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Abstrakt

Fotosyntéza vzdusnych kotent epifytickych orchideji je pfedmétem tfady studii. Koteny
jsou vsak vzdy hodnoceny jako homogenni struktura, 1 kdyz se ve skutecnosti skladaji z vyrazné
odli$nych oblasti. Tato prace se poprvé zabyva moznosti prostorového rozdéleni fotosyntézy
mezi vrstvami kofene, konkrétné primarni kiirou a stfednim véalcem. Byla vyuzita kombinace
ruznych mikroskopickych technik, histochemicka charakterizace apoplastickych bariér
a imunohistochemicka lokalizace fotosyntetického enzymu PEP-karboxyldza. Z vysledki
vyplyva, ze dobtfe vyvinuté chloroplasty ve stiednim valci se v podceledi Epidendroideae
patrné vyskytuji u vSech epifytickych zastupcii, zatimco v podceledi Vanilloideae se vyskytuji
prilezitostné. Svou ultrastrukturou se systematicky 1i$i od chloroplasti primarni kiry, takze je
pravdépodobné, Ze se lisi také jejich funkce. Apoplastické bariéry jsou v kotfenech vyrazné
a diferencuji se brzy béhem vyvoje kofene, coz miize chloroplasty ve stfednim valci efektivné
izolovat od primarni kiry. Chloroplasty se vyskytuji také v siln¢ sklerifikovanych bunkach
sttedniho vélce, kde byly identifikovany dosud neznamé ztenceniny bunéénych stén, které by
mohly zajiStovat vyménu plynll uvniti stfedniho valce. Piekvapivé je, Ze enzym PEP-
karboxylaza je lokalizovan do propustnych bun¢k endodermis a jejich okoli, coz ukazuje

na dalsi heterogenitu fotosyntetickych funkei chloroplasti v radialnim sméru kotene.

Kli¢ova slova: vstavacovité, vzdusné koteny, chloroplasty, ultrastruktura, fotosyntéza



Abstract:

The photosynthesis of the aerial roots of epiphytic orchids has been the subject of
numerous studies. However, the roots are always evaluated as a homogeneous structure, even
though they actually consist of significantly different areas. This work deals for the first time
with the possibility of the spatial distribution of photosynthesis between the root layers,
specifically the cortex and the stele. A combination of various microscopic techniques,
the histochemical characterization of the apoplastic barriers and the immunohistochemical
localization of the photosynthetic enzyme phosphoenolpyruvate carboxylase has been used.
The results show that well-developed chloroplasts in the stele probably occur in the subfamily
Epidendroideae in all epiphytic representatives, while in the subfamily Vanilloideae they occur
occasionally. The ultrastructure of chloroplasts from both areas is systematically different, so it
is likely that their functions also differ. Apoplastic barriers are prominent in the roots and
differentiate early during root development, which can effectively isolate chloroplasts
in the stele from the cortex. Chloroplasts also occur in the sclerenchyma cells of the stele,
where were identified hitherto unknown pits in cell walls that could provide gas exchange
within the stele. Surprisingly, the PEP-carboxylase enzyme is localized within the endodermal
passage cells and their surroundings, indicating the further heterogeneity of the photosynthetic

functions of the chloroplasts along the radial direction of the root.
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Seznam zkratek

Zkratka Anglicky ekvivalent

ATP adenosine triphosphate

BSA bovine serum albumine

CAM crassulacean acid metabolism
nicotinamide adenine

NADPH dinucleotide phosphate

PEP phosphoenolpyruvate

PEPC phosphoenolpyruvate
carboxylase

PBS phosphate buffered saline

Rubisco ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase

SCC4 single-cell C4

TEM trqnsmission electron
microscopy

uv ultraviolet light

Cesky ekvivalent

adenosintrifosfat
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metabolismus kyselin u tlusticovitych rostlin
charakterizujici specificky typ fotosyntézy

nikotinamidadenindinukleotidfosfat

fosfoenolpyruvat

fosfoenolpyruvat karboxylaza; PEP-
karboxylaza

fosfatovy puftr s chloridem sodnym
ribuloza-1,5-bisfosfatkarboxylaza/oxygendza
jednobunécny typ C4 metabolismu
transmisni elektronova mikroskopie

ultrafialové zafeni
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1 Uvod

Zatimco v mirnych pasech jsou epifytické rostliny spise okrajovou slozkou ekosystémtl,
v tropickych oblastech mohou piestavovat polovinu vSech druhii rostlin v ekosystému (Kelly
et al., 2004) a hmotnost epifytickych rostlin mize v nékterych ptipadech vyrazné ptesdhnout
hmotnost hostitelského stromu (Hofstede er al., 1993). Piitom se k vyluéné epifytickému
zpusobu zivota adaptovali zastupci jen nékolika malo ¢eledi cévnatych rostlin, z nichz druhové
nejpocetnéjsi skupinou jsou orchideje (Zotz, 2016). Evolu¢ni piechod na epifyticky zptisob
zivota pro rostliny patrné znamena fadu adaptaci na nejriznéjsich trovnich. Jednou ze zjevnych
adaptaci epifytickych orchideji jsou zelené koteny, které obsahuji chloroplasty a mohou
fotosyntetizovat (Stern, 2014). Dosud publikované prace vSak nezohlediiuji mozny vyskyt
chloroplastti v odlisnych ¢astech vzdusnych kotfenti a vzdy studuji kofeny jako celek. Je mozné,
ze prave diky tomuto pristupu zistava o fotosyntéze vzdusnych kotent stale velké mnozstvi
otevienych otazek. V Zadné praci dosud nebyla studovéana detailni struktura chloroplastl a ani
nebyla ve vzdusnych kotenech provedena lokalizace fotosyntetickych enzymi, kterd se ukézala
velice dtlezitou naptiklad u C4 rostlin (Sage, 1999; Pengelly ef al., 2011). Pfitom je mozné, ze
se chloroplasty vyskytuji nejen v primarni kiife kotend, ale také ve stiednim valci (Stern, 2014).
Pro porozuméni fotosyntéze kotentll orchideji je tedy nezbytné zjistit, ve kterych ¢astech kotene
se chloroplasty vyskytuji, zda jsou navzajem izolované difuznimi bariérami a pokud ano, tak

zda se navzajem odliSuji.

Hypotézy

1. Vyskyt chloroplastt ve stfednim valci je u vzdusnych kotent epifytickych orchideji

pravidlem.

2. Chloroplasty ve stfednim valci jsou izolované difuznimi bariérami od chloroplasti

v primarni kure.

3. Funkce chloroplastl ve stfednim valci a primarni ke se 1isi.



Cile prace

Hlavni cil: Poodhalit moznou ulohu chloroplasti ve stiednim valci kotenii epifytickych

orchideji.

1)

2)

3)

4)

Diléi cile:
Porovnat pfitomnost chloroplastli ve stfednim valci kofend u riznych fylogenetickych
skupin epifytickych orchideji.

Analyzovat zéavislost vyskytu chloroplastii ve stiednim valci na postupu diferenciace

kotene.
Charakterizovat chloroplasty ve sklerifikovanych bunkéch stfedniho valce a v bunikach
primérni kury.

Lokalizovat enzym PEP-karboxylaza ve stfednim valci a primérni kufe.



2 Literarni prehled
2.1 Epifytismus

Rostliny z ¢eledi vstavacovité (Orchidaceae), dale jen orchideje, dnes miizeme nalézt
témeét ve vSech biomech na Zemi s vyjimkou nejchladnéjSich vysokohorskych oblasti
a nejsussich poustnich oblasti (Stern, 2014). VétSinu dosud znamych druhi této Celedi tvori
epifytiCti zastupci, a to 1 pfesto, ze jsou orchideje primarné terestrické (Silvera et al., 2009;

Zotz, 2013; Givnish et al., 2015).

Pojmem epifytismus Ize oznacit symbioticky vztah typu komensalismu, kdy urcity druh
vyuziva ke svému prospéchu jiny druh, jehoz existenci ale negativné neovliviiuje (Benzing,
1987). Epifyty lze charakterizovat jako rostliny primarn¢ kli¢ici a rostouci na jinych rostlinach
bez kontaktu s ptidou a bez znakti parazitismu (Benzing, 1990; Zotz, 2013). Rostliny Zijici timto
zpusobem zivota najdeme prevazné v korunach stromt, na vétvich ¢i kmenech. Epifytismus ale
neni specifikem pouze orchideji. Typicky je obzvlast pro nizsi rostliny — fasy, liSejniky
a kaprad’orosty. Krytosemenné rostliny na tento zplisob Zivota pteSly pozd¢ji a jejich nejvétsi
rozvoj spada do obdobi na pfelomu tretihor a ¢tvrtohor (Benzing, 1990). Dnes tvoii epifytické
druhy ptiblizné 10 % cévnatych rostlin, z toho tvofi orchideje vice nez 69 % (Zotz, 2013). Pro
tuto diplomovou praci byly odebirany koteny pouze druhti rostoucich tzv. obligatné epifyticky
a také n€kolika druhl vanilek, které vytvareji dlouhé vzdusné kotfeny s chlorenchymem.
Obligatni epifyté (volné pielozeno z anglického true epiphytes/holo-epiphytes) nemaji své
koteny v kontaktu s zZadnym substratem a ziviny nepfijimaji z terestrickych zdroji (Kress,
1989; Benzing, 1990). Hemiepifyté (ang. hemiepiphytes) klici naptiklad v korunach stromil, ale

jejich vzdusné koteny se postupné dostanou do kontaktu se substratem (Zotz et al., 2013).

Ptechod na epifyticky zptisob zivota se dle vysledka poslednich fylogenetickych studii
odehrdl u orchideji vicekrat nezavisle. Jednou z moznych pficin prechodu mohly byt vyrazné
klimatické zmé&ny, které jejich vyvoj doprovazely (Pearson & Palmer, 2000; Ramirez et al.,
2007; Silvera et al., 2009, Kerbauy et al., 2012; Givnish et al., 2015). Dnes také vime, Ze tato
kli¢ova inovace umoznila orchidejim osidlit novou niku a vyrazné tak napomohla jejich rychlé
speciaci, diky které dnes dosahly postu jedné ze dvou nejvétSich celedi krytosemennych rostlin
s vice nez 27 000 druhy (Chase et al., 2015; Givnish et al., 2015). Obdobny dopad pfechodu na
epifyticky zplisob Zivota lze pozorovat i u ¢eledi Bromeliaceae s druhym nejvyssim poctem

epifytickych druhii (Givnish et al., 2014), ktera dnes ¢ita zhruba 3400 druhti (APG IV, 2016).



2.2 Vzdus$né koreny epifytickych orchideji

Kli¢ovou roli v cetnych adaptacich orchideji k extrémnim podminkam epifytickych
stanovist’ hraji modifikované adventivni koteny tzv. vzdusné koteny (ang. aerial roots). Oproti
terestrickym kotfentim, které jsou obklopeny okolnim substratem, jsou kotfeny epifytii nuceny
vyporadat se s kombinaci vyraznych stresovych faktorii jako je vysoké ozafeni, vyrazné
fluktuace teplot a periodicky nedostatek vody a zivin (Zotz, 2016). Zaroven musi byt schopné

pfijimat vodu i mineralni latky z vyrazné odliSného prostiedi.

Mezi epifytickymi a terestrickymi kofeny lze dnes nalézt napadné odlisnosti. Pfi
porovnavani stavby kotenu epifytickych a terestrickych orchideji dosli autoii Moreira a Isaias
(2008) k zavéru, ze koteny téchto dvou skupin se odlisuji hlavné v jejich priméru, charakteru
a tloustce rhizodermis a ve stupni vyvoje bunék apoplastickych bariér (exodermis,
endodermis). Obdobné anatomické zmény spojuji autoii Thangavelu & Ayyasamy (2017)
s nezbytnym adaptovdnim kofent na Casty stres z nedostatku vody. Zménu anatomické stavby
v zavislosti na podminkach rlstu potvrzuje napiiklad schopnost tvorby kofenovych vlaska
u téch kofent epifytickych druht, které se dostanou do kontaktu se substratem (Ponert et al.,

2016; Thangavelu & Ayyasamy, 2017).

2.3 Anatomicka stavba vzduSnych korenit
2.3.1 Rhizodermis

Za zakladni schopnost epifytl je povazovano u¢inné zachazeni s periodicky dostupnou
vodou a zivinami. To zahrnuje rychly pfijem, efektivni skladovani a omezeni vodnich ztrat
(Zotz & Winkler, 2013). Tyto funkce a mnohé dalsi zastdva u vétSiny epifytickych kotfenli

specificka pokozka tzv. velamen (ang. velamen radicum).

Velamen je zpravidla vicevrstevnd modifikovana rhizodermis, tvofend mrtvymi
buitkami riznych tvari a smérem do stfedu kofene ohrani¢end modifikovanou svrchni vrstvou
primérni kiiry — exodermis (Pridgeon, 1987; Porembski & Barthlott, 1988; Joca et al., 2017).
Bunééné stény velamenu podléhaji nepravidelnému sekunddrnimu tloustnuti a lignifikaci.
V pribeéhu tloustnuti se tvoii otvory a vznika tak specifickd druhové variabilni textura

bunécnych stén (Obr. 1) popsana naptiklad autory Sanford & Adanlawo (1973).



Obrazek 1 — Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM). Podélné fezy vzdusnych kofent
ukazujici textury bunéénych stén velamenu. (A) Dendrobium densiflorum, (B) Dendrobium nobile, (C)
Epidendrum secundum. — ptevzato z Roth-Nebelstick et al. (2017)

Podstatnymi funkcemi velamenu je rychly pfijem a pomalé ztrata vody. Zasadni roli zde
hraje jiz zminovand bunécna sténa. Suchy velamen je diky své stavbé schopen byt plné
saturovan uz béhem prvni minuty od kontaktu s vodou (Zotz & Winkler, 2013). Zadrzovani
vody a jeji pomala ztrata odparem poté koreluje s mnozstvim vrstev velamenu (Zotz & Winkler,
2013). Spolu s pfijmem vody je charakterem bunécnych stén ovliviiovan i pfijem zivin a jejich
zadrZeni. Napfiklad vysledky autort Zotz & Winkler (2013) a Joca et al. (2017) ukézaly, Ze
v bunéénych sténach velamenu dochazi k zadrzovani kationti, a to diky zapornému naboji
pritomnych pektinti. Dal$i pomérné nedavno dolozenou funkci velamenu je u¢inné ochrana
pfed UV-B zafenim, umoznénd diky stalé piitomnosti flavonoidli v bunéénych sténach

velamenu (i exodermis) u ozafenych kotfent epifytickych orchideji (Chomicki et al., 2015).

2.3.2 Primarni kiara korene

2.3.2.1 Apoplastické bariéry — endodermis a exodermis

vV

U vysSich rostlin, tedy 1 u orchideji, vstupuji voda a ziviny povrchem kofene a poté se
pohybuji smérem k vodivym pletiviim stfedniho valce. Pohyb vody a solutli poté miize probihat
dvéma zakladnimi cestami. Apoplastem jsou molekuly a ionty transportovany kontinuem

prostor v bunéénych sténach, naopak symplasticky transport probihd mezi protoplasty bunék
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diky propojeni plasmodesmy (Taiz et al., 2015). U vzdusnych kotenii orchideji, kde povrch
kotfene tvofi mrtvé buniky velamenu, je prvni Zivou vrstvou ovliviiyjici pfijem a selekci latek
vrstva exodermis. Jedna se o specificky typ hypodermis (vnéj$i vrstva primarni kury, jejiz
bunky maji modifikované bunécné stény), ktera zde plni funkci prvni apoplastické bariéry
(Enstone et al., 2002). Druhou apoplastickou bariéru tvoii poté vnitini vrstva primarni ktiry —
endodermis. Ob¢ tyto bariéry jsou si u orchideji anatomicky podobné, zpravidla jsou
jednovrstevné a obsahuji specifické propustné bunky (viz nize) (Dycus & Knudson, 1957;

Moreira & Isaias, 2008).

Hlavni funkci obou téchto bariér je omezeni volného pohybu molekul prostorem
bunéénych stén a tim zajisténi selektivniho pfijmu (Peterson & Enstone, 1996). V ptfipadé
endodermis je nutné jeSté zminit dulezité funkce, které jsou spolecné pro vSechny rostliny
s kofenovou endodermis a které jsou umoznéné jeji specifickou stavbou a sloZenim bunéénych
stén. Je to pfedevSim schopnost zabranéni zpétnému uniku latek ze stiedniho valce diky
vytvoteni Casparyho prouzkii (Peterson & Enstone, 1996; Enstone et al., 2002), dale

mechanické podpora v pokrocilych stadiich vyvoje a zdbrana priniku patogenti.

Bunky endodermis i exodermis podléhaji podobnému vyvoji, kdy prochazi celkem tiemi
vyvojovymi stadii (Peterson & Enstone, 1996; Enstone et al., 2002; Moreira & Isaias, 2008).
V primérnim staddiu dochazi k ukladani ligninu, piipadné i suberinu do oblasti priméarnich
bunécénych stén a vznikaji tak Casparyho prouzky. Ve vétsiné ptipadi, a to u endodermis
i exodermis, nasleduji dal$i vyvojovd stadia, nicméné napiiklad v ptipadé¢ exodermis
terestrickych kotenil orchideji se zde vyvoj Casto zastavi (Moreira & Isaias, 2008). Se zvétSujici
se vzdalenosti od kotenové Spicky pokracuje vyvoj do sekundarniho stadia, dochéazi k ukladani
vrstev suberinu na vnitini povrch bunéénych stén a vznikaji tak suberinové lamely (Peterson &
Enstone, 1996; Enstone et al., 2002). Tteti staddium je poté charakteristické tvorbou tzv. O-/U-
ztlustlin, které jsou utvofeny rovnomérnym ¢i nerovnomérnym dostfedivym ukladanim
sekundarni bunécné stény za postupného zmensovani oblasti protoplastu buiiky. Tato bunécna
sténa je oznaCovana také jako tercidlni, protoze jeji ulozeni predstavuje tieti stadium vyvoje
endodermalni/exodermalni buriky, a Casto lignifikuje (Peterson & Enstone, 1996; Enstone et
al., 2002). RGzné parametry, jako jsou napiiklad neptiznivé podminky prostredi, rychlost riistu
kofene nebo tlak na selektivitu piijmu, ovliviiuji, jak4 bude rychlost diferenciace téchto bariér,
tzn. v jaké vzdalenosti od kofenové Spicky bude urcité stadium jiz pritomno. Tato skutecnost je

dobte popséna u raznych rostlinnych druht (Cruz et al., 1992; Enstone et al., 2002; Karahara



etal.,2004; Meyer et al., 2009; Liska et al., 2016). U vzdusnych kofent orchideji vSak doposud

intenzivnéji zkoumana nebyla.

Pro lepsi pochopeni funkci obou téchto bariér je nutné zminit, ze 1 kdyz jsou si tyto
struktury podobné, existuji mezi nimi znacné rozdily, a to naptiklad v jejich struktute, vyskytu,
plasticité odpovédi na podminky prostiedi nebo v synchronizaci diferenciace (Enstone ef al.,

2002).

2.3.2.2 Endodermis

Vnitini vrstva primarni kiiry, endodermis, je kliCovou apoplastickou bariérou, ktera se
nachazi u vétSiny cévnatych rostlin. VétSinou je jednovrstevna, nicméné napiiklad néktera
halofyta vytvaii v kofenech vicevrstevnou endodermis jako adaptaci na vysokou salinitu
(Flowers et al., 1986; Inan et al., 2004). U orchideji byla zatim vzdy pozorovana pouze jedna

vrstva endodermis (Stern, 2014).

Buiiky vrstev endodermis a exodermis prochazi stejnymi stadii. U epifytickych orchideji
jsou zde nejcastéji pozorovana pokrocilejsi stadia, stddium suberinové lamely nebo tercidlnich
lignifikovanych bunéénych stén (Stern, 2014). Naopak pro endodermalni buiiky u terestrickych
orchideji je typické dlouhodobé setrvani ve stadiu Casparyho prouzkii (Stern, 2014). Nekteré
buitky endodermalni vrstvy jsou ozna¢ovany jako tzv. propustné (ang passage cells) (Peterson
& Enstone, 1996). Tyto builky lze nalézt jak v endodermis, tak v exodermis a v obou mistech
maji opozdény vyvoj oproti okolnim bunikam v téze vrstvé (Peterson & Enstone, 1996). Pfechod
okolnich bun¢k do druhého a tfetiho stadia neni zpravidla synchronni, ale objevuje se nejprve
u bunék naproti floémovym pdlim stfedniho valce (Peterson & Enstone, 1996). Propustné
buniky lze naopak pozorovat nejcastéji naproti polim protoxylému, coZz zajiStuje vyssi
efektivitu transportu (Peterson & Enstone, 1996). MnoZstvi propustnych bun¢k endodermis
u epifytickych orchideji dle autorti Joca et al. (2017) pozitivné koreluje s tloustkou velamenu

a pravdépodobné se tak jedna o strategii na zvySeni G¢innosti transportu vody a solutd.

2.3.2.3 Exodermis

Exodermis lze pozorovat jednovrstevnou, napiiklad u druhl@t Zea mays, Oryza sativa
a Allium cepa (Perumala et al., 1990; Miyamoto et al., 2001; Meyer et al., 2009),
1 vicevrstevnou, a to napiiklad u n€kterych druhii rodu Typha (Seago et al., 1999), Iris (Meyer
et al., 2009) nebo u druhu Phragmites australis (Soukup et al., 2002). V ptipad¢ kotenti
orchideji byla u vétsiny dosud znadmych druhli pozorovéna pouze jednovrstevna exodermis
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(Stern, 2014). Nicméné nékteré starSi prace uvadéji, ze by se u nékterych druht mohla
vyskytovat az tfivrstevnd exodermis (Héfliger, 1901). Nejasnd je dodnes situace zejména
u nékterych zastupct rodu Vanilla. U epifytickych orchideji se jedné o vrstvu velice dilezitou

z ditvodu absence Zivé rhizodermis na povrchu kofend, proto je zde rozepsana podrobnéji.

Podle charakteru vyvoje Ize exodermis rozdélit na dva typy. U epifytickych orchideji
najdeme pievazné tzv. dimorfni exodermis. Ta je charakteristickd dlouhymi suberinizovanymi
buiikami (které u epifytickych kofent Casto prechazeji do tercialniho stadia vyvoje a protoplast
odumird) stfidajici se s kratkymi buiikami, které jsou oznacovany podobné jako u endodermis
jako bunky propustné (ang. passage cells) (Obr. 2) (Pridgeon, 1987; Peterson & Enstone, 1996;
Hose et al., 2001; Moreira & Isaias, 2008). U téchto bun¢k je bud'to tvorba suberinové lamely

opozdéna, nebo setrvavaji ve stadiu Casparyho prouzkt (Hose ef al., 2001).

Obrazek 2 — Dimorfni exodermis Acriopsis javanica. Podélny fez kofenem, barveno Sudan Red 7B (Sigma).
Kratké propustné bunky, dlouhé buiiky s obarvenou suberinovou lamelou. Méfitko = 50 pm.

Uniformni exodermis, u které se suberinova lamela uklada u vSech bun€k rovnomeérné,
nebyla u epifytickych orchideji pozorovana (Sanford & Adanlawo, 1973; Hose et al., 2001,
Moreira & Isaias, 2008). Piechod vétSiny bun¢k do sekundarniho ¢i tercialniho stadia vyvoje
zajiStuje mechanickou podporu kotene a zaroven spolu s velamenem zabranuje ztratim vody

z oblasti primarni kiiry (Dycus & Knudson, 1957; Sanford & Adanlawo, 1973).

Propustné bunky hraji v exodermis zasadni roli v selektivnim piijmu solutti. V ptipadé
kofenli s velamenem jsou tyto buniky prvnimi zivymi buinikami, jejichz cytoplazmaticka
membrana je v kontaktu s roztokem a ptejimaji tak funkci Zivé rhizodermis. Okolni buiiky maji
vétSinou jiz uloZenu suberinovou lamelu, kterd zabranuje kontaktu latek v apoplastu

s plazmatickou membranou, coz brani jejich vstupu do buniky. U propustnych bun¢k je diky
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pritomnosti Casparyho prouzkli omezen radialni transport prostorem bunécnych stén. Pfijimané
soluty jsou v této ¢asti transportu nuceny piejit do symplastu difuzi nebo pomoci specifickych
prenaSecl na plazmatické membrané (Peterson & Enstone, 1996; Ma et al., 2006, Barberon &
Geldner, 2014), ktera diky absenci suberinové lamely zastava pristupna. Symplasticky transport
poté pokracuje diky propojeni propustnych bun€k a bun¢k stfedni vrstvy primarni kiiry pomoci
cetnych plasmodesmii (Benzing et al., 1982; Hose et al, 2001). Dle autort Joca et al. (2017)
pocet propustnych bun¢k v exodermis negativné koreluje s poctem vrstev velamenu. Jejich
mnozstvi a distribuce v exodermis miize byt také ovlivnéna napiiklad orientaci kofene vici
podkladu, a to z diivodu, Ze se jedna o bunky, skrz které zpravidla vstupuji do oblasti primarni
kiry hyfy mykorhiznich hub (Esnault et al., 1994; Chomicki et al., 2014). V ptipadé
endodermis se mykorhizni houby v propustnych buitkkach nevyskytuji (Chomicki et al., 2014).

Pouze u epifytickych orchideji je mozné pozorovat vedle propustnych bunck utvary
zvané tilosomy. Jednd se o vyrlstky vnitinich periklindlnich bunéénych stén bunék
nejspodngj$i vrstvy velamenu (tzv. endovelamenu), které piimo sousedi s propustnymi
buiikami (Pridgeon ef al., 1983; Kedrovski & Sajo, 2019). Tyto vyrustky se utvati v elongacni
z6né kotene a po jejich diferenciaci lze odlisit celkem 7 morfologickych typt (Pridgeon ef al.,
1983; Kedrovski & Sajo, 2019). Jejich ptimy kontakt s propustnymi buiikami a zaroven jejich
zna¢na podobnost ve struktuie a vyvoji s transferovymi buiikami vedla autory posledni studie
k navrzeni jejich moznych funkci. Vyristky zvySuji povrch bunky a s tim mulze nartstat
ivyména latek mezi apoplastem a symplastem (Kedrovski & Sajo, 2019). Zaroven poté
ve starSich ¢astech kofene by tyto vyriistky mohly smérovat soluty do propustnych bunék
(Kedrovski & Sajo, 2019). Piedchozi studie uvazuji jesté o dalSich funkcich jako je naptiklad
omezeni pruniku patogenii nebo mozna redukce transpirace (Pridgeon et al., 1983), nicméné

cvwr

fyziologii transportu zatim zcela chybi.

2.3.2.4 Stiedni ¢ast primarni kiry

Dalsi ¢asti primarni kiiry je kromé jiz zminénych vrstev endodermis a exodermis 1 jeji
sttedni ¢ast, nékdy oznacovand jako tzv. mesodermis. V této oblasti kofene dochazi k ukladani
zasobnich latek, transportu plynt a produkci metabolitt (Lux et al., 2004; Idris & Collings,
2019). U vétsiny jednodéloznych rostlin, tedy i u orchideji, je v mesodermis hlavnim bunéénym
typem tenkosténny parenchym s Castymi mezibunéénymi prostory (Lux ef al., 2004; Moreira

& Isaias, 2008; Stern, 2014). V piipad¢ epifytickych orchideji se zde ale velice Casto vyskytuji
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také bunky znacné odlisSné od okolnich bunék, a to svym tvarem, funkci, modifikacemi
bunécnych stén a obsahem. Jedna se o tzv. idioblasty, bunky ¢asto mrtvé, slouzici predevsim
jako zasobarna vody a mechanicka podpora pletiva (Haberlandt, 1914; Benzing et al., 1983;
Stern, 2014; Joca et al., 2017). Nejzajimavéjsim znakem, ktery odliSuje jednotlivé idioblasty,
je variabilni tloustnuti jejich bunécnych stén. U orchideji bylo popsano nékolik typt a to
— uniformni, sitovité, @-ztlustliny (ang. phi-thickening) a specifické tloustnuti tzv.
tracheoidalnich idioblastl, které jsou vyvojoveé podobné cévam (Moreira & Isaias, 2008; Joca
et al., 2017; Idris & Collings, 2019). Krom¢ idioblasti se zde mohou nachazet i lyzigenni
intercelulary zajist'ujici pravdépodobné transport plynt pletivem (Benzing et al., 1983). To je
dalezité¢ zpravidla 1 proto, ze je zde Castd pritomnost chloroplastd a naptiklad v ptipadé
bezlistych orchideji tak mohou koteny slouzit jako hlavni zdroj asimilatt (Kwok-ki et al., 1983;
Winter et al., 1985; Martin et al., 2010). Zaroven se také jedna o misto hlavniho vyskytu
houbovych hyf mykobiontl a pravdépodobné pouze v mesodermis vznikaji funkéni mykorhizni

struktury, tzv. pelotony (Lux et al., 2004; Rasmussen & Rasmussen, 2009).

U vzdus$nych koteni epifytickych orchideji mohou intercelulary sttedni vrstvy primarni
kiry navazovat na tzv. provzdusiovaci jednotky, také oznacované jako pneumatody
(Haberlandt, 1914; Benzing et al., 1983). Jedna se o strukturu slozenou z nékolika bun¢k
velamenu a pfiléhajicich bunck vrstvy exodermis (Haberlandt 1914; Benzing et al., 1983).
Zasadnim znakem je velmi silna impregnace bun€k velamenu ligninem, diky které je omezen
vstup vody do oblasti pneumatody béhem syceni kotfene vodou (Dycus & Knudson, 1957). Tato
mista zistavaji suché a na pohled bila. I pfesto, Ze dosud chybi studie zabyvajici se podrobné;ji
funkci pneumatod, je pravdépodobné, Ze umoziuji vyménu plynti mezi fotosyntetizujici

primarni klirou a okolnim prostfedim (Benzing et al., 1983; Carlsward et al., 2006).

2.3.3 Stiedni valec

Zakladem stfedniho vélce je u jednod€loZznych rostlin vcetné orchideji polyarchni
radialn€ uspotadany cévni svazek s vys$§im poctem xylémovych a floémovych pola. Uprostied
sttedniho vélce se muze nachdzet dfen (Pridgeon, 1987; Stern, 2014). Dieni je obvykle
parenchymatickd, nicméné u nekterych druhi bunécéné stény tloustnou, lignifikuji a vytvaii se
sklerenchym. S timto typem dfené se setkdme naptiklad u Vanilloideae ¢i Epidendroideae
(Stern & Judd, 1999; Carlsward et al., 2006; Stern, 2014). V nékterych ptipadech se
sklerenchym objevuje pouze v oblasti zakladniho pletiva mezi xylémovymi a floémovymi poly

cévniho svazku, a to predevSim ve starSich Castech kofenu (Stern & Judd, 1999; Moreira &
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Isaias, 2008). Stfedni ¢ast dien¢ muze i1 ve starSich ¢astech kotfene zlstavat parenchymaticka
s Cetnymi mezibunécnymi prostory (Thangavelu & Muthu, 2017). Periferii sttedniho valce tvorti
jedna az tfi vrstvy pericyklu, ve kterém se zakladdaji postranni koteny (Stern, 2014). Naproti
xylémovym polim se vyskytuji tenkosténné buiiky pericyklu a zdroven jsou timto smérem
orientované i propustné buiikky endodermis, patrné pro usnadnéni transportu zivin do xylému
(Peterson & Enstone, 1996; Stern & Judd, 1999; Morecira & Isaias, 2008; Stern, 2014).
Silnosténné sklerifikované bunky (nékdy oznacované jako buiky s O-ztlustlinami) lze

v pericyklu najit naopak naproti floémovym polim (Stern & Judd, 1999; Stern, 2014).

Vyskyt chloroplasti v oblasti stfedniho valce byl dosud popsan pouze v nékolika
pracich, a to prevazné¢ u zastupci Vanilloideae a Epidendroideae (Stern & Judd, 1999; Ponert
etal., 2016).

2.4 Chloroplasty

Tato kapitola by mohla byt velice obsahla, nicméné pro tUcely této prace se zaméetim
predevsim na strukturni a funkéni odlisnosti chloroplastii ve vztahu k ozafenosti a k dal§im
faktorim, jako jsou rtizné zpusoby fixace CO,. Tyto odliSnosti zatim nebyly popsany pro

chloroplasty v kofenech a z toho diivodu jsou zde Casto vyuzivany udaje ze studii na listech.

2.4.1 Chloroplasty v kofenech

Nejen u orchideji, ale i u dalSich epifytl se vzdusnymi kotfeny a u nékterych dalSich
rostlin, 1ze v kofenech pozorovat prirozeny vyskyt chloroplasti. Zminit zde mtizeme napiiklad
vzdus$né koteny riznych druhli Dracaena, kofeny mangrovového druhu Rhizophora mangle,
adventivni submerzni koteny halofytniho druhu Tecticornia pergranulata nebo vodni
kapradiny Azolla pinnata (Gill & Tomlinson, 1977; Whatley & Gunning, 1981; Rich et al.,
2008; Jura-Morawiec et al., 2020). Dnes vime, Ze lze také navodit vyvoj chloroplasti
vystavenim terestrickych kotfend svétlu. Jako ptiklad lze uvést terestrické rostliny Secale

cereale nebo Convulvulus arvensis (Heltne & Bonnet, 1970; Oliveira, 1982).

U orchideji byl pozorovan pfirozeny vyskyt chloroplasti téméf ve vSech organech
rostlinného téla od listl pres kvetni ¢asti, stonky, pahlizy az ke kofeniim (Hew & Yong, 2004).
Vzdus$né koteny epifytickych orchideji jsou v pfimém kontaktu se svétlem 1 atmosférou a vyvoj
chloroplastii v nich tedy mize byt pfirozen¢ indukovan. V piipadé terestrickych kofent,
u kterych je kontakt se svétlem omezen, k vyvoji chloroplastli nedochazi (Benzing, 1990).

Veskeré prace, ve kterych najdeme informace o chloroplastech v kofenech epifytickych
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orchideji, se zabyvaji pfevazné snahou o objasnéni zptisobu fixace CO> v tomto organu. Prace,
které by se zabyvaly ptimo presnéjsi lokalizaci ¢i ultrastrukturou chloroplastt v kofenech zatim
chybi. Stejné tak i1 skutecnost, ze se zde chloroplasty mohou vyskytovat ve dvou odlisnych

castech — ve stiednim valci a ve stfedni vrstvé primarni kliry, zatim nebyla podrobné zkoumaéna.

2.4.2 Ultrastruktura chloroplasti

Chloroplasty jsou semiautonomni organely endosymbiotického piivodu skladajici se
ze dvou membran, mezimembranového prostoru, stromatu, thylakoidd, vlastni DNA
a ribozomi. Thylakoidy, ploch¢ membranové vacky, mohou byt uspotadané ve sloupcich, tedy
tzv. granalni, nebo probihajici voln¢ stromatem, tzv. stromatalni. Na téchto membranach se
nachdzi pigment-proteinové komplexy elektron-transportniho fetézce, kde probihad svételnd
faze fotosyntézy, produkce ATP a NADPH. Temnostni faze, Calviniv cyklus, probiha
ve stromatu, kde jsou pritomny potiebné enzymy jako je napiiklad enzym Rubisco (ribul6za-
1,5-bisfosfatkarboxylaza/oxygenaza). Soucasti stromatu je také asimilacni Skrob v podobé
Skrobovych zrn. Dalsi soucasti chloroplastt jsou také kulaté osmiofilni plastoglobuly slouZzici
jako zasobarna isoprenoidnich lipidd, tokoferolu a dalSich metaboliti (Bréhélin et al., 2007;

Lichtenthaler, 2013).

Usporadani thylakoidi podobné jako obsah Skrobu a mnoZstvi 1 velikost plastoglobult
je vyznamné ovlivnéno mj. ozafenosti (Obr. 3). Obecné rozdily mezi ozafenymi a zastinénymi

chloroplasty v listech jsou uvedeny v Tabulce 1.

Vysoka ozarenost Nizka ozarenost
niz§i mnoZzstvi thylakoidi vy$$i mnozstvi thylakoidi
uzka grana Siroka grana

mén¢ thylakoidl na granum  vice thylakoidi na granum
nizsi pocet gran v chloroplastu vyssi pocet gran v chloroplastu
vyS$S$i mnoZzstvi plastoglobuliit mensi mnoZstvi plastoglobulti
vy$Si obsah Skrobu nizky obsah $krobu

Tabulka 1 — Rozdily v ultrastruktuie chloroplastii za odliSnych ozafenosti. — pfevzato a upraveno podle
Lichtenthaler (2013)
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Vysoka ozarenost Nizka ozarenost

Obrézek 3 — Schéma rozdilné ultrastruktury chloroplastii v ozafenych a zastinénych listech. (P) plastoglobuly. —
pfevzato a upraveno podle Lichtenthaler (2013)

Tyto rozdily byly u orchideji zatim pozorovany a popsany pouze u chloroplastii
v listovém mesofylu, naptiklad v praci autori Shao et al. (2014) na druhu Anoectochilus
roxburghii, nikoli ale u chloroplastii v kofenech. Vysledky téchto autori se shodovaly
s obecnymi rozdily uvedenymi v Tabulce 1, kdy spolu se snizujici se ozafenosti stoupalo
mnozstvi chloroplastii, gran i granalnich thylakoidii, a naopak klesalo mnozstvi i velikost

plastoglobulii (Obr. 4) (Shao et al., 2014).

Obrazek 4 — Odlisna ultrastruktura chloroplastii v listech orchideje Anoectochilus roxburghii vystavenych rizné

ozafenosti. (a), (b) listy pod 50% ozafenosti; (c), (d) listy pod 5% ozafenosti. Cerna Sipka ukazuje plastoglobuly.

(Ch) chloroplast, (CW, ang. cell wall) bunécna sténa, (OG, ang. osmiophilic globules) plastoglobuly, — pfevzato
a upraveno podle Shao et al. (2014)
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2.4.2.1 Zmény ultrastruktury chloroplasti v zavislosti na typu fixace CO2

Odlisné umisténi chloroplasti a zaroven jejich strukturni a funkéni dimorfismus je jiz
dlouho znamy z listi C4 rostlin s typickou véncitou anatomii listového pletiva (ang. Kranz
anatomy) (Sage, 1999; Mai et al., 2020). U téchto rostlin se dimorfni chloroplasty vyskytuji
ve dvou odlisnych typech bunék — v mezofylovych bunkach a v buiikkach pochev cévnich
svazkii. Primarni fixace CO> enzymem PEP-karboxylaza (fosfoenolpyruvatkarboxylaza,
PEPC) probiha v cytoplazmé mezofylovych bunék. Chloroplasty mezofylovych bunék jsou
typické absenci enzymu Rubisco, vy$§im mnozstvim grandlnich thylakoidii a ¢asto absenci
Skrobovych zrn (Sage, 1999). V téchto chloroplastech také probihéd zejména pfeméena pyruvatu
na fosfoenolpyruvat a u NADP-ME typu C4 (ang. NADP-dependent malic enzyme) i redukce
oxalacetatu na malat. Dekarboxylace a nasledna vlastni (sekundarni) fixace CO, probiha
v buiikach pochev cévnich svazki, kde je v chloroplastech akumulovan enzym Rubisco. Tyto
buiiky jsou velké a maji vétSinou na svém povrchu difuzni bariéru v podobé suberinové vrstvy,
ktera zajiSt'uje udrZzovani vysoké koncentrace COz uvnitt téchto bun€k a sniZeni oxygenazoveé
aktivity Rubisca (Sage, 1999; Mertz & Brutnell, 2014). Chloroplasty v nich jsou ptevazné
agranalni, typické absenci fotosystémil II na thylakoidalnich membrandch a vys$§im obsahem
Skrobu (Sage, 1999; Mai et al., 2020). Dalsi odliSnosti v ultrastruktufe dimorfnich chloroplastl
a také v jejich pozici v bunkach pochev cévnich svazki jsou poté spojené se specifickym typem
C4 metabolismu (NADP-ME; NAD-ME, ang. NAD-dependernt malic enzyme; PEP-CK typ,
ang. phosphoenolpyruvate carboxykinase), které se 1i$i mistem dekarboxylace a slouceninou

pfenasenou mezi buitkami (Voznesenskaya et al., 1999; Voznesenskaya et al., 2006).

Nejen ultrastruktura chloroplasti, ale €asto i jejich pocty a velikosti mohou byt v téchto
dvou typech bunék odlisné. Uvadi se naptiklad, ze mezofylové buiiky C4 rostlin obsahuji méné
chloroplastli nez buiikky pochev cévnich svazki a zaroven mezofylové bunky C4 rostlin
pravdépodobné obsahuji vice chloroplastd nez mesofylové buiiky C3 rostlin (Black &

Mollenhauer, 1971; Stata, 2014).

Separace dimorfnich chloroplastti ve specializovanych buiikach byla donedavna jednim
z ptedpokladi pro C4 metabolismus. Piekvapivy byl proto postupny objev nékolika
terestrickych rostlin s tzv. jednobunéénym typem C4 metabolismu (ang. single-cell C4, SCC4),
poprvé popsany na halofytnim druhu Borszczowia aralocaspica (Suaeda aralocaspica) (Freitag
& Stichler, 2000; Voznesenskaya et al., 2001). Dosud byly popsany dvé formy SCC4. Tzv.

Suaeda (Borszczowia) typ je charakteristicky dlouhymi mezofylovymi bunikami s dimorfnimi
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chloroplasty na opa¢nych poélech buiiky separované do téchto oblasti vakuolou (Obr. 5a)
(Sharpe & Offermann, 2014). U typu Bienertia je naopak jeden typ chloroplasti soustiedén
v centralni ¢asti a druhy na periferii buriky (Obr. 5b). I u tohoto typu jsou jednotlivé oblasti
vyrazn¢ oddéleny vakuolou a zaroven propojeny cytoplazmatickymi kanalky (ang. cytoplasmic
channel) (Sharpe & Offermann, 2014). Chloroplasty se odlisuji velikosti, tvarem, mnozstvim
gran, obsahem chlorofylu, pfitomnosti a mnozstvim enzymt (pi. Rubisco, PEP-karboxyldza
a dalSich) a specifickych transportéra (Offermann et al., 2011; Sharpe & Offermann, 2014).
U typu Bienertia jsou dimorfni chloroplasty analogické chloroplastim ve specializovanych

bunkach rostlin s véncitou anatomii (Offermann et al., 2011).

a) SCC4 fotosyntéza b) SCC4 fotosyntéza
tvp Suaeda typ Bienertia
distalni centralni chl(:rtzfls’lsty
chloroplasty oblast - ra. e
\ oblasti
-~ 1 |
II ® 9 Q‘| [ "--C’II /I_) o C}'
| 4 A | | b | 6 A
[ : \r 1 " |t vacuole
o e ®[%) e|® 90
P
proximalni periferni cytoplazmaticky
chloroplasty chloroplasty kanalek

Obrazek 5 — Dvé formy jednobunééného C4 metabolismu. a) Typ Suaeda typicky separaci dimorfnich
chloroplastii vakuolou do opac¢nych pola buniky; b) Typ Bienertia typicky separaci dimorfnich chloroplast do
centralni a periferni ¢asti mezofylové bunky. Dimorfni chloroplasty odliSeny barevné. — pfevzato a upraveno
podle Sharpe & Offermann (2014)

Za dalsi specificky znak chloroplasti C4 rostlin mize byt povaZovano i tzv. periferni
retikulum nachézejici se pod vnéjsi chloroplastovou membranou (Lawton, 1988; Szczepanik &
Sowinski, 2014). Tato struktura byla nicméné pozorovéana i u C3 rostlin a jeji funkce zatim neni

znama (Szczepanik & Sowinski, 2014).

2.5 Fotosyntéza u orchideji

U orchideji se Ize setkat se dv€éma hlavnimi zplsoby fixace CO2 — C3 metabolismus
a CAM (ang. Crassulacean acid metabolism). Studie zabyvajici se urCenim ptevladajiciho
zpusobu fixace CO: v listech €1 kotenech orchideji zpravidla vyuZivaji ovéfené metody pro
detekci metabolickych typii, jako je naptiklad stanoveni pomeru stabilnich radioizotopt uhliku,
24-hodinové méfeni zmén obsahu organickych kyselin a aktivit enzymt fixujicich CO2 nebo

meéifeni vimény CO; (viz déle kapitola Indikétory typli metabolismu a metody detekce).
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Pro tenké listy orchideji je dle provedenych studii typicky C3 metabolismus (Hew &
Yong, 2004). Tento typ metabolismu je charakteristicky primarni fixaci CO2 enzymem Rubisco
v Calvinové cyklu za nésledného vzniku tii-uhlikaté stabilni slouc¢eniny. Tato fixace v listech

probiha ve stromatu chloroplast mezofylovych bunék.

V piipadé orchideji s tlustymi listy bylo zjisténo, ze v tomto organu preferuji CAM
(Hew & Yong, 2004). Zde dochézi k primarni fixaci CO2 pomoci enzymu PEP-karboxylaza
za vzniku Ctyf-uhlikaté slouceniny — oxalacetatu. Vlastni (sekundarni) fixaci CO; poté zajistuje
enzym Rubisco v Calvinové cyklu. Na rozdil od C4 metabolismu, kdy je tato dvoji fixace
odd¢€lena prostorove, v piipadé CAM se jednd o oddéleni ¢asové. Béhem noci maji CAM
rostliny oteviené praduchy, ptijimaji CO2, PEP-karboxylaza vaze hydrogenuhli¢itanovy anion
na fosfoenolpyruvat za vzniku oxalacetatu a ten je poté redukovan na hlavni produkt fixace —
malat (Cockburn et al., 1985; Liittge, 1987). Nasleduje transport malatu do vakuoly, kde je
skladovan. B€hem dne maji CAM rostliny priduchy zaviené, malat je dekarboxylovéan a enzym

Rubisco zajistuje sekundarni fixaci CO2 v C3 cyklu.

I ptesto, ze je sukulence daného organu casto povazovana za zakladni znak spojeny
s CAM, zejména z diivodu vyssi kapacity organu pro uloZeni organickych kyselin, tak bylo
ukdzano, Ze 1 tenkolisté orchideje mohou vyuZzivat ve svych listech tento typ fixace COo.
Ze studie Motomura et al. (2008) vyplyva, ze nékteré tenkolist¢ druhy rodu Cymbidium
vykazovaly znaky tzv. slabého CAM (ang. weak CAM). Tento typ nelze spolehlivé urcit pouze
podle stanoveni poméru stabilnich izotopt uhliku (viz déle), jelikoz hodnoty & *C odpovidaji
casto C3 rostlindm. Pro spravnou identifikaci je tedy nutné vyuzit jest€ dalsi dopliujici metody
jako naptiklad meéfeni zmén obsahu organickych kyselin nebo stanoveni aktivit
dekarboxylac¢nich enzymu (Silvera et al., 2005; Motomura et al., 2008). Naopak silné CAM
(ang. strong CAM) je ekvivalent obligatniho CAM, které odpovida klasickému CAM casto
s typickymi hodnotami & '*C (viz kapitola Indikatory typdi metabolismu a metody detekce).

Typ fotosyntézy v dané rostlin€ nesouvisi pouze s tloustkou (sukulenci) daného orgénu.
Jako dalsi faktory ovliviiujici pfevazujici typ fixace CO> lze uvést napiiklad vyvojové faze
pfepinani mezi C3 a CAM v jedné rostling, a to po vystaveni delsi periodé¢ sucha. Tato adaptace,
kdy jsou rostliny schopné piejit z C3 metabolismu na CAM béhem nepiiznivych podminek,
nese oznaceni fakultativni CAM (ang. facultative CAM; C3-CAM). Hodnotami zastoupeni
stabilnich izotopil uhliku odpovidé slabému CAM a lze ji nalézt i u dalSich epifyti (Motomura
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et al., 2008; Kerbauy et al., 2012). I piesto, ze CAM zajistuje znacné¢ omezeni vodnich ztrat,
n¢které druhy po dlouhodobém plisobeni sucha ptechazi ve svych listech na jesté ispornéjsi
variantu tzv. CAM-idling, kdy své pruduchy viibec neoteviraji (Fu & Hew, 1982; Sipes & Ting,
1985). Nocni slaba akumulace organickych kyselin poté pravdépodobné vychazi
z vyrespirovaného CO; a tento typ fotosyntézy mtize byt fazen pod slabé CAM (Szarek et al.,
1973; Motomura et al., 2008).

Pti studiu plasticity fotosyntézy béhem vystavovani suchu dosli autofi Rodrigues ef al.
(2013) u tenkolistého druhu Oncidium Goldiana k pfedpokladu, Ze by mohlo u nékterych druhti
orchideji dochazet dokonce ke kompartmentaci fotosyntézy napiiklad mezi listy a pahlizami.
Navrhli hypotézu, Zze limitujici kapacita tenkych listh mize byt kompenzovana pfesunem
tvorby organickych kyselin do pahliz, které jsou bez stomat, kryté kutikulou a propojené s listy
aerenchymem podél cév (Rodrigues et al., 2013). Tento druh orchideje se tak dle autort tadi
do rostlin ptfechazejicich za sucha na fakultativni, prostorové oddéleny CAM, i kdyZ samotné

hodnoty ziskané méfenim listti by odpovidaly C3 metabolismu (Rodrigues et al., 2013).

2.5.1 Indikatory typi metabolismu a metody detekce
2.5.1.1 Hodnoty pomé&ru stabilnich izotopt uhliku: 3C/"2C (5 3C)

V zavislosti na poméru stabilnich izotopd uhliku *C/>)C (§ '*C) ziskaném pomoci
hmotnostni spektrometrie (ang. mass spektrometry, MS) lze u rostlinné biomasy urcit spolu
s dal$imi parametry typ fixace CO2. Hodnoty tohoto poméru uvadéné pro CAM jsou -13%o az
-34%o (pramérné okolo -17%o), pro C3 metabolismus -22%o az -32%o (primérmné okolo -27%o)
a pro C4 metabolismus -19%0 az -8%o0 (prumérné¢ okolo -10%o) (Graf 1) (Lerman, 1975;
Troughton, 1979; Hew & Yong, 2004). Tato metoda je nejen u orchideji, ale i u dalSich epifyt
velmi Casto vyuZivana, jelikoZ C4 rostliny obecné mén¢ diskriminuji t€Z3i izotop uhliku nez C3
rostliny (Farquhar, 1983; Zotz & Ziegler, 1997; Martin et al., 2010). Diky této metodé se
naptiklad podafilo odhalit korelaci mezi tloustkou listu a vyuzivanim CAM, kdy silné listy
epifytl vykazovaly hodnoty mezi -15%o a -16%o, coz odpovida CAM (Hew & Yong, 2004).
V praci autort Zotz & Ziegler (1997) bylo diky stanoveni pomérii stabilnich izotopti uhliku
napiiklad zjiSténo, Ze se mnozstvi CAM epifyth (i epifytickych orchideji) zvySuje se snizujicim

se mnozstvim srazek.
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Graf 1 — Zastoupeni izotopu '3C v pletivech krytosemennych rostlin s riiznym typem fotosyntézy. — pfevzato a
upraveno podle Hew & Yong (2004), data vychazi z Lerman (1975)

2.5.1.2 Zmény obsahu organickych kyselin

Pro rostliny vyuzivajici CAM jsou charakteristické denni zmény obsahu organickych
kyselin ve fotosyntetizujicich organech (Goh et al., 1977; Cockburn et al., 1985; Liittge, 1987).
Hodnota pH vakuoly klesd béhem noci, kdy dochazi k fixaci CO, PEP-karboxyldzou
a k naslednému vzniku a hromadéni maldtu. Béhem dne naopak hodnota pH vakuoly stoupa
v zavislosti na translokaci malatu do cytoplazmy a jeho nasledné dekarboxylaci (Liittge, 1987;
Kerbauy et al., 2012). Zmény kyselosti jsou méteny béhem 24-hodinové periody titraci (napf.
0,01 N NaOH) (Goh et al., 1977; Goh et al., 1983; Martin et al., 2010). Na kotenech orchideji
JiZ byla tato metoda vyzkousSena, a to napiiklad u orchideje Chiloschista usneoides (Cockburn
et al., 1985). Vysledky tohoto méfeni ukdzaly znacny narlst obsahu kyselin béhem noci
a pokles béhem dne (Graf 2) (Goh et al., 1983; Cockburn ef al., 1985). Pfednostni tvorbu malatu
pii no¢ni fixaci CO; lze poté ukézat napiiklad diky vyuziti radioaktivniho '*CO, (Goh et al.,
1983; Cockburn et al., 1985).
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Graf 2 — Zmény v obsahu organickych kyselin v kofenech orchideje Chiloschista usneoides béhem denniho
cyklu. FW = ang. fresh weight. — pfevzato a upraveno podle Cockburn ef al. (1985)

2.5.1.3 Aktivita fotosyntetickych enzymii

Noc¢ni fixace COz enzymem PEP-karboxylaza je typickym znakem rostlin vyuZzivajicich
CAM. Na zacatku svételné periody proto byva naméfena nizkd aktivita, ktera se zvySuje
v pozdnim odpoledni (Hew et al., 1984; Kerbauy et al., 2012). Spolu s aktivitou PEP-
karboxylazy je Casto méfena 1 aktivita enzymu Rubisco. Vysoky pomér aktivit PEPC/Rubisco
poukazuje v daném orgdnu na moznou pievladajici fixaci CO2 enzymem PEP-karboxylaza
a zaroveti se v provedenych studiich shoduje s namé&fenymi hodnotami & 1*C pro CAM (Hew et

al., 1996; Hew & Yong, 2004).

2.5.1.4 Imunolokalizace fotosyntetickych enzymi

Imunolokalizace enzymt je imunohistochemickd metoda, kterd umoziiuje monitorovat
umisténi enzymu v buiikdch daného organu. Ve studiich tykajicich se fotosyntézy u C4 a CAM
rostlin je vyuzivana piredevsim lokalizace fotosyntetickych enzymi Rubisco a PEP-karboxylaza
(Voznesenskaya et al., 2008; Sui et al., 2017). Konkrétn¢ u C4 rostlin s Kranz anatomii listu je
kompartmentace enzymii do mezofylovych bunék a bun€k pochev cévnich svazkl

imunolokalizaci velice dobie ukazana (Obr. 6) (Pengelly et al., 2011).
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Rubisco PEPC

Obrazek 6 — Imunolokalizace enzymii (A) Rubisco a (B) PEP-karboxylaza (PEPC) komeréné dostupnymi
protilatkami v listech kukutice. BS = ang. bundle sheath cells, buiiky pochev cévnich svazkl; M1 = mezofylové
bunky ptiléhajici k BS bunkam. Méfitko = 40 um. — pfevzato z Pengelly ef al. (2011)

Pro silny signdl a jednodusi lokalizaci je vyuzivdna pfedevSim metoda nepiimé
imunolokalizace pomoci znacenych sekundéarnich protilatek, které maji afinitu k primarnim
protilatkdm detekujicim cilovy protein. Fluorescen¢né znacené sekundérni protilatky jsou poté
snadno pozorovatelné ve fluorescenénim mikroskopu (tzv. imunofluorescence). Pro presné;jsi
lokalizaci cilového proteinu v danych buitkach pomoci transmisniho elektronového
mikroskopu mohou byt vyuzity naptiklad koloidni zlaté ¢astice konjugované se sekundarni
protilatkou (ang. Immunogold localization) (Hayat, 2000). Tato metoda jiz byla nékolikrat
s uspéchem pouzita 1 pfi lokalizaci fotosyntetickych enzymt Rubisco a PEP-karboxylaza
(Ueno, 1998; Sui et al., 2017). U orchideji zatim imunolokalizace fotosyntetickych enzymi
vyuZita nebyla. Prozatim existuje pouze nékolik praci, které tuto metodu vyuzily k lokalizaci
jinych enzymil, naptiklad pii detekci glukosidazy v plodu Vanilla planifolia (Brillouet et al.,
2014).

2.5.1.5 Vyména CO:

Cyklus vymény CO2 v metabolickém typu CAM lze rozdélit celkem do ¢tyt fazi. Prvni
fazi charakterizuji oteviené priduchy béhem noci, probihajici fixace CO; a tvorba malatu.
Ve druhé fazi dochazi k poklesu aktivity PEP-karboxylazy a navySeni aktivity enzymu
Rubisco. Faze tii, probihajici béhem dne, je typicka uzaviranim priducht a dekarboxylaci
malatu. Ve c¢tvrté, posledni fazi dochazi k zdsadnimu poklesu obsahu organickych kyselin
a zacinajicimu zvySovani vodivosti pruduchti (Smith & Liittge, 1985; Cockburn et al., 1985;
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Kerbauy et al., 2012). Pfi ovéfovani ptitomnosti CAM je monitorovani tohoto cyklu vymény
CO: béhem dne/noci velice Casto vyuzivano, v piipad¢ listd jest€¢ spolu s pozorovanim
otevirani/zavirani priducht (Goh et al., 1977). V ptipad¢ kotent epifytickych orchideji, které
neobsahuji priduchy, je tato metoda také vyuzivéna, a to s pirekvapivé podobnymi vysledky

jako u studii na listech (Cockburn et al., 1985).

2.5.2 Fotosyntéza vzdusnych koreni epifytickych orchideji

Interpretace dat ze studii zabyvajicich se asimilaci uhliku v kofenech epifytickych
orchideji je oproti studiim na listech komplikovanéjsi. Ze ziskanych dat vétSinou vyplyva, ze
nejcastéjSim typem fixace CO> v kotfenech je CAM (Goh et al., 1983; Hew & Yong, 2004;
Martin et al., 2010; Kerbauy et al., 2012). Nicméné diky ¢asto nejednoznac¢nym vysledklim pfi
detekovani tohoto typu metabolismu a zaroven diky testovani prozatim nizkého poctu druhti

existuji v této oblasti zna¢né nejistoty.

Naptiklad vyuzivani metody méteni fluktuace obsahu organickych kyselin ukézalo, ze
zmény obsahu malatu v kofenech mohou byt variabilni v rdmci jednoho druhu i v ramci
jednotlivych kofend jedné rostliny (Motomura et al., 2008). Autofii této studie (po stanoveni
813C odpovidajicimu CAM) diky tomu charakterizovali u rodu Phalaenopsis tii typy dynamiky
malatu. Tzv. obligatni CAM se shoduje s kolisanim hladiny malatu v listech CAM orchideji,
kdy se malat hromadi béhem noci a béhem dne je dekarboxylovan (viz kapitola Fotosyntéza
u orchideji). V nékterych kotfenech ale autofi naméfili vysoky denni obsah malatu bez
fluktuace. Tento typ byl oznacen jako tzv. skryty CAM (ang. latent CAM) a déle neobjasnén
(Motomura et al., 2008). Naopak stale nizky obsah malatu bez fluktuace v dalSich kofenech byl
oznacen za mozny ptevazujici C3 metabolismus (Motomura et al., 2008; Moreira et al., 2009).
Nicméné naptiklad v listech druhtt s CAM-idling také byvd naméfena konstantné nizka
akumulace organickych kyselin. V tomto ptipadé€ jsou v listech stomata uzaviena i béhem dne,
vyuziva se pievazné¢ CO; uvolnény béhem respirace a jedna se o typ CAM (Sipes & Ting,

1985).

Pro spravnou identifikaci ptevazujiciho typu fixace CO, je proto dilezité¢ vyuZivat
kombinaci rtiznych metod detekce. Napiiklad pouhé uréeni poméru stabilnich izotopt uhliku
muze byt neptesné az zavadgjici, jak tvrdi autofi Silvera et al. (2005). Dle vysledki jejich studie
provedené na 214 druzich vykazovalo pouze 21% druhl hodnoty zastoupeni izotopid uhliku
(813C = -14%0 az -16%o) jednoznaéné odpovidajici CAM. Naslednd méfeni fluktuace obsahu

malatu vSak odhalilo CAM u dal$ich 29 % druht ve studovaném souboru (Silvera et al., 2005).
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Dalsim znakem kotena epifytickych orchideji, ktery musi byt uvazovan pii studii
fotosyntézy v tomto orgdnu, je absence praducht (Stern, 2014). Priduchy v listech CAM
rostlin jsou béhem dne zaviené a diky tomu rostlina dokaze snizit ztraty vody (viz kapitola
Vyména COy) a zaroven uzaviené pruduchy funguji jako bariéra pro unik CO», ktery se
uvoliiuje béhem dekarboxylace malatu v pribéhu dne. V kofenech epifytickych orchideji
pomaha redukovat vodni ztraty predev§im velamen, nicméné jaky je zde zplsob regulace
vymeény plynil zatim neni jasné. Napftiklad ve studii autortit Cockburn et al. (1985) na kotenech
bezlist¢ epifytické orchideje Chiloschista usneoides vysledky zmétfeni aktivit PEP-
karboxylazy, kolisani hladin malatu a stanoveni poméru izotopt uhliku odpovidaly pfitomnosti
CAM. Dile i ptes nepritomnost praduchi autofi naméfili nizké ztraty CO» béhem denni faze
dekarboxylace (Cockburn et al., 1985). Tato varianta CAM byla poté autory oznacena jako tzv.
astomatalni CAM (ang. astomatal CAM). Urcitou roli pti vyméné plynt v kofenech by mohly
napiiklad hrat pneumatody (viz kapitola Stfedni ¢ast primarni kiry). Dalsi préace, které by tuto

problematiku pomohly objasnit zatim ale chybi.

V ptipad¢ bezlistych orchideji mohou byt vzdusné koteny hlavnim zdrojem asimilatt
(Hew & Yong, 2004). U kotfeni téchto orchideji byl také pozorovan Cisty piijem CO> (Hew &
Yong, 2004). Naopak u kofent orchideji s listy, 1 pfesto, Ze vykazovaly znaky CAM jako je
no¢ni akumulace malatu a hodnoty & *C odpovidajici CAM, nikdy ¢ista fotosyntéza naméfena
nebyla (Hew & Yong, 2004). Jednim z uvazovanych vysvétleni je vysoky podil respirace ¢i
fotorespirace (Dycus & Knudson, 1957). Druhou moZnosti je, Ze vodou saturovany velamen
na povrchu kofenit miize branit vyméné plynti jako difuzni bariéra a zaroveil mliZze sniZovat
mnozstvi dopadajiciho svétla potfebného pro fotosyntézu (Cockburn ef al., 1985; Hew & Yong,
2004; Moreira et al., 2009). Jelikoz zatim neni zndmy ani mechanismus vymény plyni
ve vzdusnych kotenech, nelze odhadnout, jak vyznamny vliv maji tyto jednotlivé navrzené

faktory.
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3 Metodika

Tato préce se sklada celkem ze 4 experimentli. Hlavnim cilem bylo analyzovat vyskyt
chloroplastti v kotenech epifytickych orchideji z riznych fylogenetickych skupin a zaroven
poodhalit jejich mozné odliSnosti v ultrastrukture. Byl také detailné zmapovan postup
diferenciace pletiv kotfent od Spi¢ky k bdzi vcetné oblasti, ve kterych byly lokalizovany
chloroplasty. V poslednim experimentu se poprvé v historii podatilo ve vzdusnych kotenech

lokalizovat enzym PEP-karboxylazu. Detaily budou vysvétleny v nasledujicim textu.

3.1 Analyza lokalizace chloroplastii v kofenech pomoci autofluorescence

V tomto experimentu bylo hlavnim cilem odhalit pfitomnost chloroplastl ve sttednim
valci kofenti u riiznych fylogenetickych skupin epifytickych orchideji. Vizualizace chloroplasti
byla provedena pomoci autofluorescence s vyuzitim epifluorescen¢niho a konfokéalniho
mikroskopu. Na tento experiment navazuje kapitola Ultrastruktura chloroplastii, ve které byla

ptesna lokalizace chloroplastii analyzovana pomoci transmisniho elektronového mikroskopu.

3.1.1 Rostlinny material

Pro tento experiment byly vybrany druhy tak, aby co nejlépe pokryly fylogenetickou
diverzitu epifytickych orchideji (Tab. 2; Obr. 7; Chase et al., 2015; Givnish et al., 2015).
Z podceledi Cypripedioideae a Orchidoideae nebyly zatazeni zadni zéstupci, protoZze se zde
vyskytuji pouze jednotlivé epifyticky rostouci druhy, které maji ve skoro vSech piipadech
kotfeny zanotené do epifyticky rostoucich mechti. Odbéry vzdusnych kotent jednotlivych druhti
probihaly pribézné v obdobi od listopadu 2018 do fijna 2020, predevsim ve sbirkach orchideji
Botanické zahrady hl. m. Prahy a také ve skleniku Katedry experimentalni biologie rostlin
Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy. Pfi odbéru byly preferovany vzdy zivé, narostlé
kofeny s aktivné rostouci kofenovou Spickou a nepftiléhajici k podkladu (substratu). Koteny

byly odebirany celé, od Spicky az tésn¢ k bazi navazujici na pryt.
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Druh Subtibus Tribus Podceled
Vanilla planifolia - Vanilleae Vanilloideae
Vanilla pompona - Vanilleae Vanilloideae
Vanilla madagascariensis | - Vanilleae Vanilloideae
Bulbophyllum biflorum Dendrobiinae Dendrobieae | Epidendroideae
Dendrobium antennatum | Dendrobiinae Dendrobieae | Epidendroideae
Acriopsis javanica Cymbidiinae Cymbidieae Epidendroideae
Coryanthes leucocorys Stanhopeinae Cymbidieae Epidendroideae
Dinema polybulbon Laeliinae Epidendreae | Epidendroideae
Andinia longiserpens Pleurothallidinae | Epidendreae | Epidendroideae
Porroglossum lorenae Pleurothallidinae | Epidendreae | Epidendroideae
Eria hyacinthoides Eriinae Podochileae | Epidendroideae
Angraecum praestans Angraecinae Vandeae Epidendroideae
Dendrophylax funalis Angraecinae Vandeae Epidendroideae
Neobathiea spatulata Angraecinae Vandeae Epidendroideae
Cleisostoma yersinii Aeridinae Vandeae Epidendroideae
Taeniophyllum pusillum | Aeridinae Vandeae Epidendroideae

Tabulka 2 — Seznam a systematické zafazeni zkoumanych druht orchideji.
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Obrazek 7 — Fylogeneticky strom pro ¢eled” Orchidaceae. Sipky ukazuji na subtriby, ze kterych byly vybrany
druhy pro analyzu vyskytu chloroplastii. — upraveno a pfevzato z Chase ef al. (2015)
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3.1.2 Zpracovani vzorku

Nejprve byla u kazdého kotene zmétfena celkova délka a v jeho poloviné byl Ziletkou
odebran segment o délce 0,7-1 cm. Ze segmentu byly ndsledné pfipraveny fezy na ru¢nim
mikrotomu o sile cca 100-120 pm. Cast fezil byla ihned uzaviena na podlozni sklicko do 65%
glycerolu a na dalSich fezech bylo provedeno histochemické barveni roztokem okyseleného
floroglucinolu (1% floroglucinol rozpustény v 18% HCI, w/v) pro detekci lignifikovanych
bunécnych stén sttedniho valce. Obarvené fezy byly uzavieny do okyseleného glycerolu (50%
glycerol s 5% H2SO04) a snimany ve svételném poli. Cerstvy material byl takto zpracovan vzdy

thned po odbéru.

3.1.3 Mikroskopické pozorovani autofluorescence chloroplasti

Vyskyt chloroplasti ve stfednim valci byl monitorovan diky autofluorescenci
chloroplastii pfi excitaci modrym svétlem (Olympus U-MWB filter). Pro monitorovani
a potizovani fotodokumentace byl wvyuzit epifluorescencni mikroskop Olympus BXS51
(Olympus Optical Co.) s digitalni 3 Cipovou CCD kamerou ApogeeAlta U4000 (Apogee

Instruments Inc.). Digitalni obraz byl poté upraven v programu Micro CCD.

VétSina  fluorescence chloroplasti  pochazi z fluorescence chlorofylu a, ktery
po zachyceni energie excitacniho zafeni cast energie emituje jako zafeni o delsi vinové délce.
Pfi pozorovani fezi ve fluorescencnim mikroskopu jsem hodnotila, zda se chloroplasty
vyskytuji pouze v primarni ktife, ve stfednim vélci kotfene nebo na obou mistech zaroven.
V ptipad€, Ze se chloroplasty vyskytovaly ve stfednim valci, jsem posuzovala, zda jsou
distribuovany pouze ve dfeni nebo 1 v bunkdch zakladniho pletiva mezi xylémovymi
a floémovymi poly radidlniho cévniho svazku (parenchym vodivych pletiv). Ve starSich ¢astech
kofene dochéazi u né€kterych druhii orchideji ke sklerifikaci stfedniho véalce (bunécné stény
parenchymatickych buné€k tloustnou a lignifikuji), kterd se mj. projevi i silnou autofluorescenci
lignifikovanych bunéénych stén. V téchto buiikach je poté v epifluorescencnim mikroskopu
obtizné chloroplasty identifikovat. Pro ovéfeni pfitomnosti chloroplastli ve sklerifikovanych

bunkach tak bylo vyuZito pozorovani pomoci konfokalniho mikroskopu.

Pro tuto lokalizaci byl vybran jeden modelovy druh Neobathiea spatulata, u kterého
jsou ve starSich ¢astech kotene pii pozorovani pod epifluorescenénim mikroskopem patrné silné
a lignifikované bunécné stény, jejichz vysoka autofluorescence znemoznuje presné urceni

vyskytu chloroplastii uvnitf téchto bunék. Z Cerstvé odebrané¢ho kotfene byl odiiznut segment
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z bazalni ¢asti kotene, tj. v pozici P4 (viz déle), ze kterého bylo pfipraveno nékolik fezi o sile
100-150 pm. Rezy byly uzavieny na podlozni skli¢ko do 65% glycerolu a nasledn& pozorovany
a nasnimany na konfokdlnim mikroskopu Leica TCS SP8 v Laboratofi konfokalni
a fluorescencni mikroskopie PiF UK, Vini¢nd 7. Emisni spektra pro bunécné stény byla

nastavena podle A scanu na 500-600 nm a pro chloroplasty na 650-750 nm.

3.2 Zavislost vyskytu chloroplasti ve stifednim valci na postupu diferenciace
kofene

Tento experiment byl zaméfen na analyzu postupu diferenciace pletiv vzdusnych
kotfent. Hlavnim cilem bylo ovétit, zda se 1iSi pritomnost chloroplastii ve stfednim valci
v zavislosti na stari kofene, vyvoji apoplastickych bariér a sklerifikaci bunéénych stén. Pro
anatomickou analyzu byla vyuzita rizna histochemicka barveni a chloroplasty byly
lokalizovany v oblasti  stfedniho  valce  pomoci  autofluorescence  pozorované

v epifluorescencnim mikroskopu.

3.2.1 Rostlinny material

Pro tento experiment byly vybrany 3 modelové druhy epifytickych orchideji —
Neobathiea spatulata, Acriopsis javanica a Vanilla planifolia. Pro ucel anatomické analyzy
kotenii byly odebrany vzdy 3 kotfeny od kazdého druhu. Bylo tak zajiSténo troji opakovéni
u vSech tfi druhd. Koteny druhli N. spatulata a A. javanica byly odebirany ve sbirkach orchideji
Botanické zahrady hl. m. Prahy na rozdil od kotenti druhu V. planifolia odebranych ve skleniku
Katedry experimentalni biologie rostlin Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy. Pfi odbéru
byly preferovany vzdy zivé, narostlé koteny o rlizné délce, nepftiléhajici k podkladu (substratu)
a s aktivné rostouci kotenovou Spi¢kou, obdobné jako v pfedchozim experimentu. Kofeny byly

odebirany celé, a to od Spicky az tésn¢ k bazi navazujici na pryt.

3.2.2 Anatomicka analyza

Pro zmapovani postupu diferenciace pletiv vzdusnych kotenti vybranych tfi druhii byly
vyuzity histochemické metody barveni preparati. Diky tomu bylo moZzné vizualizovat
jednotlivé bunécéné slozky v pletivech a také bylo dosaZeno vyss§iho kontrastu preparatu pro
lepsi pozorovani ve svételném mikroskopu. Vybrané metody histochemické detekce umoznily
a suberinizaci). Pro nékteré druhy barveni a také pro detekci vyskytu chloroplasti byla vyuzita

1 fluorescen¢ni mikroskopie, resp. autofluorescence.
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3.2.3 Odbér materialu a fixace

Z kazdého kotene byly odebrany segmenty o délce cca 1 cm celkem ve 4 pozicich, aby
mohl byt analyzovan gradient vyvoje kofene, respektive postup diferenciace pletiv od Spicky
k bazi (Obr. 8). Prvni segment byl odebran tésn¢ za rostouci kotenovou Spickou v oblasti, kde
se jiz za¢ina viditeln€ odliSovat velamen (P1). Druhy segment byl odebran v 4 kotene (P2),
treti v 2 (P3) a ctvrty tésné u baze kotene (P4). Segmenty byly fixovany 4% formaldehydem
ve fosfatovém pufru (pH 7,0; 0,1M) a odvzduSnény pomoci olejové vyvévy. Doba
odvzdusnovani se vzdy vztahovala k tloustce velamenu. Kofeny s tenkym velamenem
(Vanilla) byly odvzdusnovany 45-60 min, kofeny s tlustym velamenem (Neobathiea,
Acriopsis) byly odvzdusinovany 1-1,5 hod. Ze vSech segmentll byly nasledné utvoieny fezy
na ruénim mikrotomu o sile cca 100-120 pm, na které byly poté aplikovany rtzné typy
histochemického barveni (viz dale). Pro kazdou pozici bylo ponechdano i nékolik fezi

neobarvenych.

1/4 1/2

P1 P2 P3 P4
Obrazek 8 — Model vzdusného kotene s ukazkou jednotlivych pozic (P1-P4).
3.2.4 Histochemické barveni
3.2.4.1 Sudanova Cerven

Pro detekci lipidického materidlu bunéénych stén byly fezy barveny lipofilnim
barvivem Sudan Red 7B (Sigma). Barvici roztok byl pfipraven rozpusténim barviva v PEG400
(0,1% w/v) zahtatim na 90°C a naslednym smichanim roztoku se stejnym objemem 90%
glycerolu (Brundrett et al., 1991; Soukup, 2014). Barveni fezli probihalo pfi laboratorni teploté
po dobu 1 hodiny. Z kazdé pozice (P1-4) byly barveny vzdy 2-3 fezy. Po obarveni byly fezy
nejprve oplachnuty 1% roztokem detergentu SDS (dodecylsiran sodny; NaCi2H25804) a poté
nasledoval oplach destilovanou vodou a uzavfeni fezil na podlozni sklicko do 65% glycerolu.
Lipofilni barvivo je béhem procesu barveni absorbovano do lipidického materiadlu (Soukup,
2014). Diky omyti detergentem bylo zbytkové neabsorbované barvivo ze vzorku vymyto. Ty
casti bunécnych stén, které obsahuji lipidické slozky, byly obarveny tmavé razové az rizovo-

cervené (napf. suberinové lamely v endodermis a exodermis).

28



3.2.4.2 Wiesnerova reakce

V pokrocilém stadiu vyvoje mohou nékteré bunky ukladat do svych bunéénych stén
lignin. U vzdusnych kotfent orchideji byla lignifikace pozorovana predev§im ve vyvoji vrstev
exodermis a endodermis a také pfi sklerifikaci stfedniho valce (Stern, 2014; Thangavelu &
Ayyasamy, 2017). Pro detekci ligninu je z histochemickych barveni nejcastéji vyuzivana
Wiesnerova reakce, poprvé publikovana J. Wiesnerem roku 1878. Hlavnim principem této
reakce je kondenzace floroglucinolu se skoficovymi aldehydy ligninu v kyselém prostiedi

(Pomar et al., 2002; Soukup, 2014).

Ptipravené fezy byly barveny roztokem okyselené¢ho floroglucinolu (1% floroglucinol
rozpus§tény v 18% HCI, w/v) 1-3 minuty pfi laboratorni teploté. Z kazdé pozice byly barveny
2-3 tezy. Po obarveni byly fezy uzavieny do okyseleného glycerolu (50% glycerol s 5%
H>SO4). Vysledkem barveni Wiesnerovym c¢inidlem bylo tfeSioveé cervené az fuchsiové
zbarveni lignifikovanych bunécnych stén, pozorované piedevSim u vrstev exodermis,

endodermis a u sklerifikovanych buné€k stfedniho vélce.

3.2.4.3 Berberin

Pro presnéjsi detekci Casparyho prouzkii u bunek ve vrstvach exodermis a endodermis
bylo vyuzito barveni berberinem s dodatecnym dobarvenim gencidnovou violeti. Berberin je
komeréné dostupny fluorochrom vyuzivany na histochemickou detekci ligninu a suberinu.
Obarvené lignifikované i suberinizované bunééné stény jsou po ozareni UV svétlem zbarvené
dozluta (Brundrett et al., 1988; Soukup, 2014). Pfi barveni berberinem je nutné vzorek po
obarveni berberinem dobarvit napt. toluidinovou modii nebo gencianovou violeti, aby se
piebarvila méné specifickd vazba a ¢astecné se redukovala silnd autofluorescence obarveného
materidlu (Brundrett ef al., 1988; Soukup, 2014). Tento typ barveni byl vyuzit z divodu, ze se
jedna o citlivéjs$i a presnéjSi metodu lokalizace Casparyho prouzki, nez je jejich detekce

floroglucinolem.

Ru¢ni fezy byly barveny roztokem Berberin hemisulfatu (0,5% aq., w/v) 1 hodinu pfti
laboratorni teploté. V pfipad¢, ze se v roztoku nachdzely krystalky (pfi skladovani berberinu
v chladni¢ce dochazi postupné ke krystalizaci), byl roztok pted pouzitim zahtivan
na magnetické michacce do doby, nez se krystalky zcela rozpustily. Po obarveni byly fezy

oplachnuty destilovanou vodou a po dobu 10 minut barveny roztokem gencidnové violeti
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(0,05% aq., w/v). Po dobarveni nasledoval oplach destilovanou vodou a uzavieni fezii do 65%

glycerolu.

3.2.5 Snimani

Rezy, které prosly histochemickym barvenim, byly pozorovany na mikroskopu
Olympus BX51 s CCD kamerou ApogeeAlta U4000 a digitalni obraz byl upraven v programu
Micro CCD. Vzorky obarvené Sudanovou cerveni a HCI-floroglucinolem byly snimany
ve svételném poli. Vzorky obarvené berberinem byly snimany jako fluorescence po excitaci
UV zafenim (Olympus U-MWU filter block). Neobarvené tezy byly sniméany také jako
fluorescence po excitaci modrym svétlem (Olympus U-MWRB filter). Pti pozorovani fezl jsem
se zam¢ftila na zmapovani postupu diferenciace pletiv kotene od $picky k bazi. Konkrétné jsem

ve vSech pozicich (P1-4) sledovala struktury uvedené v nésledujicich bodech:
I.  apoplastické bariéry — vyvojové faze vrstev endodermis/exodermis

II.  stfedni valec — tloustnuti a lignifikace bunéénych stén parenchymatickych bunék

stfedniho valce

3.2.6 Analyza postupu diferenciace pletiv

Pro vyhodnoceni postupu diferenciace byl pro kazdou strukturu zvolen odlisny postup.

3.2.6.1 Endodermis

Vsechny vySe zminéné metody histochemické detekce byly vyuzity pro urceni
aktualniho stadia diferenciace vSech bun¢k v rdmci endodermalni vrstvy. Néasledné byl vybran
fez, na kterém bylo mozné piesné spocitat celkovy pocet bunck endodermis a kvantifikovat
mnozstvi bun€k v urcitych stadiich vyvoje. U kazdé bunky vrstvy endodermis tedy bylo
stanoveno, v jakém ze ti1 vyvojovych stadii se nachazi (Tab. 3). V pfipad¢, Ze se endodermalni
buniky nachézely v tercidlnim stadiu, byla navic zaznamenana i informace, jaky tvar ma vznikla
ztlustlina (U/O) a zda byla pozorovéna lignifikace na fezech obarvenych HCl-floroglucinolem.
U rodu Vanilla bylo do tabulky pro ucel grafického zobrazeni ptidano dal$i stadium,
charakterizované jako nejmladsi stadium vyvoje buiiky vrstvy endodermis, kde 1ze pozorovat
pouze primarni bunécné stény bez modifikace (tzn. stddium pied vytvofenim Casparyho

prouzki).
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pozice
P1 |P2 |P3 P4

pocet bunék

celkem

primarni BS bez modifikace

primarni stadium — Casparyho prouzky

sekundarni stddium — suberinovéa lamela

tercialni stadium — sekundarni BS

typ ztlustliny (U/O)
lignifikace ztlustliny (ANO/NE)

Tabulka 3 — Experimentalni design pro analyzu vyvoje vrstvy endodermis kofent Vanilla planifolia ve ctyfech
pozicich (P1-P4). BS = bunéc¢na sténa.

Pro tuto analyzu bylo provedeno troji opakovani u vSech 3 druhii. Vysledkem této
analyzy bylo ziskani informace, jaky je v kazdé ze 4 stanovenych pozic kofene pomér
vyvojovych stadii endodermalnich bunék. Procentualni zastoupeni jednotlivych stadii vyvoje

bun¢k vrstvy endodermis bylo zndzornéno graficky sloupcovymi grafy.

3.2.6.2 Exodermis

V ptipad¢ vrstvy exodermis nebylo exaktné kvantifikovano mnozstvi bunék v uréitém
stddiu vyvoje ani mnozstvi propustnych bunék. Nejprve byly prohlédnuty fezy ze vSech tii
provedenych histochemickych barveni. JelikoZ kromé propustnych bunék byly vSechny bunky
exodermis na daném fezu vzdy ve stejném stadiu vyvoje, bylo pouze zaznamenano toto
stadium. U vSech tfi druht tak bylo stanoveno, jaké stadium vyvoje bunck vrstvy exodermis
v dané pozici kofene prevlada. Jednotliva stadia byla oznacena jako primarni (Casparyho
prouzky), sekundéarni (suberinova lamela) a tercidlni (sekundarni bunééné stény) obdobné¢ jako
u vrstvy endodermis. Stejné€ jako u analyzy bunék vrstvy endodermis bylo i zde provedeno troji

opakovani u vSech tfi druhd.

3.2.6.3 Stredni valec

Z davodu, ze se v pripadé stfedniho valce nejednd pouze o jednu vrstvu bunék, u které
lze buiiky spocitat a poté urcit jejich piesny pocet v jednotlivych stadiich vyvoje, musel byt
stfedni valec charakterizovan slozit&ji. Byly stanoveny Ctyfi oblasti bun¢k, ve kterych byly
vSechny bunky hodnoceny spole¢né (Obr. 9). Zasadni bylo hodnoceni dvou oblasti parenchymu
sttedniho vélce, a to oblasti bun€k zikladniho pletiva mezi xylémovymi a floémovymi poly

radidlniho cévniho svazku (parenchym vodivych pletiv) a oblasti bunc¢k diené. Kromé téchto
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dvou oblasti, byly hodnoceny i oblasti protoxylému a metaxylému. Oblast floému nebyla

hodnocena.

protoxylém

A AL R

metaxylém

zakladni pletivo
mezi poly CS

Obrazek 9 — Ukézka stanovenych oblasti bun&k stiedniho valce pro analyzu postupu diferenciace. Rez kofenem
Vanilla planifolia v pozici P3. Barveni HCI-floroglucinolem. Tmavé ¢ervené zbarvené lignifikované bunééné
stény. CS = cévni svazek. Métitko = 100 pm.

Pro potfeby hodnoceni byla definovana tfi stddia vyvoje téchto oblasti:
1. stadium: vétSina bun€k v dané oblasti je tenkosténnd, bez lignifikace (primarni bunécna
sténa)
2. stadium: ¢ast bunck je tenkosténnd a ¢ast bunék silnosténnad, lignifikace pfitomna alespon
u nékterych bun¢k
3. stadium: vétSina bungk je silnosténnd, bunécné stény jsou lignifikované

Pro tuto analyzu byly pro vSechny kofeny vyuZity fezy obarvené HCl-floroglucinolem
(detekce ligninu), barvivem Sudan Red a neobarvené fezy. Pro kazdy kofen byla vytvofena
tabulka, do které bylo zaznamenano staddium vyvoje dané oblasti v kazdé ze 4 pozic (Tabulka
4). Pro grafické znazornéni Cetnosti vyskytu jednotlivych stadii v jednotlivych pozicich byly

zvoleny tzv. teplotni mapy (ang. heat maps).
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stadium
1. |2. |3.
protoxylém X
metaxylém X
zakladni pletivo mezi poly CS |x
dien X

pozice oblast

P1

protoxylém X
metaxylém
zakladni pletivo mezi poly CS |x
dien X
protoxylém

metaxylém

zakladni pletivo mezi poly CS
dren

M

P2

P3

protoxylém

metaxylém

zakladni pletivo mezi poly CS
dien

P4

I I R E R E R e

Tabulka 4 — Experimentalni design pro analyzu postupu diferenciace stfedniho valce ve ¢tyfech pozicich (P1-
P4). CS = cévni svazek; x = pfevazujici vyvojové stddium v dané pozici.

3.2.7 Vyskyt chloroplasti

Pro kazdou pozici na kotfenech (P1-P4) byla hodnocena ptitomnost chloroplasti
ve sttednim valci, a to na nebarvenych fezech diky autofluorescenci chloroplastl pii excitaci
modrym svétlem (Olympus U-MWRB filter) v epifluorescenénim mikroskopu Olympus BX51
(Olympus Optical Co.). Bylo provedeno pouze kvalitativni hodnoceni vyskytu chloroplast.

3.2.8 Statistické zpracovani dat

Statisticka vyznamnost rozdilll v zastoupeni bunck vrstvy endodermis v jednotlivych
stadiich vyvoje mezi rliznymi pozicemi kofenil byla testovana zobecnénym linearnim modelem
s quasibinomickym rozdélenim (Nelder & Wedderburn, 1972). Tato metoda byla zvolena
proto, Ze data jsou procentudlni a lze tedy pifedpokladat, Ze jejich rozdéleni bude blizsi
binomickému nez normalnimu. Pozice kofent, které obsahovaly pouze nulové hodnoty, nebyly
zahrnuty do statistické analyzy. Parova porovnani mezi variantami byla provedena pomoci
metody Tukey (Tukey, 1949). Hladina prikaznosti byla ve vSech ptipadech 5 %. Analyzy byly
provedeny v programu R 3.6.1 (R Core Team, 2019) s vyuzitim balicku multcomp (Hothorn et

al., 2008). Ostatni ziskana data neumoziuji smysluplné statistické zhodnoceni.
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3.3 Ultrastruktura chloroplasti

Z divodu, ze dosud neexistuji prace, které by se zabyvaly detailnim hodnocenim
chloroplastii v jednotlivych ¢astech kotenti epifytickych orchideji, je tento experiment prvnim
hrubym nahledem do dan¢ problematiky. Ultrastruktura chloroplast z oblasti primarni ktry
a sttedniho valce byla hodnocena pouze kvalitativné, nicméné na zakladné vétSiho mnozstvi
snimkii chloroplastli z obou oblasti. Kvantitativni hodnoceni zastoupeni jednotlivych vnitinich

struktur chloroplastii nebylo provadéno.

3.3.1 Pozorovani pomoci transmisniho elektronového mikroskopu

Vyuziti transmisniho elektronového mikroskopu (TEM) je dalsi vyuzitou
mikroskopickou technikou, kterd vyrazné¢ pomohla lokalizovat chloroplasty. Vyssi efektivni
zvétSeni umoznilo pozorovani ultrastruktury chloroplasti a dalSich plastidd a zaroven
1 pozorovani stavby bunéénych stén bunck ve stirednim valci, coz umoznilo ziskat detailnéjsi

informace k postupu diferenciace.

Pro tento experiment bylo vybrano 13 druhil z podc¢eledi Epidendroideae a jeden druh
podceledi Vanilloideae — Vanilla planifolia, celkem 14 druht uvedenych v Tab. 2 (kap. 3.1.1.)
(ostatni dva druhy rodu Vanilla z téze tabulky nebyly analyzovéany). Na vSech vybranych
druzich jiz byla provedena analyza lokalizace chloroplasti pomoci autofluorescence
v oblastech primarni kiry a stiedniho valce (viz kap. 3.1.). Z Cerstvé odebranych kotenil byly
vzdy v 2 kotene, tj. v pozici P3 odebrany 2mm segmenty, které byly nasledné rozplleny pro
snazsi prostup fixdZe a zafixovany 2,5% GA (glutaraldehyd) v kakodylatovém pufru (0,1M).
Kakodylatovy pufr byl pfipraven z 21,4 g kakodylanu sodného rozpusténého v 500 ml vody
a pH bylo upraveno na hodnotu 7,0. Poté bylo 50 ml tohoto roztoku smichéno s 50 ml glukosy
(2,7 gv 50 ml).

Vzorky byly v Laboratofi elektronové mikroskopie Univerzity Karlovy zpracovany pro
TEM nasledujicim zplisobem. Po fixaci nasledoval oplach kakodylatovym pufrem (0,1M),
postfixace oxidem osmicelym (2% OsO4 v 0,1M kakodylatovém pufru) a oplach destilovanou
vodou. Déle byla provedena dehydratace vzorki ethanolovou fadou - 35, 50, 70, 80, 96 a 2x
100% ethanol. Kazdy krok trval 20 min. Nasledovala dal$i dehydratace 100% acetonem (3x 5
min) a po odvodnéni pletiv byly vzorky pozvolné infiltrovany epoxidovou pryskyfici Spurr —
10, 25, 50, 75% (2 hod na kazdy krok). Vzorky byly zality do formy, polymerovany
v termostatu po dobu 48 hodin (65 °C) a nasledné znich byly pfipraveny fezy (70 nm)
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na ultramikrotomu. Nésledovalo kontrastovani ultratenkych fezli octanem uranylu (2-3% aq.,
tma, 20 min — 1 hod, ethanolové atmosféra) a citratem olovnatym (Reynolds (1963); 20 min,
atmosféra bez CO2). Snimky byly potizeny CCD kamerou Veleta s aktivizacnim softwarem
Olympus (Olympus Soft Imaging Solution GmbH) na transmisnim elektronovém mikroskopu

JEOL JEM-1011 v Laboratofi elektronové mikroskopie Univerzity Karlovy.

3.3.2 Metody hodnoceni

Bylo provedeno kvalitativni hodnoceni chloroplastii z oblasti stfedniho véalce a primérni
kary. Nasniméano bylo u kazdého druhu pét chloroplastli ze stiedniho valce a stejny pocet
z primarni klry. Zaznamenany byly vzdy néapadné odliSnosti v ultrastruktuie, predevSim
mnozstvi pritiSténych/nepftitiSténych thylakoidd, piitomnost plastoglobulii a pfitomnost,
velikost a mnozstvi Skrobovych zrn na fezech. Pro jednoduché znézornéni rozdilti byly
utvoreny kategorie pro kazdy hodnoceny znak. V ptipad¢ gran bylo pozorovano napadné
vysoké nebo nizké mnozstvi pfitiSténych thylakoidl na fezu a grana byla popséana jako masivni
nebo tenka. V pfipadé¢ plastoglobulii byla monitorovdna pouze jejich pfitomnost
v chloroplastech. Skrobova zrna byla popsana jako mala, velka a masivni. Jako mal4 krobova
zrna byla povazovana ta, kterd na fezu nezabirala velkou cast chloroplastu. Naopak velka
Skrobova zrna na fezu Casto zasahovala od jednoho konce chloroplastu k druhému. Jako
masivni byla povazovana Skrobova zrna, kterd vyplilovala t¢éméf celou oblast plastidu na fezu.
V ptipadé téchto masivnich zrn nebylo mozné s jistotou urcit, zda se jedné o chloroplast €1 jiny
druh plastidu. V téchto ptipadech také nemohla byt jednoznaéné charakterizovdna grana.
U druhu V. planifolia byly z diivodu nejasné lokalizace chloroplastii v pfedchozim experimentu
pouze pomoci autofluorescence prohlédnuty fezy ze tii kotenii. U ostatnich 12 druhti byly

prohlédnuty fezy vzdy z jednoho kotene.

3.4 Imunolokalizace enzymu PEP-karboxylaza

V tomto experimentu bylo cilem lokalizovat enzym PEP-karboxyldzu v jednotlivych
oblastech kotfent vybranych orchideji pomoci imunohistochemické detekce. Pro tuto detekci
bylo nejprve nutné optimalizovat metodiku, a to z ditvodu, Ze imunolokalizace fotosyntetickych
enzyml dosud nebyla na kotfenech orchideji provedena. Zvolena metodika méla zéklad
v ovéfené metodice pro imunodetekci kalozy v praci Soukup (2014). Modifikovana byla dale
podle metodiky imunolokalizace PEP-karboxylazy v pracich Voznesenskaya et al. (2008)
a Aivalakis et al. (2004).
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Pro imunodetekci byla pouzita komeréné dodavana primarni protilatka s odpovidajici
sekundarni protildtkou (Tab. 5). Jako pozitivni kontrola pro imunodetekci PEP-karboxylazy
slouzila kukufice (Zea mays), u které byla firmou Agrisera potvrzena reaktivita primarni
protilatky. Imunolokalizace PEP-karboxyldzy byla provedena u dvou druhii orchideji —
Neobathiea spatulata a Acriopsis javanica. Dopady modifikaci postupu imunolokalizace jsou

uvedeny ve vysledcich. Postup imunodetekce po optimalizaci metody byl nésledujici.

Firma Pouzité

Specifik Klonalita | Zvif ’

peciiikace onalita Vire Kéd fedéni
Primarni | i pEPC olyklondlni [krdlik |“E75T 11109
protilitka POy AS09458 |

Goat anti-Rabbit IgG :
Sekundarni . Agrisera

H&L), DyLight® Iyklonlni |k S in!
protilitka | ol DyLig polyklondlni \koza 1  q9633 | 1:1000

488 conjugated

Tabulka 5 — Protilatky pouzité pfi imunolokalizaci enzymu PEP-karboxylaza (PEPC) u druht Zea mays,
Neobathiea spatulata a Acriopsis javanica.

3.4.1 Priprava zasobnich roztoki protilatek

Zasobni roztok primarni protilatky byl pfipraven dle protokolu vyrobce (Agrisera).
Nejprve byla pripravena MiliQ voda o pH 7,4 (pro zvyseni pH byl pouzit 2M roztok KOH).
V lamindrnim boxu (ang. flowbox) byla voda piefiltrovana stiikackou ptes sterilni filtr s 0,2 um
otvory do sterilnich Eppendorfovych zkumavek. Ve 100 pl takto upravené vody byla poté
rozpusténa lyofilizovand primérni protilatka, ¢imz byl pfipraven zasobni roztok o fedéni 1:1,
ktery byl nasledné skladovan pii -20 °C. Tésné pted aplikaci protilatky na vzorky byl zasobni
roztok fedén PBS (fosfatovy pufr s NaCl; pH 7,3) s BSA (hovézi sérovy albumin, 10% w/v) do
pozadovaného finalniho fedéni (1:100). PBS pouZity pfi imunolokalizaci byl ptipraven z 80,1
g NaCl, 2 g KCl, 14,7 g Na,HPO4.2H>0, 2,38 g KH2PO4 a roztok byl zfedén 10x na vysledny
pufr o pH 7,3.

Zasobni roztok sekundarni protilatky byl pfipraven dle protokolu vyrobce (Agrisera),
skladovén pfti -20 °C a tésn¢ pied pouzitim fedén pomoci PBS do pozadovaného fedéni 1:1000
(viz déle).

3.4.2 Postup imunolokalizace PEP — karboxylazy

Z Cerstveé odebranych kotent orchideji N. spatulata a A. javanica byl odebran segment

v 2 kotene. Ze 7-denni hydroponicky napéstované kukufice byl odebran segment ptiblizné
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v 72 listu. Odebrané segmenty byly fixovany 4% formaldehydem ve fosfatovém pufru (pH 7,0;
0,IM) celkem 2 hodiny. Béhem fixace probéhlo odvzdusnéni pomoci olejové vyvévy.
Ze segmentd byly utvofeny fezy na ru¢nim mikrotomu o sile cca 100-120 pm. Rezy byly
nasledné piremistény v nylonovych sitkach na plotnu s jamkami a 2x oplachnuty PBS (pH 7,3)
vzdy 2 minuty. Po odsati pufru z jamek byly fezy umistény do roztoku pro permeaci membran,
kdy byl vyuzit detergent Tween-20 (0,1%, v/v) podobn¢ jako v pracich Voznesenskaya et al.
(2008) a Aivalakis et al. (2004) (Tab. 6). Permeace probihala pii pokojové teploté¢ 1 hod.
Po odsati permeacniho roztoku byl do jamek pipetovan roztok kaseinu pro potlaceni
nespecifické vazby protilatky (1,5% kasein v PBS). Po 15 minutach probéhl znovu
dvouminutovy oplach fezi v PBS. Nasledné byl do jamek pipetovan pfipraveny roztok
s primarni protilatkou (Tab. 6). Do jamek s negativni kontrolou byl pipetovan pouze roztok
PBS s BSA bez primarni protilatky. Plotna s jamkami byla umisténa do velké Petriho misky
s mokrym ubrouskem vespod a priklopena dals$i miskou. Vznikla tak vlhka komtrka, kterd byla

umisténa do tmy a ponechana pti pokojové teploté 4 hodiny.

Pouzité v
« . . | Slozeni

mnozstvi
Permeacni roztok 2 ml 900 ul PBS + 100 ul BSA* + 1ul Tween 20
Roztok primarni protilatky |2 ml 1980 ul PBS + 20 pul BSA* + 10 pl anti-PEPC
Roztok sekundarni 1996 ul PBS + 20 pl BSA* + 2 ul anti-Rabbit

o 2 ml

protilatky IgG

Tabulka 6 — SloZeni roztokt pouzitych pfi imunolokalizaci PEP-karboxylazy. * Zasobni roztok BSA (10% w/v).

Nasledné byly fezy oplachnuty 2x 10 min v PBS a po odsati byl do jamek pipetovan
roztok sekundarni protilatky (Tab. 6). Na noc byla vlhka komtrka se vzorky umisténa
do lednice do tmy. DalSi den nasledoval znovu oplach 2x 10 min v PBS a fezy byly poté
dobarveny roztokem gencidnové violeti (0,05% aq., w/v) vzdy 1-1,5 min. Po dobarveni byly
fezy znovu oplachnuty na nékolik sekund v PBS a uzavieny do 65% glycerolu. Rezy byly
pozorovany a snimdny pii excitaci modrym svétlem (Olympus U-MWB filtr) na mikroskopu
Olympus BX51 s CCD kamerou ApogeeAlta U4000. Obraz byl upraven v programu Micro
CCD.
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4 Vysledky
4.1 Analyza lokalizace chloroplastii v kofenech pomoci autofluorescence

V tomto experimentu byl zdokumentovan vyskyt chloroplastii ve stfednim valci kofenti
celkem 16 druhti epifytickych orchideji ze dvou podceledi — Epidendroideae a Vanilloideae.
Z divodu znacné odliSnosti obou podceledi budou vysledky prezentovany ve dvou

podkapitolach.

4.1.1 Podceled’ Epidendroideae

U vsech pozorovanych druht z Tabulky 7 (pouze s vyjimkou Bulbophyllum biflorum
a Porroglossum lorenae) byly chloroplasty pozorovany v primarni klife i ve stfednim valci
(Obr. 10, 11, 12 a 13). Ve stfednim valci byly pozorovany jak v oblasti dfen¢, tak v oblasti
okolo xylémovych a floémovych poli radidlniho cévniho svazku (Tab. 7). U druhu B. biflorum
byl nejednoznacny vyskyt chloroplastli v buiikdch okolo xylémovych a floémovych pola
cévniho svazku z divodu silné autofluorescence lignifikovanych bunéénych stén. U druhu
P. lorenae byla autoflourescence velice silnych bunécnych stén celého stiedniho valce tak

vysoka, ze nebylo mozné urcit vyskyt chloroplastti ani v jedné z hodnocenych oblasti.

Druhy z Epidendroideae Dren Ziakladni pletivo mezi poly CS
Bulbophyllum biflorum ANO nejednoznacné
Dendrobium antennatum ANO ANO
Acriopsis javanica ANO ANO
Coryanthes leucocorys ANO ANO

Dinema polybulbon ANO ANO

Andinia longiserpens ANO ANO
Porroglossum lorenae nejednoznacné | nejednoznacné
Eria hyacinthoides ANO ANO
Angraecum praestans ANO ANO
Dendrophylax funalis ANO ANO
Neobathiea spatulata ANO ANO
Cleisostoma yersinii ANO ANO
Taeniophyllum pusillum ANO ANO

Tabulka 7 — Vyskyt chloroplasti ve dvou oblastech stfedniho valce kotfent orchideji z podceledi
Epidendroideae. CS = cévni svazek.

Stfedni valec vSech pozorovanych druhi byl v této pozici kofene (P3 = 2 kotene) jiz
siln€ lignifikovany a Castecné sklerifikovany, coz bylo dobie patrné z fezli barvenych HCI-

floroglucinolem (napi. Obr. 11B, 11D, 11F). Na vSech neobarvenych fezech byla pozorovana
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silnd autofluorescence lignifikovanych bunécnych stén (napi. Obr. 11A, 11C, 11E, 11G).
U druhit B. biflorum, P. lorerenae, a T. pusillum se tloustka bunécnych stén bunék diené
a bun¢k mezi poly cévniho svazku liSila velmi malo. U ostatnich druhd mély buiikky mezi poly
cévniho svazku vzdy silnéjsi bunécné stény oproti buiikkam diené. U druha D. antennatum (Obr.

10C). a A. javanica (Obr. 10E, 10F) nebyly buiiky uprostied diené lignifikované.
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Bulbophyllum biflorum

Dendrebium antengtum

._‘ I "gll“'\
N
4 ~

Acriopsis javanica

Coryanthes leucocorys

Obrazek 10 — Lokalizace chloroplasti ve stfednim valci kofent druht B. biflorum (A, B), D. antennatum (C, D),
A. javanica (E, F) a C. leucocorys (G, H). Na levé strané snimky nebarvenych fezi pozorovanych pfi excitaci
modrym svétlem (Olympus U-MWB filter). Na pravé strané snimky fezti obarvenych HCI-floroglucinolem a

snimanych ve svétlém poli. Métitko = 50um.
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Dinema polybulbon

Andinia longiserpens

Porroglossum lorenae

Eria hyacinthoides

Obrazek 11 — Lokalizace chloroplastii ve stfednim valci kofent druhl D. polybulbon (A, B), A. longiserpens (C,
D), P. lorenae (E, F) a E. hyacinthoides (G, H). Na levé strané snimky nebarvenych fezl pozorovanych pfi
excitaci modrym svétlem (Olympus U-MWB filter). Na pravé strané snimky fezl obarvenych HCI-
floroglucinolem a snimanych ve svétlém poli. Métitko = 50 pm.
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Angraecum praestans

Dendroth ylax funalis

.

Neobathiea spatulata |

Cleisostoma yersinii

Obrazek 12 — Lokalizace chloroplasti ve stfednim valci kofent druhti 4. praestans (A, B), D. funalis (C, D), N.
spatulata (E, F) a C. yersinii (G, H). Na levé stran¢ snimky nebarvenych fezli pozorovanych pfi excitaci modrym
svétlem (Olympus U-MWB filter). Na pravé strané snimky fezli obarvenych HCl-floroglucinolem a snimanych
ve svétlém poli. Métitko = 50 pm.
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Taeniophyllum pusillum

Obrazek 13 — Lokalizace chloroplastii ve stfednim valci kofent druhu 7. pusillum. (A) - Snimek nebarveného
fezu pozorovaného pfi excitaci modrym svétlem (Olympus U-MWB filter). (B) - Snimek fezu obarvené¢ho HCI-
floroglucinolem snimaného ve svétlém poli. Méfitko = 50 um.

4.1.1.1 Ovéreni pritomnosti chloroplastii ve stfednim valci pomoci konfokalniho
mikroskopu

Diky pozorovani pomoci konfokdlniho mikroskopu byla potvrzena piitomnost
chloroplastti v silnosténnych bunkach sttedniho vélce, a to u vybraného modelového druhu
Neobathiea spatulata z podceledi Epidendroideae. Z obrazku 14 je patrné, ze se v pozici P4
(kofenova baze) v oblasti zdkladniho pletiva mezi xylémovymi a floémovymi poly radidlniho
cévniho svazku vyskytuji bunky s velice silnymi sekundarnimi bunéénymi st€énami. Naopak
v oblasti diené jsou sekundarni bun&cné stény o néco tenci. Jak v prvni oblasti, tak ve druhé,
jsou ale v silnosténnych bunkéch jasné viditelné chloroplasty (Obr. 14B, 14C). Endodermis je
v této Casti kofene v tercidlnim stadiu vyvoje a tvoii silné O-ztlustliny. Propustné bunky
setrvavaji v mladSim stadiu. V propustnych buiikdch endodermis a n¢kolika buiikéch pericyklu
v blizkosti téchto propustnych bunck byl pozorovany signal podobny signalu z chloroplasti
(shodné emisni spektrum). Nejednalo se ale o jednoznacné rozeznatelné chloroplasty, které

byly pozorovany v okoli.
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Obrazek 14 — Lokalizace chloroplasti u modelové orchideje N. spatulata v pozici P4 (kofenova baze). (A)—
Stredni valec a ¢ast primarni kiiry. Méfitko = 100 pm. Emisni spektrum chloroplastti bylo nastaveno podle A
scanu na 650-750 nm (Cervena barva). Bilé obdélniky ukazuji oblasti detaild B a C. (B) — Detail vyskytu
chloroplastii v oblasti dfené. Méfitko = 30um. (C) — Detail vyskytu chloroplastd v oblasti silnosténnych bunék
zakladniho pletiva u oblasti floému. Méfitko = 30 um.

4.1.2 Podceled’ Vanilloideae

Z podceledi Vanilloideae byly pro tento experiment vybrany 3 druhy — Vanilla
planifolia, Vanilla pompona a Vanilla madagascariensis. Z davodu, ze na fezech z prvniho
prohlédnutého kotene druhu V. planifolia nebyly pozorovany zadné chloroplasty v oblasti
sttedniho valce, byly u tohoto druhu prohlédnuty jest¢ dalSi dva odebrané kofeny, tzn.
nebarvené fezy ze stejné pozice P3 (2 kotene). Tyto odebrané kofeny byly v té dobé pfipraveny
pro pozorovani postupu diferenciace kofene popsané v kapitole 4.2.3. Ve druhém
analyzovaném koteni V. planifolia bylo pozorovano ve dieni vétsi mnozstvi chloroplastd,
naopak ve tfetim kofeni bylo pozorovano pouze velmi malé mnoZstvi chloroplasti, a to pouze

ve stfedni ¢asti diené (Tab. 8; Obr. 15).

U druhu V. pompona byly pozorovany chloroplasty v oblasti diené, na rozdil od druhu

V. madagascariensis, kde byl pozorovan cely stiedni valec zcela bez chloroplast (Obr. 16).
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Druhy z Vanilloideae Dren Zz’lk!ad'n i pletivo
mezi poly CS
1.koten [ NE NE
Vanilla planifolia 2.kotfen | ANO NE
3.kofen [ ANO NE
Vanilla pompona ANO NE
Vanilla madagascariensis NE NE

Tabulka 8 - Vyskyt chloroplastti ve dvou oblastech stfedniho valce kotent orchideji z podceledi Vanilloideae.
CS = cévni svazek.

Bunécné stény bunck zakladniho pletiva okolo xylémovych a floémovych pola
na fezech obarvenych HCl-floroglucinolem byly u V. planifolia a V. madagascariensis tmaveé
rizove, coz odpovida depozici ligninu (Obr. 15, 16). U druhu V. pompona se toto barveni
nepodafilo. Autofluorescence téchto bunéénych stén znacné ovliviiovala pozorovani vyskytu
chloroplastti v této oblasti. U prvniho i tfetiho kofene druhu V. planifolia byla dien
lignifikovana celéd na rozdil od druhého kofene, ve kterém zatim k lignifikaci bunécnych stén
bun¢k dfené¢ nedoslo. U bun€k dfené V. planifolia a V. madagascariensis bylo zbarveni
lignifikovanych bunéénych stén jemnéjsi, a ne u vSech bunék. U druhu V. pompona byla témét

cela dren pravdépodobné nelignifikovana (Obr. 16C).
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Vanitla planifolia 1.xoren

Vanilla planifolia 3 kofen

Obrazek 15 - Lokalizace chloroplasti ve stfednim vélci tif kotenti druhu V. planifolia. Na levé strané snimky
nebarvenych fezli pozorovanych pii excitaci modrym svétlem (Olympus U-MWB filter) (A, C, E). Na pravé
stran¢ snimky fezii obarvenych HCl-floroglucinolem a snimanych ve svétlém poli (B, D, F). Mé&fitko = 100 pm.
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Vanilla madagascatiensis.

Vanilla pompona

Obrazek 16 — Lokalizace chloroplastt ve stfednim valci druht V. madagascariensis (A, B) a V. pompona (C). Na
levé strané snimky nebarvenych fezii pozorovanych pfi excitaci modrym svétlem (Olympus U-MWB filter) (A,
C). Na pravé stran¢ snimek fezu obarveného HCI-floroglucinolem a snimaného ve svétlém poli (B). Métitko =

50 pm.

4.2 Zavislost vyskytu chloroplastii ve stfednim valci na postupu diferenciace
korene

4.2.1 Neobathiea spatulata

Odebrané tii1 koteny pro tento druh se liSily ve svych délkach, které byly 24 cm, 34 cm

a33cm.

4.2.1.1 Endodermis

Na grafu 3 je zndzorné€no prumérné procentudlni zastoupeni bun¢k v danych stadiich
vyvoje endodermis ve ¢tyiech pozicich podél podélné osy kotene. Mnozstvi bunék v primarnim
a sekundarnim stadiu postupné od Spicky k bazi kotene klesa, naopak bun€k v tercialnim stadiu
vyvoje znacné pribyva. Bunky setrvavajici v primarnim stadiu byly tzv. propustné buiky
a okolni bunky téze vrstvy vSechny prosly pres sekundarni az do terciadlniho stadia (Obr. 17,
18). Jednotlivé kotfeny ze tfi opakovani se liSily vyraznéji pouze v pozici P1 a P2. U prvniho
kotene v pozici P1 byly vSechny bunky v priméarnim stadiu, na rozdil od kotenti 2 a 3, kde m¢ly
v této pozici jiz nékteré buinky vyvinutou suberinovou lamelu. V pozici P2 nebyly u kotfene 1
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pritomny buiiky se sekundarni bunécnou sténou, na rozdil od kotenti 2 a 3, kde uz byly pfitomny
pouze buiiky v primarnim a tercidlnim stadiu. V pozicich P3 a P4 se pomér bun¢k v priméarnim
a tercidlnim stadiu u vSech tii kofenil uz témét zcela shodoval. Rozdily v zastoupeni bunck
v primarnim stadiu mezi pozicemi byly statisticky vyznamné (X’ = 4.1; P <= 2.7 x 107).
Rozdil v zastoupeni bunc¢k v sekundarnim stadiu mezi pozicemi P1-P2 nebyl statisticky
vyznamny (X*p.4 = 0.05; P <= 0.77). Rozdily v zastoupeni bunék v tercidlnim stadiu mezi

pozicemi P2-P4 nebyly statisticky vyznamné (X*pe = 1.1; P <=0.19).

Vyvoj bunék endodermis u 3 korenu druhu N. spatulata
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d d
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primarni stadium - Casp.pr. M sekundéarni stddium - suberin.l. W tercidlni stddium - sek. BS

Graf 3 — Procentualni zastoupeni bunék vrstvy endodermis ve tfech stadiich vyvoje vzdy pro ¢tyfi pozice kofene

(pramér pro 3 kofeny) druhu N. spatulata. Chybové usecky v grafu ukazuji stfedni chybu praméru. Rozdily mezi

zastoupenim bunék mezi pozicemi byly statisticky hodnoceny pro kazdé stadium oddélené. Pismena nad sloupci
ukazuji statisticky vyznamné rozdily a jejich barva odpovida skupiné dat, ke které se vztahuji.

Na fezech z prvniho kofene z pozice P1 barvenych berberinem byl jasné viditelny
opozdény vyvoj endodermalnich bunék naproti xylémovému polu (Obr. 18A). U vsech tfech
kotfenti byla také pozorovana zvysujici se tloustka sekundarnich bunécnych stén
ve vzdalengjSich pozicich od kotfenové Spicky a s tim souvisejici znacné zmensovani prostoru
protoplastu endodermalnich bun¢k (Obr. 18C). Typ =ztlustliny byl u vSech tfi kofend
charakterizovan jako O-ztlustlina, kdy byla pozorovdna rovnomérné ulozend sekundarni
bunééna sténa na viech stranach endodermalnich bunék. Rezy obarvené HCI-floroglucinolem

ukazaly tmav¢ razoveé zbarveni lignifikovanych sekundarnich bunécnych stén (Obr. 17).
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Obrazek 17 — Postup diferenciace bundk endodermis N. spatulata od pozice P1 k P4. Rezy obarveny HCI-
floroglucinolem a snimany ve svételném poli. RGZové zbarveni lignifikovanych bunéénych stén. (B, C, D)
Tercialni stadium — lignifikované O-ztlustliny. Méfitko = 50 um.

Obrazek 18 — Stadia vyvoje bun¢k endodermis u druhu N. spatulata. (A) Primarni stadium — Casparyho prouzky.
Barveno berberinem a snimano jako fluorescence po excitaci UV zarenim (Olympus U-MWU filter block). (B)
Suberinové lamely (Cervena linka) — sekundarni stadium. Barveno barvivem Sudan Red 7B (Sigma) a sniméano
ve svételném poli. (C) Lignifikované O-ztlustliny — tercialni stadium. Barveno HCl-floroglucinolem a snimano

ve svételném poli. Méfitko = 50 um.
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4.2.1.2 Exodermis

Exodermis u druhu N. spatulata byla pozorovana jednovrstevnd, dimorfni s radialné
protahlymi bunikami. V tabulce 9 je uvedeno, v jakém stadiu vyvoje se nachdzely bunky vrstvy
exodermis v kazdé ze Ctyt pozic. Primarni stddium Casparyho prouzki bylo pozorovano pouze
u prvniho kotene v pozici P1 (Obr. 19A), dalsi dva kofeny mély jiz v této prvni pozici ulozeny
v exodermalnich bunikach 1 suberinové lamely. Suberinové lamely byly pozorovany jako tmavé
rtzova linka ulozena dostfedivé pod primarni bunécnou sténou a zaroven jako linka pfi excitaci
UV zéfenim (Obr. 19B). V tercidlnim vyvojovém stadiu mély builkky exodermis silné vné&jsi
tangencialni bunééné stény a slabsi vnitini (Obr. 19C). Rezy obarvené HCl-floroglucinolem
ukazaly velmi slabé rizové zbarveni lignifikovanych sekundarnich bunécnych stén. Propustné
buiiky vrstvy exodermis byly odlisné tvarem, nebyly tak radidlné protahlé jako okolni bunky
téze vrstvy a odliSovaly se 1 absenci sekundarnich bunéénych stén (Obr. 19C). V nékterych

z nich byla na fezu dobfte viditelna jadra.

pozice
P1 P2 P3 P4
kofen 1 L. II. 1. 1.
koten 2 II. II1. III. II1.
kofen 3 I1. 1. 1. 1.

Tabulka 9 - Vyvojova stadia bunék exodermis (s vyjimkou propustnych bun€k) kofent N. spatulata ve Ctyfech
pozicich (P1-P4). (I.) primarni stadium, (II.) sekundarni stadium, (IIL.) tercialni stadium.

Obrazek 19 — Stadia vyvoje bun¢k exodermis u druhu N. spatulata. (A) Primarni stadium — Casparyho prouzky.
Barveno berberinem a snimano jako fluorescence po excitaci UV zarenim (Olympus U-MWU filter block). (B)
Sekundarni stadium — suberinové lamely. Barveno berberinem a sniméno jako fluorescence po excitaci UV
zafenim. (C) Tercidlni stadium — lignifikované sekundarnich bunééné stény. Sipka ukazuje na propustnou buiiku
s absenci sek. bunééné stény. Barveno HCl-floroglucinolem a snimano ve svételném poli. Méfitko = 50 pm.
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4.2.1.3 Stredni valec

Jednotlivé koteny se vyraznéji liSily pouze v pozicich P1 a P2, kdy prvni z kotfenti
vykazoval méné¢ pokrocily stupen diferenciace (Tab. 10). V pozici P1 dochdzelo jiz
k diferenciaci metaxylému. U bun¢k zakladniho pletiva mezi xylémovymi a floémovymi poly
radidlniho cévniho svazku bylo jiz v prvni pozici patrné ukladani sekundarnich bunéénych stén
a jejich lignifikace. V oblasti dfen¢ byly sekundarni bunécné stény ukladany pozdéji nez
u bunék mezi pdly cévniho svazku. V pozicich P3 a P4 byly vSechny buiiky stfedniho valce
(kromé¢ oblasti floému) silnosténné a lignifikované (Obr. 20). Tloustka bunécénych stén byla
u vSech kofenli vyrazné vétsi u bunék mezi poly cévniho svazku, u kterych byl znacné

zmenseny prostor pro protoplast. Naopak buniky dien¢ mély bunécéné stény vyrazné tenci (Obr.

20).

pozice

oblast

stadium

P1

protoxylém

metaxylém

zakladni pletivo mezi poly
CS

diren

P2

protoxylém

metaxylém

(=) )

zakladni pletivo mezi poly
CS

—_

diren

P3

protoxylém

metaxylém

zakladni pletivo mezi poly
CS

diren

P4

protoxylém

metaxylém

zakladni pletivo mezi poly
CS

S [OIC o © oo~

S [OIC|IC| © |O|0|I0] © oo

diren

()

()

Tabulka 10 — Postup diferenciace sttedniho valce 3 kofent od Spicky k bazi (P1-P4) u druhu N. spatulata.
1.stadium = vétsina bunék s primarni bunéénou sténou bez lignifikace; 2.stadium = ¢ast bunek tenkosténna, cast
bunék silnosténna; 3.stadium = vétsina bunék silnosténna, bunécné stény lignifikované. Intenzita zelené barvy

odpovida stupni diferenciace. (CS) = cévni svazek.
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Obrazek 20 — Postup diferenciace stiedniho valce N. spatulata od pozice P1 k P4 a zaroven ukazka vyskytu
chloroplastil ve stfednim valci ve vSech ¢tyfech pozicich. Nebarvené fezy snimané po excitaci modrym svétlem
(Olympus U-MWB filter). Zelena autofluorescence lignifikovanych bunéénych stén, Cervend autofluorescence
chloroplasti. Métitko = 50 um.

4.2.1.4 Vyskyt chloroplastii

Na neobarvenych ftezech ze vsSech C¢tyf pozic kofeni N. spatulata byly
v epifluorescenénim mikroskopu pozorovany chloroplasty, a to jak v oblasti dfen¢, tak v oblasti
zakladniho pletiva mezi poly cévniho svazku (Obr. 20). S ohledem na zvySujici se intenzitu
autofluorescence bunécnych stén stfedniho vélce spojenou s postupnou diferenciaci smérem
ke kofenové bazi nebylo mozné urcit rozdil v mnozstvi chloroplastt v jednotlivych pozicich

pouze na urovni fluorescence.
4.2.2 Acriopsis javanica

Odebrané tii koteny pro tento druh se liSily ve svych délkach, které¢ byly 20,5 cm,
29,5cma 16 cm.

4.2.2.1 Endodermis

Priimérné procentualni zastoupeni bunék endodermis v danych vyvojovych stadiich

ve Ctyfech pozicich je uvedeno v grafu 4. U druhu Acriopsis javanica se jednotlivé koteny
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odliSovaly minimalné. V pozici P1 se u vSech kofenti vyskytovaly bunky v primarnim
a sekundarnim stadiu (Obr. 22), zatimco u pozic P2, P3 a P4 byl vyvoj endodermis vzdy
ve finalnim stadiu, kdy je vétsina bunék ve stadiu tercidlnim a zbytek ve stadiu primarnim (Obr.
21). Od prvni az ke Ctvrté pozici postupné klesa mnozstvi bun€k v primarnim stadiu, naopak
mnozstvi bunék v tercialnim stadiu stoupd. Z fezii barvenych berberinem byl patrny opozdény
vyvoj bun¢k naproti xylémovému polu (Obr. 22A). Rozdily v zastoupeni bun€k v primarnim
stadiu mezi pozicemi byly statisticky vyznamné (X?;35; = 0.67; P <= 2.1 x 107). Rozdily
v zastoupeni bunék v tercidlnim stadiu v pozicich P2-P4 nebyly statisticky vyznamné (X?p.6) =

0.03; P <=0.21).

Vyvoj bunék endodermis u 3 korent druhu A. javanica
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Graf 4 - Procentudlni zastoupeni bunék vrstvy endodermis ve tfech stadiich vyvoje vzdy pro Ctyfi pozice kofene

(pramér pro 3 kotfeny) druhu A. javanica. Chybové tsecky v grafu ukazuji sttedni chybu priméru. Rozdily mezi

zastoupenim bunék mezi pozicemi byly statisticky hodnoceny pro kazdé stadium oddélené€. Pismena nad sloupci
ukazuji statisticky vyznamné rozdily a jejich barva odpovida skupiné dat, ke které se vztahuji.

Z tezli v pozicich P2 — P4 obarvenych HCI-floroglucinolem bylo patrné tmaveé rizové
zbarveni sekundarnich bunéénych stén (Obr. 21). U vSech tii kofend byla sekundarni bunécna
sténa uloZena rovnomérné na vSech stranach bunck (tzv. O-ztlustlina). Oproti endodermis
u druhu N. spatulata nedochézelo u druhu 4. javanica k tak masivnimu zmenSovani prostoru
pro protoplast endodermdlnich bunék a sekundéarni bunécéné stény byly i v pozici P4 pozorovany

pouze tenké.
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Obréazek 21 — Postup diferenciace bunék endodermis A. javanica od pozice P1 k P4. Rezy barveny HCI-
floroglucinolem a snimany ve svételném poli. Rtizové zbarvené lignifikované bunécné stény. Endodermalni
vrstva je oznacena pro lepsi orientaci Sipkou. (B, C, D) Tercialni stadium — lignifikované O-ztlustliny. Méfitko =
50 pm.

Obrazek 22 — Stadia vyvoje bun¢k endodermis u druhu 4. javanica. (A) Primarni stadium — Casparyho prouzky.
Barveno berberinem a snimano jako fluorescence po excitaci UV zarenim (Olympus U-MWU filter block). (B)
Suberinové lamely (Cervena linka) — sekundarni stadium. Barveno barvivem Sudan Red 7B (Sigma) a snimano
ve svételném poli. (C) Lignifikované O-ztlustliny — tercialni stadium. Barveno HCl-floroglucinolem a snimano

ve svételném poli. Méfitko = 50 um.
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4.2.2.2 Exodermis

Exodermis u druhu A. javanica byla pozorovana jednovrstevnd, dimorfni. Vyvoj této
vrstvy byl u vSech tii pozorovanych kofent téméf shodny (Tab. 11). V pozici P1 jiz byly
u vSech kotfenli v exodermalnich bunkach ulozeny suberinové lamely (Obr. 23B). Stadium
Casparyho prouzkti nebylo pozorovéno, ale jejich piitomnost byla patrna pti pozorovani pod
UV zatrenim (Obr. 23A) a zaroven byly pozorovany na TEM (Obr. 24). Dale od kofenové Spicky
(P2, P3, P4) byly jiz ulozeny i sekundarni bunééné stény (Obr. 23C). Propustné buiky se
od okolnich bunék téze vrstvy odliSovaly tvarem, nebyly tak protdhl¢ a nebyla u nich

pozorovana sekundarni bunécna sténa. V nékterych propustnych buiikach byla na fezu dobie

viditelna jadra.
pozice
P1 P2 P3 P4
kofen 1 II. M1 1. 1.
koren 2 II. M1 1. 1.
koten 3 II. III. I1I. III.

Tabulka 11 - Vyvojova stadia bun€k exodermis kotenli 4. javanica ve Etyfech pozicich (P1-P4). (I.) primarni
stadium, (II.) sekundarni stadium, (III.) tercialni stadium.

Obrazek 23 — Stadia vyvoje bunék exodermis u druhu 4. javanica. (A) Suberinova lamela a vyraznéji svitici

Casparyho prouzky. Barveno berberinem a sniméno jako fluorescence po excitaci UV zatenim (Olympus U-

MWU filter block). (B) Sekundarni stadium — suberinové lamely. Sipka ukazuje propustnou buiiku s absenci
suberinové lamely. Barveno Sudan Red 7B (Sigma) a sniméano ve svételném poli. (C) Tercidlni stadium —
lignifikované O-ztlustliny. Barveno HCl-floroglucinolem a sniméano ve svételném poli. Métitko = 50 um.

Na rozdil od silnych sekunddrnich bunéénych stén exodermis u druhu N. spatulata byly

u druhu A. javanica pozorovéany znacné tenké bunécné stény, a to i v pozici P4. Zda vyvoj
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bun¢k exodermis pokracuje tieti fazi (uloZenim sekundarnich bunécénych stén) bylo tudiz
oveéfeno na vzorcich z pozice P2 urCenych pro pozorovani na transmisnim elektronovém
mikroskopu. Na obrazku 24 Ize vidét Casparyho prouzek v exodermis, dale suberinovou lamelu
a dostfedivé rovnomérné uloZenou sekundarni bunéénou sténu. Jednalo se tedy o O-ztlustlinu.

Tyto bunécné stény se barvily HCl-floroglucinolem, byly tedy lignifikované (Obr. 23C).

Obrazek 24 — Detail buné&énych stén bunék vrstvy exodermis druhu 4. javanica na fezu z pozice P2. Snimek z
TEM. Cerna $ipka ukazuje suberinovou lamelu. Bila Sipka ukazuje Casparyho prouzek. (V) — buiika velamenu.
(EX) — burika exodermis. Méfitko = 1 um.

4.2.2.3 Stredni valec

V pozici P1 byla jiZ vodiva pletiva byla pln€ diferencovana (Tab. 12; Obr. 25A). U dvou
kotenli byly uz v této pozici vSechny bunécné stény bunék zakladniho pletiva mezi poly CS
silnosténné a lignifikované. V pozici P2 uz tomu tak bylo u vSech tfi kofenti. Ukladani
sekundarnich bunéénych stén a jejich lignifikace probihaly u bun¢k diené pomaleji. Zcela
lignifikovany a silnosténny stiedni valec byl pozorovan u vSech tfi kotenti aZ u kotfenové baze
(P4), u jednoho kotene jiz v pozici P3. Bun&tné stény bunék diené byly vyrazné tenci nez stény

buné¢k zékladniho pletiva mezi poly CS (Obr. 25D).
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pozice

oblast

stadium

P1

protoxylém

metaxylém

zakladni pletivo mezi poly CS

dren

P2

protoxylém

metaxylém

zakladni pletivo mezi poly CS

dren

P3

protoxylém

metaxylém

zakladni pletivo mezi poly CS

dien

P4

protoxylém

metaxylém

zakladni pletivo mezi poly CS

=l lej i) jo) o) o) [al o) fa) fa) fan)

dren

(=)

Tabulka 12 - Postup diferenciace stfedniho valce 3 kofenti od $pi¢ky k bazi (P1-P4) u druhu A. javanica.
1.stadium = vétSina bunek s primarni bunéénou sténou bez lignifikace; 2.stddium = ¢ast bunck tenkosténna, cast
bungk silnosténna; 3.stadium = vétSina bunék silnosténna, bunécné stény lignifikované. Intenzita zelené barvy

Obrazek 25 — Postup diferenciace stfedniho valce A. javanica od pozice P1 k P4 a zaroven ukazka vyskytu
chloroplasti ve stitednim valci ve vSech ctyfech pozicich. Nebarvené fezy snimané po excitaci modrym svétlem
(Olympus U-MWRB filter). Zelena autofluorescence lignifikovanych bunéénych stén, cervena autofluorescence
chloroplasti. Méfitko = 50 um.

odpovida stupni diferenciace. (CS) = cévni svazek.
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4.2.2.4 Vyskyt chloroplasti

U vSech tii kofend byly na neobarvenych tfezech ze vSech pozic (P1-P4) pozorovany
chloroplasty (Obr. 25). Z diivodu silné autofluorescence bunéénych stén jiz od prvni pozice
nebylo mozné urcit touto metodou rozdil v mnozstvi chloroplastii napfic¢ jednotlivymi
pozicemi. U vSech fezii z druhého a tfetiho kotfene byla autofluorescence bunéénych stén bunck
mezi poly CS silna natolik, ze znemoznila urceni vyskytu chloroplastli v této oblasti. V oblasti

dren¢ byly chloroplasty pozorovany vzdy, nicméné nékdy pouze ve velmi malém mnozstvi.

4.2.3 Vanilla planifolia

Odebrané tfi koteny pro tento druh se vyrazné lisily ve svych délkach, které byly 59 cm,

13cma 15 cm.

4.2.3.1 Endodermis

U druhu Vanilla planifolia se procentualni zastoupeni bunc¢k endodermis v danych
vyvojovych stadiich ve ¢tyfech pozicich podél podélné osy kotene vyrazné liSilo v kazdém
ze tif kotenti. U tohoto druhu bylo také nutné pro ucel grafického zobrazeni ptidat dalsi stadium
vyvoje — stadium 0, kdy byly ve vrstvé endodermis pozorovany pouze bunky, které jsou
v nejmlad$im stadiu vyvoje, tzn. neni u nich zatim mozné detekovat Casparyho prouzky
(primarni stadium) pomoci histochemického barveni (Obr. 26A). Pro lepsi pochopeni vysoké

odlisnosti kofentl jsou zde uvedeny jednotlivé grafy pro kazdy ze tfi analyzovanych kotend.

V. planifolia koren 1 - vyvoj bunék endodermis
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Graf 5 — Procentualni zastoupeni bunék vrstvy endodermis ve étyfech stadiich vyvoje vzdy pro Ctyfi pozice
kotene €. 1 druhu V. planifolia. Délka kotene byla 59 cm.
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V. planifolia koren 2 - vyvoj bunék endodermis

mnoiZstvi bunék v %
[¥y]
[an]

P1 P2 P3 P4

pozice

stadium O - prim. BS bez modifikace B primami stadium - Casp. pr.

M sekundarni stadium - suberin. I. B tercialni stadium - sek. BS

Graf 6 — Procentualni zastoupeni bun¢k vrstvy endodermis ve ¢tyfech stadiich vyvoje vzdy pro ¢tyfi pozice
kotene €. 2 druhu V. planifolia. Délka kotene byla 13 cm.

V. planifolia koren 3 - vyvoj bunék endodermis
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Graf 7 - Procentualni zastoupeni bunék vrstvy endodermis ve tfech stadiich vyvoje vzdy pro Ctyii pozice kofene
¢. 3 druhu V. planifolia. Délka kofene byla 15 cm.

Nejméné diferencovany byl kofen 3, u kterého bylo stadium 0 pozorovano jak v pozici
P1, tak v pozici P2 u vSech bunék vrstvy endodermis (Graf 7). U tohoto kofene zaroven v pozici
P4 nebyly zadné bunky v tercidlnim stadiu. U kotenti 1 a 2 byly buiky ve stadiu 0 pouze
v pozici P1 a poté v pozici P3 nebo P4 se jiz vyskytovala sekundarni buné¢éna sténa (Graf 5, 6;
Obr. 26). Ta byla ulozena ve form& U-ztlustliny, kterd byla pozorovéana jako ztloustnuti
vnitinich tangencidlnich a radidlnich stén endodermalnich bun¢k (Obr. 27C). Tyto ztlustliny

nebyly v Zzadném z kotent lignifikované, tzn. nebarvily se HCI-floroglucinolem.
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Z divodu znacné odlisného vyvoje vSech tii kofenii neni v souhrnném grafu patrny
pokles mnozstvi bun€k v primarnim a sekundarnim stadiu (Graf 8). Jasny je pouze pokles
mnozstvi bunék ve stddiu 0 a nartist mnozstvi bunék v tercidlnim stadiu ve sméru od Spicky
k bazi kotene. Vysoka odlisnost kofenii zptsobila také velké smérodatné odchylky. Rozdily
v zastoupeni bunék v primarnim (X’pe = 1.4; P <= 0.29), sekundarnim (X’pe = 0.32;
P <= 0.54) ani tercidlnim stddiu (X%[1,4 = 0.84; P <= 0.22) nebyly statisticky vyznamné.

Vyvoj bunék endodermis u 3 kofent druhu V. planifolia

a
100 =

80 I ]i
b a
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P1 P2 P3 P4

mnoZstvi bunék v %

pozice

stadium 0 - pirm. BS bez modifikace M priméarni stadium - Casp. pr.

B sekundarni stadium - suberin. |. M tercialni stadium - sek. BS

Graf 8 — Procentualni zastoupeni bunék vrstvy endodermis ve ¢tyfech stadiich vyvoje vzdy pro Ctyfi pozice
kotene (primér pro 3 koteny) druhu V. planifolia. Chybové usecky v grafu ukazuji stfedni chybu priméru.
Rozdily mezi zastoupenim bunék mezi pozicemi byly statisticky hodnoceny pro kazdé stadium oddélené.
Pismena nad sloupci ukazuji statisticky vyznamné rozdily a jejich barva odpovida skupiné dat, ke které se
vztahuji. Pro stddium 0 byla barva pismene pozménéna z diivodu lepsi viditelnosti.
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Obrazek 26 — Postup diferenciace bunék endodermis V. planifolia od pozice P1 k P4. Rezy barveny HCI-
floroglucinolem a snimany ve svételném poli. Rizové zbarveni lignifikovanych bunéénych stén. Endodermalni
vrstva je oznacena pro lepsi orientaci Sipkou. (C, D) Tercialni stddium — nelignifikované U-ztlustliny. Méftitko =
50 pm.

Obrazek 27 — Stadia vyvoje bunc¢k endodermis u druhu V. planifolia. (A) Primarni stadium — Casparyho
prouzky. Barveno berberinem a snimano jako fluorescence po excitaci UV zafenim (Olympus U-MWU filter
block). (B) Suberinové lamely (Cervena linka) — sekundarni stadium. Barveno barvivem Sudan Red 7B (Sigma) a
snimano ve svételném poli. (C) Nelignifikované U-ztlustliny — tercialni stadium. Barveno HCl-floroglucinolem a
snimano ve svételném poli. Méfitko = 50 pm.

61



4.2.3.2 Exodermis

Obdobn¢ jako u vyvoje vrstvy endodermis, tak i z vyvoje exodermis bylo patrné, ze tieti
odebrany koten V. planifolia byl nejmén¢ diferencovany, prvni naopak nejvice. U vSech kotfenti
v pozici P1 m¢ly buikky exodermis vytvofeny pouze primarni bunétné stény a na fezech
obarvenych berberinem nebyly pozorovany ani Casparyho prouzky (Tab. 13). Obdobn¢ jako
u vrstvy endodermis bylo i zde vyuZzito oznaceni tzv. stddium 0, kdy u bunék zatim neni mozné
detekovat Casparyho prouzky (primarni stadium) pomoci histochemického barveni. U tietiho
nejméné vyvinutého kotene setrvavaly buniky exodermis ve stddiu suberinové lamely (Obr.
28B) az k bazi kotene. U dvou dalSich kofenli vyvoj postupné dosel do stadia tercialniho.
Sekundarni bunécné stény byly ulozeny nerovnomérné, intenzivné na vn¢jSich tangencialnich
a ¢asteCn€ i na radidlnich sténach. Jednalo se tedy o silné U-ztlustliny, které se nebarvily HCI-
floroglucinolem, tedy nebyly lignifikované (Obr. 28C). Ve stadiu ukladani suberinové lamely
byly na fezech pozorovany buiiky bez této lamely, pravdépodobné tedy propustné bunky.
Ve starSich ¢astech kofene bylo nicméné pozorovano ulozeni sekundarni bunééné stény u vSech
bun¢k exodermis na fezu a zadna bunika neodpovidala typickym znaklim propustnych bunék

v dimorfni exodermis.

pozice
P1 P2 P3 P4
kofen 1 0 I1. 1. 1.
koren 2 0 I1. II. 1.
koren 3 0 L IL. II.

Tabulka 13 — Vyvojova stadia bunék exodermis kofent V. planifolia ve Ctytech pozicich (P1-P4). (0) primarni
bunééné stény bez detekovatelnych Casparyho prouzkd, (I.) primarni stadium, (II.) sekundarni stadium, (III.)
tercialni stadium.
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Obrazek 28 — Stadia vyvoje bun¢k exodermis u druhu V. planifolia. (A) Casparyho prouzky. Barveno
berberinem a sniméno jako fluorescence po excitaci UV zafenim (Olympus U-MWU filter block). (B)
Sekundarni stddium — suberinové lamely. Barveno Sudan Red 7B (Sigma) a snimano ve svételném poli. (C)
Tercialni stadium — nelignifikované U-ztlustliny. Barveno HCl-floroglucinolem a sniméano ve svételném poli.
Mg¢titko = 50 pm.

4.2.3.3 Stredni valec

U vSech tii kofenli byl z hodnocenych oblasti v prvni pozici diferencovany pouze
protoxylém (Tab. 14; Obr. 29A). Bunky ve vSech ostatnich oblastech mély ulozené pouze
primarni bunééné stény. Od druhé pozice dochdzelo hlavné k diferenciaci metaxylému
a u jednoho kotene 1 k pocatku tloustnuti a lignifikaci bun&k zékladniho pletiva mezi p6ly CS.
Podobny vyvoj byl od tieti pozice 1 u bunck diené, kterd diferencovala pozdéji nez buiikky mezi
poly CS. U dvou kotendi i v posledni pozici P4 zistavala ¢ast bunék diené neztloustla
a nelignifikovana, zatimco buiky z ostatnich oblasti stiedniho valce jiz mély ulozené

sekundarni bun&cné stény, které se na fezech barvily po aplikaci floroglucinolu tmavé rizoveé

(Obr. 29).
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. stadium
pozice oblast L 5 3
protoxylém 0 0
P1 metaxylém 0 0
zakladni pletivo mezi poly CS 0 0
dien 0 0
protoxylém 0 0
P2 metaxylém 0
zakladni pletivo mezi poly CS 0
dien 0 0
protoxylém 0 0
P3 metaxylém 0 0
zakladni pletivo mezi poly CS| 0
dien 0
protoxylém 0 0
P4 metaxylém 0 0
zakladni pletivo mezi poly CS| 0 0
dien 0

Tabulka 14 — Postup diferenciace stfedniho valce 3 kofent od $picky k bazi (P1-P4) u druhu V. planifolia.
1.stadium = vétSina bunek s primarni bunéénou sténou bez lignifikace; 2.stddium = ¢ast bunck tenkosténna, cast
bungk silnosténna; 3.stddium = vétSina bunék silnosténna, bunécné stény lignifikované. Intenzita zelené barvy
odpovida stupni diferenciace. (CS) = cévni svazek.

Obrazek 29 — Postup diferenciace stiedniho valce V. planifolia od pozice P1 k P4. Rezy barvené HCI-
floroglucinolem a snimané ve svételném poli. Rtizove zbarvené lignifikované bunécné stény. Métitko = 50 um.
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4.2.3.4 Vyskyt chloroplasti

Vyskyt chloroplastii ve tiech odebranych kotenech druhu V. planifolia v pozici P3 je
uveden v kapitole 4.1. Po prohlédnuti fezli z ostatnich tfi pozic se u prvniho kotfene potvrdil
nulovy vyskyt chloroplasti ve stiednim valci v celém kofeni. U druhého kofene byly
chloroplasty pozorovany pouze ve dieni, a to pouze v pozicich P3 a P4. Ve tfetim koteni byl
jejich vyskyt ve dieni v pozici P3 nejednoznacny, v ostatnich pozicich chloroplasty ve sttednim

valci nebyly pozorovany viibec.

4.3 Ultrastruktura chloroplastii

Pti kvalitativnim hodnoceni chloroplastti s pomoci transmisni elektronové mikroskopie
byly zaznamenany napadné odliSnosti v ultrastruktufe chloroplastii stfedniho valce
a chloroplastti primarni kiry (Tab. 15). Jednalo se piredevsim o rozdily v mnozstvi pfitisténych
(granalnich) thylakoidt tvoticich grana a velikost i mnozstvi Skrobovych zrn v chloroplastech.
Shodny byl u vSech chloroplasti pouze vyskyt plastoglobultl, které byly pozorovany u vSech
chloroplasti z obou hodnocenych oblasti. Pozorovana byla variabilita ve velikostech
amnozstvi plastoglobuli nicméné ne mezi oblastmi, ale mezi vSemi pozorovanymi
chloroplasty. Tyto parametry nebyly kvantitativné hodnoceny. Detailni popis rozdili mezi
chloroplasty z odliSnych oblasti kofene je uveden déle pro kazdy druh jednotlivé. Je ale nutné
zduraznit, Ze se jedna o prvni ndhled a kvalitativni popis je pouze orientacni. Na fezech byly
foceny primarné chloroplasty ve stejné orientaci (podélné), nicméné jejich mnozstvi bylo ¢asto

na fezu velmi nizké a dokumentace chloroplastli ve stejné orientaci nebyla vzdy mozna.
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chloroplasty stfedniho valce chloroplasty primarni kiiry
druh Skrobova Skrobova
grana PG | grana PG
zrna zrna
Vanilla planifolia - - - |masivni |mald ano
Bulbophyllum biflorum tenka | ne ano |masivni |mala ano
Dendrobium . _ .
tenkd [ne ano |masivni |mala ano
antennatum
Acriopsis javanica masivni | ne ano |masivni |ne ano
Coryanthes leucocorys tenka | ne ano |masivni |mala ano
Dinema polybulbon masivni | ne ano |masivni |mala ano
Andinia longiserpens masivni | mala ano |masivni* | velkd/masivni | ano
Porroglossum lorenae tenka | ne ano |masivni* | velkd/masivni | ano
dfei | masivni | mald ano _
Eria hyacinthoides buitky [ - masivni |mald/velkd |ano
okolo Cs | tenka | ne ano
Angraecum praestans masivni | ne ano |masivni |mala ano
Dendrophylax funalis masivni | mala ano |masivni |mala ano
Neobathiea spatulata tenkd |mald ano |masivni |mala ano
Cleisostoma yersinii tenka* |velkd/masivni|ano |masivni* |velka ano
Taeniophyllum ., .
riopy NA NA NA |masivni |[mala ano
pusillum

Tabulka 15 — Rozdily v ultrastruktufe chloroplastii z oblasti primarni kiiry a stfedniho valce v kofenech 14 druht
orchideji. (PG) — plastoglobuly, (NA = chybéjici data; * = nejednoznacné, vysvétleno v textu pro kazdy pfipad
zv1ast’; - = absence chloroplasti).

Tento prvni ndhled na chloroplasty kofenti orchideji s vyuzitim transmisniho
elektronového mikroskopu vSak odhalil znaéné problémy ve fixaci a zalévani vzorka. I pies
prodlouzené casy pozvolné fixace i infiltrace zalévacim médiem byla vétSina fezli znacné
potrhana. Uginnost prosyceni médiem od velamenu az do stiedu kofene byla pravdépodobné
s ohledem na velikost vzorkl a zna¢nou sklerifikaci bun¢k stfedniho véalce vyrazné nizsi, nez
je obvyklé. Neékteré chloroplasty ve stfednim valci nemé&ly jasné viditelné membrany a jejich

ultrastruktura byla celkové obtiZzné rozeznatelna.

Pti snimani chloroplastii v oblasti stfedniho valce byly prohlédnuty i bunééné stény,
jejichz znacna sklerifikace byla patrnd jiz v pfedchozich experimentech pii pozorovani jejich
silné autofluorescence. V tomto experimentu byl potvrzen vyskyt chloroplasti v bunikach okolo
xylémovych a floémovych pola radidlniho cévniho svazku (Obr. 30). U téchto bun€k byly
u vSech analyzovanych druhii pozorovany znacné silné bunécné stény s patrnymi dosttedive
uloZenymi vrstvami. Buiiky dfen¢ mély u nékterych druhii velmi silné bunééné stény podobné
jako v pfedchozi oblasti (napt. A. longiserpens, P. lorenae), naopak nékteré druhy mély

bunécné stény ve dieni znatelné ten¢i (napt. E. hyacinthoides, V. planifolia).
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Obrazek 30 — Chloroplast s masivnimi grany lokalizovany v siln€ sklerifikované bunce mezi poly cévniho
svazku. Druh A. javanica, fez v pozici P3. Snimek z TEM. Métitko = 500 nm.

4.3.1 Vanilla planifolia

Z divodu, Ze v pfedchozim experimentu pii pozorovani piitomnosti chloroplasth
ve stfednim valci pomoci autofluorescence byly vysledky pozorovani u tfi kofenli zna¢né
odli$né, nebyl na TEM prohlédnut pouze jeden koten tohoto druhu, ale celkem tfi. Nebarvené
tezy zpozice P3 ze vSech téchto kofeni byly nejprve prohlédnuty pod autofluorescenci
obdobné jako v predchozim experimentu. V prvnim a tfetim kofeni nebyly pod
autofluorescenci pozorovany zadné chloroplasty ve stfednim vélci. Ve druhém kofeni byla
pozorovana autofluorescence chloroplastil v oblasti dfend. Rezy ze stejné pozice ze viech tif
kotent byly po zpracovani prohlédnuty na transmisnim elektronovém mikroskopu. V prvnim
atfetim kofeni nebyly ve stfednim valci pozorovany zadné chloroplasty (obdobné jako
u autofluorescenece), u kterych by bylo zultrastruktury patrné, Ze se opravdu jedna
o chloroplasty. U druhého kofene byly ve stfednim valci pozorovany chloroplasty, jejichz
ultrastruktura byla atypickd. Byly v nich patrné thylakoidy a také plastoglobuly, ale pouze
v malé ¢asti chloroplastu (Obr. 31).
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Obrazek 31 - Atypické chloroplasty v buiikach stfedniho valce druhého kotene V. planifolia snimaného na TEM.
Mefitko = 1 pm.

Dale se ve stfednim valci vyskytovaly blize neidentifikovatelné organely podobné
chloroplastiim, u kterych nebylo moZzné bliZze charakterizovat jejich ultrastrukturu (Obr. 32).
Obsahovaly utvary podobné plastoglobuliim a nékdy také thylakoidiim. Tyto nezndmé organely

byly pozorovany ve vSech tfech kotfenech.

A

Obrazek 32 - Neznamé organely v buiikach stfedniho valce tfi kofenti druhu V. planifolia snimanych na TEM.
(A, B) Méritko = 1 pm. (C) Méfitko = 500 nm. (D) Méftitko = 200 nm.

Dal$imi nezndmymi tUtvary byly v prifezu zcela rovnomérné kulaté utvary bez

rozeznatelné vnitini struktury velikosti vétSi nez mitochondrie a pfipominajici tzv. fenyloplasty
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(bude diskutovano v diskuzi) (Obr. 33). I tyto ttvary se vyskytovaly u vSech tfi nasnimanych

kotent tohoto druhu, a to pfedevsim v bunikéach stfedniho valce.

Obrazek 33 - Neznamé utvary pozorované v buiikach stiedniho véalce u druhu V. planifolia. Snimky z TEM. (A)
Metitko = 500 nm. (B, C) M¢fitko = 1 pm.

Chloroplasty v primarni kife obsahovaly vysoké mnozstvi pfitisténych thylakoidi
(masivni grana) a na fezu bylo vzdy patrnych 1-5 malych skrobovych zrn (Obr. 34).

Obrazek 34 — Ukazka ultrastruktury chloroplastl lokalizovanych v primarni ktite. Druh V. planifolia, prvni
koten. Snimky z TEM. Méfitko = 500 nm.
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4.3.2  Bulbophyllum biflorum

Silnd autofluorescence bunéénych stén znemoznila v prvnim experimentu uspé$né
lokalizovat chloroplasty v bunikdch mezi xylémovymi a floémovymi pdly CS. Pozorovani fezli
pomoci transmisniho elektronového mikroskopu ptitomnost chloroplasti v téchto butikach
potvrdilo. Chloroplasty se nachéazely jak v oblasti diené, tak v buikach mezi poly CS.
Chloroplasty v oblasti celého stfedniho véalce mély niz8§i mnoZstvi pfitiSténych (granalnich)
thylakoidii nez chloroplasty v primarni kiife a neobsahovaly Skrobova zrna (Obr. 35A). Naopak
chloroplasty v primarni kife mély zna¢n¢ vyssi mnozstvi pfitiSténych thylakoidl a grana byla
tudiz 8ir8i (masivni) (Obr. 35B). Na fezech bylo v chloroplastech v primarni kiife pozorovéano

vzdy jedno Skrobové zrno.

Obrazek 35 - Rozdilna ultrastruktura chloroplastii lokalizovanych ve stfednim valci (A) a primarni ktire (B).
Druh B. biflorum. Snimky z TEM. (A) Méfitko = 500 nm. (B) Méfitko =1 um.

4.3.3 Dendrobium antennatum

Chloroplasty byly pozorovany ve stfednim valci v oblasti dfen¢ i v bunkach mezi poly
CS. Buiiky v obou oblastech mély ulozené silné sekundarni bunécné stény, v oblasti diené
slabsi. Chloroplasty ve stfednim valci mély niz§i mnoZzstvi pritiSt€nych thylakoidi (tenké grana)
nez chloroplasty v primarni klife a neobsahovaly skrobova zrna (Obr. 36A). Chloroplasty
pozorované v primarni kiife disponovaly vyS$§im mnozstvim pfitiSténych thylakoida

v masivnich granech a v n¢kterych byla pozorovéana 1-2 Skrobova zrna (Obr. 36B).
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Obrazek 36 - Rozdilna ultrastruktura chloroplastt lokalizovanych ve stfednim valci (A) a primarni kife (B).
Druh D. antennatum. Snimky z TEM. M¢étitko = 500 nm.

4.3.4 Acriopsis javanica

Vyskyt chloroplastl v oblasti diené 1 v buitkach mezi pdly CS byl pozorovan i u tohoto
druhu. V celém stiednim valci i v primarni kife byly pozorovany chloroplasty s vysokym
mnozstvim pfiti§ténych thylakoidt, bez skrobovych zrn a s vy$§im mnozstvim cCasto velkych
plastoglobul (Obr. 37). Pozorovdna byla urcitd variabilita mezi jednotlivymi chloroplasty
v obou oblastech, ale nebylo moZné urcit zasadni rozdily v ultrastruktufe. Na fezech
v transmisnim elektronovém mikroskopu bylo mozné pozorovat u bun¢k exodermis ulozeni

sekundarni bunéc¢né stény od pozice P2 (kap. 4.2.2.2.).

Obrazek 37 — Ukézka ultrastruktury chloroplastl lokalizovanych ve stfednim valci (A) a primarni kife (B). Druh
A. javanica. Snimky z TEM. Méfitko = 500 nm.

4.3.5 Coryanthes leucocorys

U tohoto druhu rozdil mezi chloroplasty v primarni kiie a ve stfednim valci pozorovan
byl. Chloroplasty ve stfednim valci obsahovaly niz§i mnozstvi pfitisténych thylakoidl a nebyla
v nich pozorovéna Skrobova zrna (Obr. 38A). V ptipadé dvou chloroplastl se zdalo, Ze obsahuji
pouze nepfitiSténé thylakoidy. Naopak chloroplasty v primérni kife mély masivni grana (vyssi
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mnozstvi pfitiSténych thylakoida) a v nékterych bylo na fezu pozorovano jedno malé Skrobové
zrno (Obr. 38B). U tohoto druhu byly pozorovany na fezu mensi a ovalngjsi chloroplasty

sttedniho vélce, a naopak znacné vétsi a protahlejsi chloroplasty primérni kiry.

Obrazek 38 - Rozdilna ultrastruktura chloroplastii lokalizovanych ve stfednim valci (A) a primarni kute (B).
Druh C. leucocorys. Snimky z TEM. Méftitko = 500 nm.

4.3.6 Dinema polybulbon
Chloroplasty v primarni kufe 1 ve stfednim valci mély vysoky obsah pfitiSténych
thylakoidti (Obr. 39). Chloroplasty v primarni kiife me¢ly na fezu patrna 1-2 podlouhlé skrobova

zrna, zatimco u chloroplastii ve sttednim valci nebyla skrobova zrna pozorovéana.

Obrazek 39 - Rozdilna ultrastruktura chloroplastii lokalizovanych ve stfednim valci (A) a primarni kute (B).
Druh D. polybulbon. Snimky z TEM. (A) M¢titko = 500 nm. (B) Métitko =1 pm.

4.3.7 Andinia longiserpens

V priméarni ktfe byly pozorovéany chloroplasty s velkymi Skrobovymi zrny, kterd
zabirala zna¢nou ¢ast chloroplastu a diky kterym bylo obtizné zhodnotit mnozZstvi pfitisténych
thylakoidd (Obr. 40A). V pfipad€, Ze byla grana v téchto chloroplastech dobie viditelna,

skladala se spiSe z vysokého mnozstvi pfitisténych thylakoidl. V primarni kife se zaroven
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nachazely 1 necelistvé plastidy s masivnimi Skrobovymi zrny, ktera zabirala vétSinu plochy
plastidu (Obr. 40B). Pravdépodobné z diivodu odlisnych vlastnosti Skrobu a jeho okoli, byla pti
zpracovani vzorkll naruSena celistvost plastidu a ty se poté zdeformovaly. Grana v tomto
ptipadé nesla optiméalné zhodnotit, nicméné se zde pravdépodobné také vyskytovala a jednalo
se tedy o chloroplasty (nebo chloroplasty pfeménujici se na amyloplasty). V oblasti stfedniho
valce byly pozorovany chloroplasty s vysokym mnozstvim pfitisténych thylakoidd a nékteré
z nich mély na fezu patrné jedno malé skrobové zrno (Obr. 41). Buiiky ve dieni i v oblasti mezi
poly CS mély velmi silné sekundarni bunécéné stény. Podobné jako u druhu V. planifolia byly
1 u tohoto druhu ve stiednim valci pozorovany nezndmé kulaté utvary bez rozeznatelné vnitini

struktury (Obr. 41).

Obrazek 40 - Chloroplasty v buiikach primarni ktry. Druh 4. longiserpens (A) Detail chloroplastu s velkym
Skrobovym zrnem. M¢fitko = 1 pm. (B) Chloroplasty s masivnimi §krobovymi zrny. Mé&fitko = 5 pm. Snimky
z TEM.

Obrazek 41 — Ukazka ultrastruktury chloroplastii lokalizovanych v buiikach stiedniho valce (A, B). Sipkou
oznacené neznamé kulaté utvary v blizkosti chloroplast. Druh A. longiserpens. Snimky z TEM. Méfitko = 500
nm.
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4.3.8 Porroglossum lorenae

Chloroplasty v primarni ktife byly na prvni pohled svou ultrastrukturou velice podobné
chloroplastim primarni kary u pfedchoziho popsaného druhu Andinia longiserpens.
Pozorovany byly chloroplasty s velkym Skrobovym zrnem, které zabiralo znacnou Cast
chloroplastu na fezu (Obr. 42A). Pokud byla viditelnd grana, obsahovala vétsi mnoZstvi
ptitiSténych thylakoidl nez grana v chloroplastech stiedniho valce. Pozorovany byly v primarni
kute i necelistvé plastidy, patrné poskozené chloroplasty s masivnimi Skrobovymi zrny (Obr.
42B), podobné jako u pfedchoziho druhu. Ve stfednim valci bylo pozorovano pouze malé
mnozstvi chloroplastl, které mély vzdy nizké mnozstvi pfitiSténych thylakoidi (tenkd grana)

a na fezu u nich nebyla patrné Skrobova zrna (Obr. 43).

Obrazek 42 - Chloroplasty lokalizované v butikach primarni kiiry. Druh P. lorenae. (A) Detail chloroplastu s
velkym Skrobovym zrnem. Métitko = 500 nm. (B) Chloroplasty s masivnimi §krobovymi zrny. Métitko = 1 um.
Snimky z TEM.

Obrazek 43 - Ukazka ultrastruktury chloroplasta lokalizovanych v buiikach stfedniho valce. Druh P. lorenae.
Snimek z TEM. M¢titko = 500 nm.
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4.3.9 Eria hyacinthoides

Koteny druhu Eria hyacinthoides maji relativn¢ velky pramér sttedniho valce. Jelikoz
byl pozorovan znacny rozdil v bunéénych sténach i chloroplastech v oblasti dfen¢ a oblasti
bunek mezi poly CS, byly chloroplasty hodnoceny pro tyto dvé oblasti vyjimecné zvIast.
V tenkosténnych bunikdch dfen€ byly pozorovany chloroplasty s vysokym mnoZstvim
ptitiSténych thylakoidl a u nékterych byla na fezu patrné 1-2 Skrobové zrna (Obr. 44A). Naopak
ve znacné silnosténnych bunkach mezi poly CS byly pozorovany chloroplasty s nizSim
mnozstvim pfitiSténych thylakoidii a bez Skrobovych zrn na fezu (Obr. 44B). V primarni kife
se nachazely chloroplasty podobné chloroplastim ve dfeni s masivnimi grany a 1-2

podlouhlymi §krobovymi zrny na fezu (Obr. 45).

Obrazek 44 — Chloroplasty ve stfednim valci. Druh E. hyacinthoides (A) Detail chloroplastu pozorovaného
v buiice dfené. Métitko = 1 um. (B) Detail chloroplastu pozorovaného v buice mezi poly CS. Méfitko = 1 pm.
Snimky z TEM.

Obrazek 45 - Ukazka ultrastruktury chloroplastti lokalizovanych v bunkach primarni kiiry. Druh E.
hyacinthoides. Snimky z TEM. Méritko = 500 nm.
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4.3.10 Angraecum praestans

Ve stfednim valci byly pozorovany chloroplasty s masivnimi grany (Obr. 46A).
U nékterych chloroplastii bylo na fezu patrné jedno malé Skrobové zrno. I u chloroplasti
v primarni kaie bylo pozorovano vysoké mnozstvi pritiSténych thylakoidli a vzdy 1-3 mala

Skrobova zrna na fezu (Obr. 46B).

Obrazek 46 - Rozdilna ultrastruktura chloroplastii ze stfedniho valce (A) a primarni ktiry (B) v kofeni druhu 4.
praestans. Snimky z TEM. (A) Méfitko = 1 pm. (B) Méritko = 500 nm.

4.3.11 Dendrophylax funalis

V primérni kife byly pozorovany chloroplasty s vysokym mnoZstvim pfitiSténych
thylakoidt a se 2-6 malymi Skrobovymi zrny na fezu (Obr. 47B). Naopak v oblasti stfedniho
valce bylo na fezu chloroplastem patrné bud’'to zadné nebo jedno malé Skrobové zrno (Obr.
47A). Mnozstvi pfitiSténych thylakoidl bylo na prvni pohled velice podobné chloroplastim

primarni klry.

A

Obrazek 47 - Rozdilna ultrastruktura chloroplasti lokalizovanych ve stfednim valci (A) a v primarni kife (B).
Druh D. funalis. Snimky z TEM. Méfitko = 1 pm.
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4.3.12 Neobathiea spatulata

U druhu Neobathiea spatulata byly tezy ptipravené pro transmisni elektronovy
mikroskop velice potrhané. U velkého mnozstvi pozorovanych chloroplasti byla pozorovana
neobvykla ultrastruktura a Casto i deformace, ktera mohla byt zptisobena problémy pfi fixaci ¢i
zalévani vzorkil do média. Nekteré chloroplasty nemély ani jasné viditelnou vnéj$i membranu
ohranicujici chloroplast. Dobfe viditelné chloroplasty ve stfednim valci obsahovaly spiSe tenka
grana, Casto v nich ale byly pozorovany pouze nepfitisténé thylakoidy (Obr. 48). U nékterych
z nich bylo na fezu patrné jedno malé Skrobové zrno. Chloroplasty v primarni kiie mély spise
vEtsi mnozstvi pritiSténych thylakoidl a obsahovaly na fezu 1-3 Skrobova zrna (Obr. 49). Pravé

chloroplasty v primarni kiie také obsahovaly nejasné tmavé struktury ve stromatu.

Obrazek 48 - Ukazka ultrastruktury chloroplastti lokalizovanych v buiikach stfedniho valce. Druh N. spatulata.
Snimky z TEM. Méfitko =1 um.

Obrazek 49 - Ukazka ultrastruktury chloroplasti lokalizovanych v bunikach primarni ktiry. Druh N. spatulata.
Sipkou oznaceny nejasné struktury ve stromatu. Snimky z TEM. Méfitko = 1 um.

4.3.13 Cleisostoma yersinii

Cleisostoma yersinii je jedinym druhem ze vSech vybranych, u kterého byly pozorovany

necelistvé plastidy, patrné poskozené chloroplasty, s masivnimi Skrobovymi zrny ve stfednim
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valci (Obr. 50B). Tyto organely byly velice podobné plastidim pozorovanym u druht
A. longiserpens a P. lorenae v primarni kiie, a také u nich bylo obtizné charakterizovat grana.
Pokud byly thylakoidy dobie viditelné, byly pozorovéany spi$ nepfitisténé nebo malé mnozstvi
pritiSténych u sebe (tenka grana). Ve stfednim valci se také nachdzely chloroplasty celistvé
s velkymi Skrobovymi zrny (2-3 na fezu) a thylakoidy se i1 v téchto chloroplastech zdaly
na prvni pohled spiSe nepfiti§téné (Obr. 50A). V primarni kife byly na fezu pozorovany
chloroplasty se 2-3 Skrobovymi zrny, spiSe s masivnimi grany a velkymi pocetnymi
plastoglobuly (Obr. 51). U tohoto druhu byl velky problém s trhanim fezl pfi sniméni, coz je

patrné z nasnimanych obrazk.

Obrazek 50 - Chloroplasty lokalizované v buiikéach stfedniho valce. Druh C. yersinii. (A) Detail chloroplastu s
velkym Skrobovym zrnem. M¢ftitko = 1 pm. (B) Chloroplasty s masivnimi Skrobovymi zrny. Méftitko = 1 pm.
Snimky z TEM.

Obrazek 51 - Ukéazka ultrastruktury chloroplastti lokalizovanych v buiikach primarni ktiry. Druh C. yersinii.
Snimky z TEM. Méfitko =1 um.

4.3.14 Taeniophyllum pusillum

U tohoto druhu se pii odebirani segmentu kotene nepodatilo vést fez sttedem kotfene
a na fezech snimanych na konfokéalnim mikroskopu tak zcela chybé¢l stiedni valec. Vzorek se

bohuzel pied dokonéenim diplomové prace nepodarilo nahradit. Chloroplasty v této oblasti
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tudiz nebyly hodnoceny. Chloroplasty v primarni kife mély vysoké mnozstvi pfitiSténych
thylakoidli (masivni grana) a byla pro né typicka dlouha Skrobova zrna vétSinou v poctu 2-5
na jeden chloroplast (Obr. 52). Nicméné diky chybé&jicimu stfednimu valci na fezech nebylo

mozné porovnat strukturu gran chloroplastii obou oblasti.

Obrazek 52 - Ukazka ultrastruktury chloroplastd lokalizovanych v butikach primarni ktiry. Druh T. pusillum.
Snimky z TEM. Méfitko =1 um.

4.3.15 Ztenceniny bunécénych stén

Pti pozorovani chloroplastl byly v oblasti sttedniho vélce nalezeny vyrazné ztencené
bunécné stény sousedici s oblasti intercelulary (Obr. 53). Tyto ztenceniny byly pozorovany
predevsim ve dieni, kde bylo intercelular vétsi mnozstvi, a nékdy i v jinych oblastech stfedniho
vélce. Jejich pfitomnost byla pozorovana u vSech analyzovanych druhli (kromé druhu
V. planifolia), které mély ve dfeni stfedniho valce pfitomné intercelulary. U druht
C. leucocorys a T. pusillum nevedl fez presné stfedem stiedniho valce, na fezu chybéla oblast
dfen¢ a ztenCeniny tak nemohly byt pozorovany. V ptipadé dalSich ¢tyt druhti, konkrétné
B. biflorum, D. polybulbon, A. longiserpens a P. lorenae, byl sttedni valec v€etné oblasti dien¢
silné sklerifikovany a nevyskytovaly se zde ani intercelulary. Druh V. planifolia byl jedinym

druhem, u kterého se pfitomnost ztencenin u intercelular ve dfeni nepotvrdila.
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Obrazek 53 — Ztencené bunécné stény sousedici s oblasti intercelulary (INT). (A) A. praestans, (B) E.
hyacinthoides, (C, D) N. spatulata. Ztencenina vzdy oznacena Sipkou. (B, D) Chloroplasty lokalizované v tésné
blizkosti ztenceniny. Snimek z TEM. M¢fitko = 1pum.

4.4 Imunolokalizace enzymu PEP-karboxylaza

Cilem tohoto experimentu byla piesnéa lokalizace enzymu PEP-karboxyldza v oblasti
sttedniho valce a primarni kiiry kofent vybranych epifytickych orchideji, kterd nikdy predtim
nebyla na kofenech orchideji provedena. Nejprve byla metodika optimalizovdna pouze
na listech kukufice (Zea mays). Pti prvnim pokusu o imunodetekci chybél ve zvoleném postupu
krok, ve kterém dochazi ke zvySeni propustnosti membran (permeaci). Vysledkem byl nulovy
signal na oSetfenych fezech pii pozorovani v mikroskopu. Pravdépodobné viibec nedoslo

k priniku protilatky do cytoplazmy bungk, kde se ptirozené vyskytuje enzym PEP-karboxylaza.

Pti druhém pokusu o imunodetekci byla znovu vyuZita pouze kukufice a postup byl
doplnén o krok permeace. Zaroven bylo snizeno fedéni primarni protilatky na 1:50. Déle byl
také cely postup proveden na vétSim mnozstvi fezil, aby bylo mozné optimalizovat délku
dobarveni fezli gencianovou violeti (0,05% aq., w/v) a optimdlni ¢as dobarveni fezi byl
stanoven na 1-1,5 min. Vysledkem druhého pokusu byl jasné zeleny signal sekundarni

protilatky po excitaci modrym svétlem. Tento signdl se nachazel pievazné v oblasti listového
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mesofylu v cytoplazmé bunék, nejvice okolo chloroplastii (Obr. 54A). Signal byl nicméné

pozorovan také na povrchu listové pokozky a obcas i nahodné v oblasti cévniho svazku.

Obrazek 54 — Imunodetekce enzymu PEP-karboxylaza v listech kukufice. Dobarveni gencianovou violeti 5 min.
(A) Signal protilatky po excitaci modrym svétlem (Olympu U-MWB filtr). (B) Negativni kontrola. Méfitko = 50
pm.

Finalni imunodetekce byla provedena jak na fezech z listu kukufice, tak na fezech
z kotenli orchideji Neobathiea spatulata a Acriopsis javanica. Postup byl obohacen jesté
o pfidani kaseinu (1,5% kasein v PBS) pro blokaci nespecifické vazby. Pti tomto pokusu bylo
zaroven zvySeno fedéni primarni protilatky na 1:100, a to s ohledem na silny signal pfi

predchozim pokusu a také s ohledem na cenu protilatky.

U kukufice na fezech s kaseinem byl signal téméf nepozorovatelny oproti fezim,
na které nebyl aplikovan kasein. Signal byl pozorovan pouze okolo né€kolika chloroplasti
v mezofylovych buiikdch (Obr. 55C). Vysledky z fezii kukufice bez kaseinu se shodovaly
s vysledky z vySe uvedeného druhého pokusu, kdy byl pozorovan silny signél jak v cytoplazmé
buné¢k listového mesofylu, tak i na povrchu pokozky a také nahodné v oblasti cévnich svazki
(Obr. 55C). U obou orchideji byl pozorovan lokalizovany signéal v propustnych buiikach
exodermis a slabsi signal v buiikach pfilehlé vnéjsi oblasti primarni kiiry sousedici s vrstvou
exodermis. V oblasti stfedniho valce Zadny signdl detekovany nebyl. U druhu N. spatulata
zasahoval signal o néco hloub¢ji do primarni kiry (Obr. 57), naopak u druhu 4. javanica byl
hlavné v prvnich dvou vrstvach bunék primarni kiry pod vrstvou exodermis (Obr. 56).
Na fezech s kaseinem nebyl signal tak silny jako na fezech bez kaseinu, nicméné jeho lokalizace

byla v obou piipadech shodna.
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Obrazek 55 — Imunodetekce enzymu PEP-karboxylaza v listech kukufice. Dobarveni gencianovou violeti 2 min.
Signal protilatky po excitaci modrym svétlem (Olympu U-MWRB filtr). (A) Rez neosetfeny kaseinem. (B)
Negativni kontrola k fezu neosetifenému kaseinem. (C) Rez osetfeny kaseinem. Métitko = 50 pm.

Obrazek 56 — Imunodetekce enzymu PEP-karboxylaza v kofenu A4.javanica. Dobarveni gencianovou violeti 2
min. Signél protilatky po excitaci modrym svétlem (Olympus U-MWRB filtr). (A) Rez neodetieny kaseinem. (B)
Negativni kontrola k fezu neoSetienému kaseinem. (C) Rez oSetieny kaseinem. (D) Negativni kontrola k fezu
oSetfenému kaseinem. Méfitko = 50 pm.
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Obrazek 57 — Imunodetekce enzymu PEP-karboxylaza v kofenu N. spatulata. Dobarveni gencianovou violeti 2
min. Signél protilatky po excitaci modrym svétlem (Olympus U-MWRB filtr). (A) Rez neoietieny kaseinem. (B)
Negativni kontrola k fezu neosetienému kaseinem. (C) Rez oSetieny kaseinem. (D) Negativni kontrola k fezu
osetfenému kaseinem. Méfitko = 50 um.
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5 Diskuze
5.1 Diferenciace korenu

Analyza postupu diferenciace pletiv kotfene od Spicky k bazi umoznila zmapovat, jak se
postupné snizuje propustnost apoplastu koiene pro pohyb latek v radidlnim sméru (od povrchu
ke stfednimu valci). Se zvysujici se vzdalenosti od kofenové Spicky klesa v endodermalni vrstvé
pocet propustnych bun¢k, zvySuje se mnozstvi bun¢k v sekundérnim a tercialnim stadiu a také
roste mnozstvi bunék s lignifikovanou bunécnou sténou. Obdobné tak i u vrstvy exodermis
dochazi postupné k omezeni apoplastického transportu tvorbou Casparyho prouzki a nasledné
ukladanim suberinové lamely a k postupnému ukladani sekundarnich bunéénych stén. UloZeni
sekundarnich BS je typické pro vétsinu epifytickych orchideji, na rozdil od terestrickych druht,
u kterych bylo ¢astéji pozorovano ukonceni vyvoje exodermis uz ve stddiu Casparyho prouzki
(Peterson & Enstone, 1996; Moreira & Isaias, 2008; Joca et al., 2017). Rozdily v postupu

diferenciace kotfent tfi analyzovanych druht zde budou podrobnéji diskutovany.

Druhy 4. javanica a N. spatulata maji na svém povrchu silny vicevrstevny velamen,
jehoz bunky zahy po svém vzniku odumiraji. U analyzovanych kotent druhu V. planifolia byla
pozorovana pouze jednovrstevna pokozka v podobé velamenu, coz je pro tento rod typicke,
1 kdyz se n€které druhy vyrazné odlisuji v typu tloustnuti bunéénych stén (Stern & Judd, 1999).
U vsech tii analyzovanych kofenti druhu V. planifolia byly pozorovany silné nelignifikované
vnitini periklindlni bunééné stény bez vnitini vldknité struktury, podobné jako u jinych druhti
rodu Vanilla (Stern & Judd, 1999). Toto lokalni tloustnuti bun€k velamenu je u epifytickych
orchideji spiSe atypické. Zatim neni zndmo, zda se velamen zastupcii rodu Vanilla 1isi svoji
funkci od velamenu popisovan¢ho u mnoha jinych epifytickych druhti (Porembski & Barthlott,
1988). Muze se ale také jednak o disledek odliSného evolu¢niho vyvoje, protoze rod Vanilla
patii do jiné podceledi nez ostatni zkoumané epifytické orchideje a epifytismus se u nich zifejmé
vyvinul nezavisle (Givnish et al., 2015). Také je mozné, ze by silné€jsi velamen epifytickych
druhti (4. javanica a N. spatulata) mohl byt vyhodny pro omezeni ztrat vody, které pro

sekundarni hemiepifyt V. planifolia nemusi byt tolik limitujici.

5.1.1 Exodermis

Hodnotime-li propustnost apoplastu kotene, stupenn diferenciace exodermis je jednim
z dilezitych parametrid. Zahrnuje pfitomnost modifikaci bunécné stény (Casparyho prouzki,

suberinovych lamel a sekundarnich stén) exodermalnich bunék, ale 1 vyskyt propustnych bunék.
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U obou analyzovanych druhli podceledi Epidendroideae (A. javanica a N. spatulata) byly
v exodermis propustné buiky pfitomné a odliSovaly se od okolnich bunék téze vrstvy svym
tvarem a men$i velikosti. Tento trend je u exodermis kofenii casto uvadén a je jim
charakteristicka dimorfni exodermis nejen u orchideji (Oliveira & Sajo, 1999; Moreira & Isaias,
2008). U obou druhtt (4. javanica a N. spatulata) vrstva exodermis diferencovala
do sekundérniho ¢i tercidlniho stadia vzdy ve stejné pozici jako vrstva endodermis, ptestoze
exodermis vétSinou diferencuje ve starsi casti kofene nez endodermis (Enstone et al., 2002).
U druhu A. javanica vyvoj exodermalni vrstvy dokonce i castecné piedchazel vyvoji
endodermis. Naptiklad v pozici P1 byly u endodermis pozorovany Casparyho prouzky a jen
malé mnozstvi bun¢k se suberinovou lamelou, zatimco vSechny buiky vrstvy exodermis
(krom¢ propustnych bunék) jiz mély ulozeny suberinové lamely. Urychleni diferenciace
exodermis, tedy piechod bun¢k do pokrocilejSich stadii blize kofenové Spicky, mlze zaviset
na nedostatku vody, snizeni rychlosti ristu kofene nebo muze byt druhové specifické
(Perumalla & Peterson, 1986; Soukup et al., 2002). Konstitutivné rychlejsi diferenciace
exodermis oproti endodermis byla pozorovana napt. u mokfadnich rostlin, coz koresponduje

s jejim vyznamem v ochrané kotene pfi ristu v zaplaveném substratu (Soukup ef al., 2002).

U druhu V. planifolia byl pozorovan zna¢né pomalejsi postup diferenciace exodermis
nez u druhti podceledi Epidendroideae. U jednoho kotfene dokonce exodermalni buiiky nedosly
do tercidlniho stadia ani u kofenové baze a setrvavaly v sekundarnim stadiu, a to i piesto, ze
se jednalo o kofen narostly do délky 15 cm. Tento druh se také od piedchozich dvou odliSoval
typem ztlustliny sekundarnich BS. Jak u endodermadlnich, tak u exodermélnich bun¢k byly
pozorovany U-ztlustliny typické pro terestrické 1 vzdusné koteny rodu Vanilla (Stern & Judd,
1999), které nelignifikovaly. Naopak u druhl A. javanica a N. spatulata se nachazely
lignifikované O-ztlustliny. Pfitomnost lignifikované exodermis, stejné tak lignifikované
endodermis, je podle autorti Moreira & Isaias (2008) jednim ze zasadnich ptfedpokladii pro
epifyticky zptisob Zivota. Pfitomnost ligninu podporuje funkci apoplastické bariéry, zajistuje
ochranu proti nadmérné evaporaci a zaroven miZe ovlivitovat vstup houbovych hyf mykobionta
(Sanford & Adanlawo, 1973; Peterson & Enstone, 1996; Moreira & Isaias, 2008). Zastupci rodu
Vanilla jsou povazovani (i pfes nejasnosti v terminologii) za tzv. sekundérni hemiepifyty,
jejichz koteny rostou znaéné do délky a rostlina diky nim zlstava ve spojeni se substratem (Zotz
et al., 2013). Je tedy mozné, Ze se rozdilné zivotni strategie u Vanilloideae a Epidendroideae

odrazeji ve struktufe kofenti a mite lignifikace endodermis a exodermis. V ptipadé, ze zastupci
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rodu Vanilla preferuji kontakt se substratem, absence lignifikace bunécnych stén bunék

velamenu a exodermis by pro n¢ byla pravdépodobné vyhodna pro snazsi vstup mykobionta.

Vstup mykobionta mtze byt teoreticky regulovan pravé mnozstvim propustnych bunék
(Esnault et al., 1994; Kottke et al., 2010). Propustné bunky vSak nebyly u V. planifolia ve vrstvé
exodermis ve starSich ¢astech kotene pozorovany. V ptipad¢, Ze se buniky exodermis nachazely
v tercidlnim stadiu (mély ulozené sekundarni BS), nebyly pozorovany zadné bunky, které by
se velikosti, tvarem a odlisSnym stupném diferenciace odliSovaly od ostatnich bunék téze vrstvy.
Absence propustnych bunék ve starSich ¢astech kofene by mohla znemoznit vstup mykobionta,
nicméné je otevienou otdzkou, zda u kofenti nepfichycenych k podkladu miize ke vstupu
mykobionta viibec dojit. V této praci byly analyzovany pouze koteny nepiichycené k podkladu,
a 1 tak byly na fezech koteny V. planifolia v pozici P1 byly pozorovany pelotony (smotky hyf
typické pro orchideoidni mykorhizu) (Hadley ef al., 1971; Rasmussen & Rasmussen, 2009).
U jinych zde zkoumanych druht Zadné mykorhizni struktury pozorovany nebyly. Ve zminéné
pozici P1 byly u V. planifolia vSechny buiikky exodermis ve stadiu, kdy jesté neni mozné

detekovat Casparyho prouzky pomoci histochemického barveni.

Pti kontaktu vzdusnych kotent epifytickych orchideji i sekundarnich hemiepifytii rodu
Vanilla s pevnym podkladem dochazi k tvorbé kofenovych vlaskil, pficemz milze dojit
i k zanofeni kofene do substratu a jeho pfeméné na terestrickou formu (Benzing, 1990; Stern &
Judd, 1999). Zatimco v ptipad¢ epifytickych Epidendroideae se zpravidla jednd o mensi
mnozstvi nepfili§ vétvenych kofend zanofenych do porostl jinych epifytickych organismd,
v ptipadé€ rodu Vanilla zpravidla dochéazi k bohatému vétveni kofene zanotfeného do ptdy, ktery
muze v pidé¢ vytvorit rozsadhly kofenovy systém. V této fazi by tedy zastupci rodu Vanilla
nemuseli pfijimat vodu a Ziviny celym povrchem kotene ale pouze tou ¢asti, ktera je v kontaktu
se substratem. Ve starSich ¢astech kotene by tak mohlo dojit k diferenciaci vSech bun¢k vrstvy
exodermis do tercidlniho stadia, coZ odpovida mému pozorovani absence propustnych bunck
exodermis ve starSich ¢astech kotene V. planifolia. Odpovidalo by to také velké variabilité¢ mezi
tremi zkoumanymi koteny V. planifolia, kterda mize byt zplisobena odlisSnou rychlosti ristu
kotfent, které budou svou hlavni funkei plnit az pozdé&ji po dosaZeni substratu. Rozdily mezi
dvéma druhy z podceledi Epidendroideae a V. planifolia z pod¢eledi Vanilloideae by nicméné
mohly byt také prostym disledkem odlisného evolu¢niho vyvoje, protoze obé skupiny se
v evoluci oddélily jiz ve svrchni kiid€ a epifyticky zplisob Zivota u nich vzniknul nezavisle

(Givnish et al., 2015).
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5.1.2 Endodermis

Podobné jako u exodermis, byl i u vrstvy endodermis druhu V. planifolia pozorovan
pomaly postup diferenciace. Zatimco uz v pozici P1 mély koteny 4. javanica a N. spatulata
v endodermis vyvinuté Casparyho prouzky a u nékterych bunék i suberinové lamely, bunky
endodermis V. planifolia mély v této pozici pouze primarni bunécné stény bez modifikaci.
Mén¢ pokrocily stupenn diferenciace endodermis byl patrny ve vSech analyzovanych pozicich
kofent tohoto druhu. Vyraznéjsi byl nicméné u druhého a tretiho kotene, které byly vyrazné

krat$i nez prvni kotfen (15 a 13 cm).

Druhy A. javanica a N. spatulata se od sebe odliSovaly mnozstvim propustnych bun¢k
endodermis ve starSich ¢astech kotfent, kdy u A. javanica bylo vyssi procentudlni zastoupeni
téchto bun¢k nez u N. spatulata. U druhu V. planifolia bylo procentudlni zastoupeni
propustnych bunék i u baze kotfent jesté vyssi nez u predchozich dvou druht. Tento rozdil
odpovida rozdilnym strategiim pro zvyseni efektivity absorpce vody a zivin, které predstavili
autofi Joca et al. (2017) ve své studii. Podle jejich vysledki epifytické orchideje preferuji bud’to
siln¢j$i velamen nebo vys$si mnozstvi propustnych bunék endodermis spolu s vys$Sim
mnozstvim xylémovych/floémovych poli (Joca et al., 2017). Silngj$i velamen muze zajistit
vy$si ptijem, del§i dobu zadrzeni vody a Zivin a niz§i ztraty, naopak investice do propustnych
bun¢k muze byt cesta k rychlejsimu toku do celé rostliny, ke kterému pfispiva i jejich casto
pozorovand blizkost s xylémovymi poly (Zotz & Winkler, 2013; Joca et al., 2017). Tato
rozdilnd preference je patrna pti porovnani V. planifolia s ostatnimi dvéma druhy nikoli vSak
pii porovnavani 4. javanica a N. spatulata mezi sebou, protoZe A. javanica méla znané vyssi
mnozstvi vrstev velamenu a zdroven i vyS$i procentudlni zastoupeni propustnych bunék

endodermis nez N. spatulata.

5.1.3 Stiedni valec

Z analyzy postupu diferenciace sttedniho valce byla opét patrnd podobnost vyvoje
kofenl A. javanica a N. spatulata. U vSech analyzovanych kotfenl téchto dvou druht dosel
vyvoj oblasti dfen¢ a bun¢k okolo CS v poslednich dvou pozicich (P3 a P4) do stadia uloZeni
vyraznych sekundarnich bunéénych stén, které lignifikovaly. Naopak u druhu V. planifolia byl
patrny opozdény postup diferenciace obou téchto oblasti v porovnani s pfedchozimi druhy.
U kotenové baze (pozice P4) V. planifolia byly v oblasti diené pozorovany tenkosténné
nelignifikované bunky. Vyrazna odli$nost stfedniho valce kotenti V. planifolia (Vanilloideae)

od ostatnich dvou zkoumanych druht podceledi Epidendroideae by mohla, podobné jako
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ostatni odliSnosti, souviset s jejich odliSnym evolu¢nim vyvojem. Zaroven se ale miize jednat
o adaptaci k odliSnym Zivotnim strategiim, jako v ptipadé exodermis. Opozdéna diferenciace
sttedniho valce by mohla ve spojeni s vétSim mnozstvim propustnych bunék endodermis
umoznit rychlejsi tok latek do xylému a kompenzovat tak tenky velamen. Muze se ale také

jednat o strategii vyhodnou pro kofeny, jejich findlni funkce ma byt terestricka.

Vzorec diferencovani celého kotene byl u vsech tii druhit podobny. Oblast dien¢ vzdy
diferencovala pozdé¢ji nez oblast bun¢k okolo pola CS. To muize souviset s pozorovanym
vyvojem endodermis a exodermis, ktery ukazal, Ze kotfeny postupné¢ od Spicky k bazi
omezovaly apoplasticky transport, a to vyrazn¢ uz od vrstvy exodermis v oblasti hned
za kotenovou Spickou. U druhu V. planifolia byl transport apoplastem omezen az ve vétsi
vzdalenosti od kotfenové Spicky, nicméné vzorec diferencovani kotene byl podobny.
Publikované priace se bohuzel nezabyvaji gradientem diferenciace kofene, nicméné
sklerenchymaticka struktura stfedniho valce byla pozorovana u mnoha epifytickych orchideji
(Stern, 2014; Thangavelu & Ayyasamy, 2017; Thangavelu & Muthu, 2017; Muthukumar &
Shenbagam, 2018).

5.2 Chloroplasty

Skutecnost, Ze se chloroplasty pfirozené ve vzdusnych kotfenech orchideji vyskytuji, je
pomérné dlouho znama (Erickson, 1957; Benzing et al., 1983; Kwok-ki et al., 1983; Stern,
2014). Pted touto diplomovou praci nicméné nebyly publikovany zadné studie zabyvajici se
podrobné at' uz piesnou lokalizaci chloroplastii v kotfenech orchideji nebo pifimo jejich
ultrastrukturou. V pracich, které zminuji pozorovani chloroplastii v kofenech je zpravidla
uvadéno, Ze byly chloroplasty pozorovany v primérni kite (Stern, 2014). Existuje ale n€kolik
malo praci, které¢ uvadi jejich vyskyt 1 v oblasti sttedniho valce (Goh et al., 1983, Benzing,
1990, Ponert et al., 2016). Z vysledki této diplomové prace vyplyva, ze vyskyt chloroplasti
ve sttednim valci je ale u epifytickych orchideji spiSe pravidlem neZ vyjimkou. U vSech
analyzovanych druhli orchideji z podceledi Epidendroideae se v kofenech vyskytovaly
chloroplasty a byly lokalizovany jak v primarni kife, tak ve stfednim valci. U dvou podrobnéji
analyzovanych druhii (4. javanica a N. spatulata) byly chloroplasty pozorovany ve vSech

pozicich kotfene od $picky k bazi.

Chloroplasty ve zkoumanych kofenech vykazovaly pifi kvalitativnim hodnoceni
napadné odliSnosti, které byly vyrazné vétsi mezi primarni kiirou a stfednim valcem nez mezi

jednotlivymi chloroplasty v rdmci téchto ¢asti kofenii. Chloroplasty v primérni klife kotfenii
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mély u vSech analyzovanych druhii relativné vyssi mnozstvi pfitiSténych thylakoid oproti
chloroplastim z oblasti stfedniho valce. Rozdilné mnozstvi pfitiSténych thylakoidl
jako duasledek odlisné ozarenosti rostliny bylo pozorovano u rtznych rostlinnych druhii
anedavno i v listech orchideji (Lichtenthaler, 2013; Shao et al., 2014). Vysledky autorti
ukazaly, Ze v listech vyvijejicich se pod nizkou ozafenosti doslo k tvorbé masivnich gran oproti
listim vystavenym vysoké ozatenosti. Pokud by stejné reagovaly chloroplasty kofend, dalo by
se predpokladat, ze chloroplasty ve stfednim valci budou mit vétsi mnozstvi pfitisténych
thylakoidli v granech nez chloroplasty v primarni kife, jelikoz stfedni valec je v kofeni
hloub¢€ji. Pozorovany rozdil v mnozstvi pfitiSténych thylakoidii je ale opacny, takze

pravdépodobné nebude zplisoben potencidlnim nedostatkem svétla ve sttednim valci.

Velké mnozstvi pfitisténych thylakoidi v primarni kaie by ale samo o sobé mohlo
odpovidat pletivu s nizkym pfisunem svétla. V tomto sméru je zajimavé porovnani s vysledky
méteni poméru chlorofylu a a chlorofylu b v kofenech riiznych epifytickych orchideji, které
v naprosté vétsSiné pripadt ukdzalo nizky pomér chlorofylu a k chlorofylu b, odpovidajici
adaptaci na zastinéni (Martin ef al., 2010 a citace uvnitt). V ptipadé kofenli by mohl zptisobit
vyrazné omezeni dopadajiciho zafeni na chloroplasty v primarni kiife velamen nebo vrstva
exodermis. Bylo pozorovéano, Ze velamen muze stinit UV zafeni (Chomicki ef al., 2015), a je
dobfe znamé, Zze v mokrém stavu propousti vyrazné vice svétla, néz v suchém stavu (Dycus &
Knudson, 1957), nicméné exaktni informace o jeho propustnosti pro vinové délky
fotosynteticky aktivni radiace chybi. Velamen byl u vSech analyzovanych druhli podceledi
Epidendroideae vicevrstevny. Na druhou stranu druh V. planifolia (Vanilloideae) mé&l pouze
jednovrstevnou rhizodermis a v chloroplastech primarni kiry byly také pozorovany
chloroplasty se zna¢né vysokym mnoZstvim pfitiSténych chloroplastii. BohuzZel u tohoto druhu
nebylo mozné porovnat jejich ultrastrukturu s chloroplasty sttedniho vélce, a to z divodu, ze
ve stfednim vélci kofene zpracovaného pro analyzu na TEM nebyly pozorovany Zzadné

chloroplasty (viz dale).

5.2.1 Obsah Skrobu v chloroplastech

Samotné zastinéni primarni kiry velamenem ¢i exodermis vSak nemiliZze vysvétlit
rozdily ve struktute chloroplastli mezi primarni kirou a stfednim valcem. Vysvétleni téchto
rozdild je na zaklad€ dostupnych dat obtizné az nemozné, nicméné dostupnost svétla zde miize
hrat urc¢itou roli. O mozné uloze endodermis kotenii orchideji ve stinéni svétla sice taktéz chybi

informace, ale je pravdépodobné, Ze pokud svétlo stini, tak ho ve stfednim valci bude méné nez
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v primarni ktfe. Ve zkoumanych kofenech jsem zpravidla pozorovala vyrazné vyvinutou
suberinizovanou endodermis a zaroven chloroplasty v siln€ sklerifikovanych a lignifikovanych
bunkach stfedniho valce. Polymery bunéfnych stén, jako napftiklad lignin, pfitom maji
schopnost zachycovani urcitych vinovych délek svétla (Sadeghifar & Ragauskas, 2020), takze
je pravdépodobné, ze dojde pfinejmensim k modifikaci spektra svétla a pravdépodobné i k jeho

nizsi celkové dostupnosti ve vnitinich ¢astech kotene.

Potencialni omezeni dostupnosti svétla v oblasti stfedniho véalce by mohlo byt
promitnuto napiiklad do pfitomnosti Skrobu, kdy u chloroplasti vystavenych nizké ozatenosti
byva pozorovano jeho niz$i mnozstvi (Lichtenthaler, 2013). Z kvalitativni analyzy
ultrastruktury chloroplastii vyplynulo, ze vSechny pozorované chloroplasty z oblasti stfedniho
valce obsahuji relativné niz§i mnozstvi Skrobu nez chloroplasty v primérni ktite. Vyjimkou byly
druhy A. javanica, u kterého nebyla pozorovéana Skrobové zrna na zddném tfezu chloroplastem
a Cleisostoma yersinii, u které¢ho byla pozorovana masivni Skrobova zrna v bunkach dfené.
U chloroplastii ve stfednim valci byla Skrobova zrna pozorovana pouze u péti druhti podceledi
Epidendroideae a jednalo se (az na vyjimku C. yersinii) t¢éméf vzdy o Skrobova zrna, ktera méla
na fezu velice maly primér a nikdy nebyla pozorovana u vSech chloroplastt. Jejich vyskyt
v této oblasti byl tedy spiSe vyjimecny. Naopak v chloroplastech v primarni kiife byla skrobova
zrna patrna na fezu témeét vzdy, a i jejich velikost byla na fezu relativné vétsi. Znacné nizsi
mnozstvi §krobu v chloroplastech stiedniho vélce by tedy mohlo odpovidat nizsi dostupnosti

svétla pro tuto oblast, a tedy 1 niZ§i fotosyntetické aktivité chloroplasta.

U druhl Andinia longiserpens a Porroglossum lorenae byly pomoci TEM pozorovany
v bunikach priméarni ktiry chloroplasty s velkymi skrobovymi zrny, ktera na fezu zabirala velkou
¢ast chloroplastu. Zaroven byly pozorovany neobvyklé necelistvé plastidy s masivnimi
Skrobovymi zrny. Pii vét§im zvétSeni bylo v detailech patrné, Ze se okolo t€chto masivnich zrn
v nékterych plastidech nachdzi thylakoidy a nékdy byla pozorovana 1 grana
a plastoglobuly, takze je mozné, ze se jednd o chloroplasty poskozené pii ptipravé vzorkl
na TEM. Zaroven pii analyze téchto dvou druhli na epifluorescenénim mikroskopu byla
pozorovana v primarni kiife Cervend autofluorescence pifi excitaci modrym svétlem, coz
reflektuje pfitomnost chlorofylu, tedy chloroplasti. Pozorovéni takto enormnich Skrobovych
chloroplasti na chloro-amyloplasty (Lichtenthaler, 2013) ¢i amyloplasty. Tato pfeména ale
dosud nebyla podrobné popsdna a neni jasné, zda mohou byt takové pirechodné formy plastid

Casové stalé. Zatim je podrobné zdokumentovéna opacna svétlem indukovand pfeména
90



amyloplasti na chloroplasty, a to u hliz brambor (Zhang et al., 2020). U orchideji by se pfeména
chloroplastii na amyloplasty dala pravdépodobné pozorovat pii detailni analyze vzdusnych

kotentl, které se pfi zanofovani do substratu méni na terestrickou formu (Benzing, 1990).

Znacna podobnost zminénych dvou druht mize byt zpusobena jejich piibuznosti,
jelikoz oba jsou fazeny do stejného subtribu Pleurothallidinae, ktery vznikl pfed zhruba
20 miliony let (Pérez-Escobar et al., 2017). Podobnéd masivni Skrobova zrna ¢i amyloplasty byly
nicméné v primarni kiife vzdusnych kotfent pravdépodobné pozorovany i autory Moreira et al.
(2008) u druhtt Dichaea cogniauxiana (subtribus Zygopetallinae) a Epidendrum secundum
(subtribus Laeliinae). Bohuzel ve studii nejsou zadné snimky z TEM, ale pouze fezy

pozorované ve svételném mikroskopu obarvené Lugolovym ¢inidlem.

Pozoruhodné je, ze podobnd masivni Skrobova zrna nebo mozna nékteré stadium
rediferenciace chloroplastu, bylo v této diplomové praci pozorovéno také ve stfednim valci
jednoho druhu ze zcela jiné skupiny orchideji, Cleisostoma yersinii z tribu Vandeae, pticemz
jiné, blize pribuzné, druhy takové plastidy viibec neobsahovaly. Ve stfednim valci druhu
C. yersinii se vSak tyto zvlastni plastidy vyskytovaly spolu s klasickymi chloroplasty s velkymi
Skrobovymi zrny a pouze nepfitiSténymi thylakoidy. Takova ultrastruktura je typicka naptiklad
pro chloroplasty pochev cévnich svazki u C4 rostlin, které obsahuji oproti chloroplastim
v mezofylovych bunkach skrob a agranalni thylakoidy (Mai et al., 2020). U C. yersinii vSak
chloroplasty v priméarni kaie obsahovaly podobné velka Skrobova zrna, takze podobnost
s chloroplasty C4 rostlin bude spiSe ndhodnd. Thylakoidy se diky velkym skrobovym zrnim

obtizn€ hodnotily, ale na rozdil od chloroplasti sttedniho vélce byly spiSe granalni.

Ptitomnost Skrobu témét ve vSech pozorovanych chloroplastech primarni kliry kotenti
muze tedy byt nejen zasadnim dokladem jejich fotosyntetické aktivity, ale mozna 1 jednim
z dale vyuzitelnych znakil pro ur€eni ptevazujiciho typu fixace CO: v kofenech. V listech
rostliny akumuluji $krob v chloroplastech béhem dne jako produkt fotosyntetické asimilace
uhliku (tzv. asimila¢ni Skrob; ang. transistory starch) (Mitsui et al., 2010; Weise et al., 2011).
U C3 rostlin je dnes dobie popsana jeho syntéza béhem dne a mobilizace (§t€peni) béhem noci.
U obou fazi se jedna o pomérné slozity proces vyZadujici zapojeni mnoha enzymt (Mitsui et
al., 2010; Weise et al., 2011). I pies zna¢né nejasnosti vysledkil z riiznych metod detekce typt
metabolismu je za nejcastéjsi typ fixace COz v kofenech epifytickych orchideji povazovan
CAM metabolismus (Goh et al., 1983; Hew & Yong, 2004; Martin et al., 2010; Kerbauy et al.,

2012). U CAM rostlin bylo demonstrovano, ze degradace asimila¢niho Skrobu je stejné dulezita
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jako u C3 rostlin a dale je zde pravdépodobné zasadni pro tvorbu fosfoenolpyruvatu (PEP),
priméarniho akceptoru CO> v cytosolu (Neuhaus & Schulte, 1996; Dodd et al., 2002; Ceusters
et al., 2019). V nedavné studii autort Ceusters et al. (2019) byla také nastinéna hlavni mozna
cesta degradace asimila¢niho Skrobu (pro zajisténi substratu na tvorbu PEP) v CAM listech
orchideje Phalaenopsis “Edessa‘ a tato cesta je prekvapivé odlisSna od degradace asimila¢niho
Skrobu u C3 rostlin, a to zejména v zapojeni specifickych enzymti. V ptipad¢, Ze by se budouci
studie soustiedily napfiklad na imunolokalizaci nebo monitorovani aktivit téchto specifickych
degradacnich enzymu v kotfenech orchideji, mohla by tato cesta vést k objasnéni pievazujiciho
typu fixace CO; v kofenech. Pro dalsi studie Skrobu je ale nutné uvazovat dalsi dilezité

parametry, jako je zejména doba odbéru kotfend, ktera v této praci uvazovana nebyla.

5.2.2 Neznamé organely u druhu Vanilla planifolia

U druhu V. planifolia nebyly ve stiednim valci pozorovany pomoci TEM zadné typické
chloroplasty i pfesto, Ze u jednoho kotene byla ve svételném mikroskopu pozorovana slaba
cervena autofluorescence v nékterych buikach dfené pifi excitaci modrym svétlem.
Autofluorescence chloroplasti byla pozorovana ve stiednim valci i u druhu V. pompona nikoli
vSak u druhu V. madagascariensis, ktery mél cely stfedni valec zcela bez chloroplasti. Tento
vysledek je ale ¢aste¢né v rozporu napiiklad se studii Stern & Judd (1999), ve které autofi
porovnavali pfitomnost chloroplastli ve dfeni u riiznych druhii z podceledi Vanilloideae. V této
studii  pozorovali  chloroplasty v parenchymatické difeni druht V. pompona,
V. madagascariensis a naopak stfedni valec bez chloroplastti pozorovali u V. planifolia (Stern
& Judd, 1999). Vyskyt chloroplastl by tim padem mohl byt u této podceledi specificky pro

kazdého jedince.

Na tfezech bylo nicméné pomoci TEM u druhu V. planifolia pozorovano vét§i mnozstvi
neznamych utvari ¢i organel. Atypickymi ttvary byly naptiklad v prifezu zcela rovhomérné
kulaté ttvary bez rozeznatelné vnitini struktury, které pfipominaly neddavno popsané tzv.
fenyloplasty. V této praci byly pozorovany u vSech tii kofenli a pouze v buiikich stiedniho
valce. Fenyloplasty (ang. phenyloplast) byly popsany v plodech druhu V. planifolia ve studii
Brillouet et al. (2014). Dle autorti vznikaji rediferenciaci chloroplastl, ktera je ve studii
zdokumentovana a jejich hlavni funkci je skladovéani fenolickych glukosidii — primarné
glukosylovaného prekurzoru vanilinu (Brillouet et al., 2014). Pii rediferenciaci dochazi dle
autort k rozvolnéni plvodné grandlnich thylakoidl, vytvofeni vyraznych cockovitych

az kruhovitych prostor mezi nimi (ang. loculi), tvorbé membranovych oblasti, ve kterych se
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zacina ukladat prekurzor vanilinu a k finalni tvorb¢ zralého fenyloplastu s dvojitou membranou
a osmiofilnim homogennim obsahem (Brillouet ef al., 2014). Vanilin se pfirozené vyskytuje
v plodech vanilky pravé v konjugované formé (B-D-glukosid), kterd nevoni do té doby, nez se
dostane do kontaktu s B-D-glukosidazami, které zajisti jeho uvolnéni (Walton et al., 2003).
Metodou imunolokalizace pomoci anti-f-glucosidase primarni protilatky byl tento enzym
lokalizovan pouze v tésné blizkosti fenyloplastu a autofi studie ptedpokladaji, Ze by se mohl
nachazet v lumenu mezi dvéma membranami fenyloplastu (Brillouet et al., 2014). Nabizi se
tedy moznost vyuzit shodnou primarni protilaitku na vzorcich kofena stejného druhu V.
planifolia a ovétit tak, zda se skutené€ 1 v tomto organu mutize jednat o fenyloplasty. Podobné
kulaté ttvary bez rozeznatelné vnitini struktury byly ale pozorovany i u druhu Andinia
longiserpens, taktéz v bunkéch stfedniho valce. Zda se jednd o tytéz organely jako u V.
planifolia nelze na zéklad€ dostupnych dat nijak urcit. Zajimavé je, Ze plastidy s velice
podobnou ultrastrukturou, jakou jsem pozorovala u druhu V. planifolia, byly pozorovany
v duznin¢ plodli pomerance pti dozravani, kde se pravdépodobné jedna o prechodné stadium
pii pfeméné amyloplastti v chromoplasty (tzv. ,,immature green (IMG) stage*; Zeng et al.,

2015).

Dal$imi neznamymi organelami v kotenech V. planifolia byly pravdépodobné
preménéné chloroplasty, u kterych byly pozorovany hloucky plastoglobulil a thylakoidy pouze
na omezeném prostoru v chloroplastu na fezu. Zbytek chloroplastu byl tvofen nezndmym
homogennim obsahem. Byly také pozorovany organely vyplnéné pouze timto homogennim
obsahem, bez thylakoidi a vétSinou i1 bez plastoglobulid, které by napiiklad mohly byt
pokrocilejsim stadiem dosud nepopsané rediferenciace chloroplastli v tyto neznamé organely.

U Zadného druhu orchideji zatim ale nebyly Zadné podobné organely popsany.

5.3 Ztenc¢eniny bunécnych stén ve stifednim valci

Pii analyze stfedniho valce s pomoci TEM byly pozorovany jednoduché ztenceniny
bunéénych stén s atypickou lokalizaci. Tyto jednoduché ztenCeniny se vyskytovaly
v lignifikovanych sekundarnich bun&énych sténach sklerifikovanych bunék stfedniho valce
avzdy byly v tésném kontaktu s mezibunéénymi prostory (intercelularami). Pravé absence
komplementarni ztenceniny v sousedici butice je zajimava, protoze jednoduché ztenceniny se
velmi Casto vyskytuji v paru (tzv. pit-pair). Takova struktura je typicka naptiklad u bunck
sklerenchymu a vytvati se obvykle v mistech, kde se nachazi plasmodesmy. Tim je zajiSténa

kontinuita symplastického transportu mezi sousedicimi bunikami, u nichz dochézi k ukladani
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sekundarni stény (Esau, 1953; Fahn, 1990). Nicméné jednoduché ztenceniny pozorované
ve stfednim valci kofenti orchideji byly orientované do prostoru intercelular a protoplast burnky
je v tomto misté od intercelulary oddélen pouze sttedni lamelou a patrné€ velice tenkou vrstvou
primarni bunécné stény.

V literatufe jsou podobné struktury popisovany jako tzv. blind pits (Esau, 1953; Fahn,
1990) a pod toto oznaceni jsou zahrnovany ztenCeniny sousedici bud’to s intercelularou,
s rohem buiiky (stfedni lamelou) nebo slepé s bunécnou sténou vedlejsi bunky (Yang, 1986).
Sporadicky byly pozorovany v parenchymatickych bunkach dfefiovych paprska
a sklerenchymatickych vlaknech krytosemennych dfevin (Yang, 1986; Sano et al., 2008). Jejich

funkce zatim nebyly podrobné zkoumany.

Ze 14 analyzovanych druht vSak intercelulary mezi bunikami stfedniho vélce nebyly
pozorovany u vSech. U ¢tyf druhii, konkrétné D. polybulbon, B. biflorum, P. lorenae
a A. longiserpens, byl stfedni valec siln¢ sklerifikovany a interceluldry nebyly pozorovany
na zadném z fezl. Pro tyto druhy je spolecnym znakem mensi pramér stfedniho valce a zaroven
vSechny disponuji pomérn¢ tenkymi a kratkymi kotfeny ve srovnani s ostatnimi analyzovanymi
druhy podceledi Epidendroideae. Absence intercelular (a zaroven i piisluSnych ztencenin) by
tedy mohla byt spojena s variabilitou ve velikosti kofent, nicméné€ v tomto sméru nebyly v této
praci koteny kvantitativné hodnoceny. Jediny druh, u kterého byly pozorovany intercelulary
bez sousedicich ztencCenin byl druh V. planifolia. Zde by se op& mohlo jednat o disledek
odlisného evolu¢niho vyvoje nebo odlisné zivotni strategie, podobné, jak je diskutovano
v kapitole Diferenciace kotfene. Zaroven ale u tohoto druhu nebyly ve stfednim valci
pozorovany jednoznacné fotosynteticky aktivni chloroplasty, coZz by mohlo naznacovat, Ze
pritomnost ztencenin sousedicich s intercelularami souvisi s vyskytem chloroplastii ve sttednim
vélci. U vSech druhtl, u kterych byly pozorovany ztenCeniny sousedici s intercelularami, se
zaroven vyskytovaly i jednoduché ztenceniny v paru mezi dvéma sousedicimi buiikami,

ve kterych byly €asto pozorovany plasmodesmy.

Kolokalizace intercelular a ztenenin mize naznacovat jejich moznou funkci. Zda se
pravdépodobné, Ze systém interceluldr a pfilehlych ztenc¢enin by mohl plnit Glohu ve vyméné
plynt ve stfednim valci. Chloroplasty, které byly pozorovany v této oblasti, se vyskytuji
1 ve znacné sklerifikovanych a lignifikovanych buikéch, u kterych je prinik plynt skrz silnou
bunécnou sténu limitovany. Ultrastruktura chloroplasti je pfitom dobfe vyvinuta, coz

naznacuje fotosyntetickou aktivitu. Zarovenn se dle kvalitativniho pozorovani jejich vyskyt
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v této oblasti stfedniho valce nijak vyrazné¢ neméni v zavislosti na stafi kotene, kdy postupné
dochazi k vyvoji apoplastickych bariér a sklerifikaci stfedniho valce. Na zakladé dostupnych
dat nelze jednoznaén€ odhadnout, jak vyraznou bariéru piedstavuji apoplastické bariéry koteni
orchideji pro transport plynt. Nicmén¢, apoplastické bariéry blokuji nejen transport roztoki,
ale také plynt. Naptiklad u mokiadnich rostlin bylo pozorovano, ze hypodermalni apoplastické
bariéry mohou velice efektivné branit ztratdm kysliku z kofene (Armstrong et al., 2000; Soukup
etal.,2007; Kotula et al., 2009) a tém¢f jisté, ze v tom hraje vyznamnou roli suberin (Watanabe
et al., 2013; Ejiri & Shiono, 2019). Podobn¢ 1 diferencované vrstva endodermis v hlizkach
na kofenech bobovitych rostlin funguje jako efektivni bariéra pro nezadouci vstup kysliku
do vnitini oblasti hlizky (Witty et al., 1986; Becana et al., 1995). Lze tedy predpokladat, ze
transport plyna bude apoplastickymi bariérami a sklerifikaci stfedniho valce vyrazné¢ omezen
1 v kotenech orchideji. Ztenceniny sousedici s interceluldrami by potom mohly byt strukturou
umoznujici prinik plyni do sklerifikovanych bunék. Na druhou stranu je zvlastni, Ze
chloroplasty druhti s tenkymi kofeny bez intercelular vypadaji na prvni pohled velice podobné
jako u druht s tlust§imi kofeny, které maji ve stifednim valci intercelulary i sousedici

ztenceniny.

5.4 Funkce chloroplasti v kofenech orchideji

Pro tvahy o mozné funkci chloroplasti muize byt zajimava i samotnd existence
intercelular ve stfednim valci. Pokud totiz maji intercelulary slouzit k vyméné plynti bun¢k
sttedniho vdlce, tak je zcela zésadni otazka, s jakym okolnim prostfedim tyto buiiky plyny
vyméiuji. Jednak je mozné, ze by chloroplasty ve stfednim valci slouzily pouze k refixaci
lokalné respirovaného CO: a dochazelo by tedy pouze k vyméné plynti mezi prostorami
intercelular a samotnymi bunikami. Takova situace by se mohla podobat naptiklad tzv. CAM-
idling, kdy dochazi pomoci CAM metabolismu k refixaci CO2 v orgdnech vice méné
izolovanych od okolniho prostiedi (Fu & Hew, 1982; Sipes & Ting, 1985). Také je ale mozné,
ze budou bunky stiedniho valce vyménovat plyny bud’ s jinymi buiikami rostliny nebo

s vnéj§im prostredim.

V radidlnim sméru je stiedni véalec ohranic¢en dobfe diferencovanou endodermis, kterou
intercelulary neprostupuji. Pokud uvéazime pravdépodobnou roli apoplastickych bariér
v blokovéni difuze plynt (viz vySe), tak by mohlo dochédzet k vyméné plynt s buitkami
primarni kiiry pfedev§im skrze propustné buinky, které se v endodermis nachazely ve vSech

analyzovanych pozicich. MoZnost difuze plynt v axialnim sméru se mize jevit na prvni pohled
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malo pravdépodobnd vzhledem k dlouhé vzdalenosti. Zaroven neni zndmo, zda intercelulary
sttedniho valce vytvaii kontinuum propojené po celou délku kotene. Tuto moznost vSak nelze
na zéklad¢ dostupnych dat zavrhnout a transport plynt uvnitf téla rostliny na dlouhou
vzdalenost by nebyl nic vyjimecného. Naptiklad aerenchym vodnich a mokiadnich rostlin mtize
transportovat plyny celym kofenem (Colmer, 2002; Soukup et al., 2007). U pryti epifytické
orchideje Oncidium 'Aloha' bylo pozorovano zajimavé prostorové rozliseni fotosyntézy a s tim
souvisejici vymeéna plyni mezi listy a pahlizou pomoci systému aerenchymu okolo cévnich
svazkil (Rodrigues et al., 2013). Limitujici kapacita tenkych listti orchideje Oncidium 'Aloha’
pro skladovani organickych kyselin je kompenzovana pfesunem skladovani do sukulentnich
pahliz krytych kutikulou. V noci v pahlize probiha enzymem PEP-karboxylazou fixace COx,
ktery pochazi z listd i z respirace pahliz (Rodrigues et al., 2013). Béhem dne poté probiha
dekarboxylace organickych kyselin v pahlizach a transport CO; systémem aerenchymu do listi,
kde vstupuje do Calvinova cyklu (Rodrigues ef al., 2013). V listech této orchideje tak vlastné
probihd C3 metabolismus, zatimco v pahlizach ¢ast CAM souvisejici se syntézou a degradaci
malatu. Podobné¢ jako je zde aerenchym zapojen do vymény plynd mezi dvéma organy, mohly
by intercelulary ve stfednim vélci umoznit vyménu plynl napiiklad mezi kofenovou Spickou
a starS$imi ¢astmi kofene, nebo mozna i mezi stonkem a kotenem. Tyto moznosti v§ak vyzaduji

experimentalni ovéteni.

Pokud se vratime k hypotetické moznosti vymény plyni radidlnim smérem mezi
sttednim valcem a primarni kirou, tak bychom mohli uvazovat o subfunkcionalizaci
chloroplasti v téchto dvou oblastech, kterd by se mohla podobat vySe popsané
subfunkcionalizaci mezi pahlizami a listy. Vtom ptfipadé by pozorované rozdily
v ultrastruktufe chloroplastti stfedniho vélce a primarni kiry mély odpovidat vysledkiim
imunolokalizace enzymu PEP-karboxyldzy, kterd byla v této praci na kofenech orchideji
provedena zcela poprvé. Predpokladali jsme, Ze by se enzym PEP-karboxyldza mohl vyskytovat
pouze v jedné z téchto oblasti, jako je tomu kromé vySe zminéné orchideje rodu Oncidium
naptiklad také u C4 rostlin s véncitou (Kranz) anatomii listu, kde je enzym PEP-karboxylaza
pfitomny predev§im v mezofylovych builkkdch a kde se chloroplasty také odliSuji svou
ultrastrukturou (Sage, 1999; Pengelly et al., 2011). O to zajimavéjsi byl vysledek
imunodetekce, kdy byl pozorovan u obou druhti orchideji (4. javanica, N. spatulata) signal
pouze v propustnych bunkach exodermis a v buiikach pfilehlé vrstvy primarni kiry. V Zadnych
jinych castech kofene ani ve stfednim valci nebyl signal pozorovan. Reaktivita primarni
protilatky anti-PEPC byla ovéfena na kukufici, kde byla podobné jako v jinych studiich PEP-
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karboxylaza lokalizovana v mezofylovych buiikach, ve kterych u C4 rostlin s véncitou anatomii
dochazi k primarni fixaci CO» prave timto enzymem (Pengelly et al., 2011). Diky této pozitivni
kontrole 1ze pokladat signal v kofenech orchideji za relevantni, i kdyz je tieba jisté opatrnosti,
protoze reaktivita primarni protilatky detekujici PEP-karboxyldzu je vyrobcem (Agrisera)
deklarovana pro pomérné Siroké spektrum druhti véetné kukufice, ale ne konkrétné pro
orchideje. Z vysledku lze tedy prozatim uzavfit, ze pokud se rozdilna ultrastruktura chloroplastii
sttedniho valce a primarni kiiry odrazi v jejich odliSnych funkcich, tak se tyto funkce vyrazné
nelis$i zapojenim enzymu PEP-karboxylazy. Naproti tomu se tim pravdépodobné odlisuji funkce

chloroplastti povrchovych vrstev primarni kiiry od chloroplast v hlubsich vrstvach.

Pro spekulaci 0 mozném vyznamu pozorované lokalizace enzymu PEP-karboxylaza je
potieba uvazovat o vrstvé exodermis, ktera mize hrat v pokrocilejSich stadiich vyvoje roli
vyrazné difuzni bariéry (Peterson & Enstone, 1996). Jiz bylo zminéno vyse, Ze naptiklad
u moktadnich rostlin funguje exodermis jako velmi u€inna bariéra proti radidlnimu Uniku
kysliku z kotfene (Armstrong et al., 2000; Soukup et al., 2007; Kotula et al., 2009). K vyméné
plynt mezi chlorenchymatickymi butikami primérni kiry a okolnim prostiedim (velamenem)
tedy miZe dochazet predevSim skrze propustné bunky exodermis. U vzdusnych kotenli se
na zakladné dosavadnich studii pfedpoklada, ze je zde nej€astéjsim typem fixace CO, CAM
metabolismus (Hew & Yong, 2004; Kerbauy et al., 2012), nicmén¢ se zde nachdzi znacné
mnozstvi otevienych otazek souvisejicich s kofenovym CAM metabolismem. Naptiklad zatim
nebylo objasnéno, jakym mechanismem mohou kotfeny bez priidduchti docilit nizkych ztrat CO»
pfi jeho uvoliiovani z malatu béhem dne, a proto byl pro CAM v kofenech orchideji zaveden
pojem tzv. astomatdlni CAM (ang. astomatal CAM; Cockburn et al., 1985). Autofi navrhli
vysvétleni, Ze nizké ztraty CO, mohou byt zpiisobeny urc¢itou rovnovahou mezi dekarboxylaci
malatu a refixaci enzymem Rubisco (Cockburn et al., 1985). Imunodetekce PEP-karboxylazy
v propustnych buinikach ale mize pfinést zcela novy pohled na tuto problematiku. Jestlize je
vyskyt enzymu PEP-karboxylaza zacilen ptfimo do propustnych bunék a jejich okoli, tedy
k mistu vstupu plynt do kofene, mohl by v tomto misté hrat dilezitou roli v omezeni ztrat CO2
uvolnéného pii dekarboxylaci malatu. Zaroven spolu se zabranou ztrait CO, by PEP-
karboxylaza v propustnych bunikdch mohla provadét primarni fixaci CO: a radialn€ do stfedu
kotene by mohly byt poté symplastem transportovany vyprodukované metabolity (napf. malat)
podobné¢ jako pti C4 metabolismu. V tomto piipad€ by se ale také mohla lisit ultrastruktura
nejen chloroplastt stiedniho valce a primarni kiiry, ale 1 samotné chloroplasty v primarni klife
by mohly vykazovat subfunkcionalizaci a s ni spojené odlisnosti v ultrastruktuie. V této praci
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nicmén¢ chloroplasty v povrchovych vrstvach primarni kiiry nebyly studovéany. Dalsi potiebné
informace pro objasnéni odli$nosti ultrastruktury chloroplastii v kofenech by mohla piinést
napfiklad imunodetekce dalSich  fotosyntetickych enzymi (napf. Rubisco i

malatdehydrogenaza).
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6 Zavér

I kdyz je v literatufe pfitomnost chloroplastli ve stfednim valci vzdusnych kofeni
popisovana zcela vyjimecné, jedna se o Casty znak. U epifytickych orchideji podceledi
Epidendroideae jsem chloroplasty ve stfednim valci pozorovala u vSech zkoumanych druht,
takze jsou tu pravdépodobné spise pravidlem nez vyjimkou. U zastupcl bazalni podceledi
orchideji Vanilloideae tento vyskyt nicméné nebyl zcela jednoznacny a pozorovani piineslo
mnoho otevienych otazek. U této podceledi jsem chloroplasty ve stfednim valci pozorovala
pouze u nekterych druhti a je mozné, Ze jejich vyskyt zde je u kazdého jedince ¢i kofene
specificky. Kofeny tohoto rodu také obsahovaly neznamé organely, které dosud nebyly
v kofenech popsany. Miize se dle dostupnych studii jednat naptiklad o tzv. fenyloplasty ale také

tieba o stadia rediferenciace chloroplastli na jiné plastidy.

Kofeny vSech zkoumanych orchideji vytvaieji vyrazné apoplastické bariéry, coz miize
chloroplasty stfedniho valce izolovat od primarni kiiry. Se zvySujici se vzdalenosti od kofenové
Spicky se bunky apoplastickych bariér (endodermis, exodermis) rychle vyviji do tercialniho
stddia a pravdépodobné tak zlistdva mozny transport plynl pouze skrze propustné bunky.
Vzorec diferenciace kotenil je u vSech druht shodny, ale koteny V. planifolia diferencuji
pomaleji nez kotfeny zkoumanych druht podceledi Epidendroideae. Vyskyt chloroplastt
ve stftednim valci se pravdépodobné se stafim kofene a s vyvojem apoplastickych bariér vyrazné
nemeni, coz je zajimavé také vzhledem k vyrazné sklerifikaci stifedniho valce. Distribuce plyni
k chloroplastiim v siln¢ sklerifikovanych bunikach by v§ak mohla byt umoZznéna jednoduchymi
ztenc¢eninami, které sousedi piimo s interceluldrami. Tyto ztenCeniny jsem pozorovala u fady

druhti podéeledi Epidendroideae.

Poprvé byl proveden také detailni ndhled na ultrastrukturu chloroplastli z oblasti
sttedniho vélce a primarni kary. Chloroplasty stfedniho valce i primarni kiiry maji dobie
vyvinutou ultrastrukturu, coZ naznacuje, Ze by se mohly uplatiiovat ve fotosyntéze. I presto, ze
bylo provedeno pouze kvalitativni hodnoceni, zjistila jsem vyrazné rozdily mezi chloroplasty
sttedniho valce a chloroplasty primarni kiiry, takze je pravdépodobné, Ze se funkce chloroplastt

v téchto dvou oblastech kotene odlisuji.

Imunolokalizace fotosyntetického enzymu PEP-karboxyldza odhalila u dvou
zkoumanych druht jeji specificky lokdlni vyskyt v oblasti propustnych bunék exodermis

a prilehlych bun¢k primarni kiry. Tento piekvapivy vysledek ukazuje, Ze se nemusi liSit pouze
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uloha chloroplasti sttedniho valce od chloroplastti primarni ktry, ale mohlo by dochazet

k subfunkcionalizaci chloroplastll v rdmci primarni kary.

Z dosavadnich vysledkt 1ze vyvodit, Ze tiloha chloroplastti v oblasti stfedniho valce je
patrn¢ odliSna od tlohy chloroplastii v primarni kiife, nicméné je potfeba mnoho dalSich
experimentl pro zodpovézeni otazek tykajicich se fotosyntézy vzdusnych kotfenti. V dalsi praci
se planuji zaméfit na optimalizaci zpracovavani vzorkli na TEM, kterd by umoznila v prvni fadé
nezbytné kvantitativni vyhodnoceni ultrastruktury chloroplastti, dale na imunodetekci dalSich
vybranych fotosyntetickych enzymu a na biochemické prostudovani procesti, které¢ probiha;ji

v riznych vrstvach kotene.
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