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Abstrakt v ¢eském jazyce

Apoplastické bariéry kofene (endodermis a exodermis) predstavuji dalezity regulacni
mechanismus pro piijem vody a latek z prostiedi, zajistujici jeho selektivitu. Ob¢ vrstvy navic
reaguji na stresové faktory zménou rychlosti a stupné modifikaci bunéénych stén, coz
ovliviiuje transportni vlastnosti kofene a predstavuje adaptaci rostliny na vysokou
heterogenitu ptidniho prostiedi. Apoplastické bariéry reaguji také na dostupnost mineralnich
zivin. Tato problematika je recentné intenzivné studovana a stale zde trvd fada nejasnosti.
Zajimavé je, ze pii deficienci nékterych mineralnich zivin se stimuluje diferenciace bariér, pii
deficienci jinych dochazi naopak ke zpomaleni diferenciace. Na deficienci stejného prvku
navic rtizné rostlinné druhy reaguji odlisné. Dal§im zajimavym aspektem je skutecnost, Ze je
reakce endodermis a exodermis lokalizovana a probiha predevsim v té Casti kofenového
systému, kterd je stresovému faktoru pfimo vystavena. Tento fenomén byl pozorovan pii
pusobeni toxicity kadmia, recentné vsak byl popsan také pii lokdln€ pusobici deficienci

mineralnich zivin (dusiku a drasliku) u Zea mays.

Tato diplomova prace se zabyva funkénim vyznamem lokalizovaného urychleni nebo
zpomaleni diferenciace apoplastickych bariér v reakci na deficienci dusiku a drasliku a
redistribuci téchto prvkiti mezi jednotlivymi ¢astmi rostlinného téla u Zea mays. Dale bylo
testovano, zdali je mozno pozorovat lokalizovanou odpovéd’ také u jinych rostlinnych druhti
nez jen u Zea mays. Byly testovany vybrané druhy z ¢eledi Poaceae, konkrétné Hordeum
vulgare, Avena sativa a Sorghum bicolor. Nésledné byla pozornost zaméfena na regulacni
mechanismy této odpovédi a byly méfeny hladiny vybranych fytohormont v rostlinach
pestovanych v délenych (split-root) kultivacich. Soubézné byl testovan vliv externé dodanych

fytohormonil na diferenciaci apoplastickych bariér.

Klicova slova: exodermis, endodermis, apoplastické bariéry, lokalizovana odpovéd’, split-
root kultivace, deficience, fytohormony, ABA, NAA, ACC, BAP, kukufice, je¢men, oves,

¢irok, dusik, draslik



Abstract in English

The apoplastic barriers of the root (endodermis and exodermis) represent an important
regulatory mechanism for the uptake of water and nutrients from the environment, ensuring
its selectivity. In addition, both layers respond to stress factors by altering its rate and degree
of cell wall modification, which affects the transport properties of the root and represents
adaptive plants to high heterogeneity of the soil environment. Apoplastic barriers also respond
to the availability of mineral nutrients. This issue has recently been intensively studied and a
number of ambiguities persist. Interestingly, the deficiency of some mineral nutrients
stimulates the differentiation of barriers, while the deficiency of other mineral nutrients delays
the differentiation. In addition, different plant species react differently to the deficiency of the
same element. Another interesting aspect is the fact that the reaction of the endodermis and
exodermis is localized and takes place mainly in that part of the root system which is directly
exposed to the stress factor. This phenomenon has been observed with cadmium toxicity, but

more recently with local nutrient deficiencies (nitrogen and potassium) in Zea mays.

This diploma thesis deals with the functional significance of localized enhancing or
delaying of differentiation of apoplastic barriers in response to nitrogen and potassium
deficiency and redistribution of these nutrients between individual parts of the plant body in
Zea mays. It was further tested whether a localized response could be observed in plant
species other than Zea mays. Selected species from the family Poaceae were tested, namely
Hordeum vulgare, Avena sativa and Sorghum bicolor. Subsequently, attention was focused on
the regulatory mechanisms of this response and the levels of selected phytohormones in plants
grown in split-root cultures were measured. Simultaneously, there was testing of the effect of

externally supplied phytohormones on the differentiation of apoplastic barriers.

Key words: exodermis, endodermis, apoplastic barriers, localized answer, split-root
cultivation, deficiency, phytohormones, ABA, NAA, ACC, BAP, corn, barley, oat, sorghum,

nitrogen, potassium
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Seznam zkratek

ABA
ACC

AKT1
AMT1;3

AUX1
BAP

BOR1
BOR4
CASP

CSD

cZ
DPA
ESB1
FRO2
HAK1
HAKS
TAA
TAA-Asp
IBA

JA
IRT1
LSI1
LSI2
MYB36

NAA

Kyselina abscisova (z angl. Abscisic Acid)

Kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylova (z angl. 1-
Aminocyclopropane-1-Carboxylic Acid)

Draselny kanal (z angl. K+ Transport Channel)

Transportér amonného iontu (z angl. Ammonium Transporter
1;3)

Transportér auxinu (z angl. Auxin transporter protein 1)
6-benzylaminopurin

Transportér boru (z angl. Boron Efflux Carrier 1)
Transportér boru (z angl. Boron Efflux Carrier 4)

Proteiny membranové domény Casparyho prouzku (z angl.
Casparian Strip Membrane Domain Proteins)

Membranovéa doména Casparyho prouzku (z angl. Casparian
Strip Membrane Domain)

Cis-zeatin

Kyselina dihydrofazeova (z angl. Dihydrophaseis Acid)
Dirigent protein ESB1 (z angl. Enhanced Suberin 1)
Reduktaza FRO2 (z angl. Ferric Reductase Oxidase 2)
Vysokoafinitni transportér drasliku (z angl. High Affinity K+ 1)
Vysokoafinitni transportér drasliku (z angl. High Affinity K+ 5)
Kyselina indol-3-octova (z angl. Indole-3-Acetic Acid)
Indolyl-acetyl-aspartat (z angl. [AA-Aspartate)

Kyselina indol-3-maselna (z angl. Indole-3-Butyric Acid)
Kyselina jasmonova (z angl. Jasmonic Acid)

Transportér Zeleza (z angl. Iron Regulated Rransporter 1)
Transportér kiemiku (z angl. Low Silicon Rice 1)
Transportér kiemiku (z angl. Low Silicon Rice 2)

Transkripéni faktor s MYB doménou (z angl. Myb Domain
Protein 36)

Kyselina naftalen-1-octova (z angl. 1-naphthaleneacetic Acid)
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NIPS;1

NIP6;1

NRAMPS

NRT1.1/CHL1

NRT1.7
OPT3
PAA
PERG64
PHTI1;1

PIN
PYLS

ROL
SA
SGN4/RBOHF

SHR
SPAD

SPPD

SULTRI1;1
SULTR1;2
TIR1

tR

Kanal pro transport kyseliny borité (z angl. Nodulin26-Like
Major Intrinsic Proteins 5;1)

Kanadl pro transport kyseliny borité (z angl. Nodulin26-Like
Major Intrinsic Proteins 6;1)

Transportér manganu (z angl. Natural Resistance Associated
Macrophage Protein 5)

Transportér nitratu (z angl. Nitrate Transporter 1.1/Chlorate
Resistant 1)

Nizkoafinitni transportér nitratu (z angl. Nitrate Transporter 1.7)
Transportér zeleza (z angl. Oligopeptide Transporter 3)
Kyselina fenyloctova (z angl. Phenylacetic Acid)

Peroxidaza 64 (z angl. Peroxidase 64)

Vysokoafinitni transportér fosfatu (z angl. Phosphate
Transporter 1;1)

Transportéry auxinu (z angl. Pinformed Proteins)

Receptor ABA (z angl. Pyrabactin Resistancel -
Like8)

Radialni ztraty kysliku (z angl. Radial Oxygen Loss)
Kyselina salicylova (z angl. Salicylic Acid)

Oxidaza podilejici se na lignifikaci Casparyho prouzku (z angl.
Schengen4/Respiratory Burst Oxidase Homolog F)

Transkrip¢ni faktor (z angl. Short-Root)
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Transportér sulfatu (z angl. Sulphate Transporter 1;1)
Transportér sulfatu (z angl. Sulphate Transporter 1;2)
Receptor auxinu (z angl. Transport Inhibitor Response 1)
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1. Uvod

Tato diplomovéa prace se zabyva funkénimi a regulacnimi mechanismy diferenciace
apoplastickych bariér v kotfenech a navazuje na praci Mgr. Jittho Namyslova (Namyslov et
al., 2020) a Mgr. Zuzany (Blascheové¢) Bauriedlové (Blascheova, 2016). Prace byla
vypracovana v laboratofi Fyziologické anatomie rostlin PiF UK ve spolupraci s GU PiF

UK, UEB AV CR a VURV.

V kofenech cévnatych rostlin se diferencuji apoplastické bariéry, které se mohou
nachazet ve dvou vrstvach. Prvni vrstvou je endodermis, kterd je esencialni a najdeme ji
v kofenech témér vSech cévnatych rostlin. Druhou vrstvou je exodermis, ktera se diferencuje

ptedevsim u rostlin krytosemennych (Damus ef al., 1997).

Apoplastické bariéry jsou dulezitymi ¢initeli pfi regulaci toku vody a latek pletivy
kotene (Taiz, Zeiger and Moll, 2018). Endodermalni i exodermalni vrstva navic reaguji na
zmény podminek prostiedi a stresové faktory zménou rychlosti a miry diferenciace bunéénych
stén, coz bylo opakované demonstrovdno (Reinhardt and Rost, 1995; Meyer, Seago and
Peterson, 2009; Lux et al., 2011). Stresovymi faktory jsou ovlivnény ob¢ vrstvy, ve vétsi mire
vSak vrstva exodermalni, kterd funguje jako ptridatna apoplasticka bariéra s ochrannou funkci
(Enstone, Peterson and Ma, 2003). Sucho, zasoleni nebo pfitomnost toxickych latek
v rhizosféte diferenciaci apoplastickych bariér urychluji (Zimmermann and Steudle, 1998;

Ederli et al., 2004; Meyer, Peterson and Steudle, 2011; Redjala et al., 2011).

Silnym stresovym faktorem je také deficience minerdlnich Zivin a jak jiz bylo
prokdzano, i1 tento stres ovliviluje rychlost a miru diferenciace apoplastickych bariér
(endodermis 1 exodermis), coz ovliviiuje transportni vlastnosti kofene s dopadem na piijem
zivin 1 vody (Barberon et al., 2016; Namyslov, 2018; Armand et al., 2019; Namyslov ef al.,
2020). Je nutno podotknout, Ze deficience n€kterych prvkl diferenciaci apoplastickych bariér
urychluje, zatimco jinych ji zpomaluje (Barberon ef al., 2016; Armand et al., 2019; Namyslov
et al., 2020). Reakce je tedy nejednotna a do jisté miry 1 druhové specificka. Vysvétleni
tohoto jevu neni jednoznacné a je stanoveno vice hypotéz. Tyto hypotézy zdlraziuji napf.
rozdily v pohyblivosti jednotlivych minerdlnich zivin v rhizosféfe a pletivech rostlin
(Barberon et al., 2016) nebo vyznam regulace toku vody v podminkach deficience (Armand et

al., 2019).
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Zrychlend diferenciace apoplastickych bariér pi1 deficienci mize fungovat jako
prevence zpétného toku mineralnich iontl z kotene do rhizosféry, omezi vSak zaroven piijem
vody 1 mineralnich iontd z prostfedi (Enstone, Peterson and Ma, 2003). To plati zvlasté u
vrstvy exodermdlni, u které vzhledem k jeji lokalizaci dojde pii rychlejsi diferenciaci
k omezeni vstupu latek do apoplastu primarni kiiry a zmenSeni plochy membran potencidlné
zapojenych v pfijmu latek z prostiedi (Kamula, Peterson and Mayfield, 1994). Prvnim
pfedpokladem tedy bylo, Ze rostlina bude v ptipad¢ deficience zpomalovat diferenciaci
exodermalni vrstvy, coz bylo pozorovano napi. u Ricinus communis pii deficienci dusiku
(Schreiber, Franke and Hartmann, 2005). Tento piedpoklad ale neplati u vSech rostlin, protoze
Zea mays vykazuje pfi deficienci dusiku signifikantné rychlejsi diferenciaci exodermis i
endodermis (Namyslov, 2018; Namyslov et al., 2020). Stejna situace je také u Hordeum
vulgare (Armand et al., 2019), kde tento trend autor pfipisuje regulaci piijmu vody a poméru

nadzemni a podzemni ¢asti (R/S poméru) ve prospech ristu kotenil.

Recentné bylo navic v naSem tymu s pomoci délené (split-root) kultivace ukazano, ze
odpovéd’ exodermalni vrstvy na deficienci mineralnich Zivin je u Zea mays i lokalizovana, tj.
probihd pouze lokalizované v té ¢asti kotfenového systému, kterd je deficienci ptimo
vystavena (Namyslov, 2018; Namyslov et al, 2020). Otazkou je, jak dulezita tato
lokalizovana odpovéd’ je, jaky je jeji funkeéni vyznam a jaké regulacni mechanismy ji fidi. Lze
ptedpokladat, ze muze pfispét ke zvySeni celkové efektivity kofenového systému nckolika
zpusoby. Rychlejsi diferenciace exodermis v deficientnim prostfedi miize vést napt. ke
snizeni pfijmu vody z deficientni ¢asti pidy, a naopak stimulaci pfijmu z ¢asti pudy bohatsi
na ziviny. To podpofi hromadny tok vody k povrchu kofene a spolu snim i pohyb
nedostatkové ziviny, kterd je timto zpiisobem efektivnéji pfijimana. Druhou moZznosti je
zabranéni Uniku iontdl z ¢asti kofenového systému rostouciho v deficienci zpét do rhizosféry

(Barberon et al., 2016).

Vramci této diplomové prace bylo analyzovano nékolik aspekti lokalizované
odpovédi. V souvislosti s moznosti prevence Uniku Zivin zpét do rhizosféry bylo analyzovano,
kolik deficientniho prvku je retranslokovéano z ¢asti kofenového systému rostouci v dostatku
daného prvku do c¢asti rostouci v deficienci. Dale bylo zjistovano, zda se podobna
lokalizovana odpovéd’ vyskytuje také u jinych rostlinnych druhlG (konkrétné Hordeum

vulgare, Avena sativa a Sorghum bicolor).
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Dalsim cilem této prace byla analyza regulacnich mechanismti této odpovédi. Z prace
(Barberon et al., 2016) vyplyva, Ze klicovou roli by mohly hrat fytohormony, napft. kyselina
abscisova nebo ethylen. Hladiny vybranych fytohormonti byly v této praci méfeny v kotenech
vystavenych lokalni deficienci mineralnich zivin a také byla analyzovana rychlost a mira

diferenciace apoplastickych bariér pti externim dodani vybranych fytohormont.

Konkrétni cile prace byly:

* Analyzovat postup diferenciace apoplastickych bariér v kofenech vystavenych lokalni

deficienci vybranych minerdlnich zivin u n¢kolika druhti rostlin

* Sledovat distribuci nedostatkové ziviny v rostling, a predevS§im mezi jednotlivymi ¢astmi

kotenového systému pii vystaveni lokélni deficienci

* Analyzovat zmény v hladinach fytohormonii v kofenech pfti vystaveni lokéalni deficienci

mineralnich zivin

» Testovat vliv externé dodanych fytohormont na postup diferenciace apoplastickych bariér

12



2. Literarni uvod

2.1 Apoplastické bariéry

Latky piijimané z prostfedi se pletivy koifene rostliny pohybuji dvéma cestami —
apoplastickou a symplastickou. V piipadée apoplastického transportu se roztok pohybuje pouze
apoplastem, tj. skrze bunécné stény a mezibunécné prostory a nevstupuje do protoplastu
bun¢k. V druhém pfipadé, tedy u symplastického transportu, latky prechdzeji ptes
plazmatickou membranu do buiky, pohybuji se protoplastem a diky plasmodesmiim je
umoznén jejich prichod do dalSich bun€k. Apoplasticky transport je energeticky méné

narocny, piedstavuje vsak riziko ve své neregulovatelnosti (Taiz, Zeiger and Moll, 2018).

Pro omezeni apoplastického transportu jsou v kofenech rostlin pfitomny
tzv. apoplastické bariéry — endodermis a exodermis. Endodermis je vnitfni vrstva primarni
kary a sklada se ze souvislé vrstvy zivych bun¢k bez mezibunéénych prostor. Exodermis se
vytvaii ve svrchni vrstvé primarni kiry kofene a v zavislosti na konkrétnim druhu rostliny
muze byt tvofena jednou nebo vice vrstvami stejnocennych i1 nestejnocennych bunék. Diky
modifikacim bunécnych stén tvoii endodermis a exodermis efektivni bariéru pro volny vstup
latek apoplastem (Caspary, 1865; von Hohnel, 1878; Enstone, Peterson and Ma, 2003). Latky
jsou nuceny prejit do protoplastu bunék a jsou béhem piechodu pies plazmatickou membranu
selektovany. Rostlina timto zplsobem reguluje piijem vody a Zivin a zaroven brani vstupu
nezadoucich latek (t€zkych kovl, mikroorganismd, aj.). Apoplastické bariéry zaroven slouzi
pro zamezeni zpétného toku vody a Zivin v momenté€, kdy rostlina netranspiruje (Peterson,
Murrmann and Steudle, 1993). Endodermis vytvareji vSechny cévnaté rostliny, vyjimku tvofi
Lycopodium (Damus et al., 1997). Oproti tomu exodermis chybi u rostlin nahosemennych a
vétSiny rostlin vytrusnych, je vSak relativné Castd u rostlin krytosemennych (Perumalla,
Peterson and Enstone, 1990; Damus et al., 1997). V endodermis a exodermis dochazi
k postupnym modifikacim bunéfnych stén. Prvni stupen vyvoje piedstavuji Casparyho
prouzky, druhym stupném jsou suberinové lamely a tfetim stupném jsou sekundarni bunééné
stény. Rostliny mohou vytvaret vSechny tfi typy modifikaci (obr. ¢. 1), ale mohou také
v ontogenezi zustat v prvnim nebo druhém stupni vyvoje apoplastickych bariér. Nutno
podotknout, Ze se apoplastické bariéry tvoti az v urcité vzdalenosti za kofenovou Spickou, coz

je do znaéné miry variabilni, zavisi na druhu a stavu rostliny, ale také na podminkéch
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prostiedi (Peterson, Murrmann and Steudle, 1993; Stasovski and Peterson, 1993; Damus et

al., 1997; Enstone, Peterson and Ma, 2003).

State |

—— s

Endodermis ' ‘. .
= ,\_,i M— S S i e
Primary cell wall Casparian band
Obrazek ¢. 1, prevzato ze Schreiber
State Il
—_— . — —; and Franke, 2011

Endodermis

. e e

P L) S . . e .
e TR b Tri  modifikace  bunécnych  sten

Primary cell wall  Suberin lamella v endodermis. Casparyho prouéky
State IIl v prvaim (State 1), suberinové lamely

Endoel ?|D\h'n,r ve dru}{ém (Sfilte, Il)va sekundvdrlrzé

| \_ J L

| s i ztloustlé bunécné stény ve tretim
anar},r cell wall asparian ban .
Tertiary cell wall Suberin lamella stadiu (State III).

2.1.1 Endodermis

Casparyho prouzky jsou oblasti pticnych a radidlnich bunéénych stén impregnované
ligninem. Lignin je hydrofobni aromaticky heteropolymer tvofeny hydroxyskotficovymi
alkoholy tzv. monolignoly (Whetten and Sederoff, 1995; Campbell and Sederoff, 1996;
Boerjan, Ralph and Baucher, 2003), poptipadé¢ obsahuje dalS$i monomery (Zhao, 2016).
Proces lignifikace zahrnuje syntézu a dopraveni monolignolti do konkrétnich oblasti, jejich
naslednou pfeménu na radikdly a samotnou polymeraci. V piipadé endodermélniho
Casparyho prouzku je pro pfeménu monolignoli na radikdly klic¢ovd peroxidaza PER64
(Peroxidase 64) a NADPH oxiddza SGN4/RBOHF (Schengen 4/Respiratory Burst Oxidase
Homolog F) (Lee et al., 2013). Spravnou lokalizaci lignifikace do oblasti Casparyho prouzkt
zajiStuji CASP proteiny (Casparian Strip Membrane Domain Proteins), u Arabidopsis
piredevsim AtCASP1 (Roppolo et al., 2011), u ryze analogicky OsCASP1 (Wang et al.,
2019). Z pocatku se CASPI1 nachazi v celé¢ plazmatické membrané endodermalni bunky
difuzné, pozdé¢ji se formuje do ostrivkovitych tutvard, které pfipominaji perly na Sitrce.
V poslednim stadiu se CASP1 formuje do paskovitych ttvari v misté budouciho Casparyho
prouzku a vytvaii tak membranovou doménou CSD (Casparian Strip Membrane Domain),
membranové leSeni pro lokalizovanou depozici ligninu (Roppolo et al., 2011). Na spravném
uspotfadani monolignolll do polymeru se podileji dirigent proteiny DIR, jako ptiklad 1ze pro
oblast Casparyho prouzku uvést protein ESB1 (Enhanced Suberin 1) (Baxter et al., 2009).
V misté vzniklého Casparyho prouzku dochazi k silné asociaci bunécné stény a plazmatické
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membrany. Pokud u rostlinné buiiky dojde k plazmolyze a plazmatickd membrana se odtrhne
od bunééné stény, v misté této asociace k odtrzeni nedojde. Tento jev se nazyva paskova
plazmolyza (Haas and Carothers, 1975; Geldner, 2013). Casparyho prouzky piedstavuji
efektivni bariéru pro apoplasticky transport. Jak jiz bylo zminéno, hlavni slozku Casparyho
prouzkl je lignin (Naseer et al., 2012), ktery mtze byt u nékterych druhii doplnén i

suberinem, ktery ale zfejmé neni nezbytny (Zeier et al., 1999).

Suberinové lamely jsou, jak jiz nazev napovida, tvofeny suberinem (Zeier et al.,
1999). Suberin je hydrofobni polymer se dvéma doménami — polyfenolickou (Suberin
Polyphenolic Domain, SPPD) a polyalifatickou (Suberin Polyaliphatic Domain, SPAD).
Fenolickou doménu tvofi derivaty hydroxyskoficovych kyselin, alifatickou doménu tvofti
pfedevsim glycerol a mastné kyseliny. Polymer mize mit podobu rozvétveného nebo
linearniho fetézce (Bernards, 2002). Suberinové lamely se uklddaji mezi plazmatickou
membranou a bunécnou sténou po celé bunce kromé oblasti s plasmodesmy, aby nedoslo
k preruseni symplastického toku (Clarkson et al., 1987). Suberinové lamely netvoii pevnou
asociaci s plazmatickou membranou (Haas and Carothers, 1975). Suberinové lamely se
nejprve ukladaji v endodermélnich bunkach u floémovych poli, u xylémovych polu se
neukladaji vibec, nebo pozdéji, ve starSich ¢astech kotene. Takové buiiky bez suberinovych
lamel se oznacuji jako propustné buniky (passage cells) a hraji roli v transportu zivin (Peterson
and Enstone, 1996). Suberinové lamely na rozdil od Casparyho prouzkl netvoii bariéru pro
apoplasticky transport latek v radidlnim sméru ptes vrstvu endodermis prostorem primarni
bunécné stény. SpiSe brani jejich piistupu k povrchu plazmatické membrany, ¢imz zamezuji

jejich vstup do buniky (Geldner, 2013; Andersen, Barberon and Geldner, 2015).

UloZeni sekundéarnich bunécnych stén je poslednim vyvojovym stadiem bunécné stény
vyskytujici se pfedev§im u rostlin jednodéloZznych (Zeier and Schreiber, 1998). Predstavuje
treti stadium vyvoje, proto jsou tyto stény v literatuie Casto oznaCovany jako tercidrni stény.
Diky ulozeni téchto stén pfednostné na periklindlnich a radidlnich bun&cnych sténach se
vytvaii tvar “U%, proto se také Casto setkavame s nazvem U-ztlustliny. Mezi primarni sténu se
suberinovymi lamelami a plazmatickou membranu se ukladéa sekundarni bunécéné sténa bohata
na celuldzu, kterd mize byt nasledn¢ impregnovana ligninem (Zeier and Schreiber, 1998;
Geldner, 2013). Pokud se zde vyskytuje suberin, tak pouze v minimalnim mnozstvi (Zeier et
al., 1999). Predpoklada se, Ze hlavni funkci téchto ztlustlin je mechanicka opora (Enstone,

Peterson and Ma, 2003).
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2.1.2 Exodermis

Exodermis muze mit, stejné jako endodermis, vSechny tfi vyse zminéné stupné vyvoje
modifikaci bunéénych stén. Hlavni funkci je regulace vstupu latek do primarni kiry kofene.
Ve srovnani s endodermis je vice ovlivnéna vnéjSimi podminkami prostfedi (Stasovski and
Peterson, 1993; Enstone, Peterson and Ma, 2003). Oproti endodermis se vétSinou diferencuje
dale za kotfenovou Spickou. Tento vzorec vyvoje se ale nékdy miize obratit a exodermis se
muze diferencovat diive nez endodermis, a to napifiklad u moktadnich rostlin kofenicich
v zaplavovaném substratu (Soukup, Votrubova and Cizkova, 2002). U moktadnich rostlin
exodermis také tvoii ochranu proti nezadoucimu uniku kysliku z mezibunécnych prostor
kofene do pudy, typicky naptiklad u nékterych zastupct celedi Cyperaceae, Poaceae, atd.
(Perumalla, Peterson and Enstone, 1990; Soukup et al.,, 2007). Exodermis miize byt
jednovrstevna, ale také vicevrstevna (obr. €. 2), a vyskytuje se ve dvou forméch — uniformni a
dimorfni (Enstone, Peterson and Ma, 2003). Uniformni exodermis je tvofena pouze
stejnocennymi buitkami. Suberinovéd lamela se ukladd do vsech téchto bunék, jako je tomu
v ptipadé Zea mays (Enstone and Peterson, 1997) nebo Pontederia cordata (Seago, Peterson
and Enstone, 2000). Oproti tomu dimorfni exodermis je tvofena dlouhymi bunikami se
suberinovou lamelou a kratkymi bunkami bez ni. Kratké bunky suberinovou lamelu
neukladaji viibec, nebo vyrazné pozdéji, a slouzi jako propustné buiiky (Peterson and Enstone,
1996). Kratké a dlouhé buiiky se pravidelné stfidaji. Tento typ exodermis najdeme napf. u
Acorus calamus (Soukup, Seago and Votrubova, 2005), Asclepias tuberosa (Sharda and
Koide, 2008), Allium cepa (Perumalla, Peterson and Enstone, 1990; Stasovski and Peterson,
1993), nebo u Hoya carnosa (Olesen, 1978). Propustné buniky dimorfni exodermis slouZzi také

jako vstupni brana pro mykorrhizni symbionty (Sharda and Koide, 2008).

Obrdazek ¢. 2, prevzato z Meyer et al.
2011

Suberinové lamely ve vicevrstevné
exodermis u Iris germanica, barvené
lipofilnim barvivem Sudan Red7B.

Ep odpovida buiikam epidermis, ex
bunkam exodermis, iex nevyzralym
burkam exodermis.
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Exodermalni Casparyho prouzky zabiraji témét cely prostor radidlnich stén a na jejich
tvorbu navazuje ukladani suberinovych lamel bez casové prodlevy na rozdil od endodermis,
kde je tato prodleva bézna (Enstone and Peterson, 1997). Exodermalni suberinové lamely se
mohou ukladat i soucasné se vznikajicimi Casparyho prouzky, u nékterych rostlin lze
dokonce jejich prekurzory detekovat jesté pfed vznikem samotnych Casparyho prouzki
(Soukup, Votrubova and Cizkova, 2002). V posledni fazi miize nastat ulozeni sekundarnich
bunécnych stén, podobné jako v endodermis. Exodermis nemusi byt souvisld vrstva, byva
prerusena v mistech vzniku laterdlnich kotent, které pronikaji primarni ktirou. V tomto mist¢
se tvoii ,,okénka“, kterd usnadniuji vynofeni postranniho kotene, zaroven vSak predstavuji
misto, kde je tok latek apoplastem do stfedniho vélce vyrazngjsi (Soukup, Votrubovéa and
Cizkova, 2002). Tato okénka nejsou superfiniSovana a chybi v nich i Casparyho prouzky

(Soukup, Votrubova and Cizkova, 2002; Ejiri and Shiono, 2020).

2.2 Vliv prostiedi na vyvoj apoplastickych bariér

Kofen je plasticky organ, ktery dokdze reagovat na dlouhodobé i kratkodobé zmény v
podminkach prostfedi. Jednd se napiiklad o nedostatek nékterych Zivin, vodni deficit, nebo
naopak zaplaveni kofend, vysokou koncentraci soli a té¢zkych kovi, nizké nebo vysoké teploty
a mnoho dalSich. Kofenové systémy rostlin maji rizné mechanismy, kterymi reaguji na
podminky prostiedi. Jednim z mechanismii mize byt zména morfologie kotfenového systému.
Jako ptiklad lze uvést studii (Zhang et al., 2020), kdy se Tilia tomentosa vyrovnava
s nedostatkem vody proristanim kofeni do hlubSich vrstev, zatimco Tilia cordata zvySuje
tvorbu kotfenového vlaseni ve svrchnich ¢astech horizontu. Tato studie také demonstruje fakt,
ze se odpovédi rostlin na neptiznivé podminky mohou zna¢né lisit jak na urovni rodu, tak
druhti. Dal§im mechanismem muZe byt zvySena exprese genl pro transportéry pii deficienci
zivin (Liu et al., 1998; Misson et al., 2004). N&které rostliny v odpovédi na zmény zvysSuji
pfijem a nasledné akumuluji latky zmiriiujici dopady stresort. Piikladem je kiemik, ktery
mize zmirfiovat nasledky zplsobené vysokou salinitou nebo toxicitou nékterych prvka (Ma,

2004).

Dillezitym a pro tuto praci stézejnim mechanismem je wurychleni vyvoje
apoplastickych bariér, a to predevS§im exodermis. Ta je v odpovédi na zmény podminek
prostfedi vice plastickd nez endodermis, nékteré rostliny ji dokonce diferencuji pouze

v odpovédi na neptiznivé podminky (Stasovski and Peterson, 1993; Reinhardt and Rost, 1995;
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Taleisnik et al., 1999; Hose et al., 2001). V nasledujicim textu se, vzhledem k tématu

diplomové préace, zamétuji pfedevsim na exodermis.

V souvislosti s dostupnosti vody v prostifedi mohou nastat dvé stresové situace, a to
nedostatek vody, nebo naopak zaplaveni. Na sucho odpovida kofenovy systém urychlenim
diferenciace apoplastickych bariér, jak potvrzuji prace sledujici exodermis Iris germanica
(Meyer, Peterson and Steudle, 2011) nebo Zea mays (Zimmermann and Steudle, 1998).
Zvysena suberinizace a ulozeni bariér blize kofenové SpiCce ma za nasledek snizeni
hydraulické vodivosti kotfene v zavislosti na druhu rostliny, ale také na typu a staii kofenti u
jedince (North and Nobel, 1991). Exodermis zabraiuje zpétnému toku vody z kotfene do
pudy. Dle studie (Taleisnik et al., 1999) jsou pfi nedostatku vody u rostlin, které exodermis
netvoii (napt. Pisum sativum, Vicia faba) evidovany vysoké ztraty vody zpét do pudy. Oproti
tomu u Zea mays nebo Helianthus annus, které exodermis tvofi, byly zaznamenany ztraty
daleko nizsi. V obou piipadech, tedy u rostlin tvoticich i netvoficich exodermis, vSak plati, ze
nejvetsi ztraty vody byly detekovany v oblasti kofenové Spicky (Taleisnik ez al., 1999), coz je

cast kotene, kde jeste nejsou apoplastické bariéry plné diferencovany.

Opacnym extrémem je zaplaveni, kdy se kofenovy systém musi Casto vyrovnavat
s nedostatkem kysliku — tzv. hypoxii, popfipadé anoxii sedimentu (Pedersen, Perata and
Voesenek, 2017). Jak jiz bylo zminéno, hypoxii jsou nejlépe piizptisobené mokiadni rostliny.
Aerenchym zasobuje pletiva kofenl kyslikem a exodermis efektivné brani jeho uniku do
okolniho prostiedi, tzv. radialnim ztratim kysliku (ROL) (Soukup, Votrubova and Cizkova,
2002; Pedersen et al., 2020). Diferenciace exodermis muze byt v podminkach hypoxie ve
srovnani s endodermis vyrazné urychlena, nebo je jeji diferenciace indukovana u rostlin, které
by za normalnich podminek exodermis nevytvofily. To vSak nevylucuje skutecnost, Ze ji
nckteré mokiadni rostliny (napt. Phragmites australis) tvoii s ptedstthem 1 v dobie
provzdusnénych podminkéach (Seago, Peterson and Enstone, 2000; Soukup, Votrubova and
Cizkova, 2002; Soukup et al., 2007). Fakt, Ze rostliny reaguji na hypoxii a dalsi problémy
spojené se zaplavenim diferenciaci exodermis potvrzuji i recentni studie. Jako ptiklad Ize

uvést studii s Echinochloa (Ejiri and Shiono, 2019).

Exodermis je zapojena i v reakci na zasoleni. Rostliny se zna¢né 1i$i mirou tolerance k
vy$si koncentraci soli v ptidé nebo ve vodé (Lauchi and Epstein, 1984; Hasanuzzaman and
Tanveer, 2020). Zasoleni ptfedstavuje riziko pfedevsim ve snizeni dostupnosti vody v pudé

pro piijem koteny rostlin, ale také kviili toxicité iontl, které se na zasoleni podili (Lauchi and
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Epstein, 1984; Parida and Das, 2005). Na zvySenou koncentraci soli reaguji rostliny opét
zrychlenym vyvojem apoplastickych bariér (Walker et al., 1984; Reinhardt and Rost, 1995;
Meyer, Peterson and Steudle, 2011). Ze studie zamétené na Avicennia marina (Cheng et al.,
2020) vyplyva, Ze sazenice mangrovniku vystavované vysSim koncentracim NaCl vykazuji
rychlejsi diferenciaci apoplastickych bariér (endodermis i exodermis), predevsim ukladani
suberinovych lamel. Tim se stavaji vice tolerantni vic¢i vysokym koncentracim soli nez
sazenice, které timto zpltsobem oSetiené nebyly. V nckterych ptipadech mize dojit
k diferenciaci exodermis, ke které by za piiznivéjSich podminek nedoslo. Tento jev
demonstrovali (Reinhardt and Rost, 1995) na rostlinach Gossypium hirsutum. U mladych
rostlin vystavenych vysoké koncentraci NaCl (200 mM) byla exodermis v kofenech

detekovéana blizko za kofenovou Spickou, zatimco u rostlin vystavenych nizs§i koncentraci

NaCl (100 mM) a rostlin kontrolnich nebyla exodermis v kotfenech detekovana viibec.

Diferenciaci exodermis vyrazné ovlivituje také pritomnost t¢zkych kovl v rhizosfére.
Tézké kovy, napiiklad kadmium (Cd), méd’ (Cu), zelezo (Fe), zinek (Zn) a dalsi, ptsobi pfi
vys$$i koncentraci toxicky a tolerance k nim se mezidruhové lisi. U rostlin existuje vice
strategii, jak se s vysokou koncentraci téZkych kovli vyrovnat (Hose et al., 2001; Siqueira-
Silva, Rios and Pereira, 2019). N&které druhy dokézou piijimat tézké kovy kofenovym
systémem a akumulovat je v nadzemnich ¢astech bez viditelnych projevi toxicity. V takovém
ptipadé mluvime o hyperakumulatorech, ptikladem je Arabidopsis halleri a jeho schopnost
akumulovat zinek (Deinlein et al., 2012). Neékteré rostliny pii vysoké koncentraci tézkych
kovli diferencuji rychleji a blize kofenové Spicce apoplastické bariéry a brani se tak vstupu
kovli do apoplastu kotene. Jako ptiklad lze uvést Phragmites australis (Ederli et al., 2004)
nebo Zea mays, u které bylo pozorovano, Ze tato odpovéd’ miize byt také lokalizovana, tzn. ze
se suberinové lamely ukladaji rychleji a blize kofenové Spicce v té casti kofene, kterd je
vysokym koncentracim kadmia pfimo vystavena (Lux et al., 2011). Dalsi dikkaz o tom, ze
podminky prostfedi a tvorba apoplastickych bariér sehravaji klicovou roli v souvislosti
s t¢zkymi kovy piinési studie (Huang et al., 2019). Ta porovnava dva kultivary Oryza sativa.
Z vysledkii vyplyva, Ze kultivar srychlej$i tvorbou exodermis obsahuje v zrnech méné
kadmia. V soucasné dobé piedstavuje akumulace toxického kadmia v rostlinach problém

pfedevsim proto, Ze se timto zplisobem kadmium dostava do potravniho fetézce.

Dostupnost zivin v prostiedi diferenciaci apoplastickych bariér ovliviiuje také, coz

bude rozebrano v nasledujicim textu.
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2.3 Prijem a transport Zivin v rostliné

Rostlina pfijima mineralni latky celym povrchem téla, ptevazné vsak svym kofenovym
systétmem z pudy. Pfijem mineralnich latek mtze rostlina aktivné regulovat dle aktualnich
potieb 1 podle aktualni dostupnosti daného prvku v prostfedi. Jak jiz bylo zminéno, ionty
mineralnich latek se z rhizosféry pohybuji v radidlnim sméru az do stfedniho valce kotfene
apoplastickou nebo symplastickou cestou. B¢hem tohoto pohybu ionty piekonavaji
apoplastické bariéry v primarni kiife kofene, coz je nezbytné pro selekci ptijimanych latek. Pti
nasledné distribuci mineralnich latek na del$i vzdalenost, tedy z kofene do nadzemni ¢asti
rostliny, se uplatiiuje apoplasticky tok — transpiracni tok xylémem (Marschner, 2011; Taiz,
Zeiger and Moll, 2018). Pti redistribuci Zivin, napt. ze starSich ¢asti prytu do mladsich, se
uplatiiuje tok floémem. Redistribuce Zivin v ramci rostliny predstavuje dalsi dalezity zptsob,
jakym dokéze rostlina efektivné hospodafit s pfijatymi zivinami (Marschner, 2011).
V nasledujicim textu budou pfiblizeny vybrané aspekty této rozsahlé problematiky, které jsou
vyznamné pro tuto diplomovou praci, zaméfenou na diferenciaci apoplastickych bariér
v odpovédi na deficienci zivin a na variabilitu této odpovédi v rdmci kofenového systému

v reakci na heterogenni dostupnost zivin.

2.3.1 Transport Zivin v kofeni a role apoplastickych bariér

Bunééna sténa kotenovych bunék je pro ionty minerdlnich latek propustna, bariéru
predstavuje plazmatickd membrana. DileZitym mistem selekce mineralnich iontd pfijimanych
z pudy ptedstavuji endodermélni buiiky. lonty jsou zde nuceny vstoupit do symplastu, a to
kvili apoplastické bariéfe Casparyho prouzki. Po uloZeni suberinovych lamel
v endodermalnich buiikkdch musi ionty piejit do symplastu jiz dfive v primarni kufe.
V piipadé, Ze je vrostliné pfitomnad plné vyvinutd exodermis, ionty musi vstoupit do
symplastu jiz v bunikach rhizodermis (Enstone, Peterson and Ma, 2003; Marschner, 2011). Je
nicméné dulezité zminit, Ze ionty mohou byt do symplastu pfijaty viceméné¢ kdekoli
v pribchu radidlni drdhy pohybu kotfenem, napft. jiZ v kofenovych vlascich nebo v bunikach

stfedni ¢asti primarni kiiry bez ohledu na stupen diferenciace apoplastickych bariér.

Vstup latek pres plazmatickou membranu je proces aktivni nebo pasivni, podle toho,
zdali je pfi transportu spotifebovana energie ¢i nikoliv. Ionty mineralnich latek jsou piijimany
prevazné sekundarné aktivnim transportem pomoci specifickych transportérti, to se vSak muize
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meénit v zavislosti na dostupnosti dané¢ho prvku. Rostliny mohou regulovat pifijem iontd
mineralnich Zivin zapojenim vysokoafinitnich nebo nizkoafinitnich transportértt (Marschner,
2011; Taiz, Zeiger and Moll, 2018). Pokud jsou ionty daného prvku v roztoku pfitomny
v nizkych koncentracich, rostlina miize zvysit expresi genti pro vysokoafinitni transportéry,
pii vysSich koncentracich iontli se zapojuji nizkoafinitni pfenasece a iontové kandly, které
zajistuji pasivni transport. Jako ptiklad vysokoafinitnich transportéri lze uvést transportéry
sulfatu SULTRI;1 a SULTRI1;2 (Sulphate Transporterl;l, 1;2) (Takahashi et al., 2000;
Yoshimoto et al., 2007), transportér pro draslik HAKS (High Affinity K+ 5) (Rubio et al.,
2014) nebo transportér fosfatu PHT1;1 (Phosphate Transporter 1;1) (Mitsukawa et al., 1997;
Misson et al., 2004) u Arabidopsis thaliana. U nékterych transportéri mizeme navic
pozorovat i dualni charakter, tzn. mohou fungovat jako vysokoafinitni nebo nizkoafinitni dle
potfeby. Jako ptiklad takovych transportért Arabidopsis thaliana 1ze uvést draselny kanal
AKT1 (K+ Transport Channel) (Hirsch ef al., 1998) nebo transportér nitratu NRT1.1/CHL1
(Nitrate Transporterl.1/Chlorate resistant 1) (Liu and Tsay, 2003).

Nékteré transportéry jsou lokalizované na plazmatické membrané vSech bunck od
rhizodermalni vrstvy az do stfedniho valce, nékteré transportéry se mohou vyskytovat
pfevazné v urcitych ¢astech kofene a to napi. v zavislosti na staii kotfene, miry diferenciace
apoplastickych bariér, dostupnosti zivin a dalSich faktorech (Alassimone, Naseer and Geldner,
2010; Liu et al., 2015). Transportéry mohou byt lokalizovany po celé plazmatické membrané,
tedy po celém obvodu buiiky, nebo mohou byt lokalizovany polarizované (Gordon-Weeks et
al., 2003). Polarizovany vyskyt, tedy vyskyt jen v ur¢it¢ doméné plazmatick¢é membrany,
usnadiiuje piijem danych iontd, a to ptedevsim v endodermalnich a exodermalnich bunkach,
ve kterych jsou vyvinuty Casparyho prouzky (Alassimone, Naseer and Geldner, 2010).
Prikladem polarizovan€ lokalizovanych transportéri jsou nékteré transportéry boru
(Alassimone, Naseer and Geldner, 2010), kiemiku (Ma et al., 2006; Chiba et al., 2008),
manganu (Sasaki et al., 2012), fosforu (Gordon-Weeks et al., 2003), Zeleza (Barberon ef al.,
2014) a dalSich iontl. V ptipad¢ boru jsou takovymi transportéry NIPS5;1 (Nodulin26-Like
Major Intrinsic Proteins) a BOR1 (Boron Efflux Carrier 1), které vzdjemné spolupracuji.
NIP5;1 je kanal, ktery usnadnuje vstup kyseliny borité z apoplastu do buiiky a je lokalizovan
ve vnéjSi doméné plazmatické membrany endodermélnich bunék. Zajistuje tak piijem
kyseliny borit¢ difundujici apoplastem kofene smérem zrhizosféry. BORI1 se nachdzi
v plazmatické membrané na opacné stran¢ endodermalni bunky a zajistuje vydej boratového
aniontu bliZe ke stfednimu valci (Alassimone, Naseer and Geldner, 2010). Podobné funguji 1
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transportéry kiemiku LSI1 a LSI2 (Low Silicon Rice 1, 2) u Oryza sativa (Ma et al., 2006).
LSI1 zajistuje piijem kyseliny kiemicité a LSI2 ji vydava na opacné strané buiiky. U Oryza
sativa se také setkdvame s polarné lokalizovanym transportérem NRAMPS (Natural
Resistance Associated Macrophage Protein 5) pro pfijem manganového kationtu (Sasaki et
al., 2012). Nekteré transportéry se mohou u jednoho rostlinného druhu vyskytovat
polarizovan¢, ale u jiného druhu tomu tak byt nemusi. Rozdily zfejmé souvisi s tendenci
daného druhu prvek hromadit, coz bylo popsano pro transportéry kiemiku u obilnin s riznou
mirou akumulace tohoto prvku v pletivech (Mitani, Yamaji and Ma, 2009; Ma and Yamaji,

2015).

Jak jiz bylo naznaceno, apoplastické bariéry blokuji apoplastickou cestu, vyrazné
ovliviiuji propustnost kofene pro ionty minerdlnich latek a hydraulickou vodivost kotfene
(Zimmermann and Steudle, 1998). Pomoci tzv. apoplastickych sond, tedy latek, které
prochazeji primarné apoplastickou cestou, mizeme ovéfit propustnost apoplastu kotent
(Peckova, Tylova and Soukup, 2016). Jako apoplasticka sonda byl v riznych studiich pouzit
napiiklad propidium jodid (Wang et al., 2019), berberin (Meyer, Seago and Peterson, 2009)
nebo kyselina ortojodista (Soukup, Votrubova and Cizkova, 2002). U rostlin, které maji
diferenciovanou apoplastickou bariéru pouze v endodermalni vrstvé, je patrny prichod téchto
latek apoplastickou cestou do celého prostoru primarni kiiry, a nasledné je zastaven
endodermis. Oproti tomu u rostlin, které tvofi exodermis, se volny pohyb latek apoplastem
z rhizosféry smérem do nitra kofene zastavuje pravé v této vrstvé, tedy tésné za rhizodermis
(Aloni, Enstone and Peterson, 1998). Funguje to 1 naopak — rostlina se pomoci exodermis
brani unikiim vody zpét do rhizosféry, coz piedstavuje ochranu proti vysychani (Steudle and
Peterson, 1998). Exodermalni vrstva také snizuje propustnost pro plyny a brani tak, jak jiz
bylo zminéno, tniku kysliku ven z kotene. Toho vyuZivaji predev§im moktadni rostliny, napf.
Phragmites australis (Soukup et al., 2007). Tato skutecnost je zjiStovana mikroelektrodami,
pomoci nichz lze zmétit mnozstvi kysliku v rostlinnych pletivech (Armstrong et al., 2000;
Soukup et al., 2007). Je pravdépodobné, Ze exodermis mlize branit 1 Gniku iontd mineralnich
zivin zpét do rhizosféry. Tato moZnost zatim nebyla pfili§ testovana a je jednou z hypotéz

zvazovanych v této diplomové praci.
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2.3.2 Diferenciace apoplastickych bariér v reakci na deficienci Zivin

Nedostatek zivin nebo jejich Spatna dostupnost v prosttedi se projevuji na kofenovém
systému riznymi zplusoby v zavislosti na mnoha faktorech, kterymi jsou napiiklad rostlinny
druh, stafi rostliny nebo piitomnost vice stresovych faktori najednou. Muze jit o zmény
v morfologii kofene a architektuie kofenového systému, jakymi jsou naptiklad prodluzovani
hlavniho a postrannich kofenii pii mirné deficienci dusiku (Giehl and von Wirén, 2014) nebo
zvysena tvorba postrannich kotent vyssich fadu v reakci na nedostatek fosforu (Nibau, Gibbs
and Coates, 2008). Deficience mineralnich zivin mize také ovliviiovat hydraulickou vodivost
kotene, jako je tomu napt. u Gossypium hirsutum vystavenému deficienci dusiku nebo fosforu
(Radin and Matthews, 1989). Hydraulickd vodivost se mlze po dodani chyb¢jicich Zivin
v n¢kterych bunkach ¢astecné obnovit, jak bylo pozorovano u Hordeum vulgare (Armand et
al., 2019). Snizeni hydraulické vodivosti souvisi srychlosti a intenzitou diferenciace
apoplastickych bariér, konkrétn¢ je vodivost niz$i, ¢im jsou bariéry diferencovanéjsi.
Hydraulickd vodivost nesouvisi pouze s mirou diferenciace apoplastickych bariér, ale takeé

napiiklad s aquaporiny (Hachez et al., 2006; Coffey ef al., 2018).

Z dosavadnich experimentl vyplyva, ze reakce apoplastickych bariér na deficienci je u
jednoho rostlinného druhu rozdilnd podle toho, o ktery konkrétni prvek se jedna. V praci
(Barberon et al., 2016) je tento fakt demonstrovan na endodermalni vrstvé Arabidopsis
thaliana, kdy deficience nékterych prvkl (zeleza, manganu a zinku) zpomalila uklddani
suberinovych lamel v endodermis, zatimco deficience jinych prvka (siry, drasliku) jejich
uklddani urychlila (obr. ¢. 3). Casparyho prouzky vtomto ptipadé¢ ovlivnény nebyly,

respektive nebyly detailné sledovany.
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Obrazek ¢. 3, prevzato z Barberon et al. 2016

Diferenciace endodermalni vrstvy Arabidopsis thaliana v zavislosti na deficienci konkrétniho
prvku a role fytohormonii v regulaci této odpovédi.

Jak shrnuji v nasledujicim odstavci, rychlost a mira diferenciace apoplastickych bariér

v reakci na deficienci konkrétniho prvku se také mtize lisit na urovni rostlinnych druht.

Deficience zeleza zpomaluje suberinizaci v endodermalni vrstvé u Arabidopsis
thaliana (Barberon et al., 2016), Zea mays (Namyslov, 2018; Namyslov et al., 2020). U Zea
mays deficience Zeleza zpomaluje 1 diferenciaci exodermalni vrstvy, a to vznik Casparyho
prouzki i ukladani suberinovych lamel (Namyslov, 2018; Namyslov ef al., 2020). Deficience
drasliku zpomaluje diferenciaci endodermalni i exodermalni vrstvy v kotenech Zea mays
(Namyslov, 2018; Namyslov et al., 2020), v endodermis Arabidopsis thaliana ale indukuje
opacny trend, suberinizace je tedy rychlejsi (Barberon et al., 2016). Deficience fosforu
vyrazné urychluje diferenciaci endodermis i1 exodermis Zea mays (Namyslov, 2018;
Namyslov et al., 2020), Leymus chinensis (Li et al., 2020) 1 Hordeum vulgare. (Janouskova,
2018; Armand et al., 2019). Deficience dusiku urychluje diferenciaci endodermalni i
exodermalni vrstvy Zea mays (Namyslov, 2018; Namyslov et al., 2020) 1 Hordeum vulgare
(Armand et al., 2019). Ricinus communis vykazuje pti deficienci dusiku naopak zpomalenou
diferenciaci exodermalni vrstvy (Schreiber, Franke and Hartmann, 2005). Deficience vapniku
zpusobuje zpozdénou maturaci apoplastickych bariér Sedum alfredii (Liu et al., 2020).
Deficience hoiciku posiluje suberinizaci u Zea mays (Pozuelo, Espelie and Kolattukudy,

1984).
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Rozdilné trendy pii deficienci daného prvku ukazuji na vyraznou plasticitu a také na
rozdilné strategie riznych druhi rostlin. Samoziejme je tieba brat zietel na odlisné usporadani
experimentl. Vzhledem k rozdilnym odpovédim na druhové trovni neni vyvozeni zavéra
jednoduché. Rychlejsi diferenciace apoplastickych bariér pfedstavuje vyhodu v tadé
stresovych situaci, napt. omezuje vstup toxickych latek do primarni kliry, nebo omezuje ztraty
vody pii nadmérném suchu, jak jiz bylo uvedeno. Rychlejsi diferenciace a uzavieni
apoplastické cesty naopak snizuje hydraulickou vodivost kofene, znesnadiiuje pfijem vody a
mineralnich zivin, a to zvlast' v piipad¢ exodermalni vrstvy, ktera je lokalizovana tésné¢ pod
kotfenovou pokozkou. Otazkou tedy je, pro¢ nékteré rostliny v pfipad¢ deficience urychluji
diferenciaci apoplastickych bariér. Jednou z hypotéz je regulace ptfijmu vody a tim padem
regulace poméru nadzemni a podzemni casti (R/S poméru) (Armand et al., 2019).
V souvislosti s recentnim prokézanim lokalizované odpovédi diferenciace apoplastickych
bariér v kofenovém systému Zea mays se naskytly 1 jiné hypotézy. Jednou z nich je podpoteni
pfijmu vody z ¢asti ptidy bohaté na ziviny. To by mohlo vést ke stimulaci hromadného toku
vody k povrchu kofene a s nim i pohybu nedostatkové ziviny smérem ke koteni. Naopak
v ¢asti pidy chudé na Ziviny by byl pohyb vody omezen, coz by ve svém disledku zvysilo
celkovou efektivitu Cerpani Zivin z heterogenniho ptidniho prostiedi. Druhou hypotézou je
prevence uniku iontd z kofene, ktery se nachazi v deficientni ¢asti ptdy, zpét do rhizosféry

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

2.3.3 Lokalizovana reakce korenového systému na heterogenni dostupnost Zivin

Piida predstavuje velice heterogenni prostfedi, ve kterém je dostupnost mineralnich
zivin 1 vody velmi nerovhomérna a casové 1 prostorové proménliva. Jak jiz bylo naznaceno
v predchozich kapitolach, rostlina se této heterogenité dokdze aktivné ptizpusobovat. Jako
ptiklady pfizpisobeni lze uvést zmény chemismu plidy v okoli kofenli vylu¢ovanim protonti
nebo enzymu (Santi and Schmidt, 2009), zmény architektury kofenového systému (Lopez-
Bucio, Cruz-Ramirez and Herrera-Estrella, 2003), zmény v zastoupeni nizkoafinitnich a
vysokoafinitnich transportéri na membranach bunék kotene a jejich polarizovanou lokalizaci
(Gordon-Weeks et al., 2003; Misson et al., 2004), zmény distribuce biomasy mezi nadzemni a
podzemni ¢asti (Marschner, Kirkby and Cakmak, 1996), spolupraci s mikroorganismy
(Azaizeh et al., 1995) a v neposledni fadé zmeny rychlosti a miry diferenciace apoplastickych

bariér (Barberon ef al., 2016; Armand et al., 2019; Namyslov et al., 2020). VSe také zalezi na
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aktualnim stavu, staii a zasobeni rostliny danym prvkem. V nasledujicim textu se zabyvam

lokalizovanou odpovédi kofenového systému na heterogenitu ptidniho prostiedi.

Lokalizovanou odpovéd v reakci na riznou dostupnost iontl mineralnich zivin
muzeme pozorovat na zmén¢ architektury kotfenového systému. Naptiklad kofenovy systém
Hordeum vulgare reaguje na lokalni zvySeny obsah fosfatu, nitratu nebo amonného iontu
v substratu stimulaci riistu postrannich kofenti v této oblasti a tim zvysi pfijem danych ionta
(Drew, 1975). Tato reakce je pozorovana také u jinych rostlin, naptiklad u Arabidopsis
thaliana v reakci na lokalni dostupnost nitratu (obr. €. 4) (Forde and Walch-Liu, 2009) nebo
amonného iontu (Lima ef al., 2010) v médiu. Vyznamnou roli v téchto reakcich hraji senzory
danych iontl. Napf. senzorem pro amonné ionty u Arabidopsis thaliana je s nejveétsi
pravdépodobnosti vysokoafinitni transportér AMT1;3 (Ammonium Transporter 1;3) (Lima et
al., 2010) a pro nitrat transportér NRT1.1/CHLI1, ktery je zéroven také transportérem pro
auxin (Krouk et al., 2010). Fytohormony sehrdvaji v souvislosti s lokalizovanou odpovédi

také vyznamnou roli, jejich funkci se zabyvam v samostatné kapitole nize.

(a) Uniform N (b) Localized NO;~
supply supply
A
78 AN
i \F\‘L\ g __l'\\'
IflJ JI .\ -
' J/'Iu'_ N // \
/“C ' m j." Obrazek ¢. 4, prevzato a upraveno z Forde
:Ii F\ and Walch-Liu 2009

| | Korenovy systéemu Arabidopsis thaliana pri
| | rovhomerné  dostupnosti  nitrdtu  (a) a
/ ' s lokdlné zvysenou dostupnosti nitratu (b).

Lokalizované zmény architektury kofenového systému byly pozorovany také u rostlin
péstovanych tzv. délenou (split-root) metodou (Liu et al., 2008; Namyslov et al., 2020). Pti
této metodé je Cast kofenového systému jedné rostliny vlozena do kontrolniho média
s kompletnim zastoupenim mineralnich Zivin a druha ¢ast kofenového systému stejné rostliny

do média deficientniho na dany prvek. Takto péstovana Zea mays v ptipadé€ deficience dusiku
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vykazuje vyraznou lokalizovanou odpovéd’ kotfenového systému, co se tyCe ristu a vétveni
postrannich kotenl. Kofeny vlozené do kontrolniho média vykazuji po nékolika dnech
kultivace masivni nartst postrannich kotfent s vétsi primérnou i celkovou délkou (Liu et al.,

2008; Namyslov et al., 2020).

Z naSich recentnich vyzkumu plyne, Ze rostlina mize lokalné reagovat na riznou
dostupnost zivin také riznou rychlosti diferenciace apoplastickych bariér. To znamena, Ze se
tato odpoveéd’ odehrava v té casti kofene, kterd je bezprostiedné deficienci dané mineralni
ziviny vystavena (Namyslov et al., 2020). Pti pouziti délené¢ metody kultivace (split-root)
s kontrolnim médiem a s médiem deficientnim na dusik nebo draslik Zea mays vykazuje
rozdilnou diferenciaci apoplastickych bariér. Cast kofenového systému rostouci v médiu
deficientnim na dusik vykazuje silnéjsi a rychlejsi diferenciaci exodermalni 1 endodermdlni
vrstvy oproti ¢asti rostouci v kontrolnim médiu. V délené kultivaci s kontrolnim a na draslik
deficientnim médiu detekujeme opacny trend, tedy cast kotenového systému v deficientnim
médiu vykazuje zpomaleni diferenciace apoplastickych bariér oproti ¢asti v kontrolnim
médiu. Z téchto vysledki vyplyva, ze kofenovy systém reaguje na heterogenni dostupnost

Zivin a zfejmé se tak snazi optimalizovat transportni vlastnosti.

Na trovni jednoho kofene vsSak lokalizovana odpovéd’ (nestejnosmérnd diferenciace
apoplastickych bariér) patrné neni, coz bylo dok4zéano kultivaci Zea mays pomoci sendvicové
metody. Sendvicova kultivace byla provadéna pomoci dvou agarovych ploten, jednou

kontrolni a jednou deficientni na dany prvek. (Namyslov et al., 2020).

S lokalizovanou zménou diferenciace apoplastickych bariér v ramci jednoho kotene se
nicméné setkdvame v reakci na toxicitu nékterych prvki. Pii pouziti sendviCové metody
reaguje kofenovy systém Zea mays na zvySeny obsah kadmia v jedné z agarovych ploten
rychlejsi lokalizovanou diferenciaci apoplastickych bariér (obr. €. 5 a 6) (Lux ef al., 2011;
Liska et al., 2016). Z téchto vysledkil Ize usuzovat, Ze toxicita, oproti deficienci dusiku nebo
drasliku, u Zea mays vyvolava silngjsi lokalizovany efekt na diferenciaci apoplastickych

bariér v kofeni.
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Obrazky ¢. 5 a 6, prevzato a upraveno z Liska et al. 2016

Endodermalni (en) a exodermalni vrstva (ex) v korenech Zea mays. Kontrolni rostliny (vlevo)
péstované mezi dvema agarovymi plotnami (0 uM a 0 uM Cd) a rostliny péstované mezi kontrolni
agarovou plotnou (0 uM Cd) a agarovou plotnou s obsahem 50 uM Cd) Fezany ve stejné pozici.
Bila Sipka ukazuje na vyvinuté suberinove lamely, které se nachdzeji pouze v casti endodermis,
ktera je privracend k agarové plotné s kadmiem.

Méitko = 200 um

2.3.4 Distribuce zivin v rostliné, retranslokace zivin

Ionty mineralnich Zivin nebo produkty jejich asimilace, jsou v rostliné transportovany
na dlouhé vzdalenosti xylémem i floémem. Ziviny pfijaté kofenovym systémem z vnéjsiho
prostiedi jsou do nadzemni Casti transportovany xylémem (Taiz, Zeiger and Moll, 2018).
Nakladani ionth do xylému v kotenech a jejich koncentrace v xylémové §taveé je zavisla na
fad¢ faktord, jakym je pfedevS§im aktudlni potfeba daného prvku v nadzemni casti rostliny a
jeho dostupnost v prostiedi (Marschner, Kirkby and Cakmak, 1996; Marschner, 2011).
Mineralni Ziviny také nemusi byt vZdy xylémem transportovany do nadzemni ¢ésti ve formé
anorganického iontu, ktery byl pfijat z prostfedi. Naptiklad u dusiku zaleZi na formé, v jaké je
dostupny (Peuke and Jeschke, 1993; Peuke ef al., 1996). Pokud je kotfeny pfijiman ve formé
nitratu, transportuje se jeho vyznamna €ast v této forme xylémem do nadzemni ¢asti. Pokud je
piijimédn ve form& amonného iontu, zabudovavad jej rostlina do organickych sloucenin
vétSinou jiz v kofenech a transportuje dusik xylémem do nadzemni c¢asti ve formé
aminokyselin. Divodem je riziko toxicity amonného iontu (Britto and Kronzucker, 2002).
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Forma piijimaného dusiki také vyrazné ovliviiuje slozeni xylémové Stavy a transport
ostatnich iontt. Transport dusiku ve formé aniontu (nitratu) stimuluje pohyb kationtil
xylémem, zatimco pokud je dusik pfijiman pievazné ve formé amonného kationtu, pfijem a

transport kationti mize byt inhibovan (Peuke and Jeschke, 1993; Peuke et al., 1996).

Efektivita vyuziti minerdlnich zivin v rostlin€ je ovlivnéna také jejich transportem
mezi jednotlivymi ¢astmi rostliny floémem (retranslokace zivin). Pfikladem mtize byt piesun
zivin z lista pied opadem, piesun zivin do semen béhem reprodukéni faze, retranslokace Zivin
ze starych listi do mladych, které jsou vyznamnéjSi z hlediska fotosyntézy v piipadé
deficience a také retranslokace iontli z nadzemni ¢asti do kofenového systému (Simpson,
Lambers and Dalling, 1983; Del Arco, Escudero and Garrido, 1991; Wendler et al., 1995).
V nékterych ptipadech dochéazi pied samotnou retranslokaci k mobilizaci dané ziviny, napf.

rozkladem proteinti nebo chlorofylu (Gerendas, Zhu and Sattelmacher, 1998).

Z mineralnich zivin se u vétSiny rostlin hojné transportuji floémem dusik, draslik,
fosfor nebo hoicik, mén¢ vapnik, sira nebo zelezo (Uchida, 2000; Marschner, 2011).
Pohyblivost daného prvku ve floému se zifejm& muze mezidruhové lisit. Napt. v piipadé
vapniku, ktery je u vétSiny rostlinnych druhi Spatné pohyblivy, byla u Hordeum vulgare nebo
Triticum aestivum pozorovana jeho retranslokace ze senescentnich listi (Maillard et al.,
2015). Kvili rozdilné pohyblivosti jednotlivych prvkl 1ze pozorovat rizné projevy na listech
pfi jejich deficienci, jak shrnuje napt. (Uchida, 2000). Pfi deficienci dusiku, ktery se pohybuje
floémem snadno, rostliny retranslokuji Ziviny do novych listli, zatimco na starSich listech je
patrna chlordza (Zloutnuti) a zasychani. Stejné je to i s deficienci velmi mobilniho drasliku a
hoi¢iku. Oproti tomu deficience vapniku nebo zeleza vykazuji opacny trend vzhledem k nizké

mobilité téchto prvki — chlorotické byvaji mladsi listy (Uchida, 2000).

S ohledem na zaméfeni diplomové prace bude v nasledujicim textu pozornost
vénovana predevSim retranslokaci Zivin z nadzemni ¢éasti do kofenového systému a mezi
jednotlivymi castmi kofenového systému, ktery roste v heterogennim padnim prostiedi
s nerovnomérnou dostupnosti zivin. Tento fakt byl jiz mnohokrat demonstrovan (Simpson,
Lambers and Dalling, 1983; Peuke ef al., 1996). Nékteré ziviny, pfedevSim draslik, cykluji
mezi prytem a kofenovym systémem, coz diky efektivni komunikaci umoznuje korelaci mezi
poptavkou a nabidkou draselnych ionti (Kochian, Xin-Zhi and Lucas, 1985). Snizeny pfisun
draselnych iontl z prytu do kotfenového systému je chapan jako signal pro jejich zvySeny
ptijem (White, 1997).
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Pro demonstraci retranslokace Zzivin zprytu do kofenového systému je hojné
vyuzivano metody délené kultivace (split-root) (Lambers et al., 1982; Cooper and Clarkson,
1989; Shen et al., 2005; Valentinuzzi et al., 2020). Souvislost mezi retranslokaci a deficienci
dané ziviny byla takto demonstrovana napt. u Lupinus albus (Shen et al., 2005). L. albus je
schopny pies nadzemni ¢ast retranslokovat fosfor z ¢asti kofenového systému, ktery roste
v roztoku s fosfatem (+P), do casti kofenového systému rostouciho v deficienci (-P).
Konkrétné bylo do deficientni Casti kofenového systému retranslokovano 19 % piijatého
fosforu. S obsahem fosforu v kultiva¢nim roztoku se také liSilo vyluCovani napt. citratu

koteny a také se lisil pfijem jinych mineralnich zivin (Shen et al., 2005).

Rostlina je v nékterych piipadech schopna translokovat minerdlni latky také z listh,
kterym byla dand mineralni Zivina externé¢ dodana (Eddings and Brown, 1967; Dong et al.,
2002). Zalezi vSak opét na pohyblivosti daného prvku ve floému a na formé, ve které je zivina
na list aplikovana. VétSina mineralni zivin pronika pfes kutikulu pomoci polarnich pért
naplnénych vodou (Schreiber, 2005), plynné formy mohou prochézet prostiednictvim
pruaduchi. Jak uvadi (Raimanova, 2009) ve své doktorské disertacni praci, v piipad¢é aplikace
nitratu na listy Triticum aestivum zlstala vétSina nitrdtu v exponovaném listu, oproti tomu
amonné ionty byly ve velké mife translokovany do vyvijejicich se ¢asti. V obou ptipadech byl
vSak transport do kofenového systému nebo do starSich listi minimalni. Z vysledkd studie
(Koontz and Biddulph, 1957) vyplyva, Ze transport fosfatu extern¢ aplikovaného na listy
Phaseolus je zavisly na stari listu. Po aplikaci na mlady list se fosfat netranslokuje, mlady list
je vniman jako sink. Naproti tomu po aplikaci na star$i listy se ¢ast fosfatu translokuje do

mladsich listd 1 do kofenti (Koontz and Biddulph, 1957).

V retranslokaci Zivin floémem jsou zapojeny specializované transportéry, napf.
v transportu dusi¢nanti do floému u Arabidopsis thaliana hraje roli nizkoafinitni transportér
NRT1.7 (Nitrate Transporter 1.7). NRT1.7 je ve velké mife exprimovan ve starSich listech a
nrtl.7 mutantni rostliny vykazuji pfi deficienci dusiku snizeny rist ve srovnani s kontrolnimi
rostlinami a neschopnost remobilizace a retranslokace dusikatych latek (Fan et al., 2009).
Dalsim prikladem je NIP6;1 (Nodulin26-Like Major Intrinsic Proteins 6;1), ktery transportuje
bor do floému A. thaliana (Tanaka et al., 2008; Robert and Friml, 2009), lokalizace tohoto
transportéru (spolecné s diive zminénymi transportéry boru) je zndzorn€na na obr. ¢. 7. Déle
Ize zminit transportér OPT3 (Oligopeptide Transporter 3), ktery transportuje Fe** do floému
A. thaliana nebo vysokoafinitni transportér drasliku HAK1 (High Affinity K+ 1), ktery hraje
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roli pfi retranslokaci drasliku floémem Zea mays (Qin, Wu and Wang, 2019). Exprese gent
kodujicich transportéry zapojené pfi retranslokaci dané ziviny floémem se zvySuje v reakci na

deficienci (Fan et al., 2009).

Casparian band
Apoplast B flux { B, B
B B E N B
Detoxi- _#, _—r - _SB
fication <= c A > B —=» - =N =-B EX B
Uptake — B T re,. BBae B 2.5
o A - 8
Epidermis Cortex Endodermis Pericycle Parenchyma
Xylem Phloem
= BOR4 = BORf NIP5;1 = NIP6;1 Stele

Obrazek ¢. 7, prevzato z Robert et al. 2009

Efektivni transport boru pomoci transportéerii u Arabidopsis thaliana. Kandl pro prijem kyseliny
borité do buniky NIPS5; 1 (Nodulin26-Like Intrinsic Protein 5, 1) a transportér pro vydej bordatove
aniontu BOR1 (Boron Efflux Carrier 1). Transportér BOR4 (Boron Efflux Carrier 4) zapojujici se
pFi detoxifikaci. Transportér NIP6;1 (Nodulin26-Like Major Intrinsic Proteins 6, 1) transportujici
bor do floému.

2.4 Role fytohormoni v regulaci diferenciace apoplastickych bariér korene
v odpovédi na dostupnost Zivin v prostiedi

Role fytohormont je v rostlinach zdsadni v mnoha ohledech. Vyznamnou funkci maji
fytohormony 1 pfi utvafeni architektury kofenového systému v souvislosti s dostupnosti
mineralnich zivin v prostfedi, ale také pti zménach v diferenciaci apoplastickych bariér. Praveé

na tyto regula¢ni role se s ohledem na téma diplomové prace zamétuji v nasledujicim textu.

vvvvvv

se vyskytujici predev§sim ve formé kyseliny indol-3-octové (IAA), nebo kyseliny indolyl-3-
maselné (IBA), laboratorné se nejvice vyuziva synteticka forma kyselina naftalen-1-octova
(NAA) (Overvoorde, Fukaki and Beeckman, 2010; Enders and Strader, 2015). Auxin je
stézejni fytohormon pro regulaci vétveni a elongace kotene, jak shrnuje napt. (Overvoorde,
Fukaki and Beeckman, 2010). Pii transportu auxinu je velmi vyznamna skupina proteinti PIN
(Pinformed) a permeédza Auxinl (AUXI1) a jeji homology (AUX/LAX) (Bennett et al., 1996;
Blakeslee, Peer and Murphy, 2005; Petrasek et al., 2006). PIN proteiny jsou ozna¢ovany za
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vynasece auxinu, jsou specializovany na pienos auxinu z bunky, AUXI1 je oznacovan jako
vnase¢ auxinu, je tedy specializovan pro pienos auxinu do bunky. PIN proteiny i AUXI1
nejsou na membrané na jednom misté, ale neustdle cykluji mezi cytoplazmatickou
membranou a endozomalnimi kompartmenty (Geldner et al., 2001; Kleine-Vehn et al., 2006).
Nekteré PIN proteiny a AUX1 vykazuji v buiice apikalné-basalni polaritu (Feraru and Friml,
2008), tato polarita se v bufice ustanovuje pozdéji nez centralné-periferni lokalizace, kterou
vykazuji napt. nékteré transportéry boru (Alassimone, Naseer and Geldner, 2010), kterymi

jsem se zabyval v predchozich kapitolach.

Auxin je klicovym hra¢em v nékterych systémovych i lokalizovanych odpovédi rostlin
na dostupnost minerdlnich zivin, napt. nitratu v ptipad¢ Arabidopsis thaliana (Krouk et al.,
2010; Giehl and von Wirén, 2014). Jiz zminény transportér nitratu NRT1.1/CHLT1 je schopen
transportovat také auxin, coz je velmi duilezité pti lokalizované odpovédi na dostupnost nitratu
v prostiedi (Krouk et al., 2010; Mounier et al., 2014). V misté zvySené¢ho obsahu nitratu neni
auxin transportovan z kotfenové $picky postrannich kotfent transportérem NRT1.1/CHLI1 a
hromadi se zde. Tim je stimulovan rlst postrannich koteni (Krouk et al., 2010). Auxin se také
podili na stimulaci vétveni postrannich kofenii pii deficienci fosfatu. P-deficientni
Arabidopsis thaliana je na auxin citlivéjsi diky zvySené expresi TIRI (Transport Inhibitor
Response 1; receptor auxinu) a degradaci represort auxinové odpovédi Auxin/Indole-3-Acetic
Acid (AUX/IAA) (Jain et al., 2007; Pérez-Torres et al., 2008). Zea mays také méni
architekturu kofenového systému pfi deficienci fosfatu za ucasti auxinu (Zhang et al., 2019).
Distribuce auxinu v kofenovém systému se meéni také v souvislosti s deficienci drasliku, kdy
dochazi k inhibici ristu postrannich kotfenil (Song et al., 2015). Auxin se také podili na reakci
kotenového systému v ptipad€ deficience boru, kdy inhibuje rist hlavniho kotene (Martin-
Rejano et al., 2011; Camacho-Cristobal et al., 2015). Co se ty€e role auxinu v regulaci
diferenciace apoplastickych bariér, kofeny Zea mays vykazovaly po jeho externim dodani
v pilotnim experimentu zpomalenou diferenciaci apoplastickych bariér v exodermis 1

v endodermis (Namyslov, 2018).

Dalsim fytohormonem, ktery ovliviiuje vétveni kotfenového systému 1 diferenciaci
bariér vodpovédi na deficienci, je kyselina abscisova (ABA). Ta se zapojuje
v dlouhodobé¢jsich vyvojovych i ristovych reakcich, ucastni se vSak i stresovych reakci
kratkodobé&jsiho charakteru, jak shrnuje napft. (Tuteja, 2007; Hong, Seah and Xu, 2013). ABA

reaguje na vice stresovych faktorti, vyznamna je napt. v odpovédi na stres sucha nebo salinity.
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Kromé¢ regulace otevienosti praduchti (Munns and King, 1988) ovliviiuje také rust
kofenového systému — podporuje riist hlavniho kofene, a naopak inhibuje vyvoj postrannich
kotenti (Hose et al., 2001; Guo, Liang and Li, 2009; Duan et al., 2013). Ovliviiuje také
hydraulickou vodivost kotfenti (Kuromori, Seo and Shinozaki, 2018) a expresi geni pro
transportéry mineralnich zivin, jako je tomu napft. u transportéru kiemiku LSI1 u Oryza sativa

(Yamaji and Jian, 2007).

ABA je také dilezitym cCinitelem pfi anatomickych zménach v kotfenech. Jak uvadi
(Namyslov, 2018) ve své diplomové praci, ABA pfi externim podani vyrazné urychluje
diferenciaci exodermalni vrstvy v ptipad¢ kofent Zea mays. ABA také urychluje diferenciaci
apoplastickych bariér v ptipad¢ deficience nékterych minerdlnich Zzivin u Arabidopsis
thaliana, konkrétné stimuluje suberinizaci v endodermalni vrstvé pfi deficienci drasliku a siry

(Barberon et al., 2016).

Ethylen je alken a ptedstavuje jediny fytohormon v plynném skupenstvi. Ethylen se
zapojuje do rtznych stresovych reakci (napf. na toxicitu nebo zaplaveni) a UcCastni se
odpovédi kofenového systému na deficienci zivin (Marschner, 2011). Vyssi koncentrace
ethylenu v rostliné obecné zpomaluje rast kofene, jako je tomu napt. u Phaseolus vulgaris
v deficienci fosforu (Borch et al, 1999). Dale také ovliviiuje architekturu kotfenového
systému Arabidopsis thaliana pti deficienci boru (Martin-Rejano et al., 2011) nebo drasliku,
kdy reguluje napt. délku kotfenli a kofenovych vlaskli. Zapojuje se také pii regulaci exprese
genll pro vysokoafinitni transportér drasliku HAKS pfti deficienci drasliku (Jung, Shin and
Schachtman, 2009).

Po externim podéani ethylenu v podobé ACC (kyseliny 1-aminocyklopropanu-1-
karboxyloveé, prekurzoru syntézy ethylenu) bylo v pilotnim experimentu pozorovano
zpomalené ukladani apoplastickych bariér v kofenovém systému Zea mays (Namyslov, 2018).
U Arabidopsis thaliana ethylen inhibuje suberinizaci endodermaélni vrstvy v podminkach
deficience Zeleza, zinku nebo manganu (Barberon et al., 2016). Ethylen hraje daleZitou roli
také pfi inhibici diferenciace apoplastickych bariér u hyperakumulatort tézkych kovi, jakym

je napi. hyperakumulator kadmia Sedum alfredi (Liu et al., 2021).

Do regulace utvafeni morfologické a anatomické stavby kofenového systému se
samoziejmé& zapojuji 1 jiné fytohormony. Jako ptiklad 1ze uvést cytokininy, které obecné
inhibuji rast kotene (Werner and Schmiilling, 2009; Ramireddy, Chang and Schmiilling,

2014). Zda se, ze hladina cytokinini v souvislosti s deficienci mineralnich zivin klesé
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(Korobova et al., 2016) a pritomnost napf. nitratu zvySuje jejich biosyntézu (Miyawaki,
Matsumoto-Kitano and Kakimoto, 2004). Cytokininy jsou spjaty s expresi genti pro transport
mineralnich zivin. Jsou napf. represory gent, kddujicich reduktazou FRO2 (Ferric Reductase
Oxidase 2) a transportér Fe?" IRT1 (Iron Regulated-Transporter 1) (Séguéla et al., 2008)
dualezitych pro piijem zeleza, nebo represory transportérii pro sulfat SULTR1;2 a SULTRI1;1
(Maruyama-Nakashita et al., 2004). Ovliviiuji vSak i fadu dalSich transportérti pro mineralni
ziviny (GeBler, Kopriva and Rennenberg, 2004; Nam ef al., 2012). Jak cytokininy ovliviiuji
diferenciaci apoplastickych bariér neni zatim prozkoumano. Dale Ize zminit strigolaktony,
které také ovlivnuji architekturu kofenového systému a zapojuji se v ptipadé¢ mykorrhiznich
vztahli (Umehara, 2011; Marzec, Muszynska and Gruszka, 2013), nebo kyselinu jasminovou

(Armengaud, Breitling and Amtmann, 2004).
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3. Metodika

V ramci diplomové prace bylo provedeno nékolik experimentd, jejichz cilem bylo
analyzovat vliv nedostatku zivin na diferenciaci apoplastickych bariér v kofenech, vyznam
této reakce a roli fytohormont v jeji regulaci. Diiraz byl kladen pfedevsim na blizsi vysvétleni
vyznamu lokalizované odpovédi kofenti na nedostatek zivin. Schopnost kofenti lokalizované
reagovat na nedostatek zivin zménou v rychlosti diferenciace apoplastickych bariér byla

popsana v predchozich experimentech (Namyslov, 2018; Namyslov et al., 2020).

3.1 Diferenciace exodermis a endodermis v reakci na deficienci Zivin,
distribuce Zivin v rostliné a zmény hladin fytohormoni u Zea mays L.

Tato ¢ast prace zahrnovala dva experimenty zaméiené na lokalizovanou reakci kotent
Zea mays na nedostatek zivin v rhizosfére. Konkrétn¢ byl v experimentu 1.1 testovan vliv
deficience dusiku, v experimentu 1.2 vliv deficience drasliku. Tyto prvky byly pro blizsi
analyzu vybrany na zakladé ptedchozich vysledkil jako dvé kontrastni situace, protoze kofeny
Zea mays vykazuji pii nedostatku dusiku zrychleni diferenciace apoplastickych bariér, pfi

nedostatku drasliku naopak zpomaleni (Namyslov, 2018; Namyslov ef al., 2020).

V obou experimentech byly rostliny péstovany v délené (split-root) kultufe a
podrobeny anatomické analyze kotend. Dale u nich byla provedena analyza hladin
fytohormoni v kofenech za ucelem vyhodnoceni jejich mozné regula¢ni role v lokalizované
odpovédi. V jednotlivych Castech rostlin byl také stanoven obsah nedostatkové Ziviny, coz
umoznilo zjistit, do jaké miry je deficientni prvek transportovan do ¢asti kofenového systému,
ktera je pfimo vystavena deficienci. To pfispéje k vyjasnéni platnosti hypotézy, ze je
zrychleni diferenciace apoplastickych bariér v kofenech pii deficienci nékterych makroprvki

prevenci uniku deficientniho prvku z kotent rostoucich v deficientni ¢asti pudy.

3.1.1 Experiment 1.1 — Lokalizovana reakce kofenového systému Zea mays L. pri
deficienci dusiku

3.1.1.1 Rostlinny material a kultivace rostlin

Jako rostlinny material byla pouzita Zea mays L. kultivar Cefran (Oseva Bzenec a.s.).
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Obilky kukufice byly nejprve namoceny na 30 minut do teplé vody a nasledné byly
proplachnuty od mofidla. Pro vykliceni byly obilky vysklddany na fotomisku vylozenou
mokrym filtra¢nim papirem do fadkid a byly piekryty dalsim mokrym papirem pro zabranéni
vysychani. Fotomiska byla pro lepsi orientaci rustu kofen postavena do Sikmé polohy a

uloZena do termostatu, kde byla za stalé teploty (26 °C) ponechana 72 hodin.

Po vyklic¢eni byly vybrany semenacky o podobné délce kotene (tj. kolem 3 cm) a byly
umistény na plovouci sitku do plastové nadoby o objemu 15 litrti pro pfedpéstovani. Jako
kultivacni roztok byl pouzit modifikovany roztok Hoagland 3 (Hoagland and Arnon, 1950),
zfedény na % a s ptidavkem mikroprvkl (Lastivka and Minat, 1967). SloZeni tohoto roztoku
(kontrolni roztok) je uvedeno v tabulce ¢. 1. Hladina byla pokryta mirelonovymi ustiizky pro
zamezeni ristu fas a do nddoby bylo zavedeno vzduchovéni. V této nddobé byly semenacky
ponechéany v kultivaéni mistnosti 48 hodin pfi konstantnich podminkach. Denni fotoperioda
trvala 16 hodin konstantniho ozafeni (PAR 400 pmol.m™2s™) a teplota byla 22 °C. No¢ni
perioda trvala 8 hodin a teplota byla 18 °C. Relativni vlhkost vzduchu byla v obou ptipadech
50-75 %.

Po dvoudennim predpéstovani byly rostliny vynaty znadoby a pro potieby délené
kultivace vyselektovany na jedince s piiblizné stejnou délkou adventivnich kotfent. Hlavni
koten byl odstranén niizkami. Délené nadoby byly celkem tii, kazdd o objemu 13 litrQ
(2x6,5), v ptlce rozdelené piepazkou. Jedna naddoba byla kontrolni (KONT/KONT), tj. v obou
polovinach byl kontrolni roztok o identickém sloZeni jako v pfedpéstovaci nddob&. Druha
nadoba byla d¢€lena, tj. v jedné poloving byl roztok kontrolni a v druhé roztok deficientni na N
(KONT/-N). Tteti nadoba byla deficientni, tj. v obou polovinach byl roztok N deficientni

(-N/-N). Slozeni kultivaéniho roztokt je uvedeno v tabulce €. 1.

Do -N roztoku nebyly dodany slou¢eniny Ca(NOs)2 . 4H20 a KNOs. Proto bylo nutno
dodat jiné slouceniny obsahujici Ca a K. Potfebnych 51 mg/l Ca bylo dodano ve formé& CaCl,
. H20. Potiebnych 48,8 mg/l K bylo dodano ve form¢ K>SOs.
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Makroprvky Kontrolni roztok N deficientni roztok K deficientni roztok
Ca(NOs), . 4H,0 295,5 0 4427

KNO; 126,5 0 0

KH>PO4 34 34 0

MgSO, . 7TH20 61,4 61,4 61,4

CaClz . 2H,O 0 162,1 0

K>S0O4 0 108,8 0

NaH,PO4 . 2H,0 0 0 38,7

Mikroprvky Kontrolni roztok N deficientni roztok K deficientni roztok
Fe citrat 5 5 5

H;BO4 0,715 0,715 0,715

MnCl, . 4H,O 0,453 0,453 0,453

ZnS04 0,056 0,056 0,056

(NH4)>M07024 0,019 0,019 0,019

CuSO4 0,020 0,020 0,020

Tabulka ¢. 1. SloZeni kultivacnich roztokii — kontrolniho, deficientniho na dusik a deficientniho na
draslik (mg/l).

Do kazdé nadoby bylo vlozeno 6 rostlin Zea mays s piiblizné stejnou délkou
adventivnich kotenil (okolo 5 cm) tak, Ze obilka byla poloZena na délici pfepazku, jeden
adventivni kofen byl ponofen do jedné Casti délené naddoby a druhy adventivni kofen byl
ponofen do druhé ¢asti délené nadoby (obr. ¢. 8). Obilky byly pfipevnény mirelonovymi
ustiizky pro zamezeni pohybu nebo jejich vypadnuti. Do vSech nadob (obou casti) bylo
zavedeno vzduchovani, aby se predesSlo ptipadné hypoxii. Takto byly rostliny péstovany 10
dni za dolévani destilované vody a za stejnych konstantnich podminek v kultiva¢ni mistnosti

jako v ptipad¢ jejich predpéstovani. Poté byly rostliny sklizeny, byla provedena anatomicka
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analyza kofenti a byly odebrany vzorky pro potitebu prvkové analyzy (obsahu dusiku a uhliku)

a fytohormonov¢ analyzy (viz dale).

Obrazek ¢. 8, prevzato a upraveno
z Namyslov et al. 2020

Schéma deélenych kultivaci, kontrolni
varianta (A), delena varianta (B),
deficientni varianta (C)
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3.1.2 Experiment 1.2 — Lokalizovana reakce kofenového systému Zea mays L. pri
deficienci drasliku

Cely experiment 1.2 byl proveden analogicky jako experiment 1.1 jen s tim rozdilem,
ze deficience dusiku v délenych kulturach byla nahrazena deficienci drasliku. Slozeni roztoku
deficientniho na draslik (-K) je uvedeno v tabulce €. 1. V -K roztoku nebyly pfitomny
slouc¢eniny KNO3 a KH2PO4. 17,5 mg/l N bylo dodano ve formé Ca(NO3), . 4H>O a 7,7 mg/l
P bylo dodéano ve forme¢ NaH,PO4 . 2H>O.

3.1.3 Anatomicka analyza kofeni z experimentu 1.1 a 1.2

Po deseti dnech kultivace byly kofeny odebrany, byla zmétena jejich délka a byly
ulozeny do 4% formaldehydu. K anatomické analyze bylo vybrano 5 reprezentativnich
kofentl, které¢ byly nafezany pomoci bfitvy a ru¢niho mikrotomu v pozici % (v nekterych
ptipadech v ) délky kotene od Spicky (obr. €. 9). Stupen diferenciace apoplastickych bariér
v kotenech byl detekovan pomoci histochemického barveni. Pro obarveni danych bunéénych
struktur v fezech byla pouzita barviva. Pro obarveni a detekci suberinovych lamel byla ¢ast
fezll ponofena na 60 minut do Sudan Red 7B (0,01 %) (Brundrett, Kendrick and Peterson,
1991) a nasledné opléachnuta 1% SDS (sodiumdodecylsulfat) a destilovanou vodou. Barvici

roztok Sudan Red 7B byl pfipraven dle (Soukup, 2014). Pro obarveni a naslednou detekci
38



lignifikovanych Casparyho prouzkl byla ¢ast fezi ponofena na 60 minut do roztoku berberin
hemisulfatu (0,1 % aq.) (Brundrett, Enstone and Peterson, 1988), poté 10 minut dobarvena
gencianovou violeti (0,05 % aq.) a nakonec oplachnuta destilovanou vodou. Timto zpiisobem

nabarvené fezy byly montovany do 65% glycerolu na podloznich skli¢kach.

Obrazek ¢. 9, prevzato a
upraveno z Namyslov et
al. 2020

Schéma Fezanych pozic
korene.

Rezy byly pozorovany mikroskopem Olympus BX51 vybavenym filtrem UV
Olympus U-MWU a foceny digitalni kamerou Apogee U4000. Ma pozornost byla upfena na
Casparyho prouzky a suberinové lamely nejprve v endodermalni a v exodermalni vrstvé. Dle
stupné diferenciace jsem jednotlivé vzorky zatazoval do 5 kategorii, které charakterizovaly
ptiblizny pocet bunck s vyvinutymi Casparyho prouzky nebo suberinovymi lamelami v ramci

dané vrstvy, tj. endodermis nebo exodermis (tabulka €. 2).

Kategorie

0 zadné buniky dané vrstvy neobsahovaly detekovatelné CP nebo SL

I priblizné 25 % bunék s vyvinutymi CP nebo SL v ramci dané vrstvy
II priblizné 50 % bunék s vyvinutymi CP nebo SL v ramci dané vrstvy
I priblizne 75 % bunék s vyvinutymi CP nebo SL v ramci dané vrstvy
v vSechny buriky dané vrstvy obsahovaly CP nebo SL

Tabulka ¢. 2. 5 kategorii popisujicich rozsah diferenciace Casparyho prouzkii nebo suberinovych
lamel v exodermalni nebo endodermalni vrstve.
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3.1.4 Analyzy obsahu dusiku a drasliku v su$iné z experimentu 1.1 a 1.2

Pro sledovani retranslokace mineralni ziviny mezi kontrolni a deficientni casti
kotfenového systému u rostlin v délenych (split-root) kultivacich byl proveden odbér vzorka
rostlinné biomasy, jejich homogenizace a odeslani na prvkovou analyzu vzdy toho
mineralniho prvku, ktery byl v deficienci (tedy dusik a draslik). Kofeny a pryty rostlin byly
vysuseny (pii teplot¢ 60 °C), zvazeny a nasledné¢ homogenizovany v homogenizacnim
mlynku (Retsch MM301). Do kovovych patron byl umistén vzorek spolu s kovovymi
kulickami a byl homogenizovdn 5 minut. Patrona byla pfed umisténim dal$iho vzorku

vyplachnuta ethanolem, destilovanou vodou a vytiena do sucha.

Zhomogenizované vzorky zexperimentu 1.1 byly nasledné odeslany do VURV
(Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i) za Gcelem provedeni analyzy obsahu dusiku a
uhliku ve spolupraci s RNDr. Ivanou Raimanovou, Ph.D. z Laboratofe produk¢ni fyziologie a
vyzivy rostlin VURV. Konkrétng se jednalo o vzorky 4 prytdi zkontrolni varianty
(KONT/KONT), deficientni varianty (-N/-N), 1 dé€lené varianty (KONT/-N). Co se tyce
kotfentl, byly odeslany vzorky 4 kofenl z kontrolni (KONT/KONT), i deficientni varianty (-
N/-N) a 8 kotenti z délené varianty (KONT/-N), tzn. 4 kotfeny kontrolni (KONT/-N KONT) a
4 koteny deficientni na dusik (KONT/-N -N). Analyza obsahu C a N v biomase byla
provedena na elementarnim analyzatoru Vario PYROcube (Elementar Analysensysteme

GmbH, Germany).

Za ucelem analyzy obsahu drasliku u materidlu zexperimentu 1.2 byly vzorky
odeslany do Laboratofe plamenové atomové absorpéni spektrometrie Geologického Ustavu
PiF UK. Konkrétné se jednalo o vzorky 5 prytd z kontrolni varianty (KONT/KONT), 5 pryta
z deficientni varianty (-K/-K) a 5 pryta z délené varianty (KONT/-K). Co se tyce kotena, byly
odeslany vzorky 5 kofenl zkontrolni varianty (KONT/KONT), 5 kotfenli z deficientni
varianty (-K/-K) a 10 kofenli z délené varianty (KONT/-K), tzn. 5 kotfenli kontrolnich
(KONT) a 5 kotent deficientnich na draslik (-K). Analyza obsahu drasliku byla provedena
atomovou absorpcni spektrometrii na pfistroji SpectrAA 280 FS (Varian, Palo Alto, CA,
USA).
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3.1.5 Analyza obsahu fytohormont v koienech rostlin z experimentu 1.1 a 1.2

Pro sledovani hladin jednotlivych fytohormon v kotfenech v riznych variantich
délenych kultivaci z experimentii 1.1 a 1.2 byly odebrany vzorky, které byly nasledné
podrobeny fytohormonové analyze na UEB AV CR (Ustavu experimentalni botaniky
Akademie véd Ceské republiky) a byly vyhodnoceny ve spolupraci s doc. RNDr. Radomirou
Vatikovou, CSc. z Laboratotfe hormonélnich regulaci rostlin. Fytohormony byly extrahovany
smési metanolu, vody a kyseliny mravenci (Ivanov Dobrev and Kaminek, 2002; Dobrev and
Vankova, 2012; Djilianov et al., 2013) a analyzovany kapalnou chromatografii za pomoci

Ultimate 3000, Dionex a 3200 Q TRAP (Prerostova et al., 2020).

Pro analyzu byly odebirany apikalni ¢asti kofene vzdy do pozice 1/6 délky kotene od
Spicky, ale Spicka kotfene (segment v délce 1 cm) byla odstranéna. Takto byla odebrana ¢ést
kotene, kde by mohly byt zaznamendny rozdily v hladinidch fytohormoni souvisejici
s rozdilnou rychlosti diferenciace apoplastickych bariér, protoze jiz v 1/6 kofene je patrny
rozdil ve stupni diferenciace v zavislosti na dostupnosti zivin (Namyslov, 2018; Namyslov et
al., 2020). Rostlinny materidl byl béhem odbéru rychle zvazen, okamzité vlozen do tekutého

dusiku, zmrazen a nasledné uchovavan pii teploté -80 °C.

V experimentu 1.1 byly takto analyzovany segmenty 3 kofenli z kontrolni
(KONT/KONT) a deficientni varianty (-N/-N) a 6 kotfenli z délené varianty (KONT/-N), tzn.
3 segmenty KONT/-N -N kofent a 3 segmenty KONT/-N KONT kofenti. V experimentu 1.2
byly takto analyzovany segmenty 3 koteni z kontrolni (KONT/KONT) a deficientni varianty
(-K/-K) a 6 koftenil z délené varianty (KONT/-K), tzn. 3 segmenty KONT/-K -K kotent a 3
segmenty KONT/-K KONT kotend.

3.1.6 Statistické vyhodnoceni experimentu 1.1 a 1.2

Data byla vyhodnocena pomoci statistického programu NCSS 9 (Hintze, J. 2013.
NCSS, LLC. Kaysville, UT, USA). Signifikantni rozdily mezi variantami byly hodnoceny
Analyzou variance (One-way ANOVA) a Kruskal-Wallis multiple comparison testem nebo
Tukey-Kramer multiple comparison testem, vzdy po kontrole splnéni pfedpokladi testu.
Analyza korelaci byla provedena pomoci Correlation matrix a ve vysledcich jsou uvedeny

hodnoty Pearsonova korela¢niho koeficientu.
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3.2 Analyza lokalizované odpovédi exodermis a endodermis na riznou
dostupnost Zivin u dalSich rostlinnych druhi

V této casti prace bylo testovano, zda lokalizovanou zménu v rychlosti diferenciace
apoplastickych bariér v kofenech v odpovédi na lokaln€ puisobici deficienci zivin lze kromé
Zea mays pozorovat i u jinych rostlinnych druhd. Tyto vysledky pomohou odpovédét na
otazku, jak vyznamna je tato reakce kofenti pro celkovou efektivitu kofenového systému

v pfijmu Zivin z heterogenniho piidniho prosttedi.

3.2.1 Experiment 2 — Lokalizovana reakce koienového systému vybranych druhu celedi
Poaceae na deficienci dusiku

3.2.1.1 Rostlinny material a kultivace rostlin

Pro tento experiment byly vybrany tfi druhy ¢eledi Poaceae, konkrétné jeCmen sety
Hordeum vulgare L. (kultivar Bojos), oves sety Avena sativa L. a ¢irok dvoubarevny

Sorghum bicolor (L.) Moench (kultivar Ruzrok).

Vsechny tfi druhy byly kultivovany v délené kultufe (split-root) se stejnym

usporadanim jako kukufice v experimentu 1.1.

V ptipadé¢ Hordeum vulgare byly obilky namoceny do teplé vody a poté byly
vyskladany na mokrym filtracnim papirem vylozenou Petriho misku. Obilky byly piekryty
dal$im mokrym filtraénim papirem a ptiklopeny druhou polovinou Petriho misky. Miska byla
postavena do Sikmé polohy a uloZena na temné misto, vzhledem k lepsi klicivosti Hordeum
vulgare ve tmé&. U jeCmene byla vzhledem k dobré kli¢ivosti a rychlému rlstu vynechéna faze
dvoudenniho ptfedpéstovani v plastovych nadobach s kontrolnim roztokem jako tomu bylo u

obilek Zea mays.

Kli¢ni rostliny byly vybrany podle pfiblizné stejné délky adventivnich kofent a
pestovany po dobu 10 dni stejnym zpisobem jako Zea mays v experimentu 1.1, tj. ve tfech
délenych nadobach s variantou kontrolni (KONT/KONT), deficientni (-N/-N) a délenou
(KONT/-N) (obr. €. 10 a 11). Vzhledem k tomu, zZe odebrané koteny 10 dni starych rostlin

nemély viibec diferencovanou exodermis, byla nésledné provedena druha kultivace.

Druhéd kultivace je¢mene probihala ve tfech délenych nadobich pouze v déleném
uspotadani (KONT/-N), odbér kotenli pro anatomickou analyzu byl z jednotlivych nadob
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naplanovan po 14, 21 a 28 dnech. Vzdy po tydnu byl vyménén kultivacni roztok. Pribézné
byly u téchto rostlin odstraiovany nové se objevujici adventivni kofeny, aby bylo mozno
hodnotit srovnateln¢ staré koteny, které byly podminkédm kultivace vystaveny po celou dobu.
Sklizeny byly pouze kofeny po 14 a 21 dnech, kofeny po 28 dnech nebylo mozné sklidit
z divodu masivniho ristu kofenového systému a nemoznosti jednotlivé kofeny uspokojive

oddé¢lit.

Klic¢eni obilek Avena sativa probihalo stejné, jako v ptipadé¢ Hordeum vulgare, tedy
byla vynechdna fize dvoudenniho piedpéstovani v plastovych nadobach s kontrolnim
roztokem jako tomu bylo u obilek Zea mays. Desetidenni kultivace v délenych nddobach méla
stejné uspotradani jako v piipadé¢ druhé kultivace je¢mene, tedy pouze ve varianté délené

(KONT/-N).

Petriho misky s obilkami Sorghum bicolor kultivar Ruzrok byly umistény do
termostatu, kde kli¢ily pfi teplot¢ 26 °C, byla vynechana fize dvoudenniho pfedpéstovani
v plastovych nadobéch s kontrolnim roztokem a nésledné probihala desetidenni kultivace
(obr. €. 12) stejnym zptisobem, ve varianté¢ délené (KONT/-N), jako v ptipad¢ druhé kultivace

je¢mene a kultivace ovsa.

3.2.1.2 Anatomicka analyza kofeni
Anatomickd analyza probihala stejnym zplsobem jako v experimentu 1.1 a 1.2. Pfi

nedetekovanych rozdilech v pozici 3/4 od kofenové Spicky byly provedeny jesté fezy v pozici

7/8 od kotenové Spicky.

3.2.1.3 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni probihalo stejnym zplsobem jako v experimentu 1.1 a 1.2.
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Obrazky ¢. 10, 11 a 12. Fotografie usporadani délenych kultivaci Hordeum vulgare (10 a 11) a
Sorghum bicolor (12). Nadoby s prepdazkou uprostied pro umoznéni jejich rozdéleni na dvé
poloviny.

3.3 Vliv externé dodanych fytohormoni na diferenciaci apoplastickych
bariér v kofenovém systému Zea mays L.

Cilem této casti prace bylo testovat vliv vybranych fytohormonli na postup
diferenciace endodermis a exodermis v kofenech kukufice a doplnit tak vysledky
fytohormonové analyzy provedené v experimentu 1.1 a 1.2. Fytohormony byly ptfidany do

kultivaéniho média hydroponicky péstovanych semenackt kukuiice vzdy na dobu tfi dnti.

3.3.1 Experiment 3 — Analyza vlivu ABA, BAP, NAA a ACC na kofenovy systém Zea
mays L.

3.3.1.1 Rostlinny material a kultivace rostlin

Semena Zea mays L. (cv. Cefran) byla nakli¢ena a ndsledné piedpéstovana v 15 litrové
nadob¢ stejnym zplsobem jako v ptfipad¢ experimentu 1.1 a 1.2. Nasledn¢ byli vybrani
reprezentativni jedinci o priblizné stejné délce hlavniho kofene a umisténi do kultivacnich
nadob o objemu 5,5 litru s kultivaénim roztokem o slozZeni odpovidajicim kontrolni varianté
(tabulka ¢. 1). Tyto naddoby byly opatieny vzduchovanim a plovouci sitkou, do které byly
rostliny umistény do fady po 8 (obr. €. 13 a 14). Na hladinu byly opét nasypany mirelonové
ustfizky pro zamezeni ristu fas. V prvni nadob¢ nebyl zadny ptidavek fytohormonu (kontrolni

varianta), v nasledujicich byl vzdy fytohormon pfidan v definované koncentraci.
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Bylo pouzito vzdy n¢kolik koncentraci dané¢ho fytohormonu, a to pfedevsim proto, ze
prilis silnd koncentrace mtize inhibovat riist kofene a vysledky z anatomické analyzy
apoplastickych bariér by tak byly zkreslené. Snaha byla vzdy najit takovou koncentraci, ktera
jesté nepusobi prilis inhibi¢né na rist kofene. Pouzité koncentrace jsou uvedeny v tabulce €.
3. Fytohormony byly do kultiva¢nich roztokti aplikovany ze zasobnich roztokti (ABA, BAP a
NAA byly pfi ptipravé zasobniho roztoku rozpustény v 1nM NaOH, ACC v destilované
vode). Vzhledem k tomu, Ze n¢které zasobni roztoky fytohormont ovlivnily pH kultiva¢niho
roztoku, muselo byt pH kontrolovano a vzdy bylo upraveno pomoci 1M HCI nebo 1M KOH,
aby bylo stejné s kontrolni variantou bez piidavku fytohormonu. Takto byly rostliny

péstovany 72 hodin, poté byly sklizeny.

Fytohormon | Koncentrace pouzité v kultiva¢nich roztocich (nM)
ABA 0; 250; 500; 750; 1000

BAP 0;0,1;0,5;1;2;3;4:5

NAA 0;2,5;5;7,5;10; 15; 20; 25; 50; 80; 100; 500
ACC 0; 80; 125; 250; 500; 750; 1000; 2000

Tabulka ¢. 3. Koncentrace fytohormonii pridavanych do hydroponickych kultivaci Zea mays (v nM).

3.3.1.2 Anatomicka analyza

Anatomicka analyza probihala stejnym zplsobem jako v pfipadé experimentu 1.1 a

1.2. Diferenciace apoplastickych bariér byla analyzovana v pozici 3/4 od kotenové Spicky.

3.3.1.3 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni probihalo stejnym zptsobem jako u experimentu 1.1 a 1.2.
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Obrazky ¢. 13 a 14. Hydroponické kultivace Zea mays s rozdilnymi koncentracemi fytohormonii
v roztoku.
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4. Vysledky

4.1 Experiment 1.1 a 1.2 — Diferenciace exodermis a endodermis v reakci na
riznou dostupnost Zivin, distribuce Zivin v rostliné a zmény hladin
fytohormonii u Zea mays L.

Jak jiz bylo feceno v tvodu a metodice, cilem této ¢asti experimentl bylo pfispét k
vysvétleni vyznamu lokalizované odpovédi kofenového systému (konkrétné lokalizované
zmény v rychlosti diferenciace apoplastickych bariér) na rozdilnou dostupnost mineralnich

zivin a analyza role fytohormont v regulaci této odpovédi.

V té€chto experimentech byly rostliny Zea mays péstovany 10 dni ve tfech variantich
délenych kultivaci. V experimentu 1.1 ve varianté kontrolni (KONT/KONT), deficientni na
dusik (-N/-N) a d¢lené (KONT/-N). V experimentu 1.2 ve variant¢ kontrolni
(KONT/KONT), deficientni na draslik (-K/-K) a délené¢ (KONT/-K).

4.1.1 Riist rostlin Zea mays L. pri deficienci dusiku a drasliku

4.1.1.1 Délky korenii, obsah vody a hmotnosti suSiny pryta

Kofteny rostlin v experimentu 1.1 byly po 10 dnech kultivace signifikantné nejdelsi
v deficientni varianté (-N/-N) oproti variantam ostatnim (graf ¢. 1). Primérna délka kotend
v deficientni varianté (-N/-N) byla 63,3 cm, ve varianté¢ kontrolni (KONT/KONT) 47,7 cm.
Nevétvené apikalni casti kofenli byly opét nejdelsi u varianty deficientni (-N/-N), kterd se
signifikantné liSila od ostatnich variant (graf ¢. 3). Primérna délka nevétvené casti kofenti u
deficientni varianty (-N/-N) byla 17,7 cm, u varianty kontrolni (KONT/KONT) jen 6,9 cm. U
délené varianty (KONT/-N) se kofen kontrolni (KONT/-N KONT) a kofen deficientni

(KONT/-N -N) v celkové délce ani délce nevétvené Casti nelisily.

V experimentu 1.2 byly mezi jednotlivymi variantami také rozdily. Nejdelsi kofeny
byly pozorovany u kotfent deficientnich v délené variantné (KONT/-K -K), jejichz primérna
délka byla 55,8 cm a signifikantné se tak liSily od vSech ostatnich variant (graf ¢. 2).
Nevétvené ¢asti byly vtomto experimentu pramérné nejdelSi ve varianté kontrolni
(KONT/KONT), kde se délka pohybovala okolo 9,3 cm a v kofenech deficientnich v délené

variant¢ (KONT/-K -K) s délkou 13 cm (graf €. 4).
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Grafy 1-4. Délka korenii a délka jejich apikalnich nevétvenych casti u Zea mays v experimentu 1.1
(grafy ¢. 1 a3)al.2 (grafyc. 2ad).

Barvy v grafu odpovidaji barevnému usporadani délenych kultivaci na obr. ¢. 8 (str. 38). Kontrolni
varianta (KONT/KONT) znazornena bilou barvou, kontrolni koven delené varianty (KONT/-N
KONT) v pripade experimentu 1.1 a (KONT/-K KONT) v pripadé experimentu 1.2 zndzornén
Zlutou barvou, deficientni koren délené varianty (KONT/-N -N) nebo (KONT/-K -K) zndzornén
Cervenou barvou, deficientni varianta (-N/-N) nebo (-K/-K) zndzornéna ¢ernou barvou.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, p <0,05, n = 6-12, chybové usecky = stiedni chyby
priumeru (SE).

Cvwr

deficientni (-N/-N), a to 0,14 g. Naopak varianta kontrolni (KONT/KONT) a varianta délena
(KONT/-N) se od sebe signifikantné nelisily (graf €. 5) a hmotnost suSiny u nich byla 0,32 a
0,27 g. Primérny obsah vody v prytech se v jednotlivych variantdch v experimentu 1.1

signifikantné nelisil (graf ¢. 7) a pohyboval se v rozmezi od 94-95 %.

Primérna hmotnost suSiny se v experimentu 1.2 signifikantné liSila mezi vSemi

variantami (graf ¢. 6). Nejvétsi (0,51 g) byla detekovéna u varianty délené (KONT/-N).

cvwvr

varianty (graf ¢. 8). Nejvyssi obsah vody (94,93 %) byl detekovan u varianty kontrolni
(KONT/KONT), nejnizsi (89,95 %) u varianty deficientni (-K/-K).
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Grafy ¢. 5-8. Délka korenii a délka jejich apikadlnich nevétvenych casti u Zea mays v experimentu
1.1 (grafyc. 1a3)al2(grafyc. 2 a4).

Barvy v grafu odpovidaji barevnému usporadani delenych kultivaci na obr. ¢. 8 (str. 38). Kontrolni
varianta (KONT/KONT) zndzornéna bilou barvou, kontrolni koren délené varianty (KONT/-N
KONT) v pripade experimentu 1.1 a (KONT/-K KONT) v pripadé experimentu 1.2 zndzornén Zlutou
barvou, deficientni koren delené varianty (KONT/-N -N) nebo (KONT/-K -K) zndzornén cCervenou
barvou, deficientni varianta (-N/-N) nebo (-K/-K) znazornéna cernou barvou.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, p <0,05, n = 6-12, chybové usecky = stiedni chyby
priimeru (SE).

4.1.1.2 Analyza obsahu dusiku a drasliku v biomase rostlin

Z vysledki prvkové analyzy v experimentu 1.1 vyplyvd, Ze varianta deficientni
(-N/-N) méla obsah dusiku v susin¢ pryti signifikantn¢ nizsi nez ostatni varianty (graf ¢. 9).
Bylo zde detekovano pouze 1,49 % dusiku. Oproti tomu ve variant¢ kontrolni
(KONT/KONT) 5,03 % a ve varianté délené¢ (KONT/-N) 4,87 % dusiku. Tyto dvé varianty se

navzajem neliSily (graf €. 9).
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V kotenech byl nejvyssi obsah dusiku detekovan u varianty kontrolni (KONT/KONT)
3,82 % a u kotenil kontrolnich ve varianté délené (KONT/-N KONT) 4,24 %. Signifikantn¢ se
od sebe tyto dvé varianty neliily (graf ¢. 10). Podstatné méné dusiku (1,56 %) bylo
detekovano v kofenech deficientnich v délené varianté¢ (KONT/-N -N), signifikantné se tato

varianta neliSila od varianty deficientni (-N/-N), kde byl obsah 1,1 %.

Obsah dusiku v prytech 10 Obsah dusiku v koFfenech

- >

B

% B
B
N .
0%

KONT/KONT KONT/-N N/-N KONT/KONT KONT/-N KONT KONT/-N -N N/-N

Grafy ¢. 9 a 10. Primérny obsah dusiku (% suché hmotnosti) v prytech a korenech rostlin
z experimentu 1.1.

Barvy v grafu odpovidaji barevnému usporadani deélenych kultivaci na obr. ¢. 8 (str. 38). Kontrolni
varianta (KONT/KONT) zndzornéna bilou barvou, kontrolni koren délené varianty (KONT/-N
KONT) znazornén zlutou barvou, deficientni koren délené varianty (KONT/-N -N) zndzornen
Cervenou barvou, deficientni varianta (-N/-N) zndzornéna cernou barvou.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, p <0,05, n = 4, chybové usecky = stiedni chyby priiméru
(SE).

Pomér C/N byl v ptipadé prytl i kofend signifikantné nejvyssi u deficientni varianty
(-N/-N) (grafy ¢. 11 a 12). Signifikantni rozdil byl tedy i mezi kofenem deficientnim v délené
varianté (KONT/-N -N), kde byl pomér C/N 29,16, a kofenem z varianty deficientni (-N/-N),
kde byl pomér C/N 40,76. Z téchto vysledki vyplyva, Ze v pripadé¢ d€lené varianty
(KONT/-N) dochézi k ¢astecné retranslokaci dusiku z kotent kontrolnich (KONT/-N KONT)
do kotent deficientnich (KONT/-N -N).
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Grafy ¢. 11 a 12. Pomér C/N v prytech a korenech rostlin z experimentu 1.1.

Barvy v grafu odpovidaji barevnému usporadani délenych kultivaci na obr. ¢. 8 (str. 38). Kontrolni
varianta (KONT/KONT) zndzornéna bilou barvou, kontrolni koren délené varianty (KONT/-N
KONT) znazornén Zlutou barvou, deficientni koren délené varianty (KONT/-N -N) zndzornén
Cervenou barvou, deficientni varianta (-N/-N) zndzornéna ¢ernou barvou.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, p <0,05, n = 4, chybové usecky = stredni chyby priuméru
(SE).

Z vysledkil analyzy obsahu drasliku v biomase rostlin v experimentu 1.2 vyplyva, ze
na rozdil od obsahu dusiku v prytech z experimentu 1.1 se primérny obsah drasliku v prytech
signifikantné 1i$il mezi v§emi variantami (graf ¢. 13). Nejvyssi obsah (7,61 %) byl detekovan

u varianty kontrolni (KONT/KONT), nejnizsi (0,55 %) u varianty deficientni (-K/-K).

Obsah drasliku v kotenech byl nejvyssi u varianty kontrolni (KONT/KONT),
tj. 3,56 % a u kotene kontrolniho v dé€lené varianté (KONT/-K KONT), tj. 3,69 %.
Signifikantné se tyto dve varianty od sebe nelisily (graf ¢. 14). U varianty deficientni (-K/-K)
byl detekovan nejnizsi primérny obsah drasliku v kotfenech, a to jen 0,45 %. Signifikantné se
od této varianty neliSil v primérném obsahu drasliku kofen deficientni v délené kultute
(KONT/-K -K), ktery obsahoval okolo 1 % drasliku. Retranslokace drasliku v délené varianté
(KONT/-K) mezi kofenem kontrolnim (KONT/-K KONT) a kofenem deficientnim
(KONT/-K -K) byla tedy pomérné mala.
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13 Obsah drasliku v prytech 14 Obsah drasliku v koFfenech
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Grafy ¢. 13 a 14. Prumeérny obsah drasliku (% suché hmotnosti) v prytech a korenech rostlin
z experimentu 1.2.

Barvy v grafu odpovidaji barevnému usporadani delenych kultivaci na obr. ¢. 8 (str. 38). Kontrolni
varianta (KONT/KONT) zndzornéna bilou barvou, kontrolni koren délené varianty (KONT/-K
KONT) znazornén Zlutou barvou, deficientni koren délené varianty (KONT/-K -K) zndzornén
Cervenou barvou, deficientni varianta (-K/-K) zndzornéna cernou barvou.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, p <0,05, n = 5, chybové usecky = stredni chyby priiméru
(SE).

4.1.1.3 Anatomicka analyza kofeni

Kofeny z experimentu 1.1 byly fezdny v pozici 1/6 od kotenové Spicky, kde se jiz
deficience dusiku na diferenciaci apoplastickych bariér projevuje (Namyslov et al., 2020).
Vysledky potvrzuji zavéry prace (Namyslov ef al., 2020), kofenovy systém Zea mays reaguje
lokalizovanym urychlenim diferenciace bariér v reakci na deficienci dusiku. Endodermalni
Casparyho prouzky byly pln€ vyvinuty ve vSech variantach (graf ¢. 15). Suberinové lamely
v endodermalni vrstvé nebyly detekovany v kontrolni variant¢ (KONT/KONT) a v kotenech
kontrolnich v délené¢ variant¢ (KONT/-N KONT). Kofen kontrolni v délené varianté
(KONT/-N KONT) se tak signifikantné liSil od deficientniho kotfene stejné rostliny
(KONT/-N -N), kde jiz suberinové lamely detekované byly (graf ¢. 16). Nejvétsi vyskyt byl
pozorovan u deficientni varianty (-N/-N). V exodermalni vrstvé byly Casparyho prouzky i
suberinové lamely detekovany v nejvysSSim poctu u kotene deficientniho v délené varianté
(KONT/-N -N) a ve varianté¢ deficientni (-N/-N) a liSily se tak od varianty kontrolni
(KONT/KONT) a kotene kontrolniho v délené varianté (KONT/-N KONT) (grafy ¢. 17 a 18).
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Grafy ¢. 15-18 Prumérné kategorie vyvoje apoplastickych bariér v korenech Zea mays
z experimentu 1.1 péstovanych ve split-root kultivaci. Bariéry analyzovany v pozici 1/6 od
korenove spicky. Kategorie: 0 (Zadné CP nebo SL), 1 (<30 % bunék s CP nebo SL), 2 (50 % bunék
s CP nebo SL), 3 (>70 % bunek s CP nebo SL), 4 (100 % bunek s CP nebo SL).

Barvy v grafu odpovidaji barevnému usporadani delenych kultivaci na obr. ¢. 8 (str. 38). Kontrolni
varianta (KONT/KONT) zndazornéna bilou barvou, kontrolni koren délené varianty (KONT/-N
KONT) znazornen zlutou barvou, deficientni koren délené varianty (KONT/-N -N) zndzornén
Cervenou barvou, deficientni varianta (-N/-N) zndzornéna cernou barvou.

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 6, chybové usecky = stredni
chyby priumeru (SE).

Kofeny z experimentu 1.2 byly fezany v pozici 3/4 od kotfenové $picky a to proto, Ze
deficience drasliku diferenciaci apoplastickych bariér zpomaluje (Namyslov et al., 2020).
V pozici 1/6 od kotfenové Spicky by nebylo mozné detekovat zddné modifikace bunécnych
stén v exodermdlni vrstvé a neSlo by varianty porovnat. Vysledky opét potvrzuji zavéry
zprace (Namyslov et al.,, 2020), kofenovy systém reaguje lokalizovanym zpomalenim
diferenciace apoplastickych bariér pti ptisobeni deficience drasliku. Endodermalni Casparyho
prouzky byly detekovany ve vSech variantach (graf ¢. 19). Ve vyskytu suberinovych lamel
v endodermis se od sebe jednotlivé varianty liSily, rozdily vSak nebyly signifikantni

(graf ¢. 20). V exodermalni vrstvé se od sebe v poctu Casparyho prouzkl odliSovaly kotfeny
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v délené variant¢ (KONT/-K), rozdil vSak nebyl signifikantni. Od ostatnich se signifikantné
odliSovala pouze varianta deficientni (-K/-K), u které byl detekovan nejmensi pocet
Casparyho prouzka (graf ¢. 21). Podobna situace byla pozorovana i u suberinovych lamel

v exodermis (graf €. 22).
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Grafy ¢. 19-22 Prumérné kategorie vyvoje apoplastickych bariér v korenech Zea mays
z experimentu 1.2 péstovanych ve split-root kultivaci. Bariér analyzovany v pozici 3/4 od korenové
spicky. Kategorie: 0 (Zadnée CP nebo SL), 1 (<30 % bunék s CP nebo SL), 2 (50 % bunek s CP
nebo SL), 3 (>70 % bunék s CP nebo SL), 4 (100 % bunék s CP nebo SL).

Barvy v grafu odpovidaji barevnému usporadani delenych kultivaci na obr. ¢. 8 (str. 38). Kontrolni
varianta (KONT/KONT) zndzornéna bilou barvou, kontrolni koren délené varianty (KONT/-K
KONT) znazornen zlutou barvou, deficientni koren délené varianty (KONT/-K -K) zndzornén
Cervenou barvou, deficientni varianta (-K/-K) zndzornéna cernou barvou.

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 6, chybové usecky = stiedni
chyby primeéru (SE).

Tato anatomicka analyza byla provedena za ucelem ovéfeni lokalizované odpovéedi
apoplastickych bariér na deficienci mineralnich Zivin v kofenech Zea mays. Pfedev§im vSak
proto, aby mohl byt stupenn diferenciace bariér korelovan s vysledky prvkovych a

fytohormonovych analyz.
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4.1.1.4 Fytohormonova analyza koreni

Hladiny jednotlivych fytohormonti byly méfeny v segmentech kotfenli z experimentu
I.1al.2.

V kotenech rostlin z experimentu 1.1 byly signifikantné rozdilné hladiny kyseliny
jasmonové (JA), kyseliny indol-3-octové (IAA) a kyseliny abscisové (ABA). Nejvyssi hladina
ABA byla detekovdna v obou kotenech délené varianty (KONT/-N) a v deficientni varianté
(-N/-N), signifikantn¢ se tyto varianty liSily od wvarianty kontrolni (KONT/KONT)
(graf €. 23). Stejny trend byl pozorovan také v piipadé IAA, nejnizsi hladina byla detekovana
u kontrolni varianty (KONT/KONT) a signifikantn¢ se tak liSila od variant ostatnich
(graf ¢. 24). Hladina kyseliny jasmonové byla nejvyssi v deficientnim kofeni z délené varianty
(KONT/-N -N), ktery se vsak nelisil od kofene kontrolniho z této varianty (KONT/-N KONT)
(graf ¢. 25). Hladiny kyseliny 1-aminocyklopropan-1-karboxylova (ACC), kyseliny salicylové
(SA), a cis-zeatinu (cZ) + trans-zeatinu (tZ) se mezi jednotlivymi variantami ve svych

hladinach signifikantné nelisily (grafy ¢. 26-28, tabulky ¢. 4 a 5).

N
w

Kyselina abscisova (ABA) 24 Indol-3-octova kyselina (I1AA)

~
g

B
] B B 350

-
o

300

o
®

I B
= =2 250
D12 )
& = 200 A
[=] [=]
9 A
E E
s [ & 150

@

100

w

50

o
o

KONT/KONT KONT/-N KONT KONT/-N -N N/-N KONT/KONT KONT/-N KONT KONT/-N -N -N/-N

N
9}

Kyselina jasmonova (JA) 26 Kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylova (ACC)

w
o
o

1400
B

w
=1
=1

1200 A

~N
o

=

2]

1000

™~
=}
=}

800

pmol/gDW
8
pmol/gDW
@
8
p-3

.
o
=1
B
=}
a
—

AC
A

I

w
=}
[}
=}
=}

o
o

KONT/KONT KONT/-N KONT KONT/-N -N -N/-N KONT/KONT KONT/-N KONT KONT/-N -N -N/-N

55



27 28

Kyselina salicylova (SA) cis-zeatin (cZ) + trans-zeatin (tZ)

1200

1000 A -
20
A

800
2 A =
2 215
2 600 =
Q o
£ E 10
2 400 o

_|
-
—

A
A
200 ’ -
0 0
KONT/KONT ~ KONT/-NKONT  KONT/-N-N N/-N KONT/KONT ~ KONT/-N KONT KONT/-N -N N/-N

Grafy ¢. 22-28. Hladiny fytohormonit (pmol/gDW) v korenech rostlin Zea mays z experimentu 1.1.

Barvy v grafu odpovidaji barevnému usporadani délenych kultivaci na obr. ¢. 8 (str. 38). Kontrolni
varianta  (KONT/KONT) znazornéna bilou barvou, kontrolni koren délené varianty
(KONT/-N KONT) znazornén Zlutou barvou, deficientni koren délené varianty (KONT/-N -N)
znazornén cervenou barvou, deficientni varianta (-N/-N) zndzornéna cernou barvou.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, p <0,05, n = 3, chybové usecky = stredni chyby priméru
(SE).

V kotenech rostlin z experimentu 1.2 byla situace rozdilna. Signifikantni rozdily mezi
variantami byly detekovany pouze v pfipadé AAC, nejvyssi hladina byla signifikantné
nejvyssi u varianty deficientni (-K/-K) (graf ¢. 32). U ostatnich fytohormoni byly hladiny

mezi jednotlivymi variantami rizné, nelisily se vSak signifikantné (graf 29-31, 33, 34, tabulky
¢.4a0).
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Grafy ¢. 29-34. Hladiny fytohormonii (pmol/gDW) v kovenech rostlin Zea mays z experimentu 1.2.

Barvy v grafu odpovidaji barevnému usporadani deélenych kultivaci na obr. ¢. 8 (str. 38). Kontrolni
varianta (KONT/KONT) zndzornéna bilou barvou, kontrolni koren délené varianty (KONT/-K
KONT) znazornén zlutou barvou, deficientni koren délené varianty (KONT/-K -K) znazornén
Cervenou barvou, deficientni varianta (-K/-K) zndzornéna cernou barvou.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, p <0,05, n = 3, chybové usecky = stredni chyby priumeéru
(SE).

V experimentu 1.1 byly detekovany vétsi rozdily mezi hladinami fytohormonti mezi
variantami. U experimentu 1.2 se od sebe varianty liSily pouze u ethylenu.

Kompletni piehled métenych fytohormond, jejich prekurzorti a metabolitl je uveden
v tabulce ¢. 4. Konkrétni namétfené hodnoty jsou v ptipadé experimentu 1.1 v tabulce €. 5,

v pfipadé experimentu 1.2 v tabulce €. 6.
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Zkratka Néazev Aktivita

ABA kyselina abscisova bioaktivni hormon
DPA kyselina dihydrofazeova metabolit ABA

PA kyselina fazeova metabolit ABA
90H-ABA 9-hydroxy-ABA metabolit ABA
IAA kyselina indol-3-octova bioaktivni hormon
IAA-Asp indolyl-acetyl-aspartat metabolit [AA
OxIAA kyselina oxindol-3-octova metabolit JAA
PAA kyselina fenyloctova slaba auxinova aktivita
SA kyselina salicylova bioaktivni hormon
BzA kyselina benzoova fenolova kyselina
JA kyselina jasmonova bioaktivni hormon
JA-Ileu jasmonat-isoleucin metabolit JA bioaktivni
cisOPDA kyselina oxofytodienova prekurzor JA

tZ trans-zeatin bioaktivni hormon
cZ ciz-zeatin bioaktivni hormon
tZ+cZ soucettZ a cZ bioaktivni hormony
tZR trans-zeatinribosid metabolit CK

iPR isopentenyladenosid metabolit CK

cZR cis-zeatinribosid metabolit CK

tZR +iPR + cZR soucet iPR a cZR metabolity CK
cZ0G cis-zeatin-O-glukosid metabolit CK
c¢ZROG cis-zeatin ribosid-O-glukosid metabolit CK
cZ0G + ¢cZROG soucet cZOG a cZROG metabolity CK
iPRMP isopentenyladenosin monofosfat prekurzor CK
cZRMP cis-zeatinribosid monofosfat prekurzor CK
iPRMP + ¢ZRMP soucet iPRMP a ¢cZRMP prekurzory CK
ACC kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylovéd | prekurzor ethylenu

Tabulka ¢. 4. Celkovy prehled mérenych fytohormonii, prekurzovii a metabolitii. Tabulka také
obsahu sumy nékterych hodnot, které byly také statisticky hodnoceny v tabulkdach ¢. 5 a 6.
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KONT/KONT KONT/-N KONT
ABA 729 A 18.75| B 1696| B 1573| B
DPA 86,49 | AB 108,17 A 30,33 | AB 560 B
PA 1051 A 924| A 11,09 A 504 A
90H-ABA 1,19 A 10,65 A 1932 A 10,79 A
IAA 139,66 | A 261,55| B 28730 B 24437| B
TAA-Asp 2470 A 14,05 | AB 393 B 6.47| AB
OxIAA 62145 A 134722 B 962,02 | AB 512,04 A
PAA 3,13 A 79,03 | AB 9535 | AB 18048 | B
SA 60044 A 83027 A 89585| A 720,56| A
BzA 1267,30| A 216009 | A 219909 A 3026,64| A
JA 38,60 A 190,24 | BC 262,88 C 62,12 | AB
JA-Tleu 048 A 098 A 325| B 09| A
cisOPDA 33,09 A 2746 A 17,78| A 3472 A
tZ 387 A 442 A 454 A X| X
Z x| X X| X 205 A 391 B
tZ + Z 387 A 442 A 591 A 391 A
tZR 285 A 10,12 A 226 A 1,63| A
iPR x| X 6,96| A 335 B 208 B
¢ZR 2282 A 1455 A 2524 A 11,73| A
tZR +iPR + ¢cZR 2567| A 31,64 A 2786| A 1351 A
¢ZOG 17.65| A 8,16 | AB 754 B 9,52| AB
¢ZROG 3187 A 26,19 A 1507 A 2960 A
¢ZOG + ¢ZROG 4952 A 3435 A 2261 A 39,12] A
iPRMP 2,53 A 1344 B 55| A 365 A
¢ZRMP 3,79 A 449 A 491 A 064 A
iPRMP + ¢cZRMP 6,32 AB 1493 A 10,50 | AB 386 B
ACC 39238 A 387,17] A 854,85| A 941,86 A

Tabulka ¢. 5. Prumérné hodnoty hladin (pmol/gDW) namérenych v korenech rostlin Zea mays
z délené kultivace z experimentu 1.1.

Barvy v grafu odpovidaji barevnému usporadani délenych kultivaci na obr. ¢. 8 (str. 38). Kontrolni
varianta (KONT/KONT) zndazornéna bilou barvou, kontrolni koren délené varianty (KONT/-N
KONT) znazornén Zlutou barvou, deficientni koven délené varianty (KONT/-N -N) zndzornén
Cervenou barvou, deficientni varianta (-N/-N) zndzornéna cernou barvou.

Rozdilna pismena znaci signifikantni rozdily mezi variantami (Tukey-Kramer Multiple-Comparison
Test, p <0,05, n = 3).
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KONT/KONT KONT/-K KONT -K/-K
ABA 692 A 1481 A 1004 A 7,66 A
DPA 61,16| A 2478| B 22,76| B 50,66 | AB
PA 934 A 9,08 A 1544 A 1287 A
90H-ABA 1650 A 1757] A 1833 A 1585 A
IAA 29348 A 306,64 A 24573 A 27694 A
TAA-Asp 3123 A 3691 A 21,19 A 1562 A
OxIAA 7298 A 771,70 B 17500 A 119554| C
PAA 106,71 A 4362 A 5520 A 7430 A
SA 68044 A 683,36 A 49924 A 629.87| A
BzA 175480 | A 121721 | AB 1051,71| B 1286,23 | AB
JA 192,68 A 20345 A 14559 A 141,96 A
JA-Tleu 1.85| A 126 A 138 A 343 A
cisOPDA 98,65| A 49,13 | AB 3995| B 43,01 | AB
tZ 6,03 A 937| A 459 A 409 A
Z 3,99 A 947| A 583 A 1135 A
tZ + cZ 1001 A 18.83| A 695| A 1544 A
tZR 781 A 418 A 521 A 6.87| A
iPR 13,60 A 620 A 1124 A 897 A
¢ZR 3,10 A 63.09| B 58.46 | AB 103,80 C
tZR +iPR + ¢cZR 5251 A 7207 A 7491 A 11736 B
¢ZOG 595 A 9,58| A 581 A 1726 A
¢ZROG 715 A 31,20 | BC 15,88 | AB 4191 €
¢ZOG + ¢ZROG 13,10 A 40,78 | AB 21,68 A 59,18| B
iPRMP 1526 A 7250 A 1541 A 459 A
cZRMP 198 A 1554 A 6,66 A 982 A
iPRMP + cZRMP 1625 A 22,78 A 2208 A 12,88 A
ACC 336,09 A 23639 A 54477 A 1132,50| B

Tabulka ¢. 6. Prumérné hodnoty hladin (pmol/gDW) namérenych v korenech rostlin Zea mays

z délené kultivace z experimentu 1.2.

Barvy v grafu odpovidaji barevnému usporadant delenych kultivaci na obr. ¢. 8 (str. 38). Kontrolni
varianta (KONT/KONT) znazornéna bilou barvou, kontrolni koren délené varianty (KONT/-K
KONT) znazornén zlutou barvou, deficientni koven délené varianty (KONT/-K -K) zndzornén
Cervenou barvou, deficientni varianta (-K/-K) zndazornéna cernou barvou.

Rozdilna pismena znaci signifikantni rozdily mezi variantami (Tukey-Kramer Multiple-Comparison
Test, p <0,05, n = 3).
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4.1.1.4 Analyza korelace mezi obsahem prvkii, hladinou fytohormonii a stupném
diferenciace apoplastickych bariér v korenech Zea mays

Pro blizsi vyhodnoceni spojitosti mezi obsahem deficientniho prvku, hladinami
jednotlivych fytohormoni a stupném diferenciace apoplastickych bariér v kofenech byla u dat

z experimentu 1.1. 1 1.2 provedena analyza korelaci.

Nejprve byla analyzovana korelace mezi stupném diferenciace bariér a obsahem
deficientniho prvku. Ta ukazala signifikantni negativni korelaci mezi stupném diferenciace
exodermis i endodermis a obsahem dusiku v kofenech, a naopak pozitivni korelaci mezi
obsahem drasliku a stupném diferenciace exodermalnich Casparyho prouzkt (tabulka ¢. 7).
To je vsouladu s vysledky anatomické analyzy (kap. 4.1.1.3) - v podminkach deficience
dusiku se bariéry diferencovaly rychleji, tj. blize za kotfenovou Spickou, pii deficienci

drasliku pozd¢ji.

Obsah prvku v koienech
N (%) K (%)

experiment 1.1 | experiment 1.2

Stupen diferenciace apoplastickych bariér

exodermalni Casparyho prouzky 0,78
exodermalni suberinové lamely 0,45
endodermalni suberinové lamely -0,38

Tabulka ¢. 7. Korelace mezi obsahem prvku (% suché hmotnosti korenii) a stupném diferenciace
apoplastickych bariér u Zea mays pri deficienci N (experiment 1.1) a deficienci K (experiment
1.2). Hodnoty ukazuji Pearsoniiv korelacni koeficient, cervena barva signifikantni pozitivni
korelaci, modra barva signifikantni negativni korelaci (p <0,05), Seda barva bez signifikantni
korelace (p >0,05; Correlation matrix).

Dale byla analyzovana korelace mezi obsahem deficientniho prvku a hladinou
jednotlivych fytohormonti v kotfenech (tabulka ¢. 8). Spole¢ny trendem mezi experimentem
1.1 a 1.2. byla negativni korelace u ACC, jehoz hladina byla vy$§i v N-deficientnich i
K-deficientnich kotenech oproti kofeniim kontrolnim. Opacny trend byl patrny u IAA-Asp
(metabolit IAA), jehoz hladina byla v obou experimentech vys§i v kontrolnich kofenech.
Hladiny kys. abscisové, kys. indolyl-3-octové, zeatinu, kys. jasmonové a kys. salicylové

nevykazovaly signifikantni korelaci s obsahem dusiku ani s obsahem drasliku (tabulka €. 8).
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Obsah prvku v kofenech
N (%) K (%)
experiment 1.1 | experiment 1.2

Kyselina abscisova
ABA -0,26 0,10 kys. abscisova bioaktivni hormon
DPA 0,84 0,14 kys. dihydrofazeova metabolit ABA
PA 0,21 -0,46 kys. fazeova metabolit ABA
90H-ABA -0,35 0,03 9-hydroxy-ABA metabolit ABA
Auxiny
TIAA -0,41 0,39 kys. indol-3-octova bioaktivni hormon
TAA-Asp 0,69 0,78 indolyl-acetyl-aspartat metabolit ITAA
OxIAA 0,39 -0,37 kys. oxindol-3-octova metabolit IAA
PAA _ 0,18 kys. fenyloctova slaba auxinova aktivita
Kyselina salicylova
SA | -0,13 0,42 |kys. salicylova |bi0aktivni hormon
Jasmonity
JA -0,12 0,45 kys. jasmonova bioaktivni hormon
JA-Tleu -0,45 -0,45 jasmonat-isoleucin metabolit JA bioaktivni
cisOPDA 0,15 0,58 kys. oxofytodienova prekurzor JA
Cytokininy
tZ+cZ -0,25 0,25 suma trans-zeatintcis-zeatin bioaktivni hormon
tZR 0,52 -0,05 trans-zeatinribosid metabolit CK
c/ZR 0,98 -0,06 cis-zeatinribosid metabolit CK
tZR+iPR+cZR 0,09 suma tZR+iPR+cZR metabolity CK
cZ0G 0,48 cis-zeatin-O- glukosid metabolit CK
¢ZROG 0,40 -0,37 cis-zeatin ribosid-O-glukosid metabolit CK
¢Z0G+cZROG 0,26 -0,35 suma ¢cZOG+cZROG metabolity CK
iPRMP 0,42 -0,09 isopentenyladenosin monofosfat prekurzor CK
iPRMP+cZRMP 0,41 0,11 suma iPRMP+cZRMP prekurzory CK
Ethylen
ACC kys. 1-aminocyklopropan-1- prekurzor ethylenu

Tabulka ¢. 8. Korelace mezi obsahem prvku (% suché hmotnosti korenii) a hladinou jednotlivych
Sfytohormonui u Zea mays pri deficienci N (experiment 1.1) a deficienci K (experiment 1.2). Hodnoty
ukazuji Pearsonitv korelacni koeficient, cervena barva signifikantni pozitivni korelaci, modra
barva signifikantni negativni korelaci (p <0,05), Seda barva bez signifikantni korelace (p >0,05;
Correlation matrix).

Korelace mezi stupném diferenciace bariér a hladinou jednotlivych fytohormoni v
kofenech ukézala piekvapivé malo spolecnych trendi mezi experimentem 1.1 a 1.2
(tabulka ¢. 9). V experimentu 1.1, kdy byly rostliny vystaveny deficienci dusiku, byla
nalezena signifikantni negativni korelace mezi obsahem kys. dihydrofazeové (DPA; metabolit
ABA) a stupném diferenciace endodermis i exodermis, dale negativni korelace u nékterych
metabolitli cytokininii a pozitivni korelace u ACC a kys. fenyloctové (PAA; tabulka ¢. 9).
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N-deficientni kotfeny, které vykazovaly rychlejsi diferenciaci bariér, tedy obsahovaly mén¢

DPA, vice ACC a PAA.

V experimentu 1.2, kdy byly rostliny vystaveny deficienci drasliku, byla pro ACC
naopak pozorovana negativni korelace (tabulka ¢. 9). K-deficientni koteny, které vykazovaly

mén¢ diferencovanou exodermis, mély vyssi hladinu ACC nez kofeny kontrolni. Stejny trend

byl patrny pro n¢které metabolity cytokinini a pro kys. oxindol-3-octovou (tabulka ¢. 9).

Deficience N Deficience K
(experiment 1.1) (experiment 1.2)
i I Z oz, =

2 )E 2 B E £l |2 E 2 g E £

ES|ES|= = ES|lg sl ==

=l = |2 = al= e

Tal25|25| |2alsE2s

S 2| S ol 2o S w|lc al® &

<l <A AR <N -
Kyselina abscisova
ABA 0,11 | 0,12 | 0,18 0,31 | 0,41 | 0,29 |kys. abscisova bioaktivni hormon
DPA -0,22 | 0,17 | 0,14 |kys. dihydrofazeova metabolit ABA
PA -0,31|-0,31|-0,48 -0,15] 0,27 | 0,23 |kys. fazeova metabolit ABA
90H-ABA 0,40 | 0,20 |-0,18 -0,04 | 0,17 | 0,10 [9-hydroxy-ABA metabolit ABA
Auxiny
1AA 0,25 | 0,20 | 0,20 0,25 | 0,45 | 0,20 |[kys. indol-3-octova bioaktivni hormon
TIAA-Asp -0,59 | -0,33 | -0,42 0,64 [ 0,58 | -0,35 |indolyl-acetyl-aspartat metabolit IAA
OxIAA -0,51 [ -0,41 [-0,56 m 0,48 |kys. oxindol-3-octova metabolit IAA
PAA 0,59 | 0,76 | 0,76 -0,07 | 0,57 | -0,09 [kys. fenyloctova slaba auxinova aktivita
Kyselina salicylova
SA [ 0,06 | 0,08 [-0,09] [ 0,17 | 0,11 | -0,22 [Kkys. salicylova |bioaktivni hormon
Jasmonaty
JA 0,09 | -0,38 | -0,35 0,18 | 0,52 | 0,15 [kys. jasmonova bioaktivni hormon
JA-Ileu 0,40 | -0,08 [ -0,09 -0,56 [ 0,00 | 0,57 |jasmonat-isoleucin metabolit JA bioaktivni
cisOPDA -0,04 | 0,07 | 0,25 0,32 | 0,49 | -0,09 |kys. oxofytodienova prekurzor JA
Cytokininy
tZ+cZ 0,22 | -0,06 | -0,23 0,20 | -0,45| 0,23 |suma trans-zeatin+cis-zeatin bioaktivni hormon
tZR -0,40 | -0,45 -0,10 | 0,06 | 0,13 |trans-zeatinribosid metabolit CK
c¢ZR -0,05]-0,23 | -0,48 0,62 |cis-zeatinribosid metabolit CK
tZR+iPR+cZR | -0,51 | -0,56 0,70 |suma tZR+iPR+cZR metabolity CK
cZ0G -0,18 1 -0,30 | -0,19 0,48 |cis-zeatin-O-glukosid metabolit CK
cZROG -0,23 1 0,00 | 0,15 0,48 |cis-zeatin ribosid-O-glukosid metabolit CK
¢Z0G+cZROG |-0,23 [ -0,11 | 0,03 0,51 |suma ¢cZOG+cZROG metabolity CK
iPRMP -0,57 | -0,45 | -0,36 0,10 [ 0,15 | -0,03 |isopentenyladenosin monofosfat prekurzor CK
iPRMP-+cZRMP [E0,61] -0,39 [-0,51| | 0,26 [-0,05] 0,10 [suma iPRMP+cZRMP prekurzory CK
Ethylen
ACC 0,74 | 0,69 | 0,55 -0,55 | 0,59 |kys. 1-aminocyklopropan-1- prekurzor ethylenu

. karboxylova

Tabulka ¢. 9. Korelace mezi hladinami fytohormomit v korenech a stupném diferenciace
apoplastickych bariér u Zea mays pri deficienci N (experiment 1.1) a deficienci K (experiment
1.2). Hodnoty ukazuji Pearsoniiv korelacni koeficient, cervenda barva signifikantni pozitivni
korelaci, modra barva signifikantni negativni korelaci (p <0,05), Sedd barva bez signifikantni
korelace (p >0,05). V jednotlivych sloupcich jsou vyneseny korelace pro exodermalni Casparyho
prouzky, exodermalni suberinové lamely a endodermdlni suberinové lamely.
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4.2 Experiment 2 — Analyza lokalizované odpovédi diferenciace exodermis a
endodermis v reakci na heterogenni dostupnost Zivin u dalSich rostlinnych
druhti

Cilem tohoto experimentu bylo testovani lokalizované odpovédi apoplastickych bariér
v reakci na riznou dostupnost dusiku i u jinych rostlinnych druht. Rostlinné druhy byly
vybrany z ¢eledi Poaceae a to konkrétné¢ Hordeum vulgare, Avena sativa a Sorghum bicolor.
Tyto druhy byly vybrany z divodu snadné kultivace a jejich schopnosti tvofit exodermalni

vrstvu.

Rostliny Hordeum vulgare byly péstovany ve tiech variantdch délenych kultivaci,
tedy kontrolni (KONT/KONT), délené (KONT/-N) a deficientni (-N/-N) po dobu 10 dni.
Anatomickd analyza kotfenl byla provedena v pozici 3/4 a 7/8 od kotenové Spicky. V obou
pozicich byly detekovany u vSech variant pouze endodermalni Casparyho prouzky a
suberinové lamely. Exodermalni vrstva nebyla detekovana, proto byla kultivace zopakovana

s prodlouzenou dobou kultivovani.

Druha kultivace Hordeum vulgare byla provedena pouze s variantou délenou
(KONT/-N), lisila se jen doba sklizn¢ a rostliny byly sklizeny po 14 a 21 dnech. Byla
provedena anatomickd analyza vyvoje apoplastickych bariér v pozici 3/4 a 7/8 od kotenové
Spicky, diferencované exodermalni Casparyho prouzky nebo suberinové lamely opét nebyly

detekovany.

Byla vSak pozorovana rozdilnd morfologickd stavba kofenli v délené varianté
(KONT/-N). U deficientnich kotenti (KONT/-N -N) byl inhibovan riist postrannich kotenil
oproti kofeniim kontrolnim (KONT/-N KONT) (tabule ¢. 1).

Rostliny Avena sativa byly péstovany v délené varianté¢ (KONT/-N) po dobu 10 dni.
Situace s vyvojem apoplastickych bariér byla stejnd jako u rostlin Hordeum vulgare, byly
tedy detekovadny pouze Casparyho prouzky a suberinové lamely v endodermalni vrstvé
v pozici 3/4 a 7/8. Exodermalni vrstva nebyla detekovana vibec. U Avena sativa se na rozdil
od Hordeum vulgare nebyly mezi jednotlivymi variantami viditelné ani rozdily

v morfologicke stavbé kotend.

Rostliny Sorghum bicolor byly také péstovany v délené varianté (KONT/-N) po dobu

10 dni. V ptipadé Sorghum bicolor byly pozorovany morfologické rozdily mez kotfeny

64



kontrolnimi (KONT/KONT) a deficientnimi (KONT/-N) (tabule ¢. 1). V pozici 7/8 od
kofenové Spicky byla detekovana céasteéné diferenciovand exodermis a byly pozorovany
mirné rozdily ve stupni diferenciace apoplastickych bariér mezi kofenem deficientnim
(KONT/-N -N) a kofenem kontrolnim (KONT/-N KONT) (grafy ¢. 35-38), nebyly vsak
statisticky prikazné. V endodermalni vrstvé nebyl pozorovan zadny rozdil v Casparyho
prouzcich (které byly vyvinuty u vSech bunck) (graf ¢. 35). Primérné kategorie v ptipadé
suberinovych lamel v endodermis, Casparyho prouzkii a suberinovych lamel v exodermis se
mezi jednotlivymi variantami liSily, rozdily vSak nebyly ani v jednom piipad¢ po statistickém
vyhodnoceni signifikantni (grafy ¢. 36-38). Fotografie fezi jednotlivych variant z této

kultivace jsou v tabuli €. 2.
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Grafy ¢. 35-38. Priumerné kategorie vyvoje apoplastickych bariér v korenech Sorghum bicolor
péstovanych ve split-root kultivaci s deficienci dusiku. Bariéry byly analyzovany v pozici 7/8 od
korenové spicky. Kategorie: 0 (Zadné CP nebo SL), 1 (<30 % bunék s CP nebo SL), 2 (50 % bunck
s CP nebo SL), 3 (>70 % bunek s CP nebo SL), 4 (100 % bunék s CP nebo SL).

Barvy v grafu odpovidaji barevnému usporadani delenych kultivaci na obr. ¢. 8 (str. 38). Kontrolni
koren délené varianty (KONT/-K KONT) je znazornén zlutou barvou, deficientni koren délené
varianty (KONT/-K -K) je znazornén cervenou barvou.

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 5, chybove usecky = stredni
chyby primeéru (SE).
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Naznak lokalizované odpovédi byl tedy detekovan pouze u Sorghum vulgare, pro

presnéjsi vysledky vSak bude nutno tuto kultivaci zopakovat s del$i dobou kultivovéni.

Tabule ¢. 1. Ukazka morfologicky rozdilnych korenit rostlin péstovanych ve split-root kultivaci
s deficienci dusiku po dobu 10 dni (KONT/-N). (A) Koreny Hordeum vulgare, (B) kontrolni koren
Sorghum bicolor (KONT/-N KONT) a (C) deficientni koren Sorghum bicolor (KONT/-N -N),

meéritko = 1 cm.
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Tabule ¢. 2. Diferenciace endodermis a exodermis Sorghum bicolor ve varianté (KONT/-N). Rezy
v pozici 7/8 korene od korenové Spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (4, C, E, G) pro
zvyrazneni Casparyho prouzkit a Sudan Red (B, D, F, H) pro zvyraznéni suberinovych lamel,

méritko = 50 um

Endodermalni vrstva kontrolniho (A, B) a deficientniho (C, D) korene. Exodermdlni vrstva
kontrolniho (E, F) a deficientniho (G, H) korene.
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4.3 Experiment 3 — Analyza vlivu ABA, BAP, NAA a ACC na kofenovy
systém Zea mays

V tomto experimentu byly rostliny Zea mays vystavovany riznym koncentracim
vybranych fytohormonti za ucelem analyzy vlivu na diferenciaci apoplastickych bariér.
Rostliny byly péstovany v roztoku s fytohormonem vzdy 3 dny. Metodika tohoto experimentu
je podrobnéji popsana v kapitole 2.3.1.

4.3.1 Kyselina abscisova

Nejsilné€jsi vliv na diferenciaci apoplastickych bariér mél univerzalni stresovy hormon
kyselina abscisovd (ABA). ABA stimulovala diferenciaci apoplastickych bariér v kotenech i v

koncentraci, ktera neinhibovala rust kofene.

Rostliny byly vystaveny ptisobeni 0, 250, 500, 750, 1 000nM ABA. Kofeny oSetiené
0, 250 a 500nM ABA se od sebe neliily v rychlosti ristu kotenti (graf ¢. 39), ale
signifikantn¢ se liSily v mife diferenciace apoplastickych bariér (grafy ¢. 40-43). Varianty

s vy$§imi koncentracemi (750 a 1 000nM ABA) jiz byly inhibovany v rastu (graf ¢. 39).

39 o v PR ..
Primérny denni prirtstek kofent
6
. A
A A I
4 - I
. B
Es I I

0nM ABA 250nM ABA  500nM ABA  750nM ABA  1000nM ABA

Graf ¢. 39. Prumérné denni priristky korenit Zea mays v priubehu tiidenniho piisobeni riiznych
koncentraci ABA.

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 7-8, chybové usecky = stredni
chyby prumeéru (SE).
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Anatomicka analyza v pozici 3/4 od kotfenové $picky a statistické vyhodnoceni bylo
provedeno s variantami 0, 250, 500 a 750nM ABA. Endodermalni Casparyho prouzky byly
pozorovany u vSech bunék (kategorie 4) vSech variant (graf ¢. 40). V ptipad¢ suberinovych
lamel v endodermalni vrstvé byl detekovan signifikantni rozdil jiz mezi variantou s 0OnM ABA
(primérna kategorie 1, graf ¢. 41) a 250nM ABA (primérnd kategorie 2,6, graf ¢. 41).
V exodermalni vrstvé nebyly v pfipadé koncentrace OnM ABA pozorovany zadné Casparyho
prouzky (pramérnad kategorie 0, graf ¢. 42), jiz u varianty s 250nM ABA byl pozorovan
vyrazny posun (pramérna kategorie 3, graf ¢. 42). Podobna situace je také u exodermalnich
suberinovych lamel. Varianta s 0OnM ABA se signifikantné liSila od ostatnich (graf ¢. 43).

Fotografie fezi jednotlivych variant z této kultivace jsou v tabuli €. 3-5.
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Grafy ¢ 40-43. Prumérnée kategorie vyvoje apoplastickych bariér v pozici 3/4 od korenove Spicky
pri pusobeni ABA. Kategorie: 0 (Zadné CP nebo SL), 1 (<30 % bunék s CP nebo SL), 2 (50 %
bunék s CP nebo SL), 3 (>70 % bunék s CP nebo SL), 4 (100 % bunék s CP nebo SL).

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 5, chybové usecky = stredni
chyby primeéru (SE).

U varianty 1 000nM ABA byla provedena anatomicka analyza, nebyla vSak pro silny
inhibi¢ni efekt na riist kofene zafazena mezi zbylé varianty a statisticky vyhodnocena. Pfi této

koncentraci byla v nékterych mistech kofene detekovéana vicevrstevna exodermis (tabule €. 5).
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Tabule ¢. 3. Diferenciace endodermis Zea mays pii piisobeni ABA. Rezy v pozici 3/4 korene od
korenové Spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (A, C, E, G) pro zvyrazneni Casparyho
prouzkit a Suden Red (B, D, F, H) pro zvyraznéni suberinovych lamel, méritko = 50 um.

Endodermalni vrstva s riznym stupném diferenciace Casparyho prouzkii a suberinovych lamel u
rostlin oSetrenych 0 (4, B); 250 (C, D), 500 (E, F) a 750nM ABA (G, H).
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Tabule ¢. 4. Diferenciace exodermis Zea mays pii piisobeni ABA. Rezy v pozici 3/4 korene od
korenové spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (4, C, E, G) pro zvyraznéni Casparyho
prouzkit a Suden Red (B, D, F, H) pro zvyraznéni suberinovych lamel, méritko = 50 um.

Exodermalni vrstva s riiznym stupném diferenciace Casparyho prouzkii a suberinovych lamel u
rostlin osetrenych 0 (A, B); 250 (C, D), 500 (E, F) a 750nM ABA (G, H).
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Tabule ¢. 5. Diferenciace endodermis Zea mays pri piisobeni ABA. Rezy v pozici 3/4 korene od
korenove Spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (A, C) pro zvyrazneni Casparyho

prouzkii a Sudan Red (B, D) pro zvyraznéni suberinovych lamel, méritko = 50 um.

Endodermalni (A, B) a exodermalni vrstva (C, D) s ruznym stupném diferenciace Casparyho
prouzkii a suberinovych lamel u rostlin osetrenych 1 000nM ABA.
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4.2.2 Cytokininy

Vliv cytokininti byl testovan pomoci aplikace BAP (6-benzylaminopurin) do
kultivaéniho média. BAP je biologicky aktivni aromaticky cytokinin (Kieber, 2002). Jeho
aplikace vyvolala v kotfenech podobné zmény jako ABA, to znamena, ze doslo ke stimulaci
diferenciace apoplastickych bariér. Tato stimulace byla ale mirnéjsi ve srovnani s efektem
ABA, protoze byla pozorovana pouze v kofenech, které jiz byly signifikantné inhibovany

v rustu.

Celkové byly provedeny dvé kultivace. V prvni kultivaci byl kofenovy systém oSetien
0, 0,1, 0,5, 1 a 5SnM BAP. Z diivodu minimélniho efektu nizkych koncentraci na diferenciaci
apoplastickych bariér (grafy ¢. 45-47) a vysoké mifte inhibice ristu pii koncentraci 5SnM BAP
(graf ¢. 44) byla provedena druha kultivace, ve které byly pouzity koncentrace 0, 1, 2, 3 a
4nM BAP.

V prvni kultivaci byla patrnd signifikantni inhibice rastu kofenti pti aplikaci 5nM

BAP, nizs8i koncentrace BAP rychlost riistu kofent neovlivnily (graf €. 44).
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Graf ¢. 44. Primerné denni priristky korenii Zea mays v pritbehu tridenniho piisobeni riiznych
koncentraci BAP v prvni kultivaci.

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 7-8, chybové usecky = stredni
chyby priumeru (SE).
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Anatomicka analyza v pozici 3/4 od kotfenové Spicky byla proto v této kultivaci
provedena pouze u tfi variant — u koncentrace 0, 1 a 5SnM BAP. Z vysledkt vyplyva, ze
koncentrace I1nM BAP ma na diferenciaci apoplastickych bariér minimalni vliv, pfesto vSak
mirn¢ stimuluje ukladani suberinovych lamel v exodermalni vrstvé (primérna kategorie 0,83,
graf ¢. 47), 1 kdyZ rozdil oproti OnM BAP nebyl signifikantni. Co se tyce koncentrace SnM
BAP, tam byl patrny vyrazny vliv na diferenciaci jak endodermalni i exodermalni vrstvy.
Zatimco v 0 a InM BAP nebyly ve 3/4 kotene v endodermalni vrstvé patrné zadné suberinové
lamely (primérné kategorie 0, graf €. 45), ve varianté s SnM BAP byly diferencovany u vice
nez 50 % bunék (primérné kategorie 2,33, graf €. 45). V exodermdlni vrstvé se zvysil vyskyt
suberinovych lamel (primérnd kategorie 2, graf ¢. 47) a Casparyho prouzki (primérna
kategorie 2,5, graf ¢. 46) v porovnani s koncentracemi 0 a 1nM BAP (graf ¢. 46). Ve
statistickych vyhodnocenich vynechavam vyskyt Casparyho prouzkii v endodermalni vrstve.
Ty se diferencuji blizko za kotenovou Spickou a byly proto ve 3/4 kotene vzdy ptfitomny u
vSech endodermalnich bun¢k. Fotografie fezi jednotlivych variant ztéto kultivace jsou

v tabulich ¢. 6 a 7.
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Grafy ¢. 45-47. Priumérné kategorie vyvoje apoplastickych bariér v pozici 3/4 od korenové Spicky
pri oSetieni BAP. Kategorie: 0 (zadné CP nebo SL), 1 (<30 % bunek s CP nebo SL), 2 (50 %
bunek s CP nebo SL), 3 (>70 % bunek s CP nebo SL), 4 (100 % bunék s CP nebo SL).

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 6, chybove usecky = stiedni
chyby priumeru (SE).
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Tabule ¢. 6. Diferenciace endodermis Zea mays p¥i piisobeni BAP. Rezy v pozici 3/4 korene od
korenové Spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (4, C, E) pro zvyraznéni Casparyho
prouzkit a Sudan Red (B, D, F) pro zvyraznéni suberinovych lamel, méritko = 50 um.

Endodermalni vrstva s riiznym stupném diferenciace Casparyho prouzkii a suberinovych lamel u
rostlin osetrenych 0 (4, B); 1 (C, D) a 5nM BAP (E, F).
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Tabule ¢. 7. Diferenciace exodermis Zea mays pri piisobeni BAP. Rezy v pozici 3/4 kofene od
korenové Spicky barvené berberinem a gencidnovou violeti (4, C, E) pro zvyraznéni Casparyho
prouzkit a Sudan Red (B, D, F) pro zvyraznéni suberinovych lamel, méritko = 50 um.

Exodermalni vrstva s riznym stupném diferenciace Casparyho prouzkit a suberinovych lamel u
rostlin osetrenych 0 (A, B), 1 (C, D) a 5nM BAP (E, F).
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V druhé kultivaci byly koteny Zea mays oSetieny koncentracemi 0, 1, 2, 3 a 4nM
BAP. Rychlost ristu kofentd byla v této kultivaci signifikantn¢ sniZzena u variant 2, 3 a 4nM

BAP, varianta s InM BAP se od kontroly neliSila (graf ¢. 48).
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Graf ¢. 48. Prumérné denni prirustky korenit Zea mays v pribéhu tiidenniho piisobeni riiznych
koncentraci BAP ve druhé kultivaci.

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 7-8, chybové usecky = stiedni
chyby primeru (SE).

Byla opét provedena anatomicka analyza v pozici % délky od kotenové $picky. Také u
této kultivace byl prokdzan stimulacni efekt cytokininu BAP na diferenciaci apoplastickych
bariér. Vyskyt exodermalnich Casparyho prouzkt byl nejvyssi ptfi koncentraci 3nM BAP
(primérnd kategorie 2,4, graf €. 50). V endodermélni vrstvé mirn€ vzrost vyskyt suberinovych
lamel u koncentrace 3nM BAP (primérna kategorie 1, graf €. 49), signifikantné se vSak tato
varianta neliSila od ostatnich. Suberinové lamely vykazovaly vzestupny trend také
v exodermalni vrstveé, nejvyssi pocet byl detekovan u koncentrace 3nM BAP (prumérna
kategorie 2,4, graf ¢. 51). Endodermalni Casparyho prouzky se opét vzdy vyskytovaly u vSech
bun¢k (primérna kategorie 4), nebyly proto statisticky hodnoceny. Fotografie fezl

jednotlivych variant z této kultivace jsou v tabulich ¢. 8 a 9.
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Grafy ¢. 49-51. Priimérné kategorie vyvoje apoplastickych bariér v pozici 3/4 od korenové Spicky
pri osetreni BAP. Kategorie: 0 (zadné CP nebo SL), 1 (<30 % bunék s CP nebo SL), 2 (50 %
bunéek s CP nebo SL), 3 (>70 % bunék s CP nebo SL), 4 (100 % bunék s CP nebo SL).

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 5, chybové usecky = stredni
chyby priumeru (SE).
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Tabule ¢. 8. Diferenciace endodermis Zea mays pri piisobeni BAP. Rezy v pozici 3/4 korene od
korenove Spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (A, C, E, G) pro zvyrazneni Casparyho
prouzkii a Sudan Red (B, D, F, H) pro zvyraznéni suberinovych lamel, méritko = 50 um.

Endodemalni vrstva s riznym stupném diferenciace Casparyho prouzkii a suberinovych lamel u
rostlin osetrenych 0 (A, B),; 1 (C, D); 2 (E, F) a 3nM BAP (G, H).
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Tabule ¢. 9. Diferenciace exodermis Zea mays pri piisobeni BAP. Rezy v pozici 3/4 korene od
korenové spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (A, C, E, G) pro zvyrazneni Casparyho
prouzkit a Sudan Red (B, D, F, H) pro zvyraznéni suberinovych lamel, méritko = 50 um.

Exodermalni vrstva s riznym stupnem diferenciace Casparyho prouzkii a suberinovych lamel u
rostlin osetrenych 0 (4, B); 1 (C, D); 2 (E, F) a 3nM BAP (G, H).
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4.3.3 Auxiny

Hydroponické kultivace s pfidanim syntetického auxinu, kyseliny naftalen-1-octova

(NAA) byly provedeny tfi.

V prvni kultivaci byly rostliny osetfeny 0, 25, 50, 80, 100 a 500nM NAA. Pii oSetieni
50nM NAA a vysSimi koncentracemi byla patrna vysoka mira inhibice rstu kofenl a tyto

kotfeny se v rychlosti rastu signifikantné liSily od kontrolnich rostlin (graf ¢. 52).
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Graf ¢. 52. Prumeérné denni priristky korenii Zea mays v pritb¢hu tridenniho pusobeni ruznych
koncentraci NAA v prvni kultivaci.

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 7-8, chybové usecky = stiedni
chyby priumeru (SE).

Vzhledem k vysoké mife inhibice ristu kofenli byla pro anatomickou analyzu vybrana
pouze varianta kontrolni (OnM NAA) a varianta s 25nM NAA. V pozici % od kotfenové
Spicky byly opét ve vSech bunkéich endodermdlni vrstvy vyvinuty Casparyho prouzky a
suberinové lamely se nevyskytovaly ani v jedné z bun€k této vrstvy, proto v nésledujicim
statistickém vyhodnoceni endodermalni vrstvu neuvadim. Co se ty€e vrstvy exodermalni,
vyskyt Casparyho prouzki ani suberinovych lamel se signifikantn€ mezi témito dvéma
variantami neliSil (grafy ¢. 53 a 54). Fotografie ezl jednotlivych variant z této kultivace jsou

v tabuli ¢. 10.
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Grafy ¢. 53 a 54. Priumérné kategorie vyvoje apoplastickych bariér v pozici 3/4 od korenové Spicky
pri oSetreni NAA. Kategorie: 0 (Zadné CP nebo SL), 1 (<30 % bunék s CP nebo SL), 2 (50 %
bunéek s CP nebo SL), 3 (>70 % bunék s CP nebo SL), 4 (100 % bunék s CP nebo SL).

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 5, chybové usecky = stredni
chyby primeru (SE).
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Tabule ¢. 10. Diferenciace endodermis a exodermis Zea mays pri piisobeni NAA. Rezy v pozici 3/4
korene od korenové spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (A, C, E, G) pro zvyraznéeni
Casparyho prouzkii a Sudan Red (B, D, F, H) pro zvyraznéni suberinovych lamel, méritko = 50

um.

Endodermalni vrstva s riiznym stupném diferenciace Casparyho prouzkii a suberinovych lamel u
rostlin oSetrenych 0 (4, B) a 25nM NAA (C, D).

Exodermalni vrstva s riuznym stupném diferenciace Casparyho prouzkii a suberinovych lamel u
rostlin osetrenych 0 (E, F) a 25nM NAA (G, H).
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V druhé kultivaci byly vzhledem k velké mife inhibice riistu v prvni kultivaci vybrany
nizsi koncentrace NAA, tj. 0, 10, 15 a 20nM NAA. V piipad¢ této kultivace se v rlstu kotfent
signifikantné neliSila kontrolni varianta od varianty 20nM NAA, ale signifikantni rozdil od
OnM NAA vykazovaly varianty 10 a 15nM NAA (graf ¢. 55). Vzhledem k tomu mohou byt
vysledky z této kultivace do jisté miry zkreslené.
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Graf ¢. 55. Priumérné denni privustky korenit Zea mays v pritb¢hu tridenniho puisobeni riznych
koncentraci NAA ve druhé kultivaci.

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 7-8, chyboveé usecky = stiedni
chyby primeéru (SE).

Pro anatomickou analyzu byly vybrany pouze varianty s 0 a 20nM NAA, které se od
sebe signifikantné neliSily v rychlosti riistu kofent. V fezech v pozici % od kotfenové Spicky je
ve variant¢ 20nM NAA mirné zvySen vyskyt suberinovych lamel v endodermalni vrstvé
(primérna kategorie 2,2, graf ¢. 56), signifikantn€ se vSak tato varianta neliSila od kontrolni
varianty (primérna kategorie 0,6, graf €. 56). V exodermalni vrstvé byl ve variantn€ s 20nM
NAA mirné zvySen vyskyt Casparyho prouzki i suberinovych lamel, ani v jednom ptipadé
vSak nebyl rozdil signifikantni (grafy ¢. 57 a 58). Casparyho prouzky se nachéazely ve vSech
bunikach endodermalni vrstvy, proto nejsou uvedeny v nasledujicim statistickém vyhodnoceni.

Fotografie fezil jednotlivych variant z této kultivace jsou v tabuli €. 11.
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Grafy ¢. 56-58. Priimérné kategorie vyvoje apoplastickych bariér v pozici 3/4 od korenové Spicky
pri oSetreni NAA. Kategorie: 0 (Zadné CP nebo SL), 1 (<30 % bunék s CP nebo SL), 2 (50 %
bunék s CP nebo SL), 3 (>70 % bunék s CP nebo SL), 4 (100 % bunék s CP nebo SL).

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 5, chybové usecky = stredni
chyby primeru (SE).
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Tabule ¢ 11. Diferenciace endodermis a exodermis Zea mays pri piisobeni NAA. Rezy v pozici 3/4
korene od korenové Spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (4, C, E, G) pro zvyraznéni
Casparyho prouzkit a Sudan Red (B, D, F, H) pro zvyrazneni suberinovych lamel, méritko = 50

um.

Endodermalni vrstva s riiznym stupném diferenciace Casparyho prouzkii a suberinovych lamel u
rostlin osetrenych 0 (A, B) a 20nM NAA (C, D).

Exodermalni vrstva s riznym stupnem diferenciace Casparyho prouzkit a suberinovych lamel u
rostlin osetrenych 0 (E, F) a 20nM NAA (G, H).
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Vzhledem k nejednoznacnym vysledkiim z ptedchozich dvou kultivaci byla provedena
pro ovéreni jesté kultivace treti. Rostliny byly oSetteny 0, 2,5, 5, 7,5, 10, 20, 50 a 80nM NAA.
V riistové rychlosti se od sebe signifikantné neliSily varianty s 0, 2,5, 7,5 a 10nM NAA (graf
¢. 59).
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Graf ¢. 59. Prumérné denni priristky korenii Zea mays v pritbchu tridenniho pusobeni riznych
koncentraci NAA ve treti kultivaci.

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 5-7, chybové usecky = stiredni
chyby primeru (SE).

V ptipadé této kultivace byla provedena anatomicka analyza v pozici % od kofenové
Spic¢ky pro varianty s 0, 10, 20 a 50nM NAA. V endodermalni vrstvé byl vyskyt Casparyho
prouzku stejny u vSech variant (primérna kategorie 4), suberinové lamely se ale v této vrstve
mezi jednotlivymi variantami liSily. NejvyS$i vyskyt byl pii koncentraci 50nM NAA
(primérna kategorie 3, graf ¢. 60), tato varianta se vSak signifikantn€ neliSila od varianty
kontrolni (primérna kategorie 2,2, graf ¢. 60). V exodermalni vrstvé se od sebe jednotlivé
varianty neliSily ani v ptipad¢ suberinovych lamel, ani Casparyho prouzku (graf ¢. 61 a 62).

Fotografie fezil jednotlivych variant z této kultivace jsou v tabulich ¢. 12 a 13.
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Grafy ¢. 60-62 Prumérné kategorie vyvoje apoplastickych bariér v pozici % od korenové Spicky pri
oSetreni auxinem NAA. Kategorie: 0 (Zadné CP nebo SL), 1 (<30 % bunék s CP nebo SL), 2 (50 %
bunék s CP nebo SL), 3 (>70 % bunék s CP nebo SL), 4 (100 % bunék s CP nebo SL).

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 5, chybové usecky = stredni
chyby primeru (SE).
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Tabule ¢. 12. Diferenciace endodermis Zea mays p¥i piisobeni NAA. Rezy v pozici 3/4 kovene od
korenové spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (A, C, E, G) pro zvyrazneni Casparyho
prouzkit a Sudan Red (B, D, F, H) pro zvyrazneni suberinovych lamel, méritko = 50 um.

Endodermalni vrstva s riznym stupném diferenciace Casparyho prouzkii a suberinovych lamel u
rostlin oSetrenych 0 (4, B); 10 (C, D); 20 (E, F) a 50nM NAA (G, H).
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Tabule ¢. 13. Diferenciace exodermis Zea mays pri piisobeni NAA. Rezy v pozici 3/4 korene od
korenové Spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (4, C, E, G) pro zvyraznéni Casparyho
prouzkit a Sudan Red (B, D, F, H) pro zvyraznéni suberinovych lamel, méritko = 50 um.

Exodermalni vrstva s riznym stupnem diferenciace Casparyho prouzkit a suberinovych lamel u
rostlin osetrenych 0 (4, B); 10 (C, D), 20 (E, F) a 50nM NAA (G, H).
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4.3.4 Ethylen

Vliv ethylenu byl testovan ptidavkem prekurzoru jeho syntézy — kyseliny 1-
aminocyklopropan-1-karboxylové (ACC) do kultiva¢niho roztoku. Vliv ACC na diferenciaci
apoplastickych bariér byl testovan ve tiech hydroponickych kultivacich.

V prvni kultivaci byly rostliny osetfeny 0, 250, 500, 750, 1000 a 2000nM ACC. Jiz
koncentrace 250nM ACC se signifikantn¢ liSila v rastové rychlosti od kontrolni varianty (graf

& 63).
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Graf ¢. 63. Prumérné denni priristky korenii Zea mays v pritbchu tridenniho pusobeni ruznych
koncentraci ACC v prvni kultivaci.

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 7-8, chybové usecky = stredni
chyby priumeru (SE).

Vzhledem k vysoké mife inhibice riistu byly pro anatomickou analyzu vybrany pouze
varianty s 0 a 250nM ACC. V pozici ¥ od kotfenové $picky se v obou variantach vyskytovaly
v endodermalni vrstvé vyvinuté Casparyho prouzky (primérna kategorie 4), oproti tomu
suberinové lamely se v této vrstveé a této pozici nevyskytovaly viibec (primérna kategorie 0),
proto byla endodermalni vrstva pfi statistickém vyhodnoceni vynechana. V exodermalni
vrstvé se vyskytovaly Casparyho prouzky v nepatrném mnozstvi v kontrolni varianté
(priméra kategorie 0,33, graf . 64), signifikantn¢ se tato varianta neliSila od varianty s
250nM ACC, ve které se nevyskytovaly viibec (primérna kategorie 0, graf ¢. 64). Stejna
situace je také u suberinovych lamel. Signifikantné se od sebe ob¢ varianty nelisily (primérna
kategorie 1,67 u koncentrace OnM NAA a 0,33 u koncentrace 250nM ACC, graf ¢. 65).

Fotografie fezl jednotlivych variant z této kultivace jsou v tabuli €. 14.
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Grafy ¢. 64 a 65. Primérné kategorie vyvoje apoplastickych bariér v pozici 3/4 od korenové Spicky
pri pusobeni ACC. Kategorie: 0 (Zadné CP nebo SL), 1 (<30 % bunéek s CP nebo SL), 2 (50 %
bunék s CP nebo SL), 3 (>70 % bunék s CP nebo SL), 4 (100 % bunék s CP nebo SL).

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 5, chybové usecky = stiedni
chyby priumeru (SE).
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Tabule ¢. 14. Diferenciace endodermis a exodermis Zea mays pii pisobeni ACC. Rezy v pozici 3/4
korene od korenové Spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (4, C, E, G) pro zvyraznéni
Casparyho prouzkii a Sudan Red (B, D, F, H) pro zvyraznéni suberinovych lamel, méritko = 50

um.

=
€

Endodermalni vrstva s riznym stupném diferenciace Casparyho prouzkii a suberinovych lamel u
rostlin osetrenych 0 (4, B) a 250nM ACC (C, D).

Exodermalni vrstva s riiznym stupném diferenciace Casparyho prouzkii a suberinovych lamel u
rostlin osetrenych 0 (E, F) a 250nM ACC (G, H).



Vzhledem k vysoké mife inhibice rGstu v prvni kultivaci byly ve druhé kultivaci
rostliny oSetfeny 0, 80, 125, 250, 500 a 750nM ACC. I zde byla pozorovdna vysoka mira
inhibice rustu, signifikantné se od kontroly (OnM ACC) neliSila pouze varianta s 80nM ACC
(graf €. 66).

66
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Graf ¢. 66. Priméerné denni privustky korenit Zea mays v pritb¢hu tridenniho puisobeni riznych
koncentraci ACC ve druhé kultivaci.

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 7-8, chybové usecky = stredni
chyby primeéru (SE).

Pro anatomickou analyzu byly vybrany varianty s 0, 80, 125, 250 a 500nM ACC.
Endodermalni suberinové lamely se vyskytovaly v nejvys$Sim poctu ve varianté s 500nM ACC
(priméra kategorie 2, graf ¢. 67), ale signifikantni rozdil byl pouze s variantou s 250nM
ACC (primérna kategorie 1, graf ¢. 67). V exodermalni vrstvé se Casparyho prouzky
vyskytovaly v nejvys§im poctu pti koncentraci 250nM ACC (primérna kategorie 2,33, graf
¢. 68), signifikantné se ale tato varianta liSila pouze od varianty s OnM ACC (primérna
kategorie 1, graf €. 68). Suberinové lamely v této vrstvé mély nejvyssi vyskyt opét u varianty
s 250nM ACC (primeérna kategorie 2,33, graf €. 69), signifikantnég se liSila od varianty s 0OnM
a 500nM ACC (primérné kategorie 1 u obou variant, graf ¢. 69). Fotografie fezl jednotlivych

variant z této kultivace jsou v tabulich ¢. 15 a 16.
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Grafy ¢. 67-69. Primérné kategorie vyvoje apoplastickych bariér v pozici 3/4 od korenové spicky
pri piisobeni ACC. Kategorie: 0 (zadné CP nebo SL), 1 (<30 % bunék s CP nebo SL), 2 (50 %
bunék s CP nebo SL), 3 (>70 % bunék s CP nebo SL), 4 (100 % bunék s CP nebo SL).

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n

chyby priumeru (SE).
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Tabule ¢. 15. Diferenciace endodermis Zea mays pri piisobeni ACC. Rezy v pozici 3/4 kovene od
korenové Spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (A, C, E, G) pro zvyraznéni Casparyho
prouzkit a Sudan Red (B, D, F, H) pro zvyraznéni suberinovych lamel, méFitko = 50 ym.

Endodemalni vrstva s riznym stupném diferenciace Casparyho prouzkii a suberinovych lamel u
rostlin osetrenych 0 (A, B); 80 (C, D); 125 (E, F) a 250nM ACC (G, H).
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Tabule ¢. 16. Diferenciace exodermis Zea mays pri piisobeni ACC. Rezy v pozici 3/4 korene od
korenové Spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (A, C, E, G) pro zvyraznéni Casparyho
prouzkii a Sudan Red (B, D, F, H) pro zvyraznéni suberinovych lamel, méritko = 50 um.

Exodermalni vrstva s riiznym stupném diferenciace Casparyho prouzkii a suberinovych lamel u
rostlin osetrenych 0 (A, B); 80 (C, D); 125 (E, F) a 250nM ACC (G, H).
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Z diavodu protichtidnych trendl v ptfedchozich dvou kultivacich byla provedena jesté
treti kultivace, ve které byly rostliny znovu oSetfeny 0, 80, 125, 250, 500 a 1000nM ACC.
V této kultivaci nebyl signifikantni rozdil v riistu mezi prvnimi tfemi variantami (tj. s 0, 80 a

125nM ACC, graf &. 70).
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Graf ¢. 70. Primérné denni prirustky korenii Zea mays v pribehu tridenniho puisobeni riznych
koncentraci ACC.

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 8, chybové usecky = stredni
chyby primeéru (SE).

Pro anatomickou analyzu ve % od kofenové Spicky byly vybrany varianty s 0, 80, 125
a 250nM ACC. Co se ty¢e Casparyho prouzkid v exodermalni vrstvé, byl jejich vyskyt
nejvetsi pti koncentraci 125nM ACC (prumeérna kategorie 1,6, graf ¢. 72), signifikantné se
vSak jednotlivé varianty neliSily. Suberinové lamely v endodermélni vrstvé se vyskytovaly
nejvice u variant s 125 a 250nM ACC (primé&rna kategorie 3,2 u obou variant, graf ¢. 71),
signifikantné se ale liSily pouze od varianty s 0OnM ACC (primérna kategorie 1,8, graf ¢. 71).
V exodermalni vrstvé frekvence vyskytu suberinovych lamel rostla se zvySujici se koncentraci
ACC, signifikantné se od kontrolni varianty liSila varianta s 250nM ACC (primérna kategorie

2,4, graf €. 73). Fotografie fezli jednotlivych variant z této kultivace jsou v tabulich ¢. 17 a 18.
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Grafy ¢ 71-73. Prumérné kategorie vyvoje apoplastickych bariér v pozici 3/4 od korenové spicky
pri plisobeni ACC. Kategorie: 0 (zadné CP nebo SL), 1 (<30 % bunék s CP nebo SL), 2 (50 %
bunék s CP nebo SL), 3 (>70 % bunék s CP nebo SL), 4 (100 % bunék s CP nebo SL).

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test, p <0,05, n = 5, chybové usecky = stiedni
chyby priumeru (SE).
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Tabule ¢. 17. Diferenciace endodermis Zea mays pii piisobeni ACC. Rezy v pozici 3/4 korene od
korenove Spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (A, C, E, G) pro zvyrazneni Casparyho
prouzkii a Sudan Red (B, D, F, H) pro zvyraznéni suberinovych lamel, méritko = 50 um.

Endodemalni vrstva s riiznym stupném diferenciace Casparyho prouzkii a suberinovych lamel u
rostlin osetrenych 0 (4, B),; 80 (C, D), 125 (E, F) a 250nM ACC (G, H).
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Tabule ¢. 18. Diferenciace exodermis Zea mays pri piisobeni ACC. Rezy v pozici 3/4 korene od
korenové Spicky barvené berberinem a gencianovou violeti (4, C, E, G) pro zvyraznéni Casparyho
prouzkit a Sudan Red (B, D, F, H) pro zvyraznéni suberinovych lamel, méritko = 50 um.

Exodermalni vrstva s riznym stupném diferenciace Casparyho prouzkii a suberinovych lamel u
rostlin osetrenych 0 (A, B); 80 (C, D), 125 (E, F) a 250nM ACC (G, H).
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Shrnuti vysledktli experimentu 3:

Vysledky anatomickych analyz kofeni Zea mays oSetienych jednotlivymi

fytohormony lze shrnout takto:

1.

Nejsiln€jsi vliv ma kyselina abscisova (ABA), ktera siln¢ stimuluje diferenciaci

apoplastickych bariér, a to 1 v koncentraci, ktera nezpiisobuje inhibici ristu kofene.

Cytokinin BAP také stimuluje diferenciaci apoplastickych bariér, ale vzhledem
k tomu, Ze je tato stimulace pozorovana u kofenti, na kterych je jiz patrna inhibice
jejich ristu, 1ze oznacit vliv BAP na diferenciaci apoplastickych bariér za mirnéjsi,

nez je tomu u ABA.

Ethylen (ACC) spiSe diferenciaci apoplastickych bariér stimuluje, ale signifikantni
vliv je patrny pfedevsim u kofend, které jiz vykazovaly inhibici ristu, podobné jako u

cytokininu BAP.

Vliv auxinu (NAA) na diferenciaci apoplastickych bariér neni signifikantni, i pfes vice

opakovani a snahy optimalizovat jeho koncentrace.
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5. Diskuse

Tato diplomova prace navazuje na vysledky Mgr. Jittho Namyslova (Namyslov,
2018), Mgr. Zuzany (Blascheové) Bauriedlové (Blascheova, 2016) a Mgr. Jany JanouSkové
(Janouskova, 2018) a jejim cilem bylo pfispét k vysvétleni funkéniho vyznamu a regulac¢nich
mechanismi recentné objevené lokalizované odpovédi apoplastickych bariér v kotenech Zea
mays v reakci na deficienci mineralnich zivin (Namyslov et al., 2020). V ramci prace bylo
piedevsim sledovéano, jak zména v postupu diferenciace apoplastickych bariér koresponduje
s distribuci deficientniho prvku v rostliné a jakd je regulacni role fytohormonl v této
odpovédi. Bylo také testovano, zdali 1ze detekovat lokalizovanou odpovéd’ na dostupnost
zivin také u jinych druhil rostlin. Price se zaméfovala predev§im na exodermis, ktera je
v reakci na stresové podminky vice plastickd nez endodermis (Enstone, Peterson and Ma,
2003) a zarovenn diky lokalizaci tésné pod pokozkou ovliviiuje radidlni transport latek

apoplastem jiz pti vstupu do primarni ktry (Taiz, Zeiger and Moll, 2018).

Dostupnost mineralnich zivin je v heterogenni pid€ velmi proménliva a kofenovy
systém rostliny se snazi maximalizovat efektivnost jejich pfijmu. Rostlina na stresové
podminky, jakymi jsou sucho, zasoleni nebo toxicita, vétSinou reaguje rychlejsi diferenciaci
apoplastickych bariér (Redjala et al., 2011). V ptipadé deficience mineralnich zivin vSak
omezeni apoplastického transportu a zmenseni plochy membran, potencialné zapojenych do
piijmu deficientniho prvku, nemusi ptfedstavovat vyhodu. V souladu s timto ptedpokladem
byla v nékterych ptipadech skute€né pozorovana pozdé€jsi diferenciace bariér, endodermis a
exodermis (Schreiber, Franke and Hartmann, 2005; Barberon et al., 2016; Namyslov et al.,
2020). Presto vSak napf. pii deficienci dusiku nebo fosforu miZzeme detekovat vyraznou
stimulaci diferenciace exodermis i endodermis u nekterych druhti rostlin (Janouskova, 2018;
Armand et al., 2019; Namyslov et al., 2020). Trendy se vSak mohou u deficience stejné¢ho
prvku na druhoveé urovni odliSovat, a tento fakt ukazuje na rozdilné strategie nebo regulacni
mechanismy napfi¢ druhy. Zji§t€nim, Ze tato odpovéd’ mize byt lokalizovana a mizZe probihat
pouze v té ¢asti kofenového systému, kterd je deficienci pfimo vystavena, vyvstalo né€kolik

novych pohledt, které jsou v této diplomové praci diskutovany.
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5.1 Funk¢ni vyznam lokalizované odpovédi apoplastickych bariér

Pro¢ se tedy v pfipad¢ deficience nékterych prvki diferencuji apoplastické bariéry
rychleji, kdyz tato reakce vede ke snizeni hydraulické vodivosti, omezeni piijmu vody a s ni i
latek z rhizosféry (Carvajal, Cooke and Clarkson, 1996; Zimmermann and Steudle, 1998;
Redjala et al., 2011), mezi kterymi mohou potencialné byt i ionty prvku, kterého ma rostlina
nedostatek? Na tuto otazku zatim nelze odpovédét zcela jednoznacné. (Armand et al., 2019)
tento trend popisuje jako snahu rostliny o sniZzeni hydraulické vodivosti, coz by mohlo pomoci
k regulaci poméru biomasy podzemni a nadzemni ¢asti (R/S poméru) ve prospéch kotenti. To
se ale Uplné neshoduje se zjisténim publikovanym o rok pozdéji, Ze zména v rychlosti
diferenciace bariér je lokalizovand. To znamend vyskytujici se jen v té casti kofenového

systému, ktery je deficienci pfimo vystaven (Namyslov et al., 2020).

V ramci diplomové prace jsem se proto na lokalizovanou odpovéd apoplastickych
bariér zamétil. V prvni fazi jsem reakci znovu ovéfil u rostlin Zea mays péstovanych ve split-
root kulturach s deficienci dusiku a drasliku, které byly vybrany jako dv¢ kontrastni situace na
zakladé predchozich vysledki (Namyslov et al, 2020). V kofenech téchto rostlin jsem
provedl anatomickou analyzu stupné vyvoje apoplastickych bariér, kterd potvrdila rychlejsi
diferenciaci endodermis a exodermis pfi deficienci dusiku, a naopak pomalejsi (pozd¢&jsi)
diferenciaci pii deficienci drasliku, 1 kdyZ v ptipadé nedostatku drasliku byl pozorovan slabsi
efekt nez v ptedchozi praci (Namyslov et al., 2020). Rychlejsi diferenciace bariér v kofenech
pfimo vystavenych deficienci by mohla pfedstavovat uritou vyhodu vtom, ze v Casti
kotenového systému nachazejiciho se v deficienci by nedochazelo k tnikiim iontii ze starSich
casti kofenil do rhizosféry. Vydej iontli mineralnich zivin z kofenti do okolniho roztoku byl
opakovan¢ detekovan (Elliott, Lynch and Lauchli, 1984; Teyker ef al., 1988; Colmer and
Bloom, 1998). Zaroven je popsano, ze vysokoafinitni transportéry, zajistujici pifijem iontl
minerdlnich Zivin v podminkach jejich nizké externi dostupnosti, jsou Ccasto pfitomné
predevsim v mladsich ¢astech kotfene blize kotenové Spicce (Kanno et al., 2016; Janouskova,
2018; Namyslov et al., 2020). Zajimavym ptikladem je transportér fosfatu, lokalizovany
dokonce piimo v kofenové Spi¢ce (Kanno et al, 2016). To koresponduje s vyssi
pravdépodobnosti vyskytu deficientniho iontu v novych, potencialn€ nevycerpanych oblastech
pudy, do kterych kofen roste. Zaroven je mozno si ptedstavit, ze v ptipadé deficience kratSiho
charakteru je pro rostlinu vyhodnéjsi kotfeny v deficientnim substratu nebo oblasti substratu

po néjakou dobu udrzet aktivni a retranslokovat do nich ¢ast Zivin pfijatych kofeny rostoucimi
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v dostatku dané¢ho prvku (Shen et al., 2005), poptipad¢ aplikovanych na listy (Dong et al.,
2002). Energie a ziviny na jejich rist jiz totiz byly investovany. Rychlejsi diferenciace
apoplastickych bariér v téchto kofenech by umoznila, aby nedochdzelo ke ztraté zivin
zpétnym tokem iont ven z kofenil v této Casti. Fakt, Ze jsou deficientni kofeny po urcitou
dobu udrzovany a podporovany v ristu, jsem s pomoci split-root kultivaci pozoroval u
Hordeum vulgare vystaveného deficienci dusiku. H. vulgare po urcitou dobu podporoval rist
kofene rostouciho v deficienci, pfi déle trvajici deficienci jsem vSak pozoroval vyrazné
uptfednostnéni investice do kotfene rostouciho v médiu s dostatkem dusiku (kofeny byly delsi a
vice vétvené). Stejné morfologické rozdily byly pozorovany i u Sorghum bicolor a Zea mays
koresponduji s lokalizovanou rustovou odpovédi kotfenového systému na heterogenni
dostupnost zivin v substratu (Drew, 1975; Forde and Walch-Liu, 2009). Retranslokace
riznych mineralnich prvkil (v rizné mife v zdvislosti na jejich mobilit€¢ po rostlin€) byla
opakované pozorovana napt. u fosforu v pripadé Lupinus albus (Shen et al., 2005) nebo u
zeleza v ptipad¢ Cucumis sativus (Valentinuzzi et al., 2020). V tomto ptipadé autor uvadi, ze
u rostlin ve split-root kultivacich s deficienci Zeleza je nejprve detekovdno plné zasobeni

zelezem prytu, az nasledné poté je zelezo retranslokovano do deficientniho kotene.

Otazkou vyplyvajici ze stanovenych hypotéz pro mé tedy bylo, zdali je retranslokace
nedostatkové ziviny do deficientni ¢asti kofenového systému tak velkd, abych mohl podpofit
teorii o prevenci uniku ionti z té&chto kofentl. Ve spolupraci s VURV jsem méfil hladiny
deficientnich prvkl v prytech a kotfenech rostlin Zea mays, které byly péstovany ve split-root
kulturéach s deficienci dusiku (experiment 1.1) a s deficienci drasliku (experiment 1.2). Pryty
rostlin Z. mays, péstovanych v dé€lené varianté¢ s deficienci dusiku, se v obsahu dusiku
signifikantné neliSily od kontrolni varianty. Z toho vyplyv4, Ze kofen rostouci v médiu
v délené varianté byl schopen sam zasobit dusikem pryt na hladinu srovnatelnou s pryty
rostlin kontrolnich, tedy téch, které netrpé€ly zadnou deficienci. Jina situace nastala u split-root
kultivaci s deficienci drasliku. Tam se jiz obsah drasliku mezi pryty délené a kontrolni
varianty signifikantné 1i8il, byl zhruba o 2 % nizsi. Co se tyce situace v kotenech, pozornost
jsem zaméfil predev§im na rozdily mezi koteny v délené varianté. Z vysledkil 1ze vyvodit, Ze
dusik se mezi kofeny retranslokuje, protoze deficientni koteny v délené varianté meély
signifikantné niz8§i C/N pomér nez rostliny v plné¢ deficientni varianté. Retranslokace dusiku
vSak neni tak vyraznd, abych mohl jednoznac¢né potvrdit hypotézu o prevenci tniku ionth. Lze
nicméné predpokladat, Ze u kotentl, které obsahuji pouze 1,56 % N v suSin¢€, coz je hodnota
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detekovana v deficientnich kofenech v délené variantg, nebude riziko tniku NOs™ nebo NH4"
do rhizosféry pfili§ vysoké. Pro potvrzeni tohoto zavéru by bylo vhodné stanovit obsahy obou
iontll v pletivech a zaroven provést experimenty sledujici pfijem, translokaci a unik dusiku
z kotfenli v zavislosti na podminkach rhizosféry a stupni diferenciace bariér v kofenech
pomoci °N znadenych sloucenin. Tyto experimenty jsou piedb&Zné planovany ve spolupraci

s Vyzkumnym tstavem rostlinné vyroby v Ruzyni (VURV).

Vzhledem k pozorovanym zménam hydraulické vodivosti kofenti pii deficienci
(Carvajal, Cooke and Clarkson, 1996; Armand et al, 2019) vyvstava jest¢ dal§i mozné
vysvétleni vyznamu urychleni diferenciace bariér prednostné v deficientni ¢asti kofenového
systému. V pifipadé, Ze rostlina snizi hydraulickou vodivost v ¢asti kofenového systému
rostouci v deficienci, upfednostnila by piijem vody, a tedy i jeji hromadny tok v rhizosfére
v oblasti pidy bohat§i na Ziviny. Tim by mohl byt stimulovan i pfijem nedostatkovych
mineralnich iont kofeny rostoucimi v ¢asti substratu s jejich vyssi dostupnosti. Tato hypotéza
nebyla testovana, ale mohla by se uskutecnit v budoucnu opét ve spolupraci s Laboratofi

integrované vyzivy rostlin VURV.

Vyse zminéné hypotézy vSak neodpovidaji vlivu deficience drasliku na diferenciaci
bariér u Zea mays, u které jsem pozoroval pomalejsi diferenciaci, pfestoze (Barberon ef al.,
2016) uvadi, ze pti deficienci drasliku je suberinizace v endodermalni vrstvé u Arabidopsis
thaliana stimulovéna. Na otadzku, jaky mé pro Zea mays vyznam zpomaleni diferenciace
bariér v souvislosti s touto deficienci nemohu s urcitosti odpovédét. Draslik je prvek v rostliné
velmi mobilni (Wang and Wu, 2013) a jeho unik z deficientnich kofent je proto minimalné
stejné pravdépodobny, jako je tomu u iontd dusiku nebo fosforu. S prevenci Uniku proto
koresponduji spiSe vySe zminénd pozorovani u A. thaliana (Barberon et al., 2016). Reakce
Zea mays tomuto neodpovida. V této souvislosti mé napada spojitost s nedostateCnym
vyzravanim pletiv, rozpadem parenchymu a poléhani stébel pii deficienci drasliku, jak shrnuje
napt. (Murrel, 2010), na coz jsou konkrétn¢ obilniny velmi nachylné. ZvySend pruznost a
poléhavost stébel byly popsany napt. u rostlin Zea mays (Liebhardt and Murdock, 1965;
Welch and Flannery, 1985), Triticum aestivum (Beaton and Sekhon, 1985) nebo Oryza sativa
(De Datta and Mikkelsen, 1985). Zpomaleni diferenciace bariér by tedy nemusela byt funkéné
vyznamna adaptace na deficienci drasliku, ale mohl by to byt jen vysledek problému s

diferenciaci bun€k nebo jiného problému, ktery tato deficience ptinasi.
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5.1.1 Lokalizovana odpovéd’ u jinych rostlinnych druhi

Dale jsem testoval, zdali je mozné lokalizovanou odpovéd’ apoplastickych bariér na
deficienci dusiku pozorovat i u jinych druhl a neni to jen anomalie pozorovatelna u Zea mays.
Pro tuto praci jsem vybral tfi modelové rostliny, vSechny z ¢eledi Poaceae, Hordeum vulgare,
Avena sativa a Sorghum bicolor, které¢ jsem vybiral dle schopnosti tvorby exodermis
(Perumalla, Peterson and Enstone, 1990; Bathoova et al., 2018; Janouskova, 2018) a pro
snadné kultivovani. H. vulgare dle (Ranathunge et al., 2017) v hydroponii za normalnich
podminek exodermis netvofi, (Janouskova, 2018) ve svém experimentu exodermis pozorovala
pii pusobeni deficience fosforu. V ramci mych experimentii, kde jsem rostliny vystavil
pusobeni deficience dusiku, jsem nicméné u jeCmene ani ovsa téméf nepozoroval
diferencovanou exodermalni vrstvu v zadné z variant, proto nemohu ani jejich moznou
lokalizovanou odpovéd’ na nedostatek zivin hodnotit. U jeCmene jsem pozoroval rozdilnou
morfologickou stavbu kofenového systému mezi koteny deficientnimi a kontrolnimi v délené
varianté, u ovsa nikoli. U rostlin ¢iroku jsem také pozoroval rozdilnou morfologii kotenti
v délené varianté, u nich jsem uz pozoroval naznaky lokalizované odpovédi, konkrétné byla
v kotenech péstovanych v deficienci dusiku stimulovana diferenciace bariér, stejné€ jako u Zea
mays. Pro zptesnéni vysledkl je jest¢ nutno prodlouzit dobu kultivovéani ¢iroku a provést
anatomickou analyzu kofenli ve vétSim mnozstvi pozic. VSechny rostlinné druhy byly
péstovany ve split-root kultivacich s deficienci dusiku, do budoucna by také bylo vhodné
provést kultivace i s deficienci jinych prvki, predevsim fosforu a drasliku. To by umoznilo
zjistit, jestli 1 jiné rostliny reaguji na deficienci drasliku zpomalenim diferenciace bariér, nebo
je to pouze doménou Zea mays nebo obilnin jako takovych. Zajimavou moZnosti je i
vystaveni rostlin kombinované deficienci dusiku a drasliku, coZ by umoznilo zjistit, zda

deficience drasliku zabrani zrychlen¢ diferenciaci bariér v N-deficientnich kotfenech.

5.2 Role fytohormonii v regulaci diferenciace apoplastickych bariér
v kofenech Zea mays pri nedostatku dusiku a drasliku

Fytohormony jsou dilezitymi ciniteli v utvafeni kofenové architektury, zejména
kyselina abscisovd, auxin, ethylen a cytokininy (Lopez-Bucio, Cruz-Ramirez and Herrera-
Estrella, 2003). Fytohormony také hraji vyznamnou roli vregulaci diferenciace

apoplastickych bariér (Barberon ef al., 2016) a zakladni otazkou pro mé tedy bylo, jak se
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méni  hladiny vybranych fytohormoni ve split-root kultivacich s deficienci dusiku
(experiment 1.1) a drasliku (experiment 1.2) a zda tyto zmény koresponduji s rozsahem
diferenciace apoplastickych bariér v kotenech Zea mays. Bylo pro m¢ stézejni porovnat
hladiny fytohormont mezi variantou kontrolni, délenou a deficientni. U délené varianty jsem
navic porovnaval zmeény v hladinach fytohormonti mezi kontrolni a deficientni ¢asti
kofenového systému téZe rostliny. Segmenty kofentl jsem zaslal na AV CR, kde byly
analyzovany ve spolupraci s doc. Radomirou Vankovou z Laboratofe hormonalnich regulaci u
rostlin. Z vysledkt vSak neni lehké vyvodit zavéry vzhledem k tomu, ze hladiny fytohormont
detekované v kotfenech nekoreluji se stupném diferenciace bariér tak, jak se puavodné
predpokladalo na zakladé¢ dat publikovanych v literatufe pro jiné rostlinné druhy (Barberon et
al., 2016; Liu et al, 2021). Paralelné¢ jsem spolu s Mgr. Zuzanou (Blascheovou)
Bauriedlovou, ktera toto téma zpracovava v ramci své disertacni prace, testoval vliv externé
dodanych fytohormont na kotfenovy systém hydroponicky péstovanych rostlin Zea mays.
Vysledky téchto experimentti koreluji se zménami hladin fytohormont v kofenech rostlin

z délenych kultur opét jen ¢astecné.

5.2.1 Kyselina abscisova

Prvnim fytohormonem, jehoz vliv a roli v regulaci diferenciace apoplastickych bariér
v odpovédi na dostupnost zivin jsem testoval, byla kyselina abscisova (ABA). ABA je
povazovana za univerzalni stresovy hormon, jak shrnuje napt. (Hong, Seah and Xu, 2013).
Zaroven pro ni byla popsana stimulacni role v suberinizaci endodermis (Barberon et al., 2016)
1 v ukladani suberinu v jinych pletivech a orgénech rostlin, napf. peridermu hliz (Efetova et
al., 2007) nebo v odpovédi na poranéni (Boher ef al., 2013; Woolfson et al., 2018), zasoleni
(Vishal et al., 2019), ¢i nedostatek vody (Hu et al., 2011). Snizena suberinizace u Arabidopsis
thaliana pti represi signalni drahy ABA byla popséana i v praci (Andersen et al., 2018). (Wang
et al., 2020) uvadi, Ze ABA indukuje u Arabidopsis thaliana rychlou, ale pouze piechodnou
suberinizaci, oproti tomu stoji pomalejsi suberinizace zprostiedkovand transkripnimi faktory
SHR (Short-Root) a MYB36. Piesto, Ze jsou drdhy propojené, v mutantu shr-2, byla
suberinizace po externim oSetienim ABA detekovana. To ukazuje, Ze ABA miiZze vyuzit
dréhu nezavislou na SHR (Wang et al., 2020). Hladina ABA se navic v rostlinach mize
zvySovat pii deficienci zivin. Toto bylo pozorovano napft. pti deficienci dusiku u Gossypium
hirsutum (Chen et al., 2020), Zea mays (Battal, Turker and Tileklioglu, 2003) a Triticum

durum (Teplova, Veselov and Kudoyarova, 1998), pfi deficienci drasliku u Zea mays (Battal,
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Turker and Tileklioglu, 2003) a Arabidopsis thaliana (Barberon et al., 2016), pti deficienci
fosforu u Hordeum vulgare (Vysotskaya et al., 2020), Zea mays (Battal, Turker and
Tileklioglu, 2003) a Arabidopsis thaliana (Prerostova et al., 2018) nebo pfti deficienci siry u
Arabidopsis thaliana (Barberon et al., 2016) a Zea mays (Battal, Turker and Tileklioglu,
2003). Pti deficienci fosforu u Oryza sativa byl ale pozorovan naopak pokles hladiny ABA
(Fang Zhu et al., 2018). Lze tedy ptedpokladat, ze by ABA mohla regulovat i suberinizaci
exodermis v odpovédi na deficienci dusiku, toto ale doposud analyzovano nebylo. Stejné tak

neni jasny jeji vliv na prabéh lignifikace exodermalnich Casparyho prouzkii.

Zvysené hladiny ABA v kofenech Zea mays jsem v experimentu 1.1 pozoroval v N-
deficientni varianté, také v délené varianté u obou kofenll stejné rostliny (kofene rostouciho
v N-deficientnim roztoku i kotfene rostouciho v roztoku s N). Hladina ABA tedy korelovala
s variantou média (a obsahem N v suSin¢ kofend) jen u kontrolni (KONT/KONT) a N-
deficientni varianty (-N/-N). Zde odpovidala trendim publikovanym v literatufe, kdy jsou u
N-deficientnich rostlin obvykle pozorovany vyssi hladiny ABA (Teplova, Veselov and
Kudoyarova, 1998; Chen et al, 2020). Korelovala také se stupném diferenciace
apoplastickych bariér, ktery byl vyrazné pokrocilejsi u N-deficientni varianty. Tato
pozorovani jsou tedy v souladu s popsanym stimula¢nim vlivem ABA na diferenciaci bariér,
ktery byl dokumentovan napt. u Arabidopsis thaliana (Barberon et al., 2016) nebo Zea mays
(Namyslov, 2018). Tento stimulacni efekt se mi v této praci podafil prokdzat i pfi externim
dodani ABA do kultiva¢niho média, a to pro endodermis i exodermis. Z vysledku mohu fict,
ze ze vSech ndmi zkoumanych fytohormonti méla ABA nejsilnéjsi vliv na diferenciaci bariér,
a to jiz v koncentracich, které neovliviiovaly rust kofene. Pti vysokych koncentracich externé
aplikované ABA (1 000 nM) jsem dokonce pozoroval vicevrstevnou exodermis, a to jak v
piipad€ Casparyho prouzki, tak suberinovych lamel, pfestoze je pro kofeny Z. mays typicka
jednovrstevna exodermis. Je tedy patrné, Zze kromé efektu na suberinizaci, je ABA schopna

stimulovat 1 lignifikaci Casparyho prouzki a stimulovat diferenciaci exodermalni vrstvy.

S témito zavéry nicméné nekoresponduji vysledky pro délenou variantu (KONT/-N).
U této varianty byla hladina ABA vysokéd v obou kotfenech stejné rostliny, piestoze kotfen
rostouci v N-deficientnim roztoku obsahoval pouze 1,56 % dusiku v suSin¢, zatimco koten
rostouci v kontrolnim médiu 4,24 % dusiku. Podobné také hladina ABA v té€chto kofenech
nekorelovala se stupném diferenciace apoplastickych bariér. V kontrolnim koteni byly bariéry

signifikantné mén¢ diferencované neZ v koteni deficientnim. Vysvétlit toto pozorovani neni
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jednoduché. Jednim z moznych vysvétleni je, Ze krom¢ hladiny samotné ABA je klicova
rychlost jejiho metabolismu a tedy napt. hladiny prekurzorti nebo degradacnich produktt.
V tomto sméru jsou zajimavym vysledkem rozdily v hladin¢ kyseliny dihydrofazeové (DPA),
ktera je produktem katabolismu ABA (Ma et al., 2018). ABA je nejprve metabolizovana na
kyselinu fazeovou (PA) a nasledné na kyselinu dihydrofazeovou (DPA). PA 1 DPA maji
slabou nebo zadnou biologickou aktivitu (Zhou et al., 2004). Vyssi hladina metaboliti ABA
poukazuje na vyrazné zvyseni hladiny ABA v rangjsi fazi stresu. V pozdéjsi fazi je ABA
metabolizovana a jsou detekovatelné ve vétsi mife predevsim jeji metabolity (Harrison and
Walton, 1975; Hansen and Dorffling, 1999). V kotfenech kontrolni varianty i v kofenech
délené varianty rostoucich v kontrolnim médiu byla naméfena vysokéa hladina DPA. Hladina
DPA tedy velmi piesné korelovala s variantou média, obsahem dusiku v pletivech kotenti i

stupném diferenciace bariér napfi¢ vSemi variantami experimentu 1.1.

Dalsim moznym vysvétlenim je, ze v rostliné v délené varianté, ktera je vystavena
deficienci jen Caste¢né€, by probihala syntéza ABA ve vétSim mnozstvi v listech (Kuromori,
Seo and Shinozaki, 2018) a tato ABA by nasledn€ mohla byt transportovana do obou casti
kotenového systému. To by mohlo vysvétlit vyssi hladinu ABA v obou castech, 1 kdyz
diferenciace apoplastickych bariér je rozdilnd. Nasledné by zalezelo na citlivosti bunck
endodermis a exodermis, které by mohly byt v ¢asti kofenového systému rostouci
v kontrolnim médiu méné citlivé k ABA a rychlejsi diferenciace by u nich neprobihala.
Rozdilnéd citlivost by napf. mohla souviset s odliSnou mirou exprese genli kodujicich
receptory ABA v jednotlivych ¢astek déleného kofenového systému, takovym receptorem je
napi. PYLS8 (Pyrabactin Resistancel-Like8) (Antoni et al., 2013; Belda-Palazon et al., 2018).
V disledku by se tedy mohlo jednat o dal$i regulacni mechanismy a budouci experimenty by

se mohly ubirat pravé timto smérem.

Apoplastické bariéry navic ovliviuji tok ABA kofenem v radidlnim sméru (Schraut,
Heilmeier and Hartung, 2005). V této praci byly analyzovany pouze segmenty kofent, které
byly analyzovany jako celek. Pfipadnou odli$nou distribuci ABA v pletivech N-deficientnich
a kontrolnich kofent tak nebylo mozno zachytit. V dalSich experimentech by bylo vhodné
provést jemnéjsi vzorkovani podél osy kofene a zaméfit se na presnéjsi lokalizaci v pletivech

kofene.

Co se tyc¢e deficience drasliku, (Barberon ef al., 2016) uvadi, ze Arabidopsis thaliana

reaguje zvySenou hladinou ABA. U Zea mays by méla byt situace pii deficienci drasliku
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podobna (Battal, Turker and Tileklioglu, 2003). V nasem experimentu 1.2 byly hladiny ABA
mirné vyssi v K-deficientni a délené varianté, rozdily mezi jednotlivymi variantami ale nebyly
signifikantni, deficience drasliku tedy vyraznéjsi zvySeni obsahu ABA v kofenech nevyvolala.
Mensi stupen diferenciace apoplastickych bariér u K-deficientnich kotfenli Zea mays nicméné
nebyl spojen se snizenou hladinou ABA v téchto kofenech. Reakce Zea mays na deficienci
drasliku tedy mtze byt celkove jina nez u A. thaliana, napt. v souvislosti s jiz diskutovanymi

problémy s vyzravanim pletiv a zhorSenou mechanickou odolnosti K-deficientnich obilnin.

5.2.2 Ethylen

Ethylen ptlisobi na apoplastické bariéry v kofenech ziejmé¢ antagonisticky k ABA. U 4.
thaliana byla pozorovana pozdéjsi suberinizace endodermis po aplikaci ACC, prekurzoru
syntézy ethylenu, do média (Barberon et al., 2016). Navic byla pozorovana zvySujici se
hladina ethylenu v rostliné pti deficienci nékterych prvkl, napt. u Arabidopsis thaliana
rostouci v deficienci Zeleza, zinku a manganu (Barberon et al., 2016), nebo u Phaseolus
vulgaris (Borch et al., 1999), kde byl v kofenech rostlin rostoucich v deficienci fosforu
detekovan ethylen ve dvakrat vy$sim mnozstvi. Ethylen je také opakované spojovan s reakci
rostliny na nedostatek drasliku, pfi kterém se jeho hladina v kotenech 4. thaliana zvysuje
(Shin and Schachtman, 2004; Schachtman, 2015). Endodermis A. thaliana ale pti deficienci
drasliku suberinizuje rychleji (Barberon et al., 2016).

Shrneme-li tyto informace dohromady, je zfejmé, Ze spojeni mezi deficienci
mineralnich Zivin, hladinami ethylenu v pletivech rostlin a stupném diferenciace
apoplastickych bariér v kofenech neni zcela jednoznacné. Proto jsem se na ethylen také
zamétil ve své diplomové praci. Data, kterd jsem ziskal v rdmci experimentd se Zea mays
ukazuji signifikantni negativni korelaci mezi obsahem dusiku (experiment 1.1) i s obsahem
drasliku (experiment 1.2) a hladinou ACC v pletivech kotend. To znamena, Ze jeho hladina
byla v obou experimentech vy$si u rostlin deficientnich. Tento vysledek vSak nekoreluje
s vysledky anatomické analyzy, protoze u varianty K-deficientni jsem pozoroval vyrazné
zpomaleni diferenciace bariér, oproti tomu u varianty N-deficientni jsem pozoroval vyraznou
stimulaci diferenciace. Dle (Barberon et al., 2016) ethylen pfi deficienci nékterych prvkl
(konkrétng siry a Zeleza) inhibuje prostiednictvim ethylenu suberinizaci endodermis u
Arabidopsis thaliana a externé aplikované ACC dokonce stimuluje odbouravani jiz ulozeného

suberinu. To by v mych experimentech platilo pouze pro K-deficientni kofeny, pro N-
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deficientni nikoli. Navic v mych experimentech nebyl ani vliv extern¢ aplikovaného ACC na
diferenciaci apoplastickych bariér Zea mays tpln¢ jednoznacny a z vysledkit mohu shrnout, ze
diferenciaci bariér spiSe stimuloval. Ale pouze u kotfent, které¢ jiz byly vyraznéji inhibovany
v ristu. Tento zavér nekoresponduje s pfedchozim pozorovanim na Arabidopsis thaliana
(Barberon et al, 2016) ani s piedchozim experimentem mého kolegy na Zea mays
(Namyslov, 2018), kde byl pozorovan opacny trend. Ob¢ prace nicméné analyzovaly stupeil
diferenciace bariér po aplikaci vyssi koncentrace ACC (1 000nM), nez tomu bylo v mém
piipadé¢ (maximalné¢ 500nM). Anatomickou analyzu bude proto tfeba v nasledujicich
experimentech rozsifit 1 o rostliny oSetfené vyssi hladinou ACC. V této souvislosti je
zajimavym vysledkem nizsi stupen diferenciace exodermis ve varianté s 500nM ACC oproti

varianté s 250nM ACC, kterou jsem pozoroval.

Ethylen také reguluje tvorbu aerenchymu v kotenech (He ef al., 1996; Drew, He and
Morgan, 2000), ktery je velmi dulezity napf. pti zaplaveni kofenového systému a nasledné
hypoxii. Dochazi tak k zasobeni pletiv kyslikem a diferencovana exodermalni vrstva brani
jeho Uniku (Pedersen et al., 2020). Hypoxie stimuluje tvorbu ethylen, ktery indukuje
programovanou bunéénou smrt, dochazi k degradaci bun¢k a tvorbé aerenchymu (Drew, He
and Morgan, 2000). Vice vyvinuty lyzigenni aerenchym jsem pozoroval u deficientnich
kofenii v obou experimentech, i kdyz jsem jeho rozsah kvantitativné nehodnotil a data
v diplomové praci neuvadim. Tvorba aerenchymu je v kofenech Zea mays stimulovana pfti
nizkém obsahu dusiku, drasliku a fosforu v ptid¢ (Postma and Lynch, 2011; Saengwilai ef al.,
2014). Autofti této reakci pfikladaji vyznamnou roli, protoZe sniZuje respiraci v kofenech a
metabolické néklady na produkci a udrzovani biomasy kofenti v podminkach deficience. Cini
tak kofenovy systém efektivnéjsi, protoZe pfi stejnych metabolickych nakladech mtZe rostlina
prokofenit vétsi obsah pidy. Proto si myslim, Ze zvySeny obsah ethylenu v kotfenech Zea
mays z experimentu 1.1 a 1.2 by mohl souviset pravé s tvorbou aerenchymu. Jak uvadi (He,
Morgan and Drew, 1992), rostliny Zea mays vystavené deficienci dusiku a fosforu jsou
k ethylenu citlivéjsi. Rostliny pak mohou byt péstovany v chudSich pidach a vyzkumy
zamétfené timto smérem jsou dulezité pro zvySeni vynosu plodin péstovanych v rozvojovych

oblastech.
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5.2.3 Auxiny, cytokininy a ostatni analyzované fytohormony

Dale jsem analyzoval vliv externé podaného auxinu (NAA), ktery je velmi dilezitym
regulatorem architektury kotenového systému pfti deficienci napt. dusiku (Krouk et al., 2010).
(Chen et al., 2020) pozoroval u Gossypium hirsutum rostouciho v deficienci dusiku snizenou
hladinu TAA. Ja jsem v mych experimentech (1.1 a 1.2) nepozoroval korelaci mezi obsahem
deficientnich prvka (dusiku a drasliku) a hladinou IAA, pozoroval jsem vsak korelaci mezi
metabolitem IAA indolyl-acetyl-aspartatu (IAA-Asp), jehoz obsah byl vyssi u kontrolnich
variant u obou experimentl. IAA-Asp je metabolit vznikajici pfi degradaci auxinu, mize mit
vSak vlastni signaliza¢ni funkci u dalSich drah a miize byt zapojen do reakci na abioticky stres
(Ostrowski, Ciarkowska and Jakubowska, 2016). V souvislosti s apoplastickymi bariérami
jsem pozoroval pozitivni korelaci s hladinou TAA v experimentu 1.1 a naopak negativni
korelaci v experimentu 1.2. Externi aplikace NAA diferenciaci apoplastickych bariér

neovlivnila.

Dalsimi vybranymi fytohormony byly cytokininy, které se také podileji na reakcich
spojenych s deficienci zivin (Sakakibara, 2006) a jejich hladina se u deficientnich rostlin spise
snizuje (Korobova et al., 2016). To se mi potvrdilo pouze u deficience dusiku, nikoli v§ak u
deficience drasliku. Pro nékteré metabolity cytokinini jsem pozoroval negativni korelace
mezi jejich hladinami a diferenciaci bariér u experimentu 1.1 i 1.2. U kotenli oSetfenych
externé dodanym cytokininem BAP jsem pozoroval stimula¢ni efekt na diferenciaci bariér,
ale v kotenech, které jiz byly viditeln€¢ inhibovany v ristu. Tudiz bych oznacil stimulaéni

efekt BAP za slabsi nez efekt ABA.

Dale byly méfeny hladiny kyseliny jasmonové, salicylové a také jejich metabolitt.
Nebyla vSak pozorovana vyznamna korelace se stupném diferenciace apoplastickych bariér.
Kyselina jasmonovd ma zvySenou hladinu u délené varianty (KONT/-N) ve split-root
kultivaci s deficienci dusiku, coz ukazuje na jeji vyznam pii nerovnomérné dostupnosti

dusiku.
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6. Zavér

Tato prace meéla za ukol analyzovat funk¢ni vyznam a regulaéni mechanismy
lokalizované odpovédi apoplastickych bariér na deficienci mineralnich Zivin. V ramci prace
se podarilo ovéfit lokalizovanou odpovéd’ kotfenli Zea mays na deficienci dusiku a drasliku
v délenych (split-root) kultivacich. Analyza obsahu prvkl v biomase rostlin méla za tukol
podpofit nebo vyvratit hypotézu o rychlejsi diferenciaci exodermis jako prevenci uniku
nedostatkovych ionti zpét do rhizosféry. Z vysledka vsak vyplyva, ze retranslokace dusiku i
drasliku mezi ¢astmi kofenového systému je pomérné mala na to, aby se tato hypotéza dala
s urditosti potvrdit. Budouci experimenty by se mohly soustiedit na piijem a vydej '°N
znacenych sloucenin, sledovat jejich redistribuci v rdmci kofenového systému a unik z
kotentl, popiipadé se pokusit ovétit nebo vyslovit dalsi hypotézy o funkénim vyznamu této
lokalizované odpovédi. Naznak lokalizované odpovédi apoplastickych bariér byl sledovan
krom¢ Zea mays také u Sorghum bicolor. U Hordeum vulgare a Avena sativa lokalizovana
odpovéd’ apoplastickych bariér v této praci detekovéna nebyla, u téchto druh nebyla
detekovana exodermalni vrstva vibec. Budouci experimenty by se mohly zaméfit na dalsi
rostlinné druhy, v¢etné dvoudéloznych, u kterych vsak bude tézsi rozdélit kofenovy systém v

délenych (split-root) kultivacich.

Co se tyce regulacnich mechanismil, v rostlinach Z. mays péstovanych v délenych
kultivacich byly také analyzovany hladiny fytohormont, s rychlosti a stupném diferenciace
apoplastickych bariér vSak zcela nekorelovaly. Je zajimavé, Ze ztrendu patrného mezi
deficientni a kontrolni variantou Casto vybocovala d€lend varianta. Zd4 se tedy, Ze se rostliny
vystavené pusobeni deficience jen v ¢asti kofenového systému chovaji odliSné neZz plné
deficientni rostliny. Timto smérem by se mohly zamétit budouci experimenty. Vzhledem
k tomu, Ze byly hladiny fytohormoni analyzovany jen v celych segmentech kotend, by do
budoucna bylo také vhodné vzorkovat jemnéji podél osy kofene a také v radidlnim smeéru,
oddélené pro endodermalni a exodermalni vrstvu. Pfi externim dodani fytohormonii (ABA,
BAP, ACC, NAA) do hydroponickych kultivaci Zea mays byl zjiStén nejsilnéjsi efekt
kyseliny abscisové (ABA), kterd vyrazné stimulovala diferenciaci bariér bez vyrazné inhibice
rastu kofenti a ve vysSSich koncentracich dokonce indukovala vznik dvojité exodermalni
vrstvy, kterd se u Z. mays za normalnich podminek nevyskytuje. BAP a ACC diferenciaci

v

bariér také spiSe stimulovaly, jiz vSak za vyrazné&j$i inhibice rustu kotene. Vliv NAA nebyl

114



signifikantni. Tyto experimenty by opét bylo vhodné doplnit, napt. vystavit rostliny piisobeni

fytohormonu déle a analyzovat rozsah diferenciace bariér v riiznych pozicich kotene.
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