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Abstrakt

Rist a vyvoj rostlin je zvelké miry vazan na padni prostfedi, které¢ je zdrojem
mineralnich latek a vody potiebné pro pieziti rostlin. Dostupnost téchto zdroji v pad¢ je vSak
velice heterogenni a dulezité prvky mohou byt vyplavovany do spodnich casti pidy nebo
vazany na pudnich Casticich. U rostlin se proto v pribéhu evoluce vytvofila fada adaptaci
zvysujici efektivitu kofenového systému. Jednim z téchto aspektl jsou i apoplastické bariéry
(endodermis a exodermis). Ob¢ tyto vrstvy ovliviiuji transport latek z a do kotene, ¢imz omezuji
neregulovany apoplasticky transport diky modifikacim bunéénych stén, kde jsou ulozeny
polymery omezujicich transport latek. Jedna se o Casparyho prouzky a suberinové lamely. Ty
se Casto diferencuji rychleji v pripad€, ze rostliny ¢eli né¢jakému stresovému faktoru, naptiklad
suchu, salinité nebo toxicité. Rychlost diferenciace ovlivituje ale i nedostatek zivin (napi. N, P,
K a Fe). Vlivem deficience mize dochézet ke zrychleni i zpomaleni diferenciace, coz ziejmé
napomaha optimalizovat transportni vlastnosti kofene podle aktualnich podminek. Tato reakce

je zatim ale mén¢ prozkoumana.

Tato préce je proto zameétena na analyzu reakce exodermis (i endodermis) na nedostatek
zivin v prostiedi, s hlavnim dirazem na variabilitu této reakce napfi¢ riznymi druhy
jednodéloznych i dvoudéloznych rostlin, ale 1 na variabilitu vnitrodruhovou (mezi kultivary
jednoho druhu rostliny). Mensi ¢ast prace byla vénovana také lokalizované odpovédi bariér na
lokalni nedostatek dusiku (v délené kultivaci) u rostlin Helianthus annuus. Zéveéreénym
experimentem byla pak analyza rychlosti suberinizace endodermis Arabidopsis thaliana
v zévislosti na deficienci Zivin v médiu, protoZe se jedna o vyznamnou modelovou rostlinu, coZ
poskytuje vyhodu pro dalsi experimenty v budoucnu. Hlavnim vysledkem prace je zavér, ze
rizné druhy rostlin reaguji na deficienci v n€kterych aspektech podobné (nejsilnéjsi vliv ma
deficience N, ktera stimuluje diferenciaci exodermis), pfesto je variabilita reakce exodermis
napfi¢ druhy relativné vysoka. Jsou patrné rozdily v intenzité reakce (a to 1 mezi kultivary

jednoho druhu) i rozdily v reakci na rizné deficience.

Klic¢ova slova: Apoplastické bariéry, exodermis, kulturni plodiny, dostupnost Zivin, deficience.



Abstrakt v angli¢tiné

Plant growth and development is largely dependent on the soil environment which is a
source of minerals and water needed for plants to survive. However, the availability of these
resources in the soil is very heterogenous and important elements can be leached into the lower
parts of the soil or bound to soil particles. Plants have therefore developed a number of
adaptations during evolution to increase the efficiency of the root system. One of these aspects
are the apoplastic barriers (endodermis and exodermis). Both of these layers affect the transport
of substances to and from the root, thereby limiting unregulated apoplastic transport through
modifications of the cell walls where the polymers that limit the transport of substances are
deposited. These are Casparian bands and suberin lamellae. They often differentiate more
rapidly when plants are faced with a stress factor such as drought, salinity or toxicity. However,
nutrient deficiencies (e.g. N, P, K and Fe) also affect the rate of differentation. Deficiencies can
result in both acceleration and deceleration of differentation, which seems to help optimize root
transport properties according to the current conditions. However, this reaction has been less
studied so far.

This work therefore focuses on the analysis of the response of exodermis (and
endodermis) to nutrient deficicencies in the environment, with a main emphasis on the
variability of this response across different monocot and dicot species, but also on intraspecific
variability (between cultivars of the same plant species). A minor part of the work was also
devoted to the localized response of barriers to local nitrogen deficiency (in split-root
cultivation) in Helianthus annuus plants. The final experiment was then an analysis of the rate
of suberinization of Arabidopsis thaliana endodermis as a function of nutrient deficiency in the
medium, as this is an important model plant, providing an advantage for future experiments.
The main result of this work is the conclusion that different plant species respond similarly to
deficiency in some aspects (the strongest effect is N deficiency, which stimulates exodermis
differentation), yet the variability in exodermis response across species is relatively high. There
are differences in the intensity of the response (even between cultivars of the same species) and

differences in the response to different deficiencies.

Keywords: Apoplastic barriers, exodermis, crop species, nutrient availability, deficiency.
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1 Uvod

Pfirozenym prostiedim pro rist rostlin a rozvoj jejich kotfenového systému je ptida, ktera
predstavuje velmi heterogenni prostiedi. Poskytuje také domov ftadé¢ zivocichi a
mikroorganismil, které s rostlinou mohou interagovat (navazovat mutualistické vztahy, ptsobit
jako patogeny nebo herbivofi). Povaha pldy a jeji heterogenita je dana celou fadou faktort,
jejim slozenim, texturou, pribéhem pldotvornych procest, hydrologickym rezimem, i
ptitomnosti ptidnich organismt a kotfenti rostlin. Kromé opory pro rostlinné t¢lo je ptida dalezita
hlavné jako zdroj vody a esencialnich makroprvka (N, P, K, S, Ca, Mg a K) 1 mikroprvki (Fe,
B, Cl, Mn, Zn, Cu, Mo, Ni, Si a Na) potifebnych pro rist a vyvoj rostlin. Z divodu vysoké
variability a heterogenity ptidniho prostfedi miize byt vSak dostupnost zivin pro rostlinu na
nékterych mistech snizena. Nedostatek prvkii mize byt zptisoben naptiklad vyplavovanim
prvka do spodnich vrstev pidy, odnosem povrchovou vodni a vétrnou erozi, vazbou prvku
v nerozpustnych slou¢eninach a mineralech, ¢i sorpci ke koloidnim ¢asticim obsazenym v ptdé

(Brady et al., 2008).

Kofeny rostlin tvofi v pid¢ rozsahlé systémy a zajist'uji rostlindm mechanickou oporu.
Kromé toho funguji jako zasobni orgédn ukladajici asimilaty a latky rizné povahy, které jsou
mobilizovéany v piipad¢ potieby. Nejdilezitéjsi ulohou koteni je vSak zasobit rostlinu vodou a
Zivinami, nezbytnymi pro riist a metabolismus. Pida rostlinam poskytuje tyto zékladni zdroje,
zatimco koteny piidu chemicky ovlivituji a obohacuji ji organickou hmotu slouzici jako zdroj
obZivy pro pidni mikroorganismy a Zivocichy. Mira vétveni kofenti a tvorba kofenovych vlaska
je velmi dilezita a také siln€¢ ovliviiuje vyhledavani zivin v pidé a piijem vody. Vzhledem
k aktudlné probihajicim klimatickym zménéam, ale 1 diky pravidelnym zménam ve sloZeni piidy,
je rostlina nucena se neustale ptizptisobovat okolnimu prostfedi a odolavat stresovym
podminkam. Témi je mySleno pfedevsim sucho a s tim souvisejici nedostatek Zivin. Jejich
dostupnost je ovlivnéna nejen suchem, ale i pH pldy (vétSinou 6.0-7.0), pfemokienim, sesuvy

pudy nebo poskozenim kotenového systému.

Deficience zivin ma pro rostliny velmi neptiznivé nésledky. Projevuje se problémy na
urovni metabolismu rostliny, ale i vizualné nebo zménami vnitini stavby pryti i kotfent, a to
riznymi zpusoby specifickymi pro deficienci urcitého prvku. Na prvni pohled lze rozeznat, ze
jsou rostliny vystaveny nedostatku zZivin, jelikoZ je ¢asto vyrazn€ omezen jejich rlst. ZmenSuje
se celkova produkce biomasy, ale i1 plocha listi ¢i délka a vétveni kofenového systému. Dale

1ze pozorovat zmény ve zbarveni prytu a listi ¢i nekrozy pletiv (J. Robinson, 1995). Nedostatku



zivin se rostliny brani predev$im zvySovanim efektivity kofenového systému, ktery je pro
navazovani symbidz s puadnimi mikroorganismy nebo stimulaci vyluCovani kotfenovych
exudatl (Kuzyakov & Razavi, 2019). Dulezitym mechanismem jsou zmény architektury
kotenového systému, napi. zvétSovani délky kotenového systému za ti¢elem dosazeni zdroje
zivin ve vzdalenéjsich oblastech pidy, nebo naopak zkracovani a vyssi vétveni kotfent. To
umoziiuje kofenlim optimalizovat vyuziti pidnich zdroji a zvySovat pravdépodobnost
zachyceni nedostatkové ziviny (Marschner, 2011). V posledni dobé¢ je vSak studovan jesté jeden
aspekt, ktery zifejmé také hraje vyznamnou roli ve zvySovani efektivity pfijmu zivin. Jedna se
o zmény v rychlosti diferenciace apoplastickych bariér (endodermis a ptipadné piidatné bariéry
exodermis), které vyrazné zasahuji do transportu zivin do kofentll rostlin a také ven z nich
(Barberon & et al., 2016). V endodermis a exodermis dochézi k tvorbé modifikaci bunéénych
stén ve form¢ Casparyho prouzkl, suberinovych lamel, ptipadné sekundarnich stén. Casparyho
prouzky, lignifikované oblasti bunééné stény, jez jsou asociovany s plasmatickou membranou,
pfedstavuji bariéru neselektivnimu apoplastickému toku latek a jsou proto klicové pro
selektivitu pfijmu latek kofenem (Geldner, 2013; C. A. Peterson & Perumalla, 1990). Zmény
v rychlosti diferenciace bariér jsou dillezitym mechanismem obrany proti stresovym faktortim.
jako je sucho nebo pfitomnost toxickych latek v prostiedi. Naptiklad pfijem kadmia koteny
rostlin zplsobuje rychlej$i maturaci apoplastickych bariér, kdy lze ptitomnost Casparyho
prouzkil a suberinovych lamel v exodermis i endodermis pozorovat jiz v kratké vzdalenosti za
Spickou kotene (Redjala et al., 2011). Otazkou vSak zlstava, do jaké miry jsou zmény v
rychlosti diferenciace bariér dillezitym aspektem pro zvySovani efektivity kofenového systému
v pfijmu Zivin z pudy.

Zatimco endodermis je klicovou apoplastickou bariérou, pfitomnost exodermis se u
riznych rostlinnych druhti 1i8i, u nékterych rostlin se exodermis vitbec neutvaii (C. J. Perumalla
et al., 1990). Exodermis je proto povazovana za piidatnou ochranou bariéru a velice plastickou.
Mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy jsou znacné rozdily v rozsahu a rychlosti diferenciace
exodermis, kterd je navic vyznamnym zpiisoben ovlivnéna podminkami prostfedi. Existuje fada
praci dokumentujicich stimulaci diferenciace exodermis pfi pusobeni stresovych faktord, jako
je sucho, zasoleni nebo toxicita (LiSka et al., 2016). Praci, které by se vénovaly vlivu deficience
minerdlnich Zivin, v§ak doposud neni pfili§ mnoho a liS§i se podminkami, ve kterych byly
testované rostliny péstovany. Byly ale pozorovany znacné mezidruhové rozdily i rozdily

v odpovédi na deficienci riiznych esencidlnich prvkl. Rostliny péstované za nedostatku
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dilezitych zivin vykazovaly zrychleni nebo zpomaleni diferenciace bariér pifi riznych
deficiencich. Reakci apoplastickych bariér na nedostatek dusiku a fosforu se zabyvala naptiklad
prace na rostlindich je¢mene (Hordeum vulgare), kde dochazi k rychlejsi diferenciaci
endodermis v deficientnich podminkach (Armand et al., 2019). Podobna odpovéd’ je patrna u
rostlin kukutice (Zea mays L.), kde dochézi k rychlejsi diferenciaci bariér u deficienci N a P,
naopak u deficienci K a Fe je diferenciace pomalejsi, tedy dale za kofenovou Spickou
(Namyslov et al., 2020). Naopak u sko¢ce (Ricinus communis L.) byla v odpovédi na nedostatek
dusiku diferenciace exodermis zpomalena (Schreiber et al., 2005). U modelové rostliny A.
thaliana bylo pozorovano, Ze u rostlin deficientnich na draslik byla diferenciace endodermis
rychlejsi, naopak pfi deficienci zeleza pomalejsi (Barberon & et al., 2016). Je tedy patrné, Ze
zhodnoceni vyznamu zmeény v rychlosti diferenciace bariér pro nastavovani efektivity
kotenového systému pro piijem Zivin je zatim komplikovano roztiisténosti vysledkt. Nicméné

se zda byt do jisté miry podminéno druhem rostliny i konkrétnim deficientnim prvkem.

S ohledem na heterogenitu ptidniho prosttedi je také zajimavym zjisténim, ze u kukufice
(Zea mays L.) dochazi v situaci, kdy je deficienci vystavena jen ¢ast kotfenového systému (v
délené ,split-root™ kultivaci), k odlisné rychlosti diferenciace bariér. U casti kotfenli
vystavenych deficienci dusiku se diferenciace urychlila, Casparyho prouzky i suberinové
lamely v endodermis i exodermis byly vyvinuty blize za $pi¢kou na rozdil od kotend, které byly
umistény do kontrolniho roztoku (Namyslov et al., 2020). Lze pfedpokladat, ze tato reakce
muze mit vyznamny vliv v nastavovani transportnich parametrt celého kotfenového systému a
optimalizovat piijem zivin z heterogenniho ptidniho prostiedi. Je proto zajimavou otazkou, zda

j1 vykazuji 1 dalsi druhy rostlin.
Pro tuto praci byly proto stanoveny nasledujici hypotézy:

1. Reakce bariér (endodermis i exodermis) na deficienci hlavnich mineralnich zivin je
v obecnych rysech podobnd u vétSiny rostlinnych druht, rozsahem se v§ak muze liSit
mezi jednodéloznymi a dvoudé€loZznymi rostlinami s ohledem na dal§i vyvoj kotfene
(tvorbu sekundarnich pletiv).

2. Lokalizovana reakce bariér na deficienci je obecnou vlastnosti kofenového systému a je
proto vyznamna pro efektivni ziskavani zivin z heterogenni pudy.

3. Pokud se rozsah zmény v rychlosti diferenciace bariér (endodermis i exodermis) li§i na
vnitrodruhové trovni, mize predstavovat zajimavy parametr pro hledani kultivara

efektivnich v zachyceni zivin z pady.
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Na zakladé téchto hypotéz byly stanoveny cile prace:

1. Analyzovat mezidruhovou variabilitu reakce exodermis na dostupnost zivin v prostiedi.
a. Popsat zmény v rychlosti diferenciace exodermis v odpovédi na deficienci
hlavnich mineralnich Zivin u nékolika druhti jednodéloznych i dvoudéloznych
rostlin a zjistit, jak variabilni tato odpovéed je.
b. Porovnat reakci jednodéloznych a dvoudéloznych rostlin.
2. S vyuzitim n€kolika kultivart kukufice zjistit, zda se rychlost diferenciace exodermis
pfi deficienci 1i8i na vnitrodruhové urovni.
3. Analyzovat lokalizovanou odpovéd endodermis a exodermis na lokalni podminky
rhizosféry.
a. S pomoci split-root hydroponické kultivace zjistit, zda 1 dvoudélozné rostliny
vykazuji lokalizovanou reakci exodermis na lokélni rozdily v dostupnosti zivin
v okoli kofeni.
b. Analyzovat reakci endodermis huseni¢ku (Arabidopsis thaliana) na podminky

deficience.
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2 Literarni uvod

2.1 Puda a jeji sloZeni

Pfirozenym prostiedim pro kofenovy systém jsou nejcastéji rtizné¢ druhy pid
s heterogennim a dynamickym slozenim. Piisobenim mikroorganismi, proudénim vody ¢i
sesuvu pudy je utvaren profil pidy, ktery je tvofen horizontalnimi vrstvami s riznym slozenim.
Mineralni ¢astice jsou nejhojnéjsi slozkou ptdy a jsou tvofeny raznymi druhy horninovych zrn,
jako jsou pisek, jil a prach. Tyto ¢astice jsou dulezité pro udrzeni fyzikalni struktury pudy a
poskytuji rostlindm nutri¢ni mineraly. Zakladnimi kameny vSech castic pady jsou uhlik, fosfor,
dusik a sira, coz jsou makroprvky nezbytné pro zivot vSech organismii. Piida také obsahuje
sirokou §kalu mineralfl, které jsou tvofeny riiznymi prvky (Santriickova et al., 2018). Mezi ty
nejbéznéjsi patii naptiklad kiemik, Zelezo, hlinik, hot¢ik, draslik ¢i vapnik (Brady et al., 2008).
Tyto prvky jsou také hojn¢ obsazeny v organické slozce pidy nazyvaného humus. Tato hmota
vznikéd rozkladnymi procesy (humifikaci) odumfelych tél organismti pod povrchem zemé a
pfedstavuje velmi dilezitou komponentu ptidu s vlivem na sorpci zivin a stabilizaci ptidniho
pH. Mocnost humusového horizontu se v jednotlivych podnebnych pasech muze lisit, jelikoz
humifikace je vyrazné ovlivnéna teplotou (pii vyssich teplotach probihd rychleji) nebo také
chemickym slozenim prostedi, ¢innosti ptidnich mikroorganismu, vegetacnim pokryvu ¢i

dostupnosti zivin (Sposito, 2008).

Diky pordzni formé piid je umoZnén pohyb vody a v ni rozpusténych latek, ale také
plynti a koloidnich ¢astic. VSechny tyto slozky pady pak ovliviuji jeji chemické 1 fyzikalni
vlastnosti. Porozita pid se vSak muze lisit v disledku rizné velikosti ¢astic, kdy v pidach
s velmi malymi casticemi jsou pfitomny jen malé prostory mezi jednotlivymi zrny, a tedy

pritok kapalin a plynti mtze byt snizen (Young & Crawford, 2004).

Dulezitym aspektem piidniho prostiedi je jeho heterogenita. Heterogenita pidy je velmi
dalezita, protoze ovliviiuje vlastnosti a funkce pudy, jako je zadsobovani vodou a zivinami,
dychani kofent a rlst rostlin (Wanzek et al., 2018). K faktortim, které pfispivaji k heterogenité
pudniho prostfedi 1ze zatadit plidni texturu (riizné velikost ¢astic ovliviiujici propustnost vody
a zivin), dale svahovitost, mnoZstvi slune¢niho zafeni a srazek. Roli hraje také rtiznorodost
vegetace, ktera ovliviiuje pfimo chemismus pldy prostfednictvim pfitomnosti mikroorganismd,
ale také vylucovanim rostlinnych exudati a v neposledni fadé je dilezity také geologicky

aspekt, tedy obsah riznych typt hornin v podlozi. Dostupnost vody a mineralnich zivin se tak
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méni v Case 1 prostoru a kofenovy systém rostlin musi byt schopen na tyto podminky efektivné

reagovat (Wander, 2004).

2.2 Korenovy systém

Vyznamna cast rostlinného téla, ktera zodpovida za rist, vyvoj a preziti rostlin, je
kotfenovy systém. Piisobeni kofenii se odehrava nejcastéji pod povrchem zemé, a proto je jeho
vyskyt vazan nejcastéji na padni prostiedi, Tam tvoii slozité rozvétvené systémy, a rostlina
proto investuje zna¢nou ¢ast energie do jejich rozvoje (J. Lynch, 2005). Kotfenovy systém slouzi
jako hlavni ukotveni celé rostliny, ale také jako ulozisté zasobnich latek (Fitter, 1987). Hlavni
funkei kofenového systému je vSak ptijem vody a Zivin z pudy, jeZ je nezbytny pro rist a vyvoj
rostlin. Rizné druhy rostlin maji rizné vyvinuté a pfizpisobené kofenové systémy, které jim
pomahaji prizptisobit se okolnim podminkdm. Nekteré kofeny rostlin jsou schopny proniknout
do hloubky suchych pid pro ziskani vody, jiné se pak rozsifuji pod povrchem pldy a hledaji
Ziviny véazané na castice. Vyvoj kofenového systému muize byt ovlivnén nejen podminkami
minerdlni vyzivy vpude, ale také vlhkosti pudy, pH putdy, teplotou ¢i pritomnosti

mikroorganismt (Wang et al., 2006).

V reakci na velice heterogenni sloZeni piidy a velké mnozstvi proménnych v prostiedi
doSlo u rostlin v pribéhu evoluce k postupnému vyvoji fady mechanismt, které zvysuji
efektivitu kofenového systému. Mezi né€ patii zmény v architekture kofenového systému. Tyto
transformace zahrnuji zmény v uhlu ristu kofent, které mohou zasahovat do hlubsich vrstev
pudy nebo jen do mélkych casti za ucelem hledani potfebnych zivin, nebo také hustotu

kotenového systému (Fitter et al., 1991).

Mnozstvi kotfeni a kofenovych vlaski (potazmo jejich plocha) je pak dalezitym
parametrem poukazujicim na miru absorpcni kapacity celého systému. V ranych fazich vyvoje
kotenového systému dochazi k velkému nérustu pfijmu vody, protoze se zvysuje pocet nove
zalozenych postrannich kotenli a kofenovych vlaskt, které potom vznikaji v priitbéhu celého
zivota rostliny. Tyto nové vzniklé koteny a vlasky tak poskytuji kratkou, a tak 1 vyhodnou cestu
piijmu vody a zivin do kotene. Tvofii cestu vysoce vodivou, a tyto kratké mladé koteny a vlasky
tvofi vétSinu povrchové plochy kofenového systému. Se zvySujicim se stafim kofenti se pak
muze snizit objem roztokld proudicich do kofent v disledku nariistajici délky kofeni ¢i s

nastupem suberinizace bun¢k endodermalni a exodermalni vrstvy (Fiscus & Markhart, 1979).
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Jako organismus vazany na jedno urcité stanovisté musi rostlina ¢elit mnoha riznym
stresovym faktorim okolniho prostiedi. Existuje mnoho €initeli pisobicich piimo na kofenovy
systém rostliny, nejcastéji se jedné o nedostatek nebo naopak nadbytek vody v pud¢, deficience
dalezitych Zivin ¢i napadeni herbivory a plisnémi (Obr. 2.1). U rostlin se proto v priabéhu
evoluce vyvinula fada mechanismi, které jim umoziuji adaptovat se na rizna prostiedi. Mezi
tyto mechanismy patfi i zvySovani efektivity kofenového systému pomoci riiznych modifikaci,
at’ uz v architektufe celého systému, anatomii kofend ¢i symbidzou s jinymi organismy (J.

Lynch, 1995).

Bioticky stres
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Obr. 2.1. Priklady stresovych faktorii ptisobicich negativng na rist a vyvoj rostlin. Pfevzato a

upraveno z (Espinosa-Leal et al., 2022).

2.2.1 Architektura korenového systému

Zmeny v architektuie kofenového systému jsou jednou z moznosti, jak bojovat proti
podminkam limitujicim riist a vyvoj rostlin a zvySovat tak jejich produktivitu. Tyto zmény
zahrnuji predevsim transformace v prostorovém uspotfadani kotenového systému jako jsou
prodluzovani a zvétSovani osy kofenti a smér rustu kotfenl, které slouzi k efektivnimu
pruzkumu pidy. Vysokéd variabilita architektury systému je znama napti¢ celou Skalou

rostlinnych druhtl, v ramci urcitého rostlinného druhu, ale také dokonce na tGrovni jednoho
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konkrétniho kotenového systému. Tato situace mulze nastat v disledku heterogenniho
rozmisténi zivin a vody v pide nebo jejich vycerpani, a proto dochazi k adaptaci kofenového
systému rostlin tak, aby zasahoval v pfipad¢ potfeby i do mist s dostatkem potifebnych latek (J.
Lynch, 1995). Existuje mnoho typi kotfenovych systémil, které jsou specifické pro urcité
rostliny nebo prostiedi (Obr. 2.2). Napiiklad u rostlin trav mohou byt kofeny svislé a
rozprostiraji se v mélké hloubce, aby absorbovaly co nejvétsi mnozstvi vody a zivin z horni
vrstvy pudy (Arredondo & Johnson, 1999). Stejné tak vSak existuji druhy trav, které koteni
hluboko, coz slouzi k rychlému zachyceni dusi¢nant, které byvaji ¢asto rychle vyplavovany
z dosahu kofenového systému (J. P. Lynch, 2022). Dalsim ptikladem mohou byt stromy, jejichz
kotfeny museji byt zasazeny mnohem hloubéji a do Sifky, aby zajistily pevnost stromu a
dostatecné ho zasobily vodou a mineralnimi latkami (Coutts, 1983). Dieviny ve velkém
mnozstvi pfipadii maji hluboko kofenici systém. Hloubka kotfeni zdvisi na podminkach
prostiedi (naptiklad stromy v tropickych oblastech takto ptezivaji obdobi sucha). I dieviny vsak
mohou mit variabilni délky kotfenového systému, které mohou byt i mélké, vse zalezi predevsim

na dostupnosti vody v prostiedi (Maeght et al., 2013).

Jak jiz bylo uvedeno vyse, architektura kofenového systému se obecné velmi Casto méni
hlavné¢ v zavislosti na podminkach prostiedi a je kli¢ova pro u¢inny piijem vody a zivin. Proto
budou nize zminény zdsadni zmény v architektufe kofenového systému v zavislosti na
dostupnosti zZivin. Vliv nedostatku dusiku na architekturu kofenového systému byl naptiklad
zkoumam u rostlin 4. thaliana, kde byly koteny rostlin kultivovany pomoci split-root kultivace.
V ¢asti média s nedostatkem dusiku pak byl pozorovan niz8i pocet i délka lateralnich koftenil,
ale hlavni kotfenova osa byla prodluzovéana (Obr. 2.2). D¢je se tak proto, ze nitrat je velmi
pohyblivy a byva asto vyplavovan do hlubSich pidnich prostor. Naopak v ptipadé vysoké
dostupnosti nitratu se zvysilo mnozstvi lateralnich koteni, ale doslo také k prodlouzeni téchto
koteni, které mohou byt mél¢i nez v ptipad€ deficience dusiku (Mounier et al., 2014). Tuto
skutecnost ovlivituje pfedevsim piitomnost nitratovych transportéri NRT1.1 zapojenych do
lokalni reakce kofenového systému na nedostatek nitratu. Tento transportér slouzi pro import
auxinu do kofene, coZ zpiisobuje sniZeni lokalnich hladin auxinu. Dochazi pak k inhibici ristu
lateralnich kotent v pfipade nizké dostupnosti nitratu v prostiedi, V pfipade vyssi koncentrace
nitratu pak funguje transportér v signalizaci auxinu opacné, tedy pozitivné (Boer et al., 2020).
Odlisna situace nastava v podminkach nizké dostupnosti fosforu, ktery zas byva ¢asto vazan
velmi pevné na pidni ¢astice. Nedostatek fosforu vyvolava zmény v architektuie kofenového

systému tak, ze se zkracuje hlavni kofenova osa a rapidné€ se zvySuje rust lateralnich kotfend.
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Kofenovy systém takovych rostlin se vyznacuje tim, ze byva dost mélky, ale zato dost husty
(Obr. 2.2). Za modulaci kotenového systému u rostlin A. thaliana je zodpovédna ligdza S1Z1
(z angl. SUMO E3 Ligase), ktera reaguje na negativni regulaci auxinu v piipadé formovani

kofenti za nedostatku fosfatu v pad¢ (Miura et al., 2011).

— PR &~

Dauciformni LA 1
Proteoidni Kartackovité kofeny Melké kofeny
kofenové kofenové klastry
| Hluboké kofenv | klastry
| St et e el e e b e i e e e e -
Nizka dostupnost N Nizka dostupnost P

Obr. 2.2: Formy adaptace kofenového systému na nedostatek zivin v prostiedi (Pfevzato a

upraveno podle (Li et al., 2016)).

2.2.2 Korenové viasky

Dal8im mechanismem, jak kofenovy systém zvySuje svoji efektivitu v pfijmu Zivin, je
pritomnost kotfenovych vlaskli a zmeéna jejich délky v zavislosti na dostupnosti Zivin v
prostfedi (Jungk, 2001). Zakladem kofenovych vlaskd jsou epidermalni bunky nazyvané
trichoblasty. Vlasky z trichoblasti vyriistaji v diferenciaéni z6n& kofene. Zivotnost kofenovych
vlask je kratka, pocita se v fadech nékolika dnt. Pocet a délka kofenovych vlaski se u riznych
rostlinnych druht 1i8i, zalezi vSak také na podminkach okolniho prosttedi. V pudé
s nedostatkem zivin se totiz pocet 1 délka kofenovych vlaskt zvysuje (Gilroy & Jones, 2000).
To bylo podrobn¢ dokumentovano napft. u citroneéniku (Poncirus trifoliata), u kterého byly
navic patrné signifikantni rozdily v reakci na deficienci riznych mineralnich Zivin, kdy nejvyssi

hustotu kotenovych vlaska vykazovaly rostliny vystavené deficienci fosforu. Rust kotfenovych
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vlaskli stimulovala také deficience Zeleza, manganu a drasliku, naopak nedostatek dusiku
hustotu vlaskt neovlivnil (Cao et al., 2013). ZvySena hustota kofenovych vlaski v podminkach
nizké dostupnosti fosforu byla dale detekovana napft. u riiznych genotypt ryze (Oryza sativa)
(Nestler & Wissuwa, 2016), husenicku (4. thaliana)(Bates & Lynch, 1996; Z. Ma et al., 2001,
Stetter et al., 2015), hotCice (Brassica carinata) (Kirchner et al., 2018) nebo fazolu (Phaseolus
vulgaris) (Miguel et al., 2015). Vyznam kotenovych vlaskl v pfijmu fosforu dokladaji studie
porovnavajici rizné kultivary téhoz druhu, které se lisi mirou tvorby vlaskl. Napft. u jeCmene
bylo takto ukazano, Ze kultivary schopné tvofit pii deficienci P delsi kofenové vlasky, maji
v téchto podminkach vétsi produktivitu (vynos zrna) v disledku efektivnéj$iho piijmu P
(Gahoonia & Nielsen, 2004). Jiny experiment zase poukazuje na dilezitost kofenovych vlaskt
v piijmu fosforu skrze pouziti b/d (bald root barely) mutanta je¢mene, ktery neni schopen tvofit
kotenové vlasky a pfijem P z pidy je u nj vyrazné¢ méné efektivni (Gahoonia & Nielsen, 2003).
ZhorSeny pfijem P byl podobné pozorovan také u rhd2 a rhd6 (root hair defective 2, 6)

mutantnich rostlin 4. thaliana s narusenou tvorbou vlaskt (Bates & Lynch, 2000).

Trochu odli$na situace muize nastat u rostlin podléhajicich stresu z nizké koncentrace
dusiku. Tam vétSinou dochazi k vyraznému prodlouzeni primérniho kotfene a snizeni celkového
povrchu kofenového systému. Navic se u stresovanych rostlin zastavil rist hlavniho kofene
diive nez u rostlin kontrolnich, ale primér kofene se zmensoval u obou variant stejnym tempem
v disledku ristu postrannich kofent z hlavni kofenové osy (Zhu et al., 2022). U riznych druht
rostlin se vSak projevuje variabilita reakci na nedostatek dusiku. Nemalou roli hraje také
prostiedi, v némz experiment probiha (hydroponie, sklenik, pole, aj.). Délka kofenovych vlask
se muze liSit napfi¢ prostfedim. V polnich podminkach se délka kofenovych vlaskl zkracuje
v disledku pfitomnosti ¢astic v pude, které zabranuji pronikani vlaskli hloubéji do okoli. Ve
skleniku pak byly kotenové¢ vlasky kukutice delsi, ale spole¢nou vlastnosti obou prostiedi byl
fakt, ze pti poklesu dostupnosti nitratu doslo v obou ptipadech ke zkraceni vlaskii. Pocet a délka
vlaskli zavisi 1 na formé piijimaného dusiku (Saengwilai et al., 2021). Dalsi studie byla
provedena u nékolika druhti trav, kde nebyly prokazany velké zmény v délce kotenovych
vlaskil v disledku poklesu dostupnosti dusiku. Vyjimkou se stal pouze medynék (H. lanatus),
u n¢hoz doslo k velkému prodlouzeni vlaskd, ale pouze za ptitomnosti dusiku ve formé nitrétu.
Naopak spolecnym znakem pro pouzit¢ druhy trav pak byla denzita vlaski, ktera byla
v deficientnich podminkach rapidné zvysSena (D. Robinson & Rorison, 1987). Hustota vlaska

naopak nebyla ovlivnéna nedostatkem dusiku u rostlin baviniku. DoSlo ale ke zkraceni prvniho
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postranniho kofene na rozdil od laterdlniho kotfene druhého fadu. Zvysila se také Zivotnost

vlaskl a zmensil se thel kotene za nedostatku nitratu (Zhu et al., 2022).

Kofenové vlasky zvétsuji povrch kotfenového systému a zlepsuji kontakt kofene s okolni
pudou, napt. pronikanim do malych piidnich pora. Vlasky se také podili na vylu¢ovani riznych
latek do rhizosféry. Jedna se o protony a kotfenové exudaty obsahujici sacharidy a organické
kyseliny, které ovliviiuji pH ptdy a jeji chemismus. Exudaty také ptedstavuji zdroj energie a
uhliku pro pidni mikroorganismy, stimuluji jejich aktivitu v rhizosféie, coz napomaha
uvoliiovani fosfatu z pevnych vazeb v ptid¢ a ¢ini ho dostupnéjSim pro rostlinu (Holz et al.,

2018; Santrackova et al., 2018).

2.2.3 Symbioza s pudnimi organismy

Vyrovnat se s problémy snedostatkem Zivin rostlindm pomadhaji pudni
mikroorganismy, které jsou asociovany s jejich kofenovym systémem a podili se na absorpci
latek. Jedna se piedevsim o rtizné typy hub, které spolupracuji s rostlinami pomoci symbidzy,
mutualistického vztahu, jeZ je pro ob€ strany prospéSny a nazyva se mykorhiza (Gianinazzi-
Pearson, 1996). Rostliny piijimaji vétSinu zivin pomoci kofenového systému z plidy a asociaci
s houbami mohou zvysit podil pfijimanych zivin hlavné v podminkach, kde dochazi ke snizeni
dostupnosti latek hlavné dusi¢nant a fosfati. V tomto ptipadé pak rostliny zvysuji mykorhizou
efektivitu piijmu latek koteny (Varma et al., 2018). Pfenos Zivin a fytochemickych signalt
zprostfedkovavaji symbionti ze skupiny hub. Dnes je znamych jiZ n€kolik riznych druhi
mykorhiz, k nimZ patii naptiklad arbuskuldrni, erikoidni, orchidejova ¢i ektomykorhiza (C.

Cruz et al., 2004).

Houby kolonizuji rostliny v riizné mife napfic rostlinnymi druhy. Efekt spoluprace hub
se muZe projevit u jednoho druhu rostliny silnég, u jiné je vSak G¢inek jen nepatrny. Roli mize
hrat také kompatibilita symbionti (Smith et al., 2011). Mykorhizni houby vytvateji specialni
struktury — hyfy, kterymi pronikaji do kotent rostlin (Obr. 2.3). Takové hyfy pak také tvori
rozsahlé struktury zvySujici absorpcni povrch kofenového systému, zasahuji do riiznych ¢asti
pudy, kde poméhaji rozkladat organické latky a zpfistupiiovat tak Ziviny pro rostlinu. Vztah
symbiontl je oboustranné prospesny diky tomu, Ze rostlina poskytuje houbam energii ve forme
uhlikatych latek, zatimco houba mlze vyrazné zvySovat absorpcni povrch kofenového systému,
coz vede mimo jiné k efektivngjSimu piijmu nckterych esencidlnich zivin (Harley, 1949).

Mykorhizni houby piedev§im zprostiedkovavaji piijem fosforu, ktery je ve formé
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dihydrogenfosforecnanového aniontu dostupny pro rostlinu. Komplikaci v dostupnosti tohoto
aniontu je ale jeho vysoky obsah v buiikach, ale také nizkd koncentrace tohoto aniontu v ptde,
kde byva velmi siln¢ vazan na rizné mineralni a organické castice. To pak vede k tomu, ze
musi byt ionty Cerpany z pudy aktivné za pomoci vysokoafinitnich transportéra skupiny Pht 1

(fosfatovy transportér, z angl. Phosphate Transporter 1) (Smith et al., 2011).

Velké mnozstvi rostlin kolonizuji houby arbuskularné mykorhizniho typu, kdy se
v jejich pritomnosti zlepSuje stav celych rostlin. Zvyseny rtst a vyvoj rostlin byl prokazan u
vétsiho poctu druhti rostlin ve srovnani s rostlinami nemykorhiznimi. Zvyseny piijem zivin byl
zaznamenan napiiklad u rostlin bazalky, kdy rostliny naockované houbami vykazovaly vyssi
podil susiny vyhonki a také napadnéjsi vétveni kotfenového systému (Rasouli-Sadaghiani et al.,
2010). Arbuskuldrn€ mykorhizni houby se ale neméné podileji i na obrané rostliny proti riznym
herbivoriim a patogenim. Az 80 % rostlinnych druhli vykazuje pfitomnost téchto hub v jejich

kotfenovém systému (Benhamou et al., 1994).

[
k
Vétveni hyf QE:O Myc faktory
KOLONIZACE

Intercelularni hyfy

Arbuskule

Obr. 2.3: Schéma symbidzy rostlin s houbami. Pfevzato a upraveno z (Lopez-Raez & Pozo,

2013)

Druhym vyznamnym typem symbiozy, ktera rostlindm umoznuje ziskavat nedostatkové
mineralni Ziviny je spoluprace s mikroorganismy fixujicimi vzdu$ny dusik. Dusik je Casto

limitujici Zivinou v prostiedi, protoZe jej rostliny pro sviij rist potfebuji zna¢né mnozstvi a jeho
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vyskyt v prostfedi je ve velké mife vazan na atmosféru, kde neni pro rostliny dostupny (Doyle,
1998). Bakterie, které¢ dokazou vzdusny dusik rostlindm zprostiedkovat, patii nej¢astéji do rodu
Azotobacter nebo Azospirillum a spadaji do skupiny gramnegativnich bakterii, jez fixuji dusik
pievazné v anaerobnich podminkach. Naptiklad u ryze byl prokdzan zvySeny nartst celkové
biomasy rostliny po inokulaci riznych odrid ryze. Vynosnost se vSak liSila v zavislosti na
pouzité odrudée ryze a rodu bakterii, kdy existuje jakasi kompatibilita rostlin s témito bakteriemi
(Mirza et al., 2000). Ziskavani dusiku bakteriemi spoc¢iva ve vychytavani vzdusného dusiku
bakteriemi ve form¢ molekuly N», jez pfeménuji pomoci reakce katalyzované kyslikem na
amoniak (Obr. 2.4). Ten je uz pro rostlinu ptijatelnou formou dusiku. Bakterie kolonizuji rizna
pletiva kofenového systému rostlin od xylému az po epidermis, vyjimecné mohou obyvat
pletiva stonkl (naptiklad bakterie Herbaspirillum u cukrové titiny). Drtivou vétSinu svého
zivota mikroorganismy preZzivaji uvnitf rostlin diky apoplastickému proudéni Zivin rostlinnymi
pletivy, coz jim zajistuje metabolickou aktivitu a preziti. Cely mikrobialni zivotni cyklus
probiha v rostlinach nenapadné, aniz by vykazovaly vizualné néjaké znamky nakazy bakteriemi

(Bhattacharjee et al., 2008; Reinhold-Hurek & Hurek, 1998).

Jednou z nejvyznamnéjSich bakteridlnich symbi6éz poskytujicim dusik lusténinam je
s bakteriemi rodu Rhizobia, tvotici spolupréci s asi 15 tisici druhy rostlin (Parker, 1999) ze
skupiny lusténin. Rhizobia vyznamné stimuluji rast lusténin a umoziuji jim tak velmi silné
konkurovat ostatnim rostlindm. Mohou vSak ovlivnit i rist a vyvoj jinych rostlinnych druhii
prostiednictvim dodavek dusiku do ptidniho prostiedi (Van Der Heijden et al., 2006). Inokulace
rostlin témito bakteriemi poskytuje rostlinam spoustu vyhod. Mtze indukovat zvySeni poctu
kotenovych vlaskii, mobilizaci Zivin vazanych na ¢astice v pudé nebo produkei fytosiderofori.
U nékterych plodin (naptiklad u ryZe) pak byla prok4dzana zvysSena produkce, dale pak odolnost
a lepsi dostupnost nejen dusiku ale i dalsich zivin (P, Fe a K) z pudy (Biswas et al., 2000).
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Obr. 2.4: Symbiodza rostlin s hlizkovymi bakteriemi. Schéma fixace dusiku. Pfevzato a

upraveno z (Basu & Kumar, 2020).

2.2.4 Korenové exudaty

Kofenovy systém rostlin vylu¢uje do okolniho plidniho prostfedi velké mnozstvi
organickych slou¢enin. Prostfednictvim uvoliiovani H" do pid o riznych hodnotach pH dochazi
k mobilizaci velkého mnoZstvi Zivin vazanych na mineralnich ¢i organickych ¢asticich. Nékteré
druhy rostlin v§ak ptidu neokyseluji, ale uvoliiuji do ni misto protoni OH" ionty. Formovani
chemismu pidy tak siln€¢ zavisi na druhu rostliny, ale i na hnojeni rostlin dusikatymi hnojivy
nebo pH piidy. Vyvéazenim pH ptdy rostliny zabranuji naptiklad riziku toxicity nékterych prvka
jako jsou Fe** nebo AI** (Kuzyakov & Razavi, 2019). Rostlina tak miZe ovliviiovat chemismus
rhizosféry, dostupnost zZivin a regulovat mnoho riznych prospésnych procest, jako je symbidza
s pidnimi mikroorganismy. MuZe také pomoci téchto latek odpuzovat pldni Skiidce ¢i
konkurenéni rostliny. Takovy jev, kdy kofeny rostlin vylucuji do okolniho prostfedi rtizné
chemické slouceniny (sekundarni metabolity), se nazyva alelopatie. Vylucované chemikalie
negativné ovliviiuji plisobeni ostatnich rostlin na stanovisti. Jedna se vétSinou o terpenoidy,
alkaloidy ¢i fenoly, jez jsou v rostlindch produkovéany a ukladany v kotenech, listech nebo
plodech (Soln & Koce, 2021). SloZzeni kofenovych exudatdl je ale velmi variabilni napii¢
rostlinnymi druhy a zahrnuje sacharidy, organické kyseliny, aminokyseliny, enzymy, vitaminy,

ale 1 anorganické a plynné molekuly. Nejvetsi mnozstvi exudata 1ze zatadit mezi cukry (napf.
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fruktoza, glukoza, arabin6za), organické kyseliny (napf. octova, citronova nebo salicylova
kyselina) a aminokyseliny (proteinogenni aminokyseliny) i dalsi (Sasse et al., 2018). Vyznamna
je také sekrece polysacharida, které tvoifi hlavni soucast mucigelu. Polysacharidy slouzi
predevsim jako zdroj energie pro ptidni mikroorganismy, napomaha absorpci vody kofeny a
také k vyméné kationtti (Nazari, 2021). Produkce exudati jednotlivych kofeni je ovlivnéna
okolnim prostfedim, tedy jeho chemickou (sloZzeni plidy) nebo fyziologickou (teplota,
dostupnost vody) povahou. Vyznamnym faktorem je i dostupnost zivin v ptd¢ ¢i pfitomnost
toxickych latek, napt. ionta tézkych kovii v okoli kofenti. Sekrece kofenovych exudati je v
pfipad¢ nepfiznivych podminek stimulovéna tzv. elicitory, mezi nez se fadi napf. kys.

jasmonova a salicylova nebo oxid dusny (Badri & Vivanco, 2009).

Kofenové exudaty maji vyznamnou roli v piijmu makroprvkil i mikroprvkl nezbytnych
pro rostlinu. Tyto latky ovliviluji chemismus piidniho prostfedi, umoziuji uvoliovani
esencidlnich prvka z velmi Spatné rozpustnych sloucenin a zvysuji tak jejich dostupnost pro
kofenovy systém rostlin. Prostiednictvim sekrece H, HCOs", OH™ kofeny ovlivituji pH okolni
pudy, coz vede k mobilizaci zivin pro rostlinu (Kuzyakov & Razavi, 2019). Mobilizaci zivin
umoznuji také dalsi vylu¢ované latky, napt. pii nedostatku fosforu jsou to pfedevsim anionty
organickych kyselin (Dakora & Phillips, 2002; Haynes, 1990; Z. C. Chen & Liao, 2016). To
doklada tada studii, napt. studie vlivu deficience P na rostliny bobu obecného (V. faba)
(Tawaraya et al., 2014), soji lustinaté (G. max) (Dong et al., 2004) nebo fepky olejné (B. napus)
(Zhang et al., 1997). U A. thaliana byla provedena délena kultivace rostlin v deficienci fosforu
a byl prokdzan narast obsahu citratu, malatu a argininu v exudatu, ale pouze za podminek, kdy
byl cely kofenovy systém vystaven nedostatku fosfdtu. To naznacuje systémovou reakci
kotenového systému na podminky deficience (Ziegler et al., 2016). V jinych experimentech
byla ale pozorovéna i lokalizovana reakce. Napt. u lupiny bilé (L. albus) byla pii split-root
kultivaci patrna reakce rozdilna v ¢asti kofenového systému vystavenému deficience a v ¢asti
bez deficience. Cast kofenti vystavenych nedostatku fosfatu vykazovala vy$si exudaci citratu
(Shen et al., 2005). Schopnost organickych kyselin uvoliiovat fosfor ze slouc¢enin v padé a
zvysit tak ptijem fosfatu rostlinou souvisi s pfitomnosti karboxylovych skupin. Diky nim jsou
organické kyseliny schopné kompetovat s fosfatem o jeho vazebna mista v piidé, tvofit misto
né&j komplexy napt. s A" Fe** nebo Ca2+, coz zlepSuje jeho dostupnost (Z. C. Chen & Liao,
2016).

Dalsi dilezitou skupinou latek jsou fytosiderofory uvoliiované do plidy piedevsim pii

deficienci Zeleza (Patra et al., 2021) (citace). Vylucovani fytosiderofori do ptidy je jednim
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z nejvyznamnéjSich mechanismil, jak mobilizovat Zelezo tak, aby se stalo dostupnéj$im pro
rostlinu. Tato vlastnost je dominantou piedevsim rostlin jednodéloznych, tedy riznych druhii
trav, které se vyskytuji na vapenatych nebo velmi suchych stanovistich. Z chemického hlediska
se jedna o neproteinogenni aminokyseliny vykazujici vysokou afinitu k iontim Fe** (Dotaniya
et al., 2013). Vyssi vynosnost v souvislosti s produkci fytosiderofort byla prokdzana naptiklad
u je¢mene vystaveného deficienci Fe nebo Zn (Suzuki et al., 2006). Podobné vysledky byly
zaznamenany 1 u pSenice (Garnica et al., 2018). Molekuly chelatujici htife dostupné prvky
z pudy, jako fytosiderofory, jsou uvolnovany predevsim kofeny rostlin ze skupiny trav a
vykazuji vysokou afinitu k Zelezitym iontim (Fe*"). U rostlin dvoudéloznych pak dochazi
k produkei fenoli a organickych kyselin. Zisk prvka, naptiklad Zeleza, mizou dvoudélozné
také zprostfedkovat skrz acidifikaci piidy (Degryse et al., 2008). Vyrazné ovlivnéni chemického
pudniho slozeni bylo zaznamenano i v piipad¢ deficience Zeleza u rostlin rajcat. Kofeny rostlin
v tomto piipade vylucovaly ve vyssi koncentraci vét§si mnozstvi metabolitli jako, jsou kumarové
kyseliny a fenoly, které¢ umoznuji mobilizaci zeleza z t¢zko dostupnych sloucenin. Fenoly totiz
umoznuji rozpustnost a nasledny pfijem kovii Fe prostfednictvim chelatace a redukce
sloucenin. Nedostatek siry ¢i kombinovany nedostatek obou prvki (siry a zeleza) naopak

chemismus puidy prostfednictvim exudatii nijak vyrazné nezmeénil (Astolfi et al., 2020).

Z hlediska diplomové prace je dalezitym aspektem variabilita reakce kotfenového
systému na nedostatek Zivin. Jak jiz bylo zminéno vyse, kofeny riznych druhi rostlin mohou
produkovat za stejnych stresovych podminek odlisné typy metabolith — glutamat pii deficienci
Zeleza u kukufice a je¢mene (Carvalhais et al., 2011; Fan et al., 1997), GABA u rajcete (Astolfi
et al., 2020), oxalacetat u s6ji (Kiran Karthik Raj et al., 2020). Rozdily v mnozZstvi a povaze
produkovanych exudatl souvisi i1 s adaptaci rostlin na rizné podminky prostfedi. SloZeni
vylu¢ovanych exudath se liSi naptiklad mezi rostlinami s riiznou adaptaci k obsahu véapniku
v pude. V prostiedi kalcikolnich rostlin byla nalezena vyssi koncentrace exudati v pade, které
na rozdil od rostlin kalcifugnich mély vyssi obsah di- a trikarboxylovych kyselin (Strém, 1997).
MnozZstvi produkovanych kotfenovych exudatl jednou rostlinou je navic pestré, a tak odliSnost
v produkci latek Casto spociva spiSe v objemu vyluCovaného metabolitu. Naptiklad u 4.
thaliana bylo za deficience fosforu pozorovano piedev§im zvysené uvoliiovani citratu a malatu
(Ziegler et al., 2016), zatimco u cukrové fepy byla pii deficienci P v nejvétsim mnozstvi
v kotfenovych exudatech zastoupena kyselina citramalova a salicylova (Khorassani et al., 2011).
Intenzita sekrece organickych kyselin se navic mlze liSit na vnitrodruhové urovni, coz miize

byt agronomicky vyznamné. Napi. u kultivari jeCmene nebo dyné korelovaly rozdily
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v intenzité sekrece organickych kyselin s jejich efektivitou piijmu P (Gahoonia et al., 2000;

Gent et al., 2005).

VyluCovani kotfenovych exudatii hraje také vyznamnou roli ve vztahu k padnim
mikroorganismiim. Muze tak dochazet ke zvySovani efektivity pfijmu zivin prostfednictvim
ustanoveni symbiozy s mikroorganismy, které¢ vytvofi s rostlinou vyhodnou spolupraci praveé
diky metabolitim vylu¢ovanym do ptudy (Haichar et al., 2014). Rozdilné¢ mnoZzstvi a sloZeni
exudatl také mize selektivné pisobit na rist mikroorganismu v rhizosféie, které pak ovliviiuji
chemismus pudy a zlepsuji dostupnost zivin pro rostlinu. Piisobeni mikroorganismu pak siln¢
dominuje piedevsim v blizkosti kofenové Spicky. Slozky kotenovych exudati jako sacharidy
nebo aminokyseliny poskytuji mikroorganismiim moznost chemotakticky reagovat na okoli a
tvofit pak naptiklad rizné formy kofent (napf. kofenové klastry) (Dennis et al., 2010).
Ptikladem rtiznorodého slozeni exudati je tfeba studie u pSenice tvrdé, u které bylo prokazano
celkem 16 rtiznych metaboliti vylucovanych do pidy (pfedevsim cukry, napt. maltoza a
turan6za), coz stimulovalo osidleni rhizosféry riznymi mikroorganismy. Hojnost osidleni
mikroorganismy se liSilo mezi pouzitymi kultivary pSenice, avSak plsobeni exudati zvysilo
obecné¢ pfitomnost mikroorganismu na kotenech rostlin. U nékterych kultivari pak pozitivné
korelovalo mnozstvi kofenovych exudati s riznorodosti a mnozstvim pudnich
mikroorganismu. Pfi zvySeni exudace se zvysila diverzita pidnich organismil (Iannucci et al.,
2021). Dalsi specifické pisobeni exudatli 1ze najit u rostlin ¢eledi Fabaceae, u nichz dochazi
prostfednictvim bakterii rodu Rhizobia k fixaci vzdu$ného dusiku. Tady hraji vyznamnou roli
predevsim flavonoidy vylucované koteny lusténin, které stimuluji expresi nod genti bakterii.
To zplisobuje zvysenou syntézu Nod faktort, které slouZzi k iniciaci tvorby hlizek (Coskun et
al., 2017). Duilezitym faktorem je také rostlinna diverzita. Cim vy3i je (a potazmo je i vyssi
diverzita kofenovych exudatl), tim vic se zvySuje i riznorodost mikroorganismu vyskytujicich
se v pid¢ na daném stanovisti (Sasse et al., 2018). Role kotfenovych exudati muze vsak byt ve
vlivu na pisobeni mikroorganismi i negativni. Mnoho sekundéarnich metaboliti, jako kyselina
jasmonova nebo salicylova, mohou vyvoldvat obrannou reakci rostliny, kdy dochéazi k odpuzeni

negativné pusobicich bakterialnich ¢i houbovych patogent (Walker et al., 2003).

2.2.5 Projevy nedostatku Zivin na koienovém systému rostlin

Kofeny jsou rostlinné struktury vyznacujici se obrovskou plasticitou, kterd je zajisténa

vysokou aktivitou meristému v pletivech. Pravée tato aktivita také do znacné miry zasahuje do
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rozvoje trojrozmérné architektury kofenovych systému. Architektura kofeniit muze byt ale
hlavné vyznamné ovlivnéna také nedostatkem nékterych zékladnich esencidlnich Zivin, které
jsou v pid¢€ rozmistény vysoce heterogenné (Williamson et al., 2001). Mezi takové ziviny lze
zaradit dusik (N), fosfor (P), draslik (K) nebo (Ca), pficemz rostliny reaguji na nedostatek zivin
ruzné a plasticita ve zménach kotfenové architektury je velmi rozmanita. U rostlin Arabidopsis
thaliana lze pozorovat snizeny rust kofent za pouziti velmi nizkych koncentraci zivin P, K, Fe,
Ca a Mg. Zatimco deficience Fe a Mg se zda byt pro rostliny celkem fatalni a kofeny téchto
zasazenych rostlin prorastaji jen velmi malo, u rostlin deficientnich na ziviny P, K a Ca se
projevuje zvysena tvorba postrannich kotfent a kofenovych vlaskli za ucelem hledani Zivin
v pudé. Naprosto odlisnd situace nastdva u rostlin, u nichz byl omezen pfisun dusiku, protoze
vykazuji dlouzZivy rist kotene, ktery neni ptili§ vétveny (Gruber et al., 2013). Kofeny si prorazi
cestu ke zdroji dusiku, ktery je rostlinou pfijiman vyhradné ve form¢ nitratu nebo amonnych
ionti. Ty jsou velice mobilni a také mohou byt zpidy odCerpdvany pomoci procest
denitrifikace nebo vyluhovani. Dostupnost nitratu je snizovana pravé v dusledku vyluhovani,
kdy dochazi k odtoku ptebytecné vody spolu i s nitrdtem. V ptipadé amonnych iontl pak jejich
kladny naboj zplsobuje, ze tyto ionty jsou pfitahovany plidnimi Casticemi se zapornym
nabojem. Takovou pfitazlivost Ize jen té€zko piekonat, a tak se amonné ionty stavaji pro koteny
rostlin nedostupnymi a nedostavaji se do hlubsich ¢asti pady (Lamb et al., 2014). Stejna reakce
kotenového systému na nedostatek N v prostiedi byla pozorovana diive také u rostlin kukufice,
pSenice ¢i ryZe, kde dlouhé koteny deficientnich rostlin vyhledavaji v ptid¢ predevsim dusik ve
formé nitratu (Sun et al., 2002). Velmi zajimava je i reakce kofenl na nedostatek fosforu
v pidnim prostiedi. Ten je pfijiman koteny ve formé fosfatového aniontu, jez je typicky velmi
nizkou mobilitou. Ziskavani tohoto iontu navic komplikuje fakt, Ze fosfatovy anion tvoii silnou
vazbu s Zeleznatymi a hlinitymi hydroxy skupinami pfitomnymi na jilovych ¢asticich. lonty
fosforu se tak Casto vyskytuji spiSe v mélké casti piidy (Zhao et al., 2004), a proto pii deficienci
fosforu byva redukovana hlavni kofenova osa a energie rostliny je investovana do rtstu
lateralnich kotenti (Williamson et al., 2001). Ty sice tvoii docela hustou sit’, ale byvaji zpravidla
kratké, a u nékterych rostlinnych druhi mohou utvaret kofenové klastry. Ty lze jesté dale
rozliSovat dle tvaru kofenového systému a mnoZzstvi kofenovych vlaskl pokryvajicich lateralni
kofeny na proteoidni a neproteoidni (dauciformni, kapilaroidni) (Dinkelaker et al., 1995).
V neposledni fad¢ ale také u kotfenti chudych na fosfor dochazi ke snizeni vzdalenosti mezi
kotenovou S$pickou a prvnim laterdlnim kofenem, a dale k celkovému poklesu biomasy

kotenového systému (Williamson et al., 2001).
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2.3 Apoplastické bariéry

Transport vody a zivin kofenovym systémem rostlin je zajistén cestou symplastickou
nebo apoplastickou. Proudéni roztokt apoplastickym prostorem pletiv kotene rostlin ovliviluji
do velké miry apoplastické bariéry, mezi které se fadi endodermis, pfitomna u drtivé vétSiny
cévnatych rostlin, a exodermis, kterd neni pfitomna u vSech cévnatych rostlin, ale l1ze ji najit u
vetsiho poctu rostlin krytosemennych (Damus et al., 1997; Enstone et al., 2002a; C. J. Perumalla

etal., 1990; C. A. Peterson, 1988).

U endodermis i exodermis lze pozorovat pifitomnost modifikaci bunécnych stén
v podobé Casparyho prouzkl a suberinovych lamel, jejichz spoleénym znakem je ukladéani
polymerti impregnujicich bunécnou sténu (Zeier et al., 1999). Casparyho prouzky primarné
obsahuji molekuly hydrofobniho ligninu (Naseer et al., 2012), ktery zajistuje nepropustnost
vétSich polarnich molekul a iontd (Steudle, 2000) a dale 1ze u nékterych druhti detekovat i mensi
mnozstvi alifatickych domén suberinu (Schreiber et al., 1999; Zeier et al., 1999). Obsah
suberinu, ktery se vyznacuje hydrofobnimi vlastnostmi, a tudiz snizuje propustnost bunéénych
stén pro vodu, se vSak zvySuje s nastupem sekundarniho stadia modifikace bunécnych stén,

tedy ukladanim suberinovych lamel vyznacujicich se velmi hydrofobnim charakterem.

Tteti vyvojovy stupeii zahrnuje depozici sekundarni bunééné stény a nasledné i ligninu
pod primarni bunéénou sténu v oblasti radialnich a tangencialnich stén endodermalnich bunék,
coZ piipomind na pficném fezu tvar pismene ,,U* (Schreiber et al., 1999). Nékteré buriky si ale
ponechévaji primarni stavbu (pouze s Casparyho prouzky) pomérné dlouho v pribéhu vyvoje
kotenového systému a nazyvaji se tzv. propustné buiiky (C. A. Peterson & Enstone, 1996). Tyto
buiky se vyskytuji u xylémovych poli a umoziuji snazsi pruchod latek ptes endodermalni
vrstvu do stfedniho valce a vodivych pletiv (Alassimone et al., 2010; Barberon & et al., 2016;
Geldner, 2013; Naseer et al., 2012; Robbins et al., 2014).

2.3.1 Endodermis

Jak jiz bylo zminéno vySse, endodermis je hlavni apoplastickou bariérou kotene a jsou
pro ni typické modifikace bunécné stény ve formeé Casparyho prouzki, suberinovych lamel,
ptipadné sekundarnich buné¢énych stén (Obr. 2.5). Suberinové lamely se v endodermis ukladaji

v sekundarnim stadiu modifikace endodermélnich bunéénych stén (Schreiber et al., 1999).
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Ulozeni suberinovych lamel méni transportni vlastnosti endodermalni vrstvy, méni se
z absorp¢ni vrstvy na vrstvu ochrannou. Rychlost, s jakou nastupuje lignifikace Casparyho
prouzki a nasledné suberinizace endodermis, ovliviiuji podminky prostfedi. U fady rostlin bylo
pozorovano, ze se Casparyho prouzky i suberinové lamely diferencuji rychleji pii pisobeni
stresovych faktort jako je sucho, salinita, pfitomnost toxickych latek v prostfedi (Karahara et
al., 2004; Liska et al., 2016; Redjala et al., 2011) ¢i nedostatek zivin (Armand et al., 2019;
Barberon & et al., 2016; A. Chen et al., 2019; Namyslov et al., 2020) a mohou tak vyznamn¢
ovlivitovat vstup nezadoucich latek do rostliny i ztraty vody z kofent (Redjala et al., 2011,
Steudle, 2000), a to diky pfitomnosti ligninu a suberinu, omezujicim tok latek pies

endodermalni vrstvu.

Vznik endodermalnich bunék probiha v kofeni periklinadlnim délenim dcefinych bunck
inicial primarni kliry. Za spravné rozdéleni a uspotfadani bunék do souvislé vrstvy endodermis,
ale 1 epidermis ¢i primarni kiry je zodpovédna skupina geni SHORTROOT, SCARECROW a
PINOCCHIO, pti¢emz mutace v téchto genech vyust'uji do ztraty typického uspotradani kotene.
U takto postizenych rostlin (mutantt shr, scr, pic) pak v kofenech chybi endodermis a na jejim
misté jsou patrné dvé nesouvislé fady bunck, u nichz jsou ale stale detekovatelné lignifikované
Casparyho prouzky. Dal§im genem je FASS, ktery ovliviiuje morfogenezi, zasahuje do
prodluzovani bun€k a orientace bunéénych stén a také do diferenciace Casparyho prouzkd.
Rostliny podléhajici mutaci v tomto genu sice maji typickou jednovrstevnou endodermis, av§ak

schézi v ni typické Casparyho prouzky (Obr. 2.5) (Scheres et al., 1995).

Ukladani ligninu ve forme Casparyho prouZzkii se objevuje uz velmi brzy pii diferenciaci
endodermalni vrstvy. Lignifikaci stén bunck ptredchéazi tvorba membranové domény, jeZ se ani
pfi plazmolyze neoddéluje od bunécné stény. Tato doména se nazyva zkracené CSD (Casparian
strip membrane domain), neboli membranova doména Casparyho prouzku (Alassimone et al.,
2010). V oblasti této domény jsou sousttedény membranové proteiny CASP (Casparian strip
membrane domain proteins), které kontroluji polymeraci ligninu tim, Ze poméhaji lokalizovat
do oblasti vznikajiciho Casparyho prouzku dal$i dulezité proteiny (Roppolo et al., 2011).
K takovym proteiniim patii predevsim peroxidaza 64 (PER64), dirigent protein ESBI
(Enhanced Suberin 1 protein) ¢i NADPH oxiddza RBOHF (Respiratory Burst Oxidase
Homolog F), které zodpovidaji za slozity mechanismus lokalizované lignifikace buné¢éné stény

v misté Casparyho prouzku (Kamiya et al., 2015).

V endodermis se exprimuje vétsi mnozstvi genii kodujicich rizné peroxidazy, ale prave
zminéna peroxidaza 64 je specificky lokalizovana v oblasti vznikajiciho Casparyho prouzku.
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Pro svoji aktivitu potfebuje peroxid vodiku, ktery vznika diky aktivit¢ NADPH oxidazy
RBOHF aktivované v misté¢ vzniku Casparyho prouzku. Nezbytnosti pro polymeraci
monolignola a konecnou formaci Casparyho prouzku je vsak ptitomnost CASP proteinti, které

zajisti presné zacileni PER64 do stén endodermalnich bunék (Lee et al., 2013).

Protein ESB1 ndlezi také s PER64 a RBOHF do komplexu proteinti ucastnicich se
tvorby Casparyho prouzku, a tak je také zodpovédny za produkci kompletnich Casparyho
prouzka v endodermis a jejich spravnou funkci. CASP komplex urcuje presné umisténi ESB1
v bunééné sténé¢ a ESBI1 je naopak nezbytny pro spravnou lokalizaci CASP proteini do
membranové domény CSD. Je tedy dulezitym proteinem hrajicim roli v integrité¢ CS, jelikoz
CASP proteiny se v membrané endodermalni buiiky nejdiive vyskytuji v mensich skupinkéach
na vice mistech jako malé ostrlivky, které jsou nasledné koncentrovany v CSD doméné. ESB1
patii mezi dirigent proteiny, jeho hlavni roli je proto ti¢ast v polymeraci ligninu v buné¢né sténé

v mist¢ vznikajiciho Casparyho prouzku (Hosmani et al., 2013).

Déale bylo také zjisténo, ze pozitivni regulace vSech téchto proteini je fizena
transkripcnim faktorem MYB36, ktery pozitivné reguluje expresi CASP genii i PER64 a ESBI.
U rostlin zasazenych mutaci v MYB36 pak lze pozorovat ztratu typickych Casparyho prouzka
a naopak dochazi k ektopické distribuci ligninu, ale i suberinu, v buiikdch endodermis (Kamiya

etal., 2015).
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Obr. 2.5:
Schéma  endodermis  kotenil
rostlin.
B endodermis : ; : :
G s a) rostlina Arabidopsis thaliana,
b) fez kofenem A. thaliana.

Pfevzato a  upraveno  od

(Alassimone et al., 2012).

2.3.2 Exodermis

U fady rostlinnych druhli se kromé& endodermis v kofeni diferencuje také exodermis.
Exodermis je forma hypodermis obsahujici modifikace bunééné stény ve formé Casparyho
prouzkii a suberinovych lamel (Steudle & Peterson, 1998). Jedna o vnéjsi vrstvu bunék primarni
ktry tésné pod pokozkou a mtze tedy hrat vyznamnou roli v ochrané celého kotfene vzhledem

ke své lokalizaci (Kamula et al., 1994; C. Perumalla et al., 2008).

Exodermis se nevyskytuje u vSech rostlinnych druhti (C. A. Peterson & Perumalla,
1990) a jeji pfitomnost v kofeni velmi casto zavisi na podminkach okolniho prostredi
(naptiklad na dostupnosti vody, viz dale v textu). Pro kazdou rostlinu mohou byt podminky pro
tvorbu exodermis odlisné v disledku vysoké variability a pfizpisobeni se rostlin danému
stanovisti. Buiiky exodermis tvofi souvislou vrstvu bez mezibunéénych prostor. U fady
rostlinnych druhli 1ze pozorovat ptitomnost pouze jednovrstevné exodermis (Enstone et al.,
2002a), u nékterych druhti je exodermis i vicevrstevna (Meyer et al., 2009). Typicky Casparyho
prouzky zaujimaji prostor casti radidlnich stén bunék. U nékterych rostlin (napiiklad
z podceledi Asclepiadoideae) ale byvaji lignifikovany 1 celé tangencialni stény bunék (C. J.
Perumalla et al., 1990). U rostlin s vicevrstevnou exodermis lignifikace tangencialnich stén
vede ke vzniku Casparyho prouzk, které maji na pti¢ném fezu kofenem tvar pismene H nebo

Y (F. Ma & Peterson, 2003).

Diferenciace Casparyho prouzkii v exodermis probihd vétSinou pozdéji nez v
endodermis, a proto jsou detekovatelné ve vetsi vzdalenosti od Spicky kotene. Existuji vSak i
vyjimky, napi. moktadni rostliny, u kterych se exodermis diferencuje diive nez endodermis

(Soukup et al., 2002). Na rychlost diferenciace exodermalnich Casparyho prouzkli maji vSak
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velky vliv podminky okolniho prostiedi, a to pfedev§im aktualné plsobici stres na rostlinu

(Liska et al., 2016; Namyslov et al., 2020).

Exodermalni Casparyho prouzky omezuji apoplasticky transport podobné jako ty
endodermalni. V pfipadé neptfitomnosti exodermis a Casparyho prouzkii v kofenech mohou
latky z rhizosféry viceméné neomezené difundovat apoplastem primarni kiiry az po bariéru ve
form¢ Casparyho prouzkti v endodermis, kde musi byt latky pfelozeny do symplastické
transportni drahy. Pokud je v kofenech pfitomna exodermis s vyvinutymi Casparyho prouzky,
apoplasticky transport je zastaven jiz pod pokozkou. Pokud jsou navic v exodermis ulozeny i
suberinové lamely, latky pak ptfechazeji do symplastu jiz na Urovni epidermalnich bunék a
transport pak zna¢né zavisi na absorpcnich schopnostech epidermis. Také v exodermis se ale
mohou vyskytovat propustné builky, které dovoluji vys$i prostupnost pro vodu, ionty

mineralnich zivin a dalsi latky (C. A. Peterson, 1988).

Diferenciace exodermis je vazana témét vyhradné na rostliny krytosemenné. Jen vzacné
se vyskytuje 1 u rostlin nahosemennych, napt. u Ginkgo biloba (Bonacorsi & Seago Jr, 2016)
nebo cévnatych vytrusnych, naptiklad u rostlin z rodu Equisetum a Selaginella (Damus et al.,
1997). U velkého mnozstvi ¢eledi rostlin krytosemennych byla testovana a nasledné i prokazana
pfitomnost exodermis s lignifikovanymi Casparyho prouzky, jednalo se naptiklad o celedi
Cactaceae, Lamiaceae, Rosaceae, Araceae, Liliaceae a mnoho dalSich. Casparyho prouzky se
netvortily u rostlin z ¢eledi Geraniaceae nebo nékterych Poaceae, u jinych pak (Malvaceae,
Fabaceae, atd) exodermis chybéla tplné (C. J. Perumalla et al., 1990). Obecné 1ze vSak fici, Ze
u vétsiny testovanych rostlin krytosemennych detekujeme Casparyho prouzky v exodermis, a
jejich ptitomnost také Casto koreluje s pritomnosti suberinovych lamel. Stale v§ak zbyva ovéfit
na pfitomnost exodermis velky pocet rostlin, a proto nelze s jistotou konkrétné fici, jaké

mnozstvi ¢eledi rostlin opravdu tuto bariéru tvoti (C. A. Peterson & Perumalla, 1990).

Pfitomnost exodermis a vzdalenost za kotfenovou Spickou, ve které se diferencuje, mize
pro kofeny rostlin hrat vyznamnou roli, protoZe ovlivituje tok latek z plidniho prostfedi do
apoplastu primarni kiiry (Enstone et al., 2002b; Sattelmacher, 2001). Podminky, v nichz rostlina
vyrlstd a tvofi svillj kofenovy systém, silné ovliviiuji tvorbu exodermis a jeji diferenciaci.
Rozvoj exodermis a jeji dozravani se 1isi v prostedi hydroponickém, pidnim, ¢i vzdusném, ale
také napfic vSemi rostlinnymi druhy. Napftiklad u rostlin Zea mays je diferenciace exodermis
v hydroponickém prostfedi opozdéna na rozdil od aeroponického prostiedi, kde se exodermis

formuje rychleji (blize ke Spicce kotfene). Tyto koteny pak vykazuji niz8i hydraulickou
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vodivost, a to pfedev§im pokud jsou v exodermis pfitomny Casparyho prouzky i suberinové
lamely (Freundl et al., 2000; Zimmermann & Steudle, 1998). Snizeni toku vody a ionti
apoplastem tedy nastava ve chvili, kdy se rostlina potyka se stresem (coz do jist¢ miry
predstavuje pravé 1 péstovani pomoci aeroponie v porovnani s hydroponii), protoze
diferenciace exodermis je rychlejsi. Diferenciace exodermis je stimulovdna celou fadou
stresovych faktori jako je salinita (Reinhardt & Rost, 1995), sucho (Canto-Pastor et al., 2022),
pritomnost toxickych latek (Demchenko et al., 2005; Vaculik et al., 2012), nizk& dostupnost
kysliku (Soukup et al., 2007) nebo Zivin (Armand et al., 2019; Janouskova, 2018; Namyslov et
al., 2020; Schreiber et al., 2005), viz nésledujici kapitola.

2.3.3 Reakce exodermis na piisobeni abiotickych stresovych faktoru

Jak jiz bylo zminéno vySe, exodermis piedstavuje dilezitou soucast reakce tady
rostlinnych druhli na neptiznivé podminky okolniho prostfedi. Napt. ma ulohou v ochrané
kotene pted ztratami vody (Enstone & Peterson, 2005) nebo vstupem toxickych latek (Redjala
et al., 2011). Dilezitym aspektem je proto plasticita jejiho vyvoje v odpovédi na podminky
prostiedi, kdy se exodermis Casto tvofi rychleji pii ptisobeni abiotickych stresovych faktord,
coz muze byt napiiklad vysoka salinita nebo pH dale pak vysoky obsah tézkych kovil
v prostiedi (Degenhardt & Gimmler, 2000), zaplaveni nebo nizka dostupnost mineralnich latek

(R. Peterson, 1992). NiZe budou uvedeny ptiklady piisobeni vybranych stresort.

Rizné druhy rostlin reaguji na tyto stresové podminky odlisn€. Nekteré exodermis tvori
1 za nestresovych podminek, u jinych je diferenciace podstatné pomalejsi nebo se neobjevuje
vibec. Pasobeni sucha, tedy nedostatku vody v piid€, Casto vyrazné zrychluje diferenciaci
exodermis. To bylo pozorovano naptiklad u S. /ycopersicum (Canto-Pastor et al., 2022), Myrica
rubra (Song et al., 2011), Allium cepa (Stasovski & Peterson, 1993) nebo [Iris germanica
(Meyer et al., 2009). Ptikladem jsou i kultivary ryZe Oryza sativa, kde lze pozorovat rizny
stupen diferenciace endodermis nebo exodermis pii piisobeni sucha (Mostajeran & Rahimi-
Eichi, 2008). V ptirod¢ mize vSak nastat i opacny problém, tedy stres ze zaplaveni, kdy je pada
nasycena vodou, coz snizuje dostupnost kysliku pro kofeny rostlin a zvySuje pfitomnost
redukovanych sloucenin v rhizosféte, které¢ na kofeny mohou pusobit negativné (Kozlowski,
1984). V takovém pftipad¢ je u rostlin klicové nejenom formovani aerenchymu, tedy pletiva
zajist'ujici rostliné zdsoby kysliku i ve vodnim prosttedi (Lin et al., 2022), ale i rychla

diferenciace exodermis, ktera chrani kofen ptred ztratami kysliku 1 vstupem toxickych latek. To
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je ziejmé divodem, pro¢ se u moktadnich rostlin exodermis diferencuje velmi blizko Spicce

kotene (Armstrong & Armstrong, 2005; Ejiri & Shiono, 2019; Soukup et al., 2002, 2007).

Dalsim dulezitym faktorem ovliviiujicim diferenciaci exodermis miize byt nadmérné
mnozstvi tézkych kovi v prostfedi. Nekteré z nich jsou esencidlni ziviny, naptiklad zelezo,
mangan, méd’ nebo zinek. Neékteré jsou toxické kovy (napiiklad kadmium, olovo nebo chrom),
které rostlina k riistu nepotiebuje. V obou pfipadech jsou nicméné ve vysokém mnozstvi pro
rostlinu toxické, coz se projevuje velkym mnozstvim riznych symptomu. Piijem téchto kovi
je proto rostlinou do znacné miry kontrolovan a podili se na tom i pfitomnost apoplastickych
bariér. I v tomto piipad€ lze pozorovat odpovéd’ exodermis na pfitomnost tézkych kovi, a to
v podobé rychlejsi diferenciace. S vyssi koncentraci nekterych tézkych kovi (napt. olovo, zinek
améd’) se zvysuje 1 podil ligninu a suberinu v buiikdch endodermis a exodermis rostlin (Cheng
et al., 2014). U rostlin Zea mays pak byla zase prokazana v experimentech vysoka citlivost ke
kadmiu, kde se exodermis pii plisobeni toxicity kadmia diferencuje v kotfenech rychleji a
dokonce se lokéln¢ diferencuje hlavné v misté kontaktu s tézkym kovem, coz bylo pozorovano
na kofenech umisténych mezi dvé agarové desky s rozdilnym obsahem kadmia (Liska et al.,

2016).

Vyvoj exodermis je urychlen také v prostiedi s vy$si salinitou, coZ bylo dokumentovano
napt. u Z. mays (Shen et al., 2015) nebo pii nadbytku amonnych iontd v prostfedi (Ranathunge
et al., 2016).

2.3.4 Vliv nedostatku Zivin na exodermalni vrstvu

Vzhledem k orientaci této prace na vliv nedostatku zivin v souvislosti s diferenciaci
exodermis je potieba zminit 1 reakce nékterych rostlin na nizkou dostupnost latek dileZitych
pro jejich rast a vyvoj. Reakce na nedostatek Zivin je u rostlin velmi variabilni, rostliny mohou
reagovat odlisn¢ bud’ zrychlenim nebo zpomalenim diferenciace exodermis. Praci na toto téma
doposud neni mnoho, ale ty, které jiz existuji, dokazuji, Ze maturace apoplastickych bariér
zavisi 1 na varianté vyzivy. Nékolik dosavadnich praci se zaméfilo na péstovani rostlin za
nedostatku dusiku. Ukdazalo se, ze v pfipadé rostlin Ricinus communis L. byla sniZena
subernizace hypodermalnich vrstev, coz bylo autory diskutovdno jako moznost usnadnéni
pfijmu Zivin z pidy diky jejich snazsi difuzi pro prostoru primarni kiiry (Schreiber et al., 2005).
Naopak u rostlin Zea mays (Gargos, 2021; Namyslov, 2018; Namyslov et al., 2020) a Hordeum
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vulgare (Armand et al., 2019; Janouskova, 2018) je depozice lignignu a suberinu v bariérach
(exodermis i endodermis) urychlena. Armand a kolegové ve své praci spekuluji, ze rychlejsi
diferenciace bariér snizuje hydraulickou vodivost kofene, ¢imz je omezen piisun vody do
kotfene a nasledné do prytu, coz umoznuje regulaci poméru podzemni a nadzemni Casti, tj.
uptednostnit riist kotfenového systému (Armand et al., 2019). Zrychlenim diferenciace
exodermis reagovaly nékteré rostliny i na deficienci fosforu — napt. Zea mays (Namyslov, 2018;
Namyslov et al., 2020) a Hordeum vulgare (Armand et al., 2019). U tii druhti Carex pak byla
popsana rychlejsi diferenciace hypodermalnich vrstev v oligotrofnich oproti eutrofnim

podminkam (Koncalova et al., 1993).

Dalsi prace sledovaly vliv deficience na vyvoj endodermis rostlin A. thaliana, kde bylo
ukladani suberinovych lamel zrychleno v ptipadé¢ deficience drasliku, coz autofi vysvétluji jako
strategii rostliny udrzet homeostézi drasliku v butikach prevenci jeho tiniku zpét do rhizosféry.
Naopak zpomaleni suberinizace bylo pozorovano pii deficienci zeleza (Barberon & et al.,
2016). Na A. thalina bylo také ukdzano, ze odpovéd endodermis na deficienci je zfejmée
podminéna 1 mirou deficience, protoze pti mirné€jsi deficienci manganu byla jeji suberinizace

zpozdéna, pii hlubsi deficienci naopak zrychlena (A. Chen et al., 2019).

Tyto vySe zminéné prace naznacuji, ze reakce exodermis a endodermis na dostupnost
Zivin muze byt vyznamnym faktorem, ktery rostlinAm pomahd optimalizovat transportni
vlastnosti kofenového systému. Naznauji také ale relativné znacnou variabilitu reakce
apoplastickych bariér na deficienci (mezi druhy i1 zivinami). To miiZze byt vysvétleno riznymi
aspekty (riznou pohyblivosti jednotlivych zivin v pid¢ i uvnitf rostliny, mirou deficience nebo
mezidruhovymi rozdily, kdy rizné rostlinné druhy mohou volit rizné strategie reakce). Pro
pfesnéjsi pochopeni je proto nutné tuto variabilitu prozkoumat, coz je hlavnim cilem této

diplomové prace.
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3 Metodika

Celda experimentalni cast prace byla zaméfena na analyzu kofenového systému
vybranych rostlinnych druht, které byly vystaveny deficientnim podminkdm v hydroponickém
nebo in vitro prostredi. Byl provéirovan vliv deficience vybranych esencialnich zivin dtlezitych
pro rist a vyvoj rostlin na diferenciaci apoplastickych bariér (endodermis a predevsim
exodermis). Kofenovy systém byl vystaven nedostatku zivin jako celek nebo pouze jeho cast,
kde byla zkoumdna lokalizovana odpovéd kotfenového systému. Cilem bylo analyzovat
mezidruhovou 1 vnitrodruhovou variabilitu v odpovédi exodermis na deficienci a také

lokalizovanou odpovéd’ kotenti na lokaln€ ptsobici deficienci v délené (split-root) kultivaci.

3.1. Experiment 1: Analyza mezidruhové variability v reakci exodermis na
podminky deficience

Rostlinny material a kultivace rostlin

K analyze rychlosti diferenciace exodermis v podminkach deficience Zivin byly pouzity

nasledujici rostlinné druhy jednodé€loznych a dvoudéloznych rostlin (Tabulka 3.1).

JednodéloZné rostliny

DvoudéloZné rostliny

Sorghum bicolor (L.) Moench

¢irok dvoubarevny

Helianthus annuus L.

slune¢nice ro¢ni

Triticum aestivum L.

pSenice seta

Linum usitatissimum L.

len sety

Solanum lycopersicum L.

lilek rajce

Tabulka 3.1: JednodéloZné a dvoudélozné rostliny vybrané pro experiment 1

Sorghum bicolor (L.) Moench

VURV Ruzyné, Genova banka

Triticum aestivum L.

UKZUZ, ISTA laboratof

Linum usitatissimum L.

Osiva Moravia s.r.0.

Helianthus annuus L.

Vitafood SL ZV

Solanum lycopersicum L.

Moravo Seed CZ a.s.

Tabulka 3.2: Semena pouzitd ke kultivacim a jejich dodavatelé
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Vsechny rostlinné¢ druhy byly péstovany ze semen (Tabulka 3.2). Pro kli¢eni byla
semena jednotlivych druhti rostlin rovhomérné rozprostiena do Petriho misek vylozenych
vlhkym filtra¢nim papirem a umisténa do termostatu, kde byla zajisténa stala teplota 25 °C. Po
72 hodinach kli¢eni byly semendcky z termostatu vyjmuty a pfeneseny do hydroponickych

kultivac¢nich nadob.

V kultivacni mistnosti byly pfipraveny nadoby o objemu 12 1 napIlnéné Hoaglandovym
roztokem (zivny Hoaglanduv roztok III (Hoagland & Arnon, 1950)) dle protokolu (Lastivka &
Minaf, 1967) sestavajicim z destilované vody a piridavku potiebnych makroprvki a
mikroprvki. Slozeni kontrolniho roztoku a roztoku s jednotlivymi deficiencemi zivin popisuje
Tabulka ¢. 3.3 a 3.4, kdy celkem bylo pouzito 5 nadob s roztoky v nasledujici sestave: kontrolni
varianta, N deficientni varianta (-N), P deficientni varianta (-P), K deficientni varianta (-K) a
Fe deficientni varianta (-Fe). Tyto roztoky a jejich slozeni simuluji deficienci vybranych Zivin.
Slozeni roztoki kontrolni varianty odpovida koncentracim makroprvki takto: 3,75 mM dusiku;
0,25 mM fosforu; 1,25 mM vépniku; 0,25 mM hoiciku; 1,5 mM drasliku a 0,01 mM Zelezu.

V deficientnich variantach byl vzdy vynechdn jeden prvek.

Roztok Roztok Roztok Roztok
Makroprvky | Kontrolni
s deficienci | s deficienci | s deficienci | s deficienci
(mg/l) roztok
N Fe K P
Ca(NOs3)2.4H>0O 295.,5 0 295.5 443,27 295.5
KNO;3 126,5 0 126,5 0 126,5
KH>PO4 34 34 34 0 0
MgS04.7H,0 61,4 61,4 61,4 61,4 61,4
CaCl2.H.O 0 162,1 0 0 0
K2SOq4 0 108,8 0 0 21,76
NaH>PO4.2H,0 0 0 0 38.7 0

Tabulka 3.3: SloZeni kultiva¢nich roztokl - makroprvky. Varianty kontrolni, deficientni na

dusik, deficientni na Zelezo, deficientni na draslik a deficientni na fosfor.
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Roztok Roztok Roztok Roztok
Mikroprvky | Kontrolni
s deficienci | s deficienci | s deficienci s deficienci
(ng/l) roztok

N Fe K P

Fe citrat 5 5 0 5 5
H3BOs 0,715 0,715 0,715 0,715 0,715
MnCl,.4H,O 0,453 0,453 0,453 0,453 0,453
ZnSO4 0,056 0,056 0,056 0,056 0,056
(NH4)>2M07024 0,019 0,019 0,019 0,019 0,019
CuSOq4 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020

Tabulka 3.4: SloZeni kultivac¢nich roztoka - mikroprvky. Varianty kontrolni, deficientni na

dusik, deficientni na Zelezo, deficientni na draslik a deficientni na fosfor.

Pti ptipravé jednotlivych variant roztokl bylo nutné v co nejvétsi mife dodrzet shodné
koncentrace vSech ostatnich prvkl s vyjimkou studovaného prvku. Ve varianté -N byl proto
dorovnan obsah Ca a K, a to ve formé CaClz.H20 a K>SO4. Ve varianté -P byl dorovnan obsah
K ve formé K>SO4. Ve varianté -K byl dorovnan obsah N ve formé Ca(NO3)2.4H20 a P ve
formé NaH,PO4.2H>0 (viz Tabulka 3.3).

Z Petriho misek vyjmutych z termostatu byly vybrany zhruba stejn¢ velké semenacky,
které byly umistény po tfech kusech mezi dva molitanové pasky vlozené mezi dvé sklenéné
liSty a upevnény na koncich mékkym dratkem. Takto byly semenacky v celkovém poctu deviti
kusii na jednu nadobu zavéSeny do kultivacnich nadob tak, aby byly kofeny ponofeny
v kultivaénim roztoku (viz Obr. 3.1). Pro zajisténi okysli¢ovani kultivaéniho roztoku bylo do
kazdé z nadob umisténo vzduchovani (standartni vzduchovaci motorek pro akvarium) a hladina
roztoku byla zasypana malymi kousky mirelonu, ktery omezuje rust fas stinénim roztoku.
Rostliny byly takto péstovany v kultivaéni mistnosti s denni fotoperiodou trvajici 16 hodin
s teplotou 22 °C a s no¢ni periodou trvajici 8 hodin s teplotou 18 °C. Nésledné byly roztoky
pravidelné (celkem 4x za kultiva¢ni obdobi) vyménény v nddobéach za roztoky cCerstvé pro
udrzeni konstantniho obsahu makroprvka a mikroprvkl dostupnych pro rostliny a takto byly
rostliny péstovany pfi stejnych podminkach do samotného odbéru rostlin.

Po 14 dnech kultivace rostlin byl proveden odbér nadzemnich casti i kotfenového
systému rostlin. Bylo sklizeno vzdy 5-7 rostlin z kazdé varianty a byly méfeny délky jejich
kotfenového systému 1 prytu, byla zvazena Cerstva hmotnost prytu (FW, fresh weight) a po

vysuseni pii 65 °C po dobu 5 dni i susina prytu (DW, dry weight). Byla také provedena detailni
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anatomické analyza kofent jednotlivych rostlin, kterd bude popsana v kapitole 3.5. Kofeny byly

za timto tcelem po odbéru fixovany v roztoku 4% formaldehydu v destilované vode¢.

Obr. 3.1: Uspotadani hydroponické kultivace s rostlinami upevnénymi mezi sklenéné liSty
s molitanem, na hladin€ kultiva¢niho roztoku jsou kousky mirelonu pro stinéni. Vlevo na

pocatku kultivace, vpravo rostliny tésn¢ pied odbérem.

3.2. Experiment 2: Analyza vnitrodruhové variability v reakci exodermis na
podminky deficience Zivin

Rostlinny material a kultivace rostlin

Pro analyzu vnitrodruhové variability reakce exodermis na deficienci zivin bylo
vybrano 7 kultivarti Zea mays riiznych rustovych vlastnosti (Cebesto, Cemora, Ceplan, Celate,

Cewel, Cesone, Cegrand) poskytnuté firmou Oseva Bzenec a.s.

Pro aktivaci kliceni byly obilky kukufic ponechany po dobu 30 minut ve vlazné vodé a
nasledné, podobné jako u ostatnich rostlinnych druhti, vysklddany do Petriho misek
s navlhéenym filtra¢nim papirem. Takto pfipravené misky byly ve vertikalni poloze ulozeny do
termostatu, ktery byl nastaven na stalou teplotu 28 °C. Po 72 hodinach byly semenacky kukutic
z termostatu preneseny do hydroponickych kultiva¢nich nadob, kde byl kazdy kultivar
postupné péstovan ve trech variantach kultivacniho roztoku, v kontrolni varianté, deficienci
dusiku a deficienci fosforu. Do nadob s roztoky byly umistény semenacky o zhruba stejné
velikosti, které byly vlozeny v poctu deseti kusti do plovouci miizky. V roztoku bylo umisténo
vzduchovani pro zachovani okysli¢eného prostiedi a také vrstva kouskl mirelonu k zabranéni

rustu fas. Kultivacni roztoky byly vyménény 4x béhem 14 dnti kultivace. Slozeni kultivac¢nich
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roztokll a svételné a teplotni podminky v kultivaéni mistnosti byly stejné jako pro Experiment

| (viz kapitola 3.1).

Celkov¢ byly takto provedeny tii po sob¢ jdouci kultivace. V prvni kultivaci bylo vSech
sedm kultivarG péstovano v kontrolni variant¢ kultivacniho roztoku. Bylo tedy celkem
ptipraveno 7 nadob, v nichz v kazdé byl péstovan jeden kultivar kukufice samostatné. Po dvou
tydnech byl proveden odbér rostlin v poctu deviti rostlin na variantu, kdy byly méfeny stejné
biometrické parametry jako u rostlin v Experimentu 1 (viz kapitola 3.1.) a odebrany primarni
kofeny pro néslednou anatomickou analyzu (viz kapitola 3.5). Tento postup kultivace byl
zopakovan jesté dvakrat s Casovym odstupem a kazda kultivace se liSila pouzitymi kultivaénimi
roztoky. Druhd kultivace byla provedena za podminek deficience dusiku, tfeti s deficienci

fosforu.

3.3. Experiment 3: Analyza lokalizované odpovédi u rostlin Helianthus
annuus

Rostlinny materiél a kultivace rostlin

Pro analyzu lokalizované odpovédi kotfenového systému na deficienci byla vybrana

dvoudélozna rostlina Helianthus annuus.

Semena slunecnic byla umisténa do vysevni nadoby (plastovy parnicek s ventilaci) se
substratem (smés kompostové zemé, raSeliny a pisku v poméru 1:1:1, sterilizovand pomoci
autoklavu (Prestige Medical), po dobu 20 minut pfi vysoké teploté (121 °C) a vysokém tlaku
(101,3 kPa). Takto pfipravend nadoba byla umisténa do kultivaéni mistnosti s denni
fotoperiodou trvajici 16 hodin s teplotou 22 °C a s no¢ni periodou trvajici 8 hodin s teplotou 18

°C. Semenacky byly pravidelné zalévany destilovanou vodou podle potieby.

Po vykli€eni rostlin byly vybrany podobné velké semenacky, jimz byla ustfihnuta hlavni
kotfenova osa (primarni kofen) v pozici % délky od $picky kotfene (Obr. 3.3). Tyto rostliny byly
umistény do plovouci sitky do plastové nadoby (15 1) s kontrolnim roztokem, kde probéhlo
predpéstovani rostlin. Byl pouzit modifikovany roztok Hoagland 3 (Hoagland & Arnon, 1950)
zfedény na ' a s pfidavkem mikroprvkl (Lastlivka & Minaf, 1967). Varianta roztoku byla
kontrolni dle Tabulky 3.3 a 3.4. Do takto pfipravené nadoby byly na hladinu umistény malé
kousky mirelonu pro zabranéni ristu fas a bylo umisténo vzduchovani. Nadoba byla umisténa
v kultiva¢ni mistnosti s denni fotoperiodou trvajici 16 hodin s teplotou 22 °C a s no¢ni periodou

trvajici 8 hodin s teplotou 18 °C. Pfedpéstovani trvalo celkem 11 dni.
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Po této dobé byly rostliny pfesunuty do nadob slouzicich pro délenou (split-root)
kultivaci. Byly vybrany rostliny s podobné dlouhou masou kotfenového systému. Kultivacni
nadoby pro délenou kultivaci mély celkovy objem 13 litri a byly rozdéleny ptepazkou na dva
segmenty (2 x 6,5 1). V jedné ¢asti nadoby (segmentu) byl roztok kontrolni a v druhé casti
roztok deficientni na dusik (viz Tabulka 3.3 a 3.4 a Obr. 3.2).

Do jedné délené nadoby byly vlozeny 4 rostliny H. annuus tak, ze v kazdé poloving
nadoby byla zhruba stejna biomasa kofenli a baze prytu byla umisténa na délici prepazce
nadoby. Pryty rostlin byly pro stabilizaci upevnény k nadob¢ pomoci mirelonovych kouskii. Do
obou ¢asti nddoby bylo zavedeno jedno vzduchovéni. Rostliny byly celkem takto péstovany 14
dnti, béhem kterych doslo 2x k vymeén¢ roztokt za Cerstvé. Celkem takto
bylo péstovano 8 rostlin. Kultiva¢ni podminky (teplota a svételny rezim)

byly stejné jako v predchozi fazi kultivace.

Obr. 3.2. Schéma dé¢lené (split-root) kultivace rostlin. Vlevo segment
nadoby s kontrolni variantou roztoku, vpravo segment s dusik

deficientni variantou. Pfevzato od (Namyslov et al., 2020)
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3.4. Experiment 4: Reakce endodermis Arabidopsis thaliana na podminky
deficience

Pro analyzu rychlosti diferenciace endodermis A. thaliana v reakci na deficienci
vybranych zivin (N, P, K, Fe) byla pouzita semena A. thaliana, ekotyp Columbia 0 (Col 0)
poskytnutd NASC (kod N60000, The FEuropean Arabidopsis Stock Centre,
https://arabidopsis.info).

Semena A. thaliana byla ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu (FlowBox Thermo
Scientific, Trigon Plus) vystavena plsobeni dezinfekéniho roztoku (15% roztok chlornanu
sodného (SAVO) s 1% tritonem v destilované vod¢€) po dobu 10 minut a nasledn¢ byla dvakrat

oplachnuta sterilni destilovanou vodou a ve tfeti varce vody byla semena ponechdna do vysevu.
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Roztok Roztok Roztok Roztok
Makroprvky | Kontrolni

s deficienci | s deficienci | s deficienci | s deficienci
(mg/l) roztok

N Fe K P
KNOs 380 5 380 0 380
KH>PO4 34 34 34 0 0
MgS04.7H20 | 74 74 74 74 74
CaCly.2H>0O 88 88 88 88 88
NaNOs3 0 0 0 320 0
NaH;POq4 0 0 0 39 0
KCl1 0 38.8 0 0,03 2.4

Tabulka 3.5: Slozeni kultiva¢nich medii - makroprvky. Varianty kontrolni, deficientni na dusik,

deficientni na Zelezo, deficientni na draslik a deficientni na fosfor.

Roztok Roztok Roztok Roztok
Mikroprvky Kontrolni

s deficienci | s deficienci | s deficienci | s deficienci
(ng/) roztok

N Fe K P
H3BO; 1240 1240 1240 1240 1240
CoClL. 6H,O 5 5 5 5 5
CuSOs4. 5SH>O 5 5 5 5 5
Na-EDTA 7452 7452 246 7452 7452
FeSO4. 7TH20 5560 5560 183,5 5560 5560
MnSO4-xH>0 3380 3380 3380 3380 3380
NaxMoOys. - 2H,0 | 50 50 50 50 50
KI 166 166 166 166 166
ZnS0O4 - TH20 1720 1720 1720 1720 1720

Tabulka 3.6: SloZeni kultiva¢nich medii - mikroprvky. Varianty kontrolni, deficientni na dusik,

deficientni na zelezo, deficientni na draslik a deficientni na fosfor.

Pro kultivaci byla ptipravena 0,2 x MS média (MS medium s obsahem Zivin snizenym
na 1/5) (Murashige & Skoog, 1962) ve variantich kontrolniho média a média s deficienci
dusiku, fosforu, drasliku a Zeleza dle protokolu Mgr. Marka Sustra (Tabulka 3.5 a 3.6) (Sustr,
2015). Koncentrace N v -N varianté byla 50 uM, P v -P varianté 0 uM, K v -K varianté 15 uM,

Fe v -Fe variant¢ 0,7 uM. Ve vSech ptipadech vSak byla tato koncentrace jesté navysSena o prvek
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pfitomny v agaru, pfesna analyza zastoupeni téchto prvkll v agaru ale nebyla provedena. Média
obsahovala 1% sachar6ézu a 1% agar (Kobe) na ztuzeni média. U pfipravenych medii bylo
upraveno pH na 6,0 pomoci 2,0 M KOH (v piipad¢ roztoku deficientniho na draslik pomoci 2,0
M NaOH) a medium bylo sterilizovano pomoci autoklavu (Tuttnauer Autoclave, 2540 MK), po
dobu 20 minut pii vysoké teploté (121 °C) a vysokém tlaku (101,3 kPa).

Médium bylo rozlito do ¢tvercovych Petriho misek (10 x 10 cm). Po ztuhnuti agaru byla
na plotny vyseta pomoci pipety se sestiizenou Spickou semena A. thaliana v po¢tu 6 semen na
misku. Steriln¢ uzaviené misky byly preneseny do chladové mistnosti (4 °C) pro zajisténi
jarovizace semen, kde zlstaly po dobu 72 hodin. Poté byly pfemistény do kultiva¢ni mistnosti,
kde byly rostliny péstovany po dobu 7 dni pii teploté 21 °C a fotoperiod¢ 16 h svétla a 8 h tmy.
Po 7 dnech byly celé rostliny 4. thaliana vyjmuty zmisek a fixovany 4 % roztokem

formaldehydu pro néslednou anatomickou analyzu (viz kapitola 3.5.).

3.5. Anatomicka analyza korenii rostlin

3.5.1. Anatomicka analyza koFenii rostlin 7 experimentu 1-3 (pro analyzu mezidruhové
variability, vnitrodruhové variability a lokalizované odpovédi)

Pro detailni anatomickou analyzu byly pouzivany koteny rostlin po 14 dnech kultivace
v kultiva¢nim roztoku.

Anatomickd analyza rozsahu vyvoje apoplastickych bariér zahrnovala dvé ¢asti. V prvni
— pilotni — ¢asti byly hledany pozice na kofeni, které byly vhodné pro hlavni anatomickou
analyzu. Nejdiive byly vybrany dva koteny, jeden kontrolni a jeden deficientni na dusik, jelikoz
na ném se vétSinou deficience projevuje nejsilné€ji. Nasledné byly kofeny fezany v rtiznych
pozicich podél osy kofene (Obr. 3.3). Rezy byly obarveny a byla vybrana takova pozice, kde
bylo patrné, Ze se exodermis jiZ diferencuje, ale jeji diferenciace jesté neni kompletni, pfipadné
jsou vidét rozdily v diferenciaci exodermis mezi variantami. Pozice se u jednotlivych

rostlinnych druhti lisily a vyskytovaly se i velmi blizko za $pickou.

Po nalezeni vhodné pozice nasledovala hlavni anatomickd analyza. Pro tu bylo pouzito

5 podobné vyvinutych kotent z kazdé varianty, tedy z kontroly a deficienci N, P, K a Fe.
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— Obr. 3.3: Schéma pozic na kofeni; pievzato a upraveno od (Namyslov,
% % : 2018).
3/4
# Priiprava iezit a histochemické barveni
1/2 Pti¢né fezy (tloustka fezu 100 um) byly ziskdvany pomoci ru¢niho
= :Il ; i mikrotomu (Soukup, 2014). Pro nasledné histochemické barveni byly fezy
| sbirany do sit¢k s destilovanou vodou na barvicich destickach.
,};193 Histochemicka analyza zahrnovala detekci Casparyho prouzkli a

1/18 suberinovych lamel.

Casparyho prouzky: Pro vizualizaci lignifikovanych Casparyho prouzkii byly fezy
nejdiive jednu hodinu umistény do roztoku berberin hemisulfatu (0,1 % w/v aq.) (Brundrett et
al., 1988), po této dobé byly fezy oplachnuty destilovanou vodou a 10 minut byly barveny
gencidnovou violeti (0,05 % w/v aq.), oplachnuty destilovanou vodou a umistény do kapky
65% glycerolu na podloZznim skle. Takto pfipravené fezy kotfend byly uchovavany v chladu

v lednici.

Suberinové lamely: Pro detekci suberinu bylo pouzito barveni pomoci barviva Sudan
Red 7B (Brundrett et al., 1991), kam byly fezy umistény na jednu hodinu. Roztok Sudanu Red
7B (0, 1% w/v v PEG s glycerolem) byl ptipraven podle protokolu dle (Soukup, 2014). Po
dokonceni barveni Sudanem byly fezy oplachnuty 1% SDS (sodiumdodecylsulfat) a
destilovanou vodou tak, aby bylo vymyto veskeré nadbyte¢né barvivo. Takto pfipravené fezy

byly umistény do kapky 65% glycerolu na podloZnim sklicku.

Pozorovani suberinovych lamel a Casparyho prouzkl probihalo za pouziti mikroskopu
Olympus BX51. V ptipadé Casparyho prouzki byla pozorovana fluorescence po excitaci UV
svétlem (pouZit filtr UV Olympus U-MWU). Pro zaznamenavani fotek byly pouzity kamery
Apogee U4000 a Nikon Digital Sight DS — U3.

Pod mikroskopem jsem pozorovala piitomnost Casparyho prouzkd a suberinovych
lamel v exodermis i v endodermis. Pokud byly Casparyho prouzky a suberinové lamely
v fezech pfitomny, pak jsem zaznamenavala pfiblizny pocet bunék s t€émito modifikacemi
v ramci dané vrstvy (exodermis nebo endodermis) a na zdklad¢ toho jsem piifadila fezy do
jednotlivych kategorii dle stupné diferenciace exodermis a endodermis, které vysvétluje tabulka

nize (Tabulka €. 3.7).
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Pocet bunék s Casparyho prouzky (CP) nebo suberinovymi lamelami (SL)
Kategorie
v exodermis nebo v endodermis
0 Z4dné buiiky dané vrstvy neobsahovaly CP nebo SL
1 + 4 bunck dané vrstvy obsahovala CP nebo SL
2 + 2 bun¢k dané vrstvy obsahovala CP nebo SL
3 + % bunck dané vrstvy obsahovala CP nebo SL
4 Vsechny bunky dané vrstvy obsahovaly CP nebo SL

Tabulka 3.7: Kategorie popisujici pfiblizny pocet bunék, které obsahuji Casparyho prouzky
nebo suberinové lamely v exodermis nebo v endodermis.

3.5.2. Anatomicka analyza vyvoje dalSich pletiv koi'ene — porovndni koienit Linum
usitatissimum a Sorghum bicolor 7 experimentu 1

Pro detailni anatomickou analyzu byly pouzivany primarni koteny rostlin po 14 dnech
kultivace v kultivaénim roztoku. Byly vybrany dvé rostliny. Jedna ze skupiny dvoudéloznych
(Linum usitatissimum), u nichZz dochazi k sekundarnimu tloustnuti pletiv, a druha ze skupiny
jednodéloznych (Sorghum bicolor) rostlin, u nichz k produkci sekundarnich pletiv nedochézi.
U kazdé z rostlin prob¢hla analyza jak rostlin kontrolnich, tak rostlin deficientnich na dusik,

oboje v péti opakovanich.

Anatomickd analyza rozsahu vyvoje dalSich pletiv zahrnovala dvé casti. V prvni —
pilotni — ¢asti byly ziskany tezy z rostlin Linum usitatissimum ve tiech pozicich pro porovnani
rozdilt ve vyvoji sekundarnich pletiv. Dale byly zvoleny pozice blize kofenové baze (3/4), pak
uprostied kotene (1/2) a blize kotenové Spicce (1/18). Nasledovala druhd ¢ast experimentu, kdy

byly ziskany tezy i z rostlin Sorghum bicolor ze stejnych pozic na kofeni.

Rezy byly obarveny a mikroskopovany stejné jako je jiz popsano vyse v kapitole

Ptiprava fezl a histochemické barveni.
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3.5.3. Anatomicka analyza koienui Arabidopsis thaliana 7 experimentu 4

Pro detailni analyzu kotenti 4. thaliana bylo vybrano 10 reprezentativnich 7dennich
rostlin z kazdé varianty (kontrola, deficience N, deficience P, deficience K a deficience Fe),

které byly fixovany 4% formaldehydem.

Nejdiive byl piipraven barvici roztok Fluorol Yellow 088 (0,01 % w/v) smichanim
praskového barviva s 80% kyselinou mléénou (roztok byl pfipravovan vzdy Cerstvy tésné pied
barvenim) (Lux et al., 2005). Tento roztok byl nésledné rozd€len do péti falkonek o objemu 50
ml (pro kazdou variantu jedna falkona) a do nich byly umistény celé rostliny oplachnuté
destilovanou vodou od formaldehydu. Takto byly inkubovany pfi teplot¢ 70 °C po dobu 30

minut.

Nasledné byly rostliny pifemistény do barvicich komiirek a oplachnuty destilovanou
vodou 3x po dobu 5 minut. Rostlinky zbavené nadbyte¢ného barviva Fluorol Yellow 088 byly
umistény do roztoku anilinové modfi (0,5 % w/v aq.) a takto byly inkubovany ve tmé po dobu
30 minut. Pro dokonceni procesu bylo nezbytné semenacky zbavit nadbytecného barviva
pomoci destilované vody (3x oplachnuti, kazdé po 10 minutdch). Takto obarvené rostliny byly
celé namontovany do 50% glycerolu na podloznim skle. Pro manipulaci bylo vyuZito malych
Stéteckll a pinzet, jez zabréanily poniCeni kiehkych kofinkt. Takto pfipravené preparaty byly
uchovavany ve tmé. Cely tento proces byl proveden dle protokolu (Lux et al., 2005; Marhavy
& Siddique, 2021).

Prosvétlené primarni koteny A. thaliana byly pozorovany a analyzovany pod
mikroskopem Nikon Eclipse 190 s kamerou Nikon DS-Fi2. Byla pozorovana fluorescence po
excitaci UV svétlem (pouzit filtr UV-2A). Takto byla hledana pozice od $picky kotene, kde
byla patrna prvni suberinizovana buiika (vykazujici obarveni pomoci Fluorol Yellow 088), coz
byla pozice, kde se zacala endodermis suberinizovat. Nasledné byla hleddna druha pozice, kde
JiZ byly suberinizované vSechny bunky endodermalni vrstvy. Pomoci software NIS-Elements
AR (64bit 4.60.00, Build 1171; Laboratory Imaging) v zivém nédhledu pak byla méfena
vzdalenost prvni a druhé pozice od Spic¢ky kotene. Nakonec byla zmétena i celkova délka
kotene. Z toho pak byly vypocitany nasledujici parametry: podil zcela suberinizované ¢asti
kotene (pomér délky kotfene od baze kotene k mistu, kde jiz byly vSechny endodermalni bunky
suberinizovany ku celkové délce kotene) a podil castecné suberinizované casti kofene (pomér

délky kofene od baze k prvni suberinizované endodermalni butice ku celkové délce kotene).
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3.6 Statistické vyhodnoceni experimentii

Statistick¢ vyhodnoceni dat probéhlo pomoci programu NCSS 9 (Hintze, J. (2013).
NCSS 9. NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA. www.ncss.com.). Hodnoceni vlivu variant vyzivy
na rastové parametry rostlin (délku kofent, biomasu prytu) byly provedeno pomoci Analyzy
variance (One-way ANOVA) a Tukey-Kramerova testu mnohonasobného porovnani (Tukey-
Kramer multiple comparison test). Ve vSech ptipadech byla napted provedena kontrola splnéni
vSech piedpokladii testu a data byla v ptipadé potieby transformovana piirozenym logaritmem.
V piipad¢ experimentu 2 byla dale pro hodnoceni vlivu dvou parametrti (vyzivy a kultivaru)
pouzita GLM ANOVA a Tukey-Kramer multiple comparison test, opét po kontrole splnéni
predpokladi testu. Hodnoceni vlivu variant vyzivy na ¢etnosti CP a SL bylo provedeno pomoci

Pearsonova chi-kvadrat testu (Pearson’s Chi-square test).
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4 Vysledky

4.1 Experiment 1: Analyza mezidruhové variability v reakci exodermis a
endodermis na nedostatek zivin v prostredi

V tomto experimentu bylo cilem sledovat reakci apoplastickych bariér primarniho
kofene na nedostatek zivin v prostfedi u né€kolika vybranych druht rostlin jednodéloznych
(Sorghum bicolor, Triticum aestivum) a dvoud€loznych (Helianthus annuus, Linum
usitatissimum, Solanum lycopersicum). Sledovéna byla pfitomnost exodermis s Casparyho
prouzky, pfipadné jeji suberinizace, a to v riznych pozicich kofene. DalSim sledovanym
faktorem byla suberinizace endodermalni vrstvy a celkové rychlost diferenciace apoplastickych
bariér u zminénych druht rostlin.

Rostliny pouzivané k tomuto experimentu byly péstovany pomoci hydroponické
kultivace po dobu 14 dntli za konstantnich podminek a byly vystaveny riznym deficientnim
podminkdm: - N, - P, - K a -Fe. Péstovany byly i rostliny kontrolni v kompletnim Zivném

roztoku (modifikovany Hoaglandlv Zivny roztok 3, viz kap. Metodika).

4.1.1 Linum usitatissimum

Rust rostlin

Po 14 dnech kultivace rostlin byly porovnany rostliny deficientni a kontrolni. Po
vizudlnim zhodnoceni bylo patrné, Ze nejsiln€ji plsobila na rostliny Linum usitatissimum
deficience dusiku a fosforu. Pryty rostlin v t€chto variantach byly malé, u rostlin deficientnich
na dusik byla patrna mirné4 chlor6za. Rostliny deficientni na draslik byly také mensi, ale pryty
zustaly zelené jako u kontrolnich rostlin. Vyraznd chlor6za byla pozorovana u rostlin
s deficienci zeleza (Obr. 4.1). Signifikantni rozdily byly zaznamenany u hmotnosti susin pryta.
Signifikantné se liSily rostliny kontrolni od variant -N, -P a -Fe. Signifikantni rozdily byly také
zaznamenany mezi variantou -N a vSemi ostatnimi variantami. OdliSné od vSech variant byla
také varianta -P (Graf 1). Dale byly vypocitany procentudlni obsahy vody v prytech, které se
pohybovaly v rozmezi 76 — 89 %. Nejmensi obsah vody (76 %) méla varianta -N, kterd se
signifikantné lisila od vSech ostatnich variant. Mensi obsah vody nez kontrolni rostliny (85 %)
méla jesté¢ varianta -K (81 %) a varianta -P (81 %) (One-way ANOVA, Tukey-Kramer

Multiple-Comparison Test, p < 0,05).
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Zmény byly dale viditelné i na kofenovém systému rostlin. Primérna délka kotfenového
systému (odpovidajici délce primarniho kofene) se mezi jednotlivymi variantami vyrazné
neliSila a dosahovala hodnot 23,2 — 32,7 cm (Graf 2). Vizudlné vsak bylo patrné, Ze nékteré
deficientni varianty mé¢ly odlisn€ vétveny kofenovy systém a celkovou biomasu kotenii (Obr.

4.1. a 4.2), tyto parametry vSak nebyly
detailn¢ analyzovéany, protoze koteny

byly pouzity pro anatomickou analyzu.

Obr. 4.1:
Rostliny Linum usitatissimum.
Zleva kontrola, - N, - P, - K, - Fe. Méfitko

1 cm.
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Obr. 4.2: Kofenovy systém rostlin Linum usitatissimum. Vlevo kontrola, vpravo deficience N.

Meéfitko 2 cm.
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Grafy 1, 2: Hmotnost suSiny prytd (1) a délka kofenového systému (2) u rostlin Linum

usitatissimum.

Rozdilna pismena znaci signifikantni rozdily mezi variantami (One-way ANOVA, Tukey-

Kramer Multiple-Comparison Test, p < 0,05, n=7).
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Anatomicka analyza kotent rostlin Linum usitatissimum

Jelikoz z literatury neni znamo, v jaké vzdalenosti za Spickou kotfene se exodermis u
tohoto druhu dvoudé€lozné rostliny zacina diferencovat, bylo nutné nejprve vybrat vhodnou
pozici pro analyzu. Anatomickd analyza proto zahrnovala nejprve pilotni ¢ast — pfipravu feza
v riznych pozicich podél podélné osy u dvou primarnich kotfend — jednoho z kontrolni varianty
a druhého z varianty deficientni na dusik. Tyto dva kofeny byly vybrany proto, aby bylo mozno
zachytit pfipadné rozdily v diferenciaci exodermis mezi variantami. Kofeny byly fezany
nejprve v pozicich 1/2 a 1/4 délky od Spicky koiene, v téchto pozicich vSak zadné vyvojové
rozdily bariér nevykazovaly, u obou byla exodermis plné diferencovana. Proto bylo nutné
pfipravit fezy blize kofenové Spicce. Konecna pozice pak byla 1/18, v této vzdalenosti za
kotenovou $pickou bylo patrné, ze se exodermis postupné tvoii (je ¢aste¢n¢ diferencovand), a

bude proto mozné analyzovat rozdily mezi variantami kultivace ve stupni jeji diferenciace.

V pozici 1/18 vzdalenosti za $pickou byla nasledné¢ provedena hlavni ¢ast analyzy —
porovnéan rozsah diferenciace exodermis i endodermis ve vSech variantach kultivace pro 5
kotenli z kazdé varianty. Rozsah diferenciace exodermalnich Casparyho prouzki byl mirné
vy$si pii deficienci N a P oproti kontrole, ale rozdily nebyly statisticky vyznamné (Graf 3). U
tohoto druhu navic nebyly exodermalni Casparyho prouzky jednoznacné identifikovatelné,
protoze byly vyrazné lignifikované i vnéj$i tangencialni bunécné stény exodermalnich bunék.
Proto byl vyhodnocovan pocet bunék s takto lignifikovanymi sténami bunék. Celkové nebyly
pozorovany zadné signifikantni rozdily mezi variantami vyZivy v pfitomnosti exodermalnich
Casparyho prouzkt/lignifikovanych buné¢nych stén (Graf 3, Tabule 1), ani suberinovych lamel
v exodermis (Graf 4, Tabule 1) a v endodermis (Graf 5). Celkové 1ze shrnout, Ze exodermis se
u Linum usitatissimum diferencuje ve vSech podminkach vyzivy velmi blizko za kotfenovou

Spickou.
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Grafy 3, 4, 5:

Rozsah diferenciace apoplastickych bariér u

rostlin Linum usitatissimum u jednotlivych

deficientnich variant a kontroly. Data ziskana

z pozice 1/18 délky hlavni osy kofene (smérem

od $picky).

Rozsah diferenciace vyjadiuji jednotlivé primérné kategorie popisujici vyskyt CP nebo SL

v ramci vrstvy exodermis nebo endodermis (0: Zadné buniky s CP/SL; 1: cca 25 % bunék

s CP/SL; 2: cca 50 % bunék s CP/SL, 3: cca 75 % bun¢k s CP/SL, 4: 100 % bun¢k s CP/SL).

* znaci signifikantni rozdil od kontrolni varianty (Pearson’s Chi-Square test, p < 0,05, n =15).
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Tabule 1: Vyvoj exodermis u rostlin Linum sp. v reakci na nedostatek zivin u jednotlivych variant
deficience. Rezy primarnim kofenem v pozic 1/18 délky hlavni osy od $pic¢ky. Vlevo fezy barvené
berberinem a gencianovou violeti pro vizualizaci Casparyho prouzkl (fluorescence, UV), vpravo
fezy barvené Sudan Red 7B pro vizualizaci suberinovych lamel (snimédno ve svétlém poli). Métitko

50 pm.
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4.1.2 Solanum lycopersicum

Rast rostlin

Rostliny S. lycopersicum byly po 14 dnech hydroponické kultivace viditelné ovlivnéné
deficienci jednotlivych prvki. Nejvyraznéji byly zasazeny deficienci dusiku. N deficientni
rostliny byly velmi malé, nékteré ani nebyly schopny nartst a vydrzet cely kultivacni proces.
Hmotnost susiny pryti byla signifikantné¢ ovlivnéna variantami kultivace. Konkrétné byly
zjistény signifikantni rozdily mezi kontrolou a variantami -N a -K. Signifikantni rozdily byly
patrné mezi variantou -N a vSemi ostatnimi variantami (Graf 6). Obsah vody v prytech se
pohyboval okolo 86,5 % a mezi variantami se neli$il (One-way ANOVA, Tukey-Kramer
Multiple-Comparison Test, p > 0,05).

V délce kotenového systému, kterd odpovidala délce primarniho kotfene, nebyly zjistény
zadné signifikantni rozdily napfi¢ vSemi variantami (Graf 7). Délka kofenového systému se
pohybovala u vSech variant okolo 30 cm, u rostlin K deficientnich byla mirn€ niz$i a ¢inila 25

cm, ale rozdil nebyl statisticky vyznamny.

Rozdilnost kofenovych systémi spocivala v celkové biomase kotfentl, vizualné bylo
patrné, ze celkova biomasa koteni v -N a -K varianté je mensi oproti kontrole a varianté -P,

data o hmotnosti a hustoté kofenového systému vSak nebyla blize analyzovana, protoze kofeny

byly pouzity pro anatomickou analyzu (Obr. 4.3).

Obr. 4.3:

Kofenovy systém rostlin S.

lycopersicum.

Vlevo kontrola, vpravo

deficience N. Méftitko 2 cm.
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Grafy 6, 7: Hmotnost susiny prytt (6) a délka kotenového systému (7) u rostlin S. lycopersicum.

Rozdilnad pismena znali signifikantni rozdily mezi variantami (One-way ANOVA, Tukey-

Kramer Multiple-Comparison Test, p < 0,05, n =5).

Anatomicka analyza kotent S. lycopersicum

Stejné jako u rostlin L. usitatissimum, bylo 1 u rostlin S. lycopersicum potieba nejdiive
najit vhodnou pozici podél podélné osy primarniho kotene, aby byla analyzovéana oblast, kde
se exodermis diferencuje a je mozné zachytit ptipadné rozdily ve stupni jeji diferenciace mezi
kontrolnimi a deficientnimi kofeny. Byly vybrany dva kofeny - jeden deficientni na dusik
(deficience dusiku ma nejsilné€jsi projev) a jeden koten kontrolni. Kotfeny byly fezdny v pozici
3/4 vzdalenosti od Spicky kotene, kde ale nebyly pozorovany Zadné rozdily ve vyvoji bariér.
V této pozici byla exodermis i endodermis plné€ diferencovand. Vhodna pozice byla nakonec
v piipad¢ kotfent S. lycopersicum nalezena v 1/2 kotene, kde byla exodermis diferencovana
pouze Castecné, a tak bylo moZné analyzovat rozdily ve vyvoji apoplastickych bariér u

jednotlivych variant.

V pozici 1/2 od $picky kotene pak probihala hlavni ¢ast analyzy. Byl analyzovan rozsah
diferenciace exodermis 1 endodermis ve vSech variantach kultivace pro 5 kofenii z kazdé
varianty. Vys§i rozsah diferenciace exodermalnich Casparyho prouzkl byl pozorovan u dvou
deficientnich variant. Signifikantni rozdily byly u -N a -P oproti kontrole (Graf 8, Tabule 2).
Kromé Casparyho prouzkii byly ¢astecné lignifikované i vnéjsi tangencidlni bunééné stény
podobné jako u rostlin L. wusitatissimum. Proto byl vyhodnocovan pocet bunck s takto
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lignifikovanymi sténami bunck. Déle byla vyhodnocovana piitomnost suberinovych lamel.
V exodermis byly signifikantni rozdily pozorovany mezi variantami -N, -K a kontrolou, ktera
byla mén¢ suberinizovand (Graf 9, Tabule 2). V piipad¢ endodermis byl nejsiln€jsi projev
pozorovan u deficience dusiku. Signifikantné vice endodermalnich bunc€k se suberinovymi
lamelami ale bylo zaznamenéno ve vSech deficientnich variantach (-N, -P, -K) oproti kontrole

(Graf 10).

8 Casparyho prouzky v exodermis 9 Suberinové lamely v exodermis
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Rozsah diferenciace vyjadiuji jednotlivé primérné kategorie popisujici vyskyt CP nebo SL
v ramci vrstvy exodermis nebo endodermis (0: zZadné buniky s CP/SL; 1: cca 25 % bun¢k

s CP/SL; 2: cca 50 % bunék s CP/SL, 3: cca 75 % bun¢k s CP/SL, 4: 100 % bunck s CP/SL).

* znaci signifikantni rozdil od kontrolni varianty (Pearson’s Chi-Square test, p < 0,05, n =15).
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Tabule 2: Vyvoj exodermis u rostlin S. lycopersicum v reakci na nedostatek Zivin u jednotlivych
variant deficience. Rezy primarnim kofenem v pozici 1/2 délky hlavni osy od $picky. Vlevo fezy
barvené berberinem a gencidnovou violeti pro vizualizaci Casparyho prouzki (fluorescence, UV),
vpravo fezy barvené Sudan Red 7B pro vizualizaci suberinovych lamel (sniméano ve svétlém poli).

Meéftitko 50 pm.
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4.1.3 Helianthus annuus

Rast rostlin

Rostliny H. annuus vykazovaly po 14 dnech kultivace projevy deficience. Listova
plocha byla viditelné mensi nez u rostlin kontrolnich (Obr. 4.4) a hmotnosti susin pryti byly
signifikantné mens$i u vSech deficientnich variant oproti kontrole. Mezi jednotlivymi
deficientnimi variantami signifikantni rozdily ve hmotnosti susiny pozorovany nebyly (Graf
11). Dale byly vypocitany procentudlni obsahy vody v prytech. Rostliny z jednotlivych variant
vyzivy se v tomto parametru signifikantné nelisily a primérné se obsah vody pohyboval okolo

91 % (One-way ANOVA, Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, p > 0,05).

Kofenovy systém rostlin u varianty -N byl viditelné méné vétveny nez u kontrolni
varianty (Obr. 4.4 a 4.5), ale detailni analyza vétveni a biomasy kotenti u jednotlivych variant
nebyla provedena. Priméré délky kotenového systému, které odpovidaly délce primarniho
kotene, se pohybovaly v rozmezi 44,0 — 62,1 cm. Signifikantné kratSi kofenovy systém byl
pozorovan u variant -N a -K oproti kontrole a varianté -P. Signifikantni rozdily mezi

kontrolnimi kofeny a kofeny deficientnimi na fosfor nebyly pozorovany (Graf 12).

|

Obr. 4.4: Rostliny Helianthus annuus.

Zleva kontrola, - N, - P, - K. Méfitko 1 cm.
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Obr. 4.5:
Kofenovy systém rostlin H. annuus.
Vlevo kontrola, vpravo deficience N.

Meéfitko 2 cm.
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Grafy 11, 12: Hmotnost susiny prytt (11) a délka kofenového systému (12) u rostlin H. annuus.

Rozdiln4d pismena znali signifikantni rozdily mezi variantami (One-way ANOVA, Tukey-

Kramer Multiple-Comparison Test, p < 0,05, n =5).

Anatomicka analyza kotenti H. annuus

Pro anatomickou analyzu byla opét v pilotni ¢asti nejprve hledana vhodna pozice podél podélné
osy primarniho kotene, kde by byly patrné rozdily v diferenciaci apoplastickych bariér. Byly
vybrany dva kofeny — jeden kontrolni a jeden deficientni na dusik. Oba kofeny byly

analyzovany nejdiive ve 3/4 délky kotene (od $picky), nasledné v 1/2. V obou téchto pozicich
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jiz byla exodermis diferencovana, proto byla nakonec vybrana pozice 1/4 (tj. mladsi ¢ast kotene

blize kotenové $picce).

V pozici 1/4 byla provedena detailni anatomicka analyza (5 kotfenli z kazd¢ varianty). Nasledné
byl vyhodnocen vyvoj apoplastickych bariér v zavislosti na deficienci zivin v hydroponickém
prostfedi. Nejdiive byl posuzovan vliv deficience na diferenciaci Casparyho prouzki
v exodermis. Signifikantné vice byly diferencovany ve variant¢ -N a -P oproti kontrole a
variant¢ -K. Rozdily naopak nebyly zaznamenany mezi kontrolou a -K (Graf 13, Tabule 3).
Stejna situace byla patrna i u diferenciace suberinovych lamel v exodermis, rozsah suberinizace
byl signifikantné¢ vysSi u -N a -P oproti kontrole a -K (Graf 14, Tabule 3). V ptipadé
suberinovych lamel v endodermis byly signifikantni rozdily pouze mezi kontrolou a deficienci

fosforu (Graf 15).
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Rozsah diferenciace vyjadiuji jednotlivé primérné kategorie popisujici vyskyt CP nebo SL
v ramci vrstvy exodermis nebo endodermis (0: zadné bunky s CP/SL; 1: cca 25 % bunck

s CP/SL; 2: cca 50 % bunék s CP/SL, 3: cca 75 % bun¢k s CP/SL, 4: 100 % bunck s CP/SL).

* znaci signifikantni rozdil od kontrolni varianty (Pearson’s Chi-Square test, p < 0,05, n = 5).

Kontrola

Tabule 3: Vyvoj exodermis u rostlin H. annuus v reakci na nedostatek Zivin u jednotlivych
variant deficience. Rezy primarnim kofenem v pozic 1/4 délky hlavni osy od $picky. Vlevo
fezy barvené berberinem a gencianovou violeti pro vizualizaci Casparyho prouzka
(fluorescence, UV), vpravo fezy barvené Sudan Red 7B pro vizualizaci suberinovych lamel
(sniméno ve svétlém poli). Méfitko 50 um.
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4.1.4 Sorghum bicolor

Rast rostlin

Rostliny S. bicolor byly sklizeny po 14 dnech kultivace a na rostlinach byly viditelné
rozdily mezi kontrolou a deficientnimi variantami. Deficientni rostliny byly mensiho vzristu a
nékteré vykazovaly zmény zbarveni listli (chlordzu nebo ¢ervenani, Obr 4.6). V hmotnosti susin
pryti byly patrné signifikantni rozdily mezi kontrolou a vSemi ostatnimi deficientnimi
variantami. Déle byly rozdily patrné i mezi variantou -N a vSemi ostatnimi variantami (Graf
16). Primérny obsah vody v prytech ¢inil 75,4 - 89,7 % a mezi jednotlivymi variantami vyZzivy
byly zaznamenany rozdily. Signifikantn¢ se liSily kontrolni rostliny, s obsahem vody 86 %, od
signifikantné liSila od vSech ostatnich variant. Nejvyssi obsah vody byl u varianty -Fe (89,7 %),
a tak se tato varianta také signifikantné liSila od vSech ostatnich variant vyzivy (One-way

ANOVA, Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, p > 0,05).

Na prvni pohled bylo vidét, ze deficientni rostliny vétSinou maji fidsi kofenovy systém
oproti kontrole (Obr. 4.6). Nejsilnéjsi projevy byly patrné u rostlin deficientnich na dusik a
draslik (Obr. 4.6. a 4.7). Primé&rné délka kotfenového systému, kterd odpovidala délce hlavniho
kotene, ¢inila 28,4 cm. Signifikantni rozdily mezi kontrolni variantou a n€kterou z deficientnich
variant nebyly pozorovany. Signifikantné del$i byly pouze kofeny varianty —N na rozdil od

variant —-K a —Fe (Graf 17).

Obr. 4.6: Rostliny Sorghum bicolor.

‘}/‘ - Zleva kontrola, - N, - P, - K, -Fe. Mé&fitko 3

cm.

-
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Obr. 4.7: Kofenovy systém

rostlin Sorghum bicolor.

Vlevo kontrola, vpravo

deficience N. Méfitko 2 cm.
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Grafy 16, 17: Hmotnost suSiny prytt (16) a délka kofenového systému (17) u rostlin S. bicolor.

Rozdilnd pismena znali signifikantni rozdily mezi variantami (One-way ANOVA, Tukey-

Kramer Multiple-Comparison Test, p < 0,05, n=5—7).

Anatomicka analyza kotent S. bicolor

V pilotni ¢asti byla hledana pozice pro fezani kofene vhodna pro vizualizaci rozdila
v diferenciaci exodermalni vrstvy mezi kontrolnimi a deficientnimi kotfeny. Podobné jako u
ptedchozich druhti rostlin byly nejdiive fezany koteny kontrolni a deficientni na dusik, v pozici

3/4 délky hlavni osy od $picky, kde ale nebyly pozorovany zadné rozdily ve vyvoji exodermis.
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V této pozici byla plné diferencovand. Dale analyza pokracovala v pozicich blize kofenové
Spicce (v pozici 1/2 a 1/4 délky hlavni osy od Spicky), i zde byla exodermis diferencovana.

Vhodna pozice byla nakonec 1/13, kde byla exodermis jen ¢astecné diferencovana.

Hlavni ¢ast analyzy byla proto soustfedéna na pozici 1/13, kde bylo analyzovano 5
kotenii z kazdé varianty. Po histochemické analyze a vizualizaci Casparyho prouzki a
suberinovych lamel bylo zjisténo, ze exodermdalni Casparyho prouzky jsou signifikantné vice
diferencovany ve varianté -Fe oproti kontrole. Podobny trend byl patrny i ve varianté -N, nebyl
vSak signifikantni (Graf 18, Tabule 4). V pifipadé suberinovych lamel v exodermis i
v endodermis Zzadné signifikantni rozdily mezi kontrolou a deficientnimi variantami

pozorovany nebyly (Graf 19, 20, Tabule 4).

18Casparyho prouzky v exodermis 19Suberinové lamely v exodermis

4 — 4

I Y
wl (] MTEL

Kon';rola de.f N de.f P de-f K def- Fe Kon';rola de-f N de.f P de.f K de1; Fe

Varianta Varianta

Kategorie
N
Kategorie

beri 5 | I dod [
19Suberinové lamely v endodermis Grafy 18, 19, 20:

4,

:L Rozsah diferenciace apoplastickych
barier u rostlin S. bicolor u
jednotlivych deficientnich variant a

2] ] kontroly. Data ziskana z pozice 1/13

Kategorie

délky hlavni osy kotene (smérem od

$picky).

0 . 4 . . .
Kontrola def N def P defK defFe

Varianta
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Rozsah diferenciace vyjadiuji jednotlivé primérné kategorie popisujici vyskyt CP nebo SL
v ramci vrstvy exodermis nebo endodermis (0: zadné bunky s CP/SL; 1: cca 25 % bunck

s CP/SL; 2: cca 50 % bunék s CP/SL, 3: cca 75 % bun¢k s CP/SL, 4: 100 % bunck s CP/SL).

* znaci signifikantni rozdil od kontrolni varianty (Pearson’s Chi-Square test, p < 0,05, n = 5).

N = « -
4 N\ \

Tabule 4: Vyvoj exodermis u rostlin S. bicolor v reakci na nedostatek zivin u jednotlivych

-~

b

variant deficience. Rezy primarnim kofenem v pozic 1/13 délky hlavni osy od $pi¢ky. Vlevo
fezy barvené berberinem a gencidnovou violeti pro vizualizaci Casparyho prouzka
(fluorescence, UV), vpravo fezy barvené Sudan Red 7B pro vizualizaci suberinovych lamel

(sniméno ve svétlém poli). Méfitko 50 um.
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4.1.5 Triticum aestivum

Rast rostlin

Po 14 dnech kultivace byly rostliny 7. aestivum v nékterych deficientnich variantach
mensi a mély jiné zbarveni nez rostliny kontrolni. Jednalo se pfedevsim o variantu -N a -K (Obr
4.8). Déle byly porovnavany hmotnosti susin pryti. Signifikantni rozdily byly patrné mezi
kontrolou, s nejvétsi hodnotou hmotnosti susiny, a tfemi deficientnimi variantami (-N, -P, -K).
Z4dné signifikantni rozdily nebyly pozorovany mezi deficienci dusiku, fosforu a drasliku (Graf
21). Procentudlni obsahy vody v prytech se pohybovaly vrozmezi 78,4 — 84,9 %. Pryty
kontrolnich rostlin obsahovaly 83,8 % vody. Nejnizsi obsah vody (78,4 %) byl u varianty -N,
ktera se liSila signifikantné pouze od varianty -Fe s nejvy$S§im obsahem vody 84,9 % (One-way

ANOVA, Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, p > 0,05).

Primérnd délka kotfenového systému cinila 45,7 cm a mezi kontrolou a vSemi
deficientnimi variantami nebyly z4dné signifikantni rozdily. Mirné kratsi kofenovy systém byl

patrny u variant -K a -Fe (Graf 22).

Obr. 4.8: Rostliny Triticum aestivum.
Zleva kontrola, - N, - P, - K, -Fe. M¢ritko

3 cm.

i

B
£
E
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Grafy 21, 22: Hmotnost suSiny prytd (21) a délka kofenového systému (22) u rostlin 7.

aestivum.

Rozdilna pismena znaci signifikantni rozdily mezi variantami (One-way ANOVA, Tukey-

Kramer Multiple-Comparison Test, p < 0,05, n=7).

Anatomickd analyza kotenti 7. aestivum

V pilotni ¢asti byla opé€t nejprve vybirana pozice na hlavni ose primarniho kotene, ktera
by byla vhodné pro naslednou detailni anatomickou analyzu. Pro tuto pilotni Cast byly opét
vybrany koteny kontrolni a deficientni na dusik. Nejdiive byly analyzovany v 1/2 délky hlavni
osy od Spicky, ale v této pozici nebyla exodermis vibec diferencovana. Proto bylo nutné se
zaméfit na Cast blize k bazi kotene, do 3/4. 1 zde byla exodermis jen velmi Céstecné
diferencovana, proto byly kofeny déle analyzovany jesté v tésné blizkosti baze kofene (1 cm

od baze kotene).

V pozici 1 cm od baze kotene byla nasledné provedena hlavni analyza (5 kotfent z kazdé
varianty). Piesto, ze byly ziskdny fezy z tésné blizkosti baze kotene, Castecné diferencovana
exodermis byla nalezena jen u nékterych kotenli z varianty -N, v ostatnich variantach nebyly
exodermalni Casparyho prouzky detekovany (Graf 23, Tabule 5). V exodermis nebyly nalezeny
u Zadné varianty suberinové lamely. Naopak endodermalni suberinové lamely byly v této pozici

ptitomné téméet ve vSech endodermalnich bunkach ve vSech variantach (Graf 24, Tabule 6).
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23 Casparyho prouzky v exodermis 24 Suberinové lamely v endodermis

47 | : : F :
34 3

Kategorie
Kategorie

0

0

KontrolaDef N Def P Def K Def Fe KontrolaDef N Def P Def K Def Fe

Varianta Varianta

Grafy 23, 24: Rozsah diferenciace apoplastickych bariér u rostlin 7. aestivum u jednotlivych
deficientnich variant a kontroly. Data ziskdna z pozice 1 cm délky hlavni osy kofene (smérem

od $picky).

Rozsah diferenciace vyjadiuji jednotlivé primérné kategorie popisujici vyskyt CP nebo SL
v ramci vrstvy exodermis nebo endodermis (0: zadné buiiky s CP/SL; 1: cca 25 % bunck

s CP/SL; 2: cca 50 % bunék s CP/SL, 3: cca 75 % bun¢k s CP/SL, 4: 100 % bun¢k s CP/SL).

* znaci signifikantni rozdil od kontrolni varianty (Pearson’s Chi-Square test, p < 0,05, n = 5).

Tabule 5: Vyvoj exodermis u rostlin 7. aestivum v reakci na nedostatek Zivin. Rezy primarnim
kofenem v pozici 1 cm od baze kotfene. Rezy barvené berberinem a gencidnovou violeti pro

vizualizaci Casparyho prouzku (fluorescence, UV). Méfitko 50 um.
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Tabule 6: Suberinizace endodermis u rostlin 7. aestivum v reakci na nedostatek Zivin. Rezy
primarnim kofenem v pozici 1 cm od baze kofene. Barveno Sudan Red pro vizualizaci

suberinovych lamel (snimano ve svétlém poli). Méfitko 50 um.

4.1.6 Vyvoj ostatnich pletiv koiene

V této casti experimentu byli vybrani po jednom druhu zastupci ze skupiny
jednodéloznych (S. bicolor) a dvoudé€loznych rostlin (L. ussitatissimum). Byly sledovany
zmény v anatomické struktutfe kotenil v riznych pozicich kotene. U L. ussitatissimum, byla
sledovéana produkce sekundarnich pletiv v zavislosti na stafi dané ¢asti kotene (od Spicky az po
bazi kotene). U S. bicolor byla ve stejnych pozicich analyzovana plocha stiedniho valce a
tloustka primarni kiry pro porovnani. U kazdé rostliny byly ziskany fezy z pozic 3/4, 1/2 a
1/18 z celkové délky kotene u tii kotenll z varianty kontrolni a tfi kofenil z varianty deficientni
na dusik. U rostlin L. ussitatissimum byla patrna ptitomnost sekundarnich vodivych pletiv ve
sttednim valci kotene (Tabule 7), byla proto téchto kofenli zaméfena i plocha stiedniho valce
(Graf 25) a tloustka primarni kiiry kotene (Graf 26). Plocha stfedniho vélce signifikantné rostla
smérem k bazi kotene (GLM ANOVA, p < 0,05, n = 3), tloustka primarni kiiry se neménila
(GLM ANOVA, p > 0,05, n = 3). U obou parametri nebyl zaznamenan signifikantni vliv
varianty kultivace (GLM ANOVA, p > 0,05, n = 3; Grafy 26, 27). V povrchové vrstveé primarni

kiry pak byla ve starSich ¢astech kofene patrnd pfitomnost vznikajiciho peridermu, a to u
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kofenli v obou variantdch. Rozdily mezi variantami ale v tomto ohledu nebyly detailné
hodnoceny.

U rostlin S. bicolor se uspotadani sttedniho valce dle predpokladii smérem k bazi kotene
nemeénilo (Tabule 8) a nebyla patrnd zadna ptitomnost korku. Plocha stiedniho valce ani

tloustka primarni ktiry nebyla u tohoto druhu méfena.

25 Plocha stfedniho vélce kofene 26 Pramér primarni kary kofene
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Grafy 25, 26: Plocha stfedniho valce kotentl (25) a tloustka primérni kliry kotenti (26) u rostlin
L. ussitatissimum u varianty kontrolni a deficientni v riznych pozicich kotene podél kotenové

osy (ve 3/4, 1/2 a 1/18 délky od 3picky).

Rozdiln4 pismena znaci signifikantni rozdily mezi variantami liSicimi se v fezané pozici a

varianté¢ vyzivy (GLM ANOVA, Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, p < 0,05, n = 3).
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Kontrola

Kontrola

Tabule 7: Vyvoj stiedniho valce u dvoudélozné rostliny L. usitatissimum u varianty kontrolni a
deficientni na dusik. Rezy barvené berberinem a gencianovou violeti pro vizualizaci Casparyho
prouzki a lignifikovanych &asti stiedniho valce. Rezy z pozice 3/4 (nahote), 1/2 (uprostied) a

1/18 (dole) délky kotene od Spicky. Métitko 50 pm.
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Kontrola

Kontrola

Tabule 8: Stfedni vélec jednodélozné rostliny S. bicolor u varianty kontrolni a deficientni. Rezy
barvené berberinem a gencidnovou violeti pro vizualizaci Casparyho prouzkt a lignifikovanych
&asti stiedniho valce. Rezy z pozice % (nahote), 1/2 (uprostied) a 1/18 (dole) délky kofene od
Spicky. Méfitko 50 um.



4.1.7. Shrnuti experimentu 1

e Jednotlivé druhy se liSily ve vzdalenosti, kde se za Spickou kofene exodermis
diferencovala
o Ve velmi kratké vzdalenosti za Spickou se diferencovala u L. ussitatissimum (v
1/18 délky od Spicky) a S. bicolor (v 1/13 délky od Spicky).
o U dalsich rostlin se diferencovala dale za Spickou — u S. lycopersicum (v 1/2
délky kotene od Spicky), H. annuus (v 1/4 délky kotene od Spicky).
o U T. aestivum se diferencovala az velmi blizko baze kotene (v 3/4 délky od

Spicky).

e Dostupnost zivin ovlivnila diferenciaci exodermis u S. lycopersicum, H. annuus a mirné

u S. bicolor, u rostlin L. ussitatissimum a T. aestivum neméla vliv.

e Diferenciaci exodermalnich Casparyho prouzkl nejvyraznéji ovlivnila deficience N

o Deficience N zpusobila signifikantné¢ rychlejsi diferenciaci exodermalnich
Casparyho prouzkd u S. lycopersicum, a, H. annuus. U S. bicolor, L.
ussitatissimum a T. aestivum byl patrny podobny trend, nebyl vSak signifikantni

o Deficience P urychlila diferenciaci Casparyho prouzkid v exodermis u S.
lycopersicum a H. annuus

o Deficience K nemé¢la vliv u zddného ze zkoumanych druhi

o Deficience Fe urychlila diferenciaci Casparyho prouzkii v exodermis u S.

bicolor, u ostatnich druhii nem¢la vliv

e U rostlin L. ussitatissimum, byla pozorovana pfitomnost sekundarnich vodivych pletiv
ve starSich Castech kotene, coZ korelovalo se zvétSovanim plochy stfedniho valce
smérem k bazi kofene. U nékterych koteni byla také patrna tvorba peridermu, a to jiz

v pozici 1/2 délky kotene.
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4.2 Experiment 2: Analyza vnitrodruhové variability v reakci exodermis a
endodermis na nedostatek Zivin v prostredi

V tomto experimentu bylo cilem sledovat reakci apoplastickych bariér primarniho
kotene na nedostatek zivin v prostiedi u sedmi vybranych kultivar Zea mays. Jednalo se o
kultivary Cebesto, Cegrand, Celate, Cemora, Ceplan, Cesone a Cewel.

Sledovana byla pfitomnost exodermis s Casparyho prouzky a jeji suberinizace. Dal§im
sledovanym faktorem byla mira suberinizace endodermdalni vrstvy a celkové rychlost
diferenciace apoplastickych bariér. Cilem bylo zjistit, zda budou pozorovany rozdily v rychlosti

diferenciace exodermis ¢i endodermis mezi kultivary jednoho druhu rostliny.

Rostliny pouzZivané k tomuto experimentu byly péstovany pomoci hydroponické
kultivace po dobu 14 dnli za konstantnich podminek. Byly péstovany rostliny kontrolni (v
kompletnim zivném roztoku) a rostliny vystavené deficienci fosforu nebo deficienci dusiku

(Obr. 4.9). Pro kazdou variantu vyzivy vzdy probéhla samostatna kultivace.

Obr. 4.9: Kultivace rostlin Zea mays — kultivar Ceplan. Zleva kontrola, - N, - P.

4.2.1. Analyza ristu kultivarit Zea mays za kontrolnich podminek

Hmotnosti susin prytii se po 14 denni kultivaci v kontrolni varianté mezi jednotlivymi
kultivary neliSily (Graf 27). Byl vypocitan také procentualni obsah vody v prytech, jez se mezi
nékterymi kultivary liSil. Nejvyssi obsah vody (93,8 %) byl zaznamenan u kultivaru Cesone,

ktery se signifikantné 1iSil od vSech ostatnich kultivari kromé kultivaru Cemora (93,2 %).

cvwr
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(90,8 %), které se signifikantné lisily od kultivart Cemora, Ceplan (92,3 %) a Cesone (93,8 %)
(One-way ANOVA, Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, p < 0,05).

Délka kotenového systému, ktera odpovidala délce primarniho kofene, se u jednotlivych
kultivara lisila. Kultivary s nejmensi délkou kotent byly Cebesto, Celate a Ceplan, kde se
pramérna délka kofenového systému pohybovala od 27,8 do 36 cm. Nejdelsi kofenovy systém
pak mély kultivary Cemora a Cesone, jejich primérna délka kotfenového systému byla 58,5 —

62,1 cm (Graf 28).
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Grafy 27, 28: Hmotnost susiny prytd (27) a délka kofenového systému (28) jednotlivych

kultivart Zea mays.

Rozdiln4d pismena znali signifikantni rozdily mezi variantami (One-way ANOVA, Tukey-

Kramer Multiple-Comparison Test, p < 0,05, n=4-9).

4.2.2. Analyza rustu kultivarit Zea mays za podminek deficience dusiku

Rostliny péstované po dobu 14 dnli ve varianté -N byly oproti rostlindm kontrolnim
velmi malé a vykazovaly zndmky Cervenani pryti. Celkové lze fici, Ze suSina prytl ve varianté
-N (prtimérné hodnota 0,12 g) byla mnohem mensi nez u rostlin kontrolnich (primérna hodnota
1,31 g). Mezi kultivary se v podminkach deficience N projevily signifikantni rozdily v biomase
prytu. Signifikantné se liSily v§echny kultivary kromé Celate (0,14 g) od kultivaru Cemora (0,17
g), u n¢hoz byly zaznamenany nejvyssi hmotnosti susin. Nejmensi biomasu prytu mél kultivar

Cebesto. Mezi ostatnimi kultivary signifikantni rozdily pozorovany nebyly (Graf 29).
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Procentudlni obsah vody v prytech se mezi jednotlivymi kultivary vyrazné nelisil a pohyboval
se okolo 87,2 % (One-way ANOVA, Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, p > 0,05).
Primérny obsah vody v prytech byl ale celkové u varianty -N niz8i (87,2 % - pramér pro
vSechny kultivary) oproti varianté kontrolni (92 % - primér pro vSechny kultivary) (GLM
ANOVA, Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, p < 0,05).

Délka kotenového systému (odpovidajici délce primarniho kofene) se pohybovala
v rozmezi 44,5 — 69 cm a mezi kultivary se liSila. Nejdelsi kofenovy systém byl u kultivaru

Cewel, nejkratsi kofeny mély kultivary Cegrand a Celate (Graf 30).

29 Hmotnosti susin prytd 30 Délka kofenového systému
0,25 4 90 -
a ad
b E’, 751 d
0,20 | a
— 2 b
> bc be S 60 b ¢b ¢
> Q i
£ o1s] © be be > b cb @
a o
2 < 45 5 =
S 2
£ 0,10 o
5 O 30
S S
ju i~
0,05 | S o
&
o
0,00 — . . . . . . ols—= . . . . .
S S e & o e o O O e L
LR o & O 2 RN \ IR
(Jéo (’é’(} (}’/\ (JQS(\ QQ,Q 4 (/e,\‘A (j?:o (/Q’Qo e O’?}Q (leQ & ®
Kultivar Kultivar

Grafy 29, 30: Hmotnost susiny prytd (29) a délka kofenového systému (30) jednotlivych

kultivari Zea mays deficientnich na dusik.

Rozdiln4d pismena znali signifikantni rozdily mezi variantami (One-way ANOVA, Tukey-

Kramer Multiple-Comparison Test, p < 0,05, n=3 - 9).

4.2.3. Analyza rustu kultivarit Zea mays za podminek deficience fosforu

Po 14 denni kultivaci se rostliny deficientni na fosfor liSily na prvni pohled od
kontrolnich vzristem. Byly mensi, ale ne vyrazné (primérna hmotnost prytu 0,54 g oproti 1,31
g u rostlin kontrolnich), a barva listl a stonk® se zménila. Stonky a listy se zbarvily do fialové
barvy. Biomasa prytll se mezi kultivary liSila jen mirn€. Signifikantné nejvétsi byl kultivar

Cemora a nejmensi byly oproti tomuto kultivaru tii dalsi kultivary — Cebesto, Cegrand a Cewel
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(Graf 31). Byl vypocitan také procentudlni obsah vody v prytech, ten se mezi jednotlivymi
kultivary vyrazné neliSil a pohyboval se okolo 99,5 % (One-way ANOVA, Tukey-Kramer
Multiple-Comparison Test, p > 0,05).

Rozdily mezi kultivary byly patrné v délce kotfenového systému. Velmi kratké koteny
byly u kultivaru Ceplan s primérnou délkou 10,8 cm. Naopak nejdelsi kofeny byly naméteny

u kultivaru Cebesto s priimérnou délkou 67,2 cm, nasledoval kultivar Cemora (Graf 32).
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Grafy 31, 32: Hmotnost suSiny prytd (31) a délka kofenového systému (32) jednotlivych

kultivart Zea mays deficientnich na fosfor.

Rozdiln4d pismena znali signifikantni rozdily mezi variantami (One-way ANOVA, Tukey-

Kramer Multiple-Comparison Test, p < 0,05, n =9).

4.2.4. Anatomickad analyza koienii vybranych kultivarii Zea mays v kontrolni a -N varianté

K anatomické analyze kultivari Zea mays byly vybrany tfi kontrastni kultivary:
Cebesto, Celate a Cemora. Tyto kultivary byly vybrany na zdklad¢ kontrastnich hodnot
hmotnosti suSin prytti a délky kotfenového systému. Nasledné byla hledana vhodna pozice podél
podélné osy priméarniho kotfene pro vizualizaci rozdila v diferenciaci exodermalni vrstvy mezi
kontrolnimi a deficientnimi kofeny a mezi jednotlivymi kultivary. Kotfeny byly fezany
v pozicich 1/7, 1/9 a 1/12 délky hlavni osy od $picky. Pro detailni analyzu byla vybréna pozice
1/9.
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Detailni anatomick4 analyza zahrnovala 5 kofenl varianty kontrolni a varianty -N
v pozici 1/9 (délky hlavni osy od $picky) u kultivari Cebesto, Celate a Cemora. Nasledn¢ byla
vyhodnocovéana pfitomnost lignifikovanych Casparyho prouzki a suberinovych lamel

v exodermis, piipadné v endodermis, v této pozici na kofeni.

Rychlost diferenciace Casparyho prouzkli v exodermis byla v podminkach deficience N
zrychlena u kultivarti Cebesto a Celate (Graf 33). Signifikantni rozdily byly také patrné mezi
kontrolou a deficienci N u kultivari Cebesto a Celate v piipadé suberinovych lamel
v exodermis (Graf 34). V endodermis se suberinové lamely rychleji diferencovaly

v podminkdach deficience N také u kultivari Cebesto a Celate (Graf 35).
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Rozsah diferenciace vyjadiuji jednotlivé primérné kategorie popisujici vyskyt CP nebo SL
v ramci vrstvy exodermis nebo endodermis (0: zZadné buiikky s CP/SL; 1: cca 25 % bunék

s CP/SL; 2: cca 50 % bunék s CP/SL, 3: cca 75 % bun¢k s CP/SL, 4: 100 % bun¢k s CP/SL).

* znaci signifikantni rozdil mezi variantami kultivace pro dany kultivar (Pearson’s Chi-Square

test, p <0,05,n=4-5).
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4.2.5. Shrnuti vysledkii experimentu 2

e Mezi kultivary byly pozorovany rozdily v rychlosti rastu (produkci biomasy prytu)

v zé&vislosti na dostupnosti zivin

©)

V kontrolnich podminkach nebyly pozorovany zadné rozdily mezi kultivary
v produkci biomasy prytu.

Rozdily v biomase prytl se objevily az v podminkach deficience dusiku, kdy
nejvyssi produkci biomasy vykazovaly kultivary Cemora a Celate, nejmensi
produkci biomasy Cebesto.

V podminkach deficience fosforu patiil k nejvétsim opét kultivar Cemora.
Nejmensi produkcei biomasy vykazovaly kultivary Cebesto, Cegrand a Cewel.
Produkce biomasy prytu se v jednotlivych variantich vyzivy lisila, avSak
kultivar Cemora dosahoval vysokou produkci biomasy v podminkach deficience

dusiku 1 fosforu.

e Mezi kultivary byly pozorovéany rozdily v délce kotfenového systému

o

V kontrolnich podminkach byl naméfen nejdelsi kofenovy systém u kultivart
Cemora a Cesone. Naopak nejkratsi u kultivarti Celate a Cebesto.

Za deficience N mély nejdelsi koteny kultivary Cewel a Cebesto. Kratky
kotfenovy systém byl naopak zjistén u kultivarii Cegrand a Celate.

V podminkach deficience P mély nejdelsi kofenovy systém kultivary Cebesto a
Cemora. Nejkratsi naopak kultivar Ceplan.

Rychlost ristu kofenového systému v jednotlivych podminkéch se vétsinou lisil.
Kotenovy systém kultivaru Cemora vSak rostl rychle jak v kontrole, tak
v deficienci P. Velmi pomalu rostl kotfenovy systém kultivaru Celate
v kontrolnich podminkach a deficience N.

Celkové lze fici, ze dostupnost zZivin signifikantné ovlivnila délku kofenového
systému kultivart. Nejkrat$i kofeny byly ve varianté kontrolni, a to v porovnani
s variantou -N 1 -P. Signifikantn€ nejdelSi byly koteny v deficienci dusiku.
Odlisna délka kotenového systému ale vysla signifikantné 1 mezi variantami -N
a -P (GLM ANOVA, Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, p < 0,05).
Celkové nejdelsi kofenovy systém napfi¢ variantami vyzivy mél kultivar

Cemora, nejkratsi pak kultivar Ceplan, a to v podminkach deficience p.
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e Diferenciace exodermis byla ovlivnéna dostupnosti N jen u nékterych kultivart

o U kultivarti Cebesto a Celate byla rychlost diferenciace Casparyho prouzki v
exodermis v podminkéach deficience N zvysena oproti kontrolnim podminkam.
Na kultivar Cemora varinat vyzivy vliv neméla.

o Rychlost diferenciace suberinovych lamel v exodemis byla pii deficienci
zvysena u kultivarti Cebesto a Celate. U kultivaru Cemora rozdil mezi varintami
Vyzivy pozorovan nebyl.

o Dostupnost N ovlivnila rychlost diferenciace suberinovych lamel v endodermis

u kultivart Cebesto a Celate. U kultivaru Cemora vliv neméla.

4.3 Experiment 3: Analyza lokalizované odpovédi na nedostatek Zivin
v prostiedi u rostlin Helianthus annuus v délené (split-root) kultivaci

Cilem tohoto experimentu bylo analyzovat lokdlni vliv dostupnosti dusiku na
diferenciaci apoplastickych bariér. Rostliny H. annuus byly péstovany 14 dni v délené
kultivaci, kdy jedna cast kofenového systému byla vystavena deficienci N, druhd cast

kotenového systému téze rostliny byla ponofena do kontrolniho roztoku.
Rist rostlin

Pryty rostlin nevykazovaly po 14 dnech kultivace zmény barvy (chlorézu ani
¢ervenani). U kontrolni ¢asti kofenového systému kotenti byla primérna délka 32,4 cm. U ¢asti
deficientni na dusik byla primérnéd délka 42,7 cm. Rozdily ale nebyly statisticky vyznamné

(Graf 36).
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36 Délka kofenového systému

. a Graf 36: D¢lka jednotlivych casti kofenového
€ a systétmu rostlin H. annuus v d€lené (split-root)
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Anatomickd analyza kotenti H. annuus v délené (split-root) kultivaci

Pro anatomickou analyzu byl vybran jeden nejdelsi kotfen z dané poloviny kofenového
systému (kontrolni nebo deficientni ¢asti). Na tomto kotfeni byla nejprve hledana vhodna pozice
podél podélné osy kotene, kde by byly viditelné rozdily v diferenciaci exodermalni vrstvy mezi
kontrolnimi a deficientnimi variantami kotfent. Koten byl nejdfive fezan v pozici 1/2 z celkové
délky hlavni osy kofene smérem od Spicky, ale zde byla exodermis u obou variant plné
diferencovana. V pozici 1/4 exodermis nebyla diferencovana, proto byla nakonec zvolena jako

konec¢na pozice 1/3 délky hlavni osy od Spicky.

Hlavni analyza tedy probihala u vSech kotenli v pozici 1/3 délky od Spicky. Byly
vyhodnoceny parametry diferenciace exodermélni a endodermdlni vrstvy. Bylo zjisténo, ze
v Casti kofenového systému vystaveného deficienci je diferenciace Casparyho prouzka
v exodermis urychlena, a tak byly pozorovany signifikantni rozdily mezi deficienci a kontrolou
(Graf 37, Tabule 9). Podobny trend byl patrny i v ptipadé suberinovych lamel v exodermis ale
rozdily nebyly signifikantni. V endodermis nebyl patrny rozdil, v obou variantach vyzivy

(¢astech kotenového systému) byla endodermis téméf pln€ suberinizovana (Grafy 37, 38, 39).
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37 Casparyho prouzky v exodermis 38 Suberinové lamely v exodermis
%
4 4,

Kategorie
N
Kategorie
N

Kontrola Def N Kontr Def N

Varianta Varianta

39 Suberinové lamely v endodermis Grafy 37, 38, 39:

4

Rozsah diferenciace apoplastickych

3] L L bariér u rostlin H. annuus v N

deficientni a kontrolni ¢asti kofenového

systému z délené (split-root) kultivace.

Kategorie
N

Data ziskéna z pozice 1/3 délky hlavni

osy kotene od $picky.

Kontr Def N

Varianta

Rozsah diferenciace vyjadiuji jednotlivé primérné kategorie popisujici vyskyt CP nebo SL
v ramci vrstvy exodermis nebo endodermis (0: Z&dné buiiky s CP/SL; 1: cca 25 % bunék

s CP/SL; 2: cca 50 % bunék s CP/SL, 3: cca 75 % bun¢k s CP/SL, 4: 100 % bun¢k s CP/SL).

* znadi signifikantni rozdil od kontrolni varianty (Pearson’s Chi-Square test, p < 0,05, n = 5-

7).
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Kontrola

Tabule 9: Vyvoj exodermis u rostlin H. annuus v reakci na lokalni nedostatek zivin. Rezy
priméarnim kofenem v pozici 1/3 délky smérem od $picky kotene. Rezy barvené berberinem a

gencidnovou violeti pro vizualizaci Casparyho prouzki (fluorescence, UV). Méfitko 50 um.

4.3.1 Shrnuti vysledkit experimentu 3
e U rostlin H. annuus péstovanych pomoci split-root kultivace byla pozorovana

lokalizovana odpovéd’ na nedostatek N v prostfedi, kterd se projevila rychlejsi
diferenciaci Casparyho prouzkl v exodermis.
e Podobny trend byl patrny i1 pro exodermalni suberinové lamely ale vliv vyzivy nebyl

signifikantni.

4.4 Experiment 4: Analyza reakce endodermis u Arabidopsis thaliana na
nedostatek zivin v prostiredi

Rust rostlin

Rostliny péstované in vitro na mediu se snizenym obsahem dulezitych prvki v médiu (-
N, -P, -K, -Fe) a na kontrolni mediu. Vliv deficience nebyl na prvni pohled piili§ patrny (Obr.
4.10), délka hlavni osy kotene byla kratsi u rostlin ve varianté -K, ostatni varianty se v tomto

parametru od kontrolnich rostlin neliSily (Graf 41).
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Kontrola

Obr. 4.10: Kotfeny 4. thaliana kultivované na agarovych plotnach. Vlevo kontrola, vpravo

deficience dusiku. Méfitko 2 cm.

Anatomicka analyza endodermis u rostlin A. thaliana

Suberinizace endodermis byla analyzovana pomoci barveni celych kotent A. thaliana a
byly hodnoceny dva parametry: ¢ast hlavni osy kofene se zcela suberinizovanou endodermis a
¢ast hlavni osy s alesponl ¢astecné suberinizovanou endodermis (vyjadieno v procentech z

celkové délky kotene, viz kapitola Metodika).

Tabule 10: Suberinové lamely v endodermis
A. thaliana. Prosvétlené koteny A. thaliana

barvené Fluorol Yellow a anilinovou modii

pro vizualizaci suberinovych lamel

v endodermis (fluorescence, UV). M¢éftitko

50 pm.

Délka hlavni osy kotene byla signifikantn€ niZsi oproti kontrole u varianty —K (Graf
40). Podil ¢asti kotene se zcela suberinizovanou endodermis (tj. endodermis, kde maji vSechny

buiiky suberinové lamely) byl oproti kontrole vyssi u varianty -N, (Grafy 41). Podil ¢asti kotene
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se zcela suberinizovanou endodermis byl nizsi oproti kontrole v ptipad¢ -P (Graf 41). Relativni
délka casti kofene s alespon ¢astecné suberinizovanou endodermis byla signifikantné vyssi u
variant -N a -Fe oproti kontrole, ostatni varianty vyzivy (-K a -P) se od kontroly v tomto

parametru neliSily (Graf 42).
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42 Podil ¢aste€né suberinizované ¢asti kofene Grafy 40, 41, 42:
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Rozdilnd pismena znaci signifikantni rozdily mezi variantami (One-way ANOVA, Tukey-

Kramer Multiple-Comparison Test, p < 0,05, n=6 - 14).
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4.4.1 Shrnuti vysledkit experimentu 4

e Byly pozorovany rozdily v rychlosti ulozeni suberinovych lamel v endodermis rostlin
A. thaliana mezi rostlinami kontrolnimi a deficientnimi.
o Deficience N urychlila uloZeni suberinovych lamel v endodermis, ale neméla
vliv na délku hlavni osy koiene.
o Deficience P méla vliv na suberinizaci endodermis v kotenech, kdy byla
zpomalena diferenciace suberinovych lamel oproti kontrole. Podil ¢asti kotene
s pIn¢ suberinizovanou endodermis byl kratsi nez u kontroly.
o Deficience K méla vliv pouze na délku kotenti, které byly kratsi oproti kontrolni

varianté.

Deficience Fe urychlila nastup suberinizace endodermis. Podil ¢asti kofene s alespon ¢astecné

suberinizovanou endodermis byl vys$si nez u kontroly.
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5 Diskuze

Tato diplomova prace vznikla v ndvaznosti na ptedchozi prace, které byly zpracovany
v ramci katedry Experimentélni biologie rostlin a zamétfovaly se na rizné aspekty vyvoje
apoplastickych bariér kotfeni v odpovédi na stresové podminky prostfedi. Prace navazuje na
experimenty Mgr. Ondieje Gargose (Gargos, 2021), Mgr. Jititho Namyslova (Namyslov, 2018),
Mgr. Jany Janouskové (Janouskova, 2018) a Mgr. Zuzany Bauriedlové (Blascheova, 2016).
V ramci téchto praci bylo mimo jiné zjisténo, ze se rychlost diferenciace exodermis u kukufice
méni v odpovédi na nedostatek zivin v prostfedi, konkrétné dochazi k urychleni diferenciace
pii nedostatku dusiku nebo fosforu, a naopak ke zpomaleni pii nedostatku drasliku (Namyslov
et al., 2020). Z toho je patrné, Ze exodermalni vrstva vykazuje citlivost k dostupnosti Zivin
v prostiedi, podobné jako je tomu u vrstvy endodermalni, kde je tento faktor povazovan za
dulezity pro optimalizaci transportnich vlastnosti kofent pro efektivni pfijem Zivin (Armand et

al., 2019; Barberon & et al., 2016; A. Chen et al., 2019).

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo analyzovat rychlost diferenciace
apoplastickych bariér, pfedevsim exodermis, u vétsiho spektra vybranych rostlinnych druhd.
Exodermis je plastickd ptidatna apoplastickd bariéra ovliviiyjici transport latek do kofene a
z kotene do prostiedi (Enstone et al., 2002a). Vyskytuje se u velkého mnozstvi rostlin (Damus
et al., 1997; C. J. Perumalla et al., 1990) a rychlost jeji diferenciace je vyrazné¢ ovlivnéna
vlastnostmi okolniho prostiedi a plisobicimi stresovymi faktory (Degenhardt & Gimmler, 2000;
LiSka et al., 2016). Pfitomnost diferencované exodermis u riznych druhti rostlin mtze byt tedy
na ruznych stanovistich odlisnd (C. A. Peterson, 1989). Kofeny rostlin jsou uzpiisobeny
k ptijmu vody a v ni rozpusténych latek, zaroven vSak musi rostlina celit utokim patogent,
ztratdm vody nebo ptlisobeni toxickych latek (Steudle & Peterson, 1998). Pravé exodermis
funguje jako pfidatnd ochranna bariéra zajiStujici adaptaci k nepfiznivym vliviim, kterymi
muzou byt naptiklad sucho (xerofytni rostliny) nebo zaplaveni (mokiadni rostliny) (Hose et al.,
2001). Vzhledem k jejimu vlivu na transportni vlastnosti kofene (Freundl et al., 2000; Taleisnik
et al, 1999; Zimmermann & Steudle, 1998) lze ptedpokladat, Ze zména rychlosti jeji
diferenciace v odpovédi na nedostatek Zivin pomdhda nastavit celkové transportni vlastnosti
kotenového systému v danych podminkéach (Canto-Pastor et al., 2022; Schraut et al., 2005).
Zhodnoceni obecného vyznamu tohoto aspektu je vSak limitovano faktem, Ze reakce exodermis
byla doposud analyzovana u velmi malého spektra rostlinnych druhii a neni proto jasné, nakolik

je variabilni napfi¢ riznymi rostlinnymi druhy. Pravé na tento aspekt se proto zaméfila prvni
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cast této diplomové prace (Experiment 1) a u vyznamnych kulturnich plodin analyzovala vliv
deficience na diferenciaci exodermalni vrstvy se zaméfenim na variabilitu mezi jednotlivymi

druhy i obecnéji mezi jednodéloznymi a dvoudéloznymi rostlinami (viz kapitola 5.1)

Studovana byla dale vSak i variabilita vnitrodruhova, tedy vliv deficience Zivin na
nékolik kultivart téhoz druhu rostliny za Gcelem zjisténi, zda by néktery z kultivard mohl byt
v deficientnim prostredi efektivnéjsi nez ostatni (napt. z hlediska produkce biomasy) a zda tato
vlastnost koreluje srozsahem diferenciace exodermis v kontrolnich a deficientnich
podminkach. Zjistovana byla také lokalizovand odpovéd na nedostatek zivin u jedné
z dvoudéloznych rostlin (H. annuus), jelikoz predchozi prace v nasi laboratofi popsala
lokalizovanou reakci exodermalni vrstvy u jednodélozné rostliny Zea mays (Gargos, 2021;
Namyslov, 2018). Poslednim tkolem bylo pozorovat postup diferenciace endodermis u A.
thaliana. Ten byl jiz v minulosti pozorovan v experimentech jinych praci (Barberon & et al.,
2016; A. Chen et al., 2019). Suberinizace endodermis byla v téchto pracich pozorovana za
pouziti nékolika variant deficience zivin, a proto bylo cilem analyzovat reakce endodermis
v ptipad¢ pouziti deficience prvki odlisnych a dosud nepouzitych (pfedev§im dusiku a fosforu),
které maji silny vliv na exodermis (Armand et al., 2019; Namyslov et al., 2020), ale u 4.

thaliana nebyly zatim v tomto ohledu studovany.

5.1 Mezidruhova variabilita v reakci exodermis a endodermis na nedostatek
Zivin v prostredi

V tomto experimentu jsem se zamétila na rychlost diferenciace exodermis 1 endodermis
v ptipad€ nedostatku vybranych esencialnich Zivin (N, P, K a Fe), u nichZ je znamo, Ze jejich
nedostatek siln€ plisobi na vyvoj a rist rostlin (Bradley & Hosier, 1999) a zaroven ovliviiuje
rychlost diferenciace apoplastickych bariér (Armand et al., 2019; Barberon & et al., 2016;
Namyslov et al., 2020). Tyto prvky ¢asto museji byt dodavany ve formé hnojiv do pid pro
podporu ristu zemédélsky vyznamnych plodin (Puhr, 1945), mechanismy adaptace rostlin
k jejich nedostatku jsou proto aktudlnim tématem recentniho vyzkumu (Li et al., 2016).
K analyze mezidruhové variability v reakci exodermis na deficienci byly vybrany rostliny
jednodé€lozné 1 dvoudélozné, protoze jsme se domnivali, Ze by mohl existovat systematicky
rozdil v reaktivit¢ exodermis na deficienci mezi témito skupinami rostlin, souvisejici
s rozdilnym vyvojem vnitinich pletiv kofene, tj. produkci sekundarnich vodivych a krycich

pletiv u dvoudéloznych nikoli jednodéloznych. Rostliny byly dale vybirany na zakladé
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dostupnych informaci o tom, ze exodermis tvoii. Byly tedy vybrany tyto rostliny: H. annuus
(Hose, 2000), S. lycopersicum (Arafa, 2015), S. bicolor (R. Cruz et al., 1991), L. usitatissimum
(Turlier et al., 1994) a T. aestivum (Atabayeva et al., 2016). Rostliny byly kultivovany
v hydroponickych roztocich, kdy byl v deficientnich variantach vynechéan jeden urcity prvek.
Kli¢ové bylo, ze vSechny druhy byly péstovany za stejnych podminek a vysledky je proto
mozné porovnat. Pravé nejednotnost kultivacnich podminek nebo pouzitych deficienci
komplikuje mezidruhové srovnani na zaklad¢ dat ziskanych z nékolika malo piedchozich studii
zamétenych na tuto problematiku (Armand et al., 2019; Barberon & et al., 2016; Namyslov et
al., 2020; Schreiber et al., 2005).

5.1.1 Reakce exodermis a endodermis na deficienci

Po anatomické analyze 1ze obecné fici, Ze u analyzovanych druhti rostlin se celkové
lisila rychlost diferenciace exodermis. U nékterych rostlin byla exodermis v primarnim koteni
diferencovana po 14 dnech kultivace jiz kratce za Spickou kotene (L. usitatissimum a S.
bicolor), u dalsich se diferencovala dale za kofenovou $pickou, zhruba v poloviné€ délky kotene
(H. annuus a S. lycopersicum). U rostlin T. aestivum se exodermis netvofila u vétSiny kofenti
vibec, Casparyho prouzky v exodermalni vrstvé byly nalezeny pouze u jednoho z péti kofent
ve variant¢ N deficientni a to az v tésné blizkosti baze kotene (1 cm od baze pii celkové délce
kotenil cca. 49 cm) a nebyly vytvoteny ve vSech buitkach exodermis. Naopak endodermis byla
u rostlin 7. aestivum ve stejné pozici kofene plné suberinizovana ve vSech deficientnich
variantach i ve variant€ kontrolni a byly zde viditelné vyrazné U-ztlustliny. Je tedy patrné, ze
T. aestivum nelze oznacit jako druh bez schopnosti tvofit exodermis, pfestoze v nékterych
pracich je za takovy druh povazovana (Kamula et al., 1994; C. J. Perumalla et al., 1990). Rozsah
diferenciace exodermis v kofenech pSenice je ale spiSe maly, a tedy jeji role v nastavovani
transportnich parametrii kofenového systému v odpovédi na deficienci je pravdépodobn¢ také
relativné mald. Je nutno nicméné zduraznit skutecnost, ze byly analyzovany kofeny mladych
rostlin po 14 dnech kultivace, u starSich rostlin mize byt vyznam exodermis vétsi. Tento fakt
naznacuji pozorovani u je¢mene, ktery je také v nékterych studiich povazovan na zakladé
analyzy mladych hydroponicky péstovanych rostlin za druh netvotici exodermis (Ranathunge
etal., 2017), piesto exodermis v kotfenech tvofi, a to pfednostné pravé v podminkéch deficience
zivin (fosforu), coz je patrné u rostlin péstovanych v hydroponii po dobu 3 tydnti (Namyslov et

al., 2020).
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Odlisnou situaci bylo mozno pozorovat u rostlin L. usitatissimum, u nichz se utvoftila
exodermis jiz velmi blizko za kotfenovou $pickou (jiz v 1/18 délky kotene od Spicky). Lze tedy
predpokladat, ze tento druh patii mezi rostliny, u nichz dochdzi k rychlému uzavirani
apoplastické drahy transportu latek ve wvné&jSi vrstvé primarni kiry kofene pomoci
diferencované¢ exodermis i za béznych nestresovych podminek. Rychlost diferenciace
exodermis také u tohoto druhu nebyla ovlivnéna deficienci Zivin, coz jde vyvodit z vysledkii
anatomické analyzy, kde nebyly mezi jednotlivymi variantami vyZzivy pozorovany zadné
signifikantni rozdily. U takovychto rostlin (s ¢asnym nastupem diferenciace exodermis) zifejme
muze byt striktnéji nastavené urcité misto, kde se za Spickou kotene zacina v rdmci postupné
diferenciace pletiv i maturace exodermis, a proto je vliv podminek prostfedi méné vyrazny. Je
nicmén¢ nutno zdlraznit, Ze v takovém piipad¢, kdy je velmi zahy ,,uzaviena* hlavni kofenova
osa, muzou hrat roli postranni kofeny, u nichZ by mohla byt diferenciace exodermis opozdéna,
a tudiz by nejenom piebraly hlavni roli v pfijmu vody a latek z okoli, ale zaroveit by mohly
vykazovat reakci na podminky prostiedi (dostupnosti zivin). U rostlin L. usitatissimum byla
biomasa postrannich kotfenli velice husta, bylo vytvofeno velké mnozstvi velmi mladych
postrannich kofend, a tak by opravdu tyto kofeny mohly byt v ohledu pfednostniho piijmu latek
z okoli dilezité. Reakce postrannich kofenti a hlavni kofenové osy na deficienci je podobna,
coz naznacuje pozorovani u je¢mene (Armand et al., 2019). U kotenti rostlin L. usitatissimum
byla provedena pilotni analyza delSich postrannich kotenti kontrolnich a deficientnich na dusik,
vyrustajicich ze zhruba poloviny délky hlavni kofenové osy priméarniho kofene, a to pomoci
tezll v pozici 1/2 délky téchto postrannich kotfenli. Ani v tomto pfipadé ale nebyly patrné zZadné
rozdily v diferenciaci oproti hlavni kofenové ose (exodermis byla v této pozici plné
diferencovand), z ¢ehoz lze usoudit, Ze postranni kotfeny reaguji podobné jako hlavni kofenova
osa a cely kofenovy systém tedy funguje jako celek reagujici na odlisné podminky stejné, coz
odpovida ptedchozimu pozorovani u kukutice (Tylova et al., 2017). K podpofteni teorie, Ze u
postrannich kofentt bychom mohli detekovat reakci exodermis na dostupnost zivin v prostiedi,
by bylo nejspi§ potieba ziskat fezy z mladSich postrannich kotent a blize jejich kotenové

Spicce. Tato analyza je v planu v blizké dobé¢.

U ostatnich analyzovanych druhti byla rychlost diferenciace exodermis ale i endodermis
siln€ ovlivnéna tim, ktery prvek byl v kultivaénim roztoku vynechan, tedy jejich vyvojové okno
(oblast podéIné osy, kde se exodermis za¢ina za Spickou kotfene diferencovat a také oblast, kde
jejiz plné diferencovéna) je variabilngj$i a SirSi nez u vySe zminénych druhii rostlin (7. aestivum

a L. usitatissimum). Nejsiln€jsi vliv na rychlost diferenciace exodermis méla deficience dusiku,
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velkého mnozstvi procesii probihajicich v rostlindich (Novoa & Loomis, 1981). V ramci
exodermis byly hodnoceny dva parametry (dvé stadia modifikace bunécnych stén) — Casparyho
prouzky a suberinové lamely. Silny projev v pfipad¢ tvorby Casparyho prouzkii byl
signifikantni u rostlin S. lycopersicum a H. annuus, podobny trend byl pozorovan také u S.
bicolor. ale nebyl signifikantni. Z téchto tfi druht se prave u Ciroku tvofila exodermis nejblize
za Spickou, coz muze podporovat zavéry uvedené vysSe pro L. usitatissimum. V piipadé
deficience fosforu byly vysledky velmi podobné jako u deficience dusiku, coz koresponduje
s ptredchozimi pozorovanimi u kukufice (Namyslov et al., 2020) a jeémene (Armand et al.,

2019)

Spole¢nym rysem vSech zkoumanych rostlin bylo, Ze zddna z nich nereagovala zménou
v rychlosti diferenciace exodermalnich Casparyho prouzkii na nedostatek drasliku, coz
nekoreluje s pfedchozim pozorovanim na rostlinach Zea mays, kde bylo pozorovano zpomaleni
diferenciace (Namyslov, 2018). Odlisna reakce byla pozorovana také u endodermis A thaliana,
kde deficience drasliku zpiisobila urychleni suberinizace endodermis (Barberon & et al., 2016).
Podobné také nekoreluji vysledky s pozorovanim z A4 thaliana v ptipadé deficience Zeleza. Ta
u A thaliana zpisobila zpomaleni nastupu suberinizace endodermis, ale z mnou studovanych
druhii na deficienci Zeleza reagovaly pouze rostliny S. bicolor, a to zrychlenim diferenciace
exodermalnich Casparyho prouzki. Ostatni druhy nebyly ovlivnény. Lze tedy shrnout, Ze
nékteré rostliny reagovaly na nedostatek urcité ziviny stejné, casto vSak byla reakce na jeden
konkrétni prvek u riznych rostlin odlisna. Reakce rostlin na deficienci n¢kterych zivin (K, Fe)
je na mezidruhové urovni variabilnéjsi, zatimco reakce na deficienci N, P je do zna¢né miry
uniformni, byt’ zaleZi na dalsi aspektech vyvoje kofene konkrétniho druhu. I zde se v§ak najdou
druhy, které reaguji odli$né¢, v porovnani s rostlinami analyzovanymi v této diplomové praci je
to napf. Ricinus communis, u kterého byla diferenciace hypodermalnich vrstev pii deficienci
dusiku zpomalena (Schreiber et al., 2005). Tento rozdil nicméné miize souviset 1 s odliSnym
experimentalnim uspofddanim (zplsobem, jakym byly rostliny deficienci vystaveny), protoze
reakce bariér (zpomaleni nebo urychleni diferenciace) ziejmé zavisi také na intenzité

deficience, které jsou rostliny vystaveny (A. Chen et al., 2019).

Déle byla pozorovéna tvorba suberinovych lamel v exodermis. Ukladani suberinovych
lamel je prechod do dalSiho stddia vyvoje, kdy uz exodermis neni vrstva transportni, ale
pfedevsim vrstva ochrannd, protoZe uloZeni suberinu blokuje piistup k plazmatické membrané

bun¢k a snizuje tak moznost pfijmu latek z apoplastu do symplastu (Andersen et al., 2015;
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Enstone et al., 2002b). Trend v diferenciaci suberinovych lamel v exodermis byl podobny jako
v pripad¢ diferenciace Casparyho prouzki. Suberinové lamely se v buiikach exodermis ukladaji
velmi rychle poté, co se utvareji lignifikované Casparyho prouzky, a faze, kdy tato vrstva
funguje jako transportni vrstva funkéné podobna polarizovanému epitelu zivoc¢ichti (Barberon
& Geldner, 2014) je tedy v porovnani s endodermis relativné vyvojoveé kratka. U nékterych
rostlinnych druhtt dochazi k velmi brzkému ptechodu do faze suberinizovaného stavu kvili
nedostatku nékterého vyznamného prvku a endodermis plni tak pouze ochrannou funkci, kdy
se snazi tyto dualezité latky udrzet a kumulovat ve stélé kotfene (A. Chen et al., 2019). Tento
trend, kde dochazi ke kompletni blokaci transportu (ale muze stale probihat symplasticky
transport pomoci plasmodesmat za predpokladu, ze pokozkové bunky zistaly zivé), byl
pozorovan u nékterych analyzovanych druht rostlin (S. lycopersicum, H. annuus), kde
diferenciace Casparyho prouzki korelovala viceméné s utvafenim suberinovych lamel
v exodermis, a to pfedevsim v podminkach nedostatku dusiku a fosforu. U ostatnich rostlin
neméla deficience zivin na maturaci suberinovych lamel vliv zadny (L. usitatissimum) nebo

vyskyt Casparyho prouzku a suberinovych lamel nekoreloval v rdmci variant (S. bicolor).

Dalsi parametr, ktery lze zohlednit v ramci posuzovani rychlosti diferenciace
exodermis, mize byt délka kotene. Kofeny, které pomalu rostou a jsou tim padem kratkeé,
mohou mit diferencovana pletiva uz v kratké vzdalenosti za Spickou. Ptikladem takového
posunu je tfeba posun ve vyvoji vnitinich pletiv kofene A4 thaliana pti nedostatku fosforu
(Sanchez-Calderon et al., 2005). Nékteré deficience Zivin mohou vést k prodlouzeni nebo
naopak ke zkraceni hlavni kotfenové osy. Odlisny projev, na rozdil od vySe zminéného, ¢asto
nastava v pripad¢ nedostatku dusiku, ktery u rostlin stimuluje prodluzovani hlavni kotfenové
osy (Mounier et al., 2014). Kotfeny N deficientnich rostlin investuji do rastu hlavniho kotene
predevsim proto, Ze nitrat, v jehoz formé je dusik vétSinou pfijiman, je v pideé dobie pohyblivy
a byva Casto vyplavovan do spodnich vrstev plidy, k nimz se kofenovy systém snazi prorist
(Lamb et al., 2014). Naopak nedochazi k investici energie do rlstu postrannich kofenti (Sun et
al., 2002). Navic je hlavni osa kotfene ziejmé vyrazné uzaviend diky rychlej$i diferenciaci
Casparyho prouzki a suberinovych lamel v exodermis i endodermis, coz naznacuji ptedchozi
studie (Armand et al., 2019; Namyslov et al., 2020) i vysledky ziskané v této diplomové praci.
Je tedy patrné, ze délka kotene nekoreluje s rychlosti diferenciace Casparyho prouzkt
v exodermis, respektive pozici na podélné ose kotene, kde se exodermis diferencuje. To
dokumentuji vysledky pro Zea mays (Namyslov, 2018) a ani v této praci nebyla tato korelace u

zadného druhu potvrzena. Kofenovy systém vétSiny rostlin vétSinou vykazoval stejnou délku

92



jako kofeny kontrolni varianty. Dal§im pfipadem reakce kofenového systému na deficienci
muze byt vySe zminéné zpomaleni prodluzovani hlavni osy kofene v zavislosti na nedostatku
fosforu, kdy naopak dochazi ke zvySené tvorbé postrannich kotent (Pérez-Torres et al., 2008;
Sanchez-Calderon et al., 2005). Ekologicky vyznam takové reakce souvisi s tim, ze fosfor je
v pudé obtizné dostupny, malo pohyblivy, Casto silné¢ vazany na ptdni koloidy a vyskytuje se
ptedevs§im ve svrchni vrstvé pady, kterou mélky kofenovy systém muze lépe vyuzit. Kratka
kotfenova délka pak muze byt pficinou brzké diferenciace pletiv jiz kratce za Spickou kofene
(Miura et al., 2011; Sanchez-Calderén et al., 2005), coz by mohlo platit i pro diferenciaci
apoplastickych bariér. Tato hypotéza vSak nebyla u analyzovanych druhd potvrzena, jelikoz
délka kotenového systému (respektive délka hlavniho kofene) péstovana pod stresem
z nedostatku fosforu nebyla snizena a byla podobnd jako u rostlin kontrolnich. Délka
kotenového systému tedy nebyla vtomto experimentu vzhledem k rychlosti diferenciace

exodermis vyznamna, respektive s ni nevykazovala zadnou korelaci.

Suberinizace bunc¢k endodermalni vrstvy vykazovala vétsi variabilitu v ramci
rostlinnych druhti. U rostlin L. usitatissimum a S. bicolor nebyl patrny vliv deficience, tedy se
od kontrolnich rostlin nelisila. U rostlin S. lycopersicum se suberinové lamely v endodermis
ukladaly rychleji pfi nedostatku vsech tii hlavnich prvki N, P, K. Podobny trend byl patrny
také u H. annuus, signifikantni vliv ale méla pouze deficience fosforu. U rostlin 7. aestivum
byla analyzovana pozice tésné¢ u béaze kofene, kde byla endodermis jiz kompletné
suberinizovana, tudiz z téchto vysledkl nelze posoudit, zda reaguji rostliny na deficienci Zivin.
Pro ziskéni lepSiho piehledu by musely byt analyzovany tfezy z pozice blize kofenové Spicky.
Vysledky ziskané u rostlin S. lycopersicum castecné koreluji s praci na endodermis 4. thaliana,
kde se suberinové lamely utvéfely v podminkach nedostatku drasliku rychleji (Barberon & et
al., 2016). Barberon a kolegové ve své prace spekuluji, Ze zvySena suberinizace endodermis za
nedostatku drasliku v prostfedi je adaptace na tuto deficienci a rostliny tak bojuji proti poruSeni
homeostazy drasliku a jeho moznému tniku z kofenti zpét do rhizosféry (Barberon & et al.,
2016). Uzavirani stélé pomoci maturace suberinovych lamel mize pro rostlinu znamenat
vyznamnou moznost, jak potlacit unik latek ze stélé, protoZe je omezen nejenom transport
cestou apoplastickou (pomoci Casparyho prouzkl), ale 1 ptijem latek pied plazmatickou
membranu do endodermdlnich bunék, protoze je pfistup k membrané ztiZzen ptitomnosti

suberinovych lamel (Andersen et al., 2015; Enstone et al., 2002b).
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5.1.2 Rozdily v reakci apoplastickych bariér mezi jednodéloinymi a dvoudéloZnymi
rostlinami

V ramci této prace byla také testovana hypotéza, ze by se mohla zména v rychlosti
diferenciace exodermis i endodermis v odpovédi na deficienci liSit mezi jednod€loznymi a
dvoudé€loznymi rostlinami. Tyto dvé skupiny rostlin se 1i$i v produkci sekundéarnich pletiv
v kofenech (Chaffey, 2006; Salisbury & Parke, 1970). U rostlin dvoud€loznych dochézi
k produkci sekundarnich vodivych pletiv ¢innosti kambia, zvétSovani objemu stiedniho valce
pak miize narusit kontinuitu endodermalni vrstvy, byt je tato vrstva schopna se do urcité miry
dilatovat (Lux & Luxova, 2001). Podobné také vznik peridermu se suberinizovanou vrstvou
korku vyznamné ovliviiuje prostor primarni kiiry a mize potlacit vyznam exodermis. U
jednodéloznych rostlin se periderm v kotfenech vétSinou netvoii, vyjimku ptfedstavuji kotfeny

nékterych palem (Chaffey, 2006; Serra et al., 2022).

Predpokladali jsme proto, ze by teoreticky mohly dvoudélozné rostliny na deficienci
reagovat mén¢ vyraznym posunem v rychlosti diferenciace exodermis, protoze mize mit tato
vrstva v kotfeni vliv na transport latek povrchovou ¢asti primarni kiiry jen kratsi dobu. Ptipadné
by mohlo dochazet k rychlejsi diferenciaci exodermis (blize za kotfenovou $pickou) u rostlin
dvoudéloznych a to proto, ze by u nich exodermis hrala roli v regulaci transportu latek nebo
funkci ochranné vrstvy predevsim pravé v mladSich ¢astech kotene, kde jeSté neni vytvoren
periderm. Soucasti diplomové prace bylo proto také u vybrané dvoudélozné rostliny (L.
usitatissimum) zjistit, nakolik jsou sekundarni pletiva po 14 dnech kultivace v primarnim koteni
Jiz vytvorena. Kofeny byly za timto ucelem analyzované ve tfech pozicich podél kotenové osy
(v 3/4, 1/2 a 1/18 vzdalenosti od $picky). Byly porovnany rozdily ve struktute kotfene, kde u
pozice nejbliz kofenové baze (tedy nejstarSi analyzovana Cast kotene ve 3/4) byla patrna
pfitomnost sekundarnich pletiv, predev§im sekundarnich vodivych pletiv ve stfednim valci,
jehoZz plocha byla vétsi nez v mladSich ¢astech kotene. Dochézelo i k produkei peridermu, ve
star§ich ¢astech kofene bylo patrnych nékolik vrstev korku. U rostlin L. usitatissimum se
exodermis diferencovala velmi rychle a blizko za kofenovou $pickou, cozZ by mohlo naznafovat
jistou miru korelace téchto dvou vyvojovych aspektl. U jiné dvoudélozné rostliny (S.
lycopersicum) tomu tak vSak nebylo (exodermis se diferencovala v %2 celkové délky kotene),
takZe tento trend neni mozZné zobecnit pro vSechny dvoudélozné rostliny a bude nutné zjistit
rychlost néastupu tvorby peridermu v kotfenech dalSich analyzovanych dvoudéloznych rostlin
(S. lycopersicum a H. annuus). Také u jednodéloznych rostlin byla rychlost diferenciace

exodermis rizna, u S. bicolor probihala maturace exodermis blizko za Spickou, u Z. mays je
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vidét dale (1/6) (Namyslov, 2018), u 7. aestivum az téméf u baze kotene. Na zdkladé ziskanych
vysledkt tedy nelze fici, Ze by existovaly néjaké systematické rozdily mezi jednod€loznymi a
dvoudéloznymi rostlinami, variabilita je napii¢ vSemi rostlinnymi druhy. A to nejenom ve
vzdalenosti, kde se za Spickou kofene zacina exodermis diferencovat, ale zfejmé ani v reakci
na deficienci. Na tu reagovaly nejvyraznéji dvoudélozné rostliny S. lycopersicum a H. annuus,
dalsi dvoudélozna rostlina L. usitatissimum vSak nikoli. Podobné také mezi jednodéloznymi
rostlinami byly jsou druhy s méné€ vyraznou reakci (7. aestivum, S. bicolor) 1 silné reagujici (Z.

mays, H. vulgare (Armand et al., 2019; Namyslov et al., 2020)).

5.1.3 Lokalizovand reakce bariér na deficienci

V souvislosti s mezidruhovou variabilitou v reakci na nedostatek zivin v prostfedi byla
analyzovana i lokalizovana odpovéd’ kotfenového systému. Takova reakce muze byt dalSim
zajimavym aspektem, jimz se rostliny mohou ptizpiisobovat neptiznivym podminkdm okoli a
zvySovat tak efektivitu rlstu a pfijem zdrojui z heterogenniho plidniho prosttedi. Z fady studii
je patrné, Ze kotenovy systém je schopen lokaln¢ reagovat na podminky rhizosféry. Napf.
vystaveni kofenového systému riznym koncentracim ziviny vede k podstatné asymetrii riistu a
dochazi k upfednostnéni vyvoje té Casti kofenového systému, jehoZz Cast neni vystavena
deficienci (Krouk et al., 2010; Lima et al., 2010; Liu et al., 2008). Projevy lokalizované
odpovédi se mohou projevovat ale 1 za jinych podminek, naptiklad pfi stresu ze sucha, kdy se
muze ménit thel kofend ¢i jejich hustota (Rao et al., 2021), dale pak pii nadmérném zasoleni
pud (Shelden & Munns, 2023) ¢i pii zaplaveni (Sakazono et al., 2014). Jakymi hlavnimi
mechanismy je ale preferen¢ni vyuZiti Zivinami bohatSich oblasti pidy v rostliné regulovano?
Napt. v ptipad€ dostupnosti nitratu je diilezita role nitratového transportéru NRT1.1 (Nitrate
transporter 1.1), ktery funguje jako senzor a ovliviiuje distribuci auxinu ve Spickach
mladych lateralnich kofent, coZ ovliviiuje jejich dlouzivy rist v odpovédi na dostupnost nitratu
v rhizosféfe (Krouk et al., 2010). Dalsim dtlezitym hraéem jsou napft. signalni peptidy CEP (C-
terminally encoded peptide). Ty jsou produkovany c¢asti kofenového systému vystavené
podminkam nizké dostupnosti dusiku, transportovany rostlinou na dlouhou vzdalenost a
v koneéném disledku stimuluji expresi genli pro nitratové transportéry (napi. NRT2.1)

v Casti kofenového systému, kterd deficienci vystavena neni (Tabata et al., 2014).

Co se tyce lokalizované odpovédi apoplastickych bariér na nerovhomérnou distribuci

Zivin, jsou regulacni mechanismy prakticky nezndmé a celkové neni tato reakce moc
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prozkouména. Existuji recentni prace z nasi laboratoie provedené na Zea mays, popisujici
schopnost exodermis reagovat rychlosti svoji diferenciace na lokdlni podminky rhizosféry
(Gargos, 2021; Namyslov et al., 2020). V ramci moji diplomové prace nds proto piredevsim
zajimalo, zda je lokalizovana odpoveéd’ na Grovni exodermis ¢i endodermis kofend patrna také
u dalSich druht rostlin. V mé praci jsem se zaméfila na analyzu lokalizované odpovédi u
dvoudé€loznych rostlin, konkrétn¢ H. annuus. Ukazalo se, ze Cast kotfenového systému
rostouciho v N deficientnich podminkéch reaguje zrychlenim diferenciace exodermis na rozdil
od té Casti, ktera se vyskytovala v roztoku kontrolnim, coz kopiruje vysledky diive ziskané u
kukufice (Gargos, 2021; Namyslov et al., 2020). To naznacuje, ze by lokalni zmény v rychlosti
diferenciace bariér mohly byt obecné vyznamnym mechanismem podilejicim se na nastavovani
lokalnich transportnich parametri kofenového systému v podminkach heterogenni ptidy. Co
tuto odpovéd’ reguluje ale neni jasné. Recentni prace vSak naznacuji, Ze vyznamnou roli
v modifikaci kofenového systému hraji fytohormony (ABA, etylén, atd). Plsobeni
fytohormoni v souvislosti s tvorbou suberinovych lamel popisuji 1 autofi v praci s A. thaliana,
kde plsobeni exogenniho pfidavku ABA zpilisobuje zvySenou suberinizaci endodermis, etylén
ma efekt opacny (Barberon, 2016; Shukla et al., 2021). Pisobenim etylénu miZe byt dokonce
stimulovano i odbouravani suberinu (Shukla & Barberon, 2021). Souvislost mezi pisobenim
fytohormonii a lokalizovanou odpovédi apoplastickych bariér na nedostatek zivin hleda

aktualné kolega Mgr. Ondrej Gargos v ramci své disertacni prace.

5.2 Vnitrodruhova variabilita v reakci exodermis na podminky deficience
Zivin

DalSim tikolem této prace bylo ovéfit, zda existuje vnitrodruhova variabilita v odpovédi
exodermis na deficienci, tedy zda se mohou rtizné chovat v riznych deficientnich podminkach
kultivary jednoho druhu rostliny (v tomto piipadé Zea mays). Existuje tada praci, které
dokladaji, ze kultivary jednoho druhu rostliny mohou rozdilné reagovat na rtizné podminky
prostiedi, napf. nedostatek vody nebo minerdlnich zivin. Pfikladem jsou napf. rozdily
v produkci biomasy ¢i délky kotenového systému u kultivard Glycine max péstovanych za
podminek sucha. Nékteré kultivary vykazovaly dlouzivy rist kofenti, aby mohly nalézt zdroj
vody, nejméné efektivni kultivar pak byl ten s mélkym kotfenovym systémem (Fenta et al.,
2014). Zajimavé rozdily jsou také patrné u riznych kultivarii ryZe (Oryza sativa L.) v reakci na
deficienci zivin (Chaiwong et al., 2018). U jeCmene bylo pozorovédno, Ze jsou kultivary

s delSimi kotfenovymi vlasky (Gahoonia & Nielsen, 2004) nebo silné€jsi schopnosti sekrece
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organickych kyselin (Gahoonia et al., 2000) efektivnéjsi v pfijmu fosforu pti jeho nedostatku.
Toto porovnavani kultivard mtze byt vyznamné piedevs§im pro zemédé€lskou sféru, kdy mohou
byt vybirany pro péstovani takové kultivary, které se v danych podminkach umi nejlépe
prizpisobit a umi tak vyprodukovat co nejvyssi mnozstvi biomasy. Experiment s kultivary
v této praci je jeden z pilotnich experimenttl, kde se do souvislosti s produkci biomasy stavi i
rychlost diferenciace bariér. Prace na toto téma doposud nebyly provedeny, a proto jsme se
zam¢ftili na analyzu vnitrodruhové variability kultivarit Zea mays v podminkéach deficience
fosforu, dusiku a v kontrolnich podminkéch. Kukufice byla vybrana proto, Zze vykazuje
vyraznou reaktivitu exodermalni vrstvy na podminky deficience (Namyslov et al., 2020).
Z casovych diivoda byla provedena anatomicka analyza pouze tii kontrastnich kultivari, které
se lisily v produkci biomasy prytu. Porovndvany byly v souvislosti diferenciace bariér tyto tfi
kultivary v podminkach kontrolnich a deficience dusiku. Bylo zjisténo, Ze v deficientnich
podminkéch byla signifikantné zrychlena maturace Casparyho prouzkli v exodermis oproti
kontrolnim podminkdm pouze u kultivard Celate a Cebesto, u kultivaru Cemora k tomu
nedoslo. Pravé kultivar Cemora mél oproti ostatnim kultivarim nejvyssi produkci biomasy, coz
by mohlo potvrzovat hypotézu, Ze rychlost diferenciace exodermis mtze korelovat s produkci
biomasy. I kultivar Celate vSak patfil mezi kultivary s vys$si hmotnosti prytu pii deficienci, takze
tento zavér neni jednoznacny a bude tieba ziskat vice vysledkd (pro dal$i kultivary i1 pro
deficienci fosforu). Zaroven mél kultivar Celate nejkratsi kofenovy systém. U kratSich kofent
by totiz teoreticky mohla byt diferenciace exodermis rychlejsi, tj. kratce za Spickou kotene.
Tento fakt vSak nebyl potvrzen, coz koresponduje i1 s vysledky na jinych druzich rostlin

analyzovanych v této praci (viz vyse).

Ziskané vysledky nicméné nepotvrzuji pfedpoklad, Ze se kultivary schopné v deficienci
udrzet vy$s$i produkci biomasy vyznacuji schopnosti rychleji diferencovat exodermis pfi
deficienci a zabranit tak napfiklad ztratdm dusiku z kofene zpét do rhizosféry. Proto byl
transportu pomoci exodermis uchyluji spise kultivary, které¢ v deficientnich podminkach vice
stradaji. Snazi se tak zabranit Gniku Zivin z kofend, pfipadné nasmérovat piijem vody a Zivin
do apikalni ¢asti kotene, ktery miize byt diky proristani do novych nevycerpanych oblasti ptidy
efektivnéj$i v pfijmu zivin pii nedostatku. Pro komplexnéjsi vysledky je vSak potieba

v budoucnu provést analyzu i dalSich zbylych kultivari ve vSech podminkach vyzivy.
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5.3 Analyza reakce endodermis u Arabidopsis thaliana na nedostatek Zivin
v prostredi

Analyza reakce endodermis A4. thaliana za nedostatku zivin v médiu je pilotni
nové vysledky za pouziti deficienci takovych zivin, které v pfedchozim zminéném experimentu
pouzity nebyly. Zkoumani vlivu nedostatku zivin na endodermis A. thaliana je velice zajimava
z toho duvodu, ze se jedné o dilezitou modelovou rostlinu poskytujici moznosti snadné prace
s mutantnimi liniemi, naptiklad s modifikovanou citlivosti vi¢i riznym fytohormoniim. To
nam poskytuje velky manipulacni prostor pro zjistovani souvislosti mezi plsobenim
fytohormonii a dalSich signalnich mechanismli a rozvojem endodermis za nepiiznivych
podminek. Pro zékladni analyzu byly v rdmci této diplomové prace pouzity média se sniZenou
koncentraci dilezitych zivin. Na rozdil od prace (Barberon, 2016) byly vybrany, kromé drasliku
a zeleza, predev§im hlavni makroprvky — dusik a fosfor. Endodermis A. thaliana reagovala
v nasich podminkéch zrychlenim diferenciace suberinovych lamel pii deficienci dusiku, coz
muzeme pozorovat i u endodermis a exodermis dalSich rostlinnych druht (viz. Kapitola 5.1).
Nase vysledky vsak nekoreluji s vysledky Barberon a kolegl, kteti pozorovali zrychleni
suberinizace endodermis v piipad¢ nedostatku drasliku, coz vysvétluji jako adaptaci proti
poruseni homeostazy drasliku v buiikach (Barberon, 2016). V nasem ptipad€ neméla deficience
drasliku signifikantni vliv. Zaroveil jsme, na rozdil od Barberon a kol., pozorovali rychlejsi
(blize za Spickou) suberinizaci endodermis pii deficienci Zeleza. Tyto rozdily lze vysvétlit
odliSnym slozenim médii, protoZe mira deficience ma zieyme& vyrazny vliv na to, jak bariéry
reaguji (A. Chen et al., 2019). V naSem experimentu byl navic pouZzit agar Kobe s dosud
detailné neanalyzovanym slozenim prvkili, cozZ mohlo ovlivnit rdst rostlin a maturaci bariér.

Tyto aspekty bude tfeba vyfesit v nasledujicich kultivacich A4. thaliana.
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6 Zavér

Tato diplomova prace byla zamétena na analyzu rychlosti diferenciace exodermis u co
nejSirsi Skaly rostlinnych druhi, u nichz je zndmo, Zze exodermis tvoii a nebyly dosud
analyzovany, nebo u nichz byly pouZity odli§né deficience Zivin. Ugelem prace bylo piispét
k odpovédi na otazku, zda je rychlost diferenciace exodermis dulezitym parametrem pro
zvySovani efektivity kofenového systému rostlin v pfijmu Zzivin a reakci na podminky
deficience. Pozornost vSak byla vénovana i kultivarim jednoho druhu rostliny, konkrétn¢ Zea
mays, za ucelem analyzy vnitrodruhové variability, protoze bychom mohli teoreticky
predpokladat, Ze takové rozdily by mohly ovlivnit efektivitu jednotlivych kultivari

v podminkach deficience.

Vybrané rostlinné druhy byly péstovany pomoci hydroponické kultivace za konstantni
teploty a osvétleni, pficemz byly rostliny vystaveny nedostatku dilezitych prvki v roztoku,
bud’ celym kofenovym systémem nebo jen jeho ¢asti v délené (split-root) kultivaci. Jednalo se
vétSinou o zZiviny ze skupiny makroprvk jako je dusik, fosfor ¢i draslik, ze skupiny mikroprvki
pak bylo vybrano zelezo. Diplomové prace vychazi a navazuje na dal$i prace nasi védecké
skupiny, konkrétné na prace zamétujici se na souvislost mezi deficienci zivin a diferenciaci
exodermis u Zea mays L. (Gargos, 2021; Namyslov, 2018; Namyslov et al., 2020) a pfinasi
vysledky ukazujici do zna¢né miry podobné reakce exodermalni vrstvy na deficienci dusiku a
fosforu u rliznych rostlinnych druhi, coz podporuje diive ziskané vysledky. Prace ale zjistila
také odliSnosti v intenzité reakce mezi jednotlivymi druhy, a dokonce 1 mezi kultivary téhoz

druhu.

V zavéru se prace zamétila na endodermis Arabidopsis thaliana. Tato rostlina byla jiz
v podminkach deficience analyzovana (Barberon et al., 2016), ale vliv nedostatku dusiku a
fosforu, které se u vétSiny doposud analyzovanych druhil jevi jako faktor silné ovliviiujici
diferenciaci apoplastickych bariér, nebyl u této modelové rostliny dosud testovan. Semenacky
Arabidopsis thaliana jsem péstovala na agarovych plotnach, kde byl omezen nebo vyrazné
sniZzen obsah vyznamnych Zivin dusiku, drasliku, Zeleza a fosforu a zjistila jsem, ze zde ma
deficience dusiku nejvyrazngjsi vliv a zplsobuje urychleni diferenciace endodermis. Tento
experiment pfedstavuje také piipravu pro dal$i experimenty zaméfené na regulacni
mechanismy lokalizované reakce bariér na podminky deficience, pro které¢ bude vyuziti této
modelové rostliny pfinosem, a jsou planovany do budoucna. Pracovala jsem proto také na

ptipravé semenackl A. thaliana pro délenou (split-root) kultivaci. SnaZzila jsem se indukovat

99



tvorbu adventivnich kofenii poté, co jsem odstranila hlavni kofen semenackti. Usp&sné
zvladnuti této techniky, prestoze z této kultivace nejsou vysledky v diplomové praci zatazeny,

je také pfinosem pro navazujici experimenty.

Co se tyce reakce exodermis na deficienci napii¢ vSemi rostlinnymi druhy, coz byla
hlavni otazka moji diplomové prace, tak lze fici, ze vyraznéji reaguji na deficienci zivin ty
rostliny, jejichz vyvojové okno pro diferenciaci exodermis je $ir§i. U takovych rostlin mize
ziejmé dojit snadnéji k posunu vzdalenosti, kde se exodermis za¢ina formovat. Pak existuje
dalsi skupina rostlin, jejich vyvojové okno je uzsi. U téchto rostlin maturuje exodermis jiz velmi
blizko za $pickou, tudiz na nedostatek zivin reaguji velmi mélo nebo vibec. Je vSak mozné, ze
takto se chova pouze hlavni kofenova osa a jiné vlastnosti mohou vykazovat kofeny postranni,
které pieberou funkci hlavniho kofene a u nich miiZze byt diferenciace exodermis v mensim
rozsahu, diky tomu, ze pfedstavuji mladsi ¢ast kofenového systému. Tato zjisténi koreluji
s predchozimi pracemi, kde i rostliny Zea mays reagovaly v ptipadé nedostatku dusiku rychlejsi

diferenciaci bariér (Gargos, 2021; Namyslov et al., 2020).
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