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Abstrakt

Postranni organy kofene, kofenové hlizky a postranni kofeny, se zakladaji endogenné, a az na vyjimky
mimo apikalni meristém. Tyto organy mohou byt rdzné modifikovany. Nékteré rostliny maji, pravé diky
témto postrannim organdm, schopnost vstupovat do symbiotickych interakci s jinymi organismy. P¥i
vzniku symbiotické, dusik-fixujici hlizky se uplatriuje signalizace obou budoucich partnert, aby byl
zajistén vstup do kofene pouze organismu hostitelsky specifickému k rostliné. Pronikani bakterie
Rhizobium ¢&i Frankia do kofene se standardné déje pres kofenovy viasek pokozkové burky, ale neni to
jediny mozny mechanismus vstupu. Zaroven s timto vstupem se zacne vytvaret hlizkové primordium.
Pletivo, z néhoz se hlizka vytvafi, i vysledna podoba hlizky, se lisi u rdznych rostlin. V centralni zéné
dospélé hlizky dochazi, diky nitrat reduktaze, k fixaci vzdusného dusiku. Tato vlastnost zvyhodnuje
rostliny, schopné této hlizkové symbioézy, pfi kolonizaci pidy, chudé na dusik. Postranni kofeny se
zakladaiji v pericyklu, aktivaci malého poctu jeho bunék. Po vystupu z pletiv matefského kofene dochazi
k aktivaci meristému boéniho kofene. Oba tyto postranni organy spolu s primarnim kofenem tvofi
dynamicky kofenovy systém, regulovany vnitinimi i vnéjSimi faktory.
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Abstract

Lateral root organs, as root nodules and lateral roots, are induced endogenously, and with some
exceptions outside of the apical root meristem. These organs may be variously modified. Some plants
have, because of these lateral organs, ability to enter some symbiotic interactions with other organisms.
At the inception of the symbiotic, nitrogen-fixating nodules applies the signaling of both future partners,
to ensure access to root only organism specific to the host-plant. Infection of bacteria Rhizobium or
Frankia in root is normally done through the root hairs of epidermal cells, but it is not not the only
possible mechanism of entry. Simultaneously with the infection, a nodule primordium starts to create.
The tissue, from which nodules are produced, and the final form of nodule, is different for different plant
species. In the central zone of adult nodules occurs, due to the nitrate reductase, fixation of atmospheric
nitrogen. This feature favors plants capable of this nodule symbiosis at the colonization of substrate,
poor in nitrogen. Lateral roots are based in pericycle, by activating a small number of cells. After
emerging the parent root tissues, activation of the lateral root meristem take place. Both of these lateral
organs, together with the primary root, generate a dynamic root system, regulated by internal and
external factors.
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Seznam pouzitych zkratek:

SYMRK — symbioticka receptorova kinaza

NFR1 a 5 — Nod faktorovy receptor 1 a 5

LNP — Nod faktory — vazajici protein

LHK1 — cytokininovy receptor

NFK — kyselina 1-naftylftalamova, inhibitor transportu auxinu

ARF — faktory, zprostfedkovavajici odpovéd na auxin

NRT1.1 — dusi¢nanovy pfenasec¢ a receptor

ACC — prekurzor eylénu, kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylova

Pi — anorganicky fosfat H,PO,



1. Uvod
Postranni organy kofene, at uz bo¢ni kofeny, symbiotické kofenoveé hlizky, Ci jejich modifikace, umoznuji
vyuzit dostupné zdroje a davaiji rostlinam, spolu s dal§imi faktory jako schopnost fotosyntézy &i relativni
vSudypfitomnost potfebnych latek, moznost zit cely zivot na jednom misté. Postranni kofeny jsou

rostlinou vysilany do okolniho substratu s cilem zajistit pfistup vody a potfebnych mineralnich latek.

Kofenovy systém rostlin je velmi dynamicka struktura, ovliviiovana geneticky i environmentalné.

V radikule embrya se zaklada hlavni kofen, postranni organy vznikaji postembryonalné a endogenné,
stimulaci déleni urc€itych bunék za vytvofeni primordia, které se dale vyviji a diferencuje (Mathesius,
2008). Postranni kofeny zvétSuji absorp&ni plochu, upeviuiji rostlinu v substratu a umoznuiji interakce

s jinymi organismy. Nékteré nemykorhizni rostliny, nalezici do ¢eledi Proteaceae, Casuarinaceae,
Fabaceae &i Myricaceae jsou v padach chudych na ziviny schopné tvofit klastrové, nebo téz proteroidni
kofeny. Ty jsou charakterizovany velkym mnozstvim kratkych, determinovanych postrannich kofenu,
vyrustajicich synchronné z kratkého useku primarniho kofene. Za ucelem ziskani minerall vylucuji do
pudy asimilaty, zejména malat (Shane & Lambers, 2005). Mykorhiza, mutualisticky vztah kofene rostliny
s houbovym myceliem, umozniuje rostliné vyménou za asimilaty ziskavat cenné mineralni latky, zejména
fosfor a dusik, a vodu. Mykorhizni symbidzy je schopna pfevazna vétsina rostlin (Smith & Smith, 2011).
Dusik muze rostlina ziskat také symbiézou s diazotrofnim prokaryotickym organismem, schopnym vazat
molekularni dusik do vyuZzitelnych slougenin. Tyto prokaryotické organismy vyuZzivaji pro fixaci dusiku
specificky enzym, ktery jim umozriuje

redukovat trojnou vazbu v dvouatomarni
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molekule dusiku. & &

Prvni objev kofend, jakozto vétvicich se
struktur odliSnych od prytu, je datovan do
svrchniho devonu, asi 400 milion( let zpét.
Pfed 375 miliony let kofeny pronikly do
substratu a umoznily tim pfijem vody a
mineralnich latek (Raven & Edwards, 2001).
Luskoviny se vyvinuly na pocatku tretihor, asi
pred 60 miliony let, tvorba hlizek se odhaduje
na 58 milionu let zpét (Sprent, 2007). Vznik
mykorhizy je Casové fazen jesté pied pfechod

rostlin na sous (Markmann et al., 2008).
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Obrazek 1: Rostlinné druhy, schopné v reakci na své

endosymbionty tvorby hlizky, bobovité a aktinorhizni rostliny,

patri spolecné do skupiny Rosids |, tudiZ majici spolecného predka
(Pawlowski & Demchenko, 2012), pfevzato od Soltis et al., 1995.

Bakteriemi zprostfedkovana fixace dusiku je znama jiz u nékterych kapradin a cykasu, nasledné i u
jednodéloznych rostlin, u nichz v8ak nedochazi k tvorbé hlizek, bakterie (rodu Azoarcus i Azospirillum)

Ci sinice (Nostoc) ziji jen v asociaci s kofeny (Markmann & Parniske, 2009). Napfiklad cykasy jsou



schopny symbidzy s vlaknitou sinici Nostoc, obsahujici buriky schopné vazat dusik, heterocysty. V tomto
typu souziti se vytvarfi specializované, agravitropické bocni kofeny, tzv koraloidni kofeny, v jejichz
mezibunécnych prostorech v primarni klOfe sinice Zije, a zpUsobuje prodluzovani bunék kofene.
Meristém téchto modifikovanych bocnich kofenl brzy ztraci aktivitu. Symbiotické sinice ve srovnani
s volné Zijicimi vykazuji vySSi fixaci dusiku diky vyS8Simu pocCtu heterocyst, a heterotrofni vyzivu diky
nepfitomnosti svétla (Lindblad, 2009). Rostlina muze do symbioézy také =zainvestovat, ubytovat
mikroorganismus ve svych burikach a vytvofit mu adekvatni prostfedi pro fixaci dusiku, symbiotickou
hlizku. Takovéto endosymbidzy se vyskytuji jen u ur€itych skupin rostlin, a to u rostlin bobovitych (a
Parasponia), u nichz nachazime mnohé odliSnosti hlizek od postrannich kofenl, a to ve vzniku,
v anatomii, vyvoji i genetickém naprogramovani (Ann et al, 1997). Symbiotickym partnerem je bakterie
rodu Rhizobium a ji podobné, a touto symbiézou se bude tato prace zejména zabyvat. Jiny typ hlizkové
symbiézy se uplatfiuje u osmi dfevinnych skupin z fadi Fagales, Cucurbitales a Rosales, s pudni,
aerobni aktinobakterii rodu Frankia (Pawlowski & Demchenko, 2012), nachazejici se v burikach primarni
kdry hlizky v podobé hyf &i vezikuld. Tyto bakteridlni struktury jsou obaleny rostlinnou membranou
(Huss-Danell & Bergman, 1990). Takto vzniklé hlizky jsou, pfi pohledu na jejich morfologii a vyvoj,

modifikované boc¢ni kofeny (Ann et al., 1997).

Bakterie a sinice, schopné vazat dusik, a mykorhizni houby Ziji volné v ptdé ¢i ve vodé. Tyto bakterie
umoznuji svym hostitelim osidlit, coby pionyrské rostliny, stanovisté chuda na Zziviny, jako odpad z dulni
tézby, pisecné duny &i padni sesuvy (Sen & Misra, 2012). Téchto organismu je hojné vyuzivano
v zemeédeélstvi pro zlepSovani vynost ¢&i zkvalithovani pudy. Napfiklad vodni kapradina Azolla, Zzijici
v symbioze se sinici, je péstovana na polich spolec¢né s ryzi. Pole je tim obohacovano o dusik, coz
umoznuje péstovani ryZe stale na stejném misté. Stejné tak jetel se vysiva na pole pro zvySeni obsahu

dusiku.

Studium boé&nich kofenovych organu je aktualni tématikou, umoznujici nahlédnout do regulaénich
mechanism, uplatfujicich se v téchto interakcich, a pokusit se je vyuzit pro zvySeni urody, obnovu

pfirodnich porosta €i ochranu ohroZenych druha.



2. Postranni koreny

Meristém primarniho kofene ma u Arabidopsis thaliana, podobné jako u ostatnich rostlin, zaklad jiz

v embryu (Malamy & Benfey, 1997). Na rozdil od stonkového meristému vsak tento standardné
neprodukuje postranni organy, pouze pletiva vlastniho kofene. Bo¢ni kofeny se tvofi z pericyklu, vrstvy
bunék obklopujicich stfedni valec, po jejich stimulaci k déleni. Primordium bo&niho kofene poté prorista
tkanémi materského, formuje vliastni meristém a jako zcela funkéni kofen muze dat vznik dal§im boénim
kofentim vysSich fadu (Benkova & Bielach, 2010). Postranni kofeny tedy vznikaji u Arabidopsis. thaliana
postembryonalné, akropetalné a nezavisle na apikalnim meristému v prodluzujici a diferenciaéni zéné
kofene (Dubrovsky et al., 2000). U nékterych jednodéloznych a vétSiny dvoudéloznych rostlin, véetné A.
thaliana, buriky pericyklu, aktivované pro déleni a tvorbu postranniho kofene, pfiléhaji ke xylémovym
polum kofene. Zname mnoho rozdild mezi bufikami pericyklu u xylémovych a floémovych oblasti, ale
pfesny duvod této lokalizace vzniku postrannich kofen neni dosud znam (Benkova & Bielach 2010).
Bunky u xylémovych oblasti maji vétSi meristematicky potencial zfejmé diky hustSi cytoplazmé a své
robustnosti (Parizot et al., 2008). Pfedevsim u jednodéloznych, napfiklad u kukufice (Zea mays) vSak
dochazi k pferuseni pericyklu v oblastech pfilehlych ke xylému, proto k iniciaci vétveni kofene dochazi

v oblasti pericyklu u floému. V téchto burfikach je vytvofeno lokalni auxinové maximum, vedouci K iniciaci
déleni pericyklu a vedouci k tvorbé postranniho kofene (Jansen et al., 2012). Pro zahajeni tvorby
bo&niho kofene, i pro jeho nasledny vyvoj, je nezbytna pfitomnost auxinu (Dubrovsky, 2008 24 /id), coz

je evoluéné zachovany mechanismus iniciace tvorby bo¢niho kofene (Jansen et al., 2012).

QOd paru bunék pericyklu k primordiu

Pericykl dava, spolu s jinymi pletivy kofene, vznik kambiu, felogenu a postrannim kofenovym organam.
Je tvofen apikalnim meristémem kofene a u urcitych rostlin, v€etné Arabidopsis, jeho burfiky pokracuji
v buné&cném cyklu jesté v prodluzujici a diferenciacni zéné kofene (Dubrovsky et al., 2000). Déleni
pericyklu, nasledované tvorbou primordia lateralniho kofene, probiha u vétsiny rostlin postembryonalné.
Vyjimkou je napfiklad okurka seta, Cucumis sativum, z Celedi tykvovitych, a nékteré dalSi rostliny

z Celedi aronovitych ¢i modraskovitych, u nichz se primordia bo¢nich kofenu zakladaji jiz v apikalnim
meristému primarniho kofene, a u kapradorostu je jejich vznik vazan na bunky a brzké derivaty
meristému (Dubrovsky et al., 2000).

K iniciaci déleni pericyklu u Arabidopsis dochazi v oscilacni zoné kofene, mezi meristémem a
prodluzujici Casti kofene, kde dochazi k pravidelné oscilaci aktivity genové exprese. Klicovym krokem
iniciace je ureni nékolika malo zakladatelskych bunék (Founder cells), jejichz chovani se lisi od
ostatnich bunék pericyklu (Dubrovsky et al., 2001) a u€astni se zakladani primordia kofene. Tato
specifikace zakladatelskych bunék je fizena auxinem (Dubrovsky, 2008 24 /id). Akumulace auxinu

v konkrétnich pericyklovych bunkach vyvola jejich asymetrické déleni. Takto vznikaji dva typy bunék:

kratké zakladatelské bunky, podléhajici nasledné dalSimu koordinovanému déleni, a delSi bunky,



priléhajici k zakladatelskym, se schopnosti antiklinalniho déleni (Benkova & Bielach, 2010).
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Obrazek 2: Fdze vyvoje primordia boéniho
korene u Arabidospis thaliana. I-zakladatelské
buriky, lemované delsimi burikami; 11-
periklindIni déleni, oddélujici vnéjsi a vnitini
vrstvu primordia, pokracujici aZ do fdze IV, kde
je primordium Ctyrvrstevné; \I-vyssi aktivita
antiklindlniho déleni umoZzriuje primordiu
prinik korenem; Vl-ve stiedu primordia jsou
patrné protdhlé buriky prokambia; VII-
charakteristickd struktura primordia 8x8x8
bunék; VIll-pranik primordia korenem. E-
endodermis, C-primdrni kiira, EP-epidermis.
Podle Casimiro et al., 2003

Zakladatelskou burikou u Arabiodopsis mize byt kterakoliv
bunka pericyklu v oblasti xyléemu, nicméné stavaji se jimi jen dvé
vybrané bunky, uréené akumulaci auxinu. Mitoticka aktivita je, po
prvnim asymetrickém déleni, aktivovana i u pfilehlych bunék
pericyklu (Casimiro et al., 2003), nebot minimalni po¢et bunék
pro vytvofeni LRP u Arabidopsis jsou 3 (Dubrovsky et al., 2000).
Inhibice auxinového transportu pfi ur€ovani zakladatelskych
bunék, napf. pomoci N-1-naftylftalamové kyseliny (NFK), vede
k zadrzovani pericyklovych bunék v G1 fazi bunécného cyklu.
Pfidani auxinu bufkam umozni pfechod do S faze, aktivuji se
geny pro cykliny typu D nutné pro G1 — S pfechod a komplexy
cyklin-dependentnich kinaz, ¢imz se aktivuje bunécny cyklus a

umozni se tim vznik postranniho kofene (Stals & Inzé, 2001).

Aktivované zakladatelské buriky podstupuji sérii symetrickych a

asymetrickych déleni, vedouci k vytvofeni primordia bo¢niho
kofene. Autofi Malamy a Benfey rozdélili tyto udalosti, vedouci

k vytvofeni primordia, na 8 fazi, jak ukazuje obrazek 2 (Malamy
& Benfey, 1997). U Arabidopsis se postranni kofeny zakladaji
akropetalné, po 13 az 16 hodinach od opusténi apikalniho
meristému pericyklem, ve vzdalenosti 3 az 8 mm od kofenového
vrcholu (Dubrovsky et al., 2000)

Inhibice cyklin-dependentnich kinaz, zapojenych v buné&ném
cyklu pericyklovych bunék Arabidopsis, je patrna v pericyklovych
bunkach kofene semenacku diky zvySené expresi genu KRP2.

Se zvétSujici se vzdalenosti od Spi¢ky kofene se, diky auxinu,

snizuje exprese KRP2, a ¢ast bunék pericyklu, v nichz akumulace auxinu inhibuje expresi KRP2, muze

pfejit z G1 do S faze. V bunkéach pericyklu, jez se nebudou ucastnit vétveni kofene, se exprese KRP2

opét aktivuje a je v nich utlumen signal auxinu (Himanen et al, 2002). Auxin je pro vyvoj primordia

nezbytny az do zformovani funkéniho meristému (Laskowski et al., 1995).

i) Transport auxinu

Hlavnim mistem syntézy auxinu jsou listova primordia stonkového apikalniho meristému, odkud je auxin

veden akropetalnim transportem centralnim valcem do Spicky kofene (syntéza auxinu probiha i zde, ale

v mens$i mife). Zde je auxinovy tok otoCen, prerozdélen a bazipetalné pokracuje kofenem vzhlru. Oba

typy auxinového transportu maji vliv na formovani LRs (akropetalni na vyvoj, bazipetalni na ziskani

9



identity zakladatelskych bunék pericyklu) (De Smet et al., 2007). Vtok auxinu do bunky zajistuji AUX1,
aktivné transportujici disociovany auxinovy anion do buriky, symportem se dvéma vodikovymi kationty, a
LAX (Like AUX1) proteiny. Vytok auxinu z bunky je zajistén PIN proteiny, jejichZ exprese je, stejné jako
exprese LAX3 (Swarup et al., 2008) pozitivné regulovana auxinem samym (Casimiro et al., 2001). U
kofend, jimz chybi AUX1 pfenasec, nedochazi k akumulaci auxinu v kofenové Spi¢ce (nedochazi

k transportu auxinu do bunék cévnich svazkd, jimiz probiha akropetalni transport) (Swarup et al., 2001),
coz vede k nizSi produkci bo¢nich kofena. Proteiny LAX3 jsou zodpovédné za tvorbu enzymd,
napomahajicich zménam ve struktufe bunééné stény, coZz umoznuje primordiu kofene snaze pronikat

pletivy rodiCovského kofene (viz Obrazek 3) (Swarup et al., 2008).

25 End c Epi Epi € p End c Epi

Obrazek 3: Role LAX3 proteind pfi pronikani boc¢nich korenl tkanémi materského korene Arabidopsis thaliana: a)
Auxin (IAA) z délicich se bunék pericyklu indukuje, degradaci represoru v burice endodermis, syntézu enzymi pro
naruseni bunécné stény (CWR); b) zvyseni koncentrace auxinu v bunce endodermis (End)vede, pres degradaci
SLR/IAA14, k syntéze vtokovych prenaselu auxinu LAX3 v sousedni korové burice(C) (c); d) auxin indukuje syntézu LAX3
(a ndsledné naruseni bunécné stény) i v pokozkové burice (Epi), po jejim dosaZeni primordiem. Hladina auxinu je

zndzornéna modre. Prevzato od Swarup et al., 2008.

V pfipadé lax3 mutantu Arabidopsis thaliana se snizuje poCet LRs (Fukaki & Tasaka, 2009). AXR4,
jehoz mutace se fenotypoveé jevi jako mutace AUX1, ovliviiuje transport auxinu prostfednictvim vlivu na
lokalizaci proteinu AUX1, ktery se u mutanta vyskytuje v membrané endoplasmatického retikula (Fukaki
& Tasaka, 2009). Pfi nefunk&nosti genu pro auxinovy tok zprostfedkovany PIN proteiny, napf. GNOM,
spolu s MIZ1 a 2, je u Arabidopsis inhibovan polarni tok auxinu, coz zpusobuje defektni déleni bunék
pericyklu a produkci abnormalnich, agravitropickych a hydrotropickych, ¢i zadnych primordii bo&nich
kofenl (Miyazawa et al., 2009; Moriwaki et al., 2011). Auxinové transportni proteiny jsou do membrany i
z ni pfenaSeny dynamickym, cyklickym vezikularnim transportem, a zvySena koncentrace auxinu v
bunce inhibuje endocytézu téchto protein(l, ¢imz zvySuje jejich mnozstvi v membrané a tim i transport
auxinu smérem ven z bunky (Tomasz Paciorek, 2005).Timto auxinovym transportem na dlouhé i kratké
vzdalenosti je ovliviiovano mnoho vyvojovych procesu, dochazi k polarizaci rostliny, a k lokalni

akumulaci auxinu, jez vede i k organogenezi LRs (Vieten et al., 2005).
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iii) Lokalizace postrannich kofenu

Rozlozeni bo¢nich kofenl koreluje s reakci primarniho kofene na gravitaci, s ohybem. Gravitropicka
odpovéd zavisi na auxinovém prenaseci AUX1 i PIN. Rostlina na gravitaci reaguje pferozdélenim
bazipetalniho transportu auxinu, méni se lokalizace PIN proteinli v membrané bunék protoxylému, coz
ovliviuje akumulaci auxinu. Na spodni strané Spi¢ky kofene je proud auxinu silnéjsi, dochazi zde k jeho
zadrzovani a, protoze citlivost na auxin se v kofeni a stonku lisi, je rist bunék na spodni strané kofene
inhibovan. Na opacné, horni strané je proud auxinu slabsi, stimuluje dlouzivy rist bunék a dochazi

k ohybu kofene smérem dolu (Benkova & Bielach, 2010). Pfi tomto zakfiveni v diferenciacni zoné kofene
dojde na vypouklé (konvexni) strané kofene k deformaci pletiva vlivem jeho nataZeni. Toto poSkozeni
vede ke zvySeni hladiny auxinu pomoci proteini PIN a AUX1, zejména v burikach pericyklu, coz vede

k ur€eni zakladatelskych bunék a k zahajeni tvorby primordia bo¢niho kofene (Laskowski et al., 2008).
Stejny efekt na lokalizaci vétveni kofene ma i jeho manualni ohnuti, postranni kofen se vytvofi na vnéjsi
strané ohybu. Kofeny Arabidopsis thaliana, ohybané gravitaci, vykazovaly u rostlin péstovanych na
agarovych plotnach stfidavé rozmisténi LRs vpravo-vlevo, u mechanicky ohybanych byl vznik vazan

vzdy na vnéjsi stranu ohybu (Ditengou et al., 2008).

V bazalnim meristému kofene, nachazejicim se pod apikalnim, dochazi k pravidelnym lokalnim
oscilacim auxinu. NejvySSi hladina auxinu odpovida zahajeni vzniku lateralniho kofene, u Arabipospis
vzdy mezi meristémem a prodluzovaci zénou kofene. U Arabidopsis je tento interval asi 15 hodin (De
Smet et al., 2007). Frekvence a vzdalenost mezi vznikajicimi kofeny této modelové rostliny odrazi
ménici se environmentalni faktory, neni konstantni. P¥i iniciaci vzniku primordia postranniho kofene je
kliCovy pfisun auxinu z kofenového apikalniho meristému, v pozdéjSich stadiich vyvoje je pak auxin
pfivadén bazipetalnim transportem z nadzemni €asti rostliny. Vztah mezi vyvijejicimi se primordiem a
rostoucimi bo¢nimi kofeny je konkurencéni, jedna se o zpétnou vazbu, kdy jiz rostouci LR muze inhibovat
vznik LRP (Lucas et al., 2008).

iv) Regulace vyvoje postrannich kofenud

(1) Regulace fytohormony

Fytohormony jsou nizkomolekularni latky, ovliviiujici pleiotropicky fyziologii rostliny i pfi velmi malych
koncentracich jako endogenni, rostlinou syntetizované signalizaéni molekuly. Jako pro mnoho pochodu
v rostling, i pro vznik a vyvoj lateralnich kofen(, jsou fytohormony nezbytné, a to pro jejich pozitivni i
negativni regulaci (Fukaki & Tasaka, 2009). Environmentalni podminky, jako dostupnost zdroju &i stres,

nuti rostlinu dynamicky se pfizplisobovat okolnimu prostfedi, coz se déje mnoha zpusoby, mezi nimiz i
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pomoci fytohormonu. Interakce mezi jednotlivymi hormony v§ak nejsou zcela znamé (Fukaki & Tasaka,
2009).

(a) Auxin

Auxin je nejvyznamnéjsi fytohormon pro vznik i vyvoj postrannich kofenu, stimuluje buné&éné dlouzeni a
vyskytuje se v nékolika formach. Je nezbytny pro aktivaci buné€ného cyklu bunék pericyklu (Fukaki et
al., 2007). Signaliza¢ni draha, spousténa pfi odpovédi na auxin, zahrnuje auxinovy receptor TIR1,
faktory zprostfedkovavajici odpovéd na auxin (ARF), dale pak proteiny fungujici jako represory

TIR1
F

transkripce téchto faktort (AUX/IAA), a komplex ubiqitinové ligazy SC s proteolytickou funkci
(proteasom 26S). Tato ligaza interaguje prostfednictvim auxinu s represorickymi proteiny AUX/IAA za
jejich ubiqitinace a nasledné degradace, €imz jsou aktivovany, spoustéce vlatni odpovédi na auxin.
FTIRl

Interakce mezi proteiny AUX/IAA a SC je zprostfedkovana specifickou doménou proteinu. U auxin-
rezistentnich mutantd je tato doména naru$ena, nedochazi k vazbé s ligazou a k nasledné odpovédi na
auxin. Celkové tedy vysoka koncentrace auxinu tedy uvolfiuje z represe faktory, zajiStujici odpovéd na

auxin (Kepinski & Leyser, 2005).

U mutanta Arabidopsis solitary root 1 (slrl) je narusena tato auxinova signalizace, coz vede k blokaci
formovani LRs, diky mutaci v doméné AUX/IAA protein( (konkrétné 1AA14), ¢imz je inaktivovana funkce
ARF a spolu s ni i LR iniciace. Tato blokace je vazana na remodelaci chromatinu. U sirl mutantd je
narusen bunéény cyklus pericyklovych bunék, coz je zplsobeno pravé defektni auxinovou signalizaci.
PFi spravné funkci faktort pro odpovéd na auxin dochazi k pfenosu signalu auxinové odpovédi na
jaderné proteiny LBD/ASL rodiny, coz u jednodéloznych rostlin vyvolava formovani nejen lateralnich, ale
i adventivnich kofena (Liu et al., 2005). Pfidanim cyklind D-typu se bunéény cyklus obnovi, nevede vSak
k tvorbé LRs diky blokaci antiklinalniho déleni (Vanneste et al., 2005). Tento mutant ma jen primarni
kofen, bez naznaku kofen( lateralnich, a je defektni i ve formovani kofenovych vliaskd a v odpovédi na
gravitaci. Proto je protein SLR/IAA14 dudlezitym kontrolnim bodem pfi vzniku bo¢nich kofenu (Fukaki et
al., 2002).

(b) Cytokininy

Cytokininy se obecné vyznacuji schopnosti vyvolavat déleni bunék, diky regulaci aktivace genu pro
cyklin typu D. Hlavni misto jejich syntézy je pravé apikalni meristém kofene, odkud jsou dale

transportovany bazipetalné xylémem. V urCitych ohledech mohou pUsobit antagonisticky k auxinu.

Cytokininy negativné ovliviiuji organogenezi postrannich kofent. Mutant Arabidopsis thaliana

s poruchou regulatord odpovédi na cytokininy typu B vykazoval zvySeni poCtu LRs, prodlouzeni kofent a
indukci tvorby kalusu (Mason et al., 2005). V8ak mutace v regulatorech odpovédi na cytokininy typu A (v
6-ti z nich), zajiStujicich negativni regulaci signalizace cytokinint, vede ke sniZeni po¢tu bo¢nich kofenda.

Zkraceni kofenl tohoto mutanta je patrné i pfi péstovani bez pfitomnosti cytokinind, a v jejich pfitomnosti
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je kofen k jejich ucinku citlivéjsi (To et al., 2004). Cytokininy blokuji pfechod G2 — M u bunék pericyklu, a
naopak stimuluji G1 — S pfechod, ¢imz podporuji prodluzovani jiz vyvijejicich se postrannich kofenu.
Tuto cytokininovou blokaci buné&ného cyklu, a s tim spojenou blokaci iniciace vyvoje postrannich kofen(
u Arabidopsis, nezru$i vnéjsi pfidani auxinu (zavisi to na koncentraci cytokininu a auxinu, od urcitého
poméru auxinova stimulace pfekona cytokininovou represi vyvoje LRs) (Li et al., 2006), ale pfidani
auxinu inhibuje syntézu cytokininl, coz svéd¢i o rozdilnych signalizanich drahach auxind a cytokinin(,
jez se vdak mohou metabolicky ovliviiovat (Nordstrém et al., 2004). Cytokininy inhibuji expresi proteinu
PIN v burikach pericyklu, diky éemuz neumozni vytvofeni auxinového gradientu a spravny vyvoj

postrannich kofenl (Laplaze et al., 2007).
(c) Kyselina abscisova

Abscisova kyselina je pfedevsim stresovy hormon, vyskytujici se témér ve vSech burikach. Primordium
postranniho kofene je touto latkou inhibovano ve vyvoji jesté pred aktivaci svého meristému, a ma
specifickou strukturu pre-aktivovaného primordia (Casimiro et al., 2003). Tento hormon se uplatiuje
zejména pfi stresu z nedostatku vody, kdy fidi zavirani priiduchl a stimuluje prodluzovani primarniho
kofene, a pfi vyzivovém stresu, napfiklad z dusi¢nant (Smith et al., 2012). Exogenni pfidani abscisové
kyseliny inhibovalo pronikani vyvijejiciho se postranniho kofene pletivy kofene matefského. Pfidani
auxinu tuto blokaci u Arabidopsis nezvrati, coz svédci o existenci kontrolniho bodu, ovliviiovaného

abscesovou kyselinou, nikoliv v8ak auxinem (Fukaki & Tasaka, 2009).
(d) Etylén

Regulace etylénem je spjata s auxinem, konkrétné s jeho polarnim transportem, ktery etylen zvySuje.
Etylén, &i jeho prekurzor, kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylova (ACC), méni aktivitu AUX1 a
stimuluji expresi PIN3 a PIN7, coz zabrariuje akumulaci auxinu v burikach kofene (Smith & De Smet,
2012). Rostliny Arabidopsis s mutaci v transportnich proteinech auxinu, jako aux1, pin3, pin3 ¢i lax3,
jsou méné citlivé na stimulaci auxinového transportu pomoci ACC, ale mutanty pin2 a abcb19 vykazuji
standardni fenotypy odpovédi na ACC. ACC zvySuje expresi auxinem indukovanych genua v kofenové
SpiCce, ale snizuje jejich expresi v mistech utvareni postrannich kofenll. ACC tedy pozitivné modifikuje
transport auxinu stimulaci AUX1, PIN3 a PIN7 transportnich protein(, akropetalni i bazipetalni, coz ale
neplati pro etylén-nesenzitivni mutanty (Lewis et al., 2011). Vysoka hladina ACC zabrariuje tvorbé
postrannich kofenu, ale podporuje rlst kofenu jiz vytvofenych, proniklych na povrch. Sou€asna aplikace
auxinu a ACC nezabranuje vyvoji jiz se délicich pericyklovych bunék, budoucich primordii, ale k nové

iniciaci jiz nedojde (Ivanchenko et al., 2008).

Interakce etylénu je pozorovatelna i s kyselinou abscisovou. PFi stresu, napfiklad z deficitu vody, dochazi
k nadmeérné produkci etylenu, je postizen rust primarnich kofenl a zvySuje se mnozstvi reaktivnich

forem kysliku v prodluzovaci z6né kofene. Naopak inhibice produkce etylénu, za pfitomnosti abscisové
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kyseliny, zabranuje zvySeni hladiny reaktivnich forem kysliku a obnovuje rust kofen(, coz svéd¢i o

opacném pusobeni etylénu a ABA (Sharp, 2011).
(e) Brasinosteroidy

Tyto latky podporuji dlouzivy rist bunék, jejich ucinky jsou podobné jako u auxinu (Smith & De Smet,
2012). Stimuluji diferenciaci svazk( vodivych pletiv, syntézu celuldzy, prodluzovani kofenovych viaskd a
vyvoj kofenového systému diky stimulaci tvorby postrannich kofen(. Brasinosteroidy stimuluji
akropetalni auxinovy transport. Mechanismus této stimulace je vSak zatim nejasny (Smith & De Smet,
2012). Soucasné plsobeni brasinosteroid a auxinu urychluje vétveni kofene, a nizka koncentrace
tohoto hormonu stimuluje prodluzovani kofenl nezavisle na auxinu. Cytokininy pUsobi proti

brasinosteroidim diky expresi PIN protein(, které zabraruji akumulaci auxinu (Fukaki & Tasaka, 2009).
()  Gibereliny

Podporuji déleni a rast bunék stonku, jejich funkce ve vétveni kofene neni jasna. Odpovéd kofene na
gibereliny je u Arabidopsis regulovana auxinem, a ovliviiuje rust primarniho kofene (Fu & Harberd,
2003). U rostlin hrachu byl prokazan pozitivni efekt giberelini na pocet LRs a hlizek (Ferguson et al.,
2005), coz ale nemusi byt zcela prokazatelné, nebot’ u vétSiny druht se hlizky, na rozdil od LRs,

zakladaji v kortexu, ale u hrachu a nékolika dalSich se hlizky zakladaji v pericyklu.
(g) Ostatni

Strigolaktony, vychazejici z karotenoidd, stimuluji vétveni stonku a inhibuji vétveni kofene diky inhibici
bazipetalniho auxinového transportu, a prodluzuji kofenoveé vlasky (Kapulnik et al., 2011). Jsou také
zapojeny Vv interakcich parazitickych rostlin a pfi arbuskularni mykorhize. Strigolaktony nejspiSe ovliviuji
i morfogenezi kofene. Rostliny necitlivé na tyto hormony vykazuji redukovany rist primarniho kofene a
narUst vétveni kofene. Jejich aktivita zfejmé plsobi zmény v auxinovém transportu, pravdépodobné
strigolaktony reguluji vezikularni transport PIN protein (Smith & De Smet, 2012). | jiné latky
fytohormonalni povahy ovliviuji rist a vyvoj rostlin, zejména ve stresovych a obrannych mechanismech,

jako jasmonaty spolu se systeminem, polyaminy, kyselina salicylova &i oligosachariny.

Hlavnim fytohormonem, regulujicim produkci bo€nich kofend, je auxin. Ale i ovlivnéni ostatnimi
fytohormony, pozitivni €i negativni, zasahuje do rdznych fazi vyvoje LRs a udrzuje rovnovahu rostliny.
Hormony vzajemné interaguji, ovliviiuji vzajemné svou syntézu, signalizaci Ci transport, a absence Ci
chyba v této siti je zpravidla patrna na fenotypu rostliny. Fytohormony také obstaravaji reakci na

podminky vnéjSiho prostredi.

14



(2)

(@)

Environmentalni ovlivnéni korene

Postranni kofeny vybocuji z osy kofene hlavniho, a kofenové vlasky usnadnuji vstiebavani rozpustnych
latek, ¢imz si rostliny, alespori do jisté miry, kompenzuji nemoznost mobility. Nutrientni zény, mista

v substratu s vy$Sim mnozstvim Zivin, podnécuji vznik postrannich kofent. Jak konkrétné funguji a jakou
maji podobu receptory pro vnimani mnozstvi zivin v okolnim substratu a jaké jsou mechanismy
odpovédi, je zatim v mnoha pfipadech otazkou badani (Beeckman & Friml, 2010). Odpovéd kofenové
architektury na mnozstvi Zivin mdze byt upravovana mimo jiné i pomoci fytohormonu, zejména pak
auxinu, cytokinin(, etylenu ¢i ABA (Lépez-Bucio et al., 2003). Ovlivnéni rlistu kofene environmentalnimi
faktory, jako je dostupnost vody a Zivin, vlastnosti pldy, teplota &i interakce s jinymi organismy, je
komplexni proces (Smith & De Smet, 2012). Je nékolik prvk, jejichz dostupnost v plidé neni

rovhomérna a reguluje mnozstvi a vyvoj bo¢nich kofen(, zejména dusik a fosfor.
Dusik

Esencialni prvek pro rostlinu, étvrty nejastéjSi prvek biosféry, vyskytuje se hojné v organickych i
anorganickych slou€eninach, vSak pro rostlinu je vSak dostupny pouze ve formé urcitych anorganickych
iontd (dusi¢nanovy anion, amonny kation), coby produkt rozkladu jinych organizmu, nebo

v aminokyselinach. Studium dusi¢nanu je kliové i pro zemédélstvi.

Nizka hladina dusi¢nanu v ptdé stimuluje vyvoj postrannich kofenu, coz zvétSuje kofenovou plochu pro
jejich snaz8i ziskavani. V8ak pfi rovnomérném a vysokém mnozstvi dusi€nanu v pudé dochazi naopak
k inhibici jejich prodluzovani. Podle studie mutantt Arabidopsis, péstovanych v nizkych a vysokych
koncentracich dusi¢nanu byl protein podobny chitinaze (chitinase-likel, CTL1) identifikovan jako
transduké&ni signal pro zprostfedkovani vlivu koncentrace dusi¢nand na vyvoj kofenového systému.

Studie genu, zapojenych v této nutriCné-zavislé regulaci, se snazi pfevést tyto poznatky z Arabidopsis na

péstované plodiny (Hermans, 2012).

Studium Arabidopsis odhalilo tfi rizné
mechanismy plsobeni dusi¢nanl na regulaci
vyvoje kofenové architektury (Casimiro et al.,
2003). U rostlin, péstovanych v substratu

s nizkou hladinou dusi¢nanu, dochazi k lokalni

stimulaci tvorby postrannich kofenu. Rostliny,

péstované v pfiméfeném mnozstvi dusi¢nanu,
Obrazek 4: Srovndni vyvoje kofenového systému geneticky

neupravené Arabidopsis a linl mutantu. Podle Malamy a vykazovaly inhibici vétveni kofene po pridani

Ryan, 2001. NO;. Tfetim typem odpovédi na dusi¢nany je,

pfi vysokém poméru sachardzy k dusi¢nanim,

represe vyvoje bo¢nich kofenu, zplsobena pfekazkou v auxinovém transportu z prytu do kofene. Tim
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dochazi k delokalizaci auxinu, coz bylo dokazano diky linl mutantu (lateral root iniciation), ktery v téchto,
pro geneticky neovlivnénou rostlinu represivnich, podminkach, vykazoval fenotyp dobfe se vétviciho
kofenového systému (Casimiro et al., 2003). Auxin se z nadzemni ¢asti rostliny nedostal do kofene a
dochazelo k jeho akumulaci v hypokotylu. Exogenni dodani auxinu obnovilo formovani postrannich
kofenu u vétSiny mutantd této modelové rostliny (vyjimku tvofi mutanti nesenzitivni k auxinu, napfiklad
slr, ktefi na exogenni auxin reaguji minimalné&, nebo vibec). Mutant linl je schopen v reakci na auxin
zvySit poCet LRs, ale nemaji na né&j vliv nepfiznivé podminky poméru C:N (Malamy & Ryan, 2001). Ze
zkoumani linl také plyne, Ze je jen malo gend, jez samy o sobé odpovidaji za vétveni kofenu, ale
spoustu genu, jez mohou v zavislosti na vnéjSich podminkach ovlivnit jejich signalni drahy (Casimiro et
al., 2003).

Pudy s lokalné zvySenym mnozstvim dusi¢nantd vyvolaji prodluzovani bunék tvoficich se primordii, coz
rostliné umoznuje rozpinat se do Sifky v dusledku dusi¢nanové signalizace. Ta vyZaduje expresi genu
pro NITRATE TRANSPORTER1 (NRT1.1), nutného téz pro pfijem dusi¢nanu, a ztrata funkce tohoto
proteinu vylu€uje kolonizaci uzemi chudého na padni dusi¢nany. NRT1.1 také modifikuje auxinovy
transport, ¢imz pfi nizké koncentraci dusi¢nanu stimuluje tvorbu postrannich kofen(. Antagonista
NRT1.1 stimuluje vétveni kofene jen za vysokych koncentraci NO3™ (Krouk et al., 2010). NRT1.1 je u
Arabidopsis lokalizovan na antiklinalnich membranach epidermis primordialni Spi¢ky, a pomoci odpovédi
na dusi¢nany usmérnuje tok auxinu — v pfipadé nizké hladiny dusi¢nanu podporuje bazipetalni transport
auxinu, akumulovaného v kofenové $picce, nutného pro iniciaci tvorby postrannich kofen(l. Naproti tomu
mutant nrt1.1 udrzuje akumulovany auxin ve Spi¢ce, €imz inhibuje vétveni kofene i pfi nizké koncentraci
dusi¢nanu (Hermans, 2012). Dusi¢nany indukovany specificky gen je kliCovy pro vyvoj kofenu
Arabidopsis. V pfipadé potlaceni jeho exprese se méni citlivost na vysokou hladinu NO3', a ji indukovany

efekt uz neni stimulacni, nybrz inhibi¢ni, jako u geneticky neupravenych rostlin (Zhang & Forde, 1998).

P¥i inhibici vysokou koncentraci dusi¢nanu se uplatfiuje i kyselina abscisova, mutanti, necitlivi k tomuto
hormonu, jsou méné citlivi na inhibici vyvoje LRs dusi¢nany (De Smet et al., 2003). Amonny kation
stimuluje vétveni kofenu, jejich nasledné prodlouzeni obstaravaji hlavné dusi¢nany (Lima et al., 2010).
ProdluZovani primarniho kofene Arabidopsis nevykazuje zmény v reakci na hladinu dusi¢nanu v padeé.
V3ak u kukufice (Zea mays) byla zaznamenana stimulace prodluZovani kofene pfi stfedné vysoké
hladiné dusi¢nanl (Smith & De Smet, 2012).

Dusik tedy mize mit negativni i pozitivni vliv na regulaci formovani LRs. Dusi¢nany slouzi jako tvarci
signalu, i vlastni signalni molekuly. Jejich plsobeni ovliviiuje €innost jinych fytohormonu, zejména

auxinu.
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(b) Fosfor

Fosfor je rostlinou pfijiman v podobé anorganického fosfatu H,PO,, ktery je ve vodé dobfe rozpustny,
ale je vazany na pudni ¢astice pres Zelezo ¢i hlinik. Koncentrace vyuzitelného fosforu v pudeé je tedy
velmi nizka, v bunce rhizodermis je o tfi fady vy$Si, coz svédCi o nutnosti jeho aktivniho transportu do
bunék pfenasecem, jez je zpétné regulovan mnozstvim fosforu v burice. Mira mobility fosforu v pidé je
nizka, rostliny si proto k fosforu dopomahaji endomykorhizou (Smith & De Smet, 2012). Fosfor je kliCovy
pro strukturalni biomolekuly, jako nukleové kyseliny, fosfolipidy, a ovliviiuje metabolismus uhliku
(Ticconi, 2006). Nedostatek fosforu zpusobuje tvorbu a rust kofenovych vlasku, které jsou fizeny cestou
nezavislou na fytohormonech, kde fosfat, coby signalni molekula, pfimo ovliviiuje expresi genu pro
tvorbu kofenovych vlasku, coz bylo u Arabidopsis dokazano studii mutanta (Ticconi, 2006 73 /id).
Kofeny, péstované na substratu s nizkym mnozstvim fosfatu, exprimovaly geny pro pfenasece fosfatu
(Pi), na ukor aktivity meristému. PFi nizkych koncentracich Pi tedy dochazi k inhibici rlstu primarniho
kofene vlivem zmény transportu auxinu, a dochazi ke zvySeni tvorby postrannich kofen(, u nékterych
druhl az tfetiho fadu. Dochazi ke stimulaci vétveni kofene cytokininy, které potlacuji expresi gent pro
regulaci nizké hladiny Pi. Rostliny péstované na médiu s vy3Si koncentraci Pi vykazovaly vysokou,
auxinem podporovanou meristematickou aktivitu a nizkou expresi fosfatovych prenasecu. (Lépez-Bucio
et al., 2003). U mutanta, precitlivélého na nedostatek Pi, dochazi k inhibici buné€ného déleni, majici za
nasledek ztratu funkce primarniho kofenového meristému a smrt bunék. Meristémy kofend vysSich Fadu

funguji normalné, coz svédci o existenci spinace, monitorujiciho koncentraci Pi (Ticconi, 2006).
(c) Sira

Rostliny siru pfijimaji jako ion SO,%, pfijem je aktivni symportem se 3 H*. Je zapotfebi k syntéze
cysteinu, a uCastni se odpovédi na stres. Sira neplsobi pfimo jako faktor, nutny pro preziti rostliny. Pfi
nedostatku siry rostlina produkuje delSi kofeny s velkym mnozstvim kofend postrannich, a to na ukor
ristu nadzemni €asti rostliny. Alexandra Kutz s kolegy uvadi, Ze deficience siry u Arabidopsis zvySuje
syntézu auxinu, jez vede k rozrlstani kofenového systému, za u¢elem dosazeni nového loziska siry

(siranového aniontu) (Kutz et al., 2002).
(d) Zelezo

Zelezo patFi mezi mikrobiogenni prvky, v pidé se vyskytuje v hydroxidech v oxidaénim &isle Fe®".
Rostliny vyluéuji do ptdy H* ionty, jimiz okolni ptidu okyseluji, a organické kyseliny coby chelatory, na
néz se Zelezo navaze a je dopraveno do bunék (Pavlova, 2005). Horizontalné lokalizované zdroje Zeleza
v nehomogennim agarovém substratu Arabidopsis vedlo ke zdvojnasobeni délky lateralnich kofenu, ne
vSak ke zméneé jejich poltu. U mutanta, neschopného pfijimat Zelezo, byl silné inhibovan vyvoj
postrannich kofenu, ale uméla aplikace Zeleza tuto inhibici prolomila, za spusténi jejich prodluzovani.

Tato schopnost Zeleza prodluzovat bo¢ni kofeny a napomahat pronikani primordii rodiCovskym kofenem
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je zavisla na transportu auxinu, protoze pravé aktivace AUX1 Zelezem ve vrcholech boénich kofend
vede Kk jejich prodlouzeni, ale extrémné vysoké lokalni davky Zeleza rust postrannich kofend naopak
inhibuji. Lokalizovany zdroj Zeleza stimuluje i hustotu LRs, jejich poCet a vétveni az do tfetich faddu, ale
tato stimulace nebyl (Giehl et al., 2012).

Sucho obvykle indukuje prodluzovani primarniho kofene na ukor jeho vétveni. Rostliny se na sucho
mohou adaptovat. Napfiklad €irok (Sorghum) v podminkach sucha inhibuje kofenové vétveni, za tvorby
témeér vertikalniho kofenového systému. Salinita u Arabidopsis naopak inhibuje prodluzovani primarniho

kofene a stimuluje jeho vétveni (Smith & De Smet, 2012).

Mnohé reakce na environmentalni vlivy, stejné jako reakce na stres, zpusobené nedostatkem vody Ci
mineralnich prvkd, salinitou, teplotou, svétlem &i patogeny, ovliviu;ji rostliny prostfednictvim signalnich
latek, nejCastéji fytohormonu, coz ma za nasledek zménu kofenové architektury. Rostliny reaguji na
podnéty dynamicky, intenzitu reakce hlidaji mnohé zpétné vazby. Kromé fytohormonu se regulace
ucastni i jiné typy signalizace, mezi néz Ize zahrnout receptor-like kinazy ucastnici se peptidovée
signalizace. Prikladem takovéto kinazy je ARABIDOPSIS CRINKLY 4, exprimujici se v délicich se
burikach pericyklu a podilejici se tim na iniciaci tvorby postranniho kofene. Pozdé&ji ARABIDOPSIS
CRINKLY 4 omezuje nadpocetné déleni bunék po zahajeni organogeneze. Tato kindaza ma tudiz dualni
funkci, a proces, ktery bude v dané situaci aktivovan, uréuje mirou autonomity procesu sama burka

(Smith & De Smet, 2012). Vyvoj postrannich kofenu je ovliviiovan i geneticky.

3) Dusik — fixujici korenové hlizky

Organismy, schopné pomoci nitrogenazy vazat dusik, mohou vstupovat do symbidzy s rostlinnymi
partnery. Timto vznikla hlizkova endosymbidza bakterii s rostlinami, v niz dochazi k vyméné rostlinnych
asimilat(i, zejména pyruvatu, vody a dikarboxylovych kyselin za cenny amonny kation NH,", ktery je
okamzité asimilovan do organickych latek, nejcastéji glutaminu. Tato asimilace probiha, v zavislosti na
puvodu amonného kationtu, bud v cytosolu, nebo v plastidech (Kistner & Parniske, 2002). Tato velice
efektivni symbidza je vSak omezena jen na urcitou skupinu rostlin, a k nim hostitelsky specifickych
bakterii. Leghemoglobin, protein obsahujici hemovou prostetickou skupinu, obsazeny ve vné&jsi
membrané bakterie, reguluje jeji pfistup ke kysliku. Na syntéze molekuly leghemoglobinu se podili
rostlina i bakterie (Pavlova, 2005). Symbidza s jednobuné&cnymi, dusik fixujicimi Gram-negativnimi
bakteriemi, nazyvanymi souborné Rhizobia, vSak byla popsana jen u fadu Fabales (bobotvaré),

v podskupiné Fabaceae (bobovité), v kontextu hlizkové symbidzy Castéji uvadéné jako Leguminosae
(luskoviny), délici se na 3 podskupiny (Caesalpinioideae, Mimosoideae and Papilionoideae), systém
prevzat od (Lewis et al., 2005). Tomuto podobna, taktéz hlizkova symbi6éza s Gram-

pozitivnimi bakteriemi rodu Frankia se naléza ve tfech fadech (Fagales, Cucurbitales a Rosales), hlizky
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nalézame prevazné u drevin, napfiklad u olSe (Alnus spp.), rakytniku (Hippohae) €i dryadky (Dryas).

Obé tyto symbidzy jsou hostitelsky specifické (Sprent, 2007).

Vnitfni stavba hlizek

Hlizky délime, v zavislosti na jejich vyvoji, na determinované a nedeterminované (Gonzalez-Rizzo et al.,
2009). V obou typech hlizek se ve stfedni €asti vyskytuji infikované i neinfikované bunky, a az na vyjimky
je typ hlizky rostlinné specificky. Determinované hlizky se zakladaji ve vnéjSich vrstvach primarni kary.
Meristém hlizek tohoto typu se brzy diferencuje a pfestava se délit, coz vede k jejich malé velikosti a
kulovitému tvaru. Hlizka neni strukturné diferenciovana, ve srovnani s hlizkou nedeterminovanou, a po
dozrani odumira. Determinované hlizky tvofi napfiklad Stirovnik (Lotus japonicus), z tropickych luskovin
pak so6ja (Glycine max) ¢ mungo (Phaseolus aureus). Nedeterminované hlizky maiji trvaly meristém, kde
se bunky déli, a v nové vyvijenych pletivech dochazi k infekci. Z anatomického pohledu v hlizce najdeme
apikalni meristém, systém vodivych pletiv, endodermis a na povrchu nékolik vrstev primarni kary
(Markmann, 2009 4 /id). Tento typ hlizek Ize rozdélit na 4 vyvojové zény (Vasse et al., 1990). Zéna |,
neobsahujici bakterie, je zonou meristematickou. Zéna Il je infekéni zéna, dochazi zde k rané
diferenciaci bunék. Buriky v této oblasti obsahuji velké mnozstvi Skrobu, a to diky tomu, ze hlizka pusobi
jako silny sink v transportu asimilata. V zoné Ill probiha fixace dusiku, a v senescentni, IV. z6né dochazi
k odumirani bakteriodnich i rostlinnych bunék. Cévni svazky mohou byt periferni, oblopujici centraini
pletivo kde probiha fixace dusiku, podobné anatomii stonku, jako u luskovin (Oldroyd & Downie, 2008),
nebo centralné lokalizované, podobné kofenovym, vyskytujici se u rostlin s aktinorhizalni symbiézou ¢&i u
Parasponia. Rostliny, vykazujici nedeterminovanou nodulaci, jsou tfeba Medicago sativa, Medicago
truncatula, ¢ Pisum sativum. Tyto hlizky se mohou i vétvit (Dudeja et al., 2012). Struktura hlizky je dana

hostitelskou rostlinou, fixace dusiku je vSak kontrolovana bakterialnim endosymbiontem (Desbrosses,

2011 38 /id). Na bakterii Rhizobium meliloti byly demonstrovany i typy vyvoje bakteroidu (Vasse et al.,
1990).

Obrazek 6: Srovndni struktury determinované (vlevo) a nedeterminované hlizky. NC=primdrni kira; NE=endodermis;
NP=hlizkovy parenchym; V\B=systém vodivych pletiv; NF, lll=oblast fixace dusiku; S=senescentni zona. Prevzato z
Wikimedia Commons.
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Prvni vrstva bunék kofene luskovin, stimulovana pro déleni pfi tvorbé symbiotické hlizky, mize byt jen
pericykl, primarni kdra (Pisum sativum) i obé vrstvy najednou (Medicago sativo) (Gonzalez-Rizzo et al.,
2009). Primordium a vlastni hlizka ale vzdy vznikaji hlavné z primarni kary. Pfi mitotické reaktivaci bunék
primarni kiry dochazi k expresi mitotickych cyklini a nodula¢nich gent (Mylona et al., 1995). Jen urcita
¢ast bunék primarni kiry je citliva k iniciaci déleni vlivem Nod faktor(. Tropické luskoviny, jako séja, maji
na aktivaci déleni citlivé jen bunky vnéjsi vrstvy primarni kary, z nichZ se vyviji determinovana hlizka.
Naopak luskoviny mirného pasma jako hrach, stirovnik i vikev tvofi hlizky z aktivovanych bunék ve
vnitfni vrstvé primarni kiry, obvykle nachazejici se proti protoxylémovému pélu. Buriky primarni kdry
pred aktivaci bunécného cyklu se nachazi v GO &i G1 fazi (Vasse et al., 1990). Na tuto aktivaci ma
kliCovy vliv auxin, jehoz transport je bakteriemi, resp Nod faktory, lokalné inhibovan, coz vede

k akumulaci auxinu k oblasti primarni kdry pobliz mista infekce, a to je také misto vzniku hlizkového
primordia u nedeterminovanych hlizek. U determinovanych hlizek (u séji) nebyla tato role auxinu
prokazana. Tato akumulace, spojena s narusenim auxinového transportu, byla pozorovana u jetele
plazivého &i u vikve (Mathesius et al., 1998). Bylo dokazano, ze flavonoidy mohou také regulovat tok
auxinu v Medicago a tim i jeho lokalni akumulace, opétovné obnovit jeho transport a tim zvysit pocet
nedeterminovanych nodult (Mathesius et al., 1998; Gonzalez-Rizzo et al., 2009). Stejné tak inhibice
polarniho transportu auxinu pomoci N-(1-naftyl) ftalamové kyseliny, vede k formovani pseudonodul(i u
Medicago, vykazujicich determinovany rust, a to i v pfitomnosti vyuzitelného dusiku (Gonzalez-Rizzo et
al., 2009).

Aktinorhizni hlizky se strukturou a vyvojem podobaji postrannim kofendm (Ann et al., 1997), maji
centralni vaskularni systém, infikované buriky se nachazi v mohutné se rozrustajici primarni kiife. Hlizka
je lalo¢nata, kazdy lalok se podoba postrannimu kofeni a mize byt rozdélen na oblast meristému a na tfi
funkéni zény, infekeni, fixatni a senescentni (Pawlowski & Demchenko, 2012). U rostliny Datisca
glomerata z fadu Cucurbitales bylo prokazano zvySeni po¢tu sekundarnich plasmodesmat v burikach
primarni kiry hlizek, zejména pak v bunkach infikovanych bakteriemi Frankia, ve srovnani s burikami
kofene. Toto zvySeni symplastického transportu, spolu se zvySenou expresi monosacharidového
prenasece s nizkym optimem pH, pomaha rostliné diky zménam v turgoru kontrolovat rast infekénich
vldken (Schubert et al., 2011). | v luskovinovych hlizkach je hlavni transport asimilatl symplasticky. Je
to zfejmé zplsobeno i tim, Ze v pfipadé hlavniho transportu asimilatt apoplastem by mély bakterie

v infekC€nich vlaknech neomezeny pfistup k rostlinnym sacharidim bez nutnosti pronikat do bunék
hostitelského kofene. Skrob je hromadén v obou typech hlizek (Schubert et al., 2011). Frankia plynule
kolonizuje urcitou oblast kofene Datisca glomerata, infikované buriky tvofi kompaktni utvar, na rozdil od
luskovinnych hlizek, v nichz se infikované a neinfikované buriky navzajem oblopuji (Newcomb &
Pankhurst, 1982). Oproti rhizobialnim hlizkam vSak v aktinorhiznich nevznika mikroaerobni prostredi. U

Datisca glomerata byl prokazan vznik lenticel na lalocich hlizky, které umozriuji pfistup vzduchu do

20


http://en.wikipedia.org/wiki/Cucurbitales

hlizky (Pawlowski, 2012 49 /id). Infikované bunky u Coriaria arborea jsou mnohojaderné a maji, stejné

jako infikované bunky kofene luskovin, velkou centralni vakuolu (Newcomb & Pankhurst, 1982).

A

G

Obrazek 7: Schematicka struktura hlizek. Vlevo aktinorhizni, vprostfed nedeterminovand a vpravo

determinovand. Cernou barvou isou zndzornéna vodivd pletiva. Prevzato od Diouf et al., 2004 .

i) Evoluéni vznik hlizek u luskovin

Luskoviny se vyvinuly na pocatku tretihor. Pokles hladiny CO, pfiSel az po éfe jejich hlavniho vyvoje,
proto nedisponuji C4 fotosyntézou. Diky relativni pfibuznosti taxonu, v nichz nachazime hlizkotvorné
(nodulujici) druhy se uvazuje o genetické predispozici k nodulaci u spole¢ného pfedka (Sprent, 2007).
Byl dokazan spole¢ny plvod obou typu nodulaci, rhizobialni i aktinorhizni, liSici se v partnerskych
bakteriich, morfogenezi i zplsobu infekce. Fakt, Ze genetické predispozice pro nodulaci byly ziskany od
spole¢ného predka, byl prokazan na zakladé skenovani genu rbcL chloroplasti nodulujicich skupin
rostlin, a tyto rostliny v nasledné fylogenetické analyze tvofily, spolu s nékolika skupinami nevykazujicimi
nodulaci, monofyleticky taxon (Soltis et al., 1995). Existuje nejméné sedm genl podminujicich rhizobialni
nodulaci, zejména pak gen pro symbiotickou receptorovou kinazu (SYMRK), ktera je nutna pro interakci
luskovin s bakteriemi rodu Rhizobia i pro aktinorhizu bakterie Frankia se zastupci Fagales, dokonce i pro
arbuskularni mykorhizu (Markmann et al., 2008). SYMRK existuje minimalné ve tfech, strukturou
odliSnych variantach, kdy ta nejkratsi, vyskytujici se napfiklad u rajCete Ci ryze, zprostfedkovava pravé
arbuskularni mykorhizu, ta nejupInéjSi naopak tvorbu funkénich hlizek. Autofi zde vyslovili hypotézu o
evolucnim vzniku symbiotickych hlizek pravé diky zménam v signalizacni siti SYMRK arbuskularni
mykorhizy. Vznik tohoto mutualistického vztahu rostliny s houbou je Casové fazen jesté pied pfechod

rostlin na sous (Markmann et al., 2008).

vvvvvv

rostliny nachazime u Caesalpinioideae, jejichz symbiotické bakterie zlstavaji uzaviené v infekénich

vlaknech (viz nize), slouzicich k pronikani hostitelskym kofenem k hlizkovému primordiu, ale v pfipadé
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téchto rostlin jsou infekéni vlakna lemovana i rostlinnou bunéénou sténou, probiha v nich fixace dusiku a
jsou nazyvany fixacnimi vliakny (Sprent, 2007), coz je pravdépodobné nejstarsi forma symbiozy téchto
bakterii s rostlinami. U evolu¢né pokrocilejSich rostlin jiz fixace dusiku prokaryontnimi organismy probiha
ve specializovaném, sekundarné utvafeném membranovém kompartmentu burky, k jehoz utvofeni je

vSak potfeba genetického naprogramovani u obou partnerd (Markmann & Parniske, 2009).

iif) Nod faktory

Kofeny rostlin uvolfuji do rhizosféry fenolicke latky, jako flavonoidy, betainy ¢i kyselinu aldonovou, a na
tyto metabolity reaguji v padé volné zijici, dusik-fixujici bakterie. Flavonoidy jsou syntetizovany ve vSech
rostlinach a maji mnoho funkci (Winkel-Shirley, 2001). Bylo identifikovano vice nez 4 000 r{iznych
flavonoidd (Dudeja et al., 2012). Bakterie reaguji na rostlinnou signalizaci kladnou chemotaxi, zvy$enim
syntézy auxinu (Mathesius, 2008) a je u nich indukovana exprese genu pro produkci nodulaénich (Nod)
faktoru, konkrétné genti nodABC (Giraud et al., 2007). Rostlinny flavonoid se navaze na bakterialni
protein NodD, zméni jeho konformaci, a takto aktivovany protein po svém navazani na promotor nod
genu spousti jejich expresi (Dudeja et al., 2012). Pro umoznéni této symbidzy byla pro rostliny klicova
schopnost vnimani Nod faktoru, lipochito-oligosacharid(l, produkt( bakterialniho metabolismu,
zahajujicich proces nodulace, specifickymi receptory. Tyto nodulaci vyvolavajici latky jsou bakterialni
produkty, které se v8ak v ur€itych ohledech chovaji jako rostlinné hormony (Oldroyd & Downie, 2008).
Jejich difuzni signalizace ovliviuje vyvojové procesy v rostling, a to jak v epidermis kofene, coz umozni
vstup bakterii Rhizobia do kofene (infekci), tak i v primarni kGfe kofene, kde délenim bunék vznikne
nodulovy meristém (Oldroyd & Downie, 2008). U Lotus japonicus, pfibuzného s u nas rostoucim
Stirovnikem razkatym, je vnimani Nod faktor( zprostfedkovano Nod faktorovym receptorem 1 (NFR1) a
5 (NFR5), diky nimz rostlina rozpozna konkrétni kmen bakterii Rhizobia, které se lisi pravé v chemické
struktufe Nod faktor (Markmann et al., 2008), konkrétné v délce a stupni nasycenosti mastnych kyselin
a aminokyselinovych zbykl (Oldroyd & Downie, 2008). O hostitelské specifité vSak nerozhoduji jen Nod
faktory, nybrz i lipopolysacharidovy povrch bakterie pfi nasledném pfimém kontaktu s kofenem rostliny.
Pfimy dikaz pro ovlivnéni syntézy téchto bakterialnich exopolysacharidu rostlinnymi flavonoidy
nemame, ale po kontaktu bakterie s rostlinnymi signalnimi latkami tropickych luskovin, jako soji, dojde
k uvolfiovani a pfipadné metylaci fragment( bakterialnich povrchovych polysacharidu, které pak slouzi
jako dalsi faktor pfi ur€ovani hostitelské specifity (Dudeja et al., 2012). Receptor Nod faktord u Lotusu,
NFR5, blokuje kinazovou aktivitu, dokud neni fosforylovan NFR1, ¢imz je spusténa odpovéd na Nod
faktory. Nod faktory jsou rozpoznavany extracelularni LysM doménou NFR1 a 5, a zména v LysM
receptorové doméné pusobi modifikaci €i ztratu schopnosti vnimani téchto signalnich latek. Napfiklad
dvé molekuly Nod faktoru, liSici se v jednom aminokyselinovém zbytku, jsou specifické kazda pro jiny
druh Lotusu, a to diky specifité LysM domény NFR5, vazici jen urCity Nod faktor. Pokud vSak geny pro

receptory Nod faktort od Lotus japonicus nechame exprimovat v jinych nodulujicich rostlinach, napfiklad
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v tolici (Medicago truncatula), rozsifime tim spektrum bakterii, vyvolavajicich u této transgenni tolice
uspésnou rhizobialni infekci a vznik téméf zcela funkéni hlizky (Radutoiu et al., 2007). LNP je
extracelularni apyryza, protein vazajici Nod faktory za hydrolyzy ATP. Exprese LNP byla prokazana u
sOji po naoCkovani bakteriemi (Oldroyd & Downie, 2008).

I u rostlin, netvoficich hlizky, nalézame podobné receptory s LysM doménou, ty vSak slouzi pro detekci
pritomnosti hub pomoci chitooligosacharidd, fragmentu jejich bunécné stény, a vyvolavaji obrannou
reakci rostliny. Tato obranna signalni draha nenodulujicich i nodulujicich rostlin je, minimalné

v pocatecni fazi, spole€na se signalni drahou Nod faktorl, coz svéd¢i o jejich spole€ném evolu¢nim
vzniku (Wan et al., 2008). Napfiklad, CERK1, receptor chitinu u Arabidopsis, se v intracelularni doméné
jen drobné lisi od NFR1 (Madsen & Stougaard, 2012). Padni houba, ktera je pro rostlinu mykorhizni
partner a ne patogen, je rozpoznana taktéz pomoci lipochitin-polysacharidovych, hostitelsky specifickych
signalnich latek. U arbuskularni mykorhizy se tyto latky nazyvaji Myc faktory (Parniske, 2008). Luskoviny
maji oddélené receptory pro vnimani Nod faktor(l a signalnich latek endomykorhiznich hub (Radutoiu et
al., 2003), i kdyz geneticka regulace pocateCnich fazi infekce je spolecna. U aktinorhizni symbidzy se
molekularni signalizace bakterii Frankia liSi od té rhizobialni, signalni latka je jina nez Nod faktory
(Markmann et al., 2008).

iv) Infekce — jak proniknout do rostlinné bunky

Prvni kontakt rostliny a Rhizobium se uskuteciiuje pfes rhizodermis, coz je také prvni pfekazka vstupu
bakterii do kofene. K infekci luskovin bakteriemi Rhizobium dochazi nejCastéji v epidermalnich burikach
s kofenovymi vlasky (kofenové vlasky ale nejsou pro infekci nezbytné, k nodulaci dochazi i u mutanta
Lotus japonicus s defektem tvorby kofenovych vlasku) (Gonzalez-Rizzo et al., 2009). Az 25% luskovin je
schopno infekce mimo kofenové vladeni a bez infekénich vlaken, kde jsou bakterie obklopeny zatim
neidentifikovanou matrix (Dudeja et al., 2012). Na povrchu rostlinnych bunék se nachazi lektiny, které k
sobé nespecificky, slabé a vratné vazi povrchové exopolysacharidy hlizkovych bakterii, ¢imz se podili na
vzniku endosymbiotického vztahu téchto partner(. Bakteriemi produkovany rykadhezin vaze, za
soudasného navazani Ca* iontu, Rhizobium k povrchu kofenového viasku. Interakce mezi kofenovymi
vlasky hrachu (Pisum sativum) a burikami jemu specifickych hlizkovych bakterii, je negativné
ovliviovana nedostatkem vapenatych iontd (Rodriguez-Navarro et al., 2007). Nasledné dochazi

k nevratné syntéze celuldznich vlaken bakterii za pevného navazani ke koreni. V bunécnych sténach
kofenové pokozky dochazi k akumulaci Nod faktor(, je branéno jejich volnému pronikani kofenem, coz
napovida, ze do pfimého kontaktu s Nod faktory pfichazi jen pokozka, nikoliv primarni kdra (Oldroyd &
Downie, 2008).

V odpovédi na bakterialni Nod faktory dochazi ke zménam v uspofadani cytoskeletu, zejména aktinu
(Staiger, 2000 55 /id), k inhibici rdstu kofenovych viasku a jejich nasledné ohybani kolem bakterialnich

bunék (Oldroyd & Downie, 2008). Vlastni ohyb kofenového viasku je zptsoben narusenim rastu
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bunécné stény (Brewin, 2004). Rhizobium svym délenim tvofi infekéni loziska, kde dochazi k akumulaci
Nod faktort a odkud je rostlinou zahajena tvorba specializovanych infekénich viaken. Bakterie vnikaji do
bunky pravé v téchto infekCnich vlaknech, trubicovitych, vétvicich se utvarech, vzniklych invaginaci
plasmatické membrany a bunééné stény hostitelské buriky, a v nich se Rhizobium déli, pfekonavaji
bunécéné bariéry nékolika vrstev bunék pfi priniku kofenem az do délicich se bunék primarni kary. Ke
vzniku infek&niho vldkna dojde jen pfi kontaktu rostliny s Nod faktory hostitelsky specifického druhu
(Oldroyd & Downie, 2008), coZ je u Medicago truncatula, a jejiho endosymbionta z kmene Sinorhizobium
meliloti, regulovano receptorovou kinazou LysM typu 3 a 4 (Oldroyd & Downie, 2008). Rlst téchto
infek&nich vlaken je orientovan pomoci cytoskeletu (Staiger, 2000), a je spojen s procesy bunééného
déleni bakterii v lumen infek&niho vlakna. Infekéni viakno muze pronikat kofenem bud intracelularné,
skrz bunky, nebo intercelularné mezi burikami. V tomto druhém pfipadé v rostliné dochazi k lignifikaci
buné&nych stén bunék pfiléhajicich k rostoucimu infekénimu vlaknu (Pawlowski & Demchenko, 2012).
Po kontaktu bakterialniho glykokalyxu s polysacharidovymi komponenty membrany rostlinné bunky
dojde k endocytéze bunék endosymbionta (Brewin, 2004). Dochazi k nartstu koncentrace Ca?* iontt ve
Spicce kofenovych vlaskld (Oldroyd & Downie, 2008) a dochazi k periodickému zvySovani hladiny
vapniku v bufkach pokozky celého kofene. Exprese vétSiny brzkych nodulaénich gent je indukovana
zejména v zoné vzniku kofenovych vlaskUl, coz ukazuje na schopnost bunék kofene vnimat Nod
faktorové signaly. K mirn&j§im oscilacim Ca®* dochazi i ve vnéjsi vrstvé bunék primarni kary, kde
oscilace také reguluji expresi brzkych genti nodulace. Redukce frekvence Ca** oscilaci, napfiklad
pomoci jasmonoveé kyseliny, zpomaluje expresi téchto genu (Miwa et al., 2006). Tato transdukéni draha,
od recepce Nod faktorl k oscilaci vapniku a indukci brzkych nodulaénich gend, je podminéna geneticky.
Napfiklad mutanti dmi u Medicago trunculata ovliviiuji oscilaci vapenatych iontd, jakozto i odpovéd na
Nod faktory. Mutanti dmil a dmi2 ve fenotypu zcela blokuji vapnikovou signalizaci, ale dmi3 naopak
zvySuje citlivost rostliny na Nod faktory aktivaci jejich transdukéni drahy, vedouci k expresi
Ca”'/kalmodulin zavislé proteinové kinazy, coZ se projevi zvySenou oscilaci Ca** (Oldroyd et al., 2001).
U tolice vojtésky (Medicago trunculata) byla prvni exprese brzkého nodulaéniho genu prokazana 3 az 6
hodin po nao¢kovani bakteriemi Sinorhizobium meliloti, v bufikach s vyvijejicimi se kofenovymi viasky, a
to u kofene primarniho, i u kofend postrannich. K vlastni infekci do$lo o 1 az 2 dny pozdéiji. Ctyfi dny po
naockovani bakteriemi byl zkoumany brzky nodulacni gen exprimovan v celé centralni €asti vznikajici
hlizky. Nejintenzivné&jsi transkripce tohoto genu probihala pfed za¢atkem fixace dusiku. Po 2 az 3
tydnech od naockovani, v jiz zralé hlizce, exprese brzkého nodulacniho genu byla omezena jen na
malou oblast hlizky, kde dochazi k uvolfiovani bakterii z infek&nich vlaken a k jejich nasledné
endocytdze rostlinnymi burikami (Journet et al., 2001). U nékterych tropickych zastupcu luskovin, jako u
semiaquatické Sesbania rostrata, péstovanych hydroponicky, je etylénem inhibovan vstup bakterii do
buriky pfes pokoZkové buriky. Proto dochazi k infekci v misté poSkozeni pokozky, vétSinou v jeji trhliné,
zavinéné prorUstanim bo¢niho kofene. Tim Azorhizobium caulinodans obejde nutnost pronikani

pokozZkou, a pronikne infekénim vlaknem z trhliny rovnou do bunék primarni kiiry na bazi vznikajiciho
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bocniho kofene. V misté trhliny, kudy bakterie infikuji kofen, chybi pokozka, ve které jsou ulozeny
receptory pro Nod faktory. Proto tato trhlinova bakterialni infekce, vyvolana tvorbou boéniho kofene, neni
zavisla na Nod faktorové signalizaci (Holsters et al., 2004). Takto vzniklé hlizky u Sesbania jsou
determinované a mohou vznikat i na prytu. Hlizky vzniklé na vzduchu vstupem bakterii Azorhizobium
caulinodans pres kofenové vlasky jsou nedeterminované (Fernandez-Lopez et al., 1998).

Aktinobakterie Frankia, téZ schopna vazat dusik, vstupujici do symbidzy s aktinorhiznimi rostlinami,
muZze do kofene proniknout intracelularné pomoci infek&nich vidken z ohnutych kofenovych viaskau,
stejné jako bakterie Rhizobium. Jinou moznosti je intercelularni prinik, kde lignin v buné&énych sténach
nedovoluje vstup infek&nich vlaken do bufiky. Mechanismus vstupu zavisi na druhu hostitelské rostliny.

Tvorba primordia hlizky je podobna bo&nimu kofeni, také je aktivovan pericykl.

@ _/ y,

L L~ L~
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Obrazek 5: Mechanismus infekce hyfou bakterie Frankia: a) Intraceluldrni. Po vzdjemné signalizaci se

zacinaji délit buriky vnéjsi vrstvy primdrni kiry, které jsou vzdpéti infikovany. Hyfa ddle prorista do
bunék pericyklu proti xylému, kde indukuje tvorbu primordia hlizky. b) Interceluldrni. Hyfa pronikne
mezi buriky pokozky a indukuje déleni pericyklu proti xylému. Mezibunécnymi prostory pronikne do
vznikajiciho hlizkového primordia. {Pawlowski, 2012 49 /id}

v) Vznik hlizky je uzce spjat s infekci

Bakterialni endosymbidza s rostlinou vznika diky dvéma evolu€nim krokim — vstupu bakterii do buriky
kofene a vytvoreni hlizek pro mnozeni bakterii a udrzovani symbidzy (Perrine-Walker et al., 2011).
Vyvojové procesy, probihajici v pokozce a v primarni kufe se liSi, a pfi studiu mutantd od sebe dokonce
mohou byt zcela oddéleny (Oldroyd & Downie, 2008). Nodulace, resp. déleni bunék primarni kury,
vedouci k vytvofeni hlizky, je v pfipadé rhizobialni infekce indukovano Nod faktory, jak bylo uvedeno
vySe. Bakterie Rhizobium i Frankia mohou infikovat jen ty bufiky primarni kary, které byly vytvofeny az
po vzajemné signalizaci obou partnert (Pawlowski & Demchenko, 2012). K aktivaci mitdzy v burikach
primarni kiry, nachazejicich se pod mistem infekce bakteriemi, dochazi u Medicago truncatula, Vicia
sativa a Pisum sativum souc€asné s odpovédi epidermalnich buné&k na Nod faktory (Gonzalez-Rizzo et
al., 2009). Pri mitotické reaktivaci bunék primarni kiry dochazi k expresi mitotickych cyklint a
nodulaénich genu (Mylona et al., 1995). Bunky primarni kary, ¢ekajici na prtichod infekénich vlaken, jsou

drzeny v G2 fazi bunécného cyklu, a po jeho reaktivaci se stavaji burikami meristematickymi (Dudeja et

25



al., 2012). Tvorbu nedeterminovanych hlizek u Medicago truncatula spousti signalizaéni draha Nod
faktord, pfi které zvy$eni hladiny a nasledna oscilace vapenatych iont(i aktivuje Ca®*/kalmodulin
zavislou proteinovou kinazu v primarni kufe. Tim jsou aktivovany specifické transkripcni faktory,
indukujici expresi brzkého nodula¢niho genu Enod11 v epidermis i v hlizkovém primordiu, ¢imz stimuluji
déleni bunék primarni kary a pericyklu (Saur et al., 2011). To znaci, Zze pro zahajeni nodulace neni
nezbytna pfitomnost Nod faktord, ale aktivace Ca®*/kalmodulin zavislé proteinové kinazy, naptiklad
ziskovou mutaci. Ta postacuje pro spusténi nodulacnich procesu, bez rhizobialni infekce. Takto vznikla
hlizka ma vesSkeré naleZitosti hlizky nedeterminované (Oldroyd & Downie, 2008). Inhibice transportu
auxinu, majici za nasledek jeho lokalni akumulaci, také stimuluje déleni bunék primarni kary za tvorby
hlizky (Gonzalez-Rizzo et al., 2009). Signalni draha cytokinind u Medicago truncatula, kterou také
aktivuji bakterie Rhizobium, zac¢ina cytokininovym receptorem CRE1. Tato cytokininova nodulaéni draha
se schazi se signalni drahou Nod faktort v bodé aktivace specifickych transkripénich faktor a vede

k vytvoreni hlizky (Saur et al., 2011). Rostliny se schopnosti spontanni nodulace tvorily, po vnéjsi
aplikaci cytokinind &i inhibitord auxinového transportu, hlizkam-podobné struktury (Murray et al., 2007).
K zahajeni tvorby hlizky je tfeba indukce exprese specifickych genll, mezi néz patfi brzky nodula¢ni gen
Enod40, k jehoz expresi nedochazi v pokozkovych bunkach po kontaktu s Nod faktory, ale jen v primarni
kdre. U transgenni Medicago truncatula se zvySenou expresi enod40 byla dokazana zvysena citlivost na
signaly pro zahajeni nodulace, vyssi rychlost tvorby hlizky a vétSi pocet vznikajicich primordii. DoSlo
také k prodlouzeni kofene, vlivem stimulace déleni bunék primarni kdry v blizkosti kofenového vrcholu.
Z tohoto vyplynulo, Ze enod40 podporuje efekt Nod faktor( na nodulaci. Naopak, snizeni exprese tohoto
genu vedlo k utvareni nizsiho po¢tu malych, ve vyvoji i funkci poSkozenych, anatomicky
nedifernciovanych hlizek bez meristematické organizace. Z tohoto Ize vycist nepostradatelnost tohoto
genu pfi utvareni symbiotickych hlizek u tolice vojtésky (Charon et al., 1999).

Symbiotické procesy v pokoZzce jsou fizeny transdukci signalt Nod faktort, v primarni kGfe maiji Fidici
ulohu fytohormony (Oldroyd & Downie, 2008). Jak jiz bylo uvedeno, po kontaktu infek€nich viaken

s burikami tvofici se hlizky dojde k propusténi bakterii z jejich infekCnich vlaken (Gonzalez-Rizzo et al.,
2009), a bakterie jsou endocyticky pfepraveny do bunék hlizkového primordia, diky ¢emuz jsou obaleny
rostlinnou membranou, nazyvanou symbiozom, zprostifedkujici vyménu latek mezi rostlinou a bakterii
(Oldroyd & Downie, 2008). Podobny typ membranového pfenosu se uplatriuje i u olSe (Alnus) s bakterii
Frankia. Bakterie jsou diferenciovany a ziskavaji schopnost fixovat dusik. Pro tuto diferenciaci je nutna
nizka hladina kysliku (Dudeja et al., 2012). Dusik fixujici Rhizobia, Zijici uvnitf bunék hostitelské rostliny,
jsou nazyvany bakteroidy. Spolu s diferenciaci bakterii na bakteroidy se hlizkové primordium méni ve
zralou hlizku. Pfi senescenci endosymbiotickych bakterialnich bunék se symbiozom méni v lysozom
(Gonzalez-Rizzo et al., 2009).

U dvou kmen fotosyntetickych bakterii Bradyrhizobium v8ak byla nodulace prokazana i bez exprese
nodABC gend, tudiz bez syntézy Nod faktor(, vyuzitim derivatd purind jako signalnich molekul pro

iniciaci nodulace (Giraud et al., 2007).
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Vi) Regulace vyvoje hlizek

TFi hlavni fytohormony ovliviuji vznik a vyvoj hlizek: auxin, cytokininy a etylén. Lze je rozdélit na vnitfni a
vnéjsi regulatory, kdy vnéjSimi jsou etylén a auxin, a vnitfnimi auxin a cytokininy. Nod faktory blokuji
auxinovy transport, nasledkem ¢ehoz dochazi k jeho lokalni akumulaci (Gonzalez-Rizzo et al., 2009).

Stejné tak lokalni akumulace cytokininl vyvola tvorbu hlizek.

(a) Auxin

Auxinovy transport mlze byt pozménén regulaci aktivity i lokalizace membranovych auxinovych
transportnich proteinl, zejména PIN a AUX1, jejichz transport probiha vezikularné. Nékteré flavonoidy u
Arabidopsis thaliana jsou schopny ménit fenotyp prytu a modifikovat auxinovy transport, diky zménam

v expresi a lokalizaci PIN proteint (Mathesius, 2008). Flavonoidy, konkrétné flavonoly, se mohou

v uréitych burikach akumulovat, jejich dalSi transport z téchto bunék zatim nebyl prokazan (Kuhn et al.,
2011). Prave v bunkach se zvysenou koncentraci flavonoll dochazi k inhibici auxinového transportu.
Snizeni hladiny flavonolt opét uvolni auxinové pfenasece (Kuhn et al., 2011). Polarni auxinovy transport
je u nedeterminovanych hlizek Medicago truncatula inhibovan i pisobenim Nod faktord (Grunewald et
al., 2009), naproti tomu ale Lotus japonicus, tvofici determinované hlizky, nevykazoval zmény

v auxinovém transportu po aplikaci Nod faktor(i. Naopak, u Lotus dodani inhibitor(i auxinového
transportu mélo dopad na vyvoj a pocet hlizek (Takanashi et al., 2011). Diasledkem blokace auxinového
transportu je jeho snizena dostupnost v misté iniciace déleni bunék, kde se diky tomu zméni relativni

pomér mezi auxinem a cytokininy, aktivatory nodulace (Mathesius, 2008).

Pravé auxin stimuluje expresi cyklinu, jenz reaktivuje bunécny cyklus, a to u nodulace, i pfi tvorbé
bocnich kofenl. Auxin zvySuje de novo transkripci tohoto cyklinu v burikach primarni kary pred
xylémovymi poli (Kondorosi et al., 2005). Pro spravnou, dusik-fixujici funkci hlizky dochazi v burikach
centralniho pletiva k endoreduplikaci, k procesu mnohoc¢etného kopirovani genetické informace, vlivem
oscilaci cyklin-dependentni kinazy, ktera buriku nuti stale opakovat S fazi buné€ného cyklu. Buriky, u
nichz byla endoreplikace uméle blokovana, byly vzristové mensi a nebyly schopné fixovat dusik. K této
regulované polyploidité dochazi v obou typech hlizek, determinovanych i nedeterminovanych (Kondorosi
et al., 2005). Hladina auxinu v nodulech Frankia je vysSi v porovnani s kofeny. U aktinorhizni symbiozy,
Vv niz se primordium hlizky zaklada z pericyklu, je role auxinu znatelné&jSi nez u hlizek rhizobialnich
(Pawlowski & Demchenko, 2012).
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(b) Cytokininy

Na zvyseni hladiny cytokinin(l reagovala bakteriemi nao¢kovana tolice Medicago trunculata zvySenim
poctu shlukd délicich se bunék v primarni kare, vlivem modifikace auxinového transportu, zejména PIN
proteind (Dudeja et al., 2012). Ale u Lotus japonicus pfi iniciaci tvorby hlizkového primordia, nebyl
exprimovan gen pro cytokininovou odpovéd, coz ukazuje na roli cytokinind v pozdéjsi fazi, konkrétné

v udrzovani déleni bunék. Zmény v distribuci cytokinint vS§ak mohou zménit lokalni akumulaci auxinu,
coz vede k vlastni nodulaci, ¢i ke zvySeni pocétu hlizek (Kondorosi et al., 2005). Lotus japonicus, tvofi po
vnéjSi aplikaci cytokinint viditelné kofenové hlizy, diky stimulaci exprese brzkych nodula¢nich gend. |
vlastni aktivace déleni kortikalnich bunék je podle autora zavisla na vnimani cytokinin receptorem
LHK1 a na pfitomnosti transkrip&nich regulatord v primarni kife, zodpovédnych za transkripci
prislusnych nodula¢nich gent (Heckmann et al., 2011). Cytokininy také, u mutanta L. japonicus s vysSi
schopnosti byt infikovan, pfimo &i nepfimo ovliviuji pronikani infekCnich vidken pletivy kofene (Murray et
al., 2007). Cytokininy jsou u L. japonicus akumulovany v kofenovych viaskach a délicich se burikach
primarni kary (Lohar et al., 2004). Tvorbu hlizek Giraud s kolegy (2007) prokazal i u dvou kmenu
fotosyntetickych bakterii Bradyrhizobium a to bez exprese nodABC genu, tudiz bez Nod faktor(. Tyto
bakterie namisto Nod faktort pouzivaly purinové derivaty, strukturou podobné pravé cytokininim (Giraud
et al., 2007). Lokalizace hlizky proti protoxylému muize byt uréena cytokininy pozménénym auxinovym
tokem, nebo akumulaci etylénu a uridinu mezi témito protoxylémovymi oblastmi (Stougaard, 2000).
Cytokininy tedy nemaji vliv na reaktivaci bunéného déleni, ale na jeho udrzovani, podili se na pronikani
infek&nich vlaken a zprostfedkované mohou regulovat po€et nodulli. Funkci i strukturou jsou blizko

k Nod faktorim. Cytokininova regulace exprese brzkych nodulaénich genu je zavisla na cytokininovém
receptoru (CRE1), ale bakterialni regulace je zavisla na Nod faktorové signalizaci (Gonzalez-Rizzo et al.,

2009). Cytokininy jsou dostacujici a zaroven nezbytné pro organogenezi hlizek.
(c) Etylén

Etylén se také ucastni regulace vzniku kofenovych hlizek. Stimuluje spolu s auxinem prodluzovani
kofenovych vlasku, pozitivné ovliviiuje syntézu auxinu v kofenech, vedouci ke stimulaci buné¢ného
déleni. Naopak, spolu s gibereliny a peroxidem vodiku se u¢astni bunécné smrti, kliCové pfi infekci
(Gonzalez-Rizzo et al., 2009). Po aplikaci etylénu na Pisum sativum byla inhibovana tvorba hlizek,
dochazelo k zastaveni infek&nich vlaken pokozce, nebo ve vnéjsi vrstvé primarni kliry. Kofen hrachu pfi
vystaveni svétlu zvysil expresi etylénu, a tim miru potlaCovani nodulace. Zaroven autofi dospéli
vystavenych svétlu, a Ze inhibi¢ni efekt dusi¢nanu pasobi v riznych stadiich vyvoje hlizky (Lee & LaRue,
1992). Etylénovy prekurzor, kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylova (ACC), se syntetizuje

v pericyklu kofene. Nékteré bakterie Rhizobium kéduji ACC deaminazu, degradujici ACC, &imz tlumi

obrannou reakci rostliny a zvysuji tim Sanci na uspésnou infekci. Etylén také po kontaktu s Nod faktory
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inhibuje signalizaci vapenatych iontl (jejich oscilaci) v kofenovych viaskach, a spolu s tim i expresi
brzkych nodulinovych genu (Desbrosses & Stougaard, 2011). U Sesbania rostrata etylén ovliviiuje vstup
bakterii do kofene, a tim i typ utvarené hlizky (Desbrosses & Stougaard, 2011). Etylén téZ reguluje
bunky klidového centra meristému. V nedeterminovanych hlizkach upravuje lokalizaci déleni primarni
klry. Syntéza etylénového prekurzoru totiz probiha v pericyklu, konkrétné v jeho ¢astech, pfiléhajicim

k oblastem floému, ¢imz hlizkam dava vzniknout v oblastech primarni kary, pfiléhajicim ke xylému
(Dudeja et al., 2012).

Je nutné, aby rostlina méla nad tvorbou hlizek kontrolu — kde, jak a kolik jich vytvofi. Jednim z moznych
regulacnich mechanismu je autoregulace. P¥i iniciaci déleni primarni kary buriky vySlou do prytu
molekulu prekurzoru inhibitoru déleni. V prytu je tato molekula aktivovana, pfeménéna na inhibitor a
transportovana zpét do kofene. Zde pak inhibuje vyvoj mladsi hlizky, aby star3i pronikla kofenem jako
prvni (Dudeja et al., 2012). MnoZstvi hlizek negativné reguluje i kyselina abscisova, a z prytu
transportované brassinosteroidy i jasmonaty, jejichz ucinky vSak byly potvrzeny jen u malo druht
luskovin (Dudeja et al., 2012). Pfitomnost vyuZitelného dusiku taktéz inhibuje nakladny vznik hlizek
(Mathesius, 2008).
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4) Postranni kofeny a kofenové hlizky - srovnani

U postrannich kofenl dochazi nejprve k déleni pericyklu, u kofenovych hlizek se na vzniku podili
primarni kdra, a spolu s ni riznou mérou i pericykl. Postranni organ byva spojen s vodivymi pletivy
materského kofene. Systém vodivych pletiv postrannich kofen( je centralni, u hlizek muze byt i
centralni, jako u aktinorhiznich hlizek, i periferni, nachazejici se u hlizek luskovin. Rozdilna je doba
trvani aktivity meristému organu, meristematicka aktivita determinovanych hlizek je ukonéena brzy po
jejim zahajeni, naproti tomu u postrannich kofent, nedeterminovanych ¢&i aktinorhiznich hlizek je

meristém trvaly.

Obrazek 8: Srovndni anatomické struktury postranniho kofene (vlevo), nedeterminované hlizky (uprostfed) a determinované

hlizky. m=meristém, vodivd pletiva jsou zvyraznéna tmavé. Pfevzato od Diouf et al., 2004

Zajimavé slouceni kofenové hlizky a postranniho kofenu nam ukazuji ektopické kofeny, vznikajici u
Phaseolus vulgare pfi symbiéze s mutantni Rhizobium etli. V tomto pfipadé je postizena schopnost
tvorby hlizky. Dochazi zde k brzkym krok(m nodulace avSak zahy po vytvoreni infek&nich

vlaken dochazi k jejich pferuseni, neexprimuji se pozdni nodulaéni geny, a tvofi se vyristky na
kofenech, bez vyvinuté apikalni ¢asti, ale s velmi dobfe vyvinutymi cévnimi svazky, z nichZ obvykle
vyrista maly pocet agravitropickych ektopickych kofenu, prodluzujicich se ve vSech smérech. Tato

tvorba ektopickych kofenl byla popsana jen u této dvojice organismu (Ferraioli et al., 2004).
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Obrazek 9: Srovnani tvorby postranniho kofene (nahore), kofenové hlizky
(dole) a ektopickych kofenu, vyskytujiciho se jen u Phaseolus vulgare

Vv interakci s mutantni Rhizobium etli. Zelené jsou znac¢ena vodiva pletiva,
Cervené meristematicka pletiva a modfe symbiotické prokaryontni
organismy. Pfevzato od Ferraioli et al., 2004.

Nod faktory mohou byt také zapojeny v ovliviiovani kofene. U sdji se po aplikaci Nod faktord zvysila
délka a sucha hmotnost kofen( (Souleimanov et al., 2002). U Vicia sativa, Lotus japonicus a Sesbania
Nod faktory stimulovaly formovani kofenovych viaskl (Gonzalez-Rizzo et al., 2009). Jejich efekt na

vétveni kofenl vSak nebyl prokazan.

Reakce na environmentalni podnéty, zejména zZiviny jako fosfor a dusik, je napadnéjsi u vétveni kofend.
Dusi¢nany mohou regulovat vyvoj postrannich kofent riznym zplsobem v zavislosti na své koncentraci,
jak je popisovano v pfislusné kapitole. Rany vyvoj hlizek je u Pisum sativum inhibovan dostupnosti
vyuzitelného dusiku, snizenim mnozstvi infekci. Tuto inhibici zprostfedkovava etylén (Lee, 1992 42 /id).
Podobnou represi nodulace, ne v8ak infekce, u hrachu vyvolava i svétlo, diky blokaci vyvoje infek&nich
vlaken. Tato inhibice je rovnéz zprostfedkovana etylénem, a je vratna aplikaci jeho represoru, napfiklad
stfibra (Lee & LaRue, 1992).

Dostupnost fosfatu je hlavnim limitujicim faktorem vyvoje postrannich kofenovych organt. Deficit se
projevuje tvorbou postrannich kofenu na ukor ristu kofene primarniho a stimuluje rast kofenovych
vlasku (Ticconi, 2006). Fosfor je esencialnim prvkem pro vyvoj hlizek i fixaci dusiku. U sdji je
symbioticka fixace proces, vyzadujici relativné velka mnozstvi fosforu. Pri deficitu fosforu je aktivovano
mnoho (u s¢ji 44) genli obou symbiotickych partnerd, coz svéd¢i o potfebé tohoto prvku pro uspésnou
symbiotickou interakci (Chen et al., 2011).

Dalsi spole¢ny bod postrannich kofenu a hlizek je jejich fytohormonalni regulace. Transport auxinu je

kliCovy pro vznik postrannich kofen(, jeho naruseni ma negativni vliv na jejich tvorbu. Naopak inhibice
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auxinového transportu indukuje tvorbu determinovanych pseudonodult s centralnimi cévnimi svazky
(Gonzalez-Rizzo et al., 2009). Tvorba téchto pseudonoduld, iniciovanych v pericyklu a tvofenych
bufkami primarni kdry, vyzaduje expresi genu, jez jsou exprimovany i pfi vyvoji bo€nich kofena. Je
mozné, Ze tyto struktury, spiSe nez nodulaci, vznikaji fuzi a naslednou elongaci kofenovych primordii
(Gonzalez-Rizzo et al., 2009). Auxin je nezbytny pro aktivaci bunééného cyklu bunék pericyklu (Fukaki &
Tasaka, 2007). Infekce rhizobii €i aplikace Nod faktord modifikuje auxinovy transport, auxinové
maximum je vytvofeno v misté budouciho hlizkového primordia (Mathesius et al., 1998). Pfi vyvoji hlizek
i postrannich kofenl dochazi ke zvySovani hladiny auxinu v burikach (Swarup et al., 2008). Rostliné
flavonoidy se u€astni regulace lokalni akumulace auxinu, a pfi inhibici auxinového transportu pfenaseji
Nod faktorové signaly (Mathesius, 1998 36 /id).

Cytokininy se podili na tvorbé infekénich vidken, udrzuji meristematické buriky v buné&&ném cyklu diky
aktivaci genu pro cyklin D, a mohou pozménovat auxinovy tok. Cytokininy také pozitivné ovliviuji
nodulaci, maji u¢inky podobné Nod faktorim, dokonce i signalni latky néjakych druh( bakterii jsou jim
strukturou podobné. Gen pro odpovéd na cytokininy (ARR) je silné exprimovan v deformovanych
kofenovych vlaskach a v délicich se burikach primarni kdry (Lohar et al., 2004). Pfi vyvoji lateralnich
kofenU u Lotus japonicus cytokininy, resp. geny zprostfedkovavajici odpovéd na né, ARR, nebyly
detekovatelné v délicich se burikach brzkych stadii vyvoje primordia, ale posléze byla jejich vysoka
exprese prokazana na bazi vznikajiciho bo¢niho kofene. Kofenovy vrchol exprimoval cytokininy

v pribéhu celého vyvoje bo¢niho kofene (Lohar et al., 2004). U transgenniho Lotusu redukce cytokininu
vede k inhibici tvorby hlizek, ale ke zvySeni tvorby postrannich kofenu (Gonzalez-Rizzo et al., 2009).
Mutantni Lotus s poruchou cytokininového receptoru ukazuje zvySeni poctu infek&nich viaken, zaroven
vSak inhibici nodulace (Murray et al., 2007). Postranni organy jsou ovliviiovany lokalni akumulaci
cytokininli a auxinu, a jejich pomérem. Brzké faze vyvoje nodull cytokinin stimuluje, vyvoj primordii

lateralnich kofen( inhibuje.

Etylén, ovliviiujici reakci na vnéjsi prostfedi, syntetizovany ze svého prekurzoru ACC, negativné
ovliviluje vyvoj obou typu bo&nich organad. Jeho vliv je vratny stfibrem, ¢i ACC deaminazou nékterych
bakterii. ZvySuje auxinovy transport stimulaci PIN a AUX1 proteinu, ¢imz zabrariuje akumulaci auxinu,
potfebné pro vznik postrannich organud (Lewis et al., 2011). Produkce etylénu se zvySuje pfi rhizobialni
infekci, €i pfi pfidani Nod faktord. Etylén ovliviiuje prostorovy vznik hlizky, a jeho vy3si hladina snizuje
pocet hlizkovych primordii i samotnych interakci luskoviny s bakterii (Oldroyd et al., 2001). Etylén take
inhibuje signalni drahu Nod faktort — oscilaci vapenatych iontl a naslednou indukci exprese nodulacnich
genu (Oldroyd et al., 2001). U Sesbania rostrata etylén rozhoduje o draze vstupu bakterii do kofene,

¢imz i o typu vznikajiciho nodulu (Gonzalez-Rizzo et al., 2009).

Kyselina abscisova je hlavni kandidat pro latku, udrzujici rovnovahu mezi noduly a postrannimi kofeny.

Ridi reakci na stres, regulaci syntézy celulézy pomaha Fidit i prodluZzovani bunék. Inhibuje vznik boénich
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kofenu, konkrétné zabrariuje aktivaci jejich meristému (De Smet et al., 2003). ABA téz blokuje brzké
kroky infekce bakteriemi, ¢imz sniZzuje poc€et noduld. To je vratné glukdzou, nebo snizenim jeji hladiny
pomoci inhibitort, coz vede k opétovnému zvyseni poctu hlizek (De Smet et al., 2003). Signalni cesty
ABA a auxinu jsou vSak propojené. Vyvoj postrannich kofenu je inhibovan signalizaci ABA, oviem i jeji
mutaci (Parcy et al., 1994). ABA ma tedy negativni vliv na poc¢et noduld, ale pozitivni vliv na postranni

kofeny u nodulujicich luskovin (Gonzalez-Rizzo et al., 2009).

Salicylova kyselina hraje roli zejména ve vztahu k patogenim. U nedeterminovanych hlizek Vicia sativa
zvySena koncentrace tohoto fytohormonu vedla k inhibici tvorby nodulu, ale k brzkym udalostem,
deformaci kofenovych vlasku, doslo. V8ak u determinované nodulace Lotus japonicus k inhibici nedoslo

(van Spronsen et al., 2003).

Byl dokazan pozitivni vliv giberelind na pocet bocnich kofena i hlizek u hrachu (Ferguson, 2005 60 /id),
coz je ale pravdépodobné zplsobeno tim, Ze iniciace nodulace i vétveni kofene je indukovana

v pericyklu. Odpovéd na gibereliny je regulovana auxinem (Fu, 2003 61 /id).

PfenaseC malatu, vyskytujici se v klastrovych kofenech, je totozny s pfenaseCem, uplatfiujicim se pfi
vymeéné zivin mezi rostlinou a endosymbiontem u rhizobialni i aktinorhizni hlizkové symbiozy. Ale ne
vS§echny rostliny schopné tvorby noduli mohou tvofit i klastrové kofeny a naopak. To vyvolava otazku,

zda v evoluci vznikly dfive hlizky ¢i nahlou¢ené kofeny (Pawlowski & Demchenko, 2012).
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5) Zavér

Architektura kofene rostliny je dynamicka struktura, tvofena primarnim kofenem a postrannimi
kofenovymi organy, a ovliviiovana mnoha faktory vnéjSiho prostiedi i vnitfni regulaci. Tvorba bo¢nich
organu je pro rostlinu pomérné narocny proces, proto je fadné regulovan a kontrolovan. Kofenové hlizky
maiji schopnost ubytovat prokaryontni organismy, Zijici standardné volné v pudé &i vodé, a zit s nimi

v Uzce definovaném souziti. Postranni kofeny mohou vstupovat do symbiézy s mykorhiznimi houbami,

v obou pfipadech je souziti spojené s oboustranné prospésnou vyménou latek.

Vyvoj postrannich organu je nejlépe prostudovan na konkrétnich modelovych organismech, a ne vzdy
Ize tyto poznatky uplatnit i u jinych druhu rostlin. A¢koliv doSlo za poslednich nékolik let k obrovskému
narustu ziskanych informaci, pro spravné pochopeni komplexity, podobnosti a evolu¢niho vzniku

mechanism, ovliviujicich vyvoj boénich kofenovych organd riznych druht a jejich interakce s jinymi

organismy bude potfeba jesté mnoho studii.
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