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Abstrakt

Sorbitol fadime mezi linedrni cukerné alkoholy, ktery spolu se sacharézou patfi mezi primarni
fotosyntetické produkty u celedi Plantaginaceae. Oba tyto sacharidy jsou také vyuzivany pro alokaci
fotosynteticky fixovaného uhliku na dlouhou vzdalenost floémem. Mnoho druh( rostlin akumuluje
cukerné alkoholy pfi stresu ze sucha nebo zasoleni, ¢imZ se zvySuje jejich odolnost vi¢i danému
stresu. Cilem diplomové prace bylo popsat vybrané metabolické a strukturni rozdily se zamérenim
na bilanci sacharézy a sorbitolu mezi dvéma druhy jitrocele, glykofytnim Plantago lanceolata a
halofytnim Plantago maritima s odliSnymi Zivotnimi strategiemi. Rostliny byly péstovany
v hydroponii v nddobach Araponics. Predchozi vysledky tymu ukazuji, Ze sorbitol je, ve srovnani se
sacharézou, v listech jitrocele akumulovan az do desetindsobnych koncentraci, coz je jesté
prohloubeno plsobenim stresu, napriklad ze zasoleni. Jiny pomér sachardzy a sorbitolu ale rostlina
udrzuje ve vodivych pletivech a jiny pomér téchto dvou hlavnich fotoasimilatl se nachazi i ve
floému. Predkladand prace vychazi z predpokladu, Ze odolnost P. maritima souvisi s rozdilnou
distribuci asimilat( po rostliné i jejich rozdélovanim mezi metabolicky, skladovaci a transportni pool
v ramci produkéniho listu, coZ se projevuje i za nestresovych podminek. U obou druhd jitrocele jsem
zjistovala rozdily v rychlosti rdstu za standardnich podminek, sledovala a porovnavala pfidélovani
sacharidl po rostliné s ohledem na celkové mnozstvi i podily jednotlivych sacharidd ve spektru
(analyza mladého listu, produkéniho listu, koten(, jimani exudatd produkéniho listu a analyza
vodivych pletiv). Dale jsem sledovala zastoupeni rozpustnych sacharidi a skrobu v dennim rytmu
v produkénim listu. PfestoZze nebyly pozorovany vyrazné odliSnosti v rychlosti Cisté fotosyntézy,
druhy se liSily rychlosti rlstu — glykofytni zastupce rostl rychleji nez halofyt. Rozdily byly také zjistény
v pfidélovani sacharidl jednotlivym organim, druh P. maritima akumuloval vice rozpustnych
sacharidd (véetné sorbitolu) v listech nez P. lanceolata, a druhy se lisily také v hospodareni se
sacharidy v prlibéhu denniho cyklu, kdy si rostliny P. maritima zachovavaly vétsi zasoby v podobé

Skrobu na konci temné periody.

Klicova slova: Plantago lanceolata, Plantago maritima, sorbitol, rlstové charakteristiky,

sacharidova bilance, floémové exudaty, rychlost Cisté fotosyntézy



Abstract

Sorbitol is a linear sugar alcohol which is, together with sucrose, the primary photosynthetic
product in the Plantaginaceae family. Sorbitol and sucrose are used for long-distance transport of
photosynthetically fixed carbon via phloem. Many plant species accumulate sugar alcohols during
drought or salt stresses, and it leads to higher tolerance to these stress conditions. The aim of this
diploma thesis is to describe selected metabolic and structure differences with a focus on the
sorbitol and sucrose balance, in two Plantago species — glycophytic Plantago lanceolata and
halophytic Plantago maritima, which differ in life strategies. The plants were cultivated
hydroponically in Araponics boxes. Previous results of our team show, that sorbitol accumulates in
Plantago leaves up to ten-times higher concentrations compared with sucrose. This difference is
deepened when the plants are exposed to salt stress. Sorbitol to sucrose ratios vary between
vascular tissue and phloem sap. We assume that increased salt tolerance of P. maritima is based
on the different distribution of assimilates through the plant, and by their partitioning between
metabolic, storage and transport pools in mature leaf, which also manifests under non-stress
conditions. In both genotypes, | compared growth rates under standard conditions, determined and
compared the distribution of assimilates with respect to the total amount and proportions of
individual carbohydrates in the spectrum (analysis of mature and young leaves, roots, phloem
exudates and vascular tissue analysis). Last but not least | described the diurnal dynamics of soluble
sugars and starch in mature leaves. Although not many differences were found in net
photosynthetic rates, the two studied genotypes differed in growth rates — glycophytic species grew
faster than the halophytic one. | observed differences also in saccharide allocation to individual
organs, the P. maritima leaves contained more soluble sugars (including sorbitol) than P. lanceolata
plants. The genotypes varied in diurnal carbohydrate balance, when P. maritima plants preserved

larger amount of starch compared to P. lanceolata at the end of the night.

Key words: Plantago lanceolata, Plantago maritima, sorbitol, growth characteristics, carbohydrate

balance, phloem exudates, net photosynthesis rate



Seznam poutzitych zkratek

CC Pravodni burika floému (companion cell)

CC/SE Komplex pravodnich bunék a sitkovych elementi

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

HXK1 Hexokinaza 1

PAR Fotosynteticky aktivni zafeni (photosynthetically active radiation)
PmAQP1 Akvaporin u Plantago major

PmPLT1 a PmPLT2 Transportéry sorbitolu u Plantago major (polyol transporter)
PmPMA?2 H*-ATPaza u Plantago major

PmSPS1 Sachardzafosfatsyntaza u Plantago major (sucrose-phosphate synthase)
PmSUT2 Transportér sachardzy u Plantago major (sucrose transporter)

Pn Rychlost Cisté fotosyntézy (net photosynthetic rate)

RFO Sacharidy rafindzové fady (raffinose family oligosaccharides)

ROS Reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

SDH Sorbitoldehydrogenaza

SE Sitkové elementy (sieve elements)

SLA Specificka listova plocha (specific leaf area)

SLADW Specificka listova plocha vztazena na suchou hmotnost

SLAFW Specificka listova plocha vztaZzena na Cerstvou hmotnost

SPP Sacharézafosfatfosfatdza (sucrose-phosphate phosphatase)

SPS Sachardzafosfatsyntaza (sucrose-phosphate synthase)

SuSy Sacharézasyntaza

SUT Transportér sachardzy (sucrose transporter; oznaceni podle Pommerrenig

et al. (2020))

SWEET Transportér sachardzy (sugar will eventually be exported transporter)
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1. Uvod

Rostliny jsou, jakoZto pfisedlé organismy, béhem svého Zivota vystaveny rlznym nepfiznivym
podminkam prostredi, které mohou vést k dramatickému omezeni rlstu ¢i az k jejich Udhynu.
V soucasnosti jsou nejvétsSim problémem zemédélské produkce abiotické stresy, zejména pak
nedostatek vody, ktery se velmi ¢asto objevuje v kombinaci se zasolenim pUdy. Zasoleni pld se déli
na primarni, tedy pfirodniho plivodu, a sekundarni, které je zplsobené Cinnosti ¢clovéka (Ondrasek
etal., 2011). Zasolenim a nedostatkem vody jsou zasaZeny prevazné aridni a semiaridni oblasti, kde
je nedrodna az 1 miliarda hektarl pidy (Kuiper and Bos, 1992). Se stejnym problémem se potyka
20 % zavlaZovanych oblasti na svété a toto Cislo bude dale narlstat (FAO, 2015). Zvysujici se
koncentrace soli v ptidé je skodliva pro vSechny slozky padniho ekosystému, coZ ale dale zpétné
ovliviiuje rlst a vyvoj rostlin. Celosvétoveé se tak plsobenim zasoleni vyznamné snizuje zemédélska
produkce. Nicméné svétova populace neustdle roste a odhaduje se, ze okolo roku 2050 pfekroci 9
miliard lidi a pozadavek na produkci potravin se zvysi, a to témér o 60 %. Vyzkumy se proto ¢im dal
vice zaméruji na Slechténi novych odrid plodin, které by zajistily zvySujici se poptavku po
potravinach, a to i za nepfiznivych podminek prostfedi. Oblasti zajmu jsou také mechanismy a
technologie, které by zmirnily zasoleni a znovu zurodnily zasazené pldy. Soucasny stav

problematiky véetné detaill k vySe uvedenym odhadlim shrnuje prace Sahab et al. (2021).

Rostliny vyskytujici se na zasolenych stanoviStich maji problémy s nedostupnosti vody
zpUsobenou nepfiznivym gradientem vodniho potencidlu mezi cytosolem bunék a pldnim
roztokem, toxicitou nékterych iontd a se zhorsenim vlastnosti samotné pUdy. Rostliny, které nejsou
na takovéto prostfedi adaptované a vyssi mnoZstvi soli je pro né toxické, se nazyvaji glykofyty. Mezi
né patfi vétsina kulturnich plodin a z ostatnich rostlin je to napfiklad modelova rostlina husenic¢ek
rolni (Arabidopsis thaliana). Mnohé rostlinné druhy pfizpUsobily v prlibéhu evoluce své Zivotni
funkce nepfiznivym podminkdm a dokazi v takovém prostiedi dokoncit vyvojovy cyklus. Tyto
rostliny se nazyvaji halofyty a mechanismy jejich tolerance jsou ¢astym objektem studia s cilem

vyuzit ziskané poznatky pfi Slechténi novych druh( rostlin.

Rod Plantago (Celed Plantaginaceae) zahrnuje témér 300 druh( rostlin, mezi kterymi jsou
glykofyty i halofyty. Z tohoto dlivodu jsou jitrocele vhodné pro porovnavaci studie, protoze i kdyz
jsou blizce pfibuzné, maji odlisné Zivotni strategie, diky kterym se také lisi toleranci k solnému
stresu. Jako modelové druhy byly pro tuto diplomovou praci zvoleny druhy jitrocel kopinaty
(Plantago lanceolata) a jitrocel ptimorsky (P. maritima). Cilem mé prace bylo prispét k objasnéni
metabolickych a strukturnich rozdilG mezi obéma druhy, které by mohly vést k rozdilné toleranci ke

stresu ze zasoleni.



1.1 Cil prace
Cilem této diplomové prace je popsat vybrané metabolické a strukturni rozdily mezi dvéma druhy

rodu Plantago, glykofytnim P. lanceolata a halofytnim P. maritima, a to se zaméfenim na
sacharidovou bilanci - syntézu asimilatd a jejich pridélovani jednotlivym orgdniim a rozdélovani do

raznych poolll — coZ miZe predstavovat zaklad pro odlisSnou toleranci obou druht ke stresu zasoleni.

Dilci cile

e Porovnani rastovych rychlosti za standardnich podminek

e Sledovani distribuce a alokace sacharidi u obou druhi s ohledem na celkové mnoZstvi i
podily jednotlivych sacharidl ve spektru — pomoci analyzy mladého listu, produkéniho listu,
kofen(, jimani exudatl produkéniho listu a analyzy stavby vodivych pletiv

e Sledovani denni dynamiky obsahu a spektra rozpustnych sacharidi a Skrobu v produkénim

listu

Hypotézy
Sledované druhy jitrocele s odliSnou toleranci k salinité se lisi za nestresovych podminek

e rGstovymi rychlostmi
e fotosyntetickou kapacitou

e rozdélovanim sacharidl mezi metabolicky, transportni a skladovaci pool v ramci
produkéniho listu
e distribuci sacharidl (sachardzy a sorbitolu) po rostliné a jejich akumulaci v riiznych

organech

e rychlosti/G¢innosti transportu na dlouhou vzdalenost



2. Literarni prehled

2.1 Charakteristika rodu Plantago
Jitrocele (Plantago sp.) jsou nejvétsim rodem celedi jitrocelovité (Plantaginaceae) a patfi mezi

vyznamné |écivé byliny v tradi¢ni i v moderni mediciné. Bylo zjisténo, Ze obsahuji fadu biologicky
aktivnich slouc¢enin, napfiklad fenylpropanoidni glykosidy, triterpeny, flavonoidy, fenolické latky a
také polysacharidy ziskané z mucigelu, ktery je produkovan osemenim. Extrakty z listd se tradi¢cné
prikladaly na kozni poranéni a urychlovaly jejich hojeni. Jitrocele se vyuzivaji jako potravina, doplnék
stravy na podporu traveni, v nékterych zemich se pridavaji do salatd a polévek, a nékteré druhy se
pouzivaji jako krmivo pro zvifata za Ucelem zlepseni jejich zdravi a snizeni nutnosti vyuZivani
antibiotik (Samuelsen, 2000; Gongalves and Romano, 2016). Jitrocel vétsi (P. major) je diky svym
[éCivym ucinkdm nejvyuzivanéjsim druhem jitrocele na svété. Prispiva k lepsimu hojeni ran, vylééeni
kozZnich infekci, travicich a respiracnich onemocnéni a pomaha ke zmirnéni bolesti (Samuelsen,
2000). Mezi vyznamné |écivé byliny se fadi i jitrocel kopinaty (P. lanceolata). Ten urychluje hojeni
pouziva zejména k 1éébé onemocnéni dutiny Ustni, krku a hornich cest dychacich a pfi koznich

onemocnénich (Oloumi et al., 2011).

Vétsina druhd jitrocell jsou malé byliny s eliptickym tvarem list( a kvétenstvim v podobé
klasu (Goncalves and Romano, 2016). V diplomové praci se vénuji dvéma druhlm jitrocell —
glykofytnimu jitroceli kopinatému (Plantago lanceolata) a halofytnimu jitroceli pfimofskému (P.
maritima). Pro tyto dva druhy plati, Ze to jsou vytrvalé byliny s listy v pfizemni rlZici, se soubé&Znou
Zilnatinou a nevyraznym rapikem. Rozdil je ve tvaru a struktufe listu — P. lanceolata ma listy
kopinaté s vétsi listovou plochou, zatimco P. maritima je ma Carkovité a duznaté. To odrazi adaptaci
P. maritima na stanovisté, na kterych se vyskytuje, coZ jsou skdly na morskych pobfeZich a v okoli
brakickych mokrad(. P. maritima se tedy fadi mezi halofytni rostliny, které jsou adaptované na
zasoleni a stim souvisejici nedostatek vody (botany.cz, 2007, 2019; Kuiper and Bos, 1992).
Dalezitym anatomickym znakem jitrocell je pritomnost endodermis okolo cévnich svazkd listl

(Trapp, 1933).

Cévni svazky nadzemni ¢asti sledovanych druhi jitrocelll jsou bikolateralni s centralné
umisténym xylémem, abaxidlnim a adaxidlnim floémem, pfitomny jsou prlvodni a
parenchymatické buriky. Parenchymatické buriky maji relativné hustou cytoplazmu, velky pocet
mitochondrii, malé chloroplasty a osahuji Skrobova zrna. Podobné je tomu u privodnich bunék,
které ale maji plastidy s vytvofenym vnitfnim membranovym systémem, nemaji Skrobova zrna a

vakuoly jsou vétSinou mensi neZ u parenchymatickych bunék (Pommerrenig et al., 2007; Reidel et



al., 2009). Modifikované parenchymatické buriky floému jsou specializované jako tzv. transferové
bunky (popsany u Plantago ovata a P. lagopus) (Pate and Gunning, 1969), které maji roli v nakladani

sacharidl do floému.

UvaZovanych mechanismi, které zprostfedkovavaji odolnost halofytnich jitrocell
k zasoleni, je cela fada. Jako prvni byva pfi vystaveni stresu inhibovan rlst rostlin, coZ je ale dlsledek
pUsobeni vétsiny abiotickych stresd. Zasoleni ma vliv na morfologii kofen(, u rostlin P. maritima
doslo pri zvySeni koncentrace soli v plidé ke zvyseni akumulace biomasy a prodlouZeni korent
(Rubinigg et al., 2003). Rostliny rodu Plantago nemaji na listech solné Zlazky, proto je jednou
z moznosti, jak regulovat mnoZstvi soli, senescence listl, kterou vyuZiva napfiklad P. maritima
(Sheehy Skeffington and Jeffrey, 1988), nebo sukulence listll popsana u P. crassifolia (Vicente et al.,
2004). Tolerance k zasoleni zavisi ve velké mife na kompartmentalizaci toxickych iont( v burice.
Tolerantni rostliny maji schopnost akumulovat Na* a ClI" ve vakuole, ¢imZ zabrani inhibici
metabolickych procesl (Flowers et al., 1986). K uloZeni sodiku do vakuoly slouzi Na*/H* antiportery
na tonoplastu. U glykofytnich rostlin P. media doslo se zvysujici se koncentraci soli k poklesu aktivit
enzymU superoxiddismutdzy, kataldzy a askorbatperoxidazy, naopak u P. maritima aktivity viech
zminénych enzymu vzrostly a pfedstavovaly ochranu pfed oxidativnim stresem (Hediye Sekmen et
al., 2007). Udrzeni osmotické rovnovahy v cytoplazmé vyzaduje syntézu a akumulaci kompatibilnich
solutd, které neinhibuji metabolismus ani pfi vysokych koncentracich. U rostlin jsou to pfedevsim
polyoly (glycerol, sorbitol, manitol; detailnéji budou probrany v nasledujici kapitole), sacharidy
(sachardza, fruktany a sacharidy rafinézové fady (RFO)) a nékteré aminokyseliny a jejich derivaty
(prolin, glycinbetain). Jsou syntetizovany fadou druh(, nejen halofyty, jako univerzalni odpovéd na
negativni podminky prostfedi, tedy i osmoticky stres (Flowers et al., 1986; Bohnert and Jensen,

1996).

2.2 Cukerné alkoholy

Cukerné alkoholy jsou formy monosacharid(, které vznikaji redukci aldo- nebo ketoskupiny
cukru na odpovidajici hydroxylovou skupinu. Rada rostlin je syntetizuje soub&?né se sacharézou
jako primarni produkty fotosyntézy (Noiraud et al., 2001; Pommerrenig et al., 2007). Jsou to
neredukujici sacharidy (Bohnert et al., 1995), které mohou byt linearni (nazyvané také acyklické
polyoly nebo alditoly), nebo usporadané do kruhu (cyklické polyoly, cyklitoly). U vyssich rostlin bylo
nalezeno 17 linearnich cukernych alkoholt, nejméné 13 z nich se nachazi u rostlin krytosemennych.
Nejbéznéjsi linearni polyoly u rostlin jsou Sestiuhlikaté hexitoly manitol (odvozeny od mandzy;

syntetizovan napfiklad zastupci celedi mitikovité (Apiaceae) a olivovnikovité (Oleaceae)), sorbitol



(odvozeny od glukdzy; u zastupcl celedi jitrocelovité (Plantaginaceae) a rliZovité (Rosaceae)) a
galaktitol (odvozeny od galaktézy; u zastupcl Celedi jesencovité (Celastraceae)). Z cyklitoll je
nejrozsirenéjsi myo-inositol, ktery ale na rozdil od vySe jmenovanych polyol(i neni primarnim
produktem fotosyntézy. U vSech dosud popsanych zastupct rostlin produkujicich a transportujicich
polyoly jsou cukerné alkoholy vZdy doprovazeny sachardzou, u rostlin obecné nejzastoupenéjsim
sacharidem (Noiraud et al., 2001; Pommerrenig et al., 2007). Udrzeni kompletni a na prvni pohled
zastupitelné syntetické, degradacni a pravdépodobné i signalizacni drahy sachardzy a cukerného
alkoholu se v evoluci zachovalo u nepfibuznych skupin rostlin. PfestozZe je to jisté spojeno s mnoha
vydaji, musi z toho mit rostliny dlleZity prospéch. V této oblasti mame vsak informaci velmi malo a

této problematice jsme stale nebyli schopni plné porozumét.

Stejné jako sacharéza slouzi zminéné polyoly k transportu energie a uhliku na dlouhé
vzdalenosti floémem (Noiraud et al., 2001). Kromé transportu maji cukerné alkoholy dalsi dvé
vyznamné funkce, které se uplatiuji predevsim pfi stresu — G¢ast na osmotickém pFizplsobeni a
osmoprotekce (Bohnert et al., 1995). Pti osmotickém pfizplsobeni funguji polyoly jako typické
kompatibilni soluty, které se pfi stresu hromadi v cytosolu do vysokych koncentraci. Snizuji
osmoticky potencial bunééného obsahu a umoznuji rostliné ziskavat vodu, i kdyz je v prostredi jeji
dostupnost sniZzend (Bohnert et al., 1995; Giri, 2011; Sharma et al., 2019). Vyhodou téchto sloucenin
je, Ze pfi investici stejného mnoZzstvi uhliku plsobi ve srovnani se sacharézou zhruba dvojnasobny
pokles osmotického potencidlu, a pfi degradaci poskytuji vétSi mnoistvi energie. Jako
osmoprotektanty stabilizuji bunécné struktury a proteiny (Smirnoff and Cumbes, 1989; Vernon et
al., 1993; Bohnert et al., 1995). Déle je jejich funkci zhaseni reaktivnich forem kysliku (ROS), které
zpUsobuji peroxidaci lipid(i a poskozuji fotosynteticky aparat (Smirnoff and Cumbes, 1989; Bohnert
et al., 1995; Bartels and Sunkar, 2005; Sharma et al., 2019). V neposledni fadé polyoly také zvysuji
mobilitu boru. Bor je mikroprvek, ktery fadime mezi vyznamné a unikatni rostlinné Ziviny, a to kvl
velmi tzkému rozpéti koncentraci, kdy je pro rostlinu esencialni, pfi vyssich hladinach je uz toxicky.
Cukerné alkoholy tvoti s borem komplexy v listech, coZ bylo prokazano napfiklad u hrusné a jabloné
(Brown and Hu, 1996). Bor tak nemuzZe tvofit komplexy s nerozpustnymi slouc¢eninami, a tim se

zvySuje jeho pohyblivost (Brown and Hu, 1996).

Jitrocele patfi mezi ty rostlinné modely, které kromé sachardzy, produkované a
transportované vsemi vysSimi rostlinami, syntetizuji a transportuji na dlouhou vzdalenost ve znacné
mite také cukerny alkohol sorbitol (Pommerrenig et al., 2007), kterému bude vénovana nasledujici

kapitola.



2.2.1 Sorbitol
Sorbitol je, jak uz bylo zminéno vyse, jednim z nejrozsifenéjsich linearnich cukernych alkohol(. Je

odvozeny od glukdzy, u které doslo k preméné aldehydické skupiny na hydroxylovou skupinu.
Poprvé ho izoloval ve druhé poloviné 19. stoleti francouzsky chemik J. Boussingault z jefabu ptaciho.
Sorbitol se nachazi u zastupcu Celedi rizZovité (Rosaceae), napfiklad u broskvoné (Prunus persica) a
jabloné (Malus domesticus), dale také u prislusnik( celedi jitrocelovité (Plantaginaceae), napfiklad
u jitrocele vétsiho (Plantago major) (Bieleski, 1982; Noiraud et al., 2001; Williamson et al., 2002).
U Celedi Rosaceae je tato problematika dobte prostudovand, naopak u Plantaginaceae mame
informaci zatim velmi malo. U nékterych zastupcll ¢eledi Rosaceae tvofi sorbitol ve fotosynteticky
aktivnich pletivech 60 aZz 80 % vsech rozpustnych sacharidd (Bieleski, 1982; Zhang et al., 2014). U
Plantaginaceae (vysledky experimentl s P. coronopus) je zastoupeni sorbitolu podobné - tvofi az 70
% vSech rozpustnych sacharid( v listech (Smekens and Van Tienderen, 2001). Sorbitol je vyznamnou
sloZkou spektra také u ostatnich z hlediska sorbitolu popsanych druh( jitroceld. Vétsina informaci
o sorbitolu u zastupcl celedi Plantaginaceae je ziskana studiem jitrocele vétsiho (Plantago major),
coz je robustni, rychle rostouci vytrvala bylina, kterd je schopna akumulovat v listech sorbitol do
vice neZ desetindsobnych koncentraci v porovnani se sacharézou (Pommerrenig et al., 2007,
Nadwodnik and Lohaus, 2008). Informace o metabolismu sorbitolu u dvou sledovanych druhi P.
lanceolata a P. maritima jsem nenalezla témér zadné (Briens and Larher, 1983; Nadwodnik and

Lohaus, 2008).

Na bunécné urovni se sorbitol nachazi ve stromatu chloroplast(, v cytosolu a ve vakuole
mezofylovych bunék (Nadwodnik and Lohaus, 2008). Syntéza sorbitolu je dvoukrokova, probiha v
produkénich listech a vychazi z glukdza-6-fosfatu. Ten je pomoci NADPH-dependentni reduktdzy
pfeménén na sorbitol-6-fosfat a ndsledné dochazi k defosforylaci pomoci sorbitol-6-fosfatfosfatazy
za vzniku sorbitolu. Utilizaci sorbitolu v sincich zajistuje enzym sorbitoldehydrogenaza (SDH), ktery
oxiduje sorbitol na fruktédzu (Negm and Loescher, 1981; Zhou et al., 2003; Pommerrenig et al.,
2007). U Rosaceae je popsana navic i degradace pomoci sorbitoloxidazy, kterd oxiduje sorbitol na
glukézu (Yamaki, 1980). Z hlediska udrZzovani redoxni balance je daleZité pfipomenout fakt, Ze pfi
syntéze sorbitolu dochazi prijetim elektrond k pfeméné NADPH/H* na NADP*. Pfi stresu se ve
fotosystémech hromadi elektrony, které se mohou timto zplsobem ucinné odcerpdvat a snizi se
tak riziko vzniku ROS. Také je to vyhodné pri degradaciv sinku, kdy je ze sorbitolu vyssi zisk energie,
nez pfi zpracovani stejného hmotnostniho mnozstvi sachardzy (Pharr et al., 1995). Vysledky analyzy
obsahu sorbitolu v cévnich svazcich a mezofylovych bunkach ukazaly, Ze pti zasoleni dochazi az

k pétinasobnému nartstu obsahu sorbitolu v cévnich svazcich (v mezofylovych burikach se jeho



koncentrace také zvysila, ale ne tak vyrazné). ZvySeni obsahu sorbitolu ukazuje na zvySenou

biosyntézu sorbitolu a/nebo na jeho snizenou oxidaci (Pommerrenig et al., 2007).

2.3 Vztahy zdroje a sinku
Fotoasimilaty jsou produkovany prevainé fotosynteticky aktivnimi zdrojovymi pletivy, ale export

zdroje uhliku a energie mUze byt také vysledkem mobilizace zasob ve skladovacich organech, jako
jsou napriklad kofeny, hlizy nebo zasobni stonky. Sinky jsou pak pletiva, kterd jsou zavisla na
dodavce uhliku a energie ze zdrojovych pletiv (Smith and Stitt, 2007; Lopez-Salmerdn et al., 2019;
Pommerrenig et al., 2020). Terminy zdroj a sink nepopisuji statické charakteristiky jednotlivych
organu a pletiv, ale zahrnuji dynamické vlastnosti a méni se v zavislosti na vyvoji nebo stresovych
podnétech (Lopez-Salmerdn et al., 2019; Pommerrenig et al., 2020). Oba typy pletiv, sinkové i
zdrojové, se mohou nachdzet v rdmci jednoho organu, napfiklad listu, kdy se vSechny jeho ¢asti
nevyvijeji zaroven - $picka listu mlzZe byt autotrofni, tedy zdroj, zatimco baze m3a stale jesté
charakter sinku (Loescher et al., 1982). V porovnani se zdroji jsou sinky vice rliznorodé, a to ve tvaru,
funkci i plasticité. Obecné mohou byt sinky rozdéleny na meristémy, vyvijejici se listy, koteny,
semena, plody, hlizy, cibule a fadu dalsich. Transport a metabolismus fotoasimilatl se maze lisit

mezi jednotlivymi sinky a jejich vyvojovymi stadii (Fernie et al., 2020).

2.3.1 Nakladani sacharid( do floému, transport a vykladani v sinku
Pro pochopeni hospodareni rostlin se sacharidy a jejich nasledny transport je uZitecné definovat

dva pojmy, a to rozdélovani a pfidélovani sacharid(l. Rozdélovani, nebo také distribuce, znamena
vlastni rozdéleni asimilatd mezi jednotlivé pooly/pfipadné typy sacharidl. Pridélovani sacharidi
jednotlivym organim/pletivdim neboli alokace, zahrnuje transport asimilovaného uhliku po
rostling, jeho uloZeni a vyuZiti. Hlavnim faktorem urcujicim rlst a vyvoj rostlin je transport sacharidi
od zdroju k sinkGim, ktery je dany efektivnim a kontrolovanym pridélovanim sachardzy a dalsich
sacharidd (naptiklad RFO a cukernych alkohol() rostlinnym orgdndm prostfednictvim floému
(Rennie and Turgeon, 2009; Lemoine et al., 2013). Az 80 % asimilovaného uhliku je z produkénich
listli exportovano. Pokud vazne export sacharidd floémem, zacnou se v listu hromadit a mGze dojit
ke snizeni rychlosti fotosyntézy (Lemoine et al., 2013). Oproti predpokladdm to neni svétlo ani
dostupnost vody, které rozhoduji. Nejvétsi ridici roli v pfizplsobeni téchto procest maji samotné

sacharidy, presnéji feCeno jejich vzorec hromadéni, vyCerpani, distribuce a typ (Blasing et al., 2005).



Nejcastéji pfijimanym vysvétlenim mechanismu transportu na dlouhou vzdalenost je
hromadny tok pohanény tlakovym gradientem, pldvodné navrieny E. Miinchem v roce 1930.
Sacharidy, které jsou syntetizovany v mezofylovych bunkach, putuji symplastem az do
parenchymatickych bunék floému, které jsou napojené na mezofylové buriky pomoci pocetnych
plasmodesmi s velkym SEL (prdchodnost plasmodesm(; z angl. size exclusion limit) (Turgeon,
2010). Protoze jsou sacharidy produkovany prevazné ve zdrojovych listech, musi byt
transportovany do ostatnich zavislych organ(. Existuji tfi mechanismy nakladani sacharidi do
floému — pasivni symplastické (pohyb ptes plasmodesmy podél koncentracniho gradientu; tento
typ nakladani u rostlin produkujicich sacharézu a sorbitol je zndzornén na obrazku 1A). DalSim
typem je polymerni past, kterd ovSiem ve své podstaté je cestou symplastickou (syntéza RFO
z prekurzor(, které jsou transportované do privodnich bunék floému (CC) symplasticky, CC jsou
funkéné odlisené, tzv. intermediarni buriky) a apoplastické nakladani (transport do apoplastu v okoli
CC a nasledné aktivni nakladani do CC proti koncentracnimu gradientu pomoci prenasecll; obrazek

1B) (Turgeon, 2010; Braun et al., 2014).

Sachardza

M Sorbitol
w Transportéry
sachardzy/sorbitolu

SWEET transportéry

j (" sacharézy/sorbitolu (7 “

Obrazek 1: Schématické znazornéni zplUsobl nakladani sacharidi do floému u rostlin
produkujicich sorbitol - jabloné domaci (Malus domestica; A) a jitrocele vétsiho (Plantago major;
B). MC — mezofylové buriky, CC — priavodni buriky floému, SE — sitkové elementy. A: Pasivni zplsob
nakladani sachardzy a sorbitolu vyZadujici propojeni bunék plasmodesmy a vysokou koncentraci
sacharidd v cytosolu mezofylovych bunék. B: Aktivni transport z apoplastu zprostfedkovany H*
symportery sachardozy a sorbitolu (Zluté a modré hvézdy na membrané). Tok sachardzy
z mezofylovych bunék do apoplastu je zajistén SWEET transportéry (Sugars Will Eventually be
Exported Transporters) (Zlutd zahnutd Sipka), podobny mechanismus je predpokladan i pro sorbitol
(modra zahnuta Sipka). Pfevzato a upraveno, Pleyerova et al. (2022).

Transport sacharidli musi byt specificky kontrolovan, zejména prostfednictvim cinnosti
transportérli, ale zaroven je fizen aktivitou zdrojovych (zejména fotosynteticky aktivnich) i
sinkovych pletiv. Akumulace sacharid( i jejich transport po rostliné je rozhodujici pro sacharidovou
signalizaci, kterd je podstatnou sloZzkou mechanismi kontrolujicich jednotlivé rlistové a vyvojové

procesy. Transportéry sacharidl jsou zdsadni pro koordinaci jejich alokace. Rostlina méni



transportni aktivity v zavislosti na vyvoji tak, aby vytvofila nebo naplnila sinky (Pommerrenig et al.,
2020). Zdroje a sinky jsou propojeny floémem, ktery slouzi k transportu latek na dlouhé vzdalenosti,
pricemz hlavni formou uhliku transportovanou floémem je nej¢astéji sacharéza. Kromé sachardzy

nékteré rostliny floémem transportuji také cukerné alkoholy a RFO (Rennie and Turgeon, 2009).

Vykladani sacharidd z floému muiZe probihat jak symplasticky, tak apoplasticky. O zptsobu
vykladani rozhoduje konkrétni sink a jeho vyvojové stadium. Pti dodani do sinkl jsou fotoasimilaty
z floému vykladany casto symplasticky skrze plasmodesmy propojujici okolni buriky (Braun et al.,
2014). V nékterych pfipadech muize také dochazet ke zméné apoplastického zplsobu vykladani na
symplasticky, naptiklad pfi tuberizaci bramboru (Viola et al., 2001). Zmény v rozdélovani uhliku a
»prepinani“ mezi symplastickou a apoplastickou cestou se objevuji v prlibéhu vyvoje i jako odpovéd
na podminky prostredi (Lemoine et al., 2013). Skladovacimi organy mohou byt napriklad koreny
nebo hlizy. Skladovany jsou casto polymery jako skrob v plastidech, nebo fruktany ve vakuole.
Rozpustné sacharidy mohou byt skladovany ve vakuolach, napfiklad ve stonkovych pletivech
cukrové trtiny. DalezZitymi sinky jsou, kromé skladovacich, také rostouci koreny, listy a vzrostné
vrcholy (Hedrich et al., 2015). U sink(, kde dochazi k bunécnému déleni a elongaci (tedy rdstu),
Casto dochazi ke stépeni sachardzy v apoplastu sténovymi invertdzami a vzniklé hexdzy jsou pomoci
hexdzovych transportérd transportovany do buriky. V sincich, které maji slouzit jako skladovaci, je

dominantni import nerozstépené sachardzy (Weschke et al., 2003).

2.3.2 Rozdélovani asimilovaného uhliku mezi sacharézu a sorbitol
Spektrum a mnoZstvi sacharidl na konkrétnim misté v rostliné je vysledkem koordinované aktivity

souboru enzym( degradace a syntézy, ale i efektivity transportnich pochod(. Vsechny tyto slozky
jsou neustale modulovany béhem vyvojovych procest i pfi plsobeni stresu. Zdroje a sinky se lisi
enzymatickou aktivitou. Ve zdrojich jsou aktivni zejména enzymy podilejici se na syntéze sachardzy,
tedy sacharézafosfatsyntaza (SPS) a sacharézafosfatfosfataza (SPP) (Rufty and Huber, 1983). SPS
vyuziva jako substrat pro syntézu sachardzy UDP-glukdzu a fruktoza-6-fosfat. Vznikly sacharéza-6-
fosfat je v dalSim kroku defosforylovan pomoci SPP a vznika sachardza (Ruan, 2014). Pro efektivni
prenos sachardzy pres membranu pfi nakladani do floému jsou nezbytné dva typy transportérd —
SWEET, které zajistuji transport sachardzy do apoplastu (Chen et al., 2012) a transportéry rodiny
SUT (terminologie podle Pommerrenig et al. (2020)) pro naloZeni sachardzy do privodnich bunék
(Gahrtz et al., 1994; Riesmeier et al., 1994). SUTy symportuji sachardzu s H a jejich aktivita je zavisla
na membranovém protonovém gradientu (Riesmeier et al., 1994; Sauer, 2007; Pommerrenig et al.,

2020). U rostlin produkujicich sorbitol jako primarni produkt fotosyntézy je ve zdrojovych pletivech



aktivni také enzym NADPH-dependentni alddza-6-fosfatreduktaza (A6PR) (Loescher et al., 1982).
V sincich je naopak vyssi aktivita enzym( podilejicich se na degradaci, pro sacharézu jsou to enzymy
invertaza (Stépi sacharézu na glukdzu a fruktézu) a sachardzasyntaza (Stépi sacharézu na UDP-
glukdzu a fruktdzu) (Barratt et al., 2009; Xu et al., 2012; Fernie et al., 2020). ProtoZe v pribéhu
vyvoje rostlin dochazi k preménam sink( na zdroje, méni se adekvatné i aktivita enzym(
uplatiiujicich se v metabolismu sachardzy a sorbitolu. To bylo potvrzeno u jabloné, kdy na jafe
dochazi k preméné mladych sinkovych listl na zdrojové, aktivita degradacnich enzymui sacharoézy
a sorbitolu v téchto listech klesala, zatimco aktivita enzym( podilejicich se na jejich syntéze rostla
(Loescher et al., 1982). Pokud rostliny rostou pfi neménnych podminkach prostredi, napfiklad pfi
konstantni délce dne, vlhkosti, teploté a dostatku zivin, pohybuji se zmény v jejich sacharidovém

metabolismu ve velmi malém rozpéti zavislém predevsim na dennim cyklu (Hummel et al., 2010).

ProtoZe je sorbitol, stejné jako sachardza, syntetizovan prevaziné ve zdrojovych listech, musi
byt transportovan do ostatnich pletiv. Sorbitol byl detekovan ve floému (Bieleski, 1982; Moing et
al., 1992; Zhang et al., 2014), predpoklada se proto, Ze je floémem transportovan na dlouhou
vzdalenost. Lokalizace cukrll a cukernych alkohol( v burice a jejich transport floémem byl studovan
u dvou druhd jitrocele, P. major a P. maritima. V ptipadé P. major byla ve stromatu chloroplast(,
v cytosolu a ve vakuole mezofylovych bunék zjisténa nizsi koncentrace sacharézy nez sorbitolu,
avsak ve floému byla situace opacnd. U P. maritima byla zjisténa nizsi koncentrace sachardzy nez
sorbitolu ve stromatu chloroplasti a ve vakuole a koncentrace téchto dvou sacharidi byly
v cytosolu a ve floému srovnatelné (Nadwodnik and Lohaus, 2008). Bylo navrZeno, Ze zastupci rodu
Plantago pravdépodobné vyuZivaji apoplasticky zplsob nakladani floému (obrazek 1B), a to na
zakladé existujiciho koncentrac¢niho gradientu sorbitolu mezi floémem a mezofylovymi bufikami
(Nadwodnik and Lohaus, 2008; Reidel et al., 2009). Nakladani sorbitolu do prlivodnich bunék
floému je zajisténo odpovidajicimi transportéry (Ramsperger-Gleixner et al., 2004; Pommerrenig et
al., 2007), jejichz aktivita mGze byt modifikovana v pfipadé vystaveni rostliny abiotickému stresu,
napfiklad zasoleni (Pommerrenig et al., 2007) nebo nedostatku boru (Pommerrenig et al., 2019).
Transportéry, které zprostfedkovavaji nakladani sorbitolu do floému u P. major, jsou H* symportéry
PmPLT1 a PmPLT2 (Ramsperger-Gleixner et al., 2004). Z vysledkl studie tymu Ramsperger-Gleixner
et al. (2004) vyplyva, Ze existuje urcitd vyvojova posloupnost v expresi genl pro transportéry
sachardzy a sorbitolu. U nejmladsich komplex( pravodnich bunék a sitkovych element( (tedy téch
nejblize xylému) dochazi nejdfive k expresi PmSUT2. Exprese obou PmPLT je zahdjena az
v pozdéjsich vyvojovych stadiich a je charakteristickd pro zdrojova pletiva (Ramsperger-Gleixner et
al., 2004). U P. major byl kromé PmSUT1 a PmSUT2 popsdn transportni protein tohoto typu i

v sitkovych elementech —PmSUT3. Tyto transportéry se liSi lokalizaci exprese, PmSUT1 se exprimuje
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pouze v kvétenstvich a nema tedy roli v nakladani floému (Gahrtz et al., 1996). PmSUT2 a PmSUT3
se nachazi v prlvodnich burikach a lisi se afinitou k sacharéze (vyssi afinita u PmSUT3) (Barth et al.,
2003). Predpoklada se, Ze by to mohl byt mechanismus k regulaci nakladani a vykladani sachardzy
béhem transportu floémem a v apoplastickém vykladani do sinkd (Ramsperger-Gleixner et al.,

2004).

2.3.3 Regulace alokace sacharid(
Rlst a vyvoj sinku je zavisly na dodavce sachardzy (nebo jinych sacharidd) floémem. Tim se mezi

sinky vytvari systém priorit. Ve vegetativni fazi jsou hlavnimi sinky kofeny a mladé listy, v pozdéjsich
fazich (obdobi reprodukce) jsou to potom hlizy, plody a semena (Wardlaw, 1990; Lemoine et al.,
2013). Optimalizace souhry mezi sinky a zdroji ma zasadni vyznam pro pokrok ve slechténi, coz
potvrzuje i fakt, Ze napfic¢ staletimi Slechténi byly vybirdny odrtdy s nejvétsimi gradienty mezi zdroji
a sinky, coz vede k nejvyssim vynostiim (Lichthardt et al., 2020). Aby rostliny dosahly harmonického
rastu a zajistily reprodukéni fitness, musi mezi sinky dochazet k neustalé optimalizaci vzorce

prednosti pfistupu k asimilatim.

Zakladem dominance sinku, neboli jeho prednosti, je sila sinku (Lemoine et al., 2013). Sila
sinku odrazi jeho velikost a schopnost efektivné snizovat koncentraci osmoticky aktivnich
fotoasimilatl v sinku, a tim ustavit pfiznivy tlakovy gradient mezi zdrojem a sinkem (Wardlaw,
1990). Pomoci zmén v rychlosti vyuziti dopravenych sacharidi mUze byt sila sinkovych organt nebo
pletiv efektivné modulovana (Herbers and Sonnewald, 1998). Akumulace sachardzy v sinku muze
byt regulovana aktivitami enzym0 zapojenych v biosyntéze konkrétnich skladovacich latek, nebo
transportem sachardzy pres tonoplast (Hedrich et al., 2015). V tomto ohledu byva zd(razrfiovéana
role sténovych invertdz v sinkovych organech, které zvysuji vykladani sachardzy tim, Ze ji Stépi na
hexdzy, které jsou nasledné aktivné transportovany do buriky pomoci monosacharidovych
transportérl (napriklad Patrick, 1997). Z toho, co bylo receno vyse, je tedy zfejmé, Ze transport
fotoasimilatl je zavisly na nabidce, ale vyznamnou mérou také na poptavce. Pokud je poptavka
sinku sniZzena, dochdzi k hromadéni sacharézy ve vodivych pletivech, ke sniZovani aktivity
transportérq, které nakladaji asimilaty do floému, tim dojde k hromadéni sachardzy v mezofylovych
bunikach obklopujicich vodivd pletiva a sniZi se rychlost fotosyntézy. Pokud je naopak poptavka
sinku zvy$ena, dojde ke sniZeni hladiny sachardzy ve floému, ke zvySeni aktivity transportér(i a
nakladani do floému, snizi se koncentrace sachardzy v mezofylu a zvysi se rychlost fotosyntézy

(Chiou and Bush, 1998).
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Stale neni jasné, jakym konkrétnim mechanismem je vsinkovych pletivech vnimana
koncentrace sacharid( a jak se tyto informace pfenaseji do regulace SUT nebo SWEET transportéra.
Tym Vaughn et al. (2002) piepoklada, Zze sacharidem, ktery nese informaci a ovlivriuje aktivitu SUT1
u cukrové tepy, je sachardza. Konkrétné bylo zjisténo, Ze vysoké koncentrace sacharézy down-
regulovaly transkripci genu pro transportér SUT1 (Vaughn et al., 2002), avsak vliv sacharézy na
aktivitu tohoto transportéru stale nebyl prokazan. Takova down-regulace méla za nasledek
akumulaci sacharézy v apoplastu a zpétné také v cytosolu mezofylovych bunék. Zvyseni
koncentrace sacharidll v cytosolu mize byt pfimo vhimano pomoci hexokindzy HXK1 (Moore et al.,
2003) nebo nepfimo prostfednictvim aktivity SPS nebo cytosolickych invertaz (Tiessen and Padilla-

Chacon, 2013).

Transportéry sacharid(l tedy plni fadu roli — kromé zprostfedkovani alokace sacharidu
na dlouhou vzdalenost také utvari sacharidovy profil na bunécné a pletivové specifické Urovni tim,
Ze balancuji hladiny téchto molekul v riznych kompartmentech. Proto aktivita transportérud
predstavuje cil pro klasické i cilené Slechtitelské postupy, napfiklad na zvyseni nakladani do floému
nebo zvyseni sily sinkd u plodin (Ainsworth and Bush, 2011). Rilst na pfirozenych stanovistich vsak
neprobihd za optimalnich podminek a rostliny musi neustale vyuzivat mnozstvi aklimatizacnich
a adaptacnich mechanismd, aby si i za proménlivych podminek prostfedi udrZely urcitou
homeostazu s ohledem na rychlost fotosyntézy (Pommerrenig et al., 2018). Lze tedy shrnout, Ze
rostliny provadi fadu Uprav metabolismu diky ¢emuZ jsou schopné modulovat translokaci uhliku
v zavislosti na jeho dostupnosti ve zdrojich a na poptavce sink(, a to napfiklad i za podminek sucha,

chladu nebo zasoleni (Keller et al., 2021).

2.3.4 Zmény transportu sacharidl pfi stresu
Nedostatek vody, at jiz pfimo ze sucha, nebo kvili nedostupnosti vody naptiklad pti zasoleni, je

hlavni abioticky faktor, ktery vede kvelkym morfologickym a/nebo fyziologickym zménam
v ¢asovém i prostorovém meéfitku, véetné redukce expanze nadzemnich organd, udrZovani rlstu
korenl, poklesu transpirace a rychlosti fotosyntézy. Dochazi také ke zménam v metabolismu
zdrojovych i sinkovych pletiv, zejména se akumuluji osmoticky aktivni latky (napfiklad sacharidy,
prolin, organické kyseliny nebo draselné ionty) (Pelleschi et al., 1997). Dale dochazi k aktivaci
detoxifikacnich procest (napfiklad antioxida¢ni mechanismy) a paralelné také k regulaci transkripce
velké fady genl (napriklad geny pro transportéry sacharid(). U rostlin vystavenych stresu dochazi
ke zménam v produkci, rozdélovani a pridélovani asimilatd, a to jim umozni se postupné pfizplsobit

danym stresovym podminkam. Rozpustné sacharidy se pfti stresu ¢asto akumuluji ve vakuole a
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slouzi k osmoregulaci, ale nejsou pfimo dostupné pro rlst rostliny (Clifford et al., 1998; Rodrigues
et al., 2020). Avsak k hromadéni sacharid( v listech m(zZe dochazet i v dlisledku sniZzené poptavky
kvlli zastaveni ristu prytu za podminek nedostatku vody (experimenty s A. thaliana) (Hummel et

al., 2010).

Nedostupnost vody pro rostliny je, jak uz bylo fe¢eno, kromé sucha spojend i se zasolenim
pady. Odolnost k zasoleni se Casto objevuje u rostlin, které syntetizuji polyoly, které funguji jako
osmoticky aktivni slouceniny a maji antioxidacni funkci. KdyZ jsou takové rostliny vystaveny
zasoleni, dojde u nich k nardstu hladin polyoll v riznych organech. U rostlin, které je syntetizuiji,
jsou polyoly povaZovany za hlavni slouceniny, které jim umozniuji vyporadat se se stresem (Stoop
et al., 1996; Lemoine et al., 2013). Kromé syntézy je pfi stresu také posilen jejich transport na
dlouhou vzdalenost, jak dokazuji vysledky studii na jitroceli (Pommerrenig et al., 2007), celeru
(Landouar-Arsivaud et al., 2011) a olivovniku (Conde et al., 2011), a také se uplatnuje sniZeni aktivit
degradacnich enzymu. Pfi zasoleni se, navzdory oekavani autord (Pommerrenig et al., 2007), zvysil
obsah sachardzy v cévnich svazcich, coZ bylo zplsobeno pravdépodobné snizenim exportu
asimilatd z list(. Pfesto doslo k narlistu poméru sorbitolu ku sachardze. Soubézné bylo popsano, Ze
dochazi k up-regulaci exprese PmPLT1, PmPLT2, PmAQP1 (akvaporin) a PmPMA2 (H*-ATPaza), ale
zaroven nedochdzi k zadné zméné v expresi PmSUT2. To naznacuje, Ze transportéry cukernych
alkoholll jsou regulovany v zavislosti na zasoleni, a Ze transportéry polyoll a sacharézy mohou byt

regulovany odlisné (Pommerrenig et al., 2007).

Mechanismy tolerance rostlin k zasoleni byly popsany u fady druh, ale stédle existuje velmi
malo praci, které by se zabyvaly porovnavanim geneticky pribuznych druh(i adaptovanych na rizné
pfirodni habitaty. Praveé tento typ vyzkumu muze poskytnout vhled do nejdulezitéjSich mechanisma
tolerance k zasoleni u konkrétniho rodu rostlin. Studie tymu Ltaeif et al. (2021) je zaméfena na
porovnani odpovédi na stres zasoleni u dvou typickych halofytnich (Plantago crassifolia a P.
coronopus) a pribuznych glykofytnich (P. ovata a P. afra) druh jitrocele, které jsou k zasoleni citlivé,
ale soucasné vykazuji adaptaci na suché prostredi. Rostliny byly vystaveny koncentracim soli 200,
400, 600 a 800 mM NacCl. Halofytni zastupci prezili vSsechny koncentrace soli v plidé, rostliny P. ovata
neprezily nejvyssi koncentrace a P. afra naopak prezily pouze ty nejnizsi. Obecnou odpovédi rostlin
na abioticky stres byla inhibice fotosyntézy, zplsobena zejména degradaci fotosyntetickych
pigmentl. U vSech ¢tyf studovanych druhi doslo se zvySujici se koncentraci soli ke sniZzeni obsahu
chlorofylu a i b a karotenoidl ve srovnani s kontrolnimi rostlinami. U vSech sledovanych druh také
doslo k narlistu koncentrace Na* a Cl' v kofenech a listech, paralelné se zvysSujici se koncentraci soli
v pUdé. Prolin je jeden z nejbéznéjsich osmolytd, ktery se akumuloval v listech v odpovédi na stres

zasoleni u halofytnich druh( P. crassifolia a P. coronopus a pfi 800 mM NacCl byly hladiny prolinu
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nejvyssi (okolo 50 pg-g? susiny). Koncentrace prolinu narostla také u P. ovata, ale méné neZ u
halofytl. U P. afra zlistal prolin na velmi nizkych hladinach. Pfi stresu se u vsech druhll akumuloval
sorbitol, avsak rozdily vjeho absolutnim mnoZstvi nevysvétluji odliSnou toleranci k zasoleni u
jednotlivych druhi. Za vyssi toleranci halofytll dle autord stoji aktivni transport iontd do listd,
akumulace prolinu, relativni rezistence k oxidativnimu stresu a narlst hladin antioxidantd,

napfiklad fenolickych sloucenin a flavonoidl (Ltaeif et al., 2021).

Dalsi z porovnavacich studii je prace tymu Al Hassan et al. (2016), ve které se vénovali tfem
druhdm rostlin rodu Plantago, které jsou adaptované na rizné podminky prostiedi. Stejné jako
v predchozim pripadé to byly halofytni zastupci P. crassifolia a P. coronopus, a dale P. major, ktery
je Casto povazovan za druh citlivy k zasoleni, protoze nebyl nalezen na zasolenych stanovistich.
Vysledky analyz této studie vsak ukazaly, ze je P. major ke stresu zasoleni pomérné odolny, i kdyz
v mensi mife neZ halofytni zastupci (Al Hassan et al., 2016). Jednim ze spolec¢nych mechanism{
odolnosti k zasoleni u halofytnich rostlin je transport toxickych Na* a Cl" iont( do listd, kde se
akumuluji ve vakuole, ¢imz se zabrani jejich Skodlivému vlivu (Flowers et al., 1977). | Al Hassan et
al. (2016) prokazali, Zze hladina Na* v listech rostla s rostouci koncentraci soli v pidé u vsech
studovanych druh(, ale v pfipadé P. major byl jeho maximalni obsah v listech aZ polovicni nez u
halofytl. U halofytl byla pozorovana pfi zasoleni (600 az 800 mM) vyrazna akumulace prolinu. |
kdyZ byly narlsty obsahu prolinu u halofytl velké (16krat vyssi hladina prolinu u P. crassifolia a
90krat vyssi hladina u P. coronopus oproti kontrolam), jeho nejvyssi koncentrace byly stale pfilis
nizké na to, aby vyrazné pfispival k osmotické rovnovaze u zasolenim stresovanych rostlin. Molekuly
prolinu pfi stresu funguji pravdépodobné jako nizkomolekuldrni chaperony, signdlni molekuly a
podili se na zhaseni ROS. Podobné vysledky byly pozorovany i v pfipadé glycinbetainu. Se zvySujici
se koncentraci soli se zvySovala také hladina sorbitolu v listech vSech tfi druhd jitrocele. Byly
pozorovany rozdily mezi druhy — u kontrolnich rostlin mély druhy P. coronopus a P. major az o
polovinu vyssi obsah sorbitolu v listech nez P. crassifolia. Maximalni hladiny sorbitolu v listech pfi
800 mM NaCl dosahl pravé druh P. crassifolia a tyto hodnoty byly nejvyssi namérené v celém
experimentu. Absolutni hodnoty obsahu sorbitolu byly az o 3 rady vyssi nez hladiny prolinu a
glycinbetainu. Zatimco obsah sorbitolu v listech jitrocell za stresu i nestresovych podminek je podle
autord preadaptaci na plisobeni stresu, schopnost akumulace prolinu u halofytnich zastupct by
mohla predstavovat mechanismus, diky kterému se rostliny rychle prizplsobi rostouci salinité (Al

Hassan et al., 2016).

Podobné vysledky byly publikovany v praci tymu Koyro (2006) vénujici se pouze
halofytnimu druhu P. crassifolia. Sorbitol byl hojné obsazen ve vSech organech rostlin (nejvice

v fapicich listli, kde tvofil az 5,5 % susiny). Zasoleni vedlo k velkému narlstu hladin sorbitolu
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v kofenech a listech tohoto druhu. Koncentrace sorbitolu byla vice nez 4krat vyssi v kofenech rostlin
vystavenych vysoké koncentraci soli (375 a 500 mM NaCl) v porovnani s kontrolami (Koyro, 2006).
Vztah obsahu sorbitolu v listech P. crassifolia a obsahu soli v plidé v jednotlivych ¢astech roku
sledoval na pfirozenych stanovistich tym Gil et al. (2011). Obsah sorbitolu vykazoval sezénni zmény
a koreloval s kondici rostlin v pfirozenych podminkach. Nejvyssi obsah sorbitolu byl naméren ve
vzorcich nasbiranych v [été (340 pumol-g? susiny) a signifikantné se lisil od obsahu ve vzorcich
nasbiranych v ostatnich obdobich. Zmény v hladiné sorbitolu v listech odpovidaly zménam
v mnoizstvi soli v ptidé. Rozdil v obsahu sorbitolu mezi jarem, kdy byla salinita pddy nizsi, a |étem,
kdy byla vyssi, byl az pétindsobny (Gil et al., 2011). Podobné vysledky byly publikovany ve studii
skupiny Vicente et al. (2004), kde byly ovSem rostliny P. crassifolia péstovany ve skleniku a byly

vystaveny zvysujici se koncentraci soli v zalivce.

2.4 Dynamika obsahu sacharidd béhem dne a noci
Je dobfe zndmo, Ze ackoli fotosynteticka asimilace probiha pouze v tésné vazbé na svétlo, rlst a

dalsi procesy, které vyzaduji asimilovany uhlik, probihaji i v noci. Rostlina je schopna zajistit
dostupnost zdroje uhliku a energie v noci tak, Ze asimilace za svétla pokryje nejen okamZité naklady
na rast, ale uhlik se také skladuje v podobé zasobnich sloucenin v listech (pfevainé ve formé
nestrukturnich sacharidi). Zasoby se poté mobilizuji a rostlina je tak schopna rlist a zasobovat sinky
i v noci (Smith and Stitt, 2007; Stitt and Zeeman, 2012; Ruan, 2014; Liang et al., 2021), pfi¢emZ jsou

tyto zasoby na konci noci téméfr, ale ne Uplné, mobilizovany (Smith and Stitt, 2007).

Rozdélovani sacharid(i je zavislé na aktivité fotosyntézy (fixaci uhliku), stafi rostliny,
vyvojové fazi a podminkdch prostiedi. Na zdkladé toho se rostliny rozhoduiji, kolik uhliku uloZi do
Skrobu v chloroplastu, kolik exportuji ve formé tridzafosfatu z chloroplastu do cytosolu, kde bude
nasledné slouzit napriklad k syntéze sacharézy nebo kolik uhliku se poté prechodné do vakuoly
(Lemoine et al., 2013). Vakuola je nejvétsi organela rostlinnych bunék a mimo jiné funguje také jako
zdsobarna sacharozy, cukernych alkohold, fruktand a RFO. Rozdélovani sacharidl mezi cytosol a
vakuolu je regulovéno transportéry, které patfi do rodin monosacharidovych (Slewinski, 2011),
sacharézovych (Schneider et al., 2012) a SWEET (Eom et al., 2015) transportérd. UloZené sacharidy
zajistuji zadsobu k udrzeni pokradujiciho rlstu rostlin a k predejiti akutnimu nedostatku uhliku
v ménicich se podminkach prosttedi. Dofasna nerovnovaha mezi zdsobami uhliku a jeho vyuZzitim
mUZe snadno zplsobit vyrazné poskozeni rlstu a vyvoje rostliny a negativni dopad ma také na
vynosy kulturnich plodin (Liang et al., 2021). Rostliny proto musi neustale ustavovat rovnovahu mezi

asimilaci uhliku, jeho skladovanim a ristem.
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Koordinace proces( asimilace, skladovani a vyuziti uhliku béhem dne a noci je velmi
komplexni, flexibilni proces, ktery musi byt pfisné kontrolovan. Z hlediska denniho cyklu,
asimilovany uhlik slouzi jednak k podpore kontinuélniho ristu béhem denniho cyklu, a také zajistuje
prostfednictvim akumulace zasobnich latek ,ocekdvanou” poptavku béhem noci. To znamen3, Ze
rostlina ma mechanismy, pomoci kterych ,predvida”“ mnozstvi uhliku potfebného v noci a podle
toho upravi béhem dne podil zdsobni formy, tedy rozdélovani sacharidi (Smith and Stitt, 2007).
Naptiklad mutanti A. thaliana a tabdku se snizenou schopnosti syntézy Skrobu (pgm, rostliny
deficientni v produkci enzymu fosfoglukomutdzy) nejsou schopni preZit zkrdcené svételné periody
kvlli rychlému vycerpani sacharidl uz se zacatkem noci a nasledkem toho u nich dochazi brzy
k inhibici rGstu (Gibon et al., 2004; Fernie et al., 2020; Liang et al., 2021). Tym Liang et al. (2019) se
vénoval studiu hybridd kukufice. Vysledky experimentl ukazaly, Ze pomér celkového obsahu skrobu

k fixovanému uhliku v listech koreluje s vynosem a kone¢nou biomasou rostliny.
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Obrazek 2: Denni zmény v obsahu sSkrobu v listech Arabidopsis thaliana (Col-0). Stafi rostlin
v dobé odbéru bylo 5 tydnd. Rostliny byly péstovany pfi fotoperiodé 6 hodin svétla/18 hodin tmy
(leva ¢ast obrazku) a 12 hodin svétla/12 hodin tmy (prava ¢ast obrazku). FW — Cerstvd hmotnost.
Pfevzato a upraveno, Smith and Stitt (2007).

Rostliny musi neustdle reagovat na zmény podminek vnéjSiho prostredi a podle toho
upravit rozdélovani uhliku mezi skladovani a vyuZiti. To se dd demonstrovat pomoci manipulace s
délkou fotoperiody, ktera vede ke zméné v rozdélovani asimilatli mezi sacharézu a skrob béhem
dne a projevi se to také na rychlosti degradace Skrobu béhem noci. Rychlost syntézy Skrobu je
nepfimo Umérna délce dne, tim padem podil fotoasimilatl vyhrazeny pro pouZziti v noci je tim vétsi,
¢im delsi je noc (Lorenzen and Ewing, 1992; Gibon et al., 2004; Smith and Stitt, 2007; Mugford et
al., 2014) (obrazek 2). Vysledky experimentl s A. thaliana ukazaly, Ze rychlost degradace skrobu
v noci je v podstaté linearni a vede k témér uplnému vycerpani jeho zdsob na konci noci (Smith and
Stitt, 2007). Se zkracujici se svételnou periodou se zpomaluje degradace skrobu pres noc (Mugford

et al., 2014). Rostlina tedy musi mit mechanismy, které ,méri“ mnozstvi Skrobu v listu na konci dne,
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a které predvidaji délku noci tak, aby zajistily staly pfisun uhliku v noci, a na zakladé toho upravi

rychlost degradace Skrobu (Smith and Stitt, 2007).

| kdyz vétsSina detailnich dat o rozdélovani asimilatl a jejich vyuZiti v rémci denniho cyklu
pochazi ze studia modelového druhu A. thaliana, podobné mechanismy se na zakladé nepocetnych
studii pfedpokladaiji i u dalsich rostlinnych druh(l. Naptiklad vysledky tymu Mullen and Koller (1988)
ukazaly, Ze u rostliny sdji (Glycine max) péstované pfi 14hodinové fotoperiodé bylo 60 %
fotoasimilatl pouZito na syntézu skrobu. Pokud byly rostliny péstovany pti 7hodinové fotoperiodé,
na syntézu Skrobu bylo vyuZito az 90 % asimilovaného uhliku. Rychlost degradace Skrobu byla v noci
upravena tak, aby i nadadle umoznovala témér uplné vyuziti zasob Skrobu na konci noci. Vysledky
tedy potvrdily, Ze se vyuZziti asimilatl na syntézu Skrobu béhem dne a rychlost mobilizace skrobu v
noci zvysuji s rostouci délkou denniho svétla (Mullen and Koller, 1988). Diky témto mechanismim
rozdélovani sacharidl se mohou rostliny prizptsobit velkému rozsahu délek dne (v pfipadé A.
thaliana, byly rostliny schopny pfizplQsobit vzorec uklddani a mobilizace skrobu aZ 4hodinové
fotoperiodé; Smith and Stitt (2007)). Dalsi z experimentl s A. thaliana ukazaly, Ze pfi zméné
fotoperiody z 12 na 8hodinovou doslo k vycerpani zasob skrobu a zastaveni rlstu kofend. Rist byl
zastaven i nékolik hodin po nastupu svétlené faze, coz mélo za nasledek akumulaci sacharid(,
protoze nové asimilovany uhlik nebyl vyuZity pro rlst (Gibon et al., 2004). Pokud podminky
kratkého dne (tedy 8 hodin svétlo a 16 hodin tma) trvaly nékolik dni, doslo ke zméné v rychlosti
syntézy a degradace Skrobu a rostlina tak ustavila novou uhlikovou rovnovéahu s nizsi rychlosti rlistu
bez zastaveni rdstu kofent (Gibon et al., 2004; Smith and Stitt, 2007). Podobné vysledky byly ziskany
z experiment0 s kukufici, kde prodlouzeni temné periody z 9 na 17 hodin tmy vedlo k inhibici ristu

korenl (Brouquisse et al., 1998).

Zda se, ze existuji rozdily v optimalizaci denniho obratu Skrobu mezi jednotlivymi genotypy
daného druhu. Vysledky experimentl s 24 genotypy A. thaliana ukazaly, Ze nejrychleji rostouci
genotypy mély tendenci akumulovat méné Skrobu a na konci noci mély nizsi hladiny Skrobu i
rozpustnych sacharidd. To naznacuje, Ze rychleji rostouci genotypy funguji méné konzervativnim
zpUsobem, odvadéji o néco vétsi podil nové asimilovaného uhliku do exportu sachardzy a ukladaji

méné Skrobu, ktery by slouZil jako rezerva (Cross et al., 2006).

K dpravé denni uhlikové bilance a snizeni rychlosti ristu dochazi také tehdy, kdyZ jsou
rostliny vystaveny i méné zavainému snizeni dostupnosti uhliku, napfiklad snizené urovni
ozarenosti nebo oxidu uhli¢itého béhem dne. Moznym vysvétlenim je, Ze nahlé vycerpani sacharid
(,hladovéni”) vysila signaly k proceslim souvisejicim s ristem a ve velmi kratkém case se rlst

zastavi. Opakovani takovych nepfiznivych podminek nebo dlouhodobé vystaveni mirnéjSimu
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nedostatku uhliku spousti Upravy, které optimalizuji vyuziti dostupného uhliku tak, aby se zabranilo
hladovéni a zastaveni ristu. Upravy zahrnuji vy$si rychlost syntézy $krobu béhem dne, dale tGpravu
rychlosti mobilizace Skrobu pfes noc tak, aby byla linedrni a dosSlo témér ke kompletni spotfebé
Skrobu syntetizovaného béhem dne, a také odpovidajici sniZzeni rychlosti rlstu (Smith and Stitt,

2007).

Na rozdélovani sacharidd ma kromé délky fotoperiody vliv i denni a nocni teplota.
V prirozenych podminkach jsou rostliny vétsinou vystaveny teplym dntim a chladnym nocim. Tym
van Hoogdalem et al. (2021) se proto vénoval experimentlim s A. thaliana, které ukazaly, jak se
zméni mobilizace zasob, pokud se bézné podminky (teply den (22 °C) a chladna noc (17 °C),
oznaceno jako +DIF) zméni na chladné dny a teplé noci (-DIF; 17 °C ve dne, 22 °C v noci). Listovou
razici A. thaliana mGZeme rozdélit na dvé ¢asti — stfedni ¢ast, kde jsou listy mladé a funguji stale
jako sinky, a vnéjsi ¢ast tvofenou produkcnimi listy. Ve stfedni ¢asti doslo pfi -DIF na konci noci ke
snizeni hladin sachardzy a k up-regulaci gend hladovéni v porovnani s +DIF, coZ naznacuje, Ze byl
redukovan transport sachardzy ze zdroje do sinku. Ve vnéjsi ¢asti rlZice nebyla hladina sachardzy u
-DIF ovlivnéna, ale presto byly indukovany geny hladovéni. Bylo to pravdépodobné zptlsobeno tim,
Ze vysoka hladina sachardzy se nachdzela pouze ve floému. V okolnich mezofylovych burikach byla
hladina sacharézy nizkd a doslo tak k indukci genl hladovéni. Ve zdrojovych listech se pres den
akumulovalo vice skrobu v porovnani s vnitini rQiZici, a to jak za podminek +DIF, tak -DIF. V listech
vnitfni rGZice byla béhem dne pfi -DIF mirné navysena tvorba zasob Skrobu, avSak na konci noci
nebyly jeho hladiny nijak zménény v porovnani s +DIF. Pfi -DIF byla tvorba zdsob Skrobu béhem dne
zpocatku snizena v pletivech vnéjsi listové rizice, ale na zac¢atku noci byla hladina skrobu v téchto
pletivech podobnd +DIF. Na konci noci byly hladiny Skrobu ve vnéjsi listové rlZici vyrazné
redukovany v porovnani s +DIF. To naznacuje zvySenou rychlost obratu Skrobu béhem teplych noci

za podminek -DIF (van Hoogdalem et al., 2021).

Zatim nejsou detailné znamy mechanismy pfizplsobeni fixace a alokace uhliku v listech
dllezitych plodin ndhlym zménam prostredi. Proto se tym Liang et al. (2021) vénoval kvantifikaci
primarni fixace a rozdélovani uhliku ve fotosynteticky aktivnich listech kukufice za podminek
prodlouzené temné periody. ProdlouZeni noci mélo za nasledek sniZeni rlstu rostlin a hladiny
chlorofylu v listech, ale nemélo vliv na rychlost vymény CO, (mérena byla rychlost Cisté fotosyntézy
a respirace). V duUsledku sniZeni dostupnosti fotoasimilati se sniZila akumulace Skrobu a
rozpustnych sacharid(i v produkénich listech, avsak doslo ke zvyseni mnoZstvi asimilovaného uhliku
uloZzeného v produkénich listech. Tyto prechodné uloZené zdsoby uhliku byly tvofeny prevainé
rozpustnymi sacharidy a byly uréeny predevsim pro potfeby nocni respirace. S pokracujicim

vystavenim rostlin podminkam prodlouZzené noci doslo k poklesu absolutniho mnozstvi ulozeného
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uhliku k podilu denniho fixovaného uhliku, ktery byl uklddan v produk¢nich listech. To mohlo byt
zpUsobeno oslabenou syntézou skrobu. Snizily se také aktivity enzymd ADPG-pyrofosforylazy a
syntdzy Skrobu. Ukazalo se tedy, Ze Skrob i rozpustné sacharidy se podileji na koordinaci nabidky
uhliku a rastu rostlin pfi ndhlém nedostatku uhliku, ale také, Ze mohou byt zapojeny rlznymi
zpUsoby. Zatimco pomér skrobu k uhliku fixovanému ve dne se zvysil tak, aby byla zachovana funkce
listové Cepele pfi akutnim hladovéni, mnoZstvi i podil Skrobu v produkénich listech se s pokracujicim

rastem rostliny sniZily, aby byly spInény rlistové naroky rostliny.

Existuji tedy regulaéni mechanismy, které koordinuji skladovani a vyuzivani uhliku. Centralni
roli vtom mad pravdépodobné cukernda signalizace. Rostliny odpovidaji na zmény v dostupnosti
uhliku dvéma zplsoby — akutni a aklimac¢ni odpovédi. Akutni odpovéd se uplatiiuje pfi nahlém
nedostatku uhliku. Druhd odpovéd je aklimacéni, kterd vyladuje rovnovdhu mezi nabidkou a
poptavkou, aby optimalizovala kapacitu pro udrZitelny rlst. Tyto odpovédi se uplatriuji béhem
celého denniho cyklu a slouZi ke koordinaci rozdélovani produktl fotosyntézy béhem dne, utilizaci
Skrobu v noci a také rychlost rlstu (Smith and Stitt, 2007). Praci, kterd se vénuje stejnym
charakteristikdm a aklimaénim mechanismim u druhl produkujicich sorbitol se mi nepodafilo
nalézt. Neni proto zifejmé, jak je cely mechanismus modifikovan, pokud ma dany rostlinny model
k dispozici SirSi spektrum typ( asimilatd, a jaké jsou odliSnosti, jsou-li néjaké, v Gcasti jednotlivych
typu sacharidl pfi koordinaci spotfeby, skladovani a ristu rostlin v dennim cyklu u rostlin s riznou
toleranci ke stresu. Bylo by proto vhodné se tomuto tématu dale vénovat a doplnit chybéjici

informace.
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3. Materidl a metody

Experimentalni ¢ast diplomové prace byla realizovana na Katedie experimentalni biologie rostlin

Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy.

3.1 Rostlinny material

3.1.1 Vysevsemen

Pouzity rostlinny materidl byly druhy Plantago lanceolata a P. maritima. Osivo obou genotypl
pochdzelo od provérenych semenaiskych firem, konkrétné P. lanceolata od SemenaOnlines.r. 0. a
P. maritima od Rarexoticseeds. Semena byla vyseta do boxud (nebo také nadob) Araponics (od firmy
Araponics, www.araponics.com) do vysevnich kosick( s 0,8% agarem. Pfiprava agaru: odvazeny
agar byl v kadince dobfe promichdan s destilovanou vodou a kadinka byla umisténa na 1-2 minuty
do mikrovinné trouby (obsah musi projit varem). Po vychladnuti byly tuhnoucim agarem naplnény
10ml sttikacky, pomoci kterych se plnily vysevni koSi¢ky (cca 2,5 ml agaru na jeden kosicek; 18
kosickl v kazdém boxu) a do kazdého bylo nasledné umisténo jedno semeno, které bylo volné

poloZeno na povrch agaru. Agar slouZzil pouze jako opora pro kli¢ici semena.

3.1.2 Kultivace

Rostliny byly péstovany hydroponicky v % médiu dle Hoaglanda (Lastlvka, 1967). Pfiprava média je
popsana v tabulce 1. Jednotlivé zdsobni roztoky byly uchovavany v lednici pfi teploté 4 az 6 °C.
Kultivace rostlin probihala v nadobach Araponics s 2 litry média, umisténych v kultivaéni mistnosti
(od firmy Photon System Instruments) za konstantnich podminek - 16hodinova fotoperioda, teplota
22 °C ve dne a 19 °C v noci, relativni vlhkost vzduchu 60 % a ozafenost 100-120 umol-m2-sPAR
(fotosynteticky aktivni zafeni). Prvni tyden kultivace byly boxy uzaviené prihlednym poklopem, aby

se zajistila vysokd vzdusna vlihkost, na zacatku druhého tydne byla vika odstranéna.
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3.1.3 Kultivaéni médium

Jednotlivé slozky Hoaglandova roztoku byly napipetovany do kanystru s destilovanou vodou podle

tabulky 1 na zakladé pozadovaného objemu média (podle poctu boxd Araponics).

Tabulka 1: Navod pro pfipravu zasobnich roztokd a 1/4 Hoaglandova média (Lasttivka, 1967).

% Hoaglandiv roztok

Zasobni | MnozZstvi zas.
roztok roztoku (ml) pro
(g1 pfipravu 1| média
Ca(NOs),-4H,0 295,5 1
>
‘E KNO3 126,5 1
S |KH.PO, 34 1
a4
g MgSO4'7H20 61,4 1
Kazdy namichat zvlast
= Fe citrat 5 0,5
g_ Mikroelementy Il * 0,5
9)
= *Pfiprava: 50 ml  zdsobniho  roztoku
= Mikroelementy | + 950 ml destilované vody

Mikroelementy |

Zasobni roztok (g-I?)
HsBO3 14,3
MnCl;-4H,0 9,06
ZnS0, 1,11
(NH4)sM07024-4H0 0,38
CuSOq4 0,4

3.1.4 Kultivaéni doba

Na zékladé predbéznych experiment(l byla stanovena délka kultivace pro P. lanceolata na 5 tydnd,
pro pomaleji rostouci P. maritima na 7 tydn(. Priblizné v poloviné kultiva¢ni doby byla vyménéna

média, v pfipadé P. lanceolata probéhla vyména po 3 tydnech, v pfipadé P. maritima po 4 tydnech.
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3.2 Rastové analyzy

K charakterizaci rlistu obou genotypl byly provedeny experimenty sledujici zmény mnoZstvi
biomasy po dobu 6 tydnu v pfipadé P. lanceolata a po dobu 8 tydni pro P. maritima. Kazdy tyden
bylo odebrano 8 rostlin od kazdého genotypu a byla zvazena zvlast nadzemni ¢ast a kofeny.
Nasledné byly jednotlivé ¢asti rostlin umistény na alobalové misky a vysuSeny v horkovzdusné
susdrné (105 °C, 5 hodin). Poté byla pomoci analytickych vah zjisténa hmotnost susiny. Relativni
rychlost rdstu (RGR) byla vypocétena ze susiny celych rostlin (soucet suchych hmotnosti kofent a
prytu) podle vzorce RGR = (InW1-InW,)/(t2-t1), kde InW je pfirozeny logaritmus hmotnosti susiny
v Case t. Vypocet dle Hoffmann and Poorter (2002). RGR byla stanovena pro jednotlivé tydny
kultivace v rozmezi 3. aZ 6. tydne u obou genotypu. Byla orientacné zjisténa primérna hmotnost
semen obou genotypl. Tfi balicky semen byly po jednom nasypany do predem zvazenych
plastovych misek a byla zaznamendna hmotnost misek se semeny. Poté byla semena v jednotlivych
miskach spoctena a nasledné byla vypoctena primérna hmotnost jednoho semene jako podil

hmotnosti semen a jejich po¢tu na misce.

Rastové charakteristiky byly sledovany také v ramci kazdého experimentu, kde byly rostliny
odebirany pro analyzu obsahu sacharidd. V poloviné svételné periody (14:00) bylo sklizeno
postupné 6 rostlin od kazdého genotypu, pficemz odbéry byly provedeny vidy co nejrychleji v dany
cas (kompletni odbér obou variant v maximalné 30minutovém intervalu) a pfi odbéru byly stfidany
genotypy. Pomoci Ziletky byla oddélena a nasledné na analytickych vahach zvazena zvlast nadzemni

Cast a kofeny. Ziskana data slouzila k detailni charakterizaci rostlin odebiranych pro jiné analyzy.

3.3 Stanoveni obsahu sacharidd v listech, kofenech a floému

3.3.1 Pfiprava vzorkl pro analyzu obsahu rozpustnych sacharid( a Skrobu v listech a
kofenech

Odbéry vzorkd byly provadény na zac¢atku (v 6:00), uprostied (ve 14:00) a na konci svételné periody
(ve 22:00). Ze 6 rostlin od kazdého genotypu byl na zacatku, uprostfed a na konci svételné periody
izolovan produkéni list (vzdy byl vybiran nejdelsi na rostliné), mladé listy (listy, které dosahovaly
maximalné 40 % délky nejdelsiho listu) a kofeny byly odebirany pouze v poloviné svétlené periody.
Listy byly zméreny, zvazeny a umistény do 2ml mikrozkumavek. Mikrozkumavky byly predem
ocCislovany, zvazeny a byla jim propichnuta vicka. VSechny vzorky byly ihned po odbéru umistény do
termonadoby s tekutym dusikem a nasledné byly bud dale zpracovany, nebo ulozeny v mrazaku pfi

-80 °C.
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Dalsim krokem zpracovani vzork( bylo vysuseni v lyofilizatoru (Lyovac GT 2, Finn-Aqua) po
dobu min. 12 hodin. Hned po lyofilizaci byly mikrozkumavky zvaZzeny na analytickych vahach. Ke
kazdému vzorku bylo nasledné pfidano 0,5 ml 80% methanolu a obsah mikrozkumavky byl
promichan jehlou. Vzorky s pfidanym methanolem byly inkubovany v termoblocku (The Cube Dry
Bath, Cleaver) pfi teploté 75 °C po dobu 15 minut. Poté byly vzorky umistény do SpeedVacu
(Concentrator plus, Eppendorf; program V-AL, 2,5 hodiny pfi 60 °C a 1,5 hodiny pfi 45 °C), aby doslo
k vakuovému odpafeni methanolu. Nasledné bylo k peletim pfiddno odpovidajici mnoZstvi
demineralizované vody (Mili Q, Millipore) podle tabulky 2. Aby se docililo extrakce rozpustnych
sacharidd, byly mikrozkumavky umistény na 15 minut do ultrazvukové lazné (35 kHz; Bandelin
Sonorex, Maneko) a nasledné, pro oddéleni supernatantu, byly centrifugovany (Centrifuge 5415 D,

Eppendorf) po dobu 10 minut pfi maximalnim vykonu (13200 rpm).

Tabulka 2: Objem miliQ vody pfidavany ke vzorkiim na zakladé jejich suché hmotnosti.

Hmotnost susiny [mg] Pridavek miliQ vody [ml]
<10 0,2
10-25 0,3
25-45 0,5
>45 1

Dale byly ptipraveny 2ml mikrozkumavky s membranovymi filtry (centrifugacni filtry 0,45
pim Mini Spin Columns, Chromservis.eu) a byly popsany odpovidajicimi Cisly. Do téchto zkumavek
byl do vlozeného filtracniho nastavce prepipetovan supernatant a centrifugaci prefiltrovan (3
minuty pii 8000 rpm). Poté byl pouZity filtr odstranén a mikrozkumavky byly uloZzeny do mrazaku (-
20 °C) a byly tak pripraveny k analyze. Pelety zbylé po odstranéni supernatantu byly dale pouzity

k analyze obsahu skrobu.

K peletdim byl pfidan 1 ml ultracisté vody, vzorky byly promichany jehlou, umistény na 15
minut do ultrazvukové lazné a nasledné centrifugovany opét na 15 minut pfi maximalnim vykonu.
Poté byl pomoci pipety odstranén supernatant a cely postup se opakoval (celkem tfikrat). K takto
promytym peletiim bylo pfidano 0,5 ml 0,1M Na-acetatového pufru (pH 4,5; postup pfipravy
v tabulce 3) a vzorky byly opét promichany jehlou. Mikrozkumavky byly umisténé do autoklavu (1
cyklus, program na sterilizaci médii — 20 minut pfi teploté 121 °C a tlaku 220 kPa). Po vychladnuti
vzorkl na 4 °C bylo ptidano 100 pl enzymatického roztoku pfipraveného podle tabulky 4. Vzorky
s pridanym enzymatickym roztokem byly inkubovany v termoblocku pfi 40 °C pres noc. Nasledujici
den rano byla zvysena teplota termoblocku na 95 °C a vzorky byly této teploté vystaveny po dobu

5 minut, byla tim zajisténa inaktivace enzymi. Nasledovalo odpafeni na SpeedVacu do sucha
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(program V-AQ, 1,5 hodiny pfi 60 °C a 1,5 hodiny pfi 45 °C). Po odpareni se vzorky uloZily do
exikatoru nebo dale zpracovavaly. DalSim krokem bylo rozpusténi glukdzy vzniklé enzymatickym
Stépenim Skrobu v odpovidajicim mnoZstvi ultracisté vody (opét podle tabulky 2), nasledovala
15minutovd ultrazvukova lazen a 10minutova centrifugace na maximalni vykon. Stejné jako
v pfipravé vzork( pro analyzu cukr(, byly i tyto vzorky prefiltrovany do nové mikrozkumavky pres
membranovy filtr pomoci centrifugace (3 minuty pfi 8000 rpm). Vtomto bodé byly vzorky

zamrazeny (v -20 °C) a pfipraveny k analyze.

Tabulka 3: Postup pfipravy 0,1M Na-acetatového pufru.

Roztoky A a B se pfipravuji oddélené

- Roztok A: 0,2M octan sodny (CH3COONa) — 200 ml
- Roztok B: 0,2M kyselina chlorovodikova (HCI) — 200 ml

Do roztoku A byl umistén pH metr a postupné byl pfikapdvan roztok B az do dosazeni pH 4,5
(roztok B se tedy nevyuZzije cely). Do dalSiho pouZziti musi byt pufr uchovavan v lednici, nejdéle

vSak 2 aZ 3 mésice.

Tabulka 4: Postup ptipravy enzymatického roztoku.

Ptiprava roztoku na zpracovani 24 vzork(: 30 mg amyloglukosidazy a 30 mg a-amyldzy rozpustit

ve 3 ml 0,1M Na-acetatového pufru (pH 4,5) a peclivé protrepat.

Roztok je nutné pripravit vidy Cerstvy, maximalné 1 hodinu pfed pouZzitim.

3.3.2 Jimani floémovych exudatl a jejich priprava pro analyzu obsahu sacharid

Dalsim metodickym pristupem bylo jimani a nasledna analyza floémovych exudatl produkéniho
listu. V kultivaéni mistnosti bylo pfipraveno uzaviratelné akvarium s navlhéenou bunicinou pro
zajisténi vysoké vzdusné vlhkosti, stojanek s predem zvazenymi a ocislovanymi mikrozkumavkami,
které byly naplnéné 1,8 ml ultracisté vody, a kadinka s cca 25 ml 20mM roztoku K;EDTA o pokojové
teploté (obrazek 1). Nejprve bylo ocislovano 6 rostlin a nasledné jim byl pomoci Ziletky odebran
nejdelsi produkéni list, ktery byl umistén do kadinky s K;EDTA do akvaria. Inkubace v K.EDTA byla
zahajena vidy ve 12:30, trvala 1 hodinu a slouzZila k omyti fezné plochy a zabranéni depozice kalozy

v misté fezu. Po 1 hodiné byly listy preneseny do mikrozkumavek oznacéenych odpovidajicimi Cisly,
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kde po dobu 4 hodin probihalo samotné jimani exudatd. Cely tento proces probihal v uzavieném
akvariu, aby byla zajisténa vysoka vzdusna vihkost a listy tak co nejméné transpirovaly. Po ukoncéeni
jimani exudatd byly mikrozkumavky uzavieny, zvazeny a umistény do mrazaku (-20 °C). Listy po
exudaci byly také zvazeny a naskenovany (skener EPSON Perfection V800 Photo), aby u nich mohla
byt nasledné zjisténa listova plocha (v programu Imagel/Fiji). Mikrozkumavky s najimanymi exudaty
byly umistény do SpeedVacu (program V-AQ, 3 hodiny pfi 60 °C a 2,5 hodiny pfi 45 °C; nutné nechat
oteviena vicka), aby doslo k odpateni vody. Poté bylo pfiddano 20 pl ultracisté vody a vzorky byly

pfipraveny k analyze.

Obrazek 3: Jimani floémovych exudatd v akvariu v kultivaéni mistnosti. A — inkubace listl v
roztoku K2EDTA; B — jimani exudatd produkénich listd.

3.4 Analyza obsahu sacharidu

Analyza obsahu a spektra sacharidi byla provedena pomoci vysokoldéinného kapalinového
chromatografu (HPLC) s refraktometrickou detekci. Parametry méficiho systému byly: mobilni faze
- MiliQ H,0; pratokova rychlost 0,5 ml-min’; teplota kolony 80 °C; objem injikovaného vzorku 50 pl
(v pFipadé exudatd 10 pl); pfedkolona Shodex Ca?* (SC-G) a kolona Shodex Ca?* (5C1011) (analyza
rozpustnych sacharid( v pletivech), pfipadné pfedkolona Shodex Pb?* (SP-G) a kolona Shodex Pb?*
(SP0810) (analyza exudatd a skrobu po enzymatickém Stépeni); isokratickd pumpa SISW HPI-300
nebo Delta Chrom SDS 030; refraktometricka detekce (detektor Shodex RI-71). Sacharidy byly
identifikovany a kvantifikovany na zakladé porovnani retencnich ¢ast a plochy piku s odpovidajicimi

standardy (koncentrace 1 mg-ml?; Sigma-Aldrich) v pocitaéovém programu CLARITY (DataApex).
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3.5 Meéfeni rychlosti Cisté fotosyntézy, rychlosti transpirace a vodivosti priduchu

Rychlost Cisté fotosyntézy (Pn) byla méfena pomoci gazometrického systému Licor (LI-6400 XT
Portable Photosynthesis System, LI-COR). Méreni probihalo v rozmezi 9:00 az maximalné 14:00,
tedy vprvni poloving svételné periody. Pristroj byl sestaven podle navodu
(https://www.licor.com/documents/vtisnaiycs2izvrcsnul) s pomoci kterého byl také pfipraven

systém pro méreni a zkontrolovany vsechny funkce.

K méreni byl vyuZit nejdelsi produkéni list, jehoz stfedni cast byla uzaviena do listové
komory pfistroje. Pfed zapnutim programu byla nastavena teplota listové komory na 22 °C, pratok
vzduchu na 300 umol-s™*a koncentrace CO, v listové komot¥e na 500 pmol-mol™. Poté bylo spusténo
méreni pomoci programu TimedLamp2. BEhem prvnich 10 minut probihalo méreni za tmy, aby se
list aklimatizoval, po 10 minutédch se ozafenost nastavila na 100 umol-m2-s'a poté kazdych 5 minut
zvy$ovala o dal$ich 200 umol‘m%s™. Béhem poslednich 5 minut byl list vystaven ozafenosti 900
umol-m2s? PAR. Po celou dobu méfeni byla monitorovdna relativni vlhkost vzduchu, aby
dlouhodobé neklesla pod 50 %. To bylo zajisténo vlozenim nadoby s volnou vodni hladinou do cesty
pfivodu vzduchu do pfistroje. Hodnoty Py byly zaznamenavany kaZzdou minutu. Vzhledem k ¢asové
narocnosti byla béhem jednoho dne zmérena rychlost Cisté fotosyntézy u 6 az 7 rostlin, pficemz

dochazelo ke stfidani genotypu, aby byly oba genotypy méreny za podobnych podminek.

Velikost mérené oblasti listové komory byla 2x3 cm a také v programu byla pfednastavena
velikost méFené listové plochy na 6 cm?. Pokud list vyplnil celou komoru, bylo ponechdno pavodni
nastaveni. Pokud byl ale list mensi (zejména v pripadé P. maritima), musela byt velikost listové
plochy nasledné vypoctena a v souboru s vystupy méfeni manudlné upravena dle skutecnosti. Po
ukonceni programu byla u kazdého listu vyfiznuta pomoci Ziletky mérend cast a u ziskaného
segmentu byly zméreny délky stran pro vypocet plochy, segment byl zvdZzen a umistén do susarny
(105 °C po dobu 5 hodin) pro ziskani hmotnosti susiny daného segmentu. Vzhledem k rozdilné
strukture listh P. lanceolata a P. maritima byla stanovena specificka listova plocha (SLA) vztazena
jak na Cerstvou hmotnost (SLAFW), tak na susinu (SLADW) segmentl list(i. Vypoctena byla jako podil

plochy segmentu listu a jeho Cerstvé, popfipadé suché hmotnosti.

26



3.6 Anatomicko-histochemicka analyza

Pro anatomickou analyzu slouzici k ovéreni pritomnosti endodermis v listech jitrocele a sledovani
jejiho vyvoje bylo od kazdého genotypu odebrano 6 celych nadzemnich casti rostlin a korfenové
systémy ze 2 rostlin. Stafi rostlin bylo 5 (P. maritima) a 7 tydna (P. lanceolata). Jednotlivé nadzemni
Casti a kofenové systémy byly umistény do 50ml uzaviratelnych plastovych zkumavek naplnénych

4% formaldehydem a byly uchovavany do zpracovani (maximalné 1 mésic) pfi 4 °C.

Celkem byli vyuziti 3 jedinci od kazdého genotypu — z kazdého byl odebran a nasledné
zméren nejdelsi produkéni list, mlady list a primarni kofen (u P. lanceolata tézko odlisitelny, proto
byl zvolen nejdelsi koten). Césti rostlin byly nejprve preneseny ze zkumavek do velké Petriho misky
s vodou, aby doslo k oplachu fixdze. Nasledné byly pfipraveny jednotlivé segmenty - v pfipadé
produkéniho listu byly fezy provedeny ve ¢tvrtiné a poloviné délky (od bdaze), u mladého listu pouze
v poloviné a u kofene ve Ctvrting, poloviné a % délky (od baze). Tyto segmenty byly umistény do
bezové duse a upevnény do ru¢niho mikrotomu. Tloustka Fezu byla nastavena na 100 um a objekt
byl fezdn pomoci botanické britvy. Rezy byly shromazdovany do jamek s vodou, nasledné byly
premistény do kapky 65% glycerolu na podlozni sklicko a prikryté krycim sklickem. Diky
autofluorescenci (excitace UV) bylo mozné pozorovat endodermis u obou druhi jitrocele i na

nebarvenych fezech.

S cilem ovéfit pfitomnost a charakter apoplastické bariéry a pfitomnost Skrobovych zrn byly
fezy z jednotlivych segmentl nasbirany do barvicich koSickd a byla vyuZita tato histochemicka

barveni:

e Berberin hemisulfat (0,1 % w/v aq.) — detekce ligninu; barveni 1 hodinu (Brundrett et al.,
1988) + 10 minut dobarveni gencianovou violeti (0,05 % w/v aq.) kvili potladeni
autofluorescence a prebarveni nespecifické vazby berberinu v nemodifikovanych
bunécénych sténach; pozorovani ve fluorescenénim mikroskopu pfi excitaci UV

e Sudanova cerveri (Sudan Red 7B; 0,01 % w/v) — detekce suberinu; barveni 1 hodinu
(Brundrett et al., 1991); pozorovani ve svétlém poli

e Fluorol Yellow 088 (0,01 % w/v) — detekce suberinu; barveni 1 hodinu (Brundrett et al.,
1991); pozorovani ve fluorescenénim mikroskopu pfi excitaci UV

e Lugollv roztok — detekce sSkrobovych zrn v pochvé svazku cévniho; barveni cca 5 vtefin

(Némec, 1962); pozorovani ve svétlém poli

27



Po barveni byly kosic¢ky oplachnuty destilovanou vodou (v pfipadé Sudanové cervené a Fluorol
Yellow nejprve 0,5% w/v SDS (sodiumdodecylsulfat) a poté destilovanou vodou) a fezy byly
nasledné umistény na podlozni sklicko s 65% glycerolem, pfikryty krycim sklickem a pozorovany
mikroskopem Olympus BX51 ve svétlém poli nebo jako fluorescence pfi excitaci UV zarenim

(s filtrem UV Olympus U-MWU). Snimky byly potizeny digitalni kamerou Apogee U4000.

Vysledky anatomické analyzy byly hodnoceny semikvantitativné. Byly rozliSovany tfi kategorie

velikosti cévnich svazk( (CS) podle poc¢tu bunék pochvy cévniho svazku na fezu:

e L —velké CS, pocet bunék tvoricich pochvu CS vyssi nebo roven 17
e M —stfedné velké, pocet bunék 8 az 16

e S—malé, pocet bunék nizsi nebo roven 7

Z kazdé sady rez( bylo pozorovano 10 az 15 cévnich svazku, které byly zarazeny do jedné
z kategorii a byla sledovana pfitomnost endodermis s vytvorenymi Casparyho prouzky, popfipadé
teckami. Semikvantitativni analyza byla provedena u produkénich a mladych list(, v pfipadé kofen(

byla pouze ovéfena pfitomnost endodermis s Casparyho prouzky/te¢kami.

V experimentu 6 byly na zac¢atku a na konci svételné periody odebrany 2 rostliny od kazdého
genotypu a byl z nich izolovan nejdelsi produkéni a mlady list. Postup zhotoveni fez(l a pripravy
prepardtd byl stejny jako ten popsany na zacatku této kapitoly, jen s tim rozdilem, Ze fezy byly
provadény pouze v poloviné délky listll. Rezy byly v tomto piipadé barveny Lugolovym roztokem,
aby doslo k vizualizaci Skrobovych zrn. Pro kontrolu byly zhotoveny i nebarvené fezy. Byla sledovana
pritomnost skrobu v pochvach nejvétsich cévnich svazkd listl (velikost L) pfitomnost asimilacniho

Skrobu v chloroplastech a zmény v mnozstvi Skrobu béhem noci.

3.7 Zpracovani dat

Grafy a tabulky byly vytvoreny v programu Microsoft Office Excel 365, ktery byl také vyuZity
k vypocteni pramér( a smérodatnych odchylek u jednotlivych experiment(l. Krabicové (boxplot)
grafy byly vytvofeny pomoci webové aplikace BoxPlotR (http://shiny.chemgrid.org/boxplotr/). Data
byla statisticky vyhodnocena v programu NCSS 9 Statistical Software (2013; NCSS, LLC. Kaysville,
Utah, USA; ncss.com/software/ncss). Pro porovnani experimentélnich vysledk( byl pfi normalnim
rozdéleni dat pouzity parovy Equal Variance T-Test. Pokud data nebyla rozdélena normalné, byl ke

zhodnoceni pouzity Mann-Whitney Test. Srovnani byla provedena na hladiné vyznamnosti a = 0,05.
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4. Prehled experimentd

Ve vSech experimentech bylo pracovdno s rostlinami P. lanceolata a P. maritima, které byly
péstovany ze semen v nddobach Araponics s Hoaglandovym roztokem. Kromé experimentu 5 bylo
stari rostlin v dobé odéru vidy 5 (P. lanceolata) a 7 (P. maritima) tydnU. Stejné tak byla pro vSechny
experimenty spole¢nd doba vymény média - v poloviné kultivacni doby (3 tydny pro P. lanceolata a

4 tydny pro P. maritima).
Experiment 1

e Odbér 24 rostlin od kaZzdého genotypu na zpracovani vzorkl pro jednotlivé analyzy:
o 6 rostlin na analyzu obsahu sacharid(
o 6 rostlin na jimani exudatd floému
o 12 rostlin na denni/noc¢ni dynamiky skrobu (odbéry na konci dne a na konci noci)
o 18 rostlin na rlistovou analyzu (rostliny z analyzy cukrd a skrobu)

e Celkem 186 vzorkd
Experiment 2

e Odbér 28 rostlin od kaZzdého genotypu na zpracovani vzork( pro jednotlivé analyzy:
o 6 rostlin na analyzu obsahu sacharid(
o 6 rostlin na jimani exudatd floému
o 12 rostlin na denni/nocni dynamiky skrobu (odbéry na konci dne a na konci noci)
o 18 rostlin na rlstovou analyzu (vyuZity rostliny z analyzy cukrd a Skrobu)
o 4 rostliny na méfeni fotosyntézy

e Celkem 178 vzork
Experiment 3

e Odbér 28 rostlin od kazdého genotypu na zpracovani vzorkl pro jednotlivé analyzy:
o 6 rostlin na jimani exudat
o 12 (P.lanceolata) a 13 (P. maritima) rostlin na méreni fotosyntézy
o Nadzemni casti a kofenové systémy zrostlin na jimani exudatd floému byly
odebrany na anatomicko-histochemickou analyzu a byly odebrany také produkéni
listy ze zbylych (jinak nevyuZitych) rostlin

e Celkem 53 vzorkl
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Experimenty4 a5

e Délka kultivace - 7 tydna (P. lanceolata) a 9 tydn0 (P. maritima)

e Vyména média po 3 a 6 tydnech pro P. lanceolata a 4 a 8 tydnech pro P. maritima

e Kazdy tyden odbér 8 rostlin od kazdého genotypu na rlistové analyzy

e 6 rostlin od kazdého genotypu na jimani exudatt floému a 11 rostlin na méreni rychlosti
fotosyntézy (P. lanceolata 5 tydn( staré a P. maritima 7 tydn( staré)

e Celkem 162 vzork

Experiment 6

e Odbér 2 rostlin od kazdého genotypu pro anatomickou analyzu:
o Ze 2 rostlin odbér nejdelsiho produkéniho a mladého listu na anatomicko-

histochemickou analyzu (ovéreni pfitomnosti Skrobu v pochvach cévnich svazki)
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5. Vysledky
5.1 Optimalizace délky kultiva¢ni doby

Pro experimentalni praci byly zvoleny dva druhy jitrocele, glykofytni Plantago lanceolata a halofytni
P. maritima. Rostliny byly péstovany v kultivacni mistnosti v nddobach Araponics s %4 médiem dle
Hoaglanda (Lastlvka, 1967). Kliceni semen i nasledny rust rostlin byl bezproblémovy. Semena obou
genotypl zacala klicit velmi rychle, uz po 4 dnech bylo mozné pozorovat proristani déloznich listk(.
Druh P. lanceolata rostl rychleji, nez P. maritima, proto bylo nutné optimalizovat délku kultivacni
doby - v pfipadé P. lanceolata byla stanovena na 5 tydn(, pro P. maritima na 7 tydn( (obrazek 4).
Délka kultivace byla stanovena tak, aby byly rostliny v dobé odbéru plné vyvinuté a poskytly
dostatek biomasy pro zamyslené analyzy, ale zaroven aby nezacaly kvést. Ze vsech kultivovanych
rostlin (cca 150 od kazdého druhu) jsem pozorovala pouze u dvou rostlin P. maritima tvorbu zakladd
kvétnich struktur — tyto rostliny nebyly pro Zadnou z analyz pouzity. Jako produk¢ni list (zdrojovy)
byl pro analyzy zvolen nejdelsi list na rostliné v dobé odbéru a jako mladé listy (sinkové) ty nejmladsi
listy z rGZice, které dosahovaly méné nez 40 % délky nejdelsiho listu. Pfestoze byla délka kultivacni
doby uréena tak, aby byly rostliny v dobé odbéru podobné velké, byly pomérné variabilni v ramci

jednoho genotypu i v porovnani s druhym.

Obrazek 4: Velikost rostlin v dobé odbéru. A — P. lanceolata, stafi 5 tydn(i; B — P. maritima, stari 7
tydn(; C — rostliny v nadobach Araponics v kultivacni mistnosti, vlevo P. lanceolata, stafi 5 tydn,
vpravo P. maritima, stafi 7 tydn0.
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5.2 Rlstové analyzy
Z predbéznych optimalizacnich vysledk( bylo zfejmé, Ze oba genotypy rostou rlizné rychle. Pro

sledovani rychlosti rlistu byly rostliny odebirany od druhého tydne vyvoje v tydennich intervalech v
prabéhu doby o tyden delsi nez stanovena kultiva¢ni doba pro jednotlivé genotypy. Vsechny ¢asti
rostlin P. lanceolata mély vidy vyssi suchou i Cerstvou hmotnost nez P. maritima (obrazek 5). Ve
vsech tydnech odbéru, kde je mozné srovnani (tydny 2 aZ 6) jsou statisticky prikazné rozdily mezi
genotypy (obrazek 5). Vtydnech, kdy probihaly odbéry rostlin pro analyzy sacharidi a méreni
fotosyntézy (Cervené oznacené body), byly hmotnosti vSech ¢asti rostlin podobné, coZ potvrzuje
vhodné zvolenou délku kultivaéni doby pro oba genotypy. Déle byla orientacné zjisténa prdmérna
hmotnost jednoho semene u obou genotypl (tabulka 5) a relativni rychlost rlstu rostlin (RGR;
tabulka 6), tedy prirGstek susiny za jednotku Casu vztaZeny na pocatecni biomasu v pribéhu
kultivace. RGR rostlin P. maritima byla nizsi v intervalu 3. az 5. tydne, ale v 6. tydnu kultivace byla

RGR vyssi nez u P. lanceolata (tabulka 6).

Tabulka 5: Orientacni primérna hmotnost jednoho semene dvou druhti jitrocele. Pl — Plantago
lanceolata, Pm — Plantago maritima.

Prlimérna hmotnost
jednoho semene [mg]

Pl 1,7
Pm 0,6

Tabulka 6: Relativni rychlost riistu (RGR) dvou druhti rostlin jitrocele béhem kultivace [g-g-tyden
1. Experiment 5. Pl — Plantago lanceolata, Pm — Plantago maritima; hydroponickd kultivace. n = 8

3. tyden | 4. tyden | 5. tyden | 6. tyden
Pl 1,7493| 1,0291| 0,7025| 0,6535
Pm 1,5771 0,8434 0,7294 1,1142

32




Cerstva hmotnost prytu [g]

9 0 ©
2. 3. 4. 5. b. 7. 8.
Tyden kultivace
—8—Pm |
A
0,4
w® *
3
%03
o
o
8 *
202 J
o
£ *
-
w 01 * T
<
9 * T 1
“ 0
2 3 4. 5. 6. 7. 8.
Tyden kultivace
Pl —8—Pm
B
1,6

G [g]
*

renu

1,2

’

0,8

0,4

Cerstva hmotnost ko

(g]

0,08

fend [g]
—

o
5 0,06
w
e}
E *
6 0,04
-g é
*

© 0,02 * =
S * L
a T

0

2 3 4. 5. 6. 7. 8.
Tyden kultivace
D Pl =—@=—Pm

Obrazek 5: Hmotnost jednotlivych ¢asti rostlin v pribéhu kultivace dvou druh jitrocele - Cerstva
(A) a sucha (B) hmotnost nadzemni ¢asti a Cerstva (C) a sucha (D) hmotnost kofenu. Experiment 5;
Pl — Plantago lanceolata, Pm — Plantago maritima. Hydroponicka kultivace. Cervené oznacené body
v grafech zndzornuji tyden odbéru rostlin pro dalsi analyzy. Chybové usecky znaci smérodatné
odchylky, n = 7-8. Signifikance rozdild byla hodnocena standartnim t-testem (pfi normalnim
rozdéleni dat) nebo Mann-Whitney testem (pokud rozdéleni dat nebylo normalni). Statisticky
vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickami; a = 0,05.
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U dalSich dvou opakovani (experiment 1 a 2) byla provedena dopliikova rlstova analyza
rostlin v dobé jejich odbéru pro experimenty zamérfené na sacharidovou bilanci. Z vysledka
(obrazek 6A, C a 6B, D) je zfejmé, Ze rostliny P. lanceolata mély vétsi biomasu korfenl i prytu nez P.
maritima. Stejné tak je to patrné i z fotografii (obrazek 4). Prlmérna cerstvda hmotnost koren( P.
lanceolata byla okolo 1 g, zatimco kofeny P. maritima vazily primérné 0,4-0,5 g. Mezi kofenovymi
systémy byly i makroskopické rozdily — P. lanceolata méla delsi koteny, bohatéji vétvené a nebylo
mozné odlisit primdrni kofen. Oproti tomu P. maritima méla kofeny kratsi, ale s dobte odlisitelnym
kalovitym primarnim kofenem. Vsechny rozdily v hmotnostech nadzemnich casti a kofen( jsou
statisticky prikazné, kromé hmotnosti nadzemni ¢asti v experimentu 1, kde ale pozorujeme stejny
trend. Zatimco cerstvd hmotnost kofenl P. lanceolata byla v obou opakovanich statisticky
vyznamné vyssi nez kofenl P. maritima, rozdil v Cerstvé hmotnosti nadzemni ¢asti byl nizsi (v
experimentu 1 (obrazek 6A, C, E) nebyl statisticky prikazny, v experimentu 2 (obrazek 6B, D, E)
ano). Pomér hmotnosti kofenl a nadzemni casti byl v obou opakovanich prikazné vyssi u P.

lanceolata, coz znamena, ze tyto rostliny investuji vice do kofenového systému, nez rostliny P.

maritima.
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Legenda k obrazku 6 je na nasledujici strané.
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Obrazek 6: Rlstova analyza dvou druh jitrocele — ¢erstva hmotnost prytu (A, B), kofen( (C, D) a
pomér Cerstvé hmotnosti kofen( a prytu (E, F). A, C, E: Experiment 1; B, D, F: Experiment 2; Pl —
Plantago lanceolata, Pm — Plantago maritima. Hydroponicka kultivace, odbér rostlin po 5 (P.
lanceolata) a 7 (P. maritima) tydnech kultivace. Use¢ka v grafu znadi median. Odlehlé hodnoty
predstavuji body nad chybovymi useckami. Chybové Usecky znazornuji mezikvartilové rozpéti, n =
18. Signifikance rozdild byla hodnocena standartnim t-testem (pfi normalnim rozdéleni dat) nebo
Mann-Whitney testem (pokud rozdéleni dat nebylo normalni). Statisticky vyznamné rozdily jsou
oznaceny hvézdickami; a = 0,05.

5.3 Stanoveni obsahu sacharidd v listech, kofenech a v exudatech floému

5.3.1 Obsah rozpustnych sacharidd a Skrobu v listech a korenech
Pomoci HPLC byl sledovan obsah a spektrum sacharid(i ve vybranych organech — v produkénich a

mladych listech a kofenech (obrazek 7). Rostliny byly odebirany v poloviné svételné periody (14:00).
V produkénich a mladych listech mély rostliny P. maritima vy3$si obsah rozpustnych sacharidli nez
P. lanceolata a rozdily mezi genotypy byly statisticky prikazné (tabulka 7). V obou experimentech
byly hladiny rozpustnych sacharid( v kofenech u obou genotypl srovnatelné. V experimentu 1 byl
v produkénich listech P. lanceolata vyssi obsah Skrobu nez u P. maritima, v experimentu 2 byl
pozorovatelny stejny trend, i kdyZ rozdil nebyl statisticky prikazny. V mladych listech a kofenech
byl obsah skrobu v prvnim experimentu vyssi u P. lanceolata, ale v experimentu 2 u P. maritima. U
obou genotypll byl v porovnani s produkénimi a mladymi listy obsah skrobu v kofenech nizsi, a to
v obou experimentech. Podil sorbitolu k celkovym rozpustnym sacharidim v produkénich listech a
korenech byl signifikantné vyssi u P. maritima nez u P. lanceolata a pohyboval se v rozmezi 18 a7z 41

% (pro P. lanceolata to bylo 13 az 28 %). V pfipadé mladych listl byla pozorovéna stejna tendence.
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Obrazek 7: Obsah rozpustnych sacharidti a Skrobu v jednotlivych éastech rostliny u dvou druht
jitrocele — P. lanceolata (A, C) a P. maritima (B, D). A, B - Experiment 1; C, D — Experiment 2.
Produkéni list — nejdelsi na rostliné, mlady list (mensi nez 40 % délky nejdelSiho produkéniho listu).
Chybové usecky znazornuji smérodatné odchylky, v pfipadé rozpustnych sacharidd pro jejich sumu.
Hydroponicka kultivace, odbér rostlin po 5 (P. lanceolata) a 7 (P. maritima) tydnech. Skrob byl
stanoven jako mnozZstvi glukdzy po enzymatickém Stépeni. n = 6, resp. n = 4 pro mlady list P.
maritima v experimentu 2 (D). Statistické hodnoceni signifikance rozdill mezi genotypy viz tabulka
7.

Tabulka 7: Vysledky statistického hodnoceni signifikance rozdilli v obsahu sacharidi mezi P.
lanceolata a P. maritima v jednotlivych castech rostliny. Signifikance rozdil byla hodnocena
standartnim t-testem (pfi normalnim rozdéleni dat) nebo Mann-Whitney testem (pokud rozdéleni
dat nebylo normaini). Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickami, ns — nesignifikantni
rozdil; o = 0,05.

Produk¢ni list Miady list Koren
Rozp. sach. | Skrob | Rozp.sach. | Skrob | Rozp.sach. | Skrob
Experiment 1 * * * * ns *
Experiment 2 * ns * * ns *
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5.3.2 Obsah rozpustnych sacharidl a Skrobu na zac¢atku a na konci svételné periody
Pro charakterizaci stavu zdsob po temné periodé byly odebrany nejdelsi produkéni listy rostlin P.

lanceolata a P. maritima na konci svételné periody (22:00) a na konci noci (6:00) a byla provedena
analyza obsahu a spektra sacharidi pomoci HPLC (obrazek 8). Pro sacharidovou bilanci na konci dne
i na konci noci se pro dany materidl zda charakteristické, Ze produkéni listy obsahovaly vice
rozpustnych sacharid(i nez Skrobu. Vyjimkou z toho byly rostliny P. lanceolata v experimentu 1
(obrazek 8A), u kterych byl na konci dne zjistén mirné vyssi obsah skrobu nez rozpustnych sacharidd.
Z dat vyplyva, Ze v experimentu 1 obsahovaly rostliny P. maritima na konci dne vice rozpustnych
sacharidd nez P. lanceolata, v experimentu 2 byl pozorovan trend stejnym smérem, ale rozdil nebyl
statisticky prikazny (obrazek 8C, tabulka 8). V pfipadé skrobu byla tendence opaéna — vyssi obsah
Skrobu byl na konci dne nalezen u P. lanceolata, avsak tento rozdil nebyl statisticky prikazny.
V prvnim experimentu na konci noci obsahovaly rostliny P. lanceolata méné rozpustnych sacharid
nez P. maritima, v experimentu 2 bylo mozné pozorovat stejny trend, rozdil ale nebyl statisticky
vyznamny. Obsah Skrobu byl na konci noci v experimentu 1 vy$si u P. maritima, v experimentu 2 u
P. lanceolata, tyto rozdily nebyly statisticky priikazné. U obou genotypll dochazelo béhem temné
periody k trendu poklesu obsahu rozpustnych sacharidd, ale bez statisticky vyznamného rozdilu
(tabulka 9). Jedinou vyjimkou byly rostliny P. maritima v experimentu 2 (obrazek 8D), u kterych
doslo k mirnému zvyseni obsahu rozpustnych sacharid(, avsak také bez statisticky prikazného
rozdilu. BEéhem temné periody doslo k poklesu hladiny Skrobu u obou genotypd, kdy rostlinam P.
maritima na konci noci zbyvalo 60-80 % zasob Skrobu, zatimco P. lanceolata pouze 40-50 % (v
pfipadé P. lanceolata, statisticky prikazny rozdil v obou experimentech). Z grafi je také zifejmé, ze
na konci dne i na konci noci obsahovaly rostliny P. maritima vice sorbitolu, nez P. lanceolata. Pro
znazornéni 24hodinové dynamiky obsahu rozpustnych sacharid a Skrobu byl vytvofen graf

shrnujici dynamiku obsahu sacharidl v produkénim listu - obrazek S1 (v pfiloze).
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Obrazek 8: Obsah rozpustnych sacharidi a Skrobu v produkénim listu na konci dne (22:00) a na
konci noci (6:00) u dvou druhli jitrocele — P. lanceolata (A, C) a P. maritima (B, D). A, B - Experiment
1; C, D — Experiment 2. Produkéni list — nejdelsi na rostliné. Chybové Usecky zndzornuji smérodatné
odchylky, v pfipadé rozpustnych sacharidd pro jejich sumu. Hydroponicka kultivace, odbér rostlin
po 5 (P. lanceolata) a 7 (P. maritima) tydnech. Skrob byl stanoven jako mnoZstvi glukézy po
enzymatickém Stépeni. n = 6. Statistické hodnoceni signifikance rozdili mezi genotypy viz tabulky 8

ao.

Tabulka 8: Vysledky statistického hodnoceni signifikance rozdilti v obsahu sacharidi na konci dne
a na konci noci mezi P. lanceolata (Pl) a P. maritima (Pm). Signifikance rozdil( byla hodnocena
standartnim t-testem (pti normalnim rozdéleni dat) nebo Mann-Whitney testem (pokud rozdéleni
dat nebylo normaini). Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickami, ns — nesignifikantni

rozdil; o = 0,05.

Konec dne Konec noci
Lisi se Pla Pm? | Rozp. sach. Skrob Rozp. sach. Skrob
Experiment 1 * ns * ns
Experiment 2 ns ns ns ns

Tabulka 9: Vysledky statistického hodnoceni signifikance rozdilli v obsahu sacharidli mezi koncem
dne (KD) a koncem noci (KN) u sledovanych druht P. lanceolata (Pl) a P. maritima (Pm).
Signifikance rozdild byla hodnocena standartnim t-testem (pfi normalnim rozdéleni dat) nebo
Mann-Whitney testem (pokud rozdéleni dat nebylo normalni). Statisticky vyznamné rozdily jsou

oznaceny hvézdickami, ns — nesignifikantni rozdil; a = 0,05.

Pl Pm
Lisi se KD a KN? | Rozp. sach. Skrob Rozp. sach. Skrob
Experiment 1 ns * ns ns
Experiment 2 ns * ns ns
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5.3.3 Obsah rozpustnych sacharid(l ve floémovych exudatech
Dale byla provedena analyza obsahu a spektra rozpustnych sacharid(i v exudatech produkéniho

listu a byla vypoctena rychlost exudace, ktera byla vztazena na listovou plochu (obrazky 9A — 11A).
Celkem byla provedena tfi opakovani tohoto experimentu. Vysledky byly poté prepocéteny na
specifickou listovou plochu (SLA), aby se zohlednila odlisna struktura listd rostlin P. lanceolata a P.
maritima (obrazky 9B — 11B). V exudatech bylo kromé sorbitolu, sachardzy a glukdzy nalezeno také
malé mnozstvi fruktdzy. ProtoZe pritomnost fruktézy v exudatu mlze znamenat ¢astecné stépeni
sachardzy kyselymi invertdzami a toto rozdéleni by tedy mohlo byt artefaktem, data jsou
prezentovana jako soucet sachardzy, glukdzy a fruktdzy. V ptipadé rychlosti exudace vztazené na
listovou plochu byla rychlost vidy vyssi u P. maritima, ale pouze ve druhém experimentu byl mezi
genotypy potvrzen statisticky prikazny rozdil. Po pfepoctu na SLA se rychlosti vyrovnaly a ve dvou
experimentech (1 a 3) byla rychlost exudace dokonce mirné vyssi u P. lanceolata, avsak ani
v jednom z experimentl nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil. Vysledky analyzy exudatd
produkcnich listl ukazaly, Ze podil sorbitolu ku ostatnim sacharididm detekovanym v exudatu
(sachardza, glukdza, fruktoza) byl vyssi u P. maritima (59 az 72 %). U P. lanceolata v exudatech
pfevaZzovaly ostatni rozpustné sacharidy, podil sorbitolu ¢inil 34 az 48 %. Ve vSech experimentech

byly v podilech sacharidi statisticky prikazné rozdily (obrazky 9C, D — 11C, D).

|
-
@
d

Rychlost exudace [ug-SLA" - hod™!)

Rychlost e:

Pl Pm Pl Pm

A sorbitol M suma S+G+F B sorbitol suma 5+G+F

C D

Obrazek 9: Exudace z produkcniho listu u dvou druhi jitrocele. Experiment 1. Rychlost exudace
vztaZzena na listovou plochu (A) a specifickou listovou plochu (B), Pl — Plantago lanceolata, Pm —
Plantago maritima, Suma S+G+F — soucet obsahu sachardzy, fruktézy a glukdzy. Hydroponicka
kultivace, jimani exudatd nejdelsiho produkéniho listu u 5 (P. lanceolata) a 7 (P. maritima) tydna
starych rostlin, zahajeni pfiblizné v poloviné svételné periody (13:30), délka trvani 4 hodiny.
Vysecové grafy - podil sorbitolu ku ostatnim sachariddm v exudatu u P. lanceolata (C) a P. maritima
(D); n = 6. Signifikance rozdil( byla hodnocena standartnim t-testem (pfi normalnim rozdéleni dat)
nebo Mann-Whitney testem (pokud rozdéleni dat nebylo normalni). Statisticky vyznamné rozdily
jsou oznaceny hvézdi¢kami; a = 0,05.
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Obrazek 10: Exudace z produkéniho listu u dvou druhi jitrocele. Experiment 2. Rychlost exudace
vztaZzena na listovou plochu (A) a specifickou listovou plochu (B), Pl — Plantago lanceolata, Pm —
Plantago maritima, Suma S+G+F — soucet obsahu sacharézy, fruktézy a glukézy. Hydroponicka
kultivace, jimani exudatd nejdelsiho produkéniho listu u 5 (P. lanceolata) a 7 (P. maritima) tydnt
starych rostlin, zahajeni ve 13:30, délka trvani 4 hodiny. Vysecové grafy - podil sorbitolu ku ostatnim
sachariddm v exudatu u P. lanceolata (C) a P. maritima (D); n = 6. Signifikance rozdild byla
hodnocena standartnim t-testem (pfi normalnim rozdéleni dat) nebo Mann-Whitney testem
(pokud rozdéleni dat nebylo normalni). Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickami; a
=0,05.
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Obrazek 11: Exudace z produkéniho listu u dvou druhii jitrocele. Experiment 3. Rychlost exudace
vztazena na listovou plochu (A) a specifickou listovou plochu (B), Pl — Plantago lanceolata, Pm —
Plantago maritima, Suma S+G+F — soucet obsahu sacharézy, fruktézy a glukézy. Hydroponicka
kultivace, jimani exudatl nejdelsiho produkéniho listu u 5 (P. lanceolata) a 7 (P. maritima) tydnu
starych rostlin, zahajeni ve 13:30, délka trvani 4 hodiny. Vysecové grafy - podil sorbitolu ku ostatnim
sachariddm v exudatu u P. lanceolata (C) a P. maritima (D); n = 6. Signifikance rozdild byla
hodnocena standartnim t-testem (pfi normalnim rozdéleni dat) nebo Mann-Whitney testem(pokud
rozdéleni dat nebylo normalni). Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdi¢kami; a = 0,05.
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5.4 Stanoveni rychlosti Cisté fotosyntézy (Pn)
U rostlin po 5 (P. lanceolata) a 7 (P. maritima) tydnech kultivace byla méfrena rychlost cisté

fotosyntézy, ktera byla vyjadiena pomoci mnozstvi asimilovaného oxidu uhli¢itého (umol CO;) na
jednotku plochy listu (m?) za jednotku ¢asu (s) (obrdzek 12). Py byla ndsledné pfepodtena na
specifickou listovou plochu (SLA) vztaZzenou na Cerstvou a suchou hmotnost (obrdzek 13). Statistické
vyhodnoceni bylo provedeno u poslednich bodl méreni pfi jednotlivych ozarenostech a statisticky
prikazny rozdil mezi genotypy byl oznacen hvézdi¢kou. V pripadé rychlosti Cisté fotosyntézy
(obrazek 12) se rychlosti pohybovaly v rozmezi -7 az 25 pmol-m2s1. Ve tmé byla rychlost vy33i u P.
lanceolata, za nizké ozafenosti (100 pmol-m2-st) vexperimentu 3 (obrazek 12B) také,
v experimentu 3 byl pouze pozorovan stejny trend. Pfi hodnoté ozadfenosti 300 umol-m=2-s? se
v experimentu 4 zacaly rychlosti obou genotypl vyrovnavat a pfi vyssich ozarenostech byla rychlost
vysSi u P. maritima. V experimentu 3 byly hodnoty Py vyrovnany po celou dobu méreni, pouze pfi

nejvyssi hodnoté ozarenosti byl pozorovan trend vyssi rychlosti u P. maritima.

35
30

25 I 1
20 1¥ uTﬂ IREEREEEE:

"

o

E 15

°©

£ 10

3 .

o T

o " 7

0 =7 ===
-10
0 100 300 500 700 500
Ozafenost [pmol-m2-5]

A Pl wemppm

35
30
25
20

I I
T .
: g HERATT T
o ® I
s 0 1W300 500 700 500

-10

Py [umol-m257]

Ozafenost [umol-m2-s7]
B Pl ==t==pm

Legenda k obrazku 12 je na nasledujici strané.
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Obrazek 12: Rychlost ¢isté fotosyntézy (Pn) dvou druhti jitrocele. A - Experiment 3; B - Experiment
4; Pl — Plantago lanceolata, Pm — Plantago maritima. Hydroponicka kultivace, rostliny po 5 (P.
lanceolata) a 7 (P. maritima) tydnech kultivace, méreni v rozmezi 9:00 az 14:00 hodin. Chybové
usecky zndzornuji smérodatné odchylky; n = 11-12 (P. lanceolata), resp. n = 11-13 (P. maritima).
Signifikance rozdild byla hodnocena standartnim t-testem (pfi normalnim rozdéleni dat) nebo
Mann-Whitney testem (pokud rozdéleni dat nebylo normadlni). Statisticky vyznamné rozdily jsou
oznaceny hvézdickami; a = 0,05.

U Py pfepocétené na SLA vztazenou at uz na Cerstvou (obrazek 13A, C) nebo suchou (obrazek
13B, D) hmotnost, byla v experimentu 4 od pocatku méreni vyssi rychlost u P. lanceolata.
V experimentu 3 byly rychlosti pfi vypnutém zdroji svétla vyrovnany a od 100 umol-m2s? byla
rychlost v obou ptipadech vyssi u P. lanceolata. Spolu s rychlosti fotosyntézy byla sledovana i
rychlost transpirace vztazend na listovou plochu a na SLA vyjaddfenou na cerstvou a suchou

hmotnost (obrdzek S2 v pfiloze).
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Obrazek 13: Rychlost Cisté fotosyntézy (Pn) vztazend na SLA na cerstvou (A, C) a suchou (B, D)
hmotnost dvou druht jitrocele. A, B - Experiment 3; C, D - Experiment 4; Pl — Plantago lanceolata,
Pm — Plantago maritima. Hydroponicka kultivace, rostliny po 5 (P. lanceolata) a 7 (P. maritima)
tydnech kultivace, méfreni v rozmezi 9:00 az 14:00 hodin. Chybové usecky zndzornuji smérodatné
odchylky; n = 11-12 (P. lanceolata), resp. n = 11-13 (P. maritima). Signifikance rozdill byla
hodnocena standartnim t-testem (pfi normalnim rozdéleni dat) nebo Mann-Whitney testem (pokud
rozdéleni dat nebylo normalni). Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdi¢kami; a = 0,05.
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5.5 Anatomicko-histochemicka analyza listl a koren(

Pro anatomickou analyzu listd a korfenl k ovéreni pritomnosti endodermis byly vyuzity rostliny
z experimentu 3, kterym byl odstranén nejdelsi produkéni list na jimani exudatl floému. Dale byly
odebrdany nejdelsi produkéni listy a mladé listy ze dvou rostlin od kazdého genotypu v experimentu
6. V pripadé produkénich a mladych listl byly vysledky pozorovani zpracovany semikvantitavné
(tabulka 10), u kofen( byla pouze ovérena pritomnost endodermis s Casparyho prouzky, popfipadé

tec¢kami. Produkéni listy byly Fezany v poloviné a ¢tvrtiné délky (od baze), mladé listy jen v poloviné.

Tabulka 10: Pfitomnost, pfipadné pocet cévnich svazkl s vytvofenymi Casparyho prouzky
v produkénich a mladych listech dvou druh jitrocele. Experiment 3. Pl — Plantago lanceolata, Pm
— Plantago maritima. Od kazdého druhu a pro oba typy listd byly provadény rezy ze dvou jedincu.
S — malé cévni svazky (CS); M — stfedni CS; L — velké CS (podrobnéjsi popis rozdéleni v kapitole
Materidly a metody.

Produkéni list Mlady list
Baze listu Stred listu Stred listu
Ano Ne Ano Ne Ano Ne
S 16 1 9
PI M 6
L 8
S 17 19 15
Pm |Mm 7 4 5 8 8
L 8 6 4

Z kazdé sady rezl bylo pozorovano co nejvétsi mnozstvi cévnich svazkl (CS), avsak kvali
horsi kvalité fezl (naptiklad na okrajich feznych ploch) nebylo mozné zahrnout do vyhodnoceni
viechny. Vsechny CS, které byly pozorovany a bylo mozné je zaradit do jedné z kategorii, jsou
zaznamenany v tabulce 10. Nasledujici fotografie jsou predevsim ilustracni a reprezentuji
nejCastéjsi situace u danych typu fezl. V endodermis vSech CS na bazi produkéniho listu P.
lanceolata (obrazek 14A, C, E) bylo moZné pozorovat Casparyho prouzky, v nékterych pfipadech
cévnich svazk( kategorie S byly vytvofeny pouze tecky. V endodermis nejvétsich CS P. maritima
(obrazek 14B) se nachazely Casparyho prouzky ve vsech ptipadech, u stfedné velkych CS v 64 %
v podobé tecek a u nejmensich CS nebyly pozorovadny zadné Casparyho prouzky ani tecky. Ve
stfedni ¢asti produkéniho listu P. lanceolata se nachdazely Casparyho prouzky v podobé tecek u CS
velikosti S, kde byly vytvoreny pouze v 10 % ptipad, a velikosti M (pfitomny u vSech, také v podobé
tecek), u vSech velikosti L byly pozorovany opét prouzky. U P. maritima se ve stfedni ¢asti listu

nachazely tecky, a to pouze u CS kategorii M (vytvofené u 38 % pozorovanych CS) a L (u vSech),
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nejmensi cévni svazky je nemély vytvorené vibec. V ptipadé mladych listl nebylo mozné pozorovat

Casparyho prouzky ani tecky u zadné z kategorii CS ani u jednoho genotypu.

P. lanceolata P. maritima

velké

stredni

malé

Obrazek 14: Pfitomnost endodermis s Casparyho prouzky okolo cévnich svazkii produkénich listd
dvou druhti jitrocele. Experiment 6. A, C, E — Plantago lanceolata; B, D, F — Plantago maritima. A, B
—velké cévni svazky (CS; velikost L); C, D — stfedni CS (vel. M); malé CS (vel. S). Barveno berberinem,
zvyraznény jsou lignifikované struktury — endodermis s Casparyho prouzky (oznacena bilou Sipkou)
a xylémové elementy. Excitace UV; méritko: 50 um.
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V dalsim experimentu vénujicim se anatomické strukture listu byly fezy barveny Lugolovym
roztokem pro vizualizaci skrobu. Sledovana byla pfitomnost Skrobu v pochvach cévnich svazkd a
chloroplastech a zmény v jeho mnoistvi v priibéhu denniho cyklu. Rezy byly zhotoveny ze stfednich
Casti produkénich (obrazek 15) a mladych listd (obrdzek 16). U obou druhl jitrocele byl
histochemicky detekovany skrob lokalizovan v chloroplastech fotosynteticky aktivnich bunék a ve
formé skrobovych zrn také v burikdch pochev cévnich svazkd. | kdyZz bylo mozné pozorovat pfi
srovnani situace mezi koncem dne a koncem noci mirné snizeni histochemicky detekovatelného
Skrobu v obou typech bunék, na konci noci byl jeho obsah stdle pomérné vysoky. U P. maritima se
Skrob v pochvach CS akumuloval nerovnomérné, vyssi akumulaci vykazovaly bunky umisténé blize
ke svrchni strané listu. U mladych listd byly rozdily v obsahu skrobu mezi koncem dne a koncem
noci vétsi nez u produkcnich listl. V mladych listech zlstalo na konci noci zachovano vice skrobu,
ale byly zjistény rozdily mezi genotypy. U P. lanceolata byl Skrob pfitomen predevsim v pochvach

CS, naopak u P. martitima ho bylo vice v chloroplastech.
Konec dne Konec noci

P. lanceolata

P. maritima

. v (Tl g
Obrazek 15: Obsah skrobu v pochvach cévnich svazkd a chlorenchymu produkénich listti dvou
druh jitrocele. Experiment 6. A, B — Plantago lanceolata; C, D — Plantago maritima. A, C — konce
dne; B, D — konce noci. OranZovymi Sipkami je oznacena pochva cévniho svazku se Skrobovymi zrny

(modrosedé az cerné zbarveni). Barveno Lugolovym roztokem; pozorovano ve svétlém poli;
méritko: 50 um.
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Konec dne Konec noci

P. lanceolata

P. maritima

Obrazek 16: Obsah skrobu v pochvach cévnich svazkd a chlorenchymu mladych listl dvou druhi
jitrocele. Experiment 6. A, B — Plantago lanceolata; C, D — Plantago maritima. A, C — konce dne; B,
D — konce noci. OranZovymi Sipkami je oznafena pochva cévniho svazku se Skrobovymi zrny
(modrosedé az cerné zbarveni). Barveno Lugolovym roztokem; pozorovano ve svétlém poli;
méritko: 50 um.

Nasledujici fotografie (obrazek 17) znazorniuji obsah skrobu v chloroplastech na konci noci.
Barveni bylo provedeno opét Lugolovym roztokem a pro porovnani jsou zde pfiloZzeny i fotografie
nebarvenych fezll (obrazek 17B, D). Je ziejmé, Ze rostliny obou genotypl si v produkénich listech

ponechavaji v chloroplastech urcité mnozstvi Skrobu i na konci noci.
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Lugoldv roztok Nebarveno

P. lanceolata

P. maritima

Obrazek 17: Obsah skrobu v chlorenchymu produkénich listti na konci noci u dvou druhti jitrocele.
Experiment 6. A, B — Plantago lanceolata; C, D — Plantago maritima. A, C — barveno Lugolovym
roztokem; B, D — nebarveno. Zlutymi Sipkami oznacen asimilaéni $krob v chloroplastech.
Pozorovano ve svétlém poli; méfitko: 50 um.

Posledni série fotografii (obrazek 18) ukazuje pfiklady typG barveni, které byly pouZity
v prlbéhu této prace pro vizualizaci endodermis s Casparyho prouzky a suberinovych lamel v
korenech. Suberinové lamely vSak nebyly vtomto typu rostlinného materidlu vytvoreny, proto
nebyly fotografie zahrnuty do vyhodnoceni. VSechny fezy byly provedeny v % délky koren( (od
baze). Z fotografii je patrné, Ze se koreny obou genotypl lisi. Rostliny P. lanceolata mély okolo
stfedniho valce vytvorenou endodermis s Casparyho prouzky, poté primarni kiiru a na periferii
exodermis, také svytvorenymi Casparyho prouzky. Sradidlnim rlstem kofene vsak zacala
exodermis desintegrovat a v nékterych pripadech rostlin P. maritima ji uz nebylo mozné pozorovat
(obrazek 18D, F). Rostliny P. maritima mély velmi tenkou primarni kliru a endodermis s Casparyho

prouzky se nachazela na periferii korene.
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P. lanceolata P. maritima

Berberin

Fluorol Yellow

v

v

-

a cerven

Sudanov

Obrazek 18: Ukazka typU barveni vyuZitych pfi anatomickych analyzach. Experiment 6. A, C, E —
Plantago lanceolata; B, D, F — Plantago maritima. A-F — fezy provedené v % délky koren(l (od baze).
Barveni: berberin (A, B) pro detekci ligninu, Fluorol Yellow (C, D) a Sudanova cerven (E, F) pro
detekci suberinu. Excitace UV (A-D) a pozorovani ve svétlém poli (E, F). Bilou Sipkou je oznacena
endodermis s Casparyho prouzky a zelenou Sipkou exodermis s Casparyho prouzky. Méfitko: 50 um.
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6. Diskuse

Rostliny disponuji rGznymi mechanismy, které jsou indukované, kdy? je rostlina vystavena stresu, a
které pomahaji dopady stresu zmirnit. Da se ovsem také predpokladat, Ze druhy, které jsou odolné,
se od citlivych lisi i v dobé, kdy na né Zadny stres neplsobi. Tyto druhy tedy maji jakousi vrozenou
uroven ochrany, kterd je ovSsem nakladna a rostliny musi fresit tzv. trade-offs mezi rlistem a
ochranou (Monson et al., 2022). Ve zménach alokace zdrojd mezi ristem a ochranou byly zjistény
rozdily i mezi ekotypy téhoz druhu (Berti¢ et al.,, 2021). Tato odliShost mlize pomoci napfr.
rychlejSimu nastartovani obrannych mechanismu, kdyz stres udefi. V diplomové préci jsem vyuzila
srovnani dvou druh jitrocele, glykofytniho Plantago lanceolata (Konigshofer, 1983) a halofytniho
Plantago maritima (Erdei and Kuiper, 1979). Halofytni zastupce je adaptovany na prostredi s vyssi
koncentraci soli vpladé, a témto podminkdm ma také prizplsobeny metabolismus. Zasoleni
zpUsobuje, vedle toxicity iontl, omezeni dostupnosti vody pro rostliny, coZ je ¢asty dopad i jinych
abiotickych stres(, napfiklad chladu anebo sucha. Rada studii prokazala odolnost P. maritima
k zasoleni, avSak toleranci k suchu u dospélych rostlin se zaddna prace nevénovala. Jedinou
nalezenou zminkou je vysoka citlivost semenac P. maritima k suchu, kdy 48hodinové vystaveni
suchu preZily pouze 2 az 4 % mladych semendacu (stafi 2-3 dny) a ze starsich (stari 7-9 dni) Zadny

(Jerling, 1981).

K experimentim vtéto diplomové praci jsem vyuZila celistvé rostliny péstované
hydroponicky, v nddobach Araponics s % Hoaglandovym roztokem (LastGvka, 1967). Zplisob
kultivace se osvédcil, rostliny byly vdobé odbéru pro jednotlivé analyzy robustni, s dobfe
vyvinutymi nadzemnimi ¢astmi i kofenovymi systémy a nejevily Zadné znamky senescence ani
naruseni rastu napf. infekci ¢i hmyzem. Pozornost byla zaméfena na hledani vybranych
metabolickych a strukturnich rozdili mezi obéma druhy souvisejicich s distribuci a alokaci sacharidd
po rostling, protoze predpokladame, Ze by tyto rozdily mezi genotypy mohly predstavovat zaklad
pro jejich odliSnou toleranci k solenému stresu. Rostliny musi neustale upravovat rozdélovani
asimilatd mezi jednotlivé pooly (metabolicky, transportni a skladovaci). Dale dynamicky moduluji
rozdélovani mezi jednotlivé typy sacharid(, a také pridélovani asimilat orgdnim a pletivim.
Modulaci téchto procest jsou rostliny schopny zasobovat podle potreby konkrétni sinky, nebo
napfiklad vyclenit vétsi podil asimilatl pro syntézu zdsobnich latek v reakci na podminky prostiedi.
Pokud dojde ke zpomaleni, nebo zastaveni rlistu, nejsou asimilaty spotfebovavany k ristu, zacnou
se hromadit a mohou slouZit napftiklad k syntéze Skrobu (Chiou and Bush, 1998). Stejné tak rostlina
mUze vyuzit vétsi podil asimilatl k syntéze skrobu s diurnalni dynamikou, ktery bude slouZit jako
zdroj uhliku a energie pro rist pres noc (Gibon et al., 2004; Smith and Stitt, 2007). Dalsim

mechanismem je posileni transportu asimilatll z produkcnich listd napriklad do korend.
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Hromadénim osmoticky aktivnich latek se v kofenech snizi osmoticky potencial a rostlina tak mize
snadnéji ziskavat vodu z prostredi (Pelleschi et al., 1997). Abych mohla porovnat vyse zminéné
procesy a charakteristiky mezi studovanymi druhy jitrocele, stanovila jsem u obou genotyp( rlstové
parametry, rychlost ristu, rychlost Cisté fotosyntézy a pomoci HPLC obsahy a spektra sacharid

v rostlinach.

Pred zacatkem prvnich experiment( bylo nutné otestovat vhodnost hydroponické kultivace
pro studované druhy rostlin. Zvoleny zplisob se osvédcil, avsak ukazalo se, Ze rostliny P. lanceolata
rostly rychleji nez P. maritima. Musela jsem proto optimalizovat délku kultivacni doby, aby byly
rostliny v dobé odbéru pro jednotlivé analyzy podobné velké. Rozdilné rychlosti rlistu byly na prvni
pohled zifejmé, a byly potvrzeny i pomoci stanoveni absolutnich hodnot suchych a cerstvych
hmotnosti prytl a koren(, kdy jsem ve vSech bodech méreni zjistila vyssi hmotnosti u rostlin P.
lanceolata. Pro detailnéjsi charakterizaci rozdilnych rychlosti rlstu jsem stanovila relativnich
rastové rychlosti (tabulka 6). Ukazalo se, Ze druh P. lanceolata sice zpocatku rostl rychleji nez P.
maritima, ale postupné se rychlost rlstu sniZila. Rostliny P. maritima naopak zpocatku rostly
pomaleji, poté se rychlost zvysila a v poslednim tydnu méreni prekonaly rychlost rdstu rostlin P.

lanceolata, avsak ani po 7 tydnech kultivace nepirekonaly velikosti druh P. lanceolata.

Pro hodnoceni vysledkl nékterych analyz bylo nutné vzit v Gvahu, Ze rostliny P. lanceolata
a P. maritima mély odlisnou stavbu listd. Listy P. lanceolata mély vétsi plochu listové Cepele a byly
tenké, listy P. maritima byly sukulentniho charakteru s mensi listovou plochou (viz téZ Flanagan and
Jefferies, 1988). Rostliny P. maritima maji velkou fenotypovou plasticitu listli (podle zplsobu
kultivace/stanovisté; nepublikovana data naseho tymu), takZze jsem pfedem nemohla predpokladat
tak velky rozdil ve stavbé listd studovanych druhd. To mélo vyznam pro interpretaci vysledk( této
prace, a proto jsem sledovala a zohledrovala i specifickou listovou plochu (SLA). SLA je plocha listu
vyjadrena na jednotku jeho hmotnosti (obvykle suché). Listy s vyssi SLA (tendi listy) jsou schopné
efektivnéji vyuzivat malé mnozstvi rozptyleného zareni dopadajiciho na rostlinu (Sefton et al., 2002;
Burns, 2004). Listy s nizsi SLA (tlustéjsi listy) vyuZivaji efektivnéji vysokou ozarenost a jsou vice
2002; Burns, 2004). Velikost SLA ma dleZitou roli v adaptaci rostlin k podminkam prostredi. Listy
s vysokou SLA maji vyssi relativni rychlost rlstu (RGR), ale pouze za podminek dostate¢ného
zdsobeni vodou a Zivinami. Vysledky studie na 6 druzich viesd ukazaly, Ze distribuce rostlin na
viesovisti Casto korelovala s hodnotami jejich SLA — druhy s nizsi SLA se nachazely blize ke stfedu
baziny, zatimco druhy s vyssi SLA byly hojnéjsi v zastinu lesa (Burns, 2004). Z vysledkd studie na
dvou genotypech P. major (poddruhy major a pleiosperma), které se lisily relativni rychlosti ristu

(RGR) vyplyva, Ze vétsi specificka listova plocha souvisi s vy$si RGR. Pomér suché a cerstvé
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hmotnosti listl byl vyssi pri vyssi SLA. Nizsi RGR je pravdépodobné zplsobena zménou alokace
sacharidl, kterd je castecné kompenzovana vyssi rychlosti fotosyntézy (Dijkstra and Lambers,
1989). Tomu vsak neodpovidaji vysledky méfeni rychlosti Cisté fotosyntézy v jednom ze dvou
experimentl této prace, kdy se ukazalo, Ze rychlost fotosyntézy byla u P. lanceolata i P. maritima
srovnatelnd. Z diskutované préce (Dijkstra and Lambers, 1989) také vyplyva, Ze rostliny s nizsi RGR
investovaly vice sacharidll do nadzemni Casti i kofend, které obsahovaly vice susiny neZ koreny
rostlin s vy$si RGR, a Ze RGR klesa s rostoucim starim a velikosti rostliny (Dijkstra and Lambers, 1989;
Paine et al., 2012). Genotypy P. major se také liSily velikosti a poctem semen — vétsi semena
produkoval genotyp s nizsi RGR (Kuiper, 1983; Dijkstra and Lambers, 1989). Podle téchto vysledk
by mély mit vétsi semena pomaleji rostouci rostliny P. maritima. Dale jsem proto stanovila
pramérnou hmotnost jednoho semene u studovanych genotypl a ukazalo se, Ze semena P.
lanceolata vazila primérné o 65 % vice neZz semena P. maritima. Vétsi zasobou v semenech by se
dala vysvétlit vyssi rychlost rGstu P. lanceolata v prvni ¢asti kultivaéniho intervalu. Je tedy mozné,
Ze vétsi zasoby v semenech vyufZily rostliny P. lanceolata k rychlejSimu pocatecnimu ristu, ktery se
ale po jejich vycerpani zpomalil (jak je popsano vyse). Vzhledem k tomu, Ze jsem nesledovala zmény,
ke kterym dochazi v generativni fazi, neni vylouc¢ené pozdéjsi snizeni RGR u P. lanceolata na Ukor
plnéni semen, podobné jako to bylo popsano v praci Dijkstra and Lambers (1989). Méreni rychlosti
Cisté fotosyntézy prokdazalo, Ze oba genotypy fotosyntetizovaly na jednotku plochy listu stejné
efektivné, avSak po prepoctu na SLA byla rychlost vyssi u P. lanceolata. Mohlo by to byt diky

efektivnéjSimu vyuZiti rozptyleného zareni diky vyssi SLA u P. lanceolata, jak bylo zminéno vyse.

Dale jsem se vénovala rozdilim v pfidélovani sacharidd jednotlivym organtim, ale obecné
také vztahlim mezi zdrojem a sinkem. Jako material pro charakterizaci zdroje jsem zvolila produkéni
list (vZdy byl vybran ten nejdelsi na rostliné) a sledovany byly i dva typy sinkovych organa, korenovy
systém a mlady list, jehoZ délka nepfesahovala 40 % délky nejdelSiho produkéniho listu rostliny.
Toto Cislo vychazi z prace tymu Fellows and Geiger (1974), ve které na zadkladé experimentd s listy
fepy obecné (Beta vulgaris) stanovili maximalni délku mladych list tak, kdy jesté nebyly zdrojovymi
organy, tedy neexportovaly asimilaty. Listy, které byly vétsi uz prochazely pfeménou na zdrojovy
organ a byl zahajen export asimilatl z téchto list (Fellows and Geiger, 1974). Pfedpoklada se ale,
Ze u vétsiny rostlin nastava prechod od sinkového ke zdrojovému charakteru listu pti vyssi listové

expanzi.

V dalsim typu experimentu jsem sledovala a porovnavala pridélovani sacharidd jednotlivym
organim - produkénim a mladym listdm a kofenlm. Pozornost byla zaméfena na sachardzu,
glukdzu, fruktdzu a cukerny alkohol sorbitol, a také na hladinu Skrobu v jednotlivych orgdnech. Oba

genotypy mély srovnatelnou rychlost fotosyntézy, presto bylo pozorovano navyseni celkového
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mnozstvi rozpustnych sacharidu v listech P. maritima oproti P. lanceolata. To naznacuje, Ze druh P.
maritima méné podporoval rust list(, jejich metabolismus a pfipadné omezil odvadéni sacharid(
do jinych casti rostliny. Naopak nizsi hladiny rozpustnych sacharidd v produkénich listech rostlin P.
lanceolata naznacuji Uc¢innéjsi odvadéni fotoasimilatl floémem do sinkovych pletiv. MnoZstvi
rozpustnych sacharidll v kofenech bylo srovnatelné u obou genotypl. V pripadé skrobu byly vyssi
hladiny v produk¢nich listech pozorovany u P. lanceolata. V mladych listech a kofenech byl v prvnim
opakovani experimentu obsah Skrobu vyssi u P. lanceolata, ve druhém opakovani u P. maritima.
Mladé listy obou genotypl obsahovaly vice skrobu neZ ostatni organy. Vysoké hladiny rozpustnych
sacharidd v mladych listech mohou byt dané tim, Ze mladé listy jakoZto sinkové organy rychle rostou
a spotrebuji velké mnozstvi asimilatl, a také lze uvaZovat i o jejich potfebé pro udrZeni vyssiho
turgoru nezbytného pro expanzi bunék. V ptipadé, Ze v nich rostlina udrzuje vys$si mnozstvi
rozpustnych sacharidd, nemusi mladé listy ,Cekat” na mobilizované zasoby a mohou udrZovat

kontinualni rast i v pfipadé vykyvl podminek.

V mezofylovych bunkdch P. major byl zjistén vyssi pomér sorbitolu ku sachardze
(Pommerrenig et al., 2007). Ke stejnym vysledklim jsem dosla i pro produkéni a mladé listy
studovanych genotypl P. lanceolata a P. maritima (kromé vysledk(l jednoho opakovani
experimentu, kde byla u produkénich listh P. lanceolata vyssi hladina sachardzy). V korfenech byla
ve druhém opakovani experimentu situace stejna jako pro listy, tedy vétsi obsah sorbitolu nez
sachardzy, ale v prvnim opakovani jsem naméfila vyssi hladiny sacharézy u obou genotypa. Druh P.
lanceolata mél vytvoreny hlavni kofen, avSsak morfologickd stavba jeho kofenového systému
pripominala spiSe systém homorhizni, a to kvali velkému poctu adventivnich kofenl (Cranston et
al., 2016). Oproti tomu druh P. maritima mél vyrazny hlavni kofen a mensi pocet adventivnich. U
rostlin P. lanceolata jsem zjistila vyssi podil biomasy kofenl ku biomase prytu, coz ukazuje na to, Ze
tyto rostliny investovaly vétsi podil asimilatl do rozvoje kofenového systému. Tuto domnénku
potvrzuje i analyza obsahu rozpustnych sacharidl v jednotlivych organech, kdy mély rostliny P.
lanceolata v produkénich listech nizsi obsah rozpustnych sacharidl nez P. maritima. Druh P.
lanceolata transportoval fotoasimilaty do korenl a v produkénich listech si udrzoval jejich nizsi
hladiny. Nizké hladiny rozpustnych sacharidd v produkénich listech maji pozitivni roli v aktivaci
fotosyntézy (Chiou and Bush, 1998), ale na druhou stranu jsou potom rostliny méné pfipraveny na

rychlou reakci v pripadé vystaveni osmotickému stresu (Bohnert et al., 1995).

ProtoZe jsou rostliny rodu Plantago vyznamnymi producenty cukerného alkoholu sorbitolu
(Bieleski, 1982), porovnavala jsem také jeho hladinu v jednotlivych organech. Nejvyssi obsah
sorbitolu jsem pozorovala v produkcnich listech obou druhd, avsak u rostlin P. maritima jsem

nameéfila vyssi obsah sorbitolu v porovnani s P. lanceolata. Rostliny P. maritima také obsahovaly
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vySsi podil sorbitolu ku ostatnim rozpustnym sachariddm neZz P. lanceolata. Oba genotypy si
udrzovaly stabilni hladiny sorbitolu v pribéhu celého denniho cyklu. Sorbitol ma vyznamnou roli pfi
stresu, coz bylo potvrzeno vysledky rady experimentd. Relativné vysoké hladiny sorbitolu byly u
halofytnich i glykofytnich druh( jitrocell naméfeny i za kontrolnich, nestresovych podminek. Avsak
pouze u halofytd doslo pfi vystaveni zasoleni k vyraznému narlstu obsahu sorbitolu (Al Hassan et
al., 2016). Zvysené hladiny sorbitolu byly za podminek zasoleni nalezeny v prytu i kofenech u
halofytnich rostlin P. maritima a P. coronopus (Ahmad et al., 1979; Koyro, 2006). VSechny tyto
vysledky se tykaji pouze stresu zasoleni. Narazila jsem pouze na jednu studii popisujici vyssi hladiny
sorbitolu u glykofytniho druhu P. lanceolata v reakci na stres suchem (Orians et al., 2019), avsak o

reakci halofytnich zastupcl na tento typ stresu jsem nalezla Zadné informace.

Pfedchozi experimenty provedené v nasi laboratofi potvrdily, Ze je mozné jimat exudaty
floému z produkénich listll, a tedy jsem optimalizovala metodicky pfistup pro jitrocel. Domnivali
jsme se, Ze by to mohlo doplnit obrazek o distribuci sacharid(, proto byla analyza obsahu sacharidi
ve floémovych exudatech zarazena i do této diplomové prace. Analyza obsahu sacharidd
v exudatech floému sledovanych druhl jitrocele prokazala pritomnost fruktézy. V exudatech
floému P. major vsak byla fruktdza zastoupena jen ve velmi malém mnozstvi, glukdza naopak tvofila
vyznamnou slozku exudatl tohoto druhu (Pommerrenig et al., 2007). Je moiné, Ze za jeji zvySenou
hladinou zjisténou pfi mych mérenich oproti vysledkim Pommerrenig et al. (2007) stoji Stépeni
sachardzy sténovymi kyselymi invertdzami. Vysledky jsou proto prezentovdny jako podil sorbitolu
ku souctu sachardzy, glukdzy a fruktdzy. Druh P. maritima obsahoval v exudatech floému vétsi podil
sorbitolu ku ostatnim sacharidim nez P. lanceolata. Vyssi hladina sorbitolu u halofytniho druhu by
mohla znamenat jeho pfipravenost na setkani se se stresem, kdy pfi vystaveni stresu neni nutné
vyrazné navyseni obsahu sorbitolu, ale odpovéd na stresové podminky je zaloZzend na zméndch
v jeho lokalizaci (Al Hassan et al., 2016). Byla vypoctena rychlost exudace a ukazalo se, Ze rostliny
P. maritima exudovaly rychleji. Protoze maiji listy P. lanceolata a P. maritima odliSnou strukturu
listd, byla rychlost exudace prepoctena na specifickou listovou plochu a v tomto pfipadé se rychlosti

vyrovnaly.

Vice sachardzy nez sorbitolu, tedy opacny pomér, nez byl vySe popsan pro produkéni a
mladé listy, byl zjistén v exuddatech floému, u kontrolnich nestresovanych rostlin P. major bylo
v exudatech floému vyrazné vyssi mnoZstvi sachardzy nez sorbitolu. Po vystaveni rostlin zasoleni
(400 mM NaCl) v jednom z experimentl tymu Pommerrenig et al. (2007) doslo k redukci mnozstvi
exudatu a také ke zméné poméru sorbitolu a sacharézy, kdy se rozdil mezi jejich hladinami zmensil.
To podporuje predpoklad zvySeného naklddani sorbitolu do floému pti stresu zasoleni

(Pommerrenig et al., 2007). Jak bylo zminéno na zacatku této kapitoly, ma data byla hodnocena
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jako podil sorbitolu ku souctu ostatnich pritomnych rozpustnych sacharid(. Pfesto pomér sorbitolu
popsany v praci (Pommerrenig et al., 2007) odpovidal poméru zjisténému u glykofytniho zastupce
P. lanceolata, i kdyZz rozdil nebyl tak vyrazny jako u kontrolnich rostlin P. major. Naopak u
halofytniho druhu P. maritima byl podil sorbitolu ve vSech opakovanich experimentu vyssi nez
v pripadé P. lanceolata, a také vyssi nez pomér sorbitolu zjistény u P. major jak za kontrolnich

podminek, tak po vystaveni zasoleni.

6.1 Denni dynamika obsahu sacharid( v listech
RUst rostlin je pohanén fotosyntetickou asimilaci uhliku, kterd ovsem probiha jen za svétla a denni

stfidani svétla a tmy vede k velkym zménam v rovnovaze uhliku v rostliné. To je vyvaZzeno akumulaci
Casti fotoasimilat ve dne ve formé Skrobu, ktery se nasledné mobilizuje v noci (Gibon et al., 2004).
Déle jsem se proto zajimala, jak studované druhy jitrocele buduji zasoby na pokryti pozadavki
béhem noci, a jaké mnoistvi z téchto zdsob na konci noci zlstane zachovano. Ke znazornéni denni
dynamiky hospodareni se sacharidy jsem analyzovala obsah a spektrum rozpustnych sacharidd a
Skrobu na konci dne a na konci noci. Genotypy se mezi sebou liSily v rychlostech, kdy druh P.
lanceolata rostl rychleji nez P. maritima (viz kapitola 5.2). To se projevilo také na hladinach
sacharidd v prlibéhu denniho cyklu. Druhy se liSily mnozstvim akumulovaného Skrobu pres den a
také rychlosti jeho degradace v noci. Zjistila jsem, Ze oba genotypy obsahovaly na konci dne vice
rozpustnych sacharidd a skrobu neZ na konci noci. Obecné jsem pozorovala tendenci vyssiho
obsahu rozpustnych sacharidl u P. maritima nez u P. lanceolata. V pfipadé Skrobu trend opacny,
kdy na konci dne i na konci noci obsahovaly rostliny P. lanceolata vyssi hladiny Skrobu nez P.
maritima. Vyjimkou byla situace na konci noci ve druhém opakovani experimentu, kdy mély mirné

vySsi obsah Skrobu rostliny P. maritima.

Literarni data ukazuji, Ze se rGzné genotypy Arabidopsis thaliana (rychleji a pomaleji
rostouci) lisily v rozsahu vyéerpani skrobu béhem normalniho denniho cyklu (Cross et al., 2006).
Rozdéleni asimilatd mezi syntézu skrobu a sachardzy je konstantni béhem dne a je kontrolovano
tak, aby vyhovovalo podminkdm prostfedi, zejména délce dne/délce noci (Gibon et al., 2004).
Cerstvd hmotnost listovych rzic se mezi genotypy vyrazné liila a nekorelovala s hladinami
sacharidd na konci dne, ale byla negativné ovlivnéna mnozstvim Skrobu na konci noci — rychleji
rostouci genotypy s vétsimi rGzicemi mély mirné nizsi obsah skrobu na konci dne a vyrazné nizsi na
konci noci nez pomaleji rostouci genotypy s mensimi rGZicemi. To podporuje hypotézu, Ze rychleji
rostouci genotypy jsou méné , konzervativni“ nez pomaleji rostouci a udrzuji si nizsi hladiny zasoby

sacharidl v podobé skrobu, aby se vyporadaly s ne¢ekanymi ménicimi se podminkami (Cross et al.,
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2006). Tomu odpovidaji vysledky této diplomové prace. Oba genotypy si na konci noci ponechavaly
urcité zasoby Skrobu, avsak u rychleji rostoucich rostlin P. lanceolata jsem pozorovala vyraznéjsi
snizeni obsahu skrobu v pribéhu temné periody neZ v pripadé pomaleji rostoucich P. maritima.
Vysledky nékolika studii prokazaly, Zze vyrazné prodlouZeni noci vedlo ke kompletnimu vycerpani
Skrobu a spustilo vyrazné zmény v metabolismu a genové expresi, véetné inhibice rlstu, ktery nebyl
obnoven ihned po ozafeni rostlin (Gibon et al., 2004; Cross et al., 2006). Po konci prodlouzené noci
musi rostliny upravit rozdélovani asimilatl tak, aby se vétsi podil fotoasimilatl akumuloval ve formé
Skrobu a doslo k obnové vycerpanych zasob. To umoZiiuje pokracovat v mobilizaci Skrobu a
udrzovani hladin cukrd i b&hem nasledujici temné periody (Gibon et al., 2004). Z toho vyplyva, Ze si
sice rostliny P. maritima udrzuji vétsi nevyuzité zasoby Skrobu nez P. lanceolata, a tedy rostou
pomaleji, ale také by to mohlo znamenat jejich pfipravenost na setkdni se se stresem. Ani po
prodlouZeni temné periody nebo plsobeni jiného stresu by nemuselo u rostlin P. maritima dojit ke
kompletnimu vycerpani zasob Skrobu a tim padem by nebylo nutné zastaveni ristu. Naopak u
rostlin P. lanceolata by pravdépodobné doslo k vy€erpani ulozenych zasob jesté pred koncem noci
a vysledkem by bylo omezeni, nebo zastaveni ristu, a mélo by to v koneéném dusledku vliv na jejich

konkurenceschopnost.

Pfitomnost asimilacniho Skrobu v chloroplastech fotosynteticky aktivnich bunék a
Skrobovych zrn v pochvach cévnich svazk(i obou genotypl jsem potvrdila histochemickou analyzou
produkénich a mladych list(l. Skrob jsem v téchto burikdch pozorovala ve vzorcich odebranych na
konci dne i na konci noci. Odpovida to predpokladu, Ze se rostliny snazi nejvice chranit nejmladsi
Casti, pripadné je zajistit tak, aby i pfi vyskytu limitace pfisunu asimilatd mohl byt zajistén jejich dalsi
vyvoj a funkce. To podporuji vysledky studie na A. thaliana, kdy v mladsich ¢astech listové rizice
nedoslo pfi zméné vnéjSich podminek k vycerpani Skrobu pfes noc. Oproti tomu ve vnéjsi listové
razici, tedy zdrojovych listech, se obrat skrobu zrychlil a na konci noci byly jeho hladiny témér
vycerpany (van Hoogdalem et al., 2021). Z mého pozorovani jsem vsak ovéfila pouze pfitomnost
Skrobu v danych bunkach produkénich a mladych list, ale nikoliv jeho mnoZstvi. K porovnani
rychlosti obratu skrobu mezi zdrojovymi a sinkovymi pletivy by tak bylo nutné doplnit analyzu

obsahu Skrobu na konci dne a na konci noci také v mladych listech.

Skladovani zasob slouzi jako pojistka pro rostliny, protoZze poskytuje uhlik pro predvidatelné
i nepredvidatelné zmény v jeho dostupnosti (napf. abiotické stresy, nebo zména délky noci),
vytvoreni zasob je ale na ukor investice sacharidd do jinych proces(, zejména rlstu. Hlavni funkci
Skrobu je skladovani a rozpustné sacharidy slouZi jako substraty pro respiraci a dalsi metabolické
funkce. Avsak protoZe je Skrob zdrojem pravé rozpustnych sacharid(, které jsou vyuZivané opét

k syntéze skrobu, byva soucet téchto dvou pooll vyuZivan k vyjadieni miry skladovani i kdyz v
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daném okamZiku je pouze zlomek z tohoto mnoZstvi sacharidi skladovano dlouhodobé (Hartmann
and Trumbore, 2016; Blumstein et al., 2022). Pfedpoklada se, Ze ke kompromisim mezi rlistem a
obranou dochazi u rostlin kvili omezenim zdroju, ktera vyzaduji upfednostnéni rlstu nebo obrany
v zavislosti na vnéjsich a vnitrfnich faktorech. Tyto tzv. trade-offs maji dlisledky pro zemédeélské i
prirodni ekosystémy, protoZe oba procesy jsou Zivotné duleZité pro preZiti rostlin a v konecném

dasledku i pro celkové fitness rostlin a jejich reprodukci.

6.2 Pfitomnost endodermis v listech
Jitrocele jsou jednim z mala rod( rostlin, u kterych se v listech (fapiku i ¢epeli) vyskytuje endodermis

s Casparyho prouzky okolo cévnich svazk( (Trapp, 1933). Chtéla jsem tedy ovéfit pfitomnost
endodermis v listech studovanych druhl jitrocele a pfipadné zjistit, jestli by tato struktura mohla

mit néjaky vliv na transportni procesy, kterym se ve své praci vénuiji.

Endodermis je specializovana vrstva bunék bézné pfitomnad v primarni kire korene, ktera
se nachdzi okolo stfedniho valce. PIné vyvinuta endodermis ma Casparyho prouzky, coZ je vrstva
suberinu a ligninu, kterd obklopuje bunécné stény jednotlivych bunék. Tato struktura diky tomu
tvori apoplastickou bariéru a veskerd voda, a v ni rozpusténé latky tak musi vstoupit do symplastu.
Na této Urovni je rostlina schopna kontrolovat, jaké latky prijima (Lersten, 1997). Pomérné vzacné
se muze endodermis vyskytovat i v nadzemnich organech cévnatych rostlin. Pokud jsou Casparyho
prouzky vytvoreny, vyrazné se snizuje apoplasticka vodivost napfi¢ pochvou cévnich svazk(, a ta se
tak stava analogickou ke kofenové endodermis (Mertz and Brutnell, 2014). Exprese podobnych
genl béhem vyvoje pochev cévnich svazk( a korenové endodermis naznacuje funkéni podobnosti
(Slewinski et al., 2012). VSechny Celedé krytosemennych rostlin, které maji endodermis v nadzemni
casti, jsou témér vyhradné bylinné druhy (Lersten, 1997). V jednom z experimentl jsem proto
sledovala pfitomnost endodermis s Casparyho prouzky okolo cévnich svazkl (CS) produkénich a
mladych listd dvou studovanych druh( jitrocele. Na bazi produkénich listl P. lanceolata byla
endodermis s Casparyho prouzky vytvorena u viech velikosti cévnich svazk(l a ve stfedni ¢asti u
vsech kromé nejmensich. U P. maritima nebyla endodermis s Casparyho prouzky pfitomna v Zadné
pozici na listu u nejmensich CS. V mladych (sinkovych) listech P. lanceolata ani P. maritima nebylo
mozné pozorovat endodermis s Casparyho prouzky. Trapp (1933) studoval listovou endodermis u
rostlin ¢eledi Plantaginaceae, konkrétné u pobieZnice velkokvété (Littorella lacustris) a osmi druh
jitrocele véetné P. lanceolata a P. maritima. Vytvofil sady rucnich fezl z bazalni, stfedni a apikalni
Casti produkénich a mladych listl. VSech osm pozorovanych druh jitrocele mélo na bazi a ve stfedni

Casti produkcnich listl endodermis s Casparyho prouzky okolo vsSech Zilek, dokonce i okolo téch
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nejmensich. Smérem od apexu k bazi listu pozoroval zvySujici se diferenciaci. V apikdlni ¢asti
produkénich listh a ve vSech ¢astech mladych listh byla endodermis s Casparyho prouzky okolo
hlavni zZilky nelplna a okolo vedlejsich Zilek nebyla vytvorena vibec (Trapp, 1933). Rozdily oproti
vysledklm této diplomové prace mohou byt zplsobeny tim, Ze rostliny pro anatomickou analyzu
uvedené v praci Trapp (1933) byly sbirdny v riznych sezénach, na rlznych mistech, rostly za jinych
podminek a neshodovalo se ani stafi rostlin. Dalo by se tedy uvaZovat, Ze pfitomnost endodermis
s Casparyho prouzky v mladych listech nema vyznam pro import sacharid(, protoze mladé listy jesté

neexportuji, ale asimildty a vodu pftijimaji.

V ramci anatomicko-histochemické analyzy byla ovéfena pfitomnost endodermis také
v kofenech dvou studovanych druh jitrocel(. Kromé endodermis byla vytvorena u P. lanceolata i
P. major také exodermis a uspordadani jednotlivych vrstev kofene se mezi druhy liSilo. Koreny P.
lanceolata byly usporadany tak, jak se ocekavalo, tedy endodermis s Casparyho prouzky byla
vytvorfena na vnéjsi strané stfedniho valce, nasledovala primarni klira a na periferii kofene byla
vytvorena exodermis. Vrstva bunék exodermis nebyla usporadana tak pravidelné jako endodermis,
ale Casparyho prouzky byly vytvoreny. Kofen P. maritima se lisil. To, co se na prvni pohled zdalo
jako exodermis v periferni ¢asti kofene, byla ve skutecnosti endodermis s vytvorenymi Casparyho

prouzky. Vrstvy primarni kliry a exodermis byly pozorovatelné jen u nékterych fezU.

Seago (2020) se domniva, Ze zatimco endodermis ve stonku byla charakteristickym znakem
vodnich nebo mokradnich rostlin odvozenych od suchozemskych predkd, pritomnost stonkové
endodermis u bazalnich rostlin nékterych hlavnich linii krytosemennych rostlin naznacuje, Ze mohla
byt pfitomna uZ na pocatku evoluce krytosemennych rostlin (Seago, 2020). Ackoliv maji buriky
endodermis nepropustné radialni a transverzalni bunécné stény, a mohly by tedy brénit vstupu
latek (naptiklad pti zasoleni) do stfedniho valce, nebyla tato role prokazana. Stejné tak se
spekulovalo o funkci endodermis jako bariéry proti Uniku latek z cévnich svazkl (to bylo prokazano
pouze pro nékteré nahosemenné rostliny (Soar, 1922)), pfipadné jako podpory transpiracniho
proudu u vodnich rostlin (Trapp, 1933), ale ani tyto role endodermis nebyly potvrzeny. Jednim
z moznych vysvétleni pfitomnosti endodermis v listech je, Ze se jedna o atavismus, ktery pokud
nenarusuje zadné funkce, mlze byt organem tolerovany (Lersten, 1997). Trapp (1933) se napriklad
priklanél k nazoru, Ze endodermis v listech mohla byt plvodné znakem spole¢nym pro vsechny
halofyty se sukulentnimi listy. To podporoval i ndlez endodermis v listech P. maritima. UZ z jeho
experimentl s dal$imi druhy rostlin ale vyplynulo, Ze vyskyt endodermis neni spojen jen s timto
typem listl. Dalsim z moznych vysvétleni by bylo, Ze endodermis s Casparyho prouzky v nadzemich
Castech rostlin slouZi jako bariéra proti unikani latek z formujicich se cévnich svazkd. To ale opét

vyvraci vysledky studie Trapp (1933), ktery zjistil, Ze Casparyho prouzky nevznikaji konstantné proti
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xylémovému nebo floémovému pdlu, ale ¢asto se vyskytuji v takové poloze, Ze je nelze odvodit ani
od jednoho z nich. U nahosemennych rostlin slouzi endodermis okolo cévniho svazku listu jako
hlavni apoplasticka bariéra a hraje dllezZitou roli v rezistenci rostlin k suchu tim, Ze omezuje tok
vody z xylému do okolnich pletiv listu (Soar, 1922) a mrazu, protoZe mechanicky zabrafuje Siteni
tvoficiho se ledu z mezofylu (Kaku, 1971). Pfitomnost endodermis a Casparyho prouzk( je jednou
z hlavnich nevyfreSenych otazek ve stavbé nadzemnich casti rostlin. Nelze je s jistotou povaZzovat za

znak celé celedé rostlin a jejich vyznam dosud neni na zakladé dostupné literatury vysvétlen.

Analyza dvou genotypU rostlin z rodu Plantago (glykofytni P. lanceolata a halofytni P. maritima)
podpofila myslenku, Ze odolné genotypy maji nejenom schopnost odstartovat zmény ve svém
podminek, pred plsobenim stresu, jisté charakteristiky sacharidové bilance, které jim pomahaji se
stresem bojovat jiz v okamZiku, kdy zacne stres plsobit (jistd forma predpfipravenosti). Cini tak
pravdépodobné témito mechanismy: zvySeny absolutni obsah rozpustnych sacharid( i podil
sorbitolu v nadzemnich castech, vyssi zasoby Skrobu na konci noci, vyssi hladiny sacharidi
v mladych listech, coz je ale za cenu mensi rastové rychlosti a nejspiSe i mensi vybavenosti semen,

ktera maji v dlisledku obtiznéjsi start do Zivota.
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7. Zavéry

e Kpéstovani dvou druhi jitrocele se osvédcila hydroponickd kultivace v nadobach
Araponics, rlst byl bezproblémovy, rostliny byly velké a vhodné k odbéru pro jednotlivé
analyzy.

e Druhy se lisily rychlosti rlstu, bylo proto nutné optimalizovat délku kultiva¢ni doby pro
jednotlivé genotypy. Pro P. lanceolata byla délka kultivace stanovena na 5 tydn(, pro P.
maritima na 7 tydna.

e Rostliny P. lanceolata mély vy3si pomér hmotnosti kofenl k hmotnosti prytu nez P.
maritima. Druhy se lisily strukturou korenového systému a listl. Aby se zohlednily
odlisnosti ve struktufre listll, byla vypoctena specificka listova plocha.

e Rychlost Cisté fotosyntézy vyjadiend na listovou plochu byla u obou druhi srovnatelna.
Pokud byla k vyjadreni rychlosti Cisté fotosyntézy vyuzita specifickd listova plochu, rychlost
byla vys$si u P. lanceolata.

e Druh P. maritima obsahoval vyssi hladiny rozpustnych sacharid(i v produkcnich a mladych
listech nez P. lanceolata. V ptipadé kofenu byly vysledky srovnatelné.

e U obou genotypu byl nizsi obsah skrobu v kofenech v porovnani s produkénimi a mladymi
listy. Druhy se lisily mnoZstvim Skrobu, ktery zlstal zachovan po temné periodé — P.
maritima si uchovavala vétsi zdsoby nez P. lanceolata. To je vsouladu s hypotézou
odliSného rozdélovani sacharidli mezi jednotlivé pooly v ramci produkéniho listu mezi
dvéma sledovanymi genotypy.

e Obsah sorbitolu byl v produkénich listech, mladych listech i kofenech odebiranych
v poloviné svétlené periody vyssi u P. maritima nez u P. lanceolata. Situace byla stejnd u
produkénich listll odebiranych na zacatku a na konci dne.

e Rostliny P. lanceolata obsahovaly méné sorbitolu neZ ostatnich rozpustnych sacharidi
(sachardzy, glukdzy a fruktozy) ve floémovych exudatech. V pripadé rostlin P. maritima byl
v exuddtech floému zjistén vyssi podil sorbitolu (az 72 %) z celkového obsahu rozpustnych
sacharidu.

e Rychlost exudace floému byla vy$si u P. maritima, druhy se tedy lisily rychlosti/Uc¢innosti
transportu na dlouhou vzdalenost. Po prepoctu na specifickou listovou plochu se hodnoty
vyrovnaly.

e V produkénich listech obou druh( jitrocele byla zjisténa pritomnost endodermis

s Casparyho prouzky. U rostlin P. maritima byl jeji vyvoj opoZzdén v porovnani's P. lanceolata
a endodermis nebyla nalezena v mladych listech ani u jednoho ze sledovanych druh.
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Obrazek S1: 24hodinova dynamika obsahu sacharid( v produkénim listu u dvou druh jitrocele —
P. lanceolata (A, C) a P. maritima (B, D). A, B - Experiment 1; C, D — Experiment 2. Produkéni list —
nejdelSi na rostliné. Chybové usecky zndzornuji smérodatné odchylky, v pfipadé rozpustnych
sacharidd pro jejich sumu. Hydroponickd kultivace, odbér rostlin po 5 (P. lanceolata) a 7 (P.
maritima) tydnech. Skrob byl stanoven jako mnoZstvi glukdzy po enzymatickém $tépeni. n = 6.
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Obrazek S2: Rychlost transpirace dvou druhi jitrocele. A: Experiment 3; B: Experiment 4; Pl —
Plantago lanceolata, Pm — Plantago maritima. Hydroponicka kultivace, rostliny po 5 (P. lanceolata)
a 7 (P. maritima) tydnech kultivace, méreni v rozmezi 9:00 az 14:00 hodin. Chybové Usecky
znazoriuji smérodatné odchylky; n = 11-12 (P. lanceolata), resp. n = 11-13 (P. maritima).
Signifikance rozdild byla hodnocena standartnim t-testem (pfi normalnim rozdéleni dat) nebo
Mann-Whitney testem (pokud rozdéleni dat nebylo normalni). Statisticky vyznamné rozdily jsou
oznaceny hvézdi¢kami; a = 0,05.
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