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Abstrakt

Diky svému plastickému vyvoji jsou rostliny schopné celit ménicim se podminkdm prostiedi
¢i odolavat jeho nepfiznivym vlivim. Jednou z moznosti, jak se pfizplsobit kolisavému
mnozstvi zivin a vody v prostfedi ¢i pritomnosti toxickych latek, je regulace pohybu latek
mezi rostlinou a okolim. Tato regulace je umoznéna také na Grovni kofenového systému, a to
mimo jiné tvorbou apoplastickych bariér endodermis a exodermis. Nékteré druhy tvofi pouze
endodermis, u jinych Ize nalézt i exodermis v podpokozkovych vrstvach kotfene. Tyto bariéry
prochazeji diferenciaci v nékolika stupnich a brani volnému pohybu latek apoplastem.
Piechod do symplastu je klicovym mistem regulace piijmu latek do rostliny a endodermis
v tomto sméru predstavuje zasadni strukturu. Pfitomnost exodermis vSak ovliviiuje
propustnost apoplastu povrchovych vrstev kofene a miize proto ovlivnit zapojeni bunck

primarni kiry v ptijmu latek z prostiedi.

V této praci byl zkouman vliv deficience fosfatu na tvorbu apoplastickych bariér, se
zaméfenim na exodermis a vliv jeji diferenciace na vyskyt membranovych transportérii
a zapojeni bunc¢k primdrni klry v pfijmu Zivin. Hydroponicky péstované rostliny jeCmene
(Hordeum vulgare) v kultivaénim roztoku bez fosfatu vykazovaly pfitomnost exodermis,
zatimco u kontrolni rostliny deficience exodermis neprobéhla, coz potvrzuje vliv deficience

zivin na urychlené ukladani apoplastickych bariér.

Lokalizace transportérii a jejich pfitomnost v misté apoplastickych bariér byla zjistovana
metodou imunodetekce. Pro tuto metodu byly vybrany vysokoafinitni transportéry fosfatu
HvPhtl;1 a 2, jejichz exprese je stimulovana nizkymi koncentracemi fosfatu. Ve dvou
opakovanich byla potvrzena zména distribuce téchto transportéri v pletivech kofene.
V blizkosti kofenové Spicky byla jejich pfitomnost pozorovana ve stejné mife v rhizodermis
i primarni kure. Dale od Spicky signal protilatky ve stfedni ¢asti primarni kiry slabnul a byl
vyraznéji patrny pouze v povrchovych vrstvach kofene, prestoze diferenciace exodermis

nebyla v téchto mistech detekovéna, coZ v§ak nemusi znamenat, Ze jeji tvorba jiZ nezacala.

Dalsi ¢asti této prace byla snaha piipravit ryzi nesouci translacni fuzi GFP s transportérem
Lsil, av8ak z c¢asovych dlivodii nebyla transformace dokoncena. Lsil slouzi pro vstup
kifemiku do cytosolu a byl lokalizovan v misté apoplastickych bariér. Tento pokus mohl

pfispét k objasnéni vlivu pfitomnosti suberinové lamely na vyskyt transportéra.

Klicova slova: je¢men, kultivar, transport, exodermis, deficience, fosfat, Casparyho prouzek,

suberinova lamela



Abstract

Plants are able to cope with changing environmental conditions or withstand its adverse
effects due to their plastic development. One way to adapt to fluctuating amounts of nutrients
and water in the environment or the presence of toxic substances is to regulate the movement
of substances between the plant and the environment. Beside other, this regulation is also
possible at the level of the root system, by the formation of apoplastic barriers endodermis
and exodermis. Some species posses endodermis only, in others exodermis in hypodrermal
layers of the root can be found. These barriers differentiate in three stages and prevent free
movement of coumpounds though apoplast. The transport to the symplast is the key point of
regulating the uptake of substances into the plant and the endodermis is the fundamental
structure. The presence of exodermis, however, affects the apoplast permeability of the
surface root layers and can therefore influence the involvement of the primary cortex cells in
the uptake of substances from the environment.

In this work the impact of phosphate deficiency on the formation of apoplastic barriers
was studied focusing on exodermis and the effect of its differentiation on the occurrence of
membrane transporters and involvement of primary cortex cells in the uptake of nutrients.
Hydroponically grown barley plants (Hordeum vulgare) in the phosphate deficient nutrient
solution showed the presence of exodermis whereas exodermis was absent in the control
plant. This result confirms the stimulatory effect of phosphate deficiency on apoplastic
barriers establishment within root tissues.

Localization of transporters and their presence at the site of apoplastic barriers was
determined by the immunodetection method. For this method high-affinity phosphate
transporters HvPhtl;1 and 2 were selected. Their expression was previously shown to be
enhanced in low phosphate conditions. In two experiments a redistribution of these
transporters within the root tissues was confirmed. Near the root tip their presence was
observed to the same extent in the rhizodermis and the primary cortex. Further from the tip
the antibody signal in the central part of the primary cortex was significantly lower compared
to the root surface layers although the exodermis differentiation was not detected at these
sites. However it does not mean that its production has not begun.

Another aim of this thesis was preparation of the transgenic rice carrying the GFP
translation fusion with the Lsil transporter but for the time reasons the transformation was not
completed. Lsil serves the uptake of silicon into the cytosol and is located in the cells of the
apoplastic barriers. This effort could contribute to clarifying the influence of suberin lamellae

presence on the occurrence of transporters.

Keywords: barley, cultivar, transport, exodermis, deficiency, phosphate, Casparian strip,

suberin lamellae
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1. Uvod

Touto diplomovou praci navazuji na svou bakalafskou praci, ve které jsem zmapovala
informace o transportu vybranych zivin, respektive lokalizaci transportérti Zivin v kofeni.
Z tohoto souboru informaci vyplynulo, ze existuje pomérné malo konkrétnich informaci
o tom, zda a jak tuto lokalizaci ovliviiuje postupna diferenciace exodermis. V diplomové praci
jsem se proto snazila na tuto otdzku odpoveédét pomoci laboratornich pokusii. Obé mé prace

vznikly v laboratofi Fyziologické anatomie.

Vétsinu pottebnych (ale 1 toxickych) latek a vodu ziskdva rostlina kofenovym systémem.
Nez — li se vSak tyto latky dostanou z rhizosféry do nadzemni ¢asti rostliny, musi piekonat
nékolik vrstev buné€k, az jsou cévnimi svazky rozvadény po rostling. Radilni transport latek
kotenem od povrchu az do stfedniho valce probihd dvéma hlavnimi zplisoby — symplastem
a apoplastem. Recentni prace pak wuvazuji také existenci transcelularni cesty

(Barberon a Geldner, 2014). Tyto tfi zptisoby se navic v rtizné mife kombinuji.

Jako prvni pfijde latka do kontaktu s pokozkou, tzv. rhizodermis, kterd byva
jednovrstevna. Casem mize odumirat. Pod pokoZkou se nachazi primarni kiira, ktera dava
vzniknout jedné az dvéma apoplastickym bariéram — endodermis a exodermis. Vnitini vrstvou
primarni kiry je pro vétSinu rostlin klicova endodermis, zatim co exodermis je vnéjsi vrstvou

- jen u nékterych rostlin (Damus et al., 1997; Perumalla et al., 1990)

Radialni transport ptes apoplastické bari€ry je v nekterych ptipadech zajistén vice ¢1 méné

specifickymi transportéry, jejichz lokalizace se s vyvojem kofene miize ménit.

VétsSina membranovych  transportéri  je  lokalizovana na  plazmatickych
membrandch rhizodermis, pfipadné bun€k primarni kiry, ¢imz probihd piijem latek
(napt. fosfor, dusik) do symplastu a touto cestou se déale pohybuji do stfedniho valce.
U nékterych latek (bor, kifemik, vapnik) byl pozorovan jejich pohyb pfes endodermis ¢i
exodermis transcelularni cestou, kdy se jejich membranové transportéry vyskytuji predevsim
na urovni apoplastickych bariér. V pfipadé¢ aquaporinii (transportéry vody) dochazi
ke kombinaci obou téchto moznych lokalizaci transportéri. Pfitomnost suberinové lamely
vSak brani latkdm pfistupu k plazmatické membrané. Tudiz je — li suberinovd lamela
diferencovéna, pfitomnost transportérii by zde postradala vyznam. V souvislosti s postupnou
diferenciaci exodermis jsou tedy zajimavé dvé otazky. Mizi pfitomnost membranovych

transportér Zivin v primarni kafe v t€sné korelaci se vznikem Casparyho prouzki



v exodermis? Jaky dopad ma ulozeni suberinové lamely na pfitomnost transportérti, které jsou
piednostné lokalizovany pravé v endodermalni/exodermalnich buiikach?

Praci, které by se touto otdzkou detailn¢ zabyvaly, existuje jen minimum. Studie
charakterizujici funkci konkrétnich transportérii Zivin u kukufice nebo ryze (druhti tvoticich
exodermis), ukazuji, ze distribuce téchto transportérii se mize v riznych ¢astech kotene lisit
(Liu et al., 2015; Mitani et al., 2009).

Zda tato zména koreluje s postupem diferenciace exodermis vSak nelze jednoznacné
fici, protoze modifikace bunétnych stén exodermalnich bunck (pfitomnost Casparyho
prouzkll nebo suberinovych lamel) nebyla v téchto pracich hodnocena. Pouze jeden nam
znamy cClanek se detailné zabyva touto korelaci. Autoii Hachez a kol. zkoumali lokalizaci
transportért vody u kukufice v rizné starych castech kofene a korelovali ji s postupnym
vyvojem exodermis (Hachez et al., 2006a). Pozorovali zvyseni exprese téchto transportérti ve

starSich ¢astech kofene, pfedevsim v misté exodermis a endodermis.

Pro tuto diplomovou praci a pro ziskani odpovédi na otdzku, jakym zplsobem
diferenciace exodermis ovliviiuje distribuci membranovych transportérti zivin, byl modelovou
rostlinou zvolen je¢men (Hordeum vulgare), nebot’ tvoti exodermis (pfedevsim ve stresovych
podminkach) a byly dostupné protilatky k imunodetekci fosfatovych transportért HvPhtl;1 a
HvPht1;2 (Hordeum vulgare phosphate transporter). Vyskyt téchto transportérti v ryzi nesouci
translacni fuzi HvPhtl;1, 2 pod ubiquitinovym promotorem byl pozorovan v hlavnim kofeni
pfedevS§im v burikach rhizodermis, méné v oblasti primarni kiry. V mladych postrannich
kotfenech byla exprese HvPhtl; 1 lokalizovana ptedev§im v primdrni kiife a jen minimalné
v thizodermis. To naznacuje moZnou zménu v lokalizaci v souvislosti s postupem
diferenciace hypodermalnich vrstev (Schunmann, 2004). Exprese téchto transportért roste pii
deficienci, coZ naznacuje jejich roli v pfijmu fosfatu z prostfedi (Schunmann, 2004). Detekce
HvPhtl;1, 2 v kofenech jeCmene v korelaci s analyzou postupu diferenciace exodermis tak
mize pfinést informaci o zapojeni pokozky a primarni klry v pfijmu fosfatu v redlnych

podminkach.

Druhou, nové zavadénou metodou v nasi laboratofi, kterd by umozZnila charakterizovat
dopad uloZeni suberinové lamely na pfitomnost membranovych transportérti Zivin
v endodermalnich/exodermdlnich bunkach, byla pfiprava ryZze (Oryza sativa) nesouci
translacni fuzi transportéru kiemiku Lsil s GFP. Tento kanal pro vstup kyseliny kiemicité je
lokalizovan pravé v bunikach apoplastickych bariér (Ma et al., 2007). Cilem této ¢asti prace

bylo i samotné zavedeni a optimalizace metodiky transformace ryze.
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1.1. Cile prace

Diplomova prace si klade za cil odpovédét na otdzku, zda dochéazi s postupem diferenciace
exodermis ke zméné v lokalizaci membranovych transportérti Zivin v pokoZzce a primarni kiiie
kotene (tj. ke zméné zapojeni jednotlivych membran v pfijmu zivin z prostiedi). Dale sleduje,

zda dostupnost zivin ovliviiuje samotny prib¢h diferenciace exodermis.
Konkrétni cile prace jsou nasledujici:

1. Analyzovat vliv deficience fosforu na prib¢h diferenciace exodermis u jeCmene
jako modelové rostliny

2. Charakterizovat lokalizaci membranovych transportéri fosfatu u jeémene
a korelovat ji s vyvojem exodermis

3. Zavést a optimalizovat metodiku transformace ryze a pfipravit ryzi nesouci

translacni fizi GFP s membranovym transportérem kiemiku (Lsil)



2. Teoreticka cast

2.1. Radialni transport liatek kofenem

Kofeny slouzi rostliné, mimo jiné, predevSim k pfijmu vody a zivin. Tyto latky jsou
transportovany do nadzemnich ¢asti a do mist spotieby, avSak pfed vstupem do stiedniho
valce a cévnich svazkli musi nejprve v radidlnim sméru piekonat nékolik vrstev — pokozku,
tedy rhizodermis a primarni kiiru s endodermis pfip. i exodermis. Radialni transport mize byt
zprostiedkovan tfemi moznymi zpusoby (obr. 1). V prvé fadé¢ cestou apoplastickou
a symplastickou (Taiz a Zeiger, 2014), vfadé¢ druhé méné prozkoumanou transcelularni
cestou. Pro dosazeni maximalni efektivnosti kofenového systému ziejmé dochézi

ke kombinaci vSech tfi cest (Barberon a Geldner 2014).

rhizodermis

plasmodesmata,
protoxylem late metaxylem
suberin

Casparian band early metaxylem
lamella

——— apoplastic path
——— symplastic path

} cell-to-cell path
— ftranscellular path

Obrazek 1: Schématické znazornéni apoplastickych bariér a radialniho transportu latek kofenem
(Kim et al., 2018).



2.2. Apoplasticka cesta

Pti transportu apoplastem putuji latky mezibunéénym prostorem (pouze plyny) a prostorem
bunécnych stén bunck pokozky, primarni kiiry a sttedniho valce (Marschner, 1995). Jedna se
o transport vody, plynd, organickych i anorganickych latek, pfi¢emz zavisi na velikosti dané
molekuly a rozdilu koncentraci iontli mezi vnéjsSim prostfedim a apoplastem. Pohyb latek je
pohanény prostou diftzi ¢i hromadnym tokem (Marschner, 1995). Nejen vlastnosti
transportovanych latek ovliviiuji rychlost pohybu. Velkou roli hraje téz struktura - porovitost
a chemické slozeni bunécné stény (Barberon a Geldner, 2014; Rose, 2003). Kladné nabité
¢astice jsou vazany (docasné€) ke karboxylovym skupinam kyselin bunécné stény, které maji
naopak ndboj zéporny. Prostor bunétné stény tedy funguje jako iontoméniCovy systém
s omezenou kapacitou (Dainty a Hope, 1961; Bernstein a Nieman, 1960). MnoZstvi aniontl
bunécné stény je oznacovano jako vyménnd kationtova kapacita. Tato kapacita miize byt
ovlivnéna podminkami prostfedi a regulovana pomoci enzymt ménicich chemické vlastnosti
bunécné stény (Sattelmacher, 2000). Takovym enzymem, majicim roli v rdmci vyvoje
rostliny, je mnapf. pektinmethylesteraza, kterd katalyzuje  demethylestrerifikaci
polygalaktuoronanti (Micheli, 2001). Rozdil je také mezi primarni a sekundarni bunéénou
sténou, které se lisi obsahem pektint, které piindsi stén¢ zaporny ndboj. Primarni sténa jich

obsahuje vice (Rose, 2003).
2.3. Symplasticka cesta

V ptipadé symplastické cesty jsou latky po piekonani cytoplazmatické membrany
transportovany cytosolem bunck, coz je umoznéno propojenim jednotlivych buné¢k pomoci
plasmodesml — kanali obsahujici endoplazmatické retikulum (desmotubulus). Protoplasty
vétSiny bunék tak vytvaieji jedno kontinuum. Nekteré buniky jsou plasmodesmu prosté neboli
symplasticky izolované. Jsou to naptiklad svéraci bunky pruducht (Palevitz a Hepler, 1985).
Plasmodesmy nalezneme u bunck s primarni i sekundarni bunécnou sténou (Lucas et al.,
1993). Krom¢ desmotubulli obsahuji  plasmodesmy plazmatickou membranu,
tzv. cytoplazmaticky rukdv a proteiny. MnoZstvi plasmodesmt, jejich funk¢nost
a prachodnost se odviji od konkrétnich stresovych podminek a ¢asti rostliny. Maximalni
velikost molekuly, kterd miize byt transportovana, je dana limitem propustnosti oznacovanym
SEL (z angl. Size exclusion limit). V pfipad€¢ potieby miize byt priichodnost regulovana

ukladanim kaldzy (B-1,3- glukan) ¢i naopak mohou vznikat nové plasmodesmy prodéravénim



stavajicich stén (Levy et al., 2007). Transport pies cytoplazmatickou membranu probiha
u nekterych latek diftzi, ve vétsin€ ptipadu je vSak zprostiedkovan a regulovan proteinovymi

pfenaseci, kanaly a pumpami, které se na membrané vyskytuji (Marschner, 1995).
2.4. Transcelularni cesta

Recentné je uvazovana a zkoumana jako dal$i moznost transportu latek trancelularni cesta,
kdy kooperuji dva polarizované orientované transportéry vyskytujici se na plazmatické
membrang. Jeden slouzi k piijeti latky do cytosolu, nacez druhy ji opét vyklada do apoplastu,
blize smérem ke stifednimu valci (Barberon a Geldner, 2014). Tento zplisob transportu byl
pozorovan napiiklad u husenicku, kdy je bor pfijiman do bunék transportérem NIPS5;1
(Nodulin26-like major Intrinsic Proteins) lokalizovanym na plazmalemé distalni strany
bunky, zatimco na opacné strané (blize ke stfednimu valci) je vykladan pres BOR1 (Boron
eflux carrier) (Takano et al., 2010). Podrobnéji bude popsano v kapitole o lokalizaci

transportért.
2.5. Anatomicka stavba korene a jeji vliv na prijem a transport latek

V této Casti diplomové prace budou popsany anatomické struktury kotfene, avSak pozornost
bude vénovana piedev§im tém aspektiim, které jsou klicové pro regulaci piijmu zivin a jejich

radidlniho transportu pletivy kofene smérem do stfedniho valce.

2.5.1. Rhizodermis

Povrch kofene je kryt pfevazné jednovrstevnou pokozkou, avsak naptiklad u epifytnich druhi
nalezneme vicevrstevnou pokozku zvanou velamen, kterou tvoii mrtvé bunky. Tyto buiky
slouzi jako mechanicka ochrana ostatnich ¢asti kofene a reguluji pohyb vody a Zivin (Joca et
al., 2017). Rhizodermis hraje velice dulezitou roli v ptipad¢ piijmu latek, nebot’ zajistuje
kontakt kofene s prostiedim a také slouzi jako mechanickd bariéra, kterd je na rozdil
od epidermis, naptiklad listu, bez kutikuly a priducht. Latky mohou byt do buné¢k pfijaty jiz
na urovni rhizodermis a dal se v radidlnim sméru pohybovat symplastem, nebo mohou
difundovat apoplastem do prostoru primarni ktiry. Buiiky rhizodermis, ale také primarni kiry
(pfedevSim exodermis a endodermis, v men$i mife 1 stfedni Casti priméarni kiry) jsou navic
do urcité miry polarizované — maji vnéjsi (distalni) a vnitini (proximalni) oblast plazmatické

membrany, kterd se miize liSit pfitomnosti riiznych transportérit (Barberon a Geldner, 2014).



Polarita bun¢k bude detailn€ji popsana v kapitole Lokalizace pfijmu zivin v koteni. V pfipadé
pritomnosti exodermalni vrstvy (bude vysvétleno v nésledujici kapitole), ktera se vytvaii hned
pod rhizodermis, je apoplasticky transport omezen pouze na Groven rhizodermis, coZ omezuje
pohyb nékterych latek, napt. kadmia a soli do vnitinich pletiv kotfene (Krishnamurthy et al.,
2011; Redjala et al., 2011). Zivotnost rhizodermis je zavisla na podminkach prostiedi a stafi
kotfene, kdy mtize vlivem stresovych podminek dochézet k jejimu odumirani, ¢imz se pak
stdva mechanickou bariérou bez aktivniho zapojeni v pfijmu latek (Enstone a Peterson, 1998).
Nékteré¢ buiiky rhizodermis tzv. trichoblasty podléhaji specifické diferenciaci, a to rastu
v kofenovy vlasek. Diky apikalnimu rastu dosahuji kofenové vlasky délky milimetrii, a tak
snadno pronikaji do malych pora substratu, ¢imz zvySuji prostor, ze kterého 1ze Cerpat ziviny
(Jungk, 2001; Lauter et al., 1996). Naptiklad piijem fosfatu je pfitomnosti kofenovych vlaskt
vyznamné¢ ovlivnén (Gahoonia a Nielsen, 1997; Gilroy a Jones, 2000; Itoh a Barber, 1983).
Mnozstvi a délka kotenovych vlaski jsou ovlivnény druhem rostliny a vnéjs§imi podminkami,
tj. mnozstvim dostupnych Zivin (pfedev§im P a N) (Itoh a Barber, 1983; Jungk, 2001). Jejich

zivotnost se pohybuje v ramci dnti (Gahoonia a Nielsen, 1998).

2.5.2. Apoplastické bariéry

Rhizosféra obsahuje mimo vody a zivin také latky a patogeny, které nejsou pro rostlinu
pfinosné ¢i mohou byt dokonce toxické (napt. t€zké kovy). Neni tedy zddouci tyto latky
prijimat, tudiz musi dochazet k selekci a regulaci pfijimanych latek. Na druhou stranu je také
potieba potiebnym latkam zabranit v tniku z kofene zpét do rhizosféry. Volny, neregulovany
pohyb latek apoplastem je proto regulovan na urovni apoplastickych bariér — endodermis a
exodermis (Obr. 1). Klicovou roli hraje pfedev§im endodermis, ktera se tvoii témét u vSech
cévnatych rostlin. Vyjimkou je Lycopodium, kde nebyla endodermis v kotenech detekovana
(Damus et al., 1997). Exodermis naopak najdeme jen u néckterych rostlin (predevSim
krytosemennych), vétSina vytrusnych rostlin (vyjimky nalezeny u celedi Selaginellaceae)
a nahosemenné rostliny ji netvoii (Brundrett et al., 1990; Damus et al., 1997; Hose et al.,
2001). K jejich diferenciaci dochazi v urcité vzdalenosti od kotenové Spicky v zavislosti na

podminkach prostiedi (Lux et al., 2004; Redjala et al., 2011; Vaculik et al., 2012)

2.5.2.1. Endodermis

Endodermis je vnitini vrstva bunék primdrni kiry sousedici s pericyklem. U této vrstvy

dochézi k modifikacim buné&éné stény, které brani volnému pohybu vody a v ni rozpusténych



latek a patogenti apoplastem z primarni kiry do stfedniho valce, a tedy 1 do nadzemnich casti

rostliny.

Prvnim stadiem vyvoje endodermalni buriky je tvorba opaskovitych struktur v rdmci bunécné
stény, které vznikaji ukladanim polymeri ligninu (majoritni polymer) a suberinu (Naseer et
al., 2012; Zeier et al., 1999) do stfedni Casti transverzalnich a radidlnich bunéénych stén. Tyto
polymery proptjcuji tzv. Casparyho prouzkim (CP) hydrofobni vlastnosti (Esau, 1953;
Kroemer, 1903). Casparyho prouzky omezuji tok vody a solutli apoplastickou cestou
do stiedniho valce a zérovenl brani jejich zpétnému toku z apoplastu stiedniho valce
do apoplastu primarni ktry, odkud by mohly unikat ven do rhizosféry. Transportované latky
tak musi projit pfes plazmalemu, kde dochazi k jejich selekci. Na plazmatické membrané
bun¢k endodermis lze nalézt Cetné membranové pienaSeCe pro transport latek z apoplastu

do symplastu (Geldner, 2013).

Zakladani CP je fizeno spolupraci n€¢kolika genii. Dochdzi k nému v misté¢ membranové
domény Casparyho prouzku, jejiZ sprdvna poloha je urCena pfitomnosti specifickych
receptorovych kinaz Schengen 3 a 1 (Velasquez a Kleine-Vehn, 2016) a kde se vyskytuji
specifické proteiny - Casparian strips domain proteins dualezité pro spravnou formaci této
struktury (Roppolo et al., 2014, 2011). Receptorova kinaza SGN3 (SCHENGEN 3) je
odpovédna za tvorba kontinudlniho prstence CP (Pfister et al., 2014). Recentné objevné
proteiny exprimované ve stfednim véalci — CASPARIAN STRIP INTEGRITY FACTOR 1,2.
(CIF1, 2) hraji roli signdlu kontrolujiciho integritu vznikajicich CP, kdy po kontaktu
s receptorem SGN3 a aktivaci SGN1 spousti lignifikaci a suberinizaci (Tena, 2017). Dulezita
je také pfitomnost peroxidazy PER64, bez které je ukladani CP opozdéno (Lee et al., 2013).
Pomoci plazmolyzy lze zjistit, zda jiz formace CP probéhla, nebot” pak je v tomto misté
protoplast spojen s bunécnou sténou a nedochazi ke ztrat€ funkcénosti endodermis ani

v hyperosmotickych podminkach — tzv. paskova plazmolyza (Bonnett, 1968; Geldner, 2013).

Vramci druhého vyvojového stupné endodermis dochazi k depozici suberinu -
hydrofobni polymer s alifatickou (mastné kyseliny, glycerol a dalsi) a fenolickou doménou
(derivaty hydroxyskoticové kyseliny) - do celého prostoru mezi primarni bunéénou sténu
a plazmalemu, coz déva vzniknout struktufe suberinovych lamel (SL) (Bernards, 2002; Zeier
et al.,, 1999). V misté plazmodezmii se vSak suberin neukldda a ty tak zlstdvaji prichodné
(Clarkson et al., 1971; Ma a Peterson, 2000). Suberinem tvofené lamely na rozdil od CP

ovlivituji zejména piechod latek z apoplastu do cytosolu endodermélnich bunék, tedy
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transcelularni cestu transportu (Kroemer, 1903; Barberon et al., 2016a). Zabranuji pruchodu
patogentim a napiiklad zvySuji rezistenci k solnému stresu ¢i umoznuji rist v zaplavovanych

podminkach (Barberon, 2017; Enstone et al., 2003).

K ukladani suberinovych lamel nedochéazi u vSech bunék endodermis najednou, ale
asynchronn¢ (Obr. 2) (Barberon, 2017; Peterson et al., 1993). Plasticita ukladani
suberinovych lamel je zna¢na. Stimuluji jej pfedevsim rizné stresové faktory, jako naptiklad
toxické ptisobeni kadmia (Lux et al., 2011). Recentni prace Barberon a spoluautort ukazuje,
ze ukladdani suberinu v endodermis ovliviiuje 1 dostupnost zivin a v jeho regulaci jsou
zapojeny né¢které fytohormony. Stimuluje jej kys. abscisova (ABA), inhibuje etylén. Tato
prace také dokonce naznacuje, ze jiz ulozeny suberin muze byt pod vlivem
etylénu odbourdvan (Barberon et al. 2016). Nékteré buiiky apoplastickych bariér ziistavaji
delsi dobu ve stadiu CP bez SL. Jsou tedy pozorovatelné i ve starSich ¢astech kotene, kde jsou
jiz  okolni endodermdlni bunky suberinizovany. V takovém pfipadé se jedna
o tzv. propustné buiiky (passage cells) (Meyer et al., 2011a). Pfredpoklada se, ze usnadiuji
transport latek a vody a piijem latek preferujicich apoplastickou cestu do urovné endodermis,
protoze jejich plazmalema zlstdva pfistupna a umoznuje realizaci transceluldrni cesty.
Propustné buiky se vétSinou vyskytuji v mistech xylémovych pola (Cholewa a Peterson,
2004; Peterson a Enstone, 1996). Postupem casu ¢i vlivem podminek se i u téchto bunék

muze dotvofit suberinova lamela, ¢imz ztrati své vodivé vlastnosti (Esau, 1953).

Poslednim stupném specifikace apoplastickych bariér, a tedy tercidarnim vyvojovym
stupném endodermis je uklddani sekundarni bunécéné stény. Tento jev byl pozorovan pouze
u nékterych zéstupcl rostlinné tiSe, predevSsim jednodéloznych (Enstone et al., 2003).
Sekundarni celuldozni bunécna sténa, piipadné pozdéji i lignin, jsou ukladany do radidlnich
stén a vnitini periklindlni stény endodermalni buiiky mezi plazmalemu a suberinovou lamelu
(Clarkson et al., 1971; Enstone et al., 2003; Peterson a Enstone, 1996), coz dava vzniknout
struktute tvaru ,,U*“ nebo ,,V“, kterd mé zfeym& vliv na mechanickou odolnost kotene.
Ptitomné plazmodezmy vSak zlstavaji funkéni (Clarkson et al.,, 1971; Ma, 2000; Ma a
Peterson, 2000).
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Obrazek 2: Vliv postupné diferenciace endodermis na transportni vlastnosti kofene
(Aersen et al., 2015).

2.5.2.2. Exodermis

Pfidatnou apoplasickou bariérou mnoha rostlinnych druhti (vyjma napt. nahosemennych
rostlin) je exodermis (Damus et al., 1997; Perumalla et al., 1990), kterou nalezneme pod
rhizodermis. Je tedy vnéj$i vrstvou bunck primarni kiiry. Jedna se o specializovany typ

hypodermis s velice podobnou strukturou a vlastnostmi, které nalezneme u endodermis.
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Exodermis se na rozdil od endodermis vétSinou diferencuje pozdéji, tzn. dale od kotenové
Spicky (n€kolik centimetrti oproti milimetriim). To neplati naptfiklad u rostlin rostoucich
v zaplavovanych oblastech, kde jeji diferenciace ptedchazi vzniku endodermis (Soukup et al.,
2002). Exodermis mtze byt jednovrstevna i vicevrstevna (Hose et al., 2001). Vicevrstevnost
nalezneme cCastéji u mokiadnich rostlin, avSak piredpoklada se jeji prospésnost i pro rostliny
tolerantni k suchu (Meyer et al., 2009). U exodermis tedy stejné jako u endodermis nalezneme
CP, dochézi u ni k lignifikaci a suberinizaci a také mtze byt uklddana sekundarni bunécéna
sténa. Ukladani sekundéarni stény je méné casté oproti endodermis. Pokud se v ojedinélych
pfipadech uklad4, nedochazi ke vzniku U - ztlustlin (Enstone et al., 2003). Na rozdil
od endodermis je obsah suberinu a ligninu v exodermis nizsi (Schreiber et al., 1999). SL se
tvofi soucasné nebo vzapéti po diferenciaci CP a zabiraji témét celou délku radidlnich stén.
V piipad¢ exodermis mizeme mluvit o dimorfni ¢i uniformni podobé¢. Buiiky uniformni
exodermis jsou stejného tvaru, velikosti a nelisi se v rychlosti ukladani suberinové lamely. U
dimorfniho typu nalezneme dlouhé suberinizované buiiky stfidajici kratké builkky bez
suberinovych lamel nebo je u nich tvorba lamel opozdéna. Ty pak byvaji oznadovany opét
jako propustné bunky, které usnadnuji ptijem latek (Hose et al., 2001; Enstone et al., 2003;
Peterson a Enstone, 1996; Haberlandt, 1884).

Vyvoj a rast rostliny je pfitomnosti exodermis ovlivnén v mnoha aspektech. Nasledkem
nékterych stresovych Ciniteld mitize dochdzet k odumirani rhizodermis, nacez se pak
exodermis stdva nejsvrchnéjsi vrstvou kotfene zastupujici pokozku (Enstone et al., 2003).
Je — i ve stadiu s CP i SL, je zde velice omezen piijem a transport latek, nebot’ neni piistupna
plazmatickd membrana zddnych bunék ani apoplast (Kamula et al., 1994). Z této skute¢nosti
vyplyvaji jeji protektivni schopnosti, kterymi jsou zabranéni ztratdm vody v podminkach
sucha a naslednému poskozeni primdrni kiry a ztraté latek v ni uloZenych, ¢i naopak
pfedchazeni akumulace nezadoucich latek v apoplastu priméarni kiry kofene (Enstone et al.,

2003).
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Obrazek 3: Rozdily diferenciace exodermis v riznych kultivacnich
podminkach (Meyer et al., 2009). Air gap — bazalni ¢ast kofene vystavena
atmosférickym podminkam.

2.6. Plasticita vyvoje exodermis v odpovédi na podminky prostiredi

Rostliny jako sesilni organismy se museji Casto vyporadat s ménicimi se podminkami
prostfedi. Jejich vyvoj je velice plasticky a na stresové faktory dokdzou reagovat zménou
svého rlstu ¢i jinym ptizpGsobenim. Jednou z moznosti aklimace je regulace diferenciace
apoplastickych bariér, kdy se ptisobenim stresu ve vétsiné pripadu diferencuji blize ke Spicce.
V tomto piipadé hraje vyznamngjsi roli exodermis, kterd reaguje s vétsi variabilitou (Hose et
al., 2001). Ruzné podminky prostiedi a stresové faktory, kterymi jsou naptiklad sucho,
salinita, pfitomnost tézkych kovil, nadbytek ¢i nedostatek zivin a kysliku vétSinou indukuje
praveé vznik exodermis (Enstone et al., 2003; Hose et al., 2001; Redjala et al., 2011; Vaculik
et al.,, 2012; Zimmermann a Steudle, 1998). Napiiklad u baviniku bylo popsano, Ze salinita
v kontrolnich podminkach nevznik4d (Reinhardt a Rost, 1995). U ryze je vyvoj exodermis
urychlen pfi zasoleni (Krishnamurthy et al., 2011). Rtiznou odpovéd’ v diferenciaci exodermis
také sleduji napiiklad studie s tfemi rGznymi zpiisoby péstovani rostlin a to v substratu,
hydroponii a aeroponii, pfiCemz nejvice odliSnd odpovéd byla pozorovdna u rostlin

rostoucich v hydroponii, kde exodermis vznika déle od Spicky (Obr. 3) (Meyer et al., 2009;

12



Redjala et al., 2011). V ptfipad¢ kontaminace substratu t¢zkymi kovy (Cd, Zn, Cu, atd.) byla
op¢t indukovana diferenciace exodermis bliz ke Spi¢ce nebo bylo zesileno ukladani suberinu
¢i ligninu (Cheng et al., 2012; Vaculik et al., 2012). V zaplavovanych oblastech, kde jsou
koteny vystaveny nedostatku kysliku a pfitomnosti toxickych redukovanych sloucenin
v substratu, je diferenciace exodermis také indukovéna, nebot’ zabranuje ztratdm kysliku
z kotent a pronikani toxickych latek do nitra kofene (Armstrong a Armstrong, 2005; Soukup
et al, 2002). Jeji vznik mize dokonce piedchazet vzniku endodermis. Tento vzorec
diferenciace je u mokiadnich rostlin dokonce vlastnost konstitutivni, tj. vyskytujici se bez
ohledu na aktualni podminky panujici v substratu (Soukup et al., 2002). Jak pro pfijem vody,
tak v prevenci jeji ztraty hraje exodermis rostlin zasadni roli, takze 1 sucho iniciuje jeji
zaklddani (Cruz et al., 1992). Jisty vliv ma i dostupnost zivin, ale vysledky jsou zatim
nejednoznacné. U skoCce (Ricinus communis) byla pozorovana sniZzend suberinizace
hypodermis pii deficienci nitrdtu (Schreiber et al., 2004). Naopak deficience hoic¢iku v
substratu zptisobila u kukufice (Zea mays) zvySenou akumulaci suberinu v obou

apoplastickych bariérach (Pozuelo et al., 1984).
2.7. Vliv pritomnosti exodermis na transportni vlastnosti korene

Je - li pfitomna exodermis, je ptijem latek do symplastu zajistén pouze buiikami rhizodermis,
coz je omezujici tfeba v piipad¢ kadmia a soli (Krishnamurthy et al., 2011; Redjala et al.,
2011). U rostlin s vice diferencovanou exodermis byla pozorovdna sniZzend hydraulicka
vodivost kofenti (zvySeny hydraulicky odpor) pro vodu i latky pohybujici se apoplastem
(Zimmermann a Steudle, 1998). Prichodnost apoplastu kofene je sledovdna pomoci
tzv. apoplastickcych sond (tracertt), tj. latek pohybujicich se pfednostné apoplastem, naptiklad
PTS (trisodium 3-hydroxy-5,8,10-pyrentrisulfonat), Calcofluor, berberine, atd. (Peckova et
al., 2016). Diky tomuto pozorovani je zifejmé, ze se exodermis stavd vyznamnou rezistentni
bariérou, kterd podnécuje transport symplastem (Meyer et al., 2011b; Zimmermann et al.,
2000; Zimmermann a Steudle, 1998). Ptitomnost exodermis je dilezitd také v dalSich
aspektech. Pomoci mikroelektrody byly méfeny ztraty kysliku u kofenti moktadnich rostlin.
Vysledky téchto studii doklddaji protektivni vlastnosti exodermis bréanici uniku kysliku
(Armstrong a Armstrong, 2005; Soukup et al., 2007). Exodermis nicméné& neni bariérou
absolutni. Napf. u ryze byl pozorovan nizsi hydraulicky odpor v exodermis nez v endodermis
(Kosala Ranathunge, Steudle, a Lafitte 2003). Toto pozorovani autoii vysvétluji piitomnosti

mist, kterd mohou zprostiedkovat pratok bariérou. Jsou to napt. mista odbo¢ovani postrannich
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kotfeni nebo tzv. ,,oken- oblasti bunék bez suberinovych lamel ¢i CP, které se nachazi
v oblasti nad prorustajicimi primordii postrannich kofent (Armstrong a Armstrong 2005;

Ranathunge, Steudle, a Lafitte 2005; Soukup, Votrubova, a Cizkova 2002).
2.8. Lokalizace prijmu Zivin v koreni

Pfijem zivin je zprostiedkovan ¢i usnadnén pomoci membranovych transportért, jejichz
exprese muze byt ovlivnéna naptiklad mnozstvim pfitomné Ziviny (napiiklad P, N), druhem
rostliny, konkrétnimi podminkami atd. Membranové transportéry se pro vétSinu zivin
(napt. B, P, N) nachazeji na plazmatické membrané bun¢k od rhizodermis po stfedni valec.
V piipadé¢ transportu vody pomoci aquaporinii je tomu také tak (Hachez et al., 2006a). U
nckterych téchto transportéri mize dochazet ke zméné lokalizace s diferenciaci kotene.
Napriklad transportéry béru u husenicku mizi ve straSich castech kofene z rhizodermis a
vyskytuji se prednostné na plazmalemé bunék endodermis (Alassimone et al., 2010; Takano
et al.,, 2010). Podobné byla u ryZe pozorovana exprese genl pro transport boru v mladSich
castech v bunikach rhizodermis, exodermis i stfedniho valce. S diferenciaci kotfene pozdéji
pouze v exodermis (Liu et al., 2015). Transportéry dalsi dilezité latky — fosfatu u husenicku
byly lokalizovany v bunikdch rhizodermis vcetné¢ kotfenovych vlaskli. V mladych c¢éastech
kotene 1 v primarni kife (Mudge et al., 2002; Nussaume, 2011). Dal$i vyznamnou zZivinou je
dusik, jehoz transport probihd pies velké mnozstvi transportérii. Napiiklad AtNRTI1;l1
(Arabidopsis thaliana Nitrate Transporters family) je lokalizovany spiSe v radidlni Casti
plazmalemy povrchové vrstvy bunék kratkych postrannich kotent (Obr. 4) (Krouk et al.,
2010) v blizkosti kofenové $picky, ale s diferenciaci kotene se pfesouva do primarni kiry a

endodermis (Forde, 2000; Huang et al., 1996).

V nékterych piipadech lze pozorovat majoritni vyskyt transportérc ve vrstvach
apoplastickych bariér. Naptiklad ryZze pfednostné pfijima amonny ion, a to za pomoci
OsAMTI1;1 (Oryza sativa Ammonium transporter), ktery je konstitutivné exprimovan
v endodermis a exodermis. OsAMT1;2 se ucastni pifijmu i translokace N do cévnich svazki
a jeho exprese byla pozorovana v exodermis, sklerenchymu, endodermis a stfednim valci
ve Spicce primarniho kotfene (Sasaki et al., 2016; Sonoda et al., 2003). Taktéz v ptipadé¢
transportu kifemiku u ryze byly transportéry pozorovany na Urovni apoplastickych bariér.

AvSak v ptipadé¢ kukufice a jeCmene je kiemik zifejmé piijiman celou primérni kirou
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a rhizodermis, coz zifejm¢ koresponduje
s celkové niz§im pozadavkem téchto rostlin
na pfisun kifemiku ve srovnani s ryzi (Mitani

et al., 2009; Yamaji a Ma, 2007).

V mnohych pfipadech sledujeme
také rozdily v pozici transportéru v ramci
plazmatické membrany. Plazmatické

membrany buncék rhizodermis a primarni

kiry jsou polarizované. Maji vngjsi —

Obrazek 4: Lokalizace AtNRT1;1 v mladém
postrannim kofeni huseni¢ku (Krouk et al., 2010).

distalni oblast, ktera lezi blize k povrchu,
a vnitini — proximalni oblast blize
ke stfednimu valci. Nekteré transportéry nalezneme podél obvodu celé buiky, jiné
s polarizovanym vyskytem pouze na jedné strané. V druhém piipadé vétSinou dochazi
ke spolupraci dvou transportéri, z nichz jeden zajistuje vstup do bunky a druhy vydej
z bunky do apoplastu (Ma et al., 2007; Takano et al., 2010). Pravé na arovni apoplastickych
bariér Casto pozorujeme polarizovanou lokalizaci a spolupréci transportérii, avSak nejen
v téchto vrstvach byla polarizovand lokalizace pozorovdna. Prvnim objevenym polarizované
lokalizovanym transportérem byl StPT2 (Solanum tuberosum Phosphate transporter)
bramboru, jehoz lokalizace byla popsana v distalni ¢asti plazmalemy bunék rhizodermis
(Gordon-Weeks, 2003). Tataz lokalizace byla pozorovana u AtAMT1;1 (Arabidopsis thaliana
Ammonium transporter) slouZici transportu amonného iontu u husenicku (Neuhduser et al.,
2007). Polarizované lokalizované transportéry nalezneme také v piipadé transportu boru, kdy
AtNIPS5;1 (Arabidopsis thaliana Nodulin26-like major Intrinsic Proteins) je lokalizovany na
distalni strané plazmalemy bunck rhizodermis a ve strasich castech kofene v endodermis
(Alassimone et al., 2010; Takano et al., 2010). Tento transportér je doplnén AtBORI
(Arabidopsis thaliana Boron eflux carrier), ktery lezi na proximalni strané plazmalemy bunck
rhizodermis mladsich casti koteni nebo endodermis ve starSich Castech. Spolupraci dvou
transportériit miizeme také pozorovat u jiZ zminéné ryze a transportu kiemiku, kdy je OsLsil
(Oryza sativa Low silicon rice) lokalizovan na distalni strané plazmatické membrany bun¢k
exodermis 1 endodermis a slouZi tak pro pfijem kfemiku. Vydej kiemiku z buniky je zajistén
OsLsi2 lokalizovanym na proximalnich stranach bunék apoplastickych bariér, zatimco u
je¢mene a kukufice se Lsi2 nachéazi také v endodermis, avSak bez polarizované lokalizace

(Ma a Yamaji, 2015)(Obr. 5). Polarizovanou lokalizaci u ryze na exodermis a endodermis
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vykazuje i transportér manganu a kadmia Nramp5 (Natural resistance associated Macrophage
protein 5) (Sasaki et al., 2012). Také u transportérti Zeleza a hoi¢iku byla pozorovana

polarizovana lokalizace (Barberon et al., 2014).

Maize and Barley

Casparian strip

Hv Lsil/Zm Lsil Hv Lsi2/Zm Lsi2
Si(OH), 9> > > € > Si(OH),
epidermis cortex endodermis stele
Rice
Casparian strip Casparian strip

Si(OH), =@ @> ------ > =8> @> sion),

exodermis cortex endodermis stele

Obrazek 5: Schématické znazornéni ptijmu kiemiku u ryZe (Oryza sativa), kukutice (Zea mays) a je¢mene
(Hordeum vulgare)
(Mitani et al., 2009), Lsil — transportér kiemiku do bunky, Lsi2 — transportér kiemiku ven z bunky.

2.9. Vliv pritomnosti exodermis na lokalizaci membranovych transportéri

v koreni

Piijem latek z apoplastu do symplastu je omezen sniZzenim poctu bunék a povrchu membran,
které se na ném jinak podileji (Enstone et al., 2003). Pokud ma exodermis vyrazny vliv na
radialni pohyb latek apoplastem, 1ze predpokladat v zavislosti na mife jeji diferenciace zménu
v distribuci transportérii na membranach rhizodermis a priméarni kliry. Této problematice se

doposud nevénovalo mnoho pozornosti. Jednou zmala vyjimek je studie lokalizace
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aquaporinti, ve které autoii pozorovali zvySeni exprese nekterych genti kédujicich aquaporiny
v korelaci s diferenciaci kofene. Navic pozorovali zvySenou ptitomnost nékterych aquaporinii
v buitkkdch exodermis a rhizodermis, vtéch castech kofene, kde jiz byla exodermis
diferencovana (Hachez et al., 2006b). Obecné byla exprese zvySena v elongac¢ni a maturacni
zon¢ oproti kofenové cCepiCce, kde byl exprimovan pouze ZmPIP2;4 (Zea mays plasma
membrane intrinsic protein). NejvyraznéjsSi nartist exprese ve starSich ¢astech kotfene byl
pozorovan u ZmPIP1;5 a ZmPIP2;5. ZmPIP2;5 byl lokalizovan v exodermis, endodermis a

distalni strané bunék rhizodermis.
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3. Metodika

3.1. Vliv nedostatku fosforu (P) na rist a diferenciaci apoplastickych

bariér u 6 kultivari je¢mene Hordeum vulgare (Experiment 1)

Tento experiment byl realizovan za uCelem zmapovani rozsahu diferenciace exodermis
u vybranych kultivar je¢mene v kontrolnich podminkach a pii deficienci P. Cilem bylo
analyzovat vliv deficience P na rozsah tvorby exodermis a také nalezeni vhodného kultivaru

pro naslednou analyzu lokalizace membranovych vysokoafinitnich transportérii fosfatu.

3.1.1. Péstovani rostlin

Semena 6 kultivari jeémene (Hordeum vulgare), konkrétn€ ¢tyfi ozimé: Henriette, Lancelot,
Titus, Sylva a dva jarni: Arthur, Solist (zdroj: Odbor osiva a sadby UKZUZ,
http://eagri.cz/public/web/ukzuz/portal) byla nejprve nakli¢ena 2 dny na vlhké papirové utérce
pii pokojové teploté ve tm¢e. Nasledné byly naklicené rostliny piesazeny do Hoaglandova
roztoku (Hoagland a Arnon, 1950) zfedéného na ', s ptidavkem mikroprvkil (Lastiivka a
Minat, 1967) s obsahem téchto prvka (uM): NO; 3750; PO4* 254; Ca*" 1249; K" 1501; Mg2+
510; S04 510; BOs™ 11,6; Fe** 5,1; Mn®" 2,3; Zn®" 0,34; Cu®" 0,12; Mo;024> 0,015. Po
tydnu byla polovina rostlin pfenesena do roztoku deficientniho na fosfat (slozeni roztoku
zistalo stejné jako béhem prvniho tydne kultivace, pouze obsah PO,> byl snizen na OuM
a obsah K’ byl dorovnan na hodnotu odpovidajici ¥ Hoaglandu pfidanim K,SO;) — P
deficientni varianta. Druhd polovina rostlin ziistala v roztoku o kompletnim sloZeni
zivin — kontrolni varianta.

Vzdy po 7 dnech byl roztok vyménén za Cerstvy. Pro hydroponické péstovani byly
pouzity 12 litrové plastové nadoby, do nichz bylo vlozeno 6 naklicenych semen upevnénych
pomoci sklenénych list a molitanu (Obr. 6) - 2 kultivary sdilely jednu kultivaéni naddobu
(Solist + Henriette, Arthur + Sylva, Lancelot + Titus). Celkem tedy byly péstovany od
kazdého kultivaru 3 rostliny v kontrolni a 3 v P deficientni variant€). Pro zabranéni priniku
svétla ke kofenim a omezeni tvorby fas byla hladina kultivaéniho roztoku pokryta kusy
polyuretanu, pro dostatek kysliku bylo zavedeno provzdusiovaci zatizeni (s akvaristickym
motorkem). Rostliny rostly za konstantnich podminek: 16/8 h svétlo/tma (ozafeni 435 W.m™),
22/18°C denni/no¢ni termoperioda a relativni vlhkost vzduchu dosahovala 50 - 75%.

Kultivace trvala celkem 35 dnu.
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Obrazek 7: Kultivace kultivari — P deficientni varianta v dobé odbé&ru rostlin (po 35 dnech).
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3.1.2. Analyza kvantitativnich fenotypovych znaki

5 tydnt staré rostliny byly sklizeny a podrobeny meéfeni. Byla zmétfena délka celého
kotfenového systému (po Spicku nejdelsiho kotfene) a délka prytu (po nejdelsi list). Kofeny
a pryty byly odd€leny a zabaleny do zvéazenych alobalovych ¢tverct, ve kterych byly na
1 tyden uloZeny do susarny o teploté 65°C. Poté byla zmétena celkova hmotnost alobalovych
balickli a odectena vaha alobalu, ¢imz jsme ziskali hmotnost susiny. Vzdy byl také odebran
jeden koten z kazdé rostliny do fixa¢niho roztoku (4% formaldehyd v destilované vodé€) pro
naslednou detekci apoplastickych bariér. Pfi odbéru byla snaha vybrat kofeny zivé, stejné

star¢, dobte rostouci, ne vSak nejdelsi.

3.1.3. Anatomicka analyza kotent

Detekce apoplastickych bariér

Fixované kofeny byly nejprve zméfeny (celkovd délka a délka nevétvené apikdlni Casti).
Anatomicka stavba kofene byla analyzovana ve % a Y4 délky kofene od $picky. Z dané pozice
byl vzdy odebran centimetrovy segment, ze kterého byly pomoci ru¢niho mikrotomu
ptipraveny tenké fezy (100 pm).

Histochemickym barvenim téchto fezli byly detekovany apoplastické bariéry.
Aplikaci berberinu (0,1% aq.) po dobu 1 hodiny, omyti vodou a néasledné¢ dobarvenim 10
minut gencianovou violeti (0,05% aq.) byly vizualizovany lignifikované Casparyho prouzky.
Barvenim 1 hodinu Sudanem Red7B a oplachem 1% SDS (sodiumdodecylsulfat) byly
lokalizovany suberinové lamely. Rezy byly vzdy na zavér oplachnuty vodou, do preparéatu
montovany pomoci 65% glycerolu a pozorovany mikroskopem Olympus BX51 s filtrem UV

Olympus U-MWU a snimany digitalni kamerou Apogee U4000.

3.1.4. Statistické vyhodnoceni

Statistické zpracovani bylo provedeno v programu NCSS 9 verze 9.0.15 (Hintze, J. 2013
NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA; www.ncss.com). Vliv varianty kultivace a kultivaru byl

analyzovan s pomoci analyzy variance (GLM ANOVA, Bonferroni test).
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3.2. Detailni analyza ristu kultivara jeémene v P deficientnich

podminkach (Experiment 2)

Druhy pokus skultivary probihal totozné¢ jako v prvnim piipadé (nakliceni semen,
predpéstovani rostlin). Rozdilem bylo, ze kazdy kultivar mél vlastni kultiva¢ni nadobu, do
které¢ bylo na 3 sklenéné liSty vysazeno 9 rostlin (Obr. 7). Po pfedpéstovani v kontrolni
varianté ('/; Hoaglandu, viz vyse) po dobu jednoho tydne byl kultivatni roztok u viech
rostlin vyménén za P deficientni roztok. Kontrolni varianta nebyla péstovana. Cilem tohoto
experimentu bylo ovéfit s vétsim poctem rostlin vysledky Experimentu 1, ve kterém
jednotlivé kultivary vykazovaly rozdilné rGstové parametry v podminkach nedostatku P
(rozdilnou produkci biomasy, délku kotfenového systému, rozsah tvorby bariér). Tudiz
1 v tomto piipadé, stejné jako v predchozim experimentu bylo provedeno méfeni délky prytu,
kotenového systému, hmotnosti suSiny nadzemni i podzemni ¢4sti rostlin a celkové biomasy,
viz Experiment 1. Anatomické analyza kofenti (stav diferenciace bariér) byla v tomto ptipadé
provedena pouze u dvou kultivarii (Sylva, Lancelot) v 2 délky kotene.

Statistické zpracovani bylo provedeno taktéz v programu NCSS 9 verze 9.0.15
(Hintze, J. 2013 NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA; www.ncss.com). Srovnani kultivart
v jedné varianté kultivace bylo provedeno pomoci analyzy variance jednoduchého tiidéni

(One-way ANOVA).

3.3. Lokalizace vysokoafinitnich membranovych transportéri fosfatu u

je¢mene Hordeum vulgare pomoci protilatky HvPht1;1,2

Na zakladé Experimentu 1 byl vybran modelovy kultivar pro tento experiment, jehoz cilem
bylo detekovat lokalizaci vysokoafinitnich transportér fosfatu (Phtl;1 a Phtl;2) u jeCmene.
K vizualizaci vyskytu téchto transportéri byla pouzita metoda imunodetekce pomoci
protilatky Anti — HvPhtl;1, 2 (Agrisera, Svédsko, kat. &. protilatky AS08 321), ktera se vaze
specificky k témto dvéma isoformam kofenovych transportérii (maji vysokou sekvencni
podobnost). Dal§im cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda dochazi ke zméné lokalizace
téchto transportérit v rizné starych castech kotene v korelaci s postupem diferenciace

exodermis.
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3.3.1. Experiment 3 — rostliny péstované v OuM P

Vybrany kultivar je¢mene (Hordeum vulgare cv. Henriette) byl péstovan za stejnych
podminek jako jeCmen v pfedchozim experimentu (viz. Experiment 1), pouze s rozdilem
délky trvani kultivace a to 3 tydny. Po tydnu kultivace v kontrolnim roztoku byla ¢ast rostlin

pfenesena do roztoku deficientniho na fosfor, kde rostla 14 dni.

3.3.2. Anatomické analyza kotfenli

U 3 tydny starych rostlin byly odebrany kotfeny primérné délky. Odebrané kofeny byly
pfevedeny na 2 hodiny do fixa¢niho roztoku (4% formaldehyd ve fosfatovém pufru,
pH — 7,4), béhem kterych byly pomoci vyvévy odvzdusnény (cca 30 minut). Fosfatovy pufr
byl ptipraven smichdnim 19 ml 0,2M kyselého dihydrogenfosforecnanu sodného s 81 ml
0,2M  hydrogenfosforecnanu sodného a doplnén destilovanou H,O do 200 ml.
Z odvzdusnénych kotenti byly pomoci ru¢niho mikrotomu pfipraveny fezy (100 pm)
v riznych pozicich na podélné ose kotfene — l 12, /4, 2 a ¥4 celkové délky kotfene ve sméru od
Spicky. Tyto fezy byly sbirany kapatkem soucasné do 4 kosickli od kazdé pozice, aby bylo
mozné v daném misté kofene provést zaroven histochemickou detekci apoplastickych bariér

i imunodetekci fosfatovych transportéri.
3.3.2.1. Detekce apoplastickych bariér

Detekce Casparyho prouzkl a suberinovych lamel v exodermis i endodermis byla na fezech
provedena totoznym postupem jako v pfedchozim experimentu (viz Experiment 1 —

Anatomickd analyza kotent).

3.3.3. Imunodetekce fosfatovych transportéri pomoci protilatky Anti — HvPht1-
1,2

Imunodetekce 1 pfiprava potiebnych chemikalii byla provedena postupem optimalizovanym

podle (Soukup, 2014). SloZeni pouzitych chemikalii je zndzornéno v tabulce 1.

Ptipravené fezy byly oplachnuty v 1x PBS (Phosphate Buffered Saline) po dobu 2 x 5
minut. Nasledovala aplikace 1,5% kaseinu na 15 minut, opét oplach v 1x PBS 5 minut
a aplikace primdrni protildtky. Priméarni protilatka byla pouzita v tedéni 1:100 (po

piedchozim testovani rtiznych koncentraci se toto fedéni jevilo jako nejoptimalnéjsi). Této
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koncentrace bylo dosazeno nafedénim aliqotu primarni protilatky pomoci 1x PBS a pfidanim
BSA (Bovine Serum Albumin; 10ul zasobniho roztoku BSA (100 mg BSA/ml 1x PBS) na
1 ml roztoku). Cést fezt slouZila jako negativni kontrola — jeden kosidek s fezy byl umistén
do roztoku bez primarni protilatky (pouze 1x PBS s ptidavkem BSA ve stejné koncentraci)
pro kontrolu nespecifické vazby sekundarni protilatky. Po dvou hodinach ptisobeni primarni
protilatky (uzavieno ve vlhké komurce — Petriho miska s navlhcenou papirovou utérkou; pii
pokojové teploté) byly fezy dvakrat proplachnuty v 1x PBS po dobu 10 minut a byla
aplikovéana sekundarni protilatka (Goat anti — rabbit IgG (H&L) DyLight™ 488 Conjugate
Agrisera, kat. ¢. AS09 633,) ktera pisobila také 2 hodiny pii pokojové teploté ve vlhké
komiirce. Sekundarni protilatka byla pouzita v fedéni 1:1000, ktera vznikla nafedénim stocku
sekundarni protilatky pomoci 1x PBS a ptidanim 10 pl zdsobniho roztoku BSA (100 mg
BSA/ml 1x PBS) na 1 ml finalniho roztoku. Pisobeni primarni i sekundéarni protilatky Ize
prodlouZit pfes noc uloZzenim vlhké komtrky do lednice. Po odséti sekundarni protilatky byly
fezy promyty 1x PBS 5 minut a obarveny gencidnovou violeti. Tato metoda byla
optimalizovéana pro dany experiment, a to finadlnim ptisobenim gencianové violeti (0,05% aq.)
po dobu 3 minut, namisto obvykle pouzivané toluidinové modfi, kterd se pro tento
experiment nejevila jako optimalni (pfi pouziti toluidinové modfi byla autofluorescence
bunécnych stén velmi podobna signalu protilatky a bylo obtizné ji odlisit). Hotové fezy byly

uzavieny do glycerolu s propylgalatem.

Signal protilatky byl déale sniman na konfokdlnim mikroskopu Zeiss LSM 880
(Laboratot konfokalni a fluorescencni mikroskopie Pif UK) a také oveéfovan metodou FLIM
(fluorescence lifetime imaging microscopy; Biocev — Leica TCS SP8 WLL SMD-FLIM),
ktera umoznuje ¢asteCné odlisit svételny signal sekundarni protildtky od autofluorescence

bunécnych stén na zakladé rozdilnych zivotnosti fluorescence.

chemikalie sloZeni

10x PBS 80,1 g NaCl, 2 g KCl, 14,7 g Na,HPO4.2H,0 a 2,38 g KH,PO4
doplnit do 1 1 destilovanou H,O, pH 6,8

1x PBS Smichat 100 ml 10x PBS a 900 ml H,O, pH 7,3

10% BSA 1 g praskového BSA (Frakce V) rozpustit v 10 ml destilované H,O
3,33% (w/v) kaseinu rozpustit v destilované H,O, titrovat pomoci 2M

3x kasein KOH na pH 10, michat cca 2 h pti 40°C. Poté pomoci 2M HCI
dosahnout pH 7
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1,5% kasein 3x kasein naredit 10x PBS

3% (w/v) n-propyl galatu rozmichat pies noc pii pokojové teploté v
Propyl galat
glycerolu. Poté smichat v poméru 8:2 s TRIS pufrem (0,1 M, pH 9,0)

TRIS pufr Rozpustit 12,1 g TRIS baze v 750 ml destilované H,O. Titrovat 1M
(0,1 M, pH 9,0) HC Ina pH 9,0, doplnit destilovanou H,O do 1 I finalniho roztoku

Tabulka 1: Pfiprava chemikalii potfebnych pro praci s protilatkami. Upraveno podle Soukup 2014

3.3.4. Experiment 4 — rostliny péstované v 10uM P

Tento experiment se 1isil od piedchoziho Experimentu 3 ve zptsobu, jakym byla navozena
deficience P. Rostliny byly v tomto ptipad¢ péstovany v kontrolni ¢i deficientni varianté hned
od zacatku kultivace (po nakliCeni). Tato deficientni varianta vSak obsahovala 10uM P.
Cilem bylo zjistit, zda pfitomnost nizké koncentrace fosfatu po celou dobu kultivace dokaze
u rostlin vyvolat odlisnou reakci na deficienci fosfatu, nez je tomu u rostliny z roztoku, ktery

neobsahuje zadny fosfat.

3.3.5. Péstovani rostlin

Semena kultivaru je¢mene — Henriette, byla vloZena a uzaviena v Petriho misce na vlhké
papirové utérce s filtraénim papirem ptes noc do lednice. Nésledujici den byla pienesena do
skiiné (tma a pokojova teplota), kde klicila 3 dny. Poté byla 4 nakli¢ena semena uchycena do
polyuretanového plovacku a pienesena do kontrolniho % Hoaglandova roztoku (viz
Experiment 1) a dal$i 4 semena do roztoku deficientniho na fosfat (10 pM). Obsah K byl
dorovnan na hodnotu odpovidajici 4 Hoaglandu pfiddnim K,SO4 (viz. Experiment 1). Po
tydnu byl roztok vyménén za Cerstvy a pocet rostlin zredukovan na 2 od kazdé varianty za
ucelem vytvofeni co nejoptimalnéjsich kultivacnich podminek. Po dal§im tydnu byly roztoky

op¢t vymeénény za Cerstvé. Hydroponicka kultivace trvala celkem 3 tydny.

3.3.6. Histochemické barveni a imunodetekce

Na tfech nejdelSich kotenech byly aplikovany totoZné postupy jako v pfipadé Experimentu 3,
tedy histochemické barveni apoplastickych bariér a imunodetekce pomoci protilatky Anti —

HvPhtl;1, 2.
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3.3.7. Plazmolyza

U tohoto experimentu bylo navic vyuzito plazmolyzy pro zjisténi stupné diferenciace
exodermis (existence adhese plazmatické membrany k bunécné sténé v misté Casparyho
prouzku). Z kofenti byly odebrany centimetrové segmenty ve stejnych pozicich, jako
v predeslych experimentech tj. /15, V4, % a % délky kofene od $picky. Tyto segmenty byly
fixovany ve formaldehydu s pfidavkem vapenatych iontd - 4,2 g CaCl, bylo rozpusténo v 250
ml destilované vody (0,15M). Z tohoto roztoku bylo odebrano 223 ml, které byly smichany
s 27 ml 36 — 38% formaldehydu. pH tohoto fixacniho roztoku bylo pomoci HCl a KOH (2M)
srovnano na 7,3. Nasledn¢ byly ze segmentii pomoci mikrotomu vytvoteny fezy (100 a 150
um), které byly barveny 4,2 pul FM4-64 + 345,8 ul 1x PBS po dobu 15 minut, ¢imz byla
vizualizovana plazmatickd membrana. Samotna plazmolyza byla zpiisobena montovanim fezil
na sklicko do 1M roztoku sachardzy a vody. Cely postup byl proveden dle Vaskova 2007
(Vaskova, 2007).

3.4. Priprava ryze (Oryza sativa cv. Nipponbare) nesouci translacni fizi

transportéru kiremiku Lsil s GFP

Zisk transformované rostliny s transportéry viditelnymi ve fluorescencnim mikroskopu by
velice usnadnila moznost sledovat zménu lokalizace téchto transportéri v korelaci
s postupem diferenciace kofene a apoplastickych bariér, konkrétné s postupem ukladani
suberinové lamely v exodermis i1 endodermis. Tento experiment zaroven predstavoval
vyznamny metodicky ukol, kterym bylo zavedeni a optimalizace metodiky transformace
ryZze. Nebot' pfiprava transformované rostliny by naro¢nosti a rozsahem mohla byt sama

obsahem dalsi diplomové prace.

3.4.1. Design klonovani

Pro klonovani byla vyuZzita metoda MultiSite Gateway (Invitrogen) dle schématu viz Obr. 8.
Prvnim krokem tohoto experimentu bylo zjisténi kodu proteinu pro cilovou sekvenci, tedy
transportéru kiemiku OsLsil: Q6Z2T3. Tento koéd byl ziskdn pomoci webové stranky:
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6Z2T3. Na dalsi webové adrese
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6Z2T3.fasta byla zjiSténa sekvence aminokyselin tohoto

proteinu. Na strance https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/90855459?report=fasta byla
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ziskana sekvence mRNA - AB222272, jez odpovida cDNA z ¢lanku Ma a spoluatorti, ktery
se genem Lsil a pfijmem kiemiku u ryze zabyva (Ma et al., 2006). Dle topologie proteinu
byla zvolena C — terminalni fize s GFP. Primery pro amplifikaci promotoru i kddujici
sekvence OsLsil byly pfipraveny pomoci programu Geneious 8.1.9. Ve stejném programu
byl také pfipraven cely design klonovani az po vysledny expresni vektor (Obr. 9). Pro
klonovani byly pouzity vektory uvedené v tabulka 2. Z dGvodu obtizné amplifikace
promotorové sekvence bylo vyuzito také TA klonovani do vektoru pENTR 5°-TOPO
(Invitrogen), pro které neni nutné, aby primery pro amplifikaci mély adaptorovou sekvenci

(ptehled primert viz déle v kapitole 3.4.4. PCR — amplifikace OsLsil).

5’element gene 3’ element

PCR fragments

attB4

BP reactions

pDONR Vectors

tiL4 atfL2 atiR2 atiL3

LR reaction

attL4

>

attR4
Destination Vector

5 element gene 3’element

i ttB4 atB1 atiB2
Expression Clone a attB3

Obrazek 8: Schéma reakci MultiSite Gateway (obrazek pievzaty z
http://www.biofeng.com/zaiti/Gateway/pDONR-P4P R .html).
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Obrazek 9: Expresni vektor s vyznaéenymi sekvencemi. Insert (Cervené) — promotorova sekvence OsLsil,
OsLsil CDS (8ed¢) — koédujici sekvence OsLsil, CDS (zluté) — sekvence pro GFP; okrové je vyznacen otevieny
¢teci ramec (pfipraveno pomoci Geneious 8.1.9).

Vektory

Pro kodujici sekvenci pDONOR221

Pro promotor pDONOR P4P1r nebo pENTR 5-TOPO
Destinacni vektor pB7m34gwa

Vektor s GFP pro C-terminalni fizi pEN-R2-GFP-L3,0

Tabulka 2: Seznam pouZitych vektorti pro MultiSite Gateway

3.4.2. Izolace genomové DNA z kotenil ryze Oryza sativa cv. Nipponbare

pomoci CTAB

Aby bylo mozné amplifikovat vybrané sekvence (promotor a kddujici sekvenci OsLsil), bylo
nejprve tieba ziskat genomovou DNA. Pro izolaci byly pouzity rostliny ryze Oryza sativa
cv. Nipponbare kultivované v ¥ Hoaglandu (viz kapitola 3.1.1. Péstovani rostlin) v kultiva¢ni
mistnosti. Péticentrimetrové segmenty kotenovych Spicek (5 ks) byly vlozeny do 2 ml

zkumavky se zameckem proti otevieni spoleéné se 2 nerezovymi kulickami a poté do
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kapalného dusiku. Nasledujici homogenizace probihala 30 spii 25 kmitech/s. Poté bylo
ptidano 500 pl 2x CTAB (cetrimoniumbromid; sloZeni viz tabulka 2). Pomoci magnetu byly
vyjmuty nerezové kulicky a zkumavka se nechala inkubovat 15 min pii 65°C a 300
kmitech/min ve vodni ldzni. K vychladlym vzorkim bylo pfiddno 1000 pl
chloroform:izoamylalkoholu (24 : 1) a 2x bylo opakované promichano pteklapénim v ruce.
Nasledovalo odstiedéni 5 min pii 14 000 otaek/min. Horni vodni faze byla odséta pipetou
a prenesena do Cisté zkumavky, kam bylo ptfidano 1 000 pl ¢istého 96% etanolu. Opét bylo
promichano pieklapénim v ruce po dobu cca 2 min. Pro lepSi vysrdZeni byla zkumavka
vloZena na 15 minut do lednice. Nasledn¢ byla smés odstfedéna 5 min pti 14 000 otacek/min
do vytvoteni pelety DNA. Vznikly supernatant byl pomoci pipety odstranén. Peleta DNA byla
promyta 1 000 pl 70% cistého etanolu a odsttedéna 10 min pii 14 000 otacek/min. Etanol byl
poté odstranén a oteviena zkumavka se nechala cca 2 min pfi 37°C vysusit. Nasledovalo
pfidani 36 pl sterilni H,O, 4 pl 10x TE pufru (viz tabulka 3) a peleta DNA se nechala

rozpoustét na tiepacce pii 37°C a 300 kmitech/min po dobu cca 30 min.

2x CTAB (200 ml):

TRIS (trizma hydrochlorid) 100mM (pH 8) 240 ¢g
CTAB 2% 4,00 g
EDTA 20mM 142 ¢
NaCl14 M 16,40 g
PVP (polyvinylpyrrolidon 40) 2% 4,00 g
Tabulka 3: Slozeni smési 2x CTAB pro izolaci genomové DNA
10x TE pufr

IM TRIS 1,0 ml
0,5M EDTA 0,2 ml
deionizovana H,O doplnit do 100 ml

Tabulka 4: Slozeni TE pufru

TE pufr je tfeba sterilizovat.
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3.4.3. Izolace mRNA z ryze Oryza sativa cv. Nipponbare a piiprava cDNA

Izolace mRNA byla provedena za tc¢elem amplifikace kodujici sekvence OsLsil bez intront.
K izolaci RNA byly pouzity rostliny ryze dlouhodob¢ kultivované za stejnych podminek jako
pro izolaci DNA (viz kapitola 3.1.1.).

K izolaci mRNA byl pouzit Macherey — Nagelkit a bylo postupovano dle navodu
vyrobce. Koncentrace ziskané mRNA byla zmétfena pomoci NanoDropu (ThermoScientific).
Ptiprava cDNA prob¢hla metodou RT — PCR. PCR (PCR spojend s reverzni transkripci;

reverse transcription polymerase chain reaction).

Pro RT — PCR byla ziskand mRNA nejprve zbavena kontaminujici DNA jeji
hydrolyzou pomoci DNAzy dle nasledujiciho postupu: 1 png mRNA byl doplnén sterilni H,O
do objemu 7,5 pl a nasledné smichén s premixem (viz tabulka 5). 200 pl zkumavka se smési
byla po dobu 30 minut inkubovana pfi teploté 37°C. Poté byl pfidan 1 pl 25mM EDTA.
Hydrolyza byla ukonena zahtatim na 65°C po dobu 10 minut. Vysledny produkt (Cista
mRNA) byl pouzit do RT — PCR. Diky reverzni transkripci byla z mRNA ziskdna cDNA
pomoci reakce dle tabulky 6. Reakéni smés byla 1 hodinu inkubovéna pti 42°C a 10 minut pii
70°C. Pro tuto reakci byl pouZit RevertAid H Minus First Stra cDNA Synthesis Kit (Thermo

Scientific™),

Premix (2,5 pl):

10x reakéni pufr I ul
RNAse inhibitor 0,5 pl
DNAse I ul

Tabulka 5: Slozeni premixu pro hydrolyzu DNA

SloZeni reakce (20 pl):

mRNA 5,0 ul
H,O 6,5 ul
Primer oligo dT 1,0 pnl
Premix (7,5 pl):

5x reak¢ni pufr 4,0 pl
RiboLockRnase Inhibitor 0,5 pl
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dNTP mix, 10mM 2,0 ul

RevertAid H Minus Transkriptaza 1,0 pl

Tabulka 6: Slozeni reakéni smési RT — PCR

3.4.4. Polymerazova fetézova reakce (PCR) — amplifikace OsLsil

Polymerazova fetézova reakce byla pouzita pro amplifikaci kodujici sekvence OsLsil(cca
900 bp) genu z komplementarni DNA (cDNA) nebo genomové DNA (gDNA) a pro
amplifikaci promotorové sekvence z gDNA (2500 bp). Polymerazou téchto reakci byla
termostabilni Dream Taq DNA dependentni polymeraza nebo polymeraza QS5, v zavislosti na
pouzitych primerech (dle pfitomnosti adaptorovych sekvenci). Dream Taq polymerdza byla
pouzita v piipadé planovaného klonovani ziskané sekvence do pENTR 5°-TOPO vektoru, Q5
polymeréaza pro klonovani do pDONOR 221 a pDONOR P4P1r. Bylo vyzkouseno nékolik
riznych primera (viz tabulka 7) s riznou sekvenci a teplotou nasedani, ktera je odvozena od
jejich teploty tani (Tm). Konkrétni hodnota byla zjisténa dle Tm kalkulatoru na webovych
strankach firmy ThermoScientific (https://www.thermofisher.com). Teplota nasedani se od
Tm 1i§i o 3—6°C. Préace s reakcemi (viz tabulka 8) probihaly na ledu, v celkovém objemu
20 pl ve 200 ul zkumavkach. Casové schéma a pouzité teploty udava tabulka 9.

Primery s adaptorovou sekvenci byly zkraceny pro Tm (temperature melting) kolem 60°C dle
NEB Tm calculator (https://tmcalculator.neb.com/#!/main) pro pouziti Q5 polymerazy. Byly

také pfipraveny primery pro Dream Taq polymerazu, které se nezkracovaly.

Primery

Amplifikace kodujici sekvence OsLsil pro klonovani do pDONOR 221

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGGCCAGCAACAAC

forward 5 5 5 )
(Cervené oznacena adaptorova sekvence attB1)

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACACTTGGATGTTCTCCAT

reverse | C

(Cervené oznacena adaptorova sekvence attB2)

Amplifikace promotoru OsLsil pro klonovani do pDONOR P4P1r

GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGGGTGGAGTGCTCATTACAGAA

forward 5 5 5 )
GGCA (Cervené oznacena adaptorova sekvence attB4)
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Ieverse

(Cerven¢ oznacena adaptorova sekvence attBlr)

GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGCTTCTGACGCTCTATCTAGC

Amplifikace promotoru OsLsil pro klonovani do pENTR 5°-TOPO

forward

TCTCTGTTTGCACATGTG (fw)
CTGAGGAGCGCAGACAAAAG (fwl)
GGTTCTAAACGTGCCCCAGA (fw2)
GTCTCATCTCAGGCAGCACA (fw3)

Ieverse

TTCTGACGCTCTATCTAGC
TTCTGACGCTCTATCTAGCTGA

Tabulka 7: Pfehled otestovanych primeri pro amplifikaci kodujici sekvence a promotoru

Premix (20 pl): DreamTaq polymeraza QS polymeraza
DNA 1,0 ul 1,0 ul

dH,O 10,56 ul 9,35 ul

Pufr 2,0 ul (10x DreamTaq pufr) | 4,0 ul (5x QS5 pufr)
Betain 4,0 ul 4,0 ul

Ptimy primer (forward) 1,0 pl 0,5 ul

Zpétny primer (reverse) 1,0 ul 0,5 ul

dNTP (10 mM) 0,4 pl 0,4 wl

Polymeraza (5U/pl) 0,04 ul 0,25 ul

Tabulka 8: Slozeni reakéni smési pro Dream Tag a Q5 polymerazu
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Program DreamTaq polymeraza QS polymeraza

Cas Cas
Krok Teplota ' Opakovani | Teplota . Opakovani

(min) (min)
Pocate¢ni

94°C 0:30 Ix 98°C 0:30 Ix

denaturace
Denaturace 94°C 0:15 30x 98°C 0:15 35x
Nasednuti primerti 48°C 1:00 30x 54°C 1:00 35x
Polymerace 72°C 2:30 30x 72°C 2:30 35x
Dosyntetizovani 72°C 2:00 Ix 72°C 2:00 Ix
Ukonceni 4°C 00 4°C 00 Ix

Tabulka 9: Casové a teplotni schéma PCR — DreamTaq a Q5 polymerazy

3.4.5. Agarozova gelova elektroforéza

Pro ovéfeni uspéSnosti amplifikace byla provedena agarézova gelova elektroforéza. Na
zékladé stejnosmérného elektrického proudu umoziuje tato metoda oddélit makromolekuly
rizné¢  velikosti a naboje. Pohyb DNA  probihd v agaréozovém gelu -
1,2 g agar6za, 100 ml 0,5x TAE pufru (sloZeni viz tabulka 10), 10 pl GelRed™. Potiebné
chemikélie byly smichany a zahfivdny v mikrovinné troubé do rozvatreni. Tekuté médium
bylo nalito do specidlnich forem s hiebeny, které vytvoii v gelu jamky. Ztuhly gel byl
ponoten do elektroforézni vany s 0,5x TAE pufrem.

Vzorky DNA byly smichany s DNA Gel LoadingDye (6x) v pomé&ru 5:1 a vneseny do
jamek v gelu. Pro ur¢eni délky fragmenti DNA byl pouZit marker 1000 bp plus Gene Ruler
(2 pl) od firmy ThermoScientific. Vizualizace geli probihala pomoci G:BOX s UV

transiluminatorem a program GeneSnap (SynGene).

0,5x TAE:

TRIS base 121 ¢
Kyselina octova (vychlazend) 2,5 ml
EDTA 50 ml
dH,0O 421,5 ml

Tabulka 10: Slozeni 0,5x TAE pufru

32




3.4.6. Klonovani MultiSite Gateway — BP (nebo TA) a LR reakce

Pro moznost transformace, a tedy pfenosu nami zvolené sekvence mezi bakterii po finalni
rostlinu musi nejprve probé¢hnout BP klondzova reakce, kterd umozni zaklonovat
amplifikovany produkt do vektoru — plazmidu (viz tabulka 2), ¢imz vznikne Entry vektor.
Pro BP klonazovou reakci byly vSechny latky dle tabulky 11 byly smichany v 200 pl
zkumavce a ponechany ptes noc pfi pokojové teploté. Druhy den rano byl piidan 1 pl
proteinazy K a smés byla inkubovdna po dobu 15 minut pfi 37°C v cycleru (Biometra
TAdvanced). Hotovy produkt byl nasledné pouzit pti elektroporaci. Kromé klonovani do
pDONR P4PIr bylo v ptfipadé promotorové sekvence pouzito i klonovani do pENTR 5°-
TOPO. V tomto piipadé byl pouzit The pENTR™ 5°-TOPO® TA Cloning® Kit a bylo
postupovano dle navodu vyrobce (Invitrogen). Reakce probihala 1 h pfi pokojové teploté
a slozeni reak¢éni smési je uvedeno v tabulce 11.

Zaveérecnym krokem této metody je LR reakce, béhem které se jednotlivé sekvence
pomoci LR klondzové reakce spoji v destinaénim vektoru za vzniku expresniho vektoru. Tato

reakce jiz nebyla z casovych diivoda v rdmci diplomové prace provedena.

BP klonazova reakce (5 pl): AT reakce (6 pl):

PCR produkt 0,5 ul PCR produkt 0,5 ul
P donor 1 ul pENTR 5°-TOPO vektor 1 ul
Klonaza BP 1l Solny roztok 0,2 ul
Mili — Q H,O 2,5ul Sterilni H,O 4,3 ul

Tabulka 11: SloZeni smési klonazové reakce

3.4.7. Elektroporace

Produkt BP (nebo LR) klonazové reakce (1 pl) byl smichén s elektrokompetentnimi buiitkami
E. coli (dh 5 a), které jsou uchovavéany v deepfreezeru pii teplot€ — 60°C. Po 1 minuté byla
smés napipetovana do elektroporacni kyvety a vlozena do elektroporatoru s piislusSnym
programem (Bio-Rad Gene Pulser Aparatus, nastaven na 25 pF, 200 Q a 2,5 kV).
Nasledovalo pfidani 1 ml SOC1 média (Super Optimal broth with Catabolite repression)
o slozeni: pepton 2%, kvasni¢ni extrakt 0,5%, glukoza 20 mM, NaCl 10 mM, KCIl 25 mM,
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MgCl, 10 mM, MgSO4 10 mM. Nasledovalo pieliti do sterilni zkumavky. Zkumavky byly
ponechany 1 hodinu na tfepacce pfti teplote 37°C.

Po 1 hodiné byla smés zakoncentrovana kratkym stocenim (10 s) na cetrifuze.
A resuspendovana ve 100 pl SOCI. Elektroporat byl vyset na LB médium (lysogeny broth)
kanamycinem (50 ng/ul) a umistén opét do 37°C do druhého dne.

3.4.8. Ptiprava ploten

LB médium: 10 g/l pepton, 10 g/l kvasnicny extrakt, 10 g/l NaCl a 17 g/l agaru. 200 ml
sterilniho LB média bylo rozvareno v mikrovinné troubé. Po zchladnuti na 60°C bylo pfidano
200 pl antibiotika — kanamycinu (50 mg/ml) po BP reakci, spectinomycinu (100 mg/ml) po
LR reakci. Smés byla peclivé rozmichana. Poté bylo médium nalito do sterilnich Petriho

misek (9 cm). Vychladlé misky byly uzavieny parafilmem.

3.4.9. Kontrolni PCR kolonii (Colony PCR) a pfiprava miniprepu

Nasledujici den byla provedena Colony PCR za uéelem ovéteni, zda byla ziskana sekvence
uspésn¢ zaklonovdna do vektoru. Kvili negativnim vysledkim byly vyzkouseny primery

M13 a také specificky navrzené primery.

Sterilnim paratkem byla odebrana ¢ast vybrané kolonie, kterd byla pfemisténa do 200
ul zkumavky, kam bylo poté napipetovano 10 pl PCR premixu (viz tabulka 13). Casové
a teplotni schéma reakce pro primery uvadi tabulka 13.

Produkt amplifikace byl zkontrolovan pomoci elektroforézy (viz kapitola 3.4.5.)

Premix (10 pl): Primery M13 NavrzZené primery
H,O 8,28 ul 15,56 ul

Pufr 10x DreamTaq 1,00 pl 2,00 ul

Primer 0,25 pl M13 F-20 (20uM) 1,00 pl

Primer 0,25 pl M13 R-26 (20uM) 1,00 pl

dNTP 0,20 pl 0,40 ul
DreamTaq polymeraza 0,02 pl 0,04 ul

Tabulka 12: Slozeni reakéni smési Colony PCR
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DreamTaq polymeraza program

Krok Teplota Cas (min) Opakovani
Pocate¢ni denaturace | 94°C 2:00 1x
Denaturace 94°C 0:30 30x
Nasednuti primert* | 47 °C nebo 54 °C 1:00 30x
Polymerace 72°C 1:00 30x
Dosyntetizovani 72°C 10:00 1x
Ukonéeni 10°C 0 1x

Tabulka 13: Casové a teplotni schéma PCR — DreamTaq polymeraza, * dle pouzitého primeru

3.4.9.1. Zaockovani pozitivnich kolonii

U pozitivné testovanych kolonii E. coli bylo pomoci sterilniho paratka provedeno zaockovani
do 3 pl tekut¢ho LB média (10 g/l pepton, 10 g/l kvasni¢ny extrakt, 10 g/l NaCl,
s kanamycinem (50 ng/ul). Zkumavka s paratkem byla vlozena do tfepacky s 37°C, kde se

nechala inkubovat do druhého dne.

3.4.9.2. Ptiprava miniprepu

Pro ptipravu miniprepu byl pouzit kit Zymo research Plasmid Miniprep classic. Postupovalo

se dle navodu od vyrobce.

Koncentrace vyizolované DNA byla stanovena na NanoDropu (ThermoScientific).

3.4.10. Kontrolni restrikce

Pomoci vhodného restrikéniho enzymu a piislusného pufru lze ovéfit tspéSnost klonovani
metodou restrikce DNA z miniprepii. Vybé&r restrikéniho enzymu prob&hl pomoci programu
Geneious 8.1.9 a byla zvolena Taq 1 restriktdza nebo kombinace restriktaz Pvull a Sphl.
Vhodny restrikéni enzym optimalné $tépi vektor 1 amplifikovanou sekvenci tak, Ze jde odliSit

fragmenty prazdného vektoru a vektoru se zaklonovanou sekvenci.

Kontrolni restrikce (20 pl):

DNA (pfti koncentraci cca 100 ng/pl) 2 ul

Restriktaza 0,2 ul
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Pufr 2 ul

Milli — Q H,O doplnit do 20 pl

Tabulka 14: SloZeni reak¢éni smési kontrolni restrikce

Pti kombinaci vice restriktaz bylo davkovéano od kazdé 0,2 pl. Pufr byl vybran podle
pouzité¢  restriktdzy €1 restriktdz, dle = NEB  double  digest protokolu
https://nebcloner.neb.com/#!/redigest
Reakéni smés (viz tabulka 14) se nechala inkubovat 1 h v teploté podle zvoleného enzymu.
Pro zjisténi vysledki byla nasledné provedena agardzova elektroforéza. Pii pouziti Taql
restriktazy je pouzivan 2% gel, pro ostatni staci bézné¢ pouzivany 1,2%.

Po uspésné restrikci byl vzorek poslan na sekvenaci. Vzorek pro sekvenci byl
pfipraven podle navodu sekvenacni laboratofe Genseq s.r.o. (http://www.genseq.cz/). Bylo
smichédno 5 pl templatu (koncentrace plasmidové DNA 80-100 ng/ul nebo PCR produktu
20-80 ng/ul) a 5 pl primeru (S5uM (5 pmol/ul)). Jako primery byly pouzity primery M13.
Je — 1i sekvence pfili§ dlouhd a sekvenace od M13 mist nestaci k celému procteni je pouzit

primer specificky ke klonované sekvenci.

3.4.11. Piiprava kalusu

Za ucelem pfipravy transgenni ryze bylo postupovano podle publikovaného protokolu (Main
et al., 2015). Nejprve bylo oloupano 5 zrn ryze (Oryza sativa, cv. Nipponbare), ktera byla
sterilovana 70% etanolem po dobu 1 minuty, omyta vodou a 15 minut ponechdna v 50%
Savu. Zrna byla omyta sterilni vodou. Poté co oschnula byla ve sterilnich podminkach
hydrolyzat kaseinu, 2,8 g/l L — prolin, 30 g/l sacharoza, 4 g/l fytogel (pH 5,8) a 1 ml/l N6
vitaminovy zasobni roztok (2 g/l L — glycin, 1 g/l L — thiamin, 0,5 g/l L — pyridoxin, 0,5 g/l L
— nikotinova kyselina). Na tomto médium byla ponechdna 15 dni. Po 15 dnech byly narostlé

cca 1 cm velké kalusy, kterym byl odstranén vznikajici pryt. Tyto kalusy byly nasledné

------

3.4.12. Infekce kalusu pomoci Agrobacterium tumefaciens

Vzhledem k casové narocnosti piipravy konstruktd i celého procesu transformace ryze byla
v ramci diplomové prace provedena testovaci transformace kalusu pomoci a Agrobacterium

(kmen C58C1) nesouci konstrukt s pCP60s (ptipravil Dimitrij Tyc€). Pfed transformaci bylo
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Agrobacterium péstovano 3 dny na YEP médiu - 5 g/l kvasnicovy extrakt, 10 g/l pepton, 5 g/l
NaCl, 15 g/l Bacto agar — obohaceném o antibiotika pii teplotd 19°C. Cast kultury (3 ml) byla
pfenesena do sterilni 50 ml falkony obsahujici 15 ml tekutého infekéniho média: 4 g/l N6
soli, 1 ml/l N6 vitaminovy stock, 1,5 mg/l 2,4 -D, 68,4 g/l sacharéza, 36 g/l glukédza, 0,7 g/l
L-prolin (pH 5,2) na zavér bylo ptidano 100 mg/ml claforamu (carbenicillinu). Smés byla
umisténa do centrifugy na 5000 ota¢ek na 5 minut. Vznikla peleta byla rozpusténa v 5 ml
tekutého infekéniho média. 1 ml byl odebran pro méteni denzity. Piipravené kalusy rostlé na
nasledné byla tekutina odsata a kadinka vlozena na 2 minuty do vortexu. Poté byly kalusy
preneseny na filtraéni papir, kde volné uschly. Suché kalusy byly pfemistény na dva kusy
filtraéniho papiru, které byly navlhceny 1,5 ml tekutého infekéniho média. Petriho misky
s kalusy byly utésnény parafilmem a umistény na 3 dny do kultiva¢ni mistonsti s teplotou
25°C. Prace byla provadéna za sterilnich podminek ve flow boxu. Néasledné byly kalusy
pfeneseny na selekéni médium: 4 g/l N6 soli, 1 ml/l N6 vitaminovy stock, 2 mg/l 2,4 — D,
300 mg/l kasein, 2,8 g/l L — prolin, 30 g/l sachardza, 4 g/l fytogel (pH 5,8). Po vyklavovani
média bylo pfidano 50 mg/l hygromycinu a 250 mg/l claforamu. Petriho misky byly opét
uzavieny parafilmem. Po dobu 4 tydna byly ponechany pfi 30°C v susarné. Aktivné rostouci
kalusy byly pfeneseny na regenera¢ni médium I.— 4,3 g/l MS soli, 2 mg/ | kinetin, 2 g/l
hydrolyzat kaseinu, 30 g/l sachar6za, 30 g/l sorbitol, 8 g/l agar, 0,02 mg/l NAA
(napthaleneacetic acid). Po vyklavovani piidano 1 ml/l MS zasobniho roztoku vitamini (2 g/l
glycin, 0,5 g/l thiamin, 0,5 g/l pyridoxin a 0,05 g/l nikotinové kyseliny), 1 ml/I claforamu, 0,5
ml/l kanamycinu. Misky s kalusy byly poté uzavieny ventilujici paskou a umistény do

kultivaéni mistnosti s teplotou 25°C a fotoperiodou svétlo/tma 16/8 h.

3.5. Regenerace rostliny z kalusu

Za ucelem ozkouSeni protokolu a jeho optimalizace byla testovana regenerace celistvych
rostlin z de-novo odvozenych kalusti. Byla vynechana pasaz infekce Agrobacteriem. Ryzové
kalusy byly odvozené dle postupu vyse (kapitola 3.4.11.). Po 17 dnech bylo regeneracni
médium I (viz kapitola 3.4.12.) vyménéno za regenera¢ni médium II (4,3 g/l MS soli, 1 ml/l
vitaminovy stock, 30 g/l sacharéza, 100 mg/l myo — inostol, 3 g/l Fytagel). Sterilni plastové
Petriho misky byly uzavieny ventilujici paskou a umistény do kultivaéni mistnosti

s fotoperiodou 16/8 h, 25°C.
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4. Vysledky

4.1. Vliv nedostatku fosforu (P) na rist a diferenciaci apoplastickych

bariér u 6 kultivari je¢mene Hordeum vulgare (Experiment 1)

Pivodnim zamérem tohoto pokusu bylo vybrat na zakladé morfologickych vlastnosti kofene
kultivar, ktery tvofi exodermis pro pokusy s protilatkami k fosfatovym transportérim. Jelikoz
kultivary v obou variantdich kultivace (kontrolni a P deficientni varianta) mezi sebou
vykazovaly na prvni pohled jasné rozdily (Obr. 10 a 11), rozhodli jsme se je porovnat ve vice
aspektech, nikoliv jen na urovni kofenového systému. Porovnavana byla délka a sucha
hmotnost prytu, délka, suchd hmotnost kofenového systému, celkovd hmotnost suché biomasy

a stupen diferenciace apoplastickych bariér v rizn¢ starych ¢astech kotene.

4.1.1. Fenotypoveé rozdily mezi jednotlivymi kultivary a vliv deficience P

Deficience fosforu méla vliv na vSechny zkoumané parametry. U vSech kultivart byl pryt
v deficientnim roztoku krats$i neZ v kontrole (GLM, p < 0,05), signifikantni byly také rozdily
mezi jednotlivymi kultivary jak v kontrolnim, tak deficientnim roztoku, kdy v obou
variantach jarni kultivary pfevySovaly ozimé (Graf 1 a 2, ANOVA, p < 0,001). Nejen délka
prytu, ale 1 hmotnost suSiny prytu zaznamenala mezi kultivary rozptyl v kontrolnim roztoku
(Graf 3, ANOVA, p <0,05), avSak v deficienci nebyly rozdily signifikantni (p = 0,134). Co se
tyCe délky kofenového systému, zde byl pozorovan jiny trend nez u prytu, tedy nikoli obecny
vliv snizené dostupnosti fosforu (GLM, p > 0,05), ale spiSe reakce jednotlivych kultivart.
Nékteré kultivary reagovaly na deficienci fosforu zvySenou elongaci svych kofent — z jarnich
kultivarGi Solist a z ozimych kultivarG Henriette, jiné mély koteny krat$i neZ v kontrolni
variant¢ (Graf 5 a 6, ANOVA, p < 0,001). Suchd hmotnost kofeni vSak byla ovlivnéna
variantou kultivace, tj. byla v deficienci vyrazn€ nizsi u vSech kultivard (GLM, p < 0,001).
Zaroven byly v kontrolni 1 deficientni variant¢ mezi kultivary signifikantni rozdily (Graf 7
a 8, ANOVA, p < 0,001). Celkova hmotnost suSiny byla také v deficientni varianté nizsi
(GLM, p < 0,001), avsak mezi kultivary z deficience nebyl signifikantni rozdil (Graf 10,
ANOVA p = 0,056). Signifikantni vSak byly rozdily v R/S poméru mezi kultivary
v deficientni varianté (Graf 12, ANOVA, p < 0,001), zatimco v kontrole nikoli (p = 0,072),

varianta kultivace R/S pomér vyznamné ovlivnila (GLM, p < 0,05).
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Obrazek 10: Kultivary je¢mene — kontrolni varianta. Rostliny kultivované 35 dni ve ¥4 Hoaglandové roztoku.

Ozimé kultivary: Sylva, Henriette, Lancelot, Titus; jarni kultivary: Arthur, Solist.

Obrazek 11: Kultivary je¢mene — deficientni varianta. Rostliny kultivované tyden ve % Hoaglandové roztoku,
nasledné 4 tydny v deficientnim % Hoaglandové roztoku s obsahem OuM P. Ozimé kultivary: Sylva, Henriette,
Lancelot, Titus; jarni kultivary: Arthur, Solist.
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Graf 7: Hmotnost susiny
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Graf 1 — 12: Biometrické charakteristiky kultivar( jeémene v kontrolni a deficientni varianté. Ozimé kultivary:
Sylva, Henriette, Lancelot, Titus; jarni kultivary: Arthur, Solist. Odli$na pismena ukazuji statisticky vyznamné
rozdily mezi variantami (p < 0,05, ANOVA, Bonferroni test, n = 3). Chybové usecky v grafech ukazuji
smérodatnou odchylku.

4.1.2. Apoplastické bariéry

Stézejni casti porovndvani kultivarG bylo histochemické barveni apoplastickych bariér
(Obr. 12 A-F). Stfredem z4jmu bylo zjistit, ktery kultivar vyrazné diferencuje exodermis a zda

K detekci apoplastickych bariér byly odebrany kofeny zrostlin rostoucich
v kontrolnim 1 deficientnim roztoku (Tabulka 15). Z tabulky 15 je patrné, ze se odebrané
koteny lisily v délce v zavislosti na varianté kultivace a kultivaru, ale ze deficience neméla na
rostliny vliv, co se ty&e podilu nevétvené &asti k celkové délce kotene (GLM, p > 0,05). Rezy
byly u vSech kofenil provedeny ve % délky kofene od Spicky. K hodnoceni €etnosti vyskytu
Casparyho prouzki a suberinovych lamel byly zavedeny kategorie, viz tabulka 16. Kontrolni
rostliny nevykazovaly zadnou tvorbu CP v hypodermis (bez grafu). Pouze u jediného
kultivaru Sylva se v minimalni mife objevily SL (n = 3, primérna kategorie = 0,67, coz
vypovidéa o velice nizké Cetnosti vyskytu pouze u ojedinélych bunék v exodermalni vrstve).
Rostliny z kontrolni varianty tedy exodermis nevytvarely, zatimco rostliny z deficientni
varianty exodermdlni CP v rizné mife tvotily (GLM, p < 0,001), ale bez signifikantniho
rozdilu mezi kultivary (Graf 13, ANOVA, p > 0,05). Tvorba SL v exodermis v deficientni
variant¢ byla taktéZ zaznamenana (GLM, p < 0,001). V menSim rozsahu a opét bez
signifikantnich rozdild mezi kultivary (ANOVA, p = 0,382). Pfi pohledu na diferenciaci SL
v endodermis lze pozorovat signifikantni rozdil mezi variantami kultivace (GLM, p < 0,05),
u deficience vyraznéjsi uzavieni, avSak nikoli mezi kultivary v rdmci jednotlivych variant
(ANOVA, deficience, p = 0,627; kontrola, p = 0,879), nebot’ je endodermis u vSech kultivart
v pokrocilém stadiu diferenciace (Tabulka 15). CP endodermis ve % nebyly zkoumany,
na podminkach prostfedi oproti exodermis. JelikoZ vyskyt CP v exodermis ve % délky kofenli
rostlin z deficientniho roztoku naznacoval pomérné pokrocily stupen diferenciace exodermis
u vSech kultivart a rozdily mezi kultivary nebyly statisticky vyznamné, byl dodate¢né udélan
rozbor stavu exodermis 1 v 2 délky téch samych kofent, kde tentokrat byly zaznamenany
signifikantni rozdily ve vyskytu exodermalnich CP mezi kultivary (Graf 15, ANOVA,
p <0,05). SL nebyly v /2 pozorovany v témet zadném ptipadé (bez grafu).
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Dle vysledki této analyzy byl také vybran kultivar Henriette pro nasledné
imunodetek¢ni experimenty, nebot’ tvofil v deficientnim roztoku CP i SL ve vétsi mife, navic
byl pozorovan nartist délky kotene, narGst hmotnosti susiny kofene i celkové biomasy

a hmotnosti suSiny prytu, ¢im se liSil naptiklad od kultivaru Titus, u né&jz byla tvorba SL

vyraznéjsi.
Graf 13: Casparyho prouzky Graf 14: Suberinové lamely
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Graf 13 a 14: Zobrazeni ¢etnosti vyskytu CP a SL ve % délky kotent rostlin z roztoku deficientniho na fosfor.
Cetnosti jsou vyjadieny pomoci kategorii uvedenych v tabulce 16. Chybové tise¢ky v grafech ukazuji
smérodatnou odchylku (ANOVA, Bonferroni test, p < 0,05, n = 3, pouze Solist n =2)

Pramérné délky koren( slouzicich pro detekci apoplastickych bariér ve % a cetnost vyskytu
suberinovych lamel v endodermis ve % délky korene
Kultivar Kontrola 50 Deficience P 50 SL endo 50 SL gn.do SO
(mm) (mm) kontrola deficience P
Arthur 467,67 5,55 324,00 4,04 |3,33 0,47 3,67 0,47
Solist 279,00 4,95 549,00 2,21 |2,33 0,47 |4 0
Henriette |268,33 6,84 684,33 40,03 | 3,33 0,47 |3,66 0,47
Sylva 384,33 2,16 311,33 559 [3,33 0,47 |4 0
Lancelot |354,33 3,02 350,67 4,67 |3 0 4 0
Titus 247,00 2,26 341,00 12,30 |3 0,82 |4 0

Tabulka 15: Primérné délky kotend kultivari a jejich smérodatné odchylky (SO) z kontrolniho i deficientniho
roztoku, u kterych byla provedena detekce apoplastickych bariér a ¢etnost vyskytu suberinovych lamel
endodermis (endo) u téchto kotent a jejich smérodatné odchylky (SO); n = 3, pouze Solist n = 2.
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Kategorie ¢etnosti vyskytu CP a SLv % a % délky
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Tabulka 16: Popis kategorii ¢etnosti vyskytu CP a SL ve ' a % délky kofene
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Graf 15: Zobrazeni &etnosti vyskytu CP v '/, délky kotenti rostlin z roztoku deficientniho na fosfor. Cetnosti jsou
vyjadieny pomoci kategorii uvedenych v tabulce 16. Chybové usecky v grafech ukazuji smérodatnou odchylku
(ANOVA, Bonferroni test, p < 0,05, n = 3, pouze Solist n = 2).
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Obrazek 12 A — F: Apoplastické bariéry ve % délky kotene (od $picky) u kultivaru Henriette; A, C, E — kontrolni
varianta; B, D, F — P deficientni varianta; A, B — Casparyho prouzky v exodermis (barveno berberinem a
gencianovou violeti, UV); C, D — suberinové lamely exodermis; E, F — suberinové lamely endodermis (barveno
Sudanem Red 7B, svétlé pole); métitko odpovida 50 um
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4.2. Fenotypové rozdily mezi jednotlivymi kultivary v deficienci P —

Experiment 2

Tento experiment prob&hl témeét totozné¢ jako Experiment 1, pouze s vétSim poctem
vzorkovanych rostlin n = 9 a byla kultivovana pouze deficientni varianta. Cilem tohoto

experimentu bylo ovéteni predchozich vysledki na vétsim vzorku rostlin.

Kultivace rostlin probihala tyden ve ¥4 Hoaglandové roztoku, nésledné byly rostliny na
4 tydny piesazeny do roztoku stejného slozeni, avSak bez obsahu fosfatu. Kazdy tyden byl

roztok vyménén za Cerstvy.

Kultivary se vyrazné liSily délkou nadzemni ¢asti, tedy prytu (Graf 16, ANOVA,
p < 0,001), 1 hmotnost suSiny pyru byla odli$na (Graf 18, ANOVA, p < 0,05). Stejné tak se
lisily délkou a vahou kotenit (Graf 17, 19 ANOVA, p < 0,001). Hmotnost suSiny celé
biomasy vsSak byla napfi¢ kultivary bez rozdilu (p = 0,858). Rozdily poméru kotene
ke stonku mezi kultivary byly vyznamné (Graf 21, ANOVA, p <0,001).

Reakce jednotlivych kultivarii na deficientni podminky se mezi obéma kultivacemi
lisila, tudiz vysledky prvni kultivace nebyly druhou kultivaci o vétSim poctu vzorkovanych
rostlin potvrzeny. Potvrdila se pouze tendence jarnich kultivarti (Arthur a Solist) tvofit delsi
pryty nez ozim¢ kultivary. Béhem druhé kultivace tyto dva kultivary dokonce zacaly metat
klasy, prestoze délka kultivace a rocni obdobi byly totozné, jako v pfedeslém ptipadé, kdy
do tohoto stadia nedospély. Zarovei se potvrdila i tendence kultivaru Sylva tvofit v deficienci

fosforu velkou kotfenovou biomasu, avSak tvofenou kratkymi koteny (Graf 19).

Detekce apoplastickych bariér byla provedena pouze u dvou vybranych ozimych
kultivara v %2 délky kotene od Spicky, a to u kultivaru Sylva a Lancelot (Tabulka 16 a 17).
Kultivar Sylva vyraznéji tvofil SL. Tyto dva kultivary byly vybrany na zakladé Experimentu
I, kdy vobou sledovanych pozicich kultivar Sylva oproti kultivaru Lancelot vyraznéji

uzavirala exodermis (vykazovala vyssi vyskyt diferencovanych CP).
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Graf 16: Délka prytu

Graf 17: Délka korene
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Graf 16 — 21: Rozdilné morfologické znaky kultivarti po kultivaci v roztoku deficientnim na fosfor. Odlisna
pismena ukazuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami (ANOV A, Bonferroni test, p < 0,05, n =9, pouze
Solist n = 8). Chybové usecky v grafech ukazuji smérodatnou odchylku.

Stav diferenciace exodermis v % délce korene

Délka korene Délka korene
Sylva (mm) cp SL Lancelot | (mm) cp SL
R1 476 0 1 R1 630 4 1
R2 389 2 2 R2 520 1 1
R3 413 4 3 R3 548 0 0

Tabulka 17: Stav exodermis v % délce kotenil 3 rostlin kultivarti Sylva a Lancelot. Hodnota pro CP a SL udava
kategorii €etnosti vyskytu dané struktury (CP nebo SL) v exodermalni vrstve; kategorie dle tabulky 17.

4.3. Lokalizace fosfatovych transportéru v kofenech rostlin vystavenych

deficienci P (14 dni v OuM P) — Experiment 3

StéZejni casti této diplomové prace byly pokusy zaloZzené na metodice imunodetekce, pomoci
které byla zkoumana lokalizace vysokoafinitnich fosfatovych transportéri u je¢mene
(Hordeum vulgare) HvPhtl;1, 2 v rizné starych &astech kotene, tj. /15, Y, Y, */4 délky kotene,
méfené od Spicky. Hlavnim cilem téchto experimenti bylo zjistit, zda s diferenciaci
apoplastickych bariér, predev§im exodermis dochédzi ke zméné lokalizace téchto transportért,
tj. jak je ovlivnéno zapojeni bunc¢k primarni kiiry v pfijmu zivin a jaky ma vliv ulozeni

suberinové lamely na pfitomnost transportéra.

Cely proces imunodetekce byl nckolikrat zopakovan na nezavisle odebranych
kotfenech z né€kolika identickych kultivaci. V nékterych ptipadech vSak nebyl pozorovan
zadny signal, coz moznd mohlo byt zpiisobeno 1 aktudlnim stavem kotene. Do vysledkové
¢asti byly pro hodnoceni korelace mezi diferenciaci exodermis a lokalizaci fosfatovych

transportérii vybrany jen sady fezl, ve kterych byl signal detekovan.

Pro ovéteni specificity svételného signdlu byla zpracovana negativni kontrola
v podobé imunodetekce bez pridani primarni protilatky anti-HvPhtl;1, 2, ve které signal
patrny nebyl v zddném z fezli (Obr. 13 B, D, F; 14 B). Déle byla specificita signalu ovéfovana
pomoci metody FLIM (Fluorescence lifetime imaging). Tato metoda umoziuje odlisSit
fluorescenci riznych molekul na zakladé rozdilné rychlosti poklesu (Zivotnosti) fluorescence

po exitaci. V tomto pfipadé metoda FLIM dokazala relativné dobie odlisit signal protilatky
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od autofluorescence bunécnych stén a pomohla tak ovéfit specificitu signadlu pouzivané
protilatky (Obr. 17).

Fosfatové transportéry HvPhtl;1, 2 jsou povazovany za vysokoafinitni transportéry,
slouzici k pfijmu fosfatu za jeho nizké koncentrace v substratu. Tomu odpovidd ndmi
pozorovany rozdil v signdlu u rostlin péstovanych v kontrolnim roztoku a roztoku
deficientnim na fosfor. V kontrolni varianté signal zpravidla pozorovan nebyl (Obr. 14 C — F),
pouze ve dvou vyjimecnych piipadech byl zaznamenan signal ojedinélych bunck, coz mohlo
byt zpisobeno aktualnim stavem rostliny. Kofeny v kontrolni varianté¢ nevykazovaly
pritomnost CP ani SL (Obr. 16 C — F). V deficientni varianté byl signal protilatky pozorovan

témer vzdy a v rizné mifte.

U kofenli zroztoku deficientniho na fosfor bylo proto déle provedeno detailni
hodnoceni lokalizace transportérii a stupné diferenciace exodermis (pfitomnost Casparyho
prouzki a suberinovych lamel) v jednotlivych Castech kofene. Z téchto vysledki je patrné, ze
¢etnost bunc¢k emitujicich signal protilatky anti-HvPht1;1,2 klesala se stafim kotene, tudiz
nejsilngjii signal byl pozorovéan blizko za kofenovou $pickou, tzn. v '/, délky celého korene
v buiikdch rhizodermis a primarni klry. Svételny signal byl pozorovan na plazmatickych
membranach bunck téchto vrstev. S maturaci kofene signal anti-HvPht1;1,2 zGstaval patrny
predevsim v povrchovych vrstvach kotfene. V ¥ délky byl pozorovan pouze v rhizodermis
a distalni ¢asti bun€k hypodermis. V % a % nebyl patrny zaddny signal (Obr. 13 A — F, 14 A,
B). Histochemickym barvenim byly CP v exodermis detekovany az v %2, SL byly lehce patrné
taktéZ v 2, avSak ve % jiz pozorovany nebyly (Obr. 15 A —F, 16 A, B).

Tato redistribuce transportéri nicméné nebyla pozorovéana vzdy.U jednoho
z nezavisle odebranych kofent byl signal viditelny jak v primarni ke, tak v rhizodermis
ve vSech rizné starych vrstvach kotfene kromé '2, kde nebyl signdl Zadny. Prvni CP se

u tohoto kotene objevily jiz v Va.
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S protilatkou B Bez prim. protilatky

Obrazek 13 A, C, E: Imunodetekce HvPhtl;1, 2 v rlizn€ starych ¢astech kotene — ly 12, ¥4 a 2 délky kotene od
$picky (primarni protilatka: Anti-HvPhtl,1-2; sekundarni protilatka: DyLight 488). B, D, F — negativni kontrola
nespecifické vazby sekundéarni protilatky na fezech z identické pozice jako A, C, E imunodetekci bez pouziti
primarni protilatky; barveno gencianovou violeti, WB; méfitko odpovida 50 pm.

E
1/2




S protilatkou B Bez prim. protilatky

kontrolni
varianta

kontrolni
VEIEDE]

Obrazek 14 A, C, E: Imunodetekce HvPht1;1, 2 (primarni protilatka: Anti-HvPhtl,1-2; sekundéarni protilatka:
DyLight 488); A, B — % délky kofene, deficientni varianta; C — F — kontrolni varianta, '/;, a % délky kofene od
$picky. B, D, F — negativni kontrola nespecifické vazby sekundarni protilatky na fezech z identické pozice jako

A, C, E bez pouziti primarni protilatky; barveno gencianovou violeti, WB; méfitko odpovidd 50 pm.
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Obréazek 15 A — F: Histochemické barveni apoplastickych bariér v '/, Vi a ¥ délky kotene od $picky; A, C, E —
Casparyho prouzky (barveno berberinem a gencianovou violeti, UV); B, D, F — suberinové lamely (barveno
Sudanem Red 7B, svétlé pole); méfitko odpovida 50 pm
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kontrolni
varianta

kontrolni
varianta

Obrazek 16 A — F: Histochemické barveni apoplastickych bariér. A, B - % délky kofene, deficientni varianta; C
— F — kontrolni varianta, '/, a % délky kotene od §picky. A, C, E — Casparyho prouzky (barveno berberinem a
gencianovou violeti, UV); B, D, F — suberinové lamely (barveno Sudanem Red 7B, svétlé pole); C-F — kontrolni
varianta; méfitko odpovida 50 pm
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Obrazek 17: Ovéteni specificity imunodetekce (primarni protilatka: Anti-HvPhtl,1-2; sekundarni protilatka:
DyLight 488) metodou FLIM; A, B — imunodetekce za pfitomnosti primarni i sekundarni protilatky); C, D —
negativni kontrola - imunodetekce bez zafazeni primarni protilatky; B, D — odstranéni signalu bunécné stény

pomoci gatingu (1,75 - 12 ns); barveno gencianovou violeti; emise snimana v rozmezi 495 — 579 nm; métitko
odpovida 10 um.



4.4. Lokalizace fosfatovych transportéra v korenech rostlin vystavenych

deficienci P (21 dni v 10uM P) — Experiment 4

Tento experiment probihal totozné jako pfedchozi, avSak srozdilem v mnozstvi P
v kultivaénim roztoku. Rostliny rostly po celou dobu experimentu v deficientnim roztoku
s 10uM P. Cilem bylo zjistit, zda pfitomnost nizké koncentrace fosfatu po celou dobu
kultivace dokdze u rostlin vyvolat odliSnou reakci (z hlediska ptfitomnosti/lokalizace
fosfatovych transportéra HvPhtl;1,2) na deficienci fosfatu nez u rostlin v Experimentu 3.
I v ptipad¢ tohoto experimentalniho uspotfadani byla pozorovana redistribuce transportért
v ramci kotene. V primarni kiife byl signal pozorovan pouze v nejmladsi ¢asti kotene, odkud
nasledné vymizel. V povrchovych vrstvach signal pretrval do 4 délky kotene, az pozdéji takeé
uplné vymizel (Obr. 18), avSak ve % byl pozorovan signal protilatky u jednotlivych bunck
rhiodermis (Obr. 20). Pfitomnost SL ani CP nebyla do 2 (v€etn€) detekovana (Obr. 19 a 21).
Ve % bylo pozorovano par vznikajicich CP v exodermis, SL nikoliv (Obr. 20). U kontrolni
varianty prob&hl pouze rozbor apoplastickych bariér a to v /1, a %, kde nebyly pozorovany
exodermdlni CP ani SL.

Tyto preparaty byly také snimany pomoci konfokéalniho mikroskopu, coz pomohlo
detailngji odliSit signal protilatky a autofluorescence bunéénych stén. Dle vysledkl této
snimaci metody byla potvrzena redistribuce fosfatovych transportéri pozorovana
ve fluorescen¢nim mikroskopu, avSak s drobnym rozdilem. Lehce patrny signal byl v pokozce

a primarni kiife 1 ve starSich ¢astech kotene (Obr 23).

4.4.1. Paskova plazmolyza

U tohoto experimentu bylo také snahou zjistit stav vyvoje exodermis pomoci detekce
pritomnosti paskové plazmolyzy na fezech segmenty kotfend, které byly kratce vystaveny
pusobeni hyperosmotického roztoku, avSak pro uceleny soubor informaci je zapotiebi provést
detailnéjsi analyzu. Ziskané pilotni vysledky naznaCuji moznou adhezi plazmatické

membrany k bunécné sténé diive, nez jsme schopni detekovat lignifikované CP (Obr. 22).
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Bez prim. protilatky

S protilatkou

Obrazek 18 A, C, E: Imunodetekce HvPht1;1, 2 v riizné starych ¢astech kofene — '/ 12, /4 a 2 délky kotene od
Spicky (primarni protilatka: Anti-HvPhtl,1-2; sekundarni protilatka: DyLight 488). B, D, F — negativni kontrola
nespecifické vazby sekundarni protilatky na fezech z identické pozice jako A, C, E imunodetekci bez pouziti
primarni protilatky; barveno gencianovou violeti, WB; méfitko odpovida 50 pm.
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Obrazek 19: Histochemické barveni apoplastickych bariér; A, C, E — Casparyho prouzky (barveno berberinem a
gencianovou violeti, UV); B, D, F — suberinové lamely (barveno Sudanem Red 7B, svétlé pole); métitko
odpovida 50 um.



S protilatkou B Bez prim. protilatky

Obrazek 20 A: Imunodetekce HvPht1;1, 2 (primarni protilatka: Anti-HvPhtl,1-2; sekundarni protilatka: DyLight
488); ¥4 délky kofene, deficientni varianta. B — negativni kontrola nespecifické vazby sekundarni protilatky bez
pouziti prim. protilatky, fez z identické pozice jako A; barveno gencian. violeti, WB; mé&fitko odpovida 50 pm.

A B

Obrazek 21: Histochemické barveni apoplastickych bariér; A — Casparyho prouzky (barveno berberinem a
gencian. violeti, UV), B — suberinové lamely (barveno Sudanem Red 7B, svétlé pole); métitko odpovida S0 um.

Obrazek 22: Plazmolyza; A — paskova plazmolyza hypodermalni buiiky; B — b&zné plazmolyza hypodermalni
buiiky (barveno FM4-64, WB); Sipky ukazuji na protoplast; mefitko odpovida 25 pm.
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S protilatkou

Bez prim. protilatky

S protilatkou

Obrazek 23 A — D: Snimky z konfokalniho mikroskopu z '/, a % délky kofene ze stejnych fezii jako na obr. 18
a obr. 20.; A, C — Imunodetekce HvPhtl;1, 2 v '/, a % délky kotene od $picky (priméarni protilatka: Anti-
HvPhtl,1-2; sekundarni protilatka: DyLight 488); B, D — negativni kontrola bez pouziti primarni protilatky
na fezech z identické pozice jako A, C; métitko odpovida 50 um.
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4.5. Transformace ryZe (Oryza sativa) — transla¢ni fuze

pOsLsil::OsLsi:GFP

4.5.1. Ptiprava konstruktii

Tento experiment byl zatazen za Ucelem piipravy rostliny nesouci translacni fuzi GFP se
transportérem kiemiku, ktery zajistuje vstup kys. kiemicité do bunék. Detailni sledovani jeho
lokalizace by mohlo piinést odpoved’ na otdzku, jak se pfitomnost transportéru na membrané
endodermalni/exodermalni buiiky méni s pocatkem ukladani suberinové lamely, nebot’ bylo
pro tento transportér popsano, Ze je lokalizovan pravé na urovni apoplastickych bariér (Ma et
al., 2006). V ramci tohoto experimentu bylo také zavadéna nova metodika (transformace ryze)

v laboratofi fyziologické anatomie.

Béhem toho experimentu byla uspé$né amplifikovdna kodujici sekvence genu Lsil
z gDNA 1 cDNA (Obr. 24) a ob¢é sekvence byly klonovany do vektoru pDONOR 221.
Uspésnost klonovani potvrdila kontrolni restrikce i nasledna sekvenace (obr. 26). Problém
nastal pii amplifikaci promotorové oblasti OsLsil. Bylo otestovano né&kolik riiznych primeri
(ptipravenych pomoci programu Geneious 8.1.9, viz tabulka 7) k tomuto promotoru, avSak
zadny z nich nepfinesl pozadovany vysledek. V nékterych piipadech nebyla uspé€sna samotna
amplifikace, opakované ale byly ziskadny produkty odpovidajici délky (Obr. 25). Ty byly
klonovany do pDONOR P4P1r nebo pENTR 5°-TOPO vektoru (podle pouzitych primert).
Kontrolni restrikce nebo sekvenace izolovaného plazmidu vSak vzdy ukézala, Ze byl klonovan
nespravny usek DNA. Tudiz druhd cast MultiSite gateway metody — LR reakce nebyla

provedena.

4.5.2. Testovaci transformace pomoci Agrobacterium nesoucim konstrukt s

volnym GFP

Vzhledem k problémim s pfipravou promotorového konstruktu byla za Gcelem otestovani
a optimalizace postupu transformace ryZovych kalusi provedena zkuSebni transformace
pomoci Agrobacterium (kmen C58C1) nesouci konstrukt pCP60 s volnym GFP (pfipravil
Mgr. Tyc¢; viz diplomova prace Ty¢, 2011). Kalusy se podaftilo transformovat (Obr. 27), avSak

regenerovat z kalusu rostliny jiz nikoliv.
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5000 bp

1500 bp

500 bp

B ol i =5 SR TR
Obrazek 24: Produkty amplifikace kodujici sekvence (cds) genu OsLsil pro klonovani do vektoru pDONOR
221; pouzité primery viz Tab. 7; amplifikace provedena 3x s riiznou teplotou nasedani primeri - pouzité teploty

jsou uvedeny v obrazku; zebticek 1 kb plus

5000 bp

1500 bp

500 bp

PR r e

Obrazek 25: Produkty amplifikace promotoru genu OsLsi! pro klonovani do vektoru pENTR 5 TOPO; pouzity

tii rizné forward primery (fw — fw3) dle Tab. 7; amplifikace pro kazdou kombinaci primert provedena 3x

s riznou teplotou nasedani primer béhem PCR reakce - teploty jsou uvedeny v obrazku; zebticek 1 kb plus
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530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630

GATAGTGACCTGTTCGTTE AARTTGARTGAC

Consensus

Coverage

530 540 550 560

M13 forward

pDONOR22... GREABGAERGTTGTARAADGALGS OEAGCTENTARGCETEGG ; IENEAAATARTCATTTIATTITGC ATTGC ATA G ICATET G ITEG ITGEAATAAATTC ATGAG EBARTG

71CI158.ab1
640 650 660 670

Consensus CTTTTTTATARTGC CARC TTTGTACA GCTTAA

Coverage —
640 650

attL1 fw OSLSI1
OsLsi1_CDS

pDONOR22... lﬁm@ﬁhmEG'!AMG%IAN\MAGI:AGGI&EEAA%GGUGMIAAIMGAGAAIAAAMGGGIGAM_AISAGAMIGAW

71CI58.ab1

Consensus
Coverage

pDONOR22...

71CI58.ab1

Consensus
Coverage

pDONCR22... BAEG TTEETCRTCO TG TIEAT ARG TCTGGCoR

71C158.ab1

Obrazek 26: Cast vysledku kontrolni sekvenace vektoru pDONOR 221 se zaklonovanou kodujici sekvenci genu
Lsil; pro sekvenaci byl pouzit M13 forward primer (fialov¢). Patrné je zde attL1 misto vektoru (oznaceno
zelend) a pocatek kodujici sekvence OsLsil (OsLsil CDS, oznageno $edd) a . Radek 71CI58.abl — vysledek
sekvenace; pPDONOR221 - in-silico pfipravena sekvence vysledného konstruktu; modra barva ozna¢uje shodu

mezi sekvencemi. Exportovano z programu Geneious 8.1.9.

Obrazek 27: Ryzovy kalus transformovany pomoci Agrobacterium (kmen C58C1) nesouci konstrukt pCP60 s
volnym GFP. Je zde patrny okrsek transformovanych buné€k, které obsahuji GFP; sniméano binolupou
s fluorescenci (WB).
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4.5.3. Ptiprava kalusu a regenerace rostlin

Tato ¢ast metody byla prakticky zvladnuta a optimalizovana. V tomto pifipadé€ byla vynechéna
pasaz infekce pomoci Agrobacterium. Prace tedy probihala s kalusy, které neprosly
transformaci. Jelikoz seminka 18 dnil po vysazeni na iniciacni médium (dle Main et al. 2015)
vykazovala minimdlni riistové zmény, byla pfesazena na nové médium s dvojnadsobnym
mnozstvim 2,4 — D. Na tomto médiu zacala kalogeneze, ktera probihala 22 dnii. Poté byly
kalusy pfeneseny na regeneracni médium I. Po 18 dnech byly kalusy s rostlinami pfesazeny
na regeneracni médium II (Obr. 28). Po cca 14 dnech byly rostliny schopny pfesazeni

ex — vitro, coz v$ak jiz nebylo z ¢asovych divodu provedeno.

Obrazek 28: Kalusy na regenerac¢nim médiu I. a II., postupujici doba kultivace. A— tfi tydny staré kalusy pii

presazeni na regenerac¢ni medium I, B— pocinajici regenerace rostlin z kalust po 17 dnech na regeneracnim

mediu I, pfenos na regenera¢ni médium II, C — kalusy po 27 dnech kultivace na regeneraénim mediu II, D —
kalusy po 32 dnech kultivace na regenera¢nim mediu II
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5. Diskuze

5.1. Vliv nedostatku P na rust rostlin a utvareni exodermis v korenech

jeCmene

Za ucelem charakterizovat vliv nedostatku P na rast rostlin a postup diferenciace exodermis
v kofenech (a pfipadnou korelaci mezi t€émito faktory) bylo testovano celkem Sest kultivart
je€mene — jarni: Arthur, Solist a ozimé: Henriette, Sylva, Lancelot, Titus. Byly provedeny
hydroponické kultivace v kontrolnim roztoku a roztoku deficientnim na fosfor. Kontrolni
rostliny byly péstovany v Hoaglandové roztoku (Hoagland a Arnon, 1950) ziedéném na
Y4 koncentraci s pridavkem mikroprvka. Koncentrace PO4> v tomto roztoku dosahuje 254pM.
Tato koncentrace by méla byt optimalni pro rist a vyvoj rostlin (Lastivka a Minat, 1967).
Ve varianté deficientni na fosfor byl po dobu 14 dni z roztoku PO, tpln& odebran (OpM)
a obsah K" byl dorovnan na hodnotu odpovidajici 4 Hoaglandu ptidanim K,SOy.

5.1.1. Rastova odpoveéd’ jednotlivych kultivarG na nedostatek P

Deficience zivin ma vliv na vyvoj rostlin v riiznych aspektech. Nedostatek fosforu se obecné
projevuje napiiklad snizenym poctem listG a jejich tmavym zbarvenim, mensi listovou
plochou, zvySenim poméru R/S, sniZzenou ucinnosti fotosyntézy, zménami v morfologii
kofenového systému, omezenim tvorby reproduktivnich organu atd. (Marschner, 1995). Neni
proto piekvapujici, ze se 1 v piipad€ naSich kultivaci nedostatek fosforu projevil napti¢ mezi
kultivary celkovym sniZenim tvorby biomasy nadzemni 1 podzemni ¢asti. Jak délka, tak sucha
hmotnost pryti byla v deficienci snizena. Co se tyce kofenového systému a jeho odpovédi na
deficienci P, zde kultivary reagovaly odlisné. V piipadé prvni kultivace kultivary Solist
a Henriette v deficientni varianté vyrazné prevySovaly délkou svych kofenil ostatni kultivary,
nebot’ oproti kontrolni varianté¢ své kofeny prodlouzily. Opacény trend byl naopak patrny
u kultivaru Arthur, ktery v deficientnich podminkach dokéazal vytvoftit jen kratky kofenovy
systém, vyrazng krat$i nez v kontrolnich podminkach. Vzhledem k t€émto zajimavym rozdiltiim
v rastové reakci mezi kultivary v prvni kultivaci byla provedena druha kultivace s vétSim
poctem opakovani. Tato detailnéjsi kultivace vSak rustové trendy z prvni kultivace potvrdila
jen ve velmi omezené mire. V pfipadé druhé kultivace totiZ nebyly rozdily mezi kultivary

nijak vyrazné.
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Nekteré trendy se nicméné opakovaly v obou kultivacich. Jarni kultivary Arthur
a Solist vykazovaly v obou kultivacich i obou variantach kultivace delsi pryty, coz souvisi se
strategii jejich zivotniho cyklu. Z jednotlivych kultivari je mozno zminit ozimy kultivar
Sylva, jenz opakované¢ na deficienci reagoval vytvorenim velkého mnozstvi kratkych kotfent
a vykazoval vysoky R/S pomér. V fadé ptipadu vSak byly rastové trendy v obou kultivacich
rozdilné. Napft. kultivar Henriette prevySoval v prvni kultivaci v deficientni varianté celkovou
biomasou ostatni kultivary a mél velmi dlouhy kofenovy systém, zatimco v kontrolni varianté
byl druhy nejmensi. V druhé kultivaci (deficientni) nebyly mezi kultivary rozdily v celkové
biomase, ani délkou koten kultivar Henriette nepfevySoval ostatni kultivary, m¢l vsak

nejkratsi pryt.

Rozdilné vysledky mezi kultivacemi mohou byt zplsobeny malym poctem rostlin
v prvni kultivaci, ¢i tim, Ze béhem prvni kultivace sdilely dva rtizné kultivary jednu kultivacni
nadobu. Nyni probihd treti kultivace s obsahem 10uM P v kultivaénim roztoku, kterd dle
predbézného pozorovani spise potvrdi vysledky druhé kultivace, avsak vysledky této
kultivace nebudou v této praci zatazeny.

Dostupnost fosfatu byva castym problémem mnohych obhospodafovanych pad, kdy se
k jeho doplnéni pouzivaji hnojiva. Efektivita hnojeni je Casto velmi nizka a dochazi tak
k opa¢nému ucinku, kdy nadbytek fosfatu v ekosystému ma negativni dopad a zpusobuje
napiiklad eutrofizaci (Smith et al., 1999) a pokles diverzity ekosystémui (Ceulemans et al.,
2013; Lambers et al., 2013). ReSenim této problematiky by mohlo byt péstovani kultivari
nejlépe ptizptisobenych k ristu v deficienci, s kofenovym systémem schopnym efektivné
vyuzit dostupny fosfor. Studie zabyvajici se vlivem deficience fosfatu na délku kotfenti u Ctyt
jarnich kultivard je¢émene v polnich podminkach v zavislosti na vynos zrna doklada, ze vynos
zrna byl ovlivnén délkou kotfenti. Délka kofenli ovliviiuje mnoZstvim pfijatého P, tudiz
kultivar s nejdelSim kofenovym systémem pfijal nejvice P a byl tak nejvynosnéjsi (Schjerring
a Nielsen, 1987). V jiné studii porovnavali morfologii kofenovych vlaskii dvou kultivara
z ptedchozi studie - nejvice a nejméné vynosného kultivaru. Porovndvana byla hustota a délka
kotenovych vlaski. Vice vynosny kultivar mél hustsi a del§i kofenové vlaseni nez druhy
sledovany kultivar pfi kultivaci v piidé i v hydroponii, av§ak v hydroponické kultivaci nebyly
zaznamenany rozdily v mnoZstvi pfijatého P. Delsi kotenoveé vlasky v piidé umoznuji vyssi
pfijem dostupného P (Gahoonia a Nielsen, 1997). Tyto prace dokladaji, ze riistové parametry
kotenového systému v deficientnich podminkach jsou dillezitou charakteristikou ovliviiujici

pfijem Zivin.
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5.1.2. Diferenciace exodermis pod vlivem nedostatku P

vvvvvv

a Peterson, 1993; Taleisnik, 1999), coz bylo experimenty této diplomové prace potvrzeno.
Stejné vysledky, tedy indukci diferenciace exodermis u kukutice (Zea mays) deficienci Ziviny
(predevsim dusiku) také zaznamenal kolega ze stejné laboratofe Jifi Namyslov. Exodermis
funguje jako ochranna bariéra, avSak na pfijem zivin mize mit zfejmé i negativni dopad.

Detekovatelné exodermalni CP byly pozorovany jiz v '2 délky kotfene, zatimco
u kontrolni varianty nebyly CP diferencovany ani ve % délky (tj. v bazalni casti kofene).
I v ptipad¢ SL byl pozorovan vliv deficience P, avSak az ve star$i ¢asti kotene, tj. ve %, kdy
kofeny deficientni varianty v urcité mife dospély do stadia SL, zatimco kontrolni varianty
nikoliv (vyjime¢ny vyskyt SL u ojedinélych bun€k jednoho kultivaru z kontrolni varianty
mohl byt zptisoben aktualnim stavem rostliny ¢i kultivaénimi podminkami). Signifikantni vliv
deficience na SL ve % délky kotene byl také pozorovan na urovni endodermis, kdy deficientni
varianta mé¢la na rozdil od kontrolni varianty endodermdlni vrstvu jiz téméf plné
suberinizovanou. Korelace mezi délkou kofenového systému a stupném diferenciace
exodermis nebyla nalezena. Mozno zminit, ze kultivary Sylva a Titus mély sice kratky, zato
husty kofenovy systém a vykazovaly hojnéjsi vyskyt exodermalnich CP. Titus také tvofil
nejvice SL. V obou sledovanych pozicich, tj. v /2 a % délky kofene, mé&ly tyto dva kultivary
spolu s kultivarem Henriette, ktery mé¢l naopak dlouhé kofeny, nejvice diferencovanou
exodermis. Kultivar Lancelot mél v 72 nejméné CP, avSak ve % se vyrovnal ¢etnosti CP 1 SL
kultivaru Arthur.

I ptes jednoznaény vliv deficience P na indukci tvorby exodermis, pozorovany v této
praci, nam neni znama konkrétni studie zabyvajici se timto tématem. Existuji nicméné studie
zabyvajici se vlivem deficience Zivin na mnoZzstvi ulozeného suberinu v apoplastickych
bariérach. Naptiklad autor Pouzelo (1984) pozoroval pii deficienci hoiciku zvySené ukladani
suberinu v endodermis 1 exodermis u kotfene kukufice (Zea mays), coz koreluje s nasimi
vysledky, kdy ve % délky kotene byla u deficientnich rostlin pozorovana vét§i uzavienost
endodermis suberinovymi lamelami neZ v kontrolnim roztoku. V této praci se autor a kolektiv
nezabyvali mistem uloZeni prvnich suberinovych lamel, pouze mirou suberinizace
v konkrétnich pozicich. Dalsi studie zabyvajici se vlivem nedostatku N a salinity na obsah
suberinu v apoplastickych bariérach skocce (Ricinus communis L.) pozoruje naopak snizeni
obsahu suberinu pfi deficienci N, zatimco v pfipad¢ salinity jeho nartst (Schreiber et al.,

2004). Toto pozorovani nebylo potvrzeno praci provedenou na kukufici (Zea mays), v niz
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autor pozoroval zesileni suberinizace endodermis pfi deficienci NOj a tim padem nizsi prutok
vody kofenem. Naopak mén¢ suberinu v CP a soucasné zvyseni pratoku vody kofenem bylo
pozorovano pii deficienci drasliku (Schraut, 2005). Tentyz autor popisuje snizeni hydraulické
vodivosti kofene v piipad¢ deficience S a P (Clarkson et al.,2000; Radin a Matthews, 1989).
Recentni studie provedend na Arabidopsis thaliana potvrzuje vliv deficience na ukladani
suberinu v endodermis, aviak v piipadé nedostatku K" pozorovali jeji zvy$enou suberinizaci.
V ptipad¢ nedostatku zeleza, manganu a zinku doslo k poklesu ukladéni suberinu (Barberon
et al., 2016a). Regulaéni roli vramci suberinizace hraji téz fytohormony. Pii plisobeni
ethylénu bylo pozorovano snizeni suberinizace, naopak pii aplikaci ABA jeji indukce (Boher
et al., 2013; Cottle a Kolattukudy, 1982). Nejen deficience, ale naopak i vySs$i koncentrace
nékterych zivin v pad€ ovlivituje ukladani suberinu. Potvrzeni nérGstu suberinizace vlivem
zvySené koncentrace soli v pude prinesla studie porovnavajici tfi kultivary ryze razné
odolnych vici salinité. Po tydnu plsobeni solného stresu doslo ke zvySeni obsahu suberinu
v apoplastickych bariérach u vSech kultivari. Odolny kultivar mél vSak exodermis vice
diferencovanou i v mladsich ¢astech kotene, a i v optimalnich podminkach (Krishnamurthy et
al., 2009).

Plasticita reakce rostlin mlze byt zplsobena vlivem deficience ¢i nadbytkem
konkrétni Ziviny v zavislosti na mnozstvi, ve kterém ji rostlina potiebuje ¢i samotnym druhem
rostliny a jejimi potfebami. V této praci byla pozorovéana indukce tvorby exodermis deficienci

P zfejmé za ticelem omezeni ztrat jiz ptijatého fosfatu.

5.2. Vliv diferenciace exodermis na lokalizaci membranovych transportéri

fosfatu v primarni kiire

Ve snaze zjistit vliv diferenciace exodermis na pfijem a radidlni transport Zivin byly
provedeny pokusy imunodetekce pomoci protilatky k fosfatovému transportéru HvPhtl;1,2.
Otazkou bylo, jakym zplisobem ovliviiuje pfitomnost exodermis zapojeni bunc€k primarni
klry v pfijmu a transportu Zivin, tj. zda se budou na membranach bun€k primarni kiry tyto

transportéry vyskytovat i po diferenciaci exodermalnich CP.

5.2.1. Imunodetekce fosfatovych transportért

Pro tyto experimenty byl vybran kultivar Henriette (H. vulgare cv. Henriette), ktery jak ve %,

tak 1 v ¥4 délky kotene tvofil exodermdlni CP a v mens$i mife i SL. Transportéry HvPht1;1,2 se
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fadi mezi vysokoafinitni (Schunmann, 2004), z ¢ehoz Ize predpokladat jejich vyskyt u rostlin
péstovanych za nizké koncentrace fosfatu v prostiedi. Kultivar Henriette byl proto pied
imunodetekci HvPhtl;1,2 kultivovan nejenom v kompletnim zivném roztoku, ale byl takeé
vystaven po uréitou dobu nedostatku P ve dvou kultivaénich schématech. V jednom ptipadé
byly rostliny péstovany tyden v kompletnim Zivném roztoku a nasledné¢ byly na dva tydny
pievedeny do roztoku s obsahem OuM P. Druha kultivace se liSila zptisobem navozeni
deficience, kdy rostliny po celou dobu kultivace, tj. tfi tydny rostly v zivném roztoku
o obsahu 10uM P. V souladu s pfedpoklddanou funkci HvPhtl;1,2 byl signal protilatky
pozorovan piedev§im u rostlin z P deficientnich kultivaci (0 nebo 10uM P). U rostlin
péstovanych v kontrolnim roztoku byl svételny signdl zaznamenan pouze v ramci jedné
kultivace, kdy byl pozorovan signél né€kolika malo bunék v 7 a % délky kotene. To mohlo byt
zpisobeno aktualnim stavem rostliny. Metoda imunodetekce byla vzdy korelovana
s histochemickym barvenim apoplastikych bariér. V kontrolnich variantdch nebyla

diferenciace exodermis pozorovana v zadném z analyzovanych kotend.

Ve dvou uspésnych piipadech imunodetekce byla pozorovdna zmeéna distribuce
membranovych fosfatovych transportérd HvPhtl;1, 2. Testovana byla vzdy /1o, Y4, % a %
délky kotene. V obou ptipadech byla lokalizace transportéri HvPhtl;1, 2 v nejmladsich
Castech kotfenli detekovana na plazmatickych membranach bunék rhizodermis a primarni
kary, coz odpovida pozorovani autora Schiinmann a kolektivu (2004), ktefi vSak tento signal
pozorovali u transformované ryze, nesouci translacni fuzi HvPhtl;1 nebo HvPhtl;2 s GFP
pod 35S promotorem. Jednalo se tedy o overexpresi obou genil. V naSem piipad¢ se jednalo
o skutecnou lokalizaci t&€chto transportérii v redlnych podminkach pifimo v je¢meni.
V V4 délky kotene byl jiz signdl patrny pouze u bunck rhizodermis nebo v distalni Casti
plazmatické membrany bunck hypodermis, ptfestoze CP ani SL nebyly vtomto misté
detekovany pomoci histochemického barveni. V %2 se signél z bun¢k rhizodermis vytracel ¢i
nebyl viibec pozorovan. Ve % se v jednom piipadé signal u par bunck objevil. Ve stejném

misté byly pozorovatelné vznikajici CP.

Z téchto vysledkli je patrné, ze redistribuce lokalizace fosfatovych transportért
jec¢mene HvPhtl;1, 2 je patrnd, ale nekoreluje ptesné s nastupem diferenciace exodermis.
K redistribuci dochazi dfive, nez je diferenciace exodermis zapocata. To miize byt vysvétleno
dvéma mozZnosti. Jednou z mozZnosti je funkénost CP v exodermis diive, nez je mozné
histochemickym barvenim detekovat jejich lignifikaci. Funkénost CP lze dokazat adhezi

plazmatické membrany k bunécné sténé¢ pomoci paskové plazmolyzy (Bonnett, 1968).

68



Druhou moZznosti je neménné vyvojové nastaveni rostliny, kdy pfijem majoritn¢ probiha jen
v nejmladsich castech rostliny, které se dostanou do oblasti pidy s dostupnym fosfatem,
nebot’ fosfat je v pade¢ velice malo pohyblivy a dochdzi ke vzniku vycerpanych oblasti (Brady
and Weil, 2001).

V piipad¢ transportérii né€kterych zivin byla také pozorovana zména jejich lokalizace
s vyvojem kotene, avSak bez pfesné detekce apoplastickych bariér. Napiiklad transportéry
boru mizi se staiim kotfene z pokozkovych vrstev u Arabidopsis thaliana a zGstavaji na rovni
endodermis (Alassimone et al., 2010; Takano et al., 2010), u ryZze mizi z rhizodermis
a zUstavaji pouze na Urovni exodermis, ziejm¢ v rdmci koordinace pohybu latek mezi
apoplastem a symplastem (Liu et al., 2015). V ptipad¢ transportu dusiku byla také pozorovana
zména lokalizace nékterych transportérti. Napiiklad u Arabidopsis thaliana se AtNRTI;1
vyskytuje v mladych castech kotfene v buitkdch rhizodermis, zatimco ve starSich castech

v primarni kiife a endodermis (Krouk et al., 2010).

Jedna studie koreluje zménu lokalizace transportéri vody u kukufice (Zea mays)
s diferenciaci kofene, ve které autofi pozorovali zvySenou pfitomnost né€kterych aquaporinti
v bunikach exodermis a rhizodermis (Hachez et al., 2006b). V této studii také zaznamenali
zvysenou expresi nékterych aquaporini v elongacni a maturacni zoné oproti kotfenové Spicce.
Nejvyraznéjsi nartist exprese ve starSich Castech kofene byl pozorovan u transportéru
lokalizovaného pravé v exodermis, endodermis a distalni strané bun¢k rhizodermis, z ¢ehoz
vyplyva mozna zména lokalizace transportérti s diferenciaci kofene a apoplastickych bariér

a usnadnéni transportu vody v téchto diferencovanych ¢astech kotene.

Ovéfeni pozorované redistribuce fosfatovych transportérii v rdmei této prace prob&hlo
pomoci konfokalniho mikroskopu, avSak dle vysledkli snimani konfokalnim mikroskopem
byla pozorovana do jisté miry pfitomnost transportérd fosfatu u je¢mene (Hordeum vulgare)
v rhizodermis 1 primarni kiife v diferencovanych ¢astech kotfene. Tato skutecnost by mohla
pfedstavovat zapojeni bun€k primdrni kary v transcelularnim transportu, jako je tomu
napiiklad v pfipad¢ transportu kiemiku a vyskytu jeho transportéri (Lsil) v primarni kife.
Stejné tak je tomu v piipadé transportu kiemiku u kukutice (Zea mays), zatimco u ryze (Oryza

sativa) je tento transportér lokalizovan v apoplastickych bariérach (Mitani et al., 2009).
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5.3. Vliv suberinové lamely

Druhou otazkou feSenou v ramei této diplomové prace bylo, zda ulozeni suberinové lamely
koreluje s vymizenim membranovych transportért, které se ucastni pfijmu Zzivin a jejich
radidlniho transportu, nebot’ pfitomnost SL ovliviiuje pfistupnost latek k plazmatické
membrané bunck apoplastickych bariér. Co se tyée suberinovych lamel a jejich vlivu na
lokalizaci membranovych transportérli, neni ndm znama zadna studie, ktera by se zabyvala
touto konkrétni otazkou, pfestoze se jiz mnoho autori zabyvalo vlivem suberinu na
prostupnost bun€k. Jiz autor Haberlandt (1884) ptedpokladal vétsi propustnost kratkych
bunek dimorfni exodermis, kde k ukladani suberinovych lamel nedochazi nebo je opozdéno.
V pozdéjsich pracich jsou tyto buiiky nazyvany jako tzv. propustné buiiky, které usnadiuji
transport latek v misté apoplastickych bariér (Meyer et al., 2011a; Peterson a Enstone, 1996).
Vyss$i propustnost propustnych bun¢k byla experimentalné zkoumana a dokdzana pomoci
sond (tracer) (PTS, Fe®',...) (Peckova et al., 2016). Byla také pozorovana piistupnost
a propustnost membrany endodermis pomoci FDA (fluorescein diacetat), kdy se tato latka
stane fluorescentni po piijmu do zivé buiky (Barberon et al., 2016). U suberinizovanych
bunck byl svételny signal pozorovan s nékolika minutovym zpozdénim oproti bunkam bez
suberinovych lamel. Z toho vyplyva zpomaleni vstupu latek z apoplastu do cytosolu bunék,
avSak nikoliv uplnd izolace, nebot’ plazmodermy zlstdvaji prichodné¢ (Barberon et al.,
2016b). Bylo by tedy zajimavé sledovat vliv uloZeni suberinové lamely na pfitomnost
membranovych transportéri na trovni konkrétni bunky.

Na otazku, zda ulozeni suberinové lamely ovliviiuje lokalizaci membranovych
transportérti, se nam imunodetekci fosfatovych transportérii je¢mene bohuzel nepodatilo
odpovéd’, nebot’ jejich lokalizace byla pozorovana pouze v mladych ¢astech kotene, kde jesté
nebyly vytvofeny exodermalni SL ani CP. DalSim moznym zpiisobem, jak na tuto otazku
odpoveédét, bylo pripravit ryzi nesouci translacni fizi kiemikového transportért Lsil s GFP.
Tento transportér byl totiz lokalizovan na plazmatickych membranach bun¢k apoplastickych
bariér (Ma et al., 2006). V ptipad¢ tohoto experimentu byla ziskdna pouze kodujici sekvence
genu Lsil z genomické DNA 1 cDNA. I pfes znacné Usili a vyzkouSeni n€kolika rtiznych
primerd pro sekvenci promotoru, se nam nepodafilo promotor amplifikovat. V ptipadé
nekterych primerit vySla pozitivné kontrolni restrikce, avSak naslednd sekvenace ukazala, ze
se do vektoru zaklonovalo néco jiného, co délkou sekvence odpovidalo naSemu promotoru.
V ramci toho experimentu byla nicméné optimalizovana piiprava kalusu a regenerace celistvé

rostliny.
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6. Zavér

Tato diplomové prace méla za cil analyzovat vliv deficience fosfatu na diferenciaci
apoplastické bariéry exodermis a jak tato vrstva ovliviiuje lokalizaci membranovych
transportérti. Z experimentil s jeCmeny (Hordeum vulgare) vyplyva, ze deficience fosfatu
indukuje tvorbu exodermis blize ke Spic¢ce. Vliv této bariéry na lokalizaci transportérii podél
podélné osy kotene s jeji postupujici diferenciaci byl zkoumdn taktéz na jeCmeni. Byla
sledovéna lokalizace vysokafinitnich fosfatovych transportérti. V tomto pfipadé nebyl cil
zcela dosazen, nebot pfijem fosfatu probihd ziejmé pievazné kotfenovou Spickou, kde
k detekovatelné diferenciaci exodermis nedochazi. Piesto byla fluorescen¢nim mikroskopem
pozorovana redistribuce téchto transportéri a jejich vymizeni z primarni kiry v oblastech
blizkych kotfenové Spicce (1/4 délky kotene). Nebyl tedy pozorovan ani vliv suberinové
lamely na lokalizaci membranovych transportérti, nebot’ nebylo mozné korelovat jeji vyskyt
s vyskytem fosfatovych transportérii, které mizi diive, nez se SL za¢nou tvofit a dalsi ¢ast této
prace — transformace ryze (Oryza sativa) nebyla z ¢asovych divodi dokoncena. Podatilo se
alesponl optimalizovat metodiku regenerace rostlin z ryzovych kalusti a amplifikovat kodujici

sekvenci genu OsLsil.
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