€ jinou
formou nez pies kofenovy systém. Analyza na nadzemnich castech rostlin nicméné
ukdazala, Ze se nadzemni biomasa varianty s pfiddvanou Zivinou na list signifikantné nelisi
od varianty bez ptfidavku zivin. Z divodu, Ze se varianty rostlin od sebe neliSily, nebyla
provadéna dal§i analyza na anatomii ani morfologii kofentl, protoze lze ptedpokladat

minimalni efekt. Tento experiment bude nutno v budoucnu zopakovat v optimalizovaném
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uspotradani, napt. vyuzit délené kotenové kultury, kdy bude cast kofenového systému
umisténa v roztoku deficientnim a druha ¢ast v roztoku s ptidanou zivinou (Liu et al.

2008).

5.4 Vliv fytohormonii na rychlost diferenciace exodermis

Vzhledem ktomu, ze bylo recentné popsano zapojeni ABA a etylénu v regulaci
suberinizace endodermis u Arabidopsis v odpovédi na deficienci zivin (Barberon et al.
2016), byl v ramci diplomové prace proveden experiment testujici vliv externi aplikace
ABA, ACC a také NAA na vyvoj exodermis. Opét byla pouzita kukufice (Zea mays L.)
jako modelova rostlina. V tomto piipad¢ bylo tedy na plisobeni fytohormonti nahlizeno
z hlediska vlivu na rast morfologii kofeni a jejich anatomickou stavbu (diferenciaci
exodermis, endodermis) bez plisobeni deficience zivin.

podle mnozstvi a mista plisobeni v rostlin€. Dnes se pro experimentalni ucely spiSe nez
ptirodni auxin IAA, ktery je fotolabilni, pouziva synteticky auxin napt. NAA, proto byl
vyuzit 1 v ramci tohoto experimentu. Auxin je zapojen do systémové reakce kofenového
systému v odpovédi na deficienci P i N a reguluje rast hlavniho i1 postrannich kotenti
a vétveni postrannich kofenli podle intenzity deficience dusiku, které byla rostlina
vystavena (Giehl and von Wirén 2014). Podobné plsobi i pti nedostatku fosforu (Desnos
2008, Lopez-Bucio et al. 2003, Pérez-Torres et al. 2008). Vzhledem k tomu, ze kotfeny
kukufice reagovaly v experimentu 1.1 1 1.2 na nedostatek N 1 P velmi rychlou diferenciaci
exodermis 1 endodermis, byl kromé¢ ABA a etylénu také pro auxin testovan jeho vliv
na postup diferenciace apoplastickych bariér.

V naSem ptipadé ptisobil auxin v plnohodnotném médiu bez deficienci na délku hlavniho
kotene stejné jako pii systémové odpoveédi na nedostatek N a P, kdy dochazi k zastaveni
ristu hlavniho kofene. Z analyzy méteni délky hlavnich kofent byl patrny signifikantni
rozdil ABA a ACC od varianty NAA, kterda méla nejkratSi kofeny. VSechny kofeny
s ptidanymi fytohormony nicméné rostly vyrazné pomaleji oproti kontrole. NAA mélo
inhibi¢ni vliv také na diferenciaci exodermis a endodermis, coz bylo patrné v mladsich
castech kotene, az ve % délky kotfene od Spicky se rozsah diferenciace vyrovnal kontrole.

Na morfologii kofene silné plisobi také ethylen. Ethylen ma vyrazny stimulacni vliv
na tvorbu aerenchymu v kotfenech (Gunawardena et al. 2001, Drew et al. 1979, Justin and
Armstrong 1991). Jiz pii nizké koncentraci podporoval ethylen prodluzovani kotenii

u n¢kterych druhd, ale vysS$i koncentrace kofenovému ristu brénila (Abeles et al. 2012,
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Smith and Robertson 1971, Jackson et al. 1985, Konings and Jackson 1979, Abeles et al.
1992).  Nizka  koncentrace  piimého prekurzoru syntézy etylenu  ACC  (1-
aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina) pfidaného do media vnaSem pfipadé
vyvolal snizeni celkové délky hlavnich a vedlejSich kotfent (Borch et al. 1999).

Z anatomického pohledu ACC vyrazné zpomalilo tvorbu apoplastickych bariér, nebot’
jesteé v ¥ kofene nebyly diferencované zadné exodermalni CP a nebyly patrné suberinové
lamely v endodermis ani exodermis. Rostliny Arabidopsis pod plsobenim ACC také
vykazovaly snizeni celkového obsahu suberinu v endodermis (Barberon et al. 2016).
Pozorovani u Arabidopsis dokédzalo, ze ACC snizuje biosyntézu suberinu (o 40%
ve srovnani s kontrolou), a dokonce ziejmé zplisobuje aktivni degradaci jiz existujicich

SL (Barberon et al. 2016).

Fytohormon, ktery vyrazné ptisobi na anatomii kofene je ABA. ABA napiiklad mtze
v podminkdch mirného sucha zvysit hydraulickou vodivost kortikdlnich kofenovych
bun¢k, pro zlepSeni absorpce vody (Hose et al. 2001, Wan et al. 2004). PfinaSem
pozorovani ABA vyrazné urychlila diferenciaci CP a SL v exodermis oproti kontrole.
Stejny efekt popisuje i (Barberon et al. 2016), kdy chemické méfeni suberinu po aplikaci
ABA ukazalo silné zvySeni obsahu suberinu v kotenech. Pisobeni ABA vede k ektopické

depozici suberinu v mladych ¢astech kotene a v primérni kufe.
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6 Zavér

Hlavnim tukolem této prace byla analyza rozsahu utvafeni apoplastickych bariér
pii deficienci jednotlivych zivin a vlivu fytohormont na tuto diferenciaci. Byl zmapovan
nejen trend v ukladani endodermalni i exodermalni vrstvy, o které je zatim v tomto sméru
jen velmi malo praci, a navic s protichidnymi vysledky. Sledovanim morfologické stavby
a anatomie kofenti byla Iépe popséana variabilita exodermalni vrstvy, jejiz diferenciace je
na rozdil od vrstvy endodermalni vice ovlivnéna okolnimi podminkami prostiedi. Mezi
kofeny rostoucimi v jednotlivych deficiencich byl signifikantni rozdil v rychlosti
diferenciace apoplastickych bariér, kdy nejvyraznéjsim piikladem byly Fe a N deficience.
V deficienci Fe a také K doSlo ke zpomaleni diferenciace exodermis i endodermis,
naopak v deficienci N a P k vyraznému urychleni. Pouzitim sendvicové metody jsme
zjistili, ze lokalizované pusobeni deficience N nemé¢lo Zadny lokalni efekt na tvorbu
apoplastickych bariér. Nasledné byl vyzkum vénovan vlivu fytohormonti na postup
diferenciace endodermis a exodermis. Ziskan¢ vysledky dokumentuji vliv fytohormoni -
auxinu, etylenu, kyseliny abscisové na vyvoj struktury hlavniho kofene kukufice seté
(Zea mays L.). V tomto experimentu vySel nejvyraznéjsi stimulacni vliv na diferenciaci
exodermis pod pusobenim pfidané ABA. Pouzitim sendvicové metody jsme zjistili, ze
lokalizované pusobeni deficientniho N nemélo zadny efekt na tvorbu apoplastickych

bariér. Tato zjiSté€ni otviraji zajimavé pole piisobnosti pro dalsi vyzkum.

Dalsi vyzkum by mohl byt zaméfen na vliv a vzajemné propojeni aplikovanych
fytohormonti do medii deficientnich na rtizné prvky. Podobné jako praci na endodermis
u Arabidopsis (Barberon et al. 2016), jen s v&t§im zamétfenim na diferenciaci exodermalni
vrstvy. Toto pozorovani by mohlo pomoci dal§imu vyzkumu a Slechténi plodin odolnych

vici neptiznivym podminkdm prostiedi.
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