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Seznam pouzitych zkratek

ABA kyselina abscisova

ACC kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylova
AGL AGAMOUS-LIKE

ANOVA analyza rozptylu

ATP adenosintrifosfat

CDF1 CYCLING DOF FACTOR

CcO CONSTANS

Col Columbia

COP1 CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC
CRY2 CRYPTOCHROME 2

FKF1 FLAVIN BINDNG KELCH REPEAT F-BOX 1
FLC FLOWERING LOCUS C

FLD FLOWERING LOCUS D

FLK FLOWERING LATE KH MOTIF

FPF1 FLOWERING PROMOTING FACTOR 1

FRI FRIGIDA

FT FLOWERING LOCUS T

GA kyselina giberelinova

GAI GIBBERELLIC ACID INSENSITIVE

GI GIGANTEA

LD LUMINIDEPENDENS

Ler Landsberg erecta

LFY LEAFY

MAF MADS AFFECTING FLOWERING

mRNA informaéni ribonukleova kyselina

NADH redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
NADP redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosféatu
PFT1 PHYTOCHROME AND FLOWERING TIME 1
PHYA PHYTOCHROME A

PIE1 PHOTOPERIOD INDEPENDENT EARLY FLOWERING 1
PRR pseudo-response regulator

RGA REPRESSOR OF GAI-3

RNA ribonukleova kyselina

SA kyselina salicylova

Sf-2 San Feliu-2

SOCl1 SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1

SPA SUPRESSOR OF PHYA
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VIP VERNALISATION INDEPENDENCE
VRN VERNALISATION
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1 Uvod

Vyssi rostliny jsou pfisedlé organismy, nejsou tedy schopné migrace a tiniku
pfed nepfiznivymi vlivy, jako naptiklad Zivoéichové. Proto si musely béhem evoluce
vytvofit adaptace k ptizplisobeni témto vliviim. Jejich rist a vyvoj je tak regulovan
nejen autonomnimi mechanismy, ale také odpovéd’'mi na vnéjsi podnéty.

Uspésna reprodukce krytosemennych rostlin zavisi na tom, zda vykvetou ve
vhodnou dobu a za vhodnych podminek. Kveteni je proto regulovano fadou vnéjsich
a vnitfnich signali. Mechanismy reakce na tyto signaly jsou zkoumany piedevsim u
modelové rostliny Arabidopsis thaliana. U té byly popsany ¢&tyti hlavni drahy
regulujici kveteni (vernaliza¢ni, fotoperiodicka, giberelinova a autonomni). Kromé
nich je v3ak kveteni ovliviiovano i dal3imi faktory, vetné nékterych abiotickych
stresi. K nim patii naptiklad sucho, pfili§ vysoka ¢i nizka teplota, zastinéni nebo
nedostate¢na vyZiva.

Vliv nedostatku mineralni vyZivy na kveteni zatim neni dostate¢né prostudovan.
Proto byl za hlavni téma této prace zvolen vliv deficitu mineralni vyzivy (konkrétné
skokového sniZeni dostupnosti Zivin) na indukci kveteni u Arabidopsis thaliana.

Ukoly prace byly nasledujici:

1. Vytvorit systém kultivace Arabidopsis thaliana pouzitelny ke studiu vlivu
deficitu minerélni vyZivy.

2. Popsat vliv sniZeni urovné mineralni vyzivy béhem kultivace na indukci kveteni.

3. Navrhnout modelovy systém pro dal3i vyzkum role nutri¢niho stresu v regulaci

kveteni.



2 Prehled literatury

Vys8i rostliny jsou pfisedlé organismy, které rostou a reprodukuji se na misté,
kde vykli¢ily. Na rozdil od Zivo¢ichti se vétSina rostlin vyviji postembryonicky a jsou
velmi citlivé na vné&j§i podminky. Vyvoj rostlin proto neni pfedem determinovan, ale
vykazuje $irokou plasticitu zaloZenou na neustalych tpravach vyvojové regulace podle
vnéjsich podminek. Jednim z nejdilezitéjSich faktord v Zivotnim cyklu rostlin je
¢asovani pfechodu k reprodukci (v pifipadé¢ krytosemennych rostlin ke kveteni).
K uspésné reprodukci je nutné optimalni ¢asovani iniciace reprodukéniho vyvoje. Tento
vybér vyZaduje existenci molekuldrnich mechanismt, které kontinudln€ monitoru;ji
vnéjsi faktory a adekvatné na né€ reaguji. MnoZstvi vné&j$ich faktori ovliviiuje Eas
kveteni (Bernier a Perilleux, 2005). Nejvyznamnéjsi z nich jsou svétlo a teplota. Tyto
dva faktory se v rimci roku pravidelné méni (Ausin et al., 2005).

Dobu kveteni mohou modulovat v zavislosti na druhu také dal$i faktory, napt.
abiotické stresy jako sucho, pfili§ vysokd ¢&i nizkd teplota, zastinéni, vitr nebo
nedostate¢na vyZiva (Bernier et al., 1993).

Obecné miZeme rozliit mezi rostlinami, které dokonéi sviij cyklus béhem roku
(jednoleté rostliny) a rostlinami, které Ziji vice neZ jeden rok (dvouleté nebo viceleté).
Jednoleté a dvouleté druhy kvetou jen jednou b&hem svého Zivotniho cyklu. I mezi
viceletymi rostlinami jsou druhy, které kvetou jednou b&hem Zivotniho cyklu
(monokarpické), nebo druhy, které kvetou kazdy rok, jakmile dosdhnou dospélosti
(polykarpické). U jednoletych druhti, jako Arabidopsis thaliana, je kvétni iniciace,
definovana jako morfologické zmény, béhem kterych se méni vegetativni meristémy na
generativni, okamzit¢ nasledovana tvorbou kvéti. TudiZz kvétni iniciace mulze byt

povazovana za kli¢ovy regulaéni bod, na némz zavisi zaji$téni kveteni a tvorby plodi ve



vhodném ¢&ase (Ratclif er al., 1999 ). V tomto pfechodu ke kveteni se obvykle jesté
rozliuji dvé faze: indukce zahrnuje molekuldrni a fyziologické procesy vyvolané
vhodnymi podnéty (napf. délkou dne); tyto procesy nasledné vyvolaji evokaci, tedy
vlastni morfologické zmény kvétniho meristému (Evans, 1975; Glover, 2007).

U polykarpickych viceletych rostlin lze b&Zné najit zpozdéni mezi iniciaci
kveteni a vyvojem kvétl a tudiZ jak €asovani iniciace kvétniho meristému, tak raseni
poupat jsou nepochybné¢ cili selekéniho tlaku. Navic u polykarpickych a
monokarpickych viceletych rostlin se musi citlivost na vn&j$i signaly ménit b&hem
vyvoje rostliny, napfiklad k zabranéni kveteni pfed dosaZzenim dospélosti (Lacey, 1986).

Krom¢ vnéjsich faktorti jsou za vyvoj rostliny zodpovédné i vnitini faktory (u
Arabidopsis thaliana kapitola 2.1.3, 2.1.4) a jejich kombinace s vné&j$imi (kapitola
2.1.5).

Tématem prace je vliv deficitu minerdlni vyZivy na indukci kveteni. Pfesné
naroky rostlin na mineréalni vyZivu jsou duleZitou informaci pfi provadéni vyzkumi

zabyvajicich se jejim deficitem. Jejich pfehled je proto uveden v kapitole 2.3.

2.1 Regulace kvétni indukce

ProtoZe experimenty v této praci byly provadény s Arabidopsis thaliana, budou
zde shrnuty vysledky vyzkumi u tohoto modelového druhu. Genetické analyzy u
Arabidopsis thaliana umozZnily identifikaci mnoha gend, které jsou zahrnuty v regulaci
kveteni (Mouradov et al., 2002). Na zaklad¢ rtiznych fenotypli mutantt, ktefi mayji
poskozenou regulaci kveteni, byly popsany ¢&tyfi hlavni, ¢aste¢né nezavislé drahy. Jsou

to: fotoperiodicka, autonomni, vernalizaéni a giberelinova.
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2.1.1 Fotoperiodicka draha

Fotoperiodické draha obsahuje geny, jejichz hlavni funkci je podpofit kveteni
pti vhodné fotoperiodé, tedy délce dne (Koornneef er al., 1991). Zahrnuje geny, které
koduji fotoreceptory, jako PHYTOCHROME A (PHYA), CRYPTOCHROME 2 (CRY2),
slozky cirkadianniho oscilatoru, geny spojené s cirkadiannim oscilatorem jako
GIGANTEA (GI) (Fowler et al., 1999) a transkripéni regulator CONSTANS (CO)
(Puterill er al., 1995).

Vétsina genl, které jsou zahrnuté ve fotoperiodické draze, vykazuje
cirkadianni regulaci exprese (Fowler et al., 1999). Z toho lze vyvodit, Ze cirkadianni
oscilitor mad na regulaci fotoperiodické drahy velky vliv. Jednim z vystupd
cirkadidnniho oscilatoru je GI. Vliv GI na kveteni je zprostfedkovan CO, nebot’ gi
mutanti maji snizenou hladinu CO mRNA v porovnani s divokym typem (Sudrez-Lopez
et al., 2001). Exprese CO je také cirkadianné regulovana. Na dlouhém dni je vysoka
hladina CO mRNA dosaZena pfed setmé&nim a zistava aZ do svitani (Suarez-Lopez et
al., 2001), takZe se vysoka hladina CO mRNA piekryva se svételnou ¢asti dne. Protein
CO, ktery je stabilni pouze na svétle, tak muze aktivovat expresi FT a SOCI a tim
podporovat kveteni. Naproti tomu na kratkém dnu je hladina CO mRNA vysoka pouze
béhem noci a protein CO se tudiZ nemiZe hromadit (Imaizumi et al., 2005).

Na regulaci stability proteinu CO se podili mnoho faktort. Ovliviiuji ji
napifiklad  proteiny CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC (COP1),
SUPRESSOR OF PHYA (SPA) a ZEITLUPE (ZTL) (Seijo et al., 2003; Bauer e al.,
2004).

Kveteni ovliviluje rovnéz vinova délka svétla: zatimco modré a dlouhovinné

Cervené svétlo kveteni u Arabidopsis podporuje prosttednictvim PHYA, CRY1 a

11



CRY?2, &ervenym svétlem aktivovany PHYB ptechod ke kveteni zpomaluje (Guo er al.,
1998, Valverde et al., 2004). V souladu s tim na modrém nebo dlouhovinném ¢erveném
svétle se CO stabilizuje, kdeZto na Cerveném svétle nebo tmé je CO degradovan
(Valverde et al., 2004).

Hladina proteinu CO je kromé regulace stability ovliviiovana také na
transkrip¢ni urovni. Transkripci CO reguluji FLAVIN BINDNG KELCH REPEAT F-
BOX 1 (FKF1) a GI (Fowler et al., 1999, Imaizumi et al., 2003). FKF1 zprostfedkuje
degradaci CYCLING DOF FACTOR (CDF1), cozZ je represor CO (Imaizumi et al.,
2005). Krom¢ toho komplex FKF1-GI je nutny k regulaci exprese CO (Niwa et al.,
2007, Sawa et al., 2007).

Také pseudo-response regulatory PRR9, PRR7 a PRRS aktivuji expresi CO
tim, Ze inaktivuji represor CDF/ (Nakamichi et al., 2007). Na dlouhém dnu je hladina
proteinu CDF1 na zafatku dne vysokd a zabraruje expresi CO. Na svétle FKF1

destabilizuje protein CDF1. To umoZni zvy$eni hladiny CO mRNA pied setménim.

2.1.2 Vernaliza¢ni draha

Pusobeni nizkych teplot trvajici n&kolik tydnd u nékterych druhl rostlin
umoziuje, pfipadné urychluje kveteni. Naptiklad nekteré ekotypy A. thaliana kvetou
pozdéji, pokud nebyly 4-8 tydni vystaveny nizkym teplotdm (Michaels a Amasino,
2000). Pozadavek vernalizace je reprodukéni strategie, kterd po vykli¢eni na podzim
zajist'uje pfezimovani ve vegetativni fazi a kveteni na jafe, ve vhodné&jsich podminkach.

FLOWERING LOCUS C (FLC) je represor kveteni. Exprese FLC koreluje s
pozadavkem na vernalizaci (Michaels a Amasino, 1999). Akumulaci FLC podporuje
hlavné FRIGIDA (FRI) a potla¢uje ji vernaliza¢ni draha (Simpson a Dean, 2002).
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Nizké teploty jsou vnimany ve vzrostném vrcholu stonku, kde se uchovava
informace o prodélané vernalizaci i dlouhou dobu po skonéeni nizkych teplot.
Molekularni analyzy dvou genl, VERNALISATION 1 (VRNI) a VERNALISATION 2
(VRN2), a jejich vliv na expresi FLC naznaluji, Ze zadkladem ,,pamatovani si*
vernalizace jsou epigenetické zmény ve struktufe chromatinu na lokusu FLC.

Ac&koliv mutanti vrnl a vrn2 jsou schopni vnimat chlad a reagovat na négj
sniZzenim hladiny FLC mRNA, nedovedou si prodélanou expozici chladu ,,pamatovat®.
Po navratu do vyssich teplot se hladina FLC mRNA vraci na pivodni drovei (tj. na
uroven pfed vernalizaci).

VRN2 kéduje zinc-finger protein, ktery je podobny PcG proteinim u Drosophila
melanogaster. Tyto proteiny jsou sloZzkou komplexu, ktery potlatuje expresi genu tim,
Ze udrZzuje chromatin ve stavu, v némzZ nemuize dojit k transkripci. Tento stav je
udrZzovan po mitotickém, ale ne po meiotickém déleni buriky. Predpoklada se tudiz, ze
VRN2 udrzuje represi FLC, ktera byla indukovana vernalizaci. UdrZet chromatin
v neaktivnim stavu dale pomahaji VRN1 a LHP1 (Levy et al., 2002; Mylne et al.,
2006).

Pokud je vysledkem vernalizace to, Ze chromatin FLC je transkripéné neaktivni,
mély by existovat i geny s opa¢nou funkci, tedy udrZzovat chromatin pfed vernalizaci v
aktivnim stavu. Kromé jizZ zminéného genu FRI byla identifikovana fada dal$ich ¢asné
kvetoucich mutantti, ktefi méli redukovanou expresi FLC. Geny, které jsou za to
zodpovédné, by mohly byt aktivaitory FLC. Napitiklad PHOTOPERIOD
INDEPENDENT EARLY FLOWERING 1 (PIE1) aktivuje expresi FLC tim, Ze udrZzuje
aktivni chromatinovou konformaci. V aktivaci FLC je zahrnuta také skupina sedmi
genli, VERNALISATION INDEPENDENCE 1-7 (VIP1-VIP7) (Zhang a Knocker,

2002).
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Ac&koliv FLC je hlavni cil vernalizaéni drédhy, pokusy s flc-null mutanty
naznacuji, Ze existuji i dal$i cile (Michaels a Amasino, 2000).

Kromé¢ FLC jsou vernalizaci regulovany i geny MADS AFFECTING
FLOWERING (MAF). Vernalizace potlatuje expresi MAF2 a MAF3 a naopak aktivuje
MAF5 (Ratcliffe et al., 2003; Sung a Amasino, 2006). NejspiSe potlatuje i expresi
MAFI. Omezeni exprese tohoto genu pfispiva k urychleni kveteni pfi zvySeni teploty
(Werner et al., 2005), ale jeho funkce v reakci na vernalizaci je§té nebyla potvrzena
(Sung et al., 2006). MAF2 zabrariuje kveteni po kratkém obdobi nizkych teplot. MAF2
pravdépodobné, stejné jako FLC, potlatuje expresi SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1) a FLOWERING LOCUS T (FT), které
podporuji pfechod ke kveteni. Zatim neni jisté, zda i MAF3-5 ovliviiuji kveteni
(Ratcliffe et al., 2003).

Vemnalizaci jsou aktivovany také AGAMOUS-LIKE 24 (AGL24) a AGAMOUS-
LIKE 19 (AGL19), které podporuji kveteni (Michaels er al., 2003; Schoénrock er al.,
2006). AGL19, na rozdil od AGL24, neovliviiuje hladinu SOCI. To naznaéuje, Ze piisobi

na kveteni nezavisle na SOC1 (Schonrock et al., 2006) (Obr 1).
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Obr 1. Vemnalizatni drdha u Arabidopsis thaliana. V této draze byly
identifikovany FLC-, AGL24- a AGL19-vétve. Podobn¢ jako FLC muze i MAF2
potladit expresi SOCI a FT, ale zatim to nebylo zcela potvrzeno. Upraveno

podle Alexandre a Henning (2008).

2.1.3 Autonomni draha

Autonomni draha podporuje kveteni nezavisle na délce dne a vernalizaci. Geny
zahrnuté v této draze jsou FCA, FY, FPA, LUMINIDEPENDENS (LD), FLOWERING
LOCUS D (FLD), FVE a FLOWERING LATE KH MOTIF (FLK) (Redei, 1962;
Koornneef et al., 1991; Lim et al., 2004; Mockler et al., 2004). Mutanti, kteti maji
poskozenou tuto drahu, vykazuji pozdni kveteni. Tito mutanti maji zachovanou
schopnost reagovat na délku dne i na vernalizaci.

Stejn¢ jako vernaliza¢ni drdha, i autonomni potlatuje expresi FLC a tim

podporuje kveteni. Zatim se pfili§ nevi, jak na molekularni urovni jednotlivé geny
15



autonomni drahy ovlivituyji FLC. Experimenty naznacuji, Ze rtizné geny ovliviiuji
expresi FLC riznymi zptsoby (Veley a Michaels, 2008).

FLD spolu s FVE potlac¢uje expresi FLC pomoci deacetylace histoni na FLC
lokusu (He et al., 2003; Ausin et al., 2004). Molekularni struktura FCA a FY naznacuje,
Ze mohou regulovat hladinu FLC mRNA na posttranskripéni urovni. Bylo zjisténo, Ze in
vitro oba proteiny spolu interaguji pomoci WW domény na C-konci FCA a PPLPP
zbytku na C-konci FY (Simpson et al., 2003). Pravé tato interakce je dulezitd pro
regulaci FLC (Quesada et al., 2003).

Piedpoklada se, Zze posttranskripéné mohou FLC regulovat i proteiny FPA
(k6duje RNA-binding protein) a FLK, ale zatim nebyly publikovany Z&dné piimé
dikazy, které by to spolehlivé potvrdily (Schomburg et al., 2001; Veley a Michaels,
2008).

Vyzkumy ukazaly, Ze autonomni draha miZe byt ovlivnéna i vné&jsimi signaly,
napi. teplotou (Blazquez et al., 2003).

Rada pokusti s mutanty v autonomni draze ukazala, Ze geny autonomni dréhy
neovliviluji pouze indukci kveteni, ale i jiné aspekty ristu a vyvoje, naptiklad

emryonalni letalitu (Marquard et al., 2006; Veley a Michaels, 2008).

2.1.4 Giberelinova draha

Rostlinné hormony ze skupiny giberelind podporuji kveteni Arabidopsis
thaliana (Wilson et al., 1992). Giberelinova cesta zahrnuje kromé giberelové kyseliny

(GA) geny GIBBERELLIC ACID INSENSITIVE (GAI), REPRESSOR OF GAI-3 (RGA)
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a FLOWERING PROMOTING FACTOR 1 (FPFI), které maji dulezitou roli v syntéze
giberelinu nebo signalizaci pomoci GA (Bagnall, 1995).

Nékolik studii se zabyvalo interakci giberelinové drahy s ostatnimi drahami,
které reguluji kveteni. Genetické analyzy naznaduji, Ze GA draha pisobi soubézné s
fotoperiodickou drahou. GA deficitni mutanti kvetou pozdéji nez divoky typ, zvlasté na
kratkém dni (Wilson et al, 1992). Mutanti, ktefi maji poskozenou giberelinovou i
fotoperiodickou drahu na dlouhém dni nekvetou (Reeves a Coupland, 2001). To
naznacuje, Ze na kratkém dni, kde neni fotoperiodicka draha aktivni, ma giberelinova
draha velky vliv na indukci kveteni a ztrata funkce této drahy mize zabranit kveteni. Na
dlouhém dni je vliv porudeni giberelinové drahy mnohem mensi v disledku aktivity
fotoperiodické drahy.

Aktivitu GA dréhy ovliviiuji vnitini a pravdépodobné i vnéjsi signaly, ale jejich
pfesna povaha zatim neni znama. GA dréha ovliviiuje kveteni tim, Ze zvy$uje expresi

SOCI a LEAFY (LFY) (Blazquez a Weigel, 2000; Moon et al., 2003).

2.1.5 Integrace regulaénich drah

Regulaéni signdly z jednotlivych drah jsou integrovany na urovni proteini FT a
SOCI.

FLC je represor kveteni, jehoZ mnoZstvi je zvy$ovéano proteinem FRI a naopak
snizovano autonomni a vernaliza¢ni drahou (Levy a Dean, 1998) (kapitoly 2.1.2 a
2.1.3). FLC negativné ovliviiuje expresi genti podporujicich kveteni, F7T a SOCI (Lee
et al., 2000).

Exprese FT je na dlouhém dni aktivovana pisobenim CO, ktery je soucasti
fotoperiodické drahy (Hayama a Coupland, 2003). Expresi FT naopak inhibuje FLC a
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pravdépodobné také MAF2, jehoZ exprese je potlatovana vernalizaci (Ratcliffe e al.,
2003). Protein FT, ktery je syntetizovan v listech, je transportovan floémem do
apikalniho meristému stonku. Protein FT je tedy s nejvétsi pravdépodobnosti totoZzny
s predpoklddanym florigenem - hormonem, ktery je produkovan v listech a $ifi se do
apikalniho meristému, kde indukuje kveteni (An et al., 2004). V meristému interaguje s
produktem genu FD, ktery je zde exprimovan (Daimon et al., 2004). FT a FD spole¢né
aktivuji geny pro identitu meristému (Wigge et al., 2005).

Expresi SOCI zvy$uje CO, giberelinova draha a AGL24 (soucast vernalizaéni
dréahy) a potladuje ji FLC a MAF2, dalsi ¢len vernaliza¢ni drahy (Lee et al., 2000;
Blazquez a Weigel, 2000; Hayama a Coupland, 2003; Michaels et al., 2003; Ratcliffe et
al., 2003).

SOC1, podobn¢ jako FT, aktivuje geny pro identitu meristému. Tyto geny jsou
také ovlivnény AGL24 a AGL19 (Ratcliffe et al., 1999) (Obr 2). Témito geny jsou AP!

alLFY.
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Obr 2. Schéma ukazujici vztahy mezi drahami, které ovliviiuji kveteni u

Arabidopsis. Upraveno podle Alexandre a Henning (2008).

2.2 Stresoveé faktory, ovlivriujici indukci kveteni

Kromé jiZ zminénych drah ovliviiuji kveteni i rtizné dalsi faktory, véetné
nékterych strest. Rostliny vystavené stresovym podminkdm mohou nékdy iniciovat
kveteni opozdéné nebo naopak ptredasné.

Urdité abiotické stresy mohou vyznamné podporovat kveteni rostlin v jejich
pfirozeném prostfedi. N&které trvalky Ziji v prostiedi, kde stresové podminky nastavaji
pravidelné, v pfedvidatelném &ase v roce a mohou slouzit jako indikatory ro€ni doby.

Naptiklad diferenciace kvétnich poupat u né&kterych subtropickych stromid zaéina
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v suchém, chladném obdobi. Podpirny efekt sucha na kveteni byl dobfe
dokumentovany u rodu Citrus (Monselise, 1985). Kveteni né¢kterych jednoletych rostlin
je také pfimo podporovano abiotickym stresem. Salinita a sucho urychluji napt. prechod
ke kveteni u poustni rostliny Mesembryanthemum crystallinum (Adams et al., 1998).

Urychleni kveteni pisobenim stresu miZe v jinych pfipadech ptedstavovat
strategii vyhnuti se nepfiznivym podminkdm: Rostliny pted¢asné vytvofi semena,
ktera jsou schopna nejlépe piezit obdobi neptiznivé pro rust. Tato kvétni odpovéd
na nékteré stresy byla popsana u fady rostlin.

Vétsina dostupnych dat se vaze k fotoperiodicky citlivym druhim, které kvetou po
vystaveni stresu i pfi neinduktivni nebo suboptimélni fotoperiod¢. Naptiklad
kratkodenni rostlina Perilla crispa kvete i na stalém svétle, kdyz je péstovana ve
zfedéném nebo na dusik deficitnim médiu (Wada a Totsuka, 1982). Kveteni jiné
kratkodenni rostliny, Pharbitis nil, bylo indukovano na stalém svétle za podminek
nutri¢niho stresu, ktery byl vyvolan kultivaci v béZné pitné vodé misto Zivného roztoku
nebo v malych nadobkach, které limitovaly rist kofent (Shinozaki, 1985).

V dalsich pracich bylo objeveno, Ze kveteni tfi druhi Chenopodium je ovlivnéno
stresy: Kveteni C. foetidum nebylo ovlivnéno fotoperiodou, ale bylo silné urychleno
omezenou dostupnosti Zivin (Cumming, 1967). Teplo nebo chlad aplikované na kofeny
u kratkodenniho C. polyspermum podpofily kveteni na dlouhém dni po ¢aste¢né indukci
kratkym dnem (Chamont et al., 1982). Kveteni C. rubrum je vyrazné stimulovano
zasolenim a nizkou teplotou v interakci s ¢aste¢nou fotoperiodickou indukci. Aplikace
200mM NaCl do Zivného roztoku kratce pfed slabou fotoperiodickou indukci (6h tmy)
zvysila kveteni pétidennich rostlin z 0 - 20% na 55 - 65% jedinct. Sucho a nizk4 teplota
rovnéZ stimuluji kveteni C. rubrum, zatimco vysoka teplota a deficit mineralni vyzivy

jej potlacuji (Kolaf, osobni sdéleni).
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Nasledujici kapitoly jsou vénovany stresovym faktorim, které ovlivriuji indukci

kveteni u Arabidopsis thaliana.

2.2.1 Kvalita svétla

Rostliny rostouci pod hustym zépojem jsou ovlivnény zménou kvality svétla.
Svétlo odrazené od zelené vegetace obsahuje méné modrého a Cerveného zéfeni, ale je
relativné bohaté na zelené a dlouhovinné Cervené zafeni. Tim se sniZuje pomér
¢erveného k dlouhovinnému &ervenému (R:FR) zafeni. Tyto zmény v kvalité svétla
mohou spustit sérii odpoveédi, které jsou souhrnné oznalované jako shade-avoidance
syndrom. Pfi ném dochazi k prodluZovéni stonku a fapikti. Velmi dileZitou soudasti
shade-avoidance syndromu je také urychleni nastupu kveteni (Halliday er al., 1994). U
Arabidopsis thaliana dilezitou roli v shade-avoidance syndromu hraji fytochromy
phyB, phyD a phyE (Whitelam et al., 1998).

Cerdéan a Chory (2003) identifikovali PHYTOCHROME AND FLOWERING
TIME 1 (PFT1), protein, pomoci kterého by mohl phyB pusobit na kveteni. Tim
doplnili tzv. light-quality drahu, pomoci které Simpson a Dean (2002) vysvétlovali vliv
phyB a dal$ich fytochroml na kveteni u Arabidopsis. PFT1 reguluje expresi FT a tim
indukuje kveteni jako odpovéd’ na suboptimalni svételné podminky.

CO je klitova slozka fotoperiodické drahy, kterd integruje informace z
cirkadianniho oscilatoru i phyA a phyB (Suarez er al., 2001). PFT1 neovliviiuje expresi
CO, proto mizZe regulovat hladinu FT' mRNA mechanismem, ve kterém neni CO
zahrnut (Cerdan a Chory, 2003). TudiZ phyB ovliviiuje kveteni pomoci PFT1, ktery

pusobi na expresi FT, a to cestou nezavislou na CO (Obr 3).
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Obr 3. Model navrhujici umisténi PFT1 v light-quality draze, ktera reguluje
kveteni. Krom¢ pfimé regulace FT pomoci CO, ostatni $ipky nereprezentuji

ptimou regulaci nebo vliv. Podle Cerdan a Chory (2003).

2.2.2 Ultrafialové zareni

Ultrafialové zafeni miZeme rozdélit na 3 typy: UV-C s vinovymi délkami
200-280 nm, UV-B s vinovymi délkami 280-320 nm a UV-A, které ma vinové délky
320-380 nm. Obecné je plsobeni UV zafeni vzdy $kodlivé, ¢im jsou vinové délky
krats$i, tim je zafeni $kodlivéjsi.

Po ozéfeni rostlin UV-C zafenim vzristd hladina salicylové kyseliny (SA)
(Yalpani et al., 1994). Vlivem UV-C zéfeni na pfechod z vegetativni do generativni faze
u Arabidopsis se zabyvali Martinez et al. (2004). Porovnavali ¢as potfebny k vykveteni
u ozafenych a neozafenych rostlin, a to jak u divokého typu, tak u nahG rostlin, které

nejsou schopné akumulovat SA. Zjistili, Ze UV-C zéfeni urychluje pfechod ke kveteni u
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divokého typu, ale ne u nahG rostlin. To naznaduje, Ze k pfechodu k reproduktivni fazi,

ktery je urychlen UV-C zéafenim, je nutna schopnost syntetizovat a akumulovat SA.

2.2.3 Zasoleni

Zasolené pudy se vyskytuji nejen v blizkosti mote, ale i ve vnitrozemskych
oblastech, kde potencidlni vypar pfevazuje nad sraZkami. K zasoleni mtzZe dojit také v
okoli komunikaci posypavanych soli v zimnim obdobi.

Problémy, kterym rostliny musi &elit pfi ristu na zasolenych pidach jsou
komplexni povahy. Kromé vlastniho toxického vlivu vysoké koncentrace nékterych
ionth to byva nizky vodni potencidl a zhor$ené fyzikalni vlastnosti pudy. Vysoka
salinita omezuje piijem vody kofeny, poskozuje fyziologii bunék a zpomaluje rist (Zhu,
2002).

U rostlin A. thaliana ekotypu Col vystavenych zasoleni do$lo ke zpomaleni
kveteni. Rostliny, které byly pravidelné zalévany 200mM NaCl, mély dobu od vysevu
do objeveni poupat téméf o 25% deli, neZ kontrolni rostliny zalévané pouze vodou
(Achard et al., 2006).

Vliv zasoleni na indukci kveteni je u A. thaliana patrné zprostiedkovan pomoci
DELLA proteint. Tyto proteiny omezuji rust rostlin v nepiiznivych podminkach.
Giberelin stimuluje rust tim, Ze podporuje destrukci DELLA proteinti, podobné pusobi i
auxin (Peng et al., 1999).

Achard et al. (2006) ptipravili étyfnasobny DELLA mutant, jehoZ rist je méné
inhibovany zasolenim, neZ rist divokého typu. Zjistili, Ze u divokého typu se v
disledku zasoleni sniZuje hladina bioaktivnich giberelini (GA, a GA4). Zasoleni tedy
zpomaluje rist mechanismem, ktery je zavisly na DELLA, a ktery je spojeny se
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snizenim akumulace giberelinl: snizend akumulace GA zpusobi zvyS$ené hromadéni
DELLA proteini a ty inhibuji rdst.

DELLA proteiny zpozd'uji kveteni, zejména na dlouhém dni (Achard et al.,
2004). Divoky typ rostlin vystaveny vysoké salinit¢ kvete pozdéji, zatimco DELLA
mutanti dfive neZ rostliny, které vy3§i salinit¢ vystaveny nebyly. TudiZz zasoleni
prodluzuje vegetativni fazi ptisobenim mechanismu zavislym na DELLA.

Achard er al. (2006) zjistili, Ze pfi vysoké salinité je hladina CO mirné sniZena,
FLC zvy$end, zatimco na SOC1 a FT nema zasoleni Zadny vliv. Hladina LFY byla
vyrazné sniZzend. Na zéklad¢ tohoto zjisténi i dal$ich pokusi vyvodili, Ze zasoleni
zpozd'uje kveteni dvéma riznymi mechanismy: 1) Zasoleni pomoci DELLA proteind
prodluZzuje vegetativni fazi a tim zpomaluje pfechod ke kveteni. 2) Zasoleni pomoci
DELLA proteini udrzuje relativné nizkou hladinu LFY, ¢imz inhibuje kveteni.

Stresovou odpovéd’ na zvy$enou salinitu spousdti zvySena hladina kyseliny
abscisové (ABA) a z toho vyplyvajici aktivace signalni drahy ABA (Zhu, 2002). ABA
zpozd'uje kveteni alesporii z ¢asti zptisobem, ktery je zavisly na DELLA (Achard er al.,
2006).

Dal$im fytohormonem, ktery signalizuje nepfiznivé podminky, je etylen. Achard
et al. (2006) zjistili, Ze zasoleni zplisobuje zvySenou expresi genu pro ACC syntazu
(ACC = l-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina). ACC syntaza je dilezita pro
syntézu etylenu. TudiZ se pfi zvy3ené salinité¢ zvySuje hladina etylenu, ktery inhibuje
rust.

Z toho vyplyva, Ze zasoleni prodluzuje trvani vegetativni faze aktivaci dvou
nezavislych cest, ABA a etylenové. Ob¢ tyto drahy sniZuji mimo jiné hladinu
bioaktivnich giberelind, ¢imZ dochézi k akumulaci DELLA proteinti (Achard et al.,

2006).
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2.2.4 Nizkeé teploty

Arabidopsis thaliana je rostlina, kterd je pomérné tolerantni vi¢i nizkym
teplotam, miZe rist a dospét i pfi teplotach 4-5°C (Schneider e al., 1995). Jeji kveteni
muzZe byt urychleno dlouhym pobytem v nizkych teplotach (tj. vernalizaci). Kratké
vystaveni nizkym teplotdm mtiZe plsobit i jako stresovy faktor.

Vlivem nizkych teplot na kveteni riznych ekotypti Arabidopsis se zabyvali
Hasdai et al. (2006). Rostliny zakaly kvést po 25-34 dnech pti 22°C, 37-50 dnech p#i
14°C a 93-119 dnech pi 6°C. Z toho je vidét, Ze existuje korelace mezi teplotou a
dobou, po které rostliny za¢nou kvést.

Nejlépe prostudovany systém, ktery hraje roli v aklimaci na nizké teploty, je
draha nazyvana CBF cold response. Geny CBF jsou indukovany nizkou teplotou a jsou
zahrnuty v regulaci genu reagujicich na chlad ze tfidy DRE/CRT. Kromé této drahy
existuji 1 jiné drahy regulujici reakci na chlad (Jaglo-Ottosen et al., 1998).

Protein GI reguluje kveteni (kapitola 2.1.1), ale také ovliviluje toleranci
k nizkym teplotam. Exprese G/ je indukovéana chladem. Mutanti gi maji navic sniZenou
toleranci vici chladu a hor$i schopnosti aklimace. GI zplsobuje toleranci vi¢i chladu
cestou, ktera nezahrnuje CBF (Shuqing et al., 2005).

Zajimavé je, Ze GI podporuje kveteni (Park et al., 1999) a zaroveni exprese G/ je
indukovana chladem (Shuqing et al., 2005), av8ak Hasdai et al. (2006) objevili, Ze chlad
zpomaluje pfechod ke kveteni. Je patrné, Ze vliv chladu na kveteni je zprostfedkovan
jinymi proteiny.

Kim et al. (2004) objevili, Ze timto spojenim je protein autonomni drahy FVE.
Rostliny vnimaji nizké teploty cestou, ktera vyZaduje FVE a FLC. Pasobeni nizkych
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teplot (4°C) 2 az 5 hodin kazdy den b&hem celé riistové periody zvysuje hladinu FLC a
nasledné sniZzuje expresi SOCI, a tim podstatné oddaluje kveteni. Rostliny Col, které
byly v téchto podminkéach péstovany, mély pfi objeveni poupat o 5 primarnich listh

v ruZici vice, nez rostliny, které nizkym teplotam vystaveny nebyly (Kim et al., 2004).

2.2.5 Deficit mineralni vyzivy

Nékolik autort zkoumalo u Arabidopsis thaliana vliv deficitu mineralnich Zivin
na ruzné ukazatele souvisejici s indukci kveteni. Pigliucci a Schlichting (1998) péstovali
pozdné i ¢asné kvetouci genotypy v pudé chudé na Ziviny, a dale v substratech, které
obsahovaly Zivin dostatek. MnoZstvi dostupnych Zivin se postupné b&éhem experimentu
sniZovalo. SniZovani mnozZstvi dostupnych Zivin b&éhem experimentu napodobovalo
spotfebovavani Zivin pochazejicich z matefské rostliny. Doba, po které nastalo kveteni,
nebyla ovlivnéna stresem z nedostatku Zivin. Av3ak byla zifejma korelace mezi poétem
listd v rdzici ptitomnych pfi rozkvétu a mnozstvim Zivin. Rostliny, které mély k
dispozici méné Zivin, mély pfi rozkvétu méné listu.

Tato necitlivost absolutniho ¢asu potfebného k prechodu z vegetativni do
reproduktivni fize mizZe byt zplisobena tim, Ze vyvojové urychleni (posuzované dle
poc¢tu listi do rozkvétu) je spojeno se zpomalenim celkové ristové rychlosti. Tudiz se
zvysil ¢as potfebny k produkci daného poctu listti (Pigliucci a Schlichting, 1998).

Prace zkoumajici vliv chudé mineralni vyZivy na ¢as do objeveni poupat od
vysevu u ekotypi Landsberg erecta (Ler) a Cape Verde Islands (Cvi) nezjistila rozdily
mezi rostlinami s deficitni vyZivou oproti kontrolnim (Luquez et al., 2006). Naopak
vjiném vyzkumu rostliny Ler (a n&které jejich pozdé kvetouci mutanty) kvetly o
nékolik dni pozdé&ji, kdyz byly zalévany vice zfedénym Hoaglandovym roztokem (Van
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Tienderen et al., 1996). K podobnym vysledkiim dospély i dal$i vyzkumy ekotypi
Arabidopsis thaliana. Zhang a Lechowicz (1994) zjistili u vétSiny z jimi sledovanych 13
ekotypl Arabidopsis kveteni o né&kolik dnii pozdéji, kdyZz byly zalévany 10%
Hoaglandovym roztokem, oproti pouziti 100% roztoku. Pfi testovani deficitu vyZivy u
¢tyt ekotypl zpozd'ovala nizké hladina Zivin kveteni u tfech z nich, zatimco u jednoho
(Ler) doslo k mirnému urychleni (Pigliucci et al., 1995). Ke zna¢nym ekotypovym
rozdilim v reakci na deficit vyZivy dospéla i studie zkoumajici 26 ekotypti Arabidopsis
thaliana. Zatimco kveteni vét§iny bylo zpomaleno, u jinych nebyl prokazan Zadny vliv
redukce vyZivy a u nékterych naopak urychleni kveteni (Pigliucci a Schlichting, 1995).
O mechanismech plsobeni nedostatku mineralni vyZivy na indukci kveteni toho
zatim neni pfili§ znamo. Tato diplomovad price by mohla pfispét k vytvoieni
modelového systému, ktery by mohl pomoci objasnit molekuldrni mechanismy regulace
kveteni v zavislosti na deficitu mineralnich Zivin. V nasledujici kapitole budou shrnuty

zékladni znalosti o mineralni vyZivé rostlin.
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2.3 Mineralni vyZiva

2.3.1 Mineralni Ziviny

Prvky, které tvofi Zivé organizmy, se nazyvaji biogenni. Vedle prvkd, které tvofi
zéklad organickych latek, uhlik (C), vodik (H) a kyslik (O), obsahuji rostliny fadu
dal$ich prvku, které se v ptirodé vyskytuji pfedevsim ve slou¢eninach anorganickych a
oznatuji se jako minerdlni prvky. VétSina z téchto prvkd plni v rostlingé specifické
ulohy, uc€astni se metabolickych procesi nebo slouzi k vytvareni funk&nich struktur
(Pavlova, 2005).

To, Ze jisté prvky jsou pfitomny v rostlinach, je§t¢ neznamend, Ze tyto prvky
hraji podstatnou roli v Zivoté rostlin a tudiZz Ze jsou esencialni. Definice esencialniho
prvku byla publikovana Arnonem a Stoutem (1939):

Prvek je esenciélni, pokud:

a) Jeho nedostatek znemoziluje rostliné dokonéit Zivotni cyklus.

b) Dany prvek nemiZe byt nahrazen jinym prvkem a symptomy deficitu
daného prvku mohou odstranény pouze aplikaci tohoto prvku.

¢) Dany prvek mé v metabolismu rostlin svou funkci.

K testovani toho, zda je prvek esencidlni, jsou rostliny péstovany v médiu, ve
kterém je zamémn¢ tento prvek pfitomny v nedostate¢ném mnoZstvi, nebo se v ném
nevyskytuje vibec. K tomuto uelu se pouziva piedevsim metoda hydroponie
(Hoagland, 1948).

Casem se objevily jisté potize suréovanim esenciality prvku pouze podle
definice od Arnona a Stouta (1939). Prvni kritérium Arnona a Stouta je, Ze prvek je
esencialni, pokud jeho nedostatek znemozZiiuje rostlinam dokon¢it Zivotni cyklus. Avsak

rostliny mohou mit pomérné velky nedostatek ,,esencidlniho prvku a pfesto mohou byt
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schopny dokon¢it sviij Zivotni cyklus. Proto Epstein a Bloom (2005) upravili definici
takto:

Prvek je esencialni, kdyZ spini alesponi jedno z téchto kritérii:

1) Prvek je soudasti molekuly, ktera je podstatnou slozkou struktury nebo
metabolismu rostliny.
2) Absence tohoto prvku zpisobuje abnormality v rlstu, vyvoji nebo
reprodukci.

Esencialni prvky jsou obvykle déleny na makrobiogenni a mikrobiogenni, podle
jejich funk&né nezbytné relativni koncentrace v rostlinnych pletivech. Nicméné mnoho
prvki se Casto vyskytuje v koncentraci vy3$i, neZ je minimum vyZadované rostlinou
(Taiz a Zeiger, 2006). U rtznych rostlinnych druhi a v riznych podminkach se
koncentrace a pomér prvkd lisi. Na zdklad¢ analyz velkého mnoZstvi rostlinného
materidlu byla stanovena pfibliZnd hodnota pro kazdy prvek (tab. 1). Prvek je
povaZovan za makrobiogenni, pokud jeho mnoZstvi v susiné je vétsi nez 1000 mg/kg, a

za mikrobiogenni, pokud je jeho mnoZstvi mensi neZz 100 mg/kg.
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Obsah prvku Relativni po¢et atomu
Nazev prvku | Chemicka znadka |V sudiné (mg . kg") ve srovnani s molybdenem
makrobiogenni prvky
vodik H 60 000 60 000 000
uhlik C 450 000 35000 000
kyslik 0 450 000 30 000 000
dusik N 15 000 1 000 000
draslik K 10 000 250 000
vapnik Ca 5000 125 000
hoi¢ik Mg 2000 80 000
fosfor P 2 000 60 000
sira S 1 000 30 000
kfemik Si 1 000 30 000
mikrobiogenni prvky
chlér Cl 100 3000
Zelezo Fe 100 2 000
bor B 20 2000
mangan Mn 50 1 000
sodik Na 10 400
zinek Zn 20 300
meéd’ Cu 6 100
nikl Ni 0,1 2
molybden Mo 0,1 1

Tab. 1. Typické obsahy jednotlivych prvki v su$iné (Epstein a Bloom, 2005)

Jiné tfidéni navrhli Mengel a Kirkby (1987). Podle nich by se prvky mély délit

podle jejich funkce v rostlinach do &tyf skupin:

1.  Dusik a sira jsou ¢leny prvni skupiny esencialnich prvkd. Tyto Ziviny jsou

v rostlinach sou¢asti uhlikatych slou¢enin.

2.V druhé skupiné jsou prvky, které jsou dilezité v uchovavani energie nebo

maji dtileZitou roli v udrzovani struktur. Patfi sem fosfor, bér a kfemik.

3. Prvky tfeti skupiny jsou pfitomny v rostlinnych pletivech bud’ jako volné

ionty rozpusténé ve vodé nebo ionty elektrostaticky vazané na substanci

jako kyselina galakturonova, kterd je pfitomna v buné&né sténé rostlin.
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Jsou dulezité jako kofaktory enzymi a v regulaci osmotického potencialu.
Do této skupiny patfi draslik, vapnik, hof¢ik, chlér, mangan a sodik.
4. Ctvrta skupina, obsahujici kovy jako Zelezo, zinek, m&d’, nikl a molybden,

ma dulezitou roli pti pfenosu elektrond.

2.3.2 Deficit

Kdyz koncentrace esencialniho prvku v rostlinném pletivu klesne pod hladinu
nutnou pro optimalni rist, oznauje se tento stav jako deficit daného prvku. Deficience
se muZe vyvinout, kdyZ koncentrace prvku v ptidé nebo jiném substratu je nizka, nebo
kdyZ prvek je ptitomny v chemické forme, ve které ho rostliny nemohou piijmout.
Nékdy nastane deficit proto, Ze nadmérnéd koncentrace jiného prvku miZe sniZit
absorpci dané Ziviny. Takovy deficit, vyplyvajici z ,,antagonistické* ¢innosti jiného
prvku, se muZe vyvinout dokonce i tehdy, kdyZz je Zivina pfitomnéd v substratu
v koncentraci, kterd by byla adekvatni, kdyby nebyl pfitomny antagonisticky prvek ve
vysoké koncentraci (Jarrell a Beverly, 1981).

Kdyz je v pletivu nedostatek esencidlniho prvku, dochazi k rozsahlym zménam
v metabolismu a ristu rostliny. Nejprve jsou zpomaleny metabolické procesy, kterych
se prvek piimo ucastni. ProtoZze kazdd metabolicka reakce je soudasti celkové velmi
sloZité, propojené sité, jsou postupné ovlivnény i jiné procesy, nez ty, kterych se dany
prvek bezprostiedné ucastni. Pii vyrazném nebo dlouhotrvajicim deficitu nakonec dojde
k naru$eni celého metabolismu rostliny. U rostlin, které maji vyrazny nebo déle trvajici
nedostatek né&jakého esenciadlniho prvku, se objevuje fada vice nebo méné zietelnych
symptomu. ProtoZe pfi deficitu dochazi k naru$eni metabolismu, vét§inou se zpomali
rast rostliny a u kulturnich plodin se sniZi vynosy. Redukce ristu se miZe vyskytovat i
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bez rozvoje n&jakych jinych jasnych symptomu deficitu, ptipadné s velkym piedstihem
pfed nimi. Dale se nedostatek esencidlnich minerdlnich latek muZe projevit
specifickymi zménami tvaru nebo barvy organii, zasychanim pletiv a poruchami vyvoje.
Projevy deficience jsou pro jednotlivé prvky zna¢né charakteristické (Epstein a Bloom,
2005).

Pfi projevech deficitu jednotlivych prvkid je dulezité, zda prvek miZe byt
transportovan ze star$ich listi do mlad$ich. N&které prvky, jako dusik, fosfor a draslik,
mohou byt pohotoveé distribuovany z listu do listu. Jiné prvky, jako bor, Zelezo a vapnik,
jsou u vétsiny rostlinnych druht relativné nepohyblivé. KdyZ je esencidlni prvek
mobilni, symptomy nedostatku tohoto prvku se projevuji nejprve u starsich listi (Taiz a
Zeiger, 2006).

Zakladni, velmi rozsifeny koncept pro hodnoceni Grovné mineralni vyzZivy je
znazornén na Obr 4. V tomto grafu zavislosti riistu na koncentraci Ziviny v pletivech lze
rozli$it &¢tyfi zony (Ohki, 1984). Pfi koncentraci prvku pod kritickou koncentraci, pfi
které rostliny dosahuji 90% maximalni rychlosti ristu, se nachazi deficitni zéna. V ni se
s doddvanim Ziviny do pudy nebo jiného kultivaéniho média prudce zvySuje vynos. Nad
kritickou koncentraci nasleduje pfechodova zéna. V ni se pii kazdém dal$im zvy$eni
absorpce Ziviny rostlinou adekvatné zvySuje rist, a tak mnoZstvi Ziviny na jednotku
hmoty pletiva (koncentrace) zistava téméf konstantni. Za pfechodovou zénou jiz
koncentrace Ziviny neni faktor, ktery limituje rist a ten zistava konstantni (z6na, ve
které je dostatek aZ mirny nadbytek Ziviny). Pfi zvy$ujicim se mnozstvi Ziviny v pudé
rostlina déle tuto Zivinu pfijimé a jeji koncentrace v pletivu stoupd. MiiZze doséhnout az
koncentrace, kterd je pro rostlinu toxickd (Marschner, 1995; Prochazka et al., 1998;

Epstein a Bloom, 2005).
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Obr 4. Zavislost rychlosti ristu na obsahu Ziviny v rostliné. Upraveno podle

Prochazka et al. (1998).

2.3.3 Struény prehled vyznamu jednotlivych Zivin a projevu jejich

deficitu

2.3.3.1 Makrobiogenni mineralni prvky

2.3.3.1.1 Dusik (N)

Dusik je mineralni prvek, ktery rostliny potfebuji v nejvét§im mnoZstvi. V
rostlinach je dusik obsaZen ve velkém mnozZstvi riznych slouéenin, v aminokyselinach,
proteinech, bazich nukleovych kyselin, ve slou€eninach obsahujicich pyrolova jadra
(napt. chlorofyl), v kofaktorech NAD(P)H a ve fytohormonech. Déle se vyskytuje

v sekundarnich metabolitech, napf. v alkaloidech. Proteinové aminokyseliny tvofi
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proteiny. Neproteinové aminokyseliny jsou vychozimi metabolity pro syntézu dalsich
latek (Pavlova, 2005).

Nedostatek dusiku v rostlin¢ ovliviiuje fadu dilezitych fyziologickych pochodii.
Dochazi k inhibici ristu, a pokud nedostatek trva déle, u vétsiny druhti se objevuji
chlorézy (nedostatek chlorofylu, tvorba svétlych skvrn), predevdim u star$ich list
blizkych bézi rostlin. Pfi velkém nedostatku dusiku tyto listy celé zezZloutnou a
odpadnou. Symptomy se objevuji nejprve u starich listd, nebot’ dusik mtze byt snadno
distribuovan ze star$ich do mlad$ich, aktivné rostoucich organi (Epstein a Bloom,
2005).

KdyZ nedostatek dusiku nastdva postupné, rostliny mohou mit $tihly a &asto
drevnaty stonek. Toto dfevnaténi miZe byt zpisobeno nadbytkem uhlikatych slou¢enin,
které nemohou byt vyuZity v syntéze aminokyselin nebo jinych dusikatych slou¢enin.
Uhlikaté slou¢eniny nevyuzité v metabolismu dusiku mohou byt také vyuZity v syntéze
antokyani a dochazi k akumulaci tohoto pigmentu. To se projevuje purpurovym

zbarvenim listi (Taiz a Zeiger, 2006).

2.3.3.1.2 Draslik (K)

Draslik je nejéetn&ji kation v rostlinach. Je pfijiman z pidy ve formé¢ K™ a v
rostliné se nevdZe do stabilnich sloucenin ani struktur, tvoii jen slabé komplexy s
organickymi kyselinami, z nichz se snadno uvoltiuje. K se vyznamné podili na
udrZovani elektroneutrality bun¢k a spolu s doprovodnymi anionty (napt. Cl") hraje
dilezitou ulohu v regulaci osmotickych pomért buriky a slouzi k udrzovani turgoru
(Tester, 1990). Zmény obsahu K’ vedou k reverzibilnim zménam objemu bunék pfi
pohybech orgénd (napf. listi) (Satter et al., 1988) a otvirdni a zavirani priduchd
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(Hodson a Sangster, 1988) i k trvalym zmé&nam objemu buriky pfi jejim ristu (Mengel a
Ameke, 1982). Obsah K* v kofenu je vyznamny pro piijem vody a vznik kofenového
vztlaku. Draslik ovliviluje hydrataci a tim i konformaci proteinti, ¢imZ méni aktivitu
enzymu. Byl prokazan vyznamny vliv K na aktivitu velké fady enzymi (Reggiani et
al., 1993).

Prvnim pozorovatelnym symptomem nedostatku drasliku jsou svétlé skvrny,
které se objevuji nejprve na okrajich nebo $pi¢kach listi nebo mezi Zilnatinou. Tyto
skvrny se pozdé€ji méni v nekr6zy. Symptomy se projevuji nejprve na starSich listech
smérem k bazi rostliny. Listy se také mohou zkadefit a zkroutit se (Marschner a
Cakmak, 1989). Stonky rostlin s nedostatkem drasliku jsou tenké a slabé a internodia
jsou zkracena. Rostliny, zejména obilniny, jsou nachylné k poléhani (Pavlova, 2005).
Pfi vyrazném deficitu dochazi k odumirani termindlnich i lateralnich pupent (Epstein a

Bloom, 2005).

2.3.3.1.3 Vipnik (Ca)

V rostliné se véapnik vyskytuje vazany nebo volny. Velka &ast vapniku je
lokalizovana v buné&¢nych sténach. Ve stfedni lamele se reverzibiln¢ vaZze na pektiny,
konkrétné na jejich karboxylovou skupinu a tvofi mezi nimi tzv. vapnikové mustky. Na
pektiny se vaze az 50% celkového mnoZstvi vapniku pfitomného v pletivu (Armstrong a
Kirkby, 1979), ale u nékterych plodi to muze byt az 90% (Faust a Klein, 1974).
Vapnikové mustky vyznamné zvy3uji pevnost bun&né stény (Bussler, 1963). Velky
obsah véapniku v buné¢né stén¢ také zvySuje odolnost k houbovym a bakteridlnim

infekcim (Armstrong a Kirkby, 1979). Jako dulezity strukturni komponent buné¢éné
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stény je Ca’" nezbytny pro zvétSovani plochy bun&né stény, napf. pfi ristu buriky,
kli¢eni pylu a vzniku pylové la¢ky.

Ca’* ma dilezitou roli v membranach, kde zajidfuje soudrznost fosfolipida a
jejich schopnost vazat proteiny. Velké mnozstvi Ca®* se vyskytuje také ve vakuoléch,
kde pfispiva k udrZeni rovnovéhy mezi kationty a anionty (Kinzel, 1989).

V apoplastu se vyskytuji volné ionty Ca®’, které se vyméfiuji mezi vn&jsim
povrchem plazmatické membrany a bunéénou sténou. V apoplastu, zejména v
mezibunéénych prostorech, 1ze najit také vapnik vazany v krystalech §tavelanu, fosfatu,
uhli¢itanu, nebo sulfatu (Kinzel, 1989).

Zména koncentrace Ca®* v cytosolu vyvolava metabolické zmény, které jsou
soucasti pfenosu rtiznych signali. V téchto procesech vapnik funguje jako tzv. druhy
posel. V cytosolu je udrzovana velmi nizka koncentrace (0,1 - 0,2 pM) Ca** (Trewavas
a Gilroy, 1991). Vn&j§i signal mazZe aktivovat kanaly pro Ca’* a jeho koncentrace v
cytosolu rychle stoupne. Timto signadlem mutzZe byt naptiklad ABA (Tester, 1990), IAA
(Felle, 1988), infekce nebo mechanické poranéni (Rincon a Hanson, 1986). V cytosolu
vapnik stimuluje aktivitu kinadz, které fosforyluji dal$i enzymy, napt. H'ATPazy
(Roberts a Harmon, 1992).

Vapnik se dale miiZze v cytosolu reverzibilné vazat na kalmodulin a vytvati tak
komplex, ktery ovliviiuje aktivitu celé fady enzymt. Komplex vapniku s kalmodulinem
se vaze také na nékteré transkripéni faktory a proteiny cytoskeletu nebo na proteiny
tvotici kanaly pro K* ve svéracich burikach priduchii (Sanders et al., 1999).

Symptomy deficitu vapniku se objevuji nejprve a nejvyraznéji
v meristematickych oblastech, jako jsou $pi¢ky mladych kofenl nebo mladych listi, kde
je bunééné déleni a tvorba bunéfnych stén nejrychlejsi. Takovéa pletiva maji vysoké

naroky na mnozstvi vapniku a Ca®" neni distribuovan z dospé&lych do mladsich, aktivn&
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rostoucich pletiv. Mladé listy mohou byt deformované a dochazi k opadavani tvoticich
se plodi. Nedostatkem véapniku muizZe byt ovlivnén také kofenovy systém rostlin.
Kofeny zhnédnou, jsou kratké a hodné¢ vétvené. Navic jsou tyto kofeny nachylné

k bakterialni nebo houbové infekci (Kirkby a Pilbeam, 1984).

2.3.3.1.4 HoFetk (Mg)

Mg®* tvoti hlavng iontové, ale i kovalentni vazby s daldimi molekulami. Tyto
vazby, tzv. hotféikové miustky, zaji$tuji spravné prostorové uspofadani komponent
enzymu, u kterych je potieba pfesna geometrie mezi enzymem a substratem. Ptikladem
takového enzymu je RuBP karboxyléza (Pierce, 1986).

V zelenych listech je velké &ast Mg2+ véazéna jako centrdlni atom v molekule
chlorofylu. Zde hraje dtlezitou ulohu pfi interakci pigmentu se strukturnimi proteiny
anténnich komplext (Dorenstouter et al., 1985).

Dalsi funkci hotéiku je zajistovani soudrznosti ribozomalnich podjednotek, coz
je nezbytné pro syntézu proteini (Cammarano ef al., 1972). Hoi¢ik je také nezbytny pro
aktivitu RNA polymeraz a tudiZ pro tvorbu RNA v jadru (Wunderlich, 1978).

Ve svételné fazi fotosyntézy, kdy jsou protony piendSeny ze stromatu do
tylakoidu, je Mg2+ z tylakoidu uvoliovan do stromatu, kde kompenzuje ubytek
kladnych naboji a soutasné aktivuje nékteré enzymy Calvinova cyklu, napf. fruktéza-
1,6-bisfosfatfosfatazu nebo Rubisco (Gerhardt er al, 1987).

Mg2+ pozitivné ovliviluje aktivitu mnoha dalSich enzyml, napfiklad
glutathionsyntdy nebo PEPkarboxylazy (Wedding a Black, 1988). Dynamicky
interaguje s fosfatovymi skupinami ATP a umoZiiuje prub&h nékterych enzymatickych
reakci, napt. syntézu glutaminu pfi asimilaci NHy" (O’Neal a Joy, 1974).
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Velka &ast hoi¢iku v rostlinach se podili na regulaci pH buiiky.

Na rozdil od véapniku je hoif¢ik snadno distribuovan z dospélych do mladych
organd. Proto se prvni symptomy objevuji u dospélych listi (Scott a Robson, 1990).
Typické jsou chlorotické skvrny mezi Zilnatinou. Pfi velkém nedostatku hof¢iku maji
listy svétle Zlutou aZz bilou barvu. Dal§im symptomem nedostatku hof¢iku miize byt
pred¢asné odpadnuti listi. Dale dochazi k inhibici ristu a vyvoje v disledku snizené

schopnosti syntetizovat proteiny a RNA (Wunderlich, 1978).

2.3.3.1.5 Fosfor (P)

Fosfor je rostlinou pfijiman ve formé anorganického fosfatu. Fosfor muize v
rostling existovat jako anorganicky fosfat nebo je ptes hydroxylovou skupinu navazan
na uhlikaty fetézec a tvoii estery, pfipadn¢ je pfipojen na jiny fosfat pomoci
pyrofosfatové vazby, napf. v ATP. Do organickych slou€enin se zabudovava v kofeni
nebo az v nadzemni ¢asti rostliny, kam je transportovan v anorganické formé¢ xylémem.
Anorganicky fosfat miZe byt ve zna¢ném mnozZstvi (85-95%) skladovan ve vakuoléch
(Marschner, 1995).

V rostliné je fosfor soudasti latek s vysokym obsahem energie, jako jsou ATP a
dal$i nukleosidtrifosfaty (Duff er al., 1989). Fosfat je také sou¢asti nukleovych kyselin
(Marschner, 1995). Nukleovym kyselindam davé fosfat kysely charakter, ktery je
dilezity pro interakce s dal$imi makromolekulami. Strukturné je fosfat vazan také ve
fosfolipidech membran.

Mezi charakteristické symptomy deficitu patii zakrslost mladych rostlin, a tmavé

zelené zbarveni listi. Listy mohou byt znetvofené, objevuji se na nich nekrotické
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skvrny a brzy opadavaji. Kveteni je opozdéno, sniZuje se pocet kvéti a je omezena

tvorba semen (Barry a Miller, 1989).

2.3.3.1.6 Sira (S)

Sira je rostlinou pfijiméana ve formé sulfatu (SO4%). V Zivotnim prostiedi rostlin
se sulfat obvykle vyskytuje v takovém mnozstvi, Ze nedostatek siry jako limitujici
faktor existence rostliny prakticky neplsobi. Zvy$ené naroky na mnoZstvi sulfitu v
pidé maji rostliny &eledi Brassicaceae. V rostlinach je sira sou¢asti dvou aminokyselin,
cysteinu a metioninu, a tudiZ je také sloZzkou proteind. Déle je dilezita pro stavbu fady
koenzymi a vitamint, jako acetylkoenzym A, S-adenosylmethionin, biotin (vitamin H)
a thiamin pyrofosfat (vitamin B;) a také antioxidantu glutationu (De Kok a Stulen,
1993).

Sulfat mize byt pfimo vestavén do organickych slouéenin za vzniku sulfurylové
skupiny. V této formé se sira vyskytuje nejéastéji v sulfolipidech v membranach
tylakoidu, v sekundarnich metabolitech a v né&kterych latkach signalni povahy, napf. v
Nod-faktorech.

Redukovana sira tvofi thiolovou skupinu —SH. V této podob& se vyskytuje
predev§im v cysteinu a metabolitech z n¢j odvozenych. Mezi cysteinovymi zbytky se
reverzibiln¢ tvofi disulfidové mustky. Vznik a ruSeni disulfidovych muistkd méni
aktivitu enzymu, napt. enzymi Calvinova cyklu, jako jsou fosfatdzy nebo ribul6za-5-
fosfat-kinaza (Bergmann a Rennenberg, 1993).

Thiolové skupiny cysteinovych zbytkl také umoziiuji vytvofit struktury Fe-S,
které slouzi ptfenosu elektronu. Vyskytuji se napf. ve ferredoxinech nebo
thioredoxinech. (Epstein a Bloom, 2005).
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Sira je také slozkou sekundarnich metaboliti, jako jsou glukosinolaty.
Glukosinolaty se vyskytuji nejméné u patndcti rostlinnych taxonid, mezi né patii napf.
Brassicaceae (Schnug, 1993).

Symptomy deficitu siry jsou podobné tém pii deficitu dusiku. Objevuji se
chlorézy, dochézi k inhibici ristu a akumulaci antokyani. Tato podobnost je dana tim,
Ze jak sira, tak dusik jsou stavebni prvky proteint. Ale chlorézy zpisobené nedostatkem
siry se ¢asto objevuji nejprve na mladych listech, zatimco pii deficitu dusiku na star$ich

(Marschner, 1995).

2.3.3.2 Mikrobiogenni mineralni prvky

2.3.3.2.1 Chlor (CI)

Chlér se v rostlinach vyskytuje jako chloridovy ion (CI'). Obsah chléru v susiné
riznych rostlinnych druhi se velmi li§i, u nékterych druhii mize dosahovat hladiny
obsahu makroelementt, funkéni obsah je viak nej¢astéji v oblasti mikroelement.

Chlér ma dulezitou roli v komplexu rozkladajicim vodu, ktery je asociovan s
fotosystémem II v chloroplastu. Zde ma spolu s Ca?* strukturni funkci, chrani
polypeptidy pied disociaci (Homann, 1988).

Déle chlér stimuluje funkci H'-ATPaz v tonoplastu. ClI" spolu sK' hraje
duilezitou roli v osmotickych pomérech buriky. Experimentalné navozeny nedostatek
chloru se u dospélych rostlin projevoval vadnutim, u vyvijejicich se rostlin zpisobil

inhibici objemového ristu bunék (Pavlova, 2005).
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Chlér ma duleZitou roli pfi otevirdni a zavirani pruduchd, pfedevsim u rostlin,
které nemaji ve své€racich burikach chloroplasty. Pfi nedostatku chléru dochazi u téchto
rostlin k inhibici otevirani priduchti (Epstein a Bloom, 2005).

Rostliny s nedostatkem chléoru maji men$i listy, na kterych se objevuje
charakteristické bronzové zabarveni. Pozdé&ji se objevuji chlorézy a nekrozy

(Whitehead, 1985).

2.3.3.2.2 Zelezo (Fe)

Zelezo slouzi v rostling predevsim k prenosu elektronu v oxidaéné redukénich
reakcich. Zelezo struktuné vazané v hemu cytochromi pfenasi elektron v
cytochromovém komplexu fotosyntetického aparitu v membrané thylakoidu i v
cytochromovém a cytochromoxidazovém komplexu elektrontransportniho fetézce ve
vnitini membrané mitochondrie (Appleby et al., 1988).

Dal$imi proteiny, které obsahuji hemovou skupinu, jsou katalaza a peroxidazy,
které slouzi k detoxikaci peroxidu vodiku nebo napt. k polymerizaci fenolickych latek
na lignin (Hendricks a van Loon, 1990).

Dalsi struktury dilezité pro pfenos elektronti jsou centra Fe-S. Proteiny s té¢mito
strukturami se vyskytuji napf. ve fotosystému I a v Rieskeho proteinu cytochromového
komplexu fotosyntetického aparatu, ve ferredoxinech a mnoha enzymech, napf.
superoxiddismutazach, které detoxikuji superoxidové radikaly (Fridovich, 1983).

V rostling se okolo 80% Zeleza vyskytuje v chloroplastech. V chloroplastech je
Zelezo skladovano ve formé fytoferritinu. Fytoferritin 1ze najit také v xylému a floému

(Epstein a Bloom, 2005).
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Charakteristickym symptomem nedostatku Zeleza jsou chlor6zy mezi Zilnatinou,

které se objevuji nejprve na mladsich listech (Taiz a Zeiger, 2006).

2.3.3.2.3 Bor (B)

Pfesnd funkce béru v rostlinném metabolismu neni zcela jasna. Bér neni
strukturni sloZkou enzymi a nejsou zatim Zadné dikazy, Ze by pfimo ovliviioval
aktivitu enzymid. MnoZstvi béru v rostling¢ ovliviluje fadu dé&jd, napiiklad syntézu
bunééné stény, transport cukrt, lignifikaci, metabolismus RNA, metabolismus
uhlovodiku, respiraci, metabolismus IAA a vlastnosti membran. Predpoklada se, Ze
uloha boru v rostlin¢ spo¢ivd primarné v jeho strukturni funkci v bunééné sténé a
udrZovani integrity plasmatické membrany, a Ze ostatni procesy jsou jim ovlivnény
pouze sekundarné (Shelp, 1993).

U rostlin s nedostatkem boéru obsahuje buné¢nd sténa charakteristické
vezikularni struktury, je v ni v&t$i mnoZstvi pektind, je siln€j$i a tvoii se v ni méné
ligninu (Dugger a Palmer, 1985).

Nedostatek béru méa vliv také na vlastnosti plazmatické membrany. Projevuje se
napf. snizenou aktivitou ATP4z, sniZenym ptijmem fosfatu a zvySenym tnikem K*. I v
tomto pfipadé se predpokladd, Ze funkce boru je strukturni a souvisi s interakci
plazmatické membrany s buné¢nou st€nou, nebot’ jiné membrany v buiice nedostatkem
bdru ovlivnény nejsou (Pavlova, 2005).

Boér ma téz dtlezitou roli v prodluZovani bunék. Tato jeho role ma velky vyznam
pro klieni pylu a rist pylové la¢ky (Epstein a Bloom, 2005).

Rostliny s deficitem bdéru mohou vykazovat $iroké spektrum symptomd,
v zavislosti na druhu a v&ku rostliny. Charakteristické jsou ¢erné nekrézy na mladych

listech a terminalnich pupenech. Listy jsou zdeformované a stonek mize byt neobvykle
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tuhy a kiehky. MizZe dojit ke ztrat¢ apikalni dominance, coZ zpusobi, Ze se rostlina
za¢ne vyrazné vétvit. Av§ak terminalni pupeny vétvi brzy odumfou, coZ je zplisobeno
inhibici buné¢ného déleni. Struktury jako plody, duZnaté kofeny a hlizy mohou
vykazovat nekrézy nebo abnormality souvisejici se selhdnim vnitinich pletiv (Epstein a

Bloom, 2005).

2.3.3.2.4 Mangan (Mn)

Mangan se v rostlinach nej¢astéji vyskytuje ve formé Mn**, ale mize byt snadno
oxidovan na Mn** a Mn*". Mangan proto hraje dileZitou roli pfi redoxnich reakcich.
Mangan je funkéni slozkou proteinového komplexu rozkladajiciho vodu (OEC), ktery je
asociovan s fotosystémem II (Hughes a Williams, 1988).

Dale se vyskytuje v superoxiddismutazach, které chrani pletiva pied poskozenim
superoxidovymi radikaly (Bowler et al., 1991).

Mangan funguje jako kofaktor, ktery aktivuje asi 35 riznych enzymu (Burnell,
1988). Vétsina téchto enzyml katalyzuje oxidaéné-redukéni, dekarboxylaéni a
hydrolytické reakce. Mezi tyto enzymy patii dekarboxylazy a dehydrogenazy Krebsova
cyklu, chloroplastové RNApolymerazy a fenylalaninamoniumlyazy (Palma er al.,
1986).

Symptomy deficitu manganu se velmi li§i druh od druhu. Casto se na listech
objevuji chlorézy mezi Zilnatinou, pozd¢€ji vznikaji nekr6ézy. Nedostatek manganu
zasahuje piedevsim chloroplasty, v nichZ se dezintegruji tylakoidy. Listy né&kterych
druhti jsou malformované. V nékterych pfipadech jsou rostliny zakrslé (Campbell a

Nable, 1988).

43



2.3.3.2.5 Zinek (Zn)

Zinek je pfijiman ve form¢ Zn**. V rostling se vyskytuje pouze jako Zn*" a proto
se neucastni oxidace a redukce. VaZe se na molekuly organickych latek pfes atomy S, N
a O (Vallee a Auld, 1990).

Zinek je soucasti fady enzymi. V enzymech miZe mit dvé funkce, katalytickou
(napt. karboxypeptidaza), kdy se pfimo podili na vytvafeni struktury vazebného mista
pro substrat, nebo strukturni. Strukturni funkci ma& atom zinku v CuZn-
superoxiddismutézach a v aldoléze (Vallee a Falchuk, 1993).

Zinek je soudasti ribozomd, kde je dileZity pro jejich stabilitu. Dale se podili na
zajisténi integrity membrdn, nebot’ chriani membranové lipidy a proteiny pied
poskozenim plisobenym volnymi kyslikovymi radikaly (Epstein a Bloom, 2005).

Pfi nedostatku zinku dochézi k vyrazné redukci rustu internodii. Listy jsou malé
a mohou byt zdeformované. U né&kterych druhti (napf. obilniny, ¢irok, fazole) se mohou
na starSich listech objevovat mezi Zilnatinou chlorézy a pozdéji vznikaji bilé nekrotické
skvrny. U jinych druhti mohou byt listy tmavé zelené nebo modrozelené. Dale je

redukovano kveteni a tvorba plodi (Epstein a Bloom, 2005).

2.3.3.2.6 Méd’ (Cu)

Meéd’ je spojend s enzymy U¢astnicimi se redoxnich reakci, pfi kterych dochazi
k reverzibilni oxidaci Cu* na Cu®*. Pfikladem takového enzymu je plastocyanin, ve
kterém je vazano vice nez 50% meédi obsaZené v chloroplastech. Plastocyanin je slozka
elektrontransportniho fetézce ve fotosystému I (Sandmann a Borger, 1983).

Mezi dal$i enzymy, které obsahuji méd’, patii superoxiddismutazy, které plisobi

pfedev§im proti oxidaci nenasycenych mastnych kyselin. M&d v tomto enzymu je
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zahrnuta v mechanismu detoxifikace volného kyslikového radikalu, ktery vznika pfi
fotosyntéze (Epstein a Bloom, 2005).

Déle je mé&d soulasti cytochromoxidazy, askorbéatoxidazy, diaminoxidazy a
fenoloxidaz. Polyfenoloxidazy se vyskytuji pfedev§im v bunééné sténé, kde se podileji
na tvorbé ligninu, a v membrané thylakoidu, kde se podileji na syntéze chinonu (Judel,
1972).

Prvnim symptomem nedostatku médi je tvorba tmavé zelenych listd, na kterych
se mohou vyskytovat nekr6zy. Nekrotické skvrny se objevuji nejprve na $pi¢kach
mladych listd a potom se roz3ifuji smérem k bazi podél okraji. Listy mohou byt také
zkroucené nebo znetvofené. Pfi extrémnim nedostatku médi mohou listy pfed¢asné

opadavat. Je omezeno kveteni a tvorba plodi (Taiz a Zeiger, 2006).

2.3.3.2.7 Nikl (Ni)

Nikl se svymi chemickymi vlastnostmi podobé Zelezu. VétSinou se v rostling
vyskytuje ve form& Ni**, ale miiZe byt pfitomny také jako Ni* a Ni**. Nikl tvofi stabilni
komplexy s cysteinem a s kyselinou citronovou. Pfes atomy S, N nebo O se mtize vazat
na proteiny a ovlivilovat aktivitu enzymi, pfedev§im hydrolytickych (Cammack et al.,
1988).

U vys3sich rostlin je zatim znamy jediny enzym, ktery obsahuje nikl, a to ureéza.
Ureédza $tépi mo&ovinu na NHs" a CO,. Je to dileZity enzym v metabolismu dusiku
(Pavlova, 2005).

Rostliny s nedostatkem niklu akumuluji moovinu v listech, a nasledné se

objevuji nekrézy na $pi¢kach listi (Epstein a Bloom, 2005).
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2.3.3.2.8 Molybden (Mo)

U vys8ich rostlin je molybden slozkou jen nékolika enzymu. V nich miZe mit
Mo strukturni i katalytickou funkci a je pfimo zahrnuty v redoxnich reakcich. Mezi tyto
enzymy patfi nitratreduktdza, sulfitreduktdza a xanthinoxidaza/dehydrogenaza.
Molybden je tedy velmi diileZity prvek v metabolismu dusiku a siry.

Molybden je také slozkou nitrogendzy. To je enzym, pomoci kterého
prokaryotické organizmy Zijici v symbidéze s vy$8imi rostlinami fixuji vzdu$ny N,
(Dilworth et al., 1988).

Prvni znamkou nedostatku molybdenu je chlor6za mezi Zilnatinou a nekrézy
starSich listd. U n&kterych rostlin z &eledi Brassicaeae listy nejsou nekrotické, ale misto
toho mohou byt zkroucené a nasledné¢ odumiou. Pfi nedostatku molybdenu mize
dochézet k inhibici tvorby kvétl, nebo mohou kvéty prfed¢asn¢ odumirat (Chatterjee et

al., 1985).

2.3.3.3 Benefi¢ni prvky

Neékteré prvky mohou byt esencidlni jen pro nékteré rostliny, jsou nezbytné jen
za urlitych podminek, nebo pouze podporuji rist. Takové prvky se oznacuji jako

benefiéni. Patii mezi né sodik, kiemik a selen (Marschner, 1995).
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3 Material a metody

3.1 Material

Pfi pokusech byly pouzity tfi ekotypy Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.:
Columbia-1 (Col-1), Landsberg erecta-0 (Ler-0) a San Feliu-2 (Sf-2). Semena byla

ziskana z Nottingham Arabidopsis Stock Centre, Velka Britanie.

3.2 Hydroponie

3.2.1 Médium

Pfi kultivaci rostlin byl pouzit modifikovany Hoaglandlv roztok (modifikace J.
Kolate) v riznych koncentracich: 100%, 50%, 25%, 12,5% ,10%, 0,1%, 0,05 a 0,025%

(Tab. 2.).
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Koncentrace modifikovaného Hoaglandova roztoku
100% 50% 25% 12,5% 10%
NH.H,PO, 0,5 mM| 025 mM| 0,125 mM| 0,0625 mM 0,05 mM
KNO; 3 mM 1,5 mM 0,75 mM 0,375 mM 0,3 mM
Ca(NOs), 2 mM 1 mM 0,5 mM 0,25 mM 0,2 mM
MgSO, 1 mM 0,5 mM| 025 mM| 0,125 mM 0,1 mM
citrat Zelezity | 24,5 pM | 12,25 uyM | 6,125 uyM | 3,0625 pM 2,45 uyM
Kl 0,452 yM | 0,226 uM | 0,113 puM | 0,0565 uM | 0,0452 uM
H;BO; 4,852 uyM | 2,426 uyM | 1,213 pM | 0,6065 uM | 0,4852 uM
MnSO, 5,92 uM 2,96 uM 1,48 uM 0,74 uM 0,592 uM
ZnSO, 0,696 puM | 0,348 uM | 0,174 uM 0,087 puM | 0,0696 puM
Na,MoO, 0,104 puM | 0,052 uM | 0,026 puM 0,013 pM | 0,0104 uM
CuSO, 0,01 pM | 0,005 uM |0,0025 pM |0,00125 uM 0,001 pM
CoCl, 0,0104 pM |0,0052 uM |0,0026 pM | 0,0013 uM |0,00104 pM
Na;EDTA 10 pM 5 uM 2,5 uM 1,25 puM 1 pM
FeSO, 10 uyM 5 uM 2,5 uM 1,25 uM 1 uM

Koncentrace modifikovaného Hoaglandova roztoku
0,1% 0,05% 0,025%

NHH,PO, 0,5 uM 0,25 puM 0,125 puM
KNO; 3 uM 1,5 uM 0,75 uM
Ca(NOs), 2 yM 1 uM 0,5 uM
MgSO, 1 uM 0,5 uM 0,25 uM
citrat Zelezity 24,5 nM 12,25 nM 6,125 nM
Kl 0,452 nM 0,226 nM 0,113 nM
H;BO; 4,852 nM 2,426 nM 1,213 nM
MnSO, 5,92 nM 2,96 nM 1,48 nM
ZnSO, 0,696 nM 0,348 nM 0,174 nM
Na;MoO, 0,104 nM 0,052 nM 0,026 nM
CuSO, 0,01 nM 0,005 nM 0,0025 nM
CoCl, 0,0104 nM 0,0052 nM 0,0026 nM
Na,EDTA 10 nM 5 nM 2,5 nM
FeSO, 10 nM S nM 2,5 nM

Tab. 2. Obsah latek v riznych koncentracich modifikovaného Hoaglandova
roztoku pouzZitych pii experimentech.
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3.2.2 Kultivace v plastovych krabi¢kach

Rostliny byly péstovany v hydroponickém systému vyuZivajicim plastové
krabi¢ky Magenta (vyrobce Sigma) pouzZivané pro in vitro kultivaci, podle Arteca a
Arteca (2000).

Vyautoklavované krabi¢ky byly naplnény 200 ml mineradlniho média. U 20
krabi¢ek byl pouzit 100% modifikovany Hoaglandiv roztok, u daldich 20 50%
modifikovany Hoaglandtiv roztok. pH bylo upraveno pomoci NaOH na 6,3.

Do kazdé krabi¢ky byl na hladinu média vloZen vyautokldvovany plovak
LifeRaft (Osmotec) s 3,5 cm vysokym kvadrem z pfedem namocené mineralni viny
(Grodan Expert). Semena Arabidopsis thaliana byla nejprve 3 dny stratifikovana
v deionizované vodé¢ pfi teplote 4°C. Kazdy kvadr z minerélni viny byl proplachnut 10
ml 100% nebo 50% modifikovaného Hoaglandova roztoku. Potom byla na povrch
kvadri vyseta semena (4-5 semen na Magentu).

Rostliny byly kultivovany v klimaboxech MLR-350HT (Sanyo) pfi teploté 20°C
a 75% relativni vzdu$né vlhkosti. Délka dne byla nastavena na 8h, intenzita svétla na 90
pmolxm2xs™! (zafivky Sanyo FL40SSW/37).

Ve stafi 14 dnd byly rostliny vyjednoceny na dvé primémé velké rostliny a ve
stafi 21 dni na jednu rostlinu v kazdé krabicce.

ProtoZe u ekotypu Col vzlinal roztok po mineralni viné¢ aZ do stfedu ruzic, bylo
ve stafi 4 tydny odstranéno hornich asi 0,5 cm minerdlni viny a stfedy rizic byly
vysu$eny buniéitou vatou.

Médium bylo pravidelné kazdy tyden ménéno za Cerstvé, kazdy raft byl presunut
do vyautoklavované krabi¢ky s 200 ml odpovidajiciho média. Aby se snizil vliv rozdila

teploty, vlhkosti a osvétleni v riznych mistech klimaboxu, byly kazdy tyden krabicky
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z horni police ptesunuty na dolni a z dolni na horni polici a celé police byla oto¢ena o
180°.

Ve stéii ¢tyt tydnt byl u poloviny krabiek nahrazen plny Zivny roztok roztokem
1000x zfedénym (tj. misto 100% modifikovaného Hoaglandova roztoku byl pouzit
0,1% a misto 50% byl pouzit 0,05%). U druhé poloviny krabi¢ek zistala koncentrace
roztoku stejna. Pied pfenesenim do nové krabi€ky s &erstvym roztokem byl kazdy kvadr
mineralni viny promyt 10 ml nového média, aby se sniZilo obohaceni deficitniho média
Zivinami z puivodniho roztoku, ktery zustal nasékly v mineralni viné. Rostliny byly
péstovany ve zfedéném roztoku az do ukonéeni experimentu.

Ve v8ech variantach bylo 5 rostlin od kazdého ekotypu.

3.2.3 Kultivace v plastovych vani¢kach na Grodanu

Rostliny byly péstovany v modifikovaném hydroponickém systému podle
Gibeauta et al. (1997).

Kazda plastova vani¢ka byla naplnéna 4,25 1 modifikovaného Hoaglandova
roztoku s pH 6,3 (upraveno pomoci NaOH). Koncentrace roztoku byla obvykle 25%,
v pocate¢nich experimentech 50% nebo 100%, jak je uvedeno ve vysledcich. Na kazdé
vani¢ce byl bily polyetylenovy kryt s 10 otvory o priméru 13mm. Mezi krytem a horni
hranou vani¢ky byla nalepena polyetylenova izolaéni paska (vyrab&éna pro utésnéni
oken) kvili zabranéni pruniku svétla do média. V kazdém otvoru byl 3,5 cm vysoky
valec z ptedem namoc¢ené mineralni viny (Grodan Expert).

Semena Arabidopsis thaliana byla nejprve povrchové vysterilizovana. K tomu
byl pouzit 50% roztok Savo (obsahujici 3% aktivniho chléru). Semena byla umisténa do

plastové zkumavky, zalita sterilizaénim roztokem a za obc&asného protiepavani

O
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sterilizovana po dobu 20 minut. Poté byl sterilizaéni roztok odsat pomoci pipety a
semena byla 15x promyta destilovanou vodou. Potom byla semena stratifikovana
v deionizované vodé& 3 dny pii teploté 4°C. Po stratifikaci byla semena vyseta na valce z
mineralni viny, které byly pfedem proplachnuty 10 ml média, na kazdy vélec 4-5
semen. Rostliny byly kultivovany v klimaboxech MLR-350HT (Sanyo) pfti teploté 20°C
a 75% relativni vzdu$né vlhkosti. Délka dne byla nastavena na 8h, intenzita svétla na 90
pmolxm™xs™ (zafivky Sanyo FL40SSW/37).

Médium bylo provzdu$iiovano 15 minut kazdé 3 hodiny. K tomuto uéelu byl
pouzit vzduchovaci motorek Elite 801, ktery byl silikonovymi hadi¢kami spojen s 2
filcovymi perli¢i v kazdé vaniéce.

Rostliny byly vyjednoceny na dvé primémé velké rostliny ve stafi 14 dnii a na
jednu rostlinu na vélec ve stafi 21 dnu.

Aby nedochazelo ke vzlinani roztoku po mineralni viné do stfedu riZic rostlin
ekotypu Col, byla ve stafi 4 tydny okolo kazdé rostliny navle¢ena 5 mm vysoka
silikonova hadi¢ka o vnitinim priméru 4mm a vné&j$im pruméru 7 mm (Obr 5). Pokud

byly stiedy rizic v té dobe jiZz zavlhéeny, byly vysu$eny bunicitou vatou.
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silikonovd haditka (vy3ka 5 mm),
podéiné rozstiiZena, aby 3ia naviéknout
stonek/bdze kofene

plastovd deska

Grodan

Obr 5. U rostlin Col dochazelo ke vzlinani roztoku po mineralni viné do stfedu
rizic. Tomu bylo zabranéno odstranénim vrchni vrstvy Grodanu a navle€enim

silikonovych trubiéek okolo stonku.
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Médium bylo pravidelné kazdé dva tydny ménéno za Cerstvé odpovidajici
koncentrace (plné nebo ziedéné), poprvé ve staii 3 tydny. Aby se sniZil vliv rozdilu
teploty, vlhkosti a osvétleni v riznych mistech klimaboxu na rist rostlin, byly 2x tydné
vani¢ky pfesunuty mezi policemi v klimaboxu.

Ve stafi 3 tydny (v jedné sérii experimentd ve stafi 3, 4 nebo 5 tydnid) bylo
médium nahrazeno 100x nebo 1000x zfedénym. Aby se sniZilo obohaceni deficitniho
média Zivinami z pivodniho roztoku, ktery zlstal nasdkly v mineralni viné, byl pfi
vyméné média za zfedéné kazdy vélec mineralni viny promyt 10 ml zfedéného média. U
kontrolnich variant bylo ve stejny ¢as médium nahrazeno &erstvym a kazdy valecek byl
proplachnut 10 ml tohoto média. Rostliny byly péstovany ve ziedéném roztoku az do
ukon¢eni experimentu.

Ve v8ech variantach bylo 5 nebo 10 rostlin (uvedeno ve vysledcich, kapitoly

4.1.2,4.2.1,4.2.2,4.2.3) od kazdého ekotypu.

3.2.4 Kultivace v plastovych vani¢kach na agaru

Pfi péstovani byly pouzity stejné nadoby, kryty i roztok jako pii kultivaci rostlin
ve vani¢kach s Grodanem. Misto mineralni viny byly pouZity 3,5 cm vysoké vale¢ky
ufiznuté z 10 ml pipetovych 3pi¢ek (Eppendorf) nebo 1,5ml mikrozkumavky
(Eppendorf) s odfiznutou spodni ¢asti (2 mm) naplnéné agarem.

Pii pokusech byl pouZit agar rizné koncetrace: 1%, 1,5% a 2%. Agarové
médium obsahovalo 25% nebo 12,5% modifikovany Hoaglandiv roztok. pH bylo

upraveno pomoci NaOH nebo HCl na 6,3.
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Vyautoklavované véle¢ky z pipetovych $pi¢ek nebo upravené mikrozkumavky
byly $ir§i ¢asti nalepeny na papirovou lepici pasku a naplnény agarem. Po ztuhnuti
agaru byly odlepeny a vloZeny do otvori v krytu. ProtoZze primér mikrozkumavek byl
mens$i neZ prumér otvorl, byly okolo mikrozkumavek omotéany roztiznuté silikonové
hadi¢ky.

Piiprava semen, vysev a kultivace byly stejné jako pii pouziti vaniéek
s mineralni vlnou, pouze médium nebylo ménéno za zfedéné.

Pouzity pocet rostlin v kazdé varianté je uveden ve vysledcich (kapitoly 4.1.4,

4.1.5)

3.3 Péstovani v pudé

Rostliny byly péstovany v kvétina¢ich o priméru 13 cm, naplnénych smési
substratu pro vysevy (Raselina Sobé&slav) : pisek : perlit v poméru 3:1:1. Pfed vysevem
byla semena stratifikovana v deionizované vod& 3 dny pfi teploté 4°C. Rostliny byly
kultivovany v klimaboxech MLR-350HT (Sanyo) pfi teploté 20°C a 75% relativni
vzdusné vihkosti. Délka dne byla nastavena na 8h, intenzita sv&tla na 90 pmolxm?xs™
(zativky Sanyo FL40SSW/37). Rostliny byly vyjednoceny na dvé primérné velké
rostliny ve stafi 14 dnti a na jednu rostlinu v kazdém kvétina¢i ve stafi 21 dnd.

Od stafi 28 dnt byly rostliny az do ukon¢eni pokusu pravidelné 1x tydné
zalévany 100% nebo 10% modifikovanym Hoaglandovym roztokem (0,5 1 na 6 rostlin).

V obou variantach bylo 6 rostlin.

54



3.4 Méreni

Pfi pokusech byly zji§tovany nasledujici parametry:

1. Pocet dni od vysevu do objeveni makroskopicky viditelnych poupat

2. Podet primérnich listd v riZici v uréitém stafi

3. Podet primarnich listd v riZici v den rozkvétu prvniho kvétu

4. Podet listli na stonku v den rozkvétu prvniho kvétu

5. Celkovy pocet primarnich listd v den rozkvétu prvniho kvétu (soucet polozek

3.a4)

6. Pocet dni od vysevu do rozkvétu prvniho kvétu

7. Vyska stonku v den rozkvétu prvniho kvétu

V poctu listi nebyly zahrnuty dé&loZni listky. Den rozkvétu byl uréen jako den,
kdy byly poprvé viditelné korunni listky.

Pokusy s agarem byly ukonéeny jesté pied objevenim poupat, proto byl pfi nich
zji§tovan pouze pocet primarnich listl v ruZici a u jednoho experimentu bylo také
ur¢ovano procento rostlin, u kterych prorostly kofeny z agaru do média.

Pii pokusech s vy$8i koncentraci modifikovaného Hoaglandova roztoku byly

nékteré kvéty podrobnéji zkoumény pomoci lupy Nikon SMZ 1500.

3.5 Statistické zpracovani dat

Vysledky byly statisticky zpracovany pomoci programu NCSS 2004. Hladina
vyznamnosti byla u vSech testd 0,05 (pokud ve vysledcich neni uvedeno jinak).
Normalni rozdéleni dat bylo testovano pomoci testi Skewness, Kurtosis a Omnibus
Normality Test (pouzité nazvy testd odpovidaji terminim v NCSS). Data, u kterych

bylo normalni rozdéleni zamitnuto, byla logaritmicky transformovéana a znovu testovana
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na normalitu rozdéleni. U experimenti s riznymi ekotypy byl vliv stresu a ekotypu
testovan pomoci analyzy rozptylu (ANOVA). Rozdily mezi stresovanou variantou a
odpovidajici kontrolni variantou stejného ekotypu byly testovany t-testem (Equal
Variance T-Test); shoda rozptyld byla pfedem ovéfena pomoci testu Modified Levene
equal-variance test. V pfipadech, kdy bylo srovnavéno vice variant u jednoho ekotypu,
byl vliv stresu hodnocen pomoci jednorozmérné analyzy variance (One-Way ANOVA)
a rozdily mezi jednotlivymi variantami pomoci Tukey-Kramer multiple comparison
testu. Tyto testy byly pouZity pro data s normalnim rozdélenim.

Pro data, jejichZ rozdéleni nebylo normélni ani po logaritmické transformaci,
byly pouzity testy Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on ranks, respektive Kruskal-

Wallis multiple comparison Z-value test.
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4 Vysledky

4.1 Optimalizace

4.1.1 Kultivace v plastovych krabi¢kach

Pfi tomto experimentu byly pouzity ekotypy Ler a Col. Nejprve byly viechny
rostliny péstovany v 100% nebo 50% modifikovaném Hoaglandové roztoku
v plastovych krabi¢kdch Magenta. Ve stafi 28 dnli byla u poloviny rostlin tato média
nahrazena 1000x zfedénymi. U kontrolnich variant médium nahrazeno nebylo.

To, zda byl pouzit 100% nebo 50% modifikovany Hoaglandiiv roztok, nemélo
vliv na pocet dni od vysevu do objeveni poupat. Rozdil byl pouze mezi kontrolnimi a
deficitnimi variantami. U ekotypu Col bylo objeveni poupat urychleno zfedénim média
0 8,25 dnti pfi pouziti 100% a o 7,4 dnu pii pouziti 50% modifikovaného Hoaglandova

roztoku, u rostlin Ler to bylo o 5 a 9 dni (Obr 6).
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Obr 6. Vliv koncentrace modifikovaného Hoaglandova roztoku na pocet dnti od
vysevu do objeveni makroskopicky viditelnych poupat. Rostliny byly nejprve
péstovany v 100% nebo 50% roztoku. Ve stafi 28 dnli bylo u poloviny rostlin
médium nahrazeno 1000x zfedénym. Rostliny byly péstovany v plastovych
krabi¢kach Magenta na kratkém dnu (8h svétlo/16h tma). Hodnoty jsou priméry
z 5 rostlin, chybové use¢ky udavaji sttedni chybu priméru. Varianty v ramci
jednoho ekotypu oznacené stejnym pismenem nejsou prikazné rozdilné na

hladiné vyznamnosti 0,05 (Tukey-Kramer multiple comparison test).

Pocet listd vden rozkvétu nebylo mozZné zjistit, protoZze velkd C&ast listd
pfed¢asné zasychala a listy se rozkladaly.
Pii tomto zpusobu péstovani byly u ekotypu Col problémy s rozkvétem. U

nékterych rostlin péstovanych v deficitnim médiu dochazelo k zasychani kvéth jesté
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pted jejich rozkvétem. Rostliny Col z kontrolnich variant aZ do ukonéeni experimentu
(j. 69 dni od vysevu) nevykvetly. Dal§im problémem pfi pé€stovani v krabi¢kach byl

vyskyt fas v médiu a na kofenech.

4.1.2 Kultivace v plastovych vaniékach na Grodanu

Rostliny Col a Ler byly pé&stovany v 100% a 50% modifikovaném Hoaglandové
roztoku v plastovych vani¢kach na Grodanu. V kazdé varianté bylo deset rostlin.

Koncentrace modifikovaného Hoaglandova roztoku neméla vliv na po¢et dni od
vysevu do objeveni poupat (Obr 7) ani na pocet listli v den rozkvétu (Obr 8). Ovlivnény
byl pouze poéet dni od objeveni poupat do rozkvétu u ekotypu Ler. U rostlin
péstovanych v méné koncentrovaném roztoku byla tato doba o 4,7 dnti kratsi (Obr 9).

Ve stafi 100 dni byla stanovena su$ina rostlin. Mezi rostlinami pé&stovanymi
v 100% a 50% modifikovaném Hoaglandové roztoku nebyl v tomto parametru Zadny
statisticky prikazny rozdil (Obr 10).

Na rozdil od pfedchoziho experimentu s pouZitim plastovych krabi¢ek, nerostly
v Zivném roztoku fasy. Jedinou komplikaci kultivace bylo, Ze u rostlin Col dochézelo
piiblizné od stafi &tyf tydnd ke vzlindni roztoku po minerdlni viné do stfedu riZic.
Tomu bylo zabranéno odstranénim vrchni vrstvy Grodanu a navleenim silikonovych
trubi¢ek okolo stonku (kapitola 3.2.3). Tento zakrok nezplsobil Zadné viditelné

poskozeni rostlin a jejich nasledny rust byl velmi dobry.
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U ekotypu Ler byly pfi obou koncentracich modifikovaného Hoaglandova roztoku

nékteré kvéty abnormalni, s malformovanymi organy. Tyto deformace byly nejéast&jsi u

kvétl zaloZenych nejdtive, tzn. umisténych nejniZe v kvétenstvi.

pocet dnii od vysevu do poupat

koncentrace
Hoaglandova
roztoku

®100%
®50%

Col Ler

Obr 7. Vliv koncentrace modifikovaného Hoaglandova roztoku na poc¢et dni od
vysevu do objeveni makroskopicky viditelnych poupat. Rostliny byly péstovany
v 100% nebo 50% roztoku v plastovych vani¢kach na kratkém dnu (8h
svétlo/16h tma). Hodnoty jsou priméry z 10 rostlin, chybové use¢ky udévaji
sttedni chybu priméru. Varianty ozna¢ené * jsou prukazné rozdilné oproti
kontrole pfislu§ného ekotypu na hladin¢ vyznamnosti 0,05, ** na hladin¢ 0,01

(Equal-Variance T-Test).
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Obr 8. Vliv koncentrace modifikovaného Hoaglandova roztoku na podet
primarnich listd (primarni listy v rdZici + listy na stonku) v den rozkvétu prvniho
kvétu. Rostliny byly péstovany v 100% nebo 50% roztoku v plastovych
vani¢kach na kratkém dnu (8h svétlo/16h tma). Hodnoty jsou priméry z 10
rostlin, chybové use¢ky udavaji stfedni chybu priméru. Varianty oznafené *
jsou prukazné rozdilné oproti kontrole pfislu§ného ekotypu na hlading

vyznamnosti 0,05, ** na hladin€ 0,01 (Equal-Variance T-Test).
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Obr 9. Vliv koncentrace modifikovaného Hoaglandova roztoku na pocet dnti od
objeveni makroskopicky viditelnych poupat do rozkvétu prvniho kvétu. Rostliny
byly péstovany v 100% nebo 50% roztoku v plastovych vani¢kach na kratkém
dnu (8h svétlo/16h tma). Hodnoty jsou priméry z 10 rostlin, chybové use¢ky
udavaji stfedni chybu priméru. Varianty ozna¢ené * jsou prikazné rozdilné
oproti kontrole pfisluiného ekotypu na hladiné vyznamnosti 0,05, ** na hladin¢

0,01 (Equal-Variance T-Test).
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Obr 10. Vliv koncentrace modifikovaného Hoaglandova roztoku na su$inu
rostlin ve stafi 100 dnd. Rostliny byly pé&stovany v 100% nebo 50% roztoku
v plastovych vani¢kach na kratkém dnu (8h svétlo/16h tma). Hodnoty jsou
pruméry z 10 rostlin, chybové use¢ky udavaji sttedni chybu priméru. Varianty
oznatené * jsou prikazné rozdilné oproti kontrole pfislusného ekotypu na

hladiné vyznamnosti 0,05, ** na hladiné 0,01 (Equal-Variance T-Test).

4.1.3 Vliv hnojeni na morfologii kvétu

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda abnormalni morfologie nékterych
kvéti Ler z ptrede$lého pokusu (kapitola 4.1.2) mohla byt zpisobena nadmérnym

zasobenim Zivinami. Rostliny Ler byly pé&stovany v ptidé a od stafi 28 dnl byly az do

63



ukongeni pokusu pravidelné¢ 1x tydné¢ zalévany 100% nebo 10% modifikovanym

Hoaglandovym roztokem.

Rozdilna koncentrace roztoku neovlivnila po¢et dnii od vysevu do objeveni

poupat, ale méla vliv na poéet dni od objeveni poupat do rozkvétu. Pti zalivce 10%

modifikovanym Hoaglandovym roztokem byla tato doba o 5,5 dnti krat3i (Obr 11).

Ve stati 94 dnti byl zhodnocen stav kvétl na hlavnim stonku. Nejvyraznéjsi byly

zmény morfologie semeniki a kali$nich listkli. Podle nich bylo moZné rozdélit kvéty do

nékolika kategorii:
1) se semenikem bez vyvijejicich se semen
2)  se semenikem bez vyvijejicich se semen s neopadavymi kali$nimi listky
3) se semenikem s vyvijejicimi se semeny
4) se semenikem s kvétenstvim zaloZenym uvnitf (Obr 12.)
5) se semenikem s kvétenstvim zaloZzenym uvnitf a s listovym utvarem na

kvétni stopce (Obr 13)

64



Poéet dnui od objeveni poupat do

25 -
20 - "
1 Koncentrace
Hoaglandova
és . roztoku
% 8100%
o 010%
40 -
5 4
0 ,

Obr 11. Vliv koncentrace modifikovaného Hoaglandova roztoku na pocet dni
od objeveni makroskopicky viditelnych poupat do rozkvétu prvniho kvétu.
Rostliny Ler byly péstovany v pidé na kratkém dnu (8h svétlo/16h tma). Od
stafi 28 dnd byly 1x tydné zalévany 100% nebo 10% modifikovanym
Hoaglandovym roztokem. Hodnoty jsou priméry z 6 rostlin, chybové usecky
udavaji stiedni chybu priméru. Varianty ozna¢ené * jsou prikazné rozdilné
oproti kontrole pfislu§ného ekotypu na hladin€¢ vyznamnosti 0,05, ** na hladin¢

0,01 (Equal-Variance T-Test).
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Obr 12. Semenik s kvétenstvim zaloZzenym uvnitf u rostliny Ler, ktera byly

péstovana v pudé¢ na kratkém dnu (8h svétlo/16h tma) a zalévana 100%
modifikovanym Hoaglandovym roztokem. (a) Vné&j$i vzhled semeniku. (b) (c)
V horni ¢asti semeniku byla vyvijejici se semena, v dolni ¢asti zaklad dalsiho

kvétenstvi.
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Obr 13. Semenik s kvétenstvim zaloZenym uvnitf s listovym ttvarem na stopce
u rostliny Ler, které byla pé&stovana v ptidé na kratkém dnu (8h svétlo/16h tma) a
od stafi 28 dnl zalévana 100% modifikovanym Hoaglandovym roztokem. Délka

dne: 8h svétlo, 16h tma.

Vysledky jsou shrnuty v Obr 14 a Obr 15. Z grafii je vidét, Ze malformované
kvétni organy se vyskytovaly pfedeviim u dfive zaloZenych kvéti. Nejéastéji se
vyskytovaly mirné abnormality, pfedevdim sterilni semeniky. U rostlin, které byly
zalévany 100% modifikovanym Hoaglandovym roztokem, byl vy3si vyskyt semenikid
s kvétentsvim zaloZenym uvnitf oproti rostlindm zalévanym 10% modifikovanym
'Hoaglandovym roztokem. Ne&které z té€chto kvéti méli na stopce listové ttvary, které se
u rostlin zalévanych 10% modifikovanym Hoaglandovym roztokem nevyskytovaly.
Vys$8i koncentrace modifikovaného Hoaglandova roztoku také zpisobila vyss$i vyskyt

sterilnich semenikt a u velké ¢ast z nich byly ptitomny neopadavé kalini listky.
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Obr 14. Pomérné zastoupeni jednotlivych typia kvétd (blizsi popis v textu), které
se vyskytovaly u $esti rostlin Ler pé&stovanych v pidé¢ na kratkém dnu (8h
svétlo/16h tma) a od stafi 28 dni 1x tydné zalévanych 10% modifikovanym

Hoaglandovym roztokem. Data z 6 rostlin.
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Obr 15. Pomémé zastoupeni jednotlivych typt kvétd (bliz§i popis v textu), které
se vyskytovaly u 3esti rostlin Ler pé&stovanych v pidé¢ na kratkém dnu (8h
svétlo/16h tma) a od stafi 28 dnl 1x tydné zalévanych 100% modifikovanym

Hoaglandovym roztokem. Data z 6 rostlin.

Vysoka dostupnost Zivin za podminek kratkého dne tedy zpisobuje vyskyt
kvétnich abnormalit. Pfi dalSich hydroponickych pokusech byl proto pouzZivan 25%
modifikovany Hoaglandiiv roztok. Za téchto podminek se malformované kvéty vyvijely

pouze ojedinéle.
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4.1.4 Kultivace v plastovych vanié¢kach na 1% agaru

P#i Gvodnich pokusech s kultivaci v plastovych vani¢kach na Grodanu byl u
rostlin Col problém se vzlindnim média po minerdlni vin¢ do stfedu ruzZic, ¢imz
dochazelo k jejich zamokfovani. Problém se podafilo vyfe$it podloZzenim rizic
silikonovymi hadi¢kami (str. 52) Jako alternativu jsme se v3ak jesté rozhodli vyzkouset
kultivaci s pouZitim agaru misto Grodanu. V prvnim pokusu byly pouzity zkracené
10ml pipetové 3pi¢ky naplnéné 1% agarem s25% nebo 12,5% modifikovanym
Hoaglandovym roztokem a pro kontrolni variantu véale¢ky z Grodanu. U vSech t¥
variant byl ve vani¢kach 25% modifikovany Hoaglandiv roztok. V kazdé varianté bylo
5 rostlin.

Bé&hem prvnich dvou tydni po vysevu u 80% vsech $pi¢ek agar s 25% i 12,5%
modifikovanym Hoaglandovym roztokem postupné propadaval $pi¢kami a klesl az o 2
cm. I pfes opatrnou manipulaci s vani¢kami vypadly nékteré agarové valeky ze $picek
do média. Navic dochéazelo i k vysychani agaru, pfi kterém agar zistal podél stén
$picek, ale uprostied se vytvotil dilek, v né€kterych pfipadech hluboky az 3 cm.

Na agaru byla o néco horsi kli¢ivost v porovnani s Grodanem, vykli¢ily jen 3/5
semen (na Grodanu vykli¢ila viechna semena). Pfiblizné 1/5 kli¢icich rostlin se zanofila
do agaru. Okolo t&chto rostlin se objevila pliseni, kterd postupné pokryla cely povrch
agaru.

Ve stafi rostlin 21 dni byl stanoven pocet vytvofenych listd. Z vysledki
vyplyva, Ze to, zda rostliny byly péstované na agaru nebo na Grodanu, mélo vliv na
tvorbu listd. Nebyl v3ak Zadny prikazny rozdil mezi rostlinami péstovanymi na agaru
s 12,5% a 25% modifikovanym Hoaglandovym roztokem. Rostliny Ler péstované na
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agaru s 12,5% a 25% modifikovanym Hoaglandovym roztokem mély v priméru 7,6 a

8,2 listd, na Grodanu 10 listi. Rostliny Col mély 6,75, 7,5 a 10,2 listi (Obr 16.).

U takto mladych rostlin nebyl pocet listi ovlivnén ekotypem. Zpisob p&stovani

nem¢él Zadny prikazny vliv na délku kofeni.
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Obr 16. Vliv zplsobu péstovani na pocet listd ve véku rostlin 21 dnl. Rostliny
byly pé&stovany na kratkém dnu (8h svétlo/16h tma) v plastovych vani¢kéach
s 25% modifikovanym Hoaglandovym roztokem za pouziti Grodanu nebo 1%
agaru. Agarem s25% nebo 12,5% modifikovanym Hoaglandovym roztokem
byly naplnény vale¢ky z 10 ml pipetovych 3pi¢ek. Hodnoty jsou priméry z 5
rostlin, chybové usetky udavaji stfedni chybu priméru. Varianty v ramci
jednoho ekotypu oznalené stejnym pismenem nejsou prikazné rozdilné na

hladiné vyznamnosti 0,05 (Tukey-Kramer multiple comparison test).
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4.1.5 Kultivace v plastovych vani¢kach na 1%, 1,5% a 2% agaru

Neékteré problémy pti péstovani na agaru, jako zanofovani rostlin a propadavani
agarovych véle¢kli, mohly byt zplsobeny pfili§ nizkou koncentraci agaru, proto
v dal$im pokusu byl pouZit agar nejen v koncentraci 1%, ale také 1,5% a 2%. Agarové
médium obsahovalo 25% modifikovany Hoaglandiv roztok. Kromé zkracenych
pipetovych 3pi¢ek byly agarem naplnény i 1,5 ml mikrozkumavky, kterym byla pfedem
odstranéna $picka.

Po dvou dnech od zaloZeni experimentu klesl 1% agar ve $pi¢kach00,5-1cma
u 1,5% agaru ve 3pi¢kach se vytvotily malé dilky (hluboké maximalné 2 mm). V
ostatnich variantach (3pi¢ky s 2% agarem a mikrozkumavky s 1%, 1,5% a 2% agarem)
zustal agar beze zmén.

Na zakladé tohoto zjiténi byly pro dal3i pokus s péstovanim rostlin na agaru
zvoleny nasledujici varianty: 1% agar v mikrozkumavkach, 1,5% agar ve $pi¢kach a
v mikrozkumavkach, 2% agar ve $pi¢kdch a v mikrozkumavkach a jako kontrola
vale¢ky Grodanu. V kazdé varianté byly pouzity rostliny Ler i Col. Béhem rtstu rostlin
byly sledovéany ptedeviim dva znaky: podet list a proristani kofenti z agaru ¢i Grodanu
do média.

Mezi rostlinami p&stovanymi na Grodanu a agaru byl velky rozdil v rychlosti
rastu i v prortstani kofenu. Jiz ¢tvrty den po vysevu byly patrné rozdily mezi rostlinami
péstovanymi na agaru a rostlinami péstovanymi na Grodanu. Rostliny na Grodanu mély
jiz vyvinuté délohy, zatimco u rostlin na agaru byly délohy jesté kryty osemenim. Mezi
jednotlivymi variantami péstovanymi na agaru (3pi¢ky 1,5%, S$picky 2%,
mikrozkumavky 1%, mikrozkumavky 1,5% a mikrozkumavky 2%) nebyl v tomto véku

rostlin Zadny vyrazny rozdil.
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Rostliny péstované v mikrozkumavkach s 2% agarem jevily od stafi 14 dnid
vyrazné znamky stresu (malé listy tmaveé zelené aZ fialové barvy, maly vzrust rostlin).
To nejspiSe souviselo stim, Ze u t&chto rostlin kofeny téZko proristaly do agaru a
vétS§inou zilstavaly na povrchu. Rostliny Col pé&stované v mikrozkumavkach s2%
agarem uhynuly je$té pfed ukonéenim pokusu, ve stafi 25 dnd.

Az do ukonceni pokusu se rostliny Col i Ler p&stované na Grodanu vyvijely 1épe
neZ rostliny péstované na agaru, meély vétsi pocet listd (Obr 17, Obr 18), vétsi listovou
plochu, mohutné;$i kofenovy systém a nejevily znamky stresu. Pokus byl ukonéen ve
stafi rostlin 35 dni. Podet listl u rostlin pé€stovanych na Grodanu (primémé 24,4 listl)
se vyrazné liSil od rostlin péstovanych na agaru. Nejméné listd vytvofily rostliny

péstované na 2% agaru ve $pi¢kach i v mikrozkumavkach (primérné 10,4 a 10,2 listi).

Koncentrace agaru ovlivnila rovnéZz prorustani kofenti do Zivného roztoku.
Obecné lze fici, Zze ¢im vy38i koncentrace, tim hiife kofeny proristaly. Z Grodanu
prorostly do média kofeny vSech rostlin, z 1% agaru kofeny u 83,3% rostlin, zatimco z
rostlin péstovanych na 2% agaru pouze mélo 25% ve véku 23 dnt prorostlé kofeny. Po

tomto véku jiz Zadné dalsi kofeny neprorustaly (Obr 19).
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Obr 17. Vliv zpisobu pé&stovani na pocet listli v rizném stéafi rostlin Col. Listy
byly po¢itany kazdych sedm dnl. Rostliny byly pé&stovany na kratkém dnu (8h
svétlo/16h tma) v plastovych vani¢kach s 25% modifikovanym Hoaglandovym
roztokem za pouZiti Grodanu nebo agaru. Rizné koncentrovanym agarem byly
naplnény 1,5ml mikrozkumavky nebo vale€ky z 10 ml pipetovych S3picek.
Rostliny péstované ve $pi¢kach s 2% agarem uhynuly ve stafi 25 dnl. Vynesené
hodnoty jsou primér z5 (Grodan a 3picky s1,5% a 2% agarem), 4
(mikrozkumavky s 1,5% agarem) a 3 (mikrozkumavky s 1% a 2% agarem)

rostlin.
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Obr 18. Vliv zpisobu péstovani na pocet listi v rizném stafi rostlin Ler. Listy

byly poditany kazdych sedm dnid. Rostliny byly péstovany na kratkém dnu (8h

svétlo/16h tma) v plastovych vani¢kach s 25% modifikovanym Hoaglandovym

roztokem za pouZiti Grodanu nebo agaru. Riizné koncentrovanym agarem byly

naplnény 1,5ml mikrozkumavky nebo véle¢ky z 10 ml pipetovych S3picek.

Vynesené hodnoty jsou prumér z 5 (Grodan a 3$pi¢ky s 1,5% a 2% agarem), 4

(mikrozkumavky s 1,5% agarem) a 3 (mikrozkumavky s 1% a 2% agarem)

rostlin.
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Obr 19. Podil rostlin (pouzity ekotypy Col a Ler), u kterych byly v daném stafi
prorostlé kofeny z agaru nebo Grodanu do média. Rostliny byly pé&stovany na
kratkém dnu (8h svétlo/16h tma) v plastovych vani¢kach s 25% modifikovanym
Hoaglandovym roztokem za pouziti Grodanu nebo agaru. Agarem byly naplnény
1,5ml mikrozkumavky nebo véle¢ky z 10 ml pipetovych 3pi¢ek. Pokud koteny
neprorostly do stafi 23 dni, neprorostly jiz vibec. Hodnoty jsou podily
vypoétené vzdy dohromady z rostlin obou ekotypd, v pfipadé kultivace na agaru
z obou zptsobu (3pi¢ky + mikrozkumavky). Poéty rostlin: 10 (Grodan), 6 (1%

agar), 18 (1,5% agar) a 16 (2% agar).

ProtoZe rostliny péstované na Grodanu rostly vyrazné 1épe nez rostliny na agaru,

pfi dal$ich pokusech byl pouzivan Grodan.
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4.2 Vliv nedostatku zivin na indukci kveteni

4.2.1 Vliv éasovani zmény mineralni vyzivy

Tento pokus byl provadén s ekotypy Ler a Col. Rostliny byly nejprve p&stovany
v 25% modifikovaném Hoaglandové roztoku. Plné médium bylo nahrazeno 1000x
ziedénym, a to v ruzném stafi rostlin: 3, 4 a 5 tydnd. U kontrolni varianty médium
ziedéno nebylo. V kazdé varianté bylo 5 rostlin.

Stafi, ve kterém byl stres aplikovan, mélo u ekotypu Ler vliv na po¢et dnti od
vysevu do objeveni poupat. Objeveni poupat bylo u 3-tydenni varianty urychleno
v pruméru o 10,8 dnti oproti kontrolni varianté. Zbylé dvé varianty (4 a 5 tydnt) se od
kontrolni varianty statisticky prtikazn¢ nelisily. U ekotypu Col nemélo stafi rostliny pfi
zméné vyZivy na dobu objeveni poupat prukazny vliv (Obr 20).

Vliv stafi, ve kterém byla zménéna vyZiva, byl vyznamny i u po¢tu primarnich
listd v riZiciv dob& rozkvétu. U ekotypu Ler sice nejsou prikazné rozdily mezi
jednotlivymi &asové nejblize sousedicimi variantami zmeény vyZivy na hlading
vyznamnosti 0,05, 1ze v3ak vysledovat trend zvétSovéani primérného po¢tu listd v riZici
(postupné od 15,2 pro variantu zmény vyZivy ve tfetim tydnu po vysevu az do 34 pro
kontrolni variantu, u které se zména vyZivy vibec neprovadéla). Pro ekotyp Col je
patrny stejny trend, projevujici se vyrazn&ji i mezi jednotlivymi &asové nejblize
sousedicimi variantami zmény vyZivy, od 24,4 pro variantu zmény vyZivy ve tietim
tydnu po vysevu az do 58,5 pro kontrolni variantu. Pouze mezi variantou zmény vyZzivy

po péti tydnech a kontrolou nebyl tento rozdil prikazny.
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Obr 20. Vliv stéfi rostlin, ve kterém byl 25% modifikovany Hoaglanduv roztok
nahrazen 0,025% modifikovanym Hoaglandovym roztokem, na pocet dnt od
vysevu do objeveni makroskopicky viditelnych poupat. Rostliny byly p&stovany
na kratkém dnu (8h svétlo/16h tma). Hodnoty jsou priméry z S rostlin, chybové
use¢ky udévaji stfedni chybu priméru. Varianty vramci jednoho ekotypu
oznatené stejnym pismenem nejsou prukazné rozdilné na hladiné vyznamnosti

0,05 (Tukey-Kramer multiple comparison test).

Podobné jako pocet primarnich listd v riZici byl ovlivnén i celkovy pocet listd

v den rozkvétu. U obou ekotypti byl celkovy poéet listi nejnizsi pfi zméné vyZivy ve 3

tydnech. Rostliny Col mély v priméru o 38,5 a rostliny Ler o 24,2 listh méné nez

kontrolni varianty, u kterych se zména vyZivy vibec neprovadéla. Pfi aplikaci
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nutri¢niho stresu ve stafi 4 tydny se pocet primarnich listt li§il od kontrolni varianty (u

Col 0 20,1 a Ler o 8 listi mén¢) i od varianty se zménou vyZivy ve 3 tydnech. U rostlin,

u kterych byl stres aplikovan ve stafi 5 tydnid, se polet primarnich listd statisticky

prikazné neliil od kontroly (Obr 21).

celkovy pocet listi v den rozkvétu
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Obr 21. Vliv stafi rostlin, ve kterém byl 25% modifikovany Hoaglandlv roztok
nahrazen 0,025% modifikovanym Hoaglandovym roztokem, na pocet
primarnich listd (primérni listy v rdZici + listy na stonku) v den rozkvétu prvniho
kvétu. Rostliny byly pé&stovany na kratkém dnu (8h svétlo/16h tma). Hodnoty
jsou priméry z5 rostlin, chybové use¢ky udévaji stfedni chybu pruméru.
Varianty v ramci jednoho ekotypu oznacené stejnym pismenem nejsou prikazné

rozdilné na hladiné vyznamnosti 0,05 (Tukey-Kramer multiple comparison test).
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Pocet listii na stonku se od kontroly statisticky prtikazné lisil pouze u varianty,
kdy bylo médium ziedéno ve v&ku 3 tydny, a to u obou ekotypi. Rostliny Ler mély
v této varianté praiméme 4,9 a Col 5,5, v kontrolni varianté u ekotypu Ler 9,1 a Col 9,7
listd na stonku.

Aplikace stresu méla vliv také na pofet dni od objeveni makroskopicky
viditelnych poupat do rozkvétu prvniho kvétu a na vysku stonku v den rozkvétu prvniho
kvétu. Doba od objeveni makroskopicky viditelnych poupat do rozkvétu prvniho kvétu
byla u rostlin, u kterych bylo médium zfedéno ve stafi 3 tydny, krat$i o 4,8 dnii
v ptipad¢ ekotypu Col a 13,5 dnli v pfipadé ekotypu Ler v porovnani s kontrolnimi
rostlinami. Vy$ka stonku ve variant¢ aplikace stresu ve 3 tydnech byla u rostlin Col
v priméru 2,7 cm a Ler 1,1 cm, u kontrolnich rostlin Col 10,1 a Ler 7,9 cm. Ostatni
varianty (redukce vyZivy ve stafi 4 nebo 5 tydnil) byly v obou parametrech srovnatelné
s rostlinami se zménou vyZivy ve 3 tydnech.

Pfi opakovani experimentu vykazovaly vysledky u viech sledovanych parametrt
podobné trendy jako v prvnim pokuse: Ziedéni média ve tfech tydnech urychlilo
objeveni poupat Ler o 13,3 dni v porovnani s kontrolni variantou. Toto urychleni
kveteni bylo slab8i, kdyZz byl stres aplikovan pozdégji, ale stile bylo statisticky
vyznamné, dokonce i pfi zfedéni ve stafi 5 tydnd. U ekotypu Col bylo objeveni poupat
prikazné urychleno pouze u 3-tydenni varianty, a to o 6,4 dnti oproti kontrolni varianté

(Obr 22).
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Obr 22. Vliv stafi rostlin, ve kterém byl 25% modifikovany Hoaglandiv roztok

nahrazen 0,025% modifikovanym Hoaglandovym roztokem, na pocet dni od

vysevu do objeveni makroskopicky viditelnych poupat. Opakovany pokus.

Rostliny byly péstovany na kratkém dnu (8h svétlo/16h tma). Hodnoty jsou

pruméry z S rostlin, chybové use¢ky udavaji stfedni chybu priméru. Varianty

v ramci jednoho ekotypu oznadené stejnym pismenem nejsou prikazné rozdilné

na hladin¢ vyznamnosti 0,05 (Tukey-Kramer multiple comparison test).

Na rozdil od pfedchoziho experimentu se poet vech primarnich listd, podobné

jako u poétu primarnich listd v riZici, od kontrolni varianty li§il nejen u variant, ve

kterych byla vyZiva zménéna ve 3 a 4 tydnech, ale i v 5 tydnech (Obr 23).
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Obr 23. Vliv stéafi rostlin, ve kterém byl 25% modifikovany Hoaglandtiv roztok
nahrazen 0,025% modifikovanym Hoaglandovym roztokem, na pocet
primarnich listt (priméarni listy v rdZici + listy na stonku) v den rozkvétu prvniho
kvétu. Opakovany pokus. Rostliny byly péstovany na kratkém dnu (8h
svétlo/16h tma). Hodnoty jsou priméry z 5 rostlin, chybové useCky udavaji
sttedni chybu priméru. Varianty v ramci jednoho ekotypu oznacené stejnym
pismenem nejsou prikazné¢ rozdilné na hladiné¢ vyznamnosti 0,05 (Tukey-

Kramer multiple comparison test).

Podobné jako u pfedchoziho experimentu byl pocet listli na stonku u varianty,

kdy bylo médium ziedéno ve stafi 3 tydny, statisticky prikazné niz3i neZ u kontrolnich
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rostlin. U poétu dnii od objeveni makroskopicky viditelnych poupat do rozkvétu
prvniho kvétu a u vysky stonku v den rozkvétu prvniho kvétu nebyl mezi jednotlivymi
variantami stresovanych rostlin (zfedéni média ve stafi 3, 4 nebo 5 tydni) Zadny
statisticky prikazny rozdil, ale viechny se lisily od kontrolni varianty.

ProtoZe nejvyraznéj$i urychleni objeveni poupat bylo pfi zméné vyzivy ve stafi

rostlin 3 tydny, byl pfi nasledujicich experimentech stres aplikovan pravé v tomto véku.

4.2.2 Vliv deficitu zivin na kveteni u riznych ekotypu pfi aplikaci

1000x zfedéného média

V tomto pokusu byl porovnavan vliv deficitu Zivin na rizné ekotypy. Pouzity
byly ekotypy Ler, Col a Sf-2. U kazdého z nich byly 2 varianty. U jedné bylo plné
médium nahrazeno 1000x zfedénym roztokem ve véku rostlin 3 tydny. U druhé,
kontrolni, varianty médium zifedéno nebylo. V kazdé varianté bylo 10 rostlin.

Prvni projevy deficitu Zivin, které se u viech ekotypti objevily pét dnti po zméné
vyZivy, byly tmavsi mladé listy a mensi listova plocha. Nasledovala tvorba antokyant,
coz se projevovalo fialovym zbarvenim star$ich listd, v nichz byl navic postupné
odbouravan chlorofyl. Dale dochézelo ke zpomaleni tvorby novych listi. Byly pocitany
listy v den zmény vyZivy a 14 dnti po zméné. Béhem této doby stresované rostliny Ler
vytvofily v priméru o 6,1, Col o 10 a Sf-2 15,9 listt méné v porovnéni s kontrolni
variantou.

Cas do objeveni poupat byl vyznamné ovlivnén jak dostupnosti Zivin, tak
ekotypem. Analyzou rozptylu byla prokazéna i interakce mezi ekotypem a mnozstvim
Zivin, coZ ukazuje, Ze existuji rozdily mezi ekotypy v reakci na deficit Zivin. Vliv
deficitu byl nejvyraznéjsi u ekotypu Ler, ktery tvofil poupata v priméru o 13 dnti dtive
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neZ kontrolni rostliny. U stresovanych rostlin Col se prvni poupata objevila o 6,2 a u Sf-

2 0 4,3 dni dfive nez u kontroly (Obr 24).

poéet dnii od vysevu do objeveni poupat

60 -

B|deficit 1000x

| kontrola

Col Ler Sf-2

Obr 24. Vliv nahrazeni plného média médiem 1000x ziedénym na pocet dnti od
vysevu do objeveni makroskopicky viditelnych poupat u jednotlivych ekotypu.
Varianta, u které byl ve stafi 3 tydny 25% modifikovany Hoaglandiiv roztok
nahrazen 0,025% modifikovanym Hoaglandovym roztokem je oznaena deficit
1000%. U kontrolni varianty médium zfedéno nebylo. Rostliny byly pé&stovany
na kratkém dnu (8h svétlo/16h tma). Hodnoty jsou pruméry z 10 rostlin,
chybové use¢ky udavaji stfedni chybu priméru. Varianty oznafené * jsou
prukazné rozdilné oproti kontrole pfislu§ného ekotypu na hladiné vyznamnosti

0,05, ** na hladin¢ 0,01 (Equal-Variance T-Test).
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Vyznamny byl také vliv deficitu na pocet listi v riZici, pocet stonkovych listu,
celkovy poéet listd, vysku stonku v den rozkvétu prvniho kvétu a pocet dnti od objeveni
poupat do rozkvétu. Polet listi v riZici v den rozkvétu byl nejvice ovlivnén u Col.
Rostliny Col pé&stované ve ziedéném roztoku mély v priméru o 36,9 listi mén¢, Sf-2 o
31 a Ler o 18 listd v riZici méné neZ kontrolni rostliny.

Vyrazné redukovan byl také pocet listli na stonku a celkovy pocet listi v den
rozkvétu. Nejvétsi rozdil v celkovém poctu listi mezi kontrolni a deficitni variantou byl
u ekotypu Col (rozdil priméme o 41,1 listt), dale u ekotypu Sf-2 (o0 37,2 listii) a Ler (o
23 listt) (Obr 25).

U rostlin vystavenych deficitu Zivin byl stonek v dobé& rozkvétu krat$i (Col
v priméru o 12,6 cm, Sf-2 0 10,1 a Ler o 8,2 cm) oproti rostlindm péstovanym v plném
médiu. Rozdil v po¢tu dnli od objeveni poupat do rozkvétu byl statisticky vyznamny
pouze u rostlin Ler (urychleni o 13,8 dnii u deficitni varianty) a Col (urychleni o 4,3 dnti
u deficitni varianty), zatimco mezi ob&€ma variantami ekotypu Sf-2 nebyl rozdil.

Pfi opakovani experimentu byl opé&t vliv deficitu na pocet dnii od vysevu do
objeveni poupat nejvyraznéj§i u ekotypu Ler. Stresované rostliny Ler tvofily poupata
v priméru o 15,5 dnd, rostliny Col o 7,1 a rostliny Sf-2 0 4 dny dfive neZ kontrolni

rostliny danych ekotypt (Obr 26).
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Obr 25. Vliv nahrazeni plného média médiem 1000x ztedénym na celkovy
pocet listd (listy v ruzZici + listy na stonku) v den rozkvétu u jednotlivych
ekotypl. Varianta, u které byl ve stafi 3 tydny 25% modifikovany Hoaglandiv
roztok nahrazen 0,025% modifikovanym Hoaglandovym roztokem je oznacena
deficit 1000x. U kontrolni varianty médium zfedéno nebylo. Rostliny byly
péstovany na kratkém dnu (8h svétlo/16h tma). Hodnoty jsou prumeéry z 10
rostlin, chybové use¢ky udavaji stfedni chybu priméru. Varianty oznafené *
jsou prikazné rozdilné oproti kontrole pfisluiného ekotypu na hladiné

vyznamnosti 0,05, ** na hladiné€ 0,01 (Equal-Variance T-Test).
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Obr 26. Vliv nahrazeni plného média médiem 1000x zfedénym na pocet dnti od
vysevu do objeveni makroskopicky viditelnych poupat u jednotlivych ekotypt.
Opakovany pokus. Varianta, u které byl ve stafi 3 tydny 25% modifikovany
Hoaglandlv roztok nahrazen 0,025% modifikovanym Hoaglandovym roztokem
je oznafena deficit 1000x. U kontrolni varianty médium ziedéno nebylo.
Rostliny byly péstovany na kratkém dnu (8h svétlo/16h tma). Hodnoty jsou
pruméry z 10 rostlin, chybové usetky udévaji stfedni chybu priméru. Varianty
oznatené * jsou prukazné rozdilné oproti kontrole pfisluiného ekotypu na

hladiné vyznamnosti 0,05, ** na hladin¢ 0,01 (Equal-Variance T-Test).
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Pocet listi v rizici v den rozkvétu byl u rostlin Col vystavenych deficitu Zivin
mensi o 34,1, u Sf-2 0 29,1 a u Ler 19,5 v porovnani s rostlinami péstovanymi v plném
médiu.

Podobné¢ jako pfi ptedchozim pokusu byl nejvétsi rozdil v celkovém poctu listh
v den rozkvétu mezi kontrolni a deficitni variantou u rostlin Col (rozdil primémé o 38
listd), dale pak u rostlin Sf-2 (o0 35,1 listl) a u rostlin Ler (o 24,3 listi) (Obr 27).

U deficitni varianty ekotypu Col byl stonek krat§i primémé o 11,2 c¢cm, u
ekotypu Sf-2 o 8,9 a ekotypu Ler o 7,4 cm v porovnéni s kontrolni variantou. Rozdil
v po¢tu dni od objeveni poupat do rozkvétu byl stejné jako v piedchozim experimentu

statisticky vyznamny u rostlin Ler (urychleni o 11,7 dnti) a Col (urychleni o 3,6 dnti).
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Obr 27. Vliv nahrazeni plného média médiem 1000x zfedénym na celkovy
pocet listd (listy vruzici + listy na stonku) v den rozkvétu u jednotlivych
ekotypi. Opakovany pokus. Varianta, u které byl ve stafi 3 tydny 25%
modifikovany Hoaglandiiv roztok nahrazen 0,025% modifikovanym
Hoaglandovym roztokem je oznafena deficit 1000x. U kontrolni varianty
médium zfedéno nebylo. Rostliny byly péstovany na kratkém dnu (8h svétlo/16h
tma). Hodnoty jsou pruméry z 10 rostlin, chybové use¢ky udévaji stfedni chybu
pruméru. Varianty oznafené * jsou prukazné¢ rozdilné oproti kontrole
ptisluiného ekotypu na hladiné vyznamnosti 0,05, ** na hladin¢ 0,01 (Equal-

Variance T-Test).
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4.2.3 Vliv deficitu zivin na kveteni u riznych ekotypu pfi aplikaci

100x zfredéného média

V nasledném pokusu byl u deficitni varianty 25% modifikovany Hoaglandiv
roztok ve tfech tydnech stafi rostlin nahrazen 0,25% modifikovanym Hoaglandovym
roztokem, v kontrolni varianté rostliny dale rostly v plném médiu. Byly opét pouzity
ekotypy Ler, Col a Sf-2. V kazdé varianté bylo 10 rostlin.

Prvni projevy deficitu Zivin byly u vSech tii ekotypl zfetelné po sedmi az deviti
dnech od zmény vyZivy. Témito projevy opét byly tmavé mladé listy a mensi listova
plocha, ale nebyly tak vyrazné jako v pfedchozim pokusu (tj. pfi pouziti 1000x
ziedéného roztoku). Podobné jako ptfi aplikaci 1000x zfedéného roztoku, i zde
dochazelo ke zpomaleni tvorby listi vlivem nutri¢niho deficitu. Rostliny Col vytvofily
bé&hem prvnich ¢trnacti dnl po aplikaci stresu v priméru o 5,4 listi méné, Ler o0 7,7 a
Sf-2 0 14,9 listi méné neZ kontroly pfislusného ekotypu.

U ekotypi Ler a Sf-2 nahrazeni plného média roztokem 100x ziedénym
vyznamné sniZilo poéet dnl od vysevu do vytvofeni makroskopicky viditelnych poupat
a to prumémé o 7,8 dnli u rostlin Ler a o 3,5 dni u rostlin Sf-2 v porovnani
s kontrolnimi rostlinami. Na rostliny Col méla aplikace deficitu opa¢ny efekt, pocet dni

do vytvofeni poupat se zvysil o 8,8 (Obr 28).
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Obr 28. Vliv nahrazeni plného média médiem 100x zfedénym na pocet dni od
vysevu do objeveni makroskopicky viditelnych poupat u jednotlivych ekotypu.
Varianta, u které byl ve stafi 3 tydny 25% modifikovany Hoaglandiv roztok
nahrazen 0,25% modifikovanym Hoaglandovym roztokem, je oznacena deficit
100x. U kontrolni varianty médium zfedéno nebylo. Rostliny byly péstovany na
kratkém dnu (8h svétlo/16h tma). Hodnoty jsou priméry z 10 rostlin, chybové
use¢ky udavaji stftedni chybu priméru. Varianty oznafené * jsou prikazné
rozdilné oproti kontrole pfislu§ného ekotypu na hladin¢ vyznamnosti 0,05, ** na

hladiné 0,01 (Equal-Variance T-Test).
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Podobné jako pti pouziti 1000x zfedéného roztoku, i zde byl vyznamné sniZeny
pocet listd v rtZici (u rostlin Sf-2 primémé o 21,5, Col o 13,4, Ler o 5,7), pocet listd
na stonku (u rostlin Col primémné o 6,5, Sf-2 o 3,1, Ler o 1,5) a celkovy pocet listi
v den rozkvétu u rostlin péstovanych v 100x zfedéném médiu v porovnani s kontrolni
variantou. U deficitnich rostlin byl celkovy pocet listii v den rozkvétu byl nejvyraznéji

redukovan u ekotypu Sf-2 (o0 24,6), dale Col (o0 19,9) a Ler (7,2) (Obr 29).
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Obr 29. Vliv nahrazeni plného média médiem 100x zfedénym na celkovy pocet
listd (listy v rizici + listy na stonku) v den rozkvétu u jednotlivych ekotypi.
Varianta, u které byl ve stati 3 tydny 25% modifikovany Hoaglandiiv roztok
nahrazen 0,25% modifikovanym Hoaglandovym roztokem je oznafena deficit
100x. U kontrolni varianty médium zfedéno nebylo. Rostliny byly pé&stovany na
kratkém dnu (8h svétlo/16h tma). Hodnoty jsou priméry z 10 rostlin, chybové
useky udévaji stfedni chybu priméru. Varianty oznafené * jsou priukazné
rozdilné oproti kontrole pfislu$ného ekotypu na hladin¢ vyznamnosti 0,05, ** na

hladiné 0,01 (Equal-Variance T-Test).
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Stejn¢ jako pfi pokusech s 1000x zfedénym roztokem, byl u deficitnich rostlin
niz$i stonek v den rozkvétu (u Col v priméru 0 9,5 cm, Sf-2 0 7,9 cm a Ler o 3 c¢cm)
oproti rostlinam péstovanym v plném médiu.

Nedostatek Zivin nemél u Sf-2 statisticky prikazny vliv na pocet dnd od
objeveni poupat do rozkvétu. U Ler byl tento poéet dni mensi (o 13,8 dni), zatimco u
Col vétsi 0 3,43 dnu.

Pfi opakovani experimentu byl pocet dni od vysevu do vytvofeni
makroskopicky viditelnych poupat u deficitnich rostlin u ekotypti Ler o 7,4 a Sf-2 0 3,9
dnt niz$i, u ekotypu Col o 8,7 vy3si oproti kontrole (Obr 30).

ProtoZze b&hem pokusu doslo omylem ve stafi rostlin 63 dnd u ekotypu Col k
nahrazeni 0,25% modifikovaného Hoaglandova roztoku plnym médiem, nejsou u tohoto
ekotypu k dispozici pocty listd, délka stonku v den rozkvétu a pocet dnti od objeveni
poupat do rozkvétu.

Pocet listd v riZici v den rozkvétu byl u rostlin Sf-2 vystavenych deficitu Zivin
mensi 0 18,5 au Ler 0 7,1 v porovnani s rostlinami péstovanymi v plném médiu.

Rozdil v celkovém poétu listi vden rozkvétu mezi kontrolni a deficitni
variantou u rostlin Sf-2 byl 21 a u ekotypu Ler 7,5 (Obr 31).

U deficitni varianty ekotypu Sf-2 byl stonek krat$i primémé o 6,0 cm
a u ekotypu Ler o 3,94 cm v porovnani skontrolni variantou. Stejné jako pfi
predchozim experimentu nebyl rozdil v poétu dni od objeveni poupat do rozkvétu u

ekotypu Sf-2 statisticky prikazny. U rostlin Ler byla tato doba 0 9,5 dnu kratsi.
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Obr 30. Vliv nahrazeni plného média médiem 100x zfedénym na pocet dni od
vysevu do objeveni makroskopicky viditelnych poupat u jednotlivych ekotypti.
Opakovany pokus. Varianta, u které byl ve stafi 3 tydny 25% modifikovany
Hoaglandlv roztok nahrazen 0,25% modifikovanym Hoaglandovym roztokem je
oznacena deficit 100x. U kontrolni varianty médium ziedéno nebylo. Rostliny
byly péstovany na kratkém dnu (8h svétlo/16h tma). Hodnoty jsou pruméry z 10
rostlin, chybové use€ky udavaji sttedni chybu priméru. Varianty oznafené *
jsou prukazné rozdilné oproti kontrole pfislusného ekotypu na hladiné

vyznamnosti 0,05, ** na hladiné 0,01 (Equal-Variance T-Test).
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Obr 31. Vliv nahrazeni plného média médiem 100x zfedénym na celkovy pocet
listd (listy v riZici + listy na stonku) v den rozkvétu u jednotlivych ekotypu.
Opakovany pokus. Varianta, u které byl ve stafi 3 tydny 25% modifikovany
Hoaglandiv roztok nahrazen 0,25% modifikovanym Hoaglandovym roztokem je
oznacena deficit 100x. U kontrolni varianty médium zfedéno nebylo. Rostliny
byly péstovany na kratkém dnu (8h svétlo/16h tma). Hodnoty jsou pruméry z 10
rostlin, chybové use¢ky udavaji stfedni chybu priméru. Varianty oznafené *
jsou prikazné rozdilné oproti kontrole pfisluiného ekotypu na hladiné

vyznamnosti 0,05, ** na hladin¢ 0,01 (Equal-Variance T-Test).
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5 Diskuze

Kveteni u Arabidopsis thaliana miZe byt ovlivnéno mnoha riznymi stresovymi
faktory, jako jsou vysoka ¢&i nizka teplota, sucho, deficit mineralni vyZivy nebo zasoleni
(kapitola 2.2). Vliv deficitu mineralni vyZivy na regulaci kveteni Arabidopsis thaliana
byl zkoumén zatim spi$e okrajové, vétdinou v podminkach ekologického experimentu
(kapitola 2.2.5). Cilem této prace bylo popsat vliv stresu z odebrani mineralni vyZivy na
indukci kveteni v laboratornich podminkéch a vytvofit modelovy systém pro dalsi
vyzkum.

Pro uskute¢néni experimentli bylo nejprve nutné vybrat a vyzkouSet metodu
péstovani Arabidopsis thaliana, ktera by byla vhodna ke studiu vlivu deficitu mineralni
vyZivy. Piedchozi experimenty (Kolaf, osobni sdéleni) ukazaly, Ze pii kultivaci
v pevném inertnim substratu (pisek, perlit) zalévaném Zivnym roztokem je obtiZné
zarudit stabilni hladinu Zivin v roztoku nebo jej v celém objemu substratu spolehlivé
nahradit novym o jiné koncentraci. Proto byla pro tuto diplomovou praci zvolena
hydroponie. V prvnich experimentech jsme porovnavali dva zptsoby hydroponické
kultivace popsané v literatufe: Arteca a Arteca (2000) a Gibeaut et al. (1997), které byly
¢aste¢né modifikovany. Cilem téchto experimenti bylo zjistit, ktery ztéchto dvou
zpuasobu bude 1épe vyhovovat nadim potfebam. Pfi pouZiti plastovych krabi¢ek Magenta
(kapitola 4.1.1, modifikace metody dle Arteca a Arteca, 2000) nastal problém s tim, Ze
rostliny Col zasychaly jet¢ pfed rozkvétem a navic se vroztoku a na Grodanu
vyskytovaly fasy. K tomu u plastovych vani¢ek (kapitola 4.1.2., modifikace metody dle
Gibeaut et al., 1997) nedochazelo. Z toho divodu jsme ptfi daldich experimentech
pouzivali vani¢ky. V nich byl vyvoj rostlin srovnatelny s péstovanim v pidé, pouze

mirmé urychleny. V hydroponickych experimentech s 25% Zivnym roztokem pfi 8h
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fotoperiodé bylo zaznamenano u Ler pfibliZzné 43-48 listti vytvofenych do rozkvétu a
40-46 dni od vysevu do objeveni poupat (kapitola 4.1.2). Pfi péstovani v pidé ve
stejnych podminkach (teplota, délka dne) byly tyto hodnoty u Ler piiblizné 37-42 listi a
54-55 dni od vysevu (Koléf, osobni sdéleni). Rostliny v hydroponii rostly dobfe a byly
schopny vykvést a vytvofit plody, coZ ukazuje, Ze tato metoda je vhodnd pro
dlouhodobou kultivaci Arabidopsis thaliana.

Pfi pé&stovani na Grodanu dochézelo u rostlin Col k zamokfovani ruZic. To bylo
zpusobeno vzlindnim roztoku po Grodanu aZ do stfedu riZic, nebot’ riZice se béhem
rastu dostavaly do t&sného kontaktu s povrchem minerdlni viny. Aby k tomu
nedochazelo, byla ve stafi 4 tydny okolo stonku kaZzdé rostliny pod riZici navle€en
krouzek vyrobeny ze silikonové hadi¢ky. Tato manipulace neovlivnila negativné dalsi
rast a vyvoj rostliny (kapitola 3.2.3).

Dal8i mozZnosti, jak zabranit vzlinani roztoku po mineralni ving, by bylo pouZiti
agaru misto Grodanu. Proto jsme vyzkouseli péstovani na agaru, modifikované podle
Norén et al. (2004). Jimi popsany systém jsme upravili tak, abychom mohli pouZit
plastové kryty i vani¢ky z pfedchozich pokust. Agarem byly naplnény zkrécené 10 ml
pipetové $pi¢ky a 1,5 ml mikrozkumavky s odstran€énou $pi¢kou. Ukazalo se, Ze tento
zpuisob kultivace neni pfili§ vhodny, protoZze dochédzelo k propadavani agarovych
vale¢k z pipetovych $pi¢ek a u mikrozkumavek k vysychani agaru a zanofovani rostlin
do agaru. Na povrchu agaru se také ve velkém mnoZstvi vyskytovaly plisné. Navic
zakladani listd a prorustani kofeni do Zivného roztoku bylo zpomaleno ve srovnani
s kultivaci na Grodanu (obr. 17, 18, 19).

V prvnich pokusech byly rostliny péstované v 50% a 100% modifikovaném
Hoaglandové roztoku. U rostlin se oviem pfi téchto experimentech vyskytly abnormalni

kvéty (kapitola 4.1.2). Abychom zjistili, zda to miZe byt zplisobeno pfili§ dobrym
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zasobenim Zivinami, byl proveden pokus, pfi kterém byly rostliny péstovany v ptdé a
zalévany 10% nebo 100% modifikovanym Hoaglandovym roztokem. Pro srovnani bylo
pouzito jesté 6 rostlin z nezavislého experimentu (Koléf, osobni sdéleni). Tyto rostliny
byly péstovany ve stejném substratu v sadbovacdich (v jamkach o rozmérech 4x3,5 cm a
vysce 5 cm) a byly zalévany pouze destilovanou vodou. Ostatni podminky kultivace
byly shodné jako u rostlin zalévanych Hoaglandovym roztokem. Zatimco morfologie
kvétu rostlin zalévanych 10% roztokem byla srovnatelna s rostlinami péstovanymi v
sadbovadich, u rostlin se 100% roztokem byl zji§tén vyrazné zvySeny vyskyt
abnormalnich kvétd. Tyto abnormality se vyskytovaly pfedev§im u kvétu, které se
zakladaly difive. Na hlavnim stonku se ve spodni ¢&asti objevovaly kvéty s
malformovanymi semeniky, napfiklad s kvétenstvim zaloZzenym uvnitf, téz kvéty
s listovym utvarem na stopce, u pozdé&ji zakladanych kveéta se malformace neprojevily
(obr. 14, 15). Z toho lze usuzovat, Ze zvySena koncentrace Zivin sniZila expresi gent
ur¢ujicich identitu kvétniho meristému, zvla$t¢ pfi absenci fotoperiodické indukce,
nebot’ experimenty byly provadény za kratkého dne. Tato oblast by si jist¢ zaslouzila
dalsi vyzkum, v ramci této prace oviem bylo dileZité, Ze zvySeny vyskyt abnormalnich
kvétl souvisi s vysokou koncentraci Zivin. Proto jsme pro dal$i experimenty pouZivali
niZ8i koncentraci Zivného roztoku. Na zakladé dopliiujicich experimentt (Kolaf, osobni
sdéleni) jsme zvolili koncentraci 25%. Pfi jejim pouzZiti byl vyskyt abnormélnich kvétt
minimalni.

V8echny pokusy byly provadény na kratkém dni, aby byla eliminovana
fotoperiodickéa indukce, ktera by mohla interferovat s ptedpoklddanym vlivem stresu.
ProtoZe experimenty byly zaméfeny na studium indukce kveteni, soustfedili jsme se
predevsim na kvantifikaci ¢asu kveteni u Arabidopsis thaliana pomoci doby od vysevu

do objeveni poupat a ddle pomoci po¢tu listi v den rozkvétu, coZ jsou parametry Siroce
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vyuzivané v jinych pracich. Obvykle lze vysledovat dobrou korelaci mezi t&€mito
parametry (Koornneef et al., 1991; Karlsson et al., 1993). V naSich experimentech se
vsak tato korelace neprokazala. Nutri¢ni deficit zjevné podstatné redukoval pocet listt
do kveteni i v ptfipadé¢, kdy nedo$lo k Zddnému nebo jen minimalnimu urychleni
objeveni poupat, napiiklad u ekotypu Sf-2 (kapitola 4.2.2). Hlavni pfi¢ina této
skute¢nosti pravdépodobné spocivala v prodlouZeni plastochronu nutri¢nim stresem,
nebot’ stresované rostliny vytvofily béhem 2 tydni po zfedéni média vyrazn€¢ méné
makroskopicky viditelnych listd neZ kontrolni rostliny (kapitoly 4.2.2, 4.2.3; Kolaf a
Serikova, 2008).

Nékteré dal$i studie naznacuji, Ze redukovany podet listt pii kveteni lze
povazovat za béZznou odpovéd’ na chudou vyZivu u Arabidopsis thaliana. Dle van
Tienderen et al. (1996) nizké hladina Zivin redukovala pocet listd u Ler a péti pozdé-
kvetoucich mutantti Arabidopsis thaliana, piestoZe zaroveni oddalovala kveteni. Dalsi
autofi (Pigliucci a Schlichting, 1996) porovnavali reakci na dostupnost Zivin u 37 rodin
(odvozenych ze 4 ekotypl). Vétsina rodin kvetla pfi nizsi vyzivé pozdé&ji, ale pfitom
s méné listy. Pigliucci a Schlichting (1998) uzavteli, Ze vztah mezi poétem listi a
po¢tem dnt do kveteni u Arabidopsis thaliana je ovlivnén prostfedim. Pocet listh se
tudiz zda byt nepiili§ vhodnym parametrem pro posuzovani kveteni v podminkéch, kde
experimentalni faktory ovliviiuji iniciaci listi nezavisle na jejich vlivu na kvétni indukci
(naptiklad v ptipadé nami sledovaného nutri¢niho stresu).

Veskeré vysledky byly tedy déle zpracovavany pfedevsim s ohledem na pocet
dnti od vysevu do objeveni poupat.

Kromé toho jsme sledovali je§t€¢ n&kolik daldich parametri souvisejicich s
kvetenim. Rostliny vystavené stresu mély krat3i stonek v den rozkvétu, a obvykle i

zkracenou dobu od objeveni makroskopicky viditelnych poupat do rozkvétu prvniho
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kvétu (kapitoly 4.2.1, 4.2.2, 4.2.3). Tyto vysledky ukézaly, Ze nutri¢ni stres neptisobil
pouze na indukci kveteni, ale i na nasledné faze generativniho vyvoje. Podrobnéjsi
vyzkum téchto efekti mize byt tématem dal$ich praci.

Nejdiive bylo tfeba ur¢it optimalni vék rostlin pro zacatek nutri¢niho stresu.
ProtoZe kontrolni (nestresované) rostliny Ler v pfedchozich experimentech na kratkém
dni tvofily poupata ve stafi 6-8 tydnid a Col ptiblizn€ 8-10 tydnti po vysevu (obr. 6, 7),
aplikovali jsme stres ve stafi 3, 4 nebo 5 tydni. Mladsi rostliny nebyly testovany,
protoZe jejich kofeny vétSinou jesté neprorostly z vale¢ku mineralni viny do roztoku. U
3-tydennich rostlin prorostla §pi¢ka hlavniho kofene pod uroveit Grodanu, coz zajistilo
pfimy kontakt s mineralnim roztokem. Zde se ukézalo, Ze dfiv&jsi aplikace stresu
zpusobuje vét§i urychleni kveteni (kapitola 4.2.1). Men$i aZ nevyznamny vliv se
projevil u starich rostlin (4-5 tydnt). To lze nejpravdépodobnéji vysvétlit pisobenim
jiz aktivovaného mechanismu autonomni indukce soudasné se stresovou podporou
kveteni. Redukce vyzivy u tfi tydny starych rostlin méla vyrazné nejsilngjsi vliv na
kveteni u obou testovanych ekotypil (Col i Ler), proto byl v dal$ich experimentech stres
aplikovan pravé v tomto stafi.

Dale jsme zkoumali, jak rizné uroveni deficitu ovlivni po¢et dnti od vysevu do
objeveni poupat a jaké jsou ekotypové rozdily vreakci na stres. Byly pouzZity tfi
ekotypy Arabidopsis thaliana: Columbia-1 (Col-1), Landsberg erecta-0 (Ler-0) a San
Feliu-2 (Sf-2). Col-1 a Ler-0 jsou $iroce vyuZivané brzy kvetouci linie, pfi¢emz Ler je
ran&j$i neZ Col. Sf-2 byl vybran jako reprezentant pozdé kvetouciho ekotypu a také
proto, Ze vykazuje vyraznou odpovéd’ na jiny stresovy faktor, zastinéni porostem (Lee a
Amasino, 1995). Jeho kveteni je vyrazné urychleno pisobenim svétla obohaceného o
dlouhovinné &ervené zafeni, které hustym porostem pronika nejlépe. Uelem bylo

otestovat, zda Sf-2 reaguje podobné silné také na nutriéni stres.
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V experimentech se ukazalo, Ze ndhld a vyraznad redukce dostupnosti Zivin
(1000x zfedéni u 3 tydny starych rostlin) urychluje objeveni poupat u vsech ti
pouzitych ekotypd (kapitola 4.2.2). K nejlépe pozorovatelnym symptomim reakce na
nutriéni stres patfila pfedev$im redukované velikost riZicové listové plochy (symptom
viditelny jiz 5-7 dnd po 1000x zfedéni média). Dale rychle nasledoval rozklad
chlorofylu ve starsich listech a tvorba antokyanu v celé riZici. Tyto symptomy jsou u
Arabidopsis thaliana pro nutri¢ni stres (pfedevs§im deficit dusiku) charakteristické (Diaz
et al., 2006). Mezi kvétni reakci Ler, Col a Sf-2 jsme ovSem pozorovali rozdily. U
fedéni 1000x vykazovaly ekotypy Col a zvlast¢ Ler vétsi urychleni objeveni poupat
oproti ekotypu Sf-2 (ve dvou opakovanich Ler 13,8 dnii a 15,5; Col 6,2 a 7,1; Sf-24,3 a
4) (obr. 24, 26).

Objeveni poupat u Col bylo urychleno ponékud prikaznéji, nez v pokusech
s ¢asovanim zmény minerdlni vyZivy, konkrétn¢ ve variant¢ zmény ve 3 tydnech
(kapitola 4.2.1). V porovnani s kontrolou byl u Col pfi pokusech s ¢asovanim zmény
rozdil v po¢tu dnd od vysevu do objeveni poupat v prvnim experimentu statisticky
neprikazny, ve druhém ¢&inil 6,4 dnti (obr. 20, 22). Naproti tomu pfi pokusech s riznymi
ekotypy doslo k urychleni v priméru o 6,2 dnd, respektive 7,1 dnd pii opakovani
pokusu (obr. 24, 26). Pfitom v obou typech pokust byly vstupni podminky zcela
shodné, roztok byl nahrazen 1000x zfedénym ve véku 3 tydny. Rozdil ve vysledcich je
pravdépodobné zpisobeny tim, Ze pfi ¢asovani zmény bylo hodnoceno pouze $ rostlin,
u pokust s ekotypy 10 rostlin, takZze odhad priiméru byl pro vice vzorkl zatiZzen mensi
chybou. Trend vsak byl potvrzen, v obou pfipadech néhle aplikovany stres kveteni Col
urychloval.

Nasledné pokusy se 100x zfedénym roztokem (kapitola 4.2.3) ukazaly, Ze u

ekotypu Ler a Sf-2 koreluje intenzita stresu s dobou do objeveni poupat. U rostlin
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p&stovanych v 1000x zfedéném roztoku se poupata objevovala vyznamné dfive nez
v 100x zfedéném. Daldi experimenty (Kolat a Serikova, 2008), provadéné na ekotypu
Ler, ukézaly, Ze 10x zfedény roztok urychluje objeveni poupat jesté méné.

Zajimavé bylo, Ze zatimco pouziti 100x zfedéného roztoku u ekotypu Ler a Sf-2
urychlilo objeveni poupat, i kdyZ méné€ nez 1000x zfedény roztok, u ekotypu Col tomu
bylo naopak, poupata se objevovala pozdé&ji, a to i pfi opakovani pokusu. Doba od
vysevu do objeveni poupat se u ekotypu Col pfi zméné koncentrace vyzivy 100x mirné
prodlouzila (obr. 28, 30). Z toho je vidét, Ze mira intenzity nutri¢niho stresu ovliviiuje
ruzné ekotypy rizné. Proto by byly vhodné dal§i experimenty s $ir$i $kalou koncentraci
a s v&t§im mnozZstvim ekotypl, coZ oviem pfesahuje rozsah a mozZnosti této prace.

Vyrazné ekotypové rozdily se ukazaly pfi pozorovani poctu listii v ¢ase 2 tydny
po aplikaci stresu. P¥i 1000x zfedéni ve 3 tydnech od vysevu vsechny ekotypy
vykazovaly po dalich 2 tydnech zna¢né sniZeni poétu vytvofenych listi (nejvice Sf-2)
(kapitola 4.2.2). Pti fedéni 100x doSlo u ekotypu Col k méné vyraznému sniZeni poétu
listi, zatimco u ekotypd Ler a Sf-2 byl vliv na rychlost tvorby listd podobny jako pfi
pouziti 1000x zfedéného média (kapitoly 4.2.2 a 4.2.3). Pti aplikaci nutriéniho stresu je
tedy u v3ech ekotypt tvorba listd zpomalena. Zavislost této inhibice na intenzité stresu
se oviem li$i mezi ekotypy. To naznaluje, Ze ekotypové rozdily v kvétni odpovédi na
sniZeni vyZivy mohou byt ¢asteéné zpisobeny také rtiznou citlivosti ekotypl na nutri¢ni
deficit. V dal$im vyzkumu by bylo uZite¢né podrobné stanovit vztah mezi koncentraci
média a plastochronem ¢i pfiristky suiny. Nicméné po zfedéni média 1000x byl nastup
symptomu deficitu u viech tfi ekotypt stejné rychly. Z toho lze usuzovat, Ze pfi takto
vyrazné redukci mineralni vyZivy jiZ nejsou rozdily v citlivosti ekotypd.

Vysledky lze srovnat s dal$imi studiemi, zabyvajicimi se kvetenim Arabidopsis

thaliana v odpovédi na stres. Bylo zjisténo, Ze i dalsi stresové faktory ovliviiuji u A.
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thaliana pocet listi v den kveteni a dobu do objeveni poupat. Kvalita svétla vyrazné
ovliviiyje rostliny kvetouci pod hustym zapojem (shade-avoidance syndrom, kapitola
2.2.1). Ultrafialové zafeni urychluje pfechod k reproduktivni fazi u ekotypu Col
(kapitola 2.2.2). Také nizka teplota inhibuje rist a oddaluje kveteni (kapitola 2.2.4).
Naproti tomu pisobenim vysoké teploty (43-46°C 6h denng po dobu 5 dni, coz
zpomalilo rychlost zakladani novych listd, ale nevyvolalo jesté tvorbu nekrotickych 1ézi
na listech) ve spojeni se slabou fotoperiodickou indukci bylo statisticky prukazné
urychleno kveteni Ler o 2 - 4 dny, zatimco kveteni Col nebylo teplotnim stresem
ovlivnéno. Sucho (opakované cykly pferuSeni zélivky a opétného zaliti vzdy po
zvadnuti) zapocaté ve stafi 4 tydnd vyrazn¢ zpomalilo kveteni Col, ale neovlivnilo dobu
kveteni Ler. Zasoleni zpomalilo pfechod ke kveteni u ekotypu Col (Achard et al., 2006)
a mén¢ vyrazné i u Ler (Kolaf, osobni sdéleni). Je tedy zfejmé, Ze kvétni odpovéd
(urychleni &i opozdéni kveteni) zavisi na konkrétnim typu stresu a je ovlivnéna i
ekotypem. To dokazuji i nase vysledky u ekotypu Sf-2. Ekotyp Sf-2 vykazuje znaéné
urychleni kveteni pfi zastinéni. Nicméné jeho kveteni bylo urychleno deficitem vyzivy
jen navyrazné, méné neZ u ekotypu Ler a Col (kapitola 4.2.1).

Pfi pokusech bylo fedéno hydroponické médium. Toto zfedéni ma oviem za
nasledek nejen redukci dostupnosti Zivin, ale také méni osmoticky potencial roztoku. To
by hypoteticky mohlo ovlivnit kveteni srovnatelné¢ vyznamné s dostupnosti Zivin. J.
KolaF provedl experiment, ktery sledoval vliv na kveteni ekotypu Ler pfi aplikaci
deficitu ve stafi 3 tydnt. Byl porovnavan 1000x zfedény Zivny roztok s roztokem,
v némz byly osmotické zmény kompenzovany pfiddnim manitolu. Manitol je uZivan u
Arabidopsis thaliana jako nemetabolizovany osmolyt (Sun et al., 2004). Mezi obéma
variantami nebyly prukazné rozdily a lze tedy konstatovat, Ze kveteni je v pfipadé

fedéni roztoku ovlivnéno jen nutriénim stresem (Kolaf a Seiikova, 2008).
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Zajimavé je srovnani ziskanych vysledkl s pracemi dalich autori (kapitola
2.2.5). Napiiklad byl sledovan vliv vyZivy na délku vegetativni fize a rozmnoZovani
(Pigliucci a Schlichting, 1998). Dle této prace doba, po které nastalo kveteni, nebyla
ovlivnéna stresem z nedostatku Zivin, aviak byla zfejma korelace mezi timto stresem a
po¢tem listd v ruzici pfitomnych pfi rozkvétu. Rostliny, které mély k dispozici méné
Zivin, mély pfi rozkvétu méné listi. Dle dal$ich praci (Van Tienderen et al., 1996,
Zhang a Lechowicz, 1994, Pigliucci a Schlichting, 1998) se doba od vysevu do kveteni
u vétsiny ekotypid (a vyrazné u né€kterych pozdé kvetoucich mutantli Arabidopsis
thaliana) prodluzuje aZ o nékolik dni pfi kontinudlnim &i postupné silicim deficitu
vyZzivy. I dalsi pokusy (Kolaf, osobni sdéleni) ukazaly spiSe zpomaleni indukce kveteni
pii kontinualnim deficitu.

Zminéné experimenty tedy davaji vyrazné odliné vysledky od vysledki
uvedenych v této praci. V nasich pokusech byl v3ak deficit mineralni vyZivy aplikovan
jinak: Po poc&ateéni kultivaci v nestresovych podminkédch bylo médium skokoveé
ziedéno. Kontinualni nedostatek a ndhla redukce mineralni vyzivy tedy zjevné ovliviiuji
kveteni A. thaliana riznymi mechanismy. Ty by bylo pfinosné porovnat béhem dalsiho
vyzkumu.

Neékteré vysledky ukazuji, Ze deficit vyZivy interaguje s jinymi faktory indukce
kveteni, konkrétné s fotoperiodickou indukci (Kolaf a Serikova, 2008). Pii aplikaci
stresu (zfedéni média 1000x ve stafi 3 tydny) se na dlouhém dni (16 hodin svétla)
poupata u Ler vyvijeji pfiblizn€ o 5 dni dfive, u Col o 3 dny diive a u Sf-2 ptiblizné ve
stejné dobé jako u kontrolnich rostlin. Na kratkém dni (8 hodin svétla) Ler vytvarely
poupata pfiblizn¢ o 12,8 dnd dfive, Col o 6,2 dni dfive a Sf-2 0 4,3 dni dfive nez

kontrolni rostliny, coZz prokazuje vét§i vliv deficitu vyZivy na kratkém dni neZ na
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dlouhém (KolaF a Serikova, 2008). Fotoperiodicka indukce tedy &asteéné zakryva
podporu kveteni nutriénim stresem, pokud je oboji aplikovano sou¢asné.

Vysledky této diplomové prace roz3ifuji dfivej$i poznatky, ziskané pozorovanim
a experimenty s jinymi druhy rostlin. Dle téchto praci lze demonstrovat, Ze kveteni
né&kterych jednoletych druht je indukovano nebo alespoii urychleno abiotickymi stresy.
(kapitola 2.2). Podobné jako ve v3ech vy3e uvedenych pracich i pfi experimentech
provadénych v ramci této diplomové prace se abioticky stres (zde nutri¢ni) ukazal jako
vyrazné ovliviiyjici kveteni.

Vysledky diplomové prace se daji pouzit jako zadklad pro dal$i vyzkum.
Dulezitou soucasti bylo vytvofeni experimentdlniho systému, plné funk&niho pro
studium vlivu skokového sniZzeni mineralni vyZivy na kveteni. Systém zahrnuje
kultivaci v hydroponii s vyuZitim upravenych plastovych vani¢ek s Grodanem (kapitola
3.2.3), provadéni vSech pokusti na kratkém dni (eliminace fotoperiodické indukce),
fedéni roztoku 1000x ve 3 tydnech (optimalni ¢asovani) a provadéni pokusi u ekotypu
Ler (nejvyraznéjsi odezva z testovanych ekotyptl). Tento systém nyni miZe byt vyuZit
k objasnéni mechanismi kvétni reakce na nutri¢ni stres. Pfedmétem této diplomové
prace bylo zji$téni vlivu celkového deficitu Zivin na indukci kveteni, nasledné prace
mohou dale zji§t'ovat, zda tento vliv je zpisoben viemi sloZzkami roztoku nebo jednou ¢&i
nékolika specifickymi (napf. dusik, fosfor apod.). Vzhledem k tomu, Ze rizné podnéty
ovlivituji kveteni Arabidopsis thaliana riznymi drahami, bude dulezité urcit, které
molekularni ¢i fyziologické mechanismy jsou zodpovédné za indukci kveteni nutri¢nim
stresem. Experimentélni postup, ktery byl v ramci fe$eni této diplomové prace vyvinut,
miZe byt pouZity napt. k testovani odpovédi u zndmych mutanti nebo k méteni exprese

kli¢ovych gent.
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O pfislusnych mechanismech lze v soucasnosti pouze spekulovat. Je napiiklad
Znamo, Ze cytokininy podporuji kveteni n€kterych druhd (Bernier et al., 1993) a jejich
hladina v nadzemnich &4stech zavisi na zasobeni kofenti dusikem (Takei et al., 2001).
Deficit dusiku ovSem vyvoldva sniZeni hladiny cytokininti, které pfitom kveteni
urychluji. Indukci kveteni nutriénim stresem tedy nelze vysvétlit jejich pusobenim.
Pravdépodobnéj$im mechanizmem by mohla byt mobilizace cukri pfi starnuti listd
(Wingler a Roitsch, 2008). Pfi experimentech provadénych v ramci této diplomové
prace i jinych praci byla pozorovana senescence listi po aplikaci nutri¢niho stresu
(kapitola 4.2.2). Je dokazano, Ze rostliny akumuluji cukry v listech pfi starnuti listd,
podobné jako pfi pisobeni abiotického stresu (Cook et al., 2004 , Kaplan et al., 2007).
Zvysena hladina cukrt stimuluje kveteni (Corbesier et al. 2002). Pfesna povaha vztahu
mezi hladinou cukrl, kvetenim, senescenci a reakci na stres zatim neni objasnéna
(Wingler a Roitsch, 2008). Av3ak je to jeden z moZznych mechanismu, ktery by bylo
vhodné ovéfit dal$im vyzkumem.

Zde popsany experimentalni systém byl jiZ pouZit pro prvni pokusy s mutanty.
Vyplyva z nich, Ze na indukci kveteni vlivem nahlého deficitu vyZivy se podileji
predevsim gen FLC a geny autonomni drahy - FVE a nejvyrazné&ji FCA (Kolat, osobni
sdéleni).

Nelze vyloutit ani dal$i mechanizmy indukce kveteni odebranim mineralni
vyZivy. Hypoteticky miZe byt kveteni stimulovano nejen oddélenou indukéni drahou,
ale napiiklad zménou citlivosti k délce dne nebo procesy spojenymi se zménami v ristu
listdl a ve vyvoji béhem nutri¢niho stresu.

Dilezitou otdzkou je, zda a jak redukce hladiny Zivin (napf. vy¢erpani pudnich

zasob rostlinami b&hem riistové sezény) ovliviiuje ¢as kveteni u pfirozenych populaci
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Arabidopsis thaliana. Zde bude potifebné provedeni daldich vyzkumi, pfedevsim
ekologickych studii.

Nase prace odhalila rozdily mezi tfemi ekotypy Arabidopsis thaliana. Podobné
experimenty mohou byt provedeny s vét§im mnoZstvim ekotypt, aby se ukazalo, zda
reakce na nutri¢ni stres koreluje s Zivotni strategii ekotypu. Naptiklad u ptezimujicich
rostlin, které kli¢i na podzim a kvetou na jafe, nemtze byt urychleni kveteni stresem
adaptivni, protoZze by mohlo vést k vykveteni v nevhodnych podminkach (Pigliucci a
Schlichting, 1998). Nutri¢ni stres by mohl urychlovat kveteni pfedev§im u ranych

ekotypu, které kli¢i i kvetou béhem stejné vegetalni sezony.

109



6 Souhrn

Ukolem préce bylo:
1) Vytvorit hydroponicky systém kultivace Arabidopsis thaliana pouzitelny ke
studiu vlivu deficitu mineralni vyZivy.

Byl optimalizovan hydroponicky systém kultivace Arabidopsis thaliana.
Rostliny byly kultivovany v plastovych vani¢kach v modifikovaném Hoaglandové
roztoku. Pro kli¢eni semenackt slouZily jako opora vale¢ky z mineréalni viny Grodan.
Pro ucely zjit'ovani vlivu ndhlého odebrani vyZivy se tento systém ukézal byt velmi

vhodny.

2) Popsat vliv sniZeni irovné mineralni vyzivy b&€hem kultivace na indukci
kveteni.

Nahla redukce vyzivy (zfedéni Zivného roztoku 1000x) urychlila v Gvodnich
experimentech kveteni u ekotypi Ler a Col, pfiéemzZ nejicinnéjsi byla aplikace stresu
ve stafi 3 tydny od vysevu.

Ztedéni média 1000x ve stafi 3 tydny zkratilo dobu od vysevu do objeveni
poupat u viech tfi sledovanych ekotypti (Ler o 13-16 dni, Col 0 6-7 dni, Sf-2 o 4-5 dni).
Na zfedéni 100 reagovaly ekotypy Ler a Sf-2 zkracenim doby do objeveni poupat o 7-
8, respektive 3-4 dny, ekotyp Col reagoval naopak prodlouzenim o 9 dnti.

Skokové sniZeni dostupnosti Zivin tedy ve vétSiné piipadi urychlilo kvétni
indukci Arabidopsis thaliana. Reakce rostlin zévisela na &asovani stresu, na jeho

intenzité a na ekotypu.
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3) Navrhnout modelovy systém pro dal$i vyzkum role nutri¢niho stresu
v regulaci kveteni.

Z pouzité metodiky a vysledkt byl navrZzen modelovy systém pro dalsi vyzkum
role nutri¢niho stresu v regulaci kveteni Arabidopsis thaliana. Zahrmuje zde popsany
zpuasob hydroponické kultivace, provadéni pokust na kratkém dni z diivodu eliminace
fotoperiodické indukce, fedéni roztoku 1000x ve stafi rostlin 3 tydny a provadéni
pokust u ekotypu Ler. Ten vykazuje pfi pouZitém fedéni a Casovani nejvyraznéjsi
urychleni kveteni. Tento experimentdlni systém miZe byt pouzit k identifikaci
molekularnich ¢i fyziologickych mechanismu, které jsou za indukci kveteni nutri¢nim

stresem zodpovédné.
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7 Abstrakt

Angiosperm plants must flower at an appropriate time during the year and under
favourable conditions to assure successful reproduction. Flowering is therefore
controlled by many external and internal stimuli. Various authors demonstrated that
the induction of flowering can be affected by abiotic stresses in some species. In the
model plant Arabidopsis thaliana, mineral nutrient deficiency was found to
influence flowering. However, there are very little data from laboratory experiments.
The aim of this work was therefore to investigate the effects of mineral nutrient
deficiency on A. thaliana flowering in precisely controlled conditions.

The research reported here had three goals: 1) To develop a system for hydroponic
cultivation of A. thaliana which could be used to study the effects of nutrient stress.
2) To describe the changes in the timing of A. thaliana flowering after a sudden
reduction of mineral nutrient supply during plant cultivation. 3) To design a model
system for future investigations concerning the effects of nutrient stress on
flowering.

We modified a hydroponic system described by Gibeaut et al. (1997). Our improved
system was very suitable for plant growth and enabled us to accurately control
nutrient levels. All experiments were performed in short days to eliminate
photoperiodic induction.

We stressed the plants by diluting the nutrient medium 100-fold or 1000-fold. The
flowering response, especially the number of days from sowing to bud appearance,
was studied in three ecotypes (Ler, Col, Sf-2). Preliminary experiments with Ler and
Col showed that 1000-fold media dilution accerelated flowering, most strongly when

performed at the age of 3 weeks, as compared to the age of 4 or 5 weeks. Therefore
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the nutrient stress was always applied at the age of 3 weeks in later experiments.
1000-fold dilution shortened the time to bud appearance in all three ecotypes (by 13
- 16 days in Ler, 6 - 7 days in Col, and 4 - 5 days in Sf- 2). 100-fold dilution caused
an acceleration of bud appearance in Ler and Sf-2 (by 7 - 8 and 4 - 5 days,
respectively) but a delay in Col (by 9 days).

We demonstrated that an abrupt decrease of mineral nutrient availability during
cultivation markedly reduced the time to flowering in some A. thaliana ecotypes. In
contrast, previous studies reported that continuous or gradually progressing nutrient
deficiency rather leads to delays in flowering.

We found the most pronounced flowering response to stress in ecotype Ler after a
1000-fold dilution of the nutrient medium at the age of 3 weeks. These conditions
can be employed as a model system for future research concerning the role of

nutrient stress in flowering.
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