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Predmluva

1. PREDMLUVA

Zaplavenou pdu mizeme nalézt v mnohaimzenych stanovistichf'giz v nivach
fek, mokadech nebo v raSelinistich, av3a&kn dal ¢astji vznika také v zerédélsky
upravovanych oblastech, zejména diky pouzivénikych strofi. Ty zpisobuji zhutgni
pudy, ve které se zmenSuji pory pro vzduch a voderdktak nerize protéci do hlubSich
vrstev a astava stat na povrchuagy. Pro rostliny tak vznika velice nigpnivé prostedi.
Klesd obsah kysliku, ktery se dychanim rostlinnyaieni a mikroorganizm stava
limitujicim faktorem k peziti - vznikaji tzv. hypoxické podminky. Se zvyigijn se
nedostatkem kysliku se zvySuje také obsah zplozinkajicich pi anaerobnim dychani a
meziproduki mikrobialniho uhlikatého metabolizmu. SniZzuje selrp redoxni potencial,
méni se pH a dochazi kredukci a tim uwwlih nekterych prvki ze stabilnich
nerozpustnych forem, které se tak stavaji ve vy3simozstvi toxické. Bkteré rostliny
po nastupu takovychto podminek velice rychle hynpoe vtomto prosedi dokazi
piezivat i delSi dobu vyt¥anim iznych mechanizfy & jiz na dUrovni metabolicke,
anatomické&i morfologické.

Kukuiice (Zea mayk pati mezi modelové organizmytipvyzkumu hypoxickych
podminek. | kdyz p&it mezi rostliny, jez jsou velice citlivé na obsayskku v rhizosfée,
dokéaze v&chto podminkach ditou dobu pezit diky vyuzivani hnedékolika obrannych
mechaniznm. Z morfologickych uvéme napiklad tvorbu adventivnich Keni
vyrustajicich v povrchovych vrstvactigh Ve velice kratkéndasovéem Useku indukuje také
anatomické mechanizmy, do nichz lzefazht vznik aerenchymu - systému kanhal
Spicce - apoplastické bariéry pomahajici udrzet kyslikitt korene.

Tato rostlina vytvé tzv. lyzigenni typ aerenchymu, ktery vznika prednictvim
programované bwiné smrti. Velice dlezitou ulohu vtomto procesu hraje plynny
fytohormon ethylen, ktery setastni Siroké Skaly rozinych proces béhem Zivota rostlin.
Je zndmo, Ze jeho biosyntéza je pozitiavlivnitelna auxinem, dalSim veliceilézitym
¢lenem ze skupiny fytohormén a s¥telnymi podminkami. Vliv &chto mechaniziin

na tvorbu aerenchymu préstinictvim ethylenu vSak zatim nebyllig zkouman.
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1.1. Cil diplomové prace

Vliv fytohormoni na anatomii hlavniho kene kukiice seté Z. maysL.),

kultivaru Cefran s ohledem na tvorbu aerenchymu.

Dil¢&i cile prace:

= Charakterizovat vliv exogegrdodaného auxinu (1-NAA) na tvorbu aerenchymu

= Charakterizovat vliv inhibitoru syntézy ethylenuADA) na tvorbu aerenchymu

= Zjistit, zda exogent dodany auxin (1-NAA) je schopen zvratit inhibiciotby
aerenchymu (vyvolanou aplikaci 1-AOA) wznychc¢astech kéene

= Zjistit vztah mezi vlivem auxinu (1-NAA) a stelnymi podminkami na vznik
aerenchymu

» Popsat dalSi anatomické &ny v kareni po isobeni &chto latek
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2. LITERARNI UVO

2.1. Zaplaveni, vznik hypoxickych podminek

Zaplavena pda se vyskytuje v ifrozenych ekosystémech jako jsou niigk,
mokiady ¢i raSelinis¢ (Voeseneket al, 2003), avSak lze ji nalézt i v zédelsky
vyuzivanych oblastech, kde ma velky vlitedevsim charakterig. Zejména u jilovitych
substral, kde jsou pdni pory @iliS malé, snadno zaplnitelné vodou, a které neldpivo
vodk protéci do hlubSich vrstev, vodéstava stat na jejich povrchu (Clagk al, 1998).
Cim dal ¢astji vSak tento jev vznika lidskowinnosti diky &Zké mechanizaci
v zemédéIstvi, kde dochazi ke zhuini pid a nedostatmému odtoku P srazkach
(Hlavata, 1992).

Kyslik, ktery je rostlinami fijiman kaeny z mdy, je za normalnich podminek
piistupny z atmosféry. Kdyz jsou vSakdmi péry zality vodou, jeho difuze je zmg
ztizena. Difuze plyln ve vodnim prosedi je totiz az 10 000 krat niz8i nez na vzduchu
(difdze Qe vaduchs 0,206CM.s%; Oove vox = 0,180.10cn?.s?), (Kossaczky & Surovy,
1972). Zejména ip vysSich teplotach quly, které stimuluji dychani kKeni rostlin a
mikroorganiznii (Drew et al, 2000), dochazi k velice rychlémudeypani kysliku a ten se
poté stava limitujicim faktorem Keziti (Drew, 1983). Postupertasu tedy vznikaji
nejprve hypoxické qastény nedostatek kysliku) a poté az anoxické podmiflpina
absence kysliku). Ke vznikwahto podminek ri#e dojit @i zatopeni jiz v hloubce
nékolika centimetii od povrchu pdy (Visser & Voesenek, 2004).

Rostliny vS8ak ohroZuje nejen samotny nedostateKlikiysvelké nebezpgé pro
rostliny predstavuiji i zplodiny vznikajicitpanaerobnim dychani kemi a meziprodukty
mikrobialniho uhlikatého metabolizmu (Drew, 1983hiZuje se fdni redoxni potencial,
méni se pH a dochazi k redukcikterych prvki, jez se pak uvdlji ze stabilnich
nerozpustnych forem a hromadi se v koncentracitérékjsou pro rostliny toxické
(Jackson & Armstrong, 1999). Dochazi k redukci ZaJenanganu a sulfatk hromadni
H.S ¢i NO7, k denitrifikaci nebo i k akumulaci kratkych orgekych kyselin (Armstrong
et al, 2000).

Rostliny reaguji na zatopeni i snizeny obsah kysléSak stale neni zcelgepné,
jaké jsou mechanizmy, kterymi ktomuto vnimani dmih UvaZzuje se o vnimani

prostednictvim znén hladin ATP nebo nd&fklad okyseleni cytoplazmy (Drew, 1997;
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Visser & Voesenek, 2004). Bylo vSaKobr. 2.1: Schéma metabolickych cestif hypoxii
oy .y . L. L, (Dolferuset al,, 1997), GPI = gluk6za-fosfat-izomeraza;
zjistno, ze po  fjeti  signalu  pq.6p_ALD = fruktéza-1,6-fosfat aldoléza;

2t -, . GAPDH = glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza;
o poklesu parcialniho tlaku  kysliku LDH = laktat dehydrogenaza; PDC = pyruvat

v rhizosfée dochazi jiz hem Glucose yrp
ADP
o . . . - z Gluroze-6-P
nékolika minut kindukci syntézy ooy
ethylenu, jehoz vyzkumutpzatopeni g
se \énuje velkd pozornost (Pengt PR ER
Fi1.6PALD DIHYDROXYACETONE
., 2001). Diky tomu, Ze ethylen je TOSPHATE
Glyceraldehde 3- phosphate
plyn, jenz lehce pronikd vodnim i GAPDH [, NAD.
1,3-bisphosph: te
lipidovym prostedim (S&panova & mg‘%ﬁg
Alonso, 2005), mZe lehce opouét R E
, 2 2 , 2 Phosphogl,
mista své syntézy a ovhiovat okolni Ento L 0, NADH'

. , o ol vz Phosphoenol te—\—bOIt.atJDMait.e
pletiva a organy, coz jeutezité pro " Wra:fnjg “c:m © )
. . . . . NADH :
indukci odpoedi rostlin na zatopeni | y,p- Gluwmmré‘.;-_ﬁ@@;_@gﬁ:_q I

B ‘/iaoc AlaAT L
. . . . LDH
(Visseret al, 1996). Na signalizaci se Ct;zmmhm + 2-Oxoglutarate Qﬁgﬂa
« s s “ s . ~ NADH *
v3ak podileji i dali faktory, i kdyz APH T, \apt oAb 4

Etharl ¥

presny sled jednotlivych slozek :

signélni drahy dosud neni znam (viz téz kap. 242.2.

Za hypoxickych podminek parcialni tlak kysliku Itoje produkci ATP a
regeneraci NAD a NADFP vytvarenych oxidativni fosforylaci na mitochondrialni
membrag (Dolferus et al, 1997). Rostliny proto fiepinaji na alternativni fermexitd
drahy, které zajidiji pokrasovani glykolyzy po delsi dobu a unminii regeneraci NAD.
Tyto drahy vSak&zi z kazdé molekuly glukdézy o 30 ATP n#éfVartapetian & Jackson,
1997). Mezi hlavni fermentai produkty u vysSich rostlin $adi ethanol, kyselina miga
a vmenSim mnozstvi aminokyselina alan{obr. 2.1). VSechny jsou odvozeny
z kone&ného produktu glykolyzy, z pyruvatu. Vznik kyselinplééné je katalyzovan
enzymem laktat dehydrogenazou (LDH). Pgitér dok&, ziejmé¢ hromadnim kyseliny
mlé&né, dochazi k acidifikaci cytoplazmy a rostlingepinaji na alkoholovou fermentaci
s kon€énym produktem ethanolem. Jde o dvoukrokovy proges? je katalyzovany
enzymy pyruvat dekarboxylazou (Dolferesal, 1997) a alkohol dehydrogenazou (ADH)
(Dolferuset al, 1997). U rostlin, které se fali mezi mokadni, jako staiek grimétnik
(Senecio jacobaégati pomrenka rolni (Myosotis arvens)s se velice vyznanizvysuje
aktivita PDC jiz po 24 hodinach od vzniku hypoxickypodminek. Naopak u migdnich

rostlin, jako je statek vodni §. aquaticusnebo pom#énka bahenniNl. palustrig, se tato
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aktivita zvySuje jen velice mign(Albrecht & Biemelt, 1998). # nedostatku kysliku jsou
vytvareny vedle &chto uvedenych enzyinjest dalSi proteiny fevazre enzymy glykolyzy
a fermentaceiadici se mezi tzv. anaerobni proteiny (ANPs). Uukigle (Zea mayskjich
bylo nalezeno dvacet (Vartapetian & Jackson, 198iBbaiah & Sachs, 2003).

Nedostatek kysliku vime je jednim z vyznamnych abiotickych stragsoktery
uréuje distribuci drufi cévnatych rostlin a Uusph jednotlivych zerdélskych plodin
v mnohacastech sita. Z ekonomického i ekologickéeho hlediska je nyinéozungt tomu,
jak dochazi k poSkozovani rostlin ugledku €chto faktofi a jaké jsou mechanizmy

adaptace rostlin (Vartapetian & Jackson, 1997).

2.2. Adaptace rostlin k hypoxii

Rezistence &i zaplaveni je zajtvana tiznymi mechanizmy, které Izadit do ti
skupin. Mezi morfologické p#t tvorba povrchovych adventivnich e ¢i zvySené
prodluZzovani prytu (Visser & Voesenek, 2004; Matal, 2006). Druhou skupinou jsou
anatomické mechanizmy, do kterychizeme z#adit jednak rozvoj exodermis
s Casparyho prouzky a suberinovou lamelou, jednasrbti specialniho pletiva,
aerenchymu (Mancet al, 2006; Enstoneet al, 2003). Metabolické pak zahrnuji
mechanizmy umatujici sniZzeni koncentrace vznikajiciho ethanolkanaulace kyseliny
mlécné branici okyseleni cytoplazmy a mechanizmy uétzapgekvatni dodavky energie a
cukni (udrzovanim rychlosti glykolyzy a ethanolové fentaxe), (Vartapetian & Jackson,
1997; Drew, 1997). Tyto adaptace se mohou vyvin@uturéitém sniZzeni dostupnosti
kysliku a vést k aklimaci (tzv. hypoxicka aklimakenoxii) a zvySeni odolnostédhto
pletiv pii nasledném prohloubeni hypoxie a vzniku anoxiektdré buiky, ale i celé
organy, jsou pak schopné anoxické podminteZzii tydny i niésice bez poskozeni (Drew,
1997). Mira tolerance se vSak liSi jednak mezi gdidnymi druhy rostlin (Dolferuset al,
1997), jednak mezi hitkami jedné rostliny. Najklad buiky z oblasti kéenovych Spiek,
jez jsou vysoce metabolicky aktivni, mohotezit radow desitky minut. Naproti tomu

vakuolizované biiky z dosglych ¢asti kdene vykazuji mnohem vysSi odolnost.
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2.2.1. Porozita korena

Razné odpowdi na zatopeni a tolerance rostlin na tento druésstvelice Gzce
souvisi s podilem poréznich pletiv vikai. Porozita kieni urcuje &innost vnitniho
transportu kysliku do potienych pletiv (Sorrelét al, 2000). Hlavnim wujicim faktorem
podilu kaenové porozity je vzajemné uspdani buak primarni Kiry (jejich €snost a
pongr poréznich a neporéznich pletiv). Porozitu awlie i typ a stupge sekundarniho
rastu. Dvoudlozné rostliny, které za normalnich podminek selanndtloustnou, potléu;ji
tento Kist nebo vytvieji vysoce porézni feloderm (Justin & Armstrong872p Uspdadani
burgk priméarni Kiry mize byt 6izné. Buiky mohou byt uloZeny jednak v radialniiddach
smeétujicich od stedniho vélce k periferii kene (obr. 2.2, vlevo) nebo radialnirady
nevytvaeji a buiky nasledujici vrstvy jsou vzdy uloZzeny v ngisttyku buk sousedni
vrstvy (obr. 2.2, vpravo) Koieny s prvnim popsanym typem ug@déni budk primarni
kury vykazuji lepSi ventiléeni potencial. Pogr téchto dvou tyjd uspdadani niZze odrazet
balancovani mezi respifi?imi a mechanickymi ptébami kdene (Justin & Armstrong,
1987).

Obr. 2.2: Schéma uspadani bungk
primarni k try kofene- buiky mohou
byt uloZeny v radialnickadach (vlevo)
nebo mohou byt vyté@nérady ici sobs
posunuté (vpravo) (Justin & Armstrong,
1987); zatmavené oblastiqustavuji
meziburgcné prostory; r = polosr
zakfiveni stn obklopujicich intercelularu,
R = polongr buiiky v bod styku s dalSi
buiikou, a = polowini délka od bodu
styku mezi kazdymi dsma buikami

Rozdily v anatomii, které poskytuji toktéiho mnozstvi kysliku podél kene a
tim umozuji pokryti pozadavk pletiv na kyslik, dovoluji kienim druhi osidlujicich
hlubsi vodyci sedimenty s horSi dostupnosti kyslikistrdo ¥tSich hloubek (Sorrebt al,
2000; Justin & Armstrong, 1987).

2.2.2. Aerenchym

Aerenchym je parenchymatické pletivo s velkymi rbemécnymi prostory
vyplnénymi vzduchem, jejichZ objentevySuje objem vlastnich bé (Votrubova, 2001).
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Aerenchym vytvé vnitini provzdugovaci systém obsahujiaiare Siroké dutiny a kanaly
vedouci z podzemnich orgarpres stonek do ligt (Armstrong & Armstrong, 1990;
Jackson & Armstrong, 1999; Dreet al, 2000). Mize se tvét témei ve vSechéastech
rostlin - v prytu a listech, ve igdni primarni ke seminalnich i adventivnich e a

v oddencich (Shimamuet al, 2007; Drewet al, 2000). Rozsah aerenchymu se liSi mezi
druhy, mezi jednotlivymi genotypy stejného druhwgzamnjednotlivymi typy kéeni i podél
samotného kiene (Kawaiet al, 1998; Colmer, 2003). Vzdalenost tvorby aerenchymu
od vrcholu kdene souvisi s rychlosti jehaistu, avSak zavisi také na podminkach
prostedi (Soukupet al, 2002; Clarket al, 1998).

Systém provzduvacich pletiv slouzi kivadeni kysliku az k meristematickym
zénam kdéene, a proto je jehorfpomnost v &chto mistech kriticka proist kareni. Cesta
transportu kysliku je ovltovanatradou faktoli, mezi z sefadi délka cesty z prytu,
velikost radialnich ztrat z kene do okolniho média (ROL = radial oxygen lossyppita
pletiv a rychlost respirace békpodél cesty. Difuze v oblasti vrcliokofreni je omezena
diky pevnému usgddani busk s nepatrnymi mezib@gnymi prostorami (Drew, 1983),
pocetné dutiny v aerenchymu naopak snizuji sgdmi kysliku na jednotku plochy iene
(Armstrong & Armstrong, 1994; Drewet al, 2000). Tento systém vSak slouzi nejen
k transportu plyf z atmosféry do k@ni, ale i opgnym snérem. Je vyznamnou cestou
pro uvohovani rtkterych plyri z rhizosféry do atmosféry, jako rapethylenu, ¢i
methanu, ethanolu a/nebo @z vznikaji pi anaerobnim metabolizmu (Colmer, 2003).
Uvolnovani methanu v zaplavenychidach ryZzovych poli neni zanedbatelné. Tomuto
plynu se ¥nuje ¢im dal wtSi pozornost, nelvojde o slozku podilejici se na globalnim
oteplovani (Jackson & Armstrong, 1999; Evans, 20@8yadkni kysliku aerenchymem
do kaene je velice dlezité i z hlediska radialnich ztrat kysliku zr&ni, které ovlivauji
oxidaci sedimentu. Tim chrani rostlinéed vstupem fytotoxii a podporuji procesy, jako
nag. nitrifikaci (Jackson & Armstrong, 1999). Protidraernych ztratdm kysliku z keni
vSak rostliny vytvéeji rizné mechanizmy, kterymi tyto ztraty reguluji (kagB.2).

U nekterych vodnich rostlin G¥e aerenchym slouzit i k nadtavani rostlinnych organ
(Votrubova, 2001).

Mechanizmus pohybu plyinuvnitt pletiv byl popsan jen u omezeného mnozstvi
rostlin. Ve stoncich (stéblech) a oddencich rak(Rragmites australljsa rekterych
dalSich¢ésténe zaplavenych rostlin bylo vedle difize prokazanoupiéni hromadnym
tokem (Colmer, 2003; Armstrong & Armstrong, 199Djfuze kysliku podél kiene zavisi

na mnoha faktorech, jako nédad na porozit pletiv ka‘ene, na p&u vrstev primarni



Literarni uivod

kary, na gitomnosti¢i nepfitomnosti apoplastickych bariér (Justin & Armstroi®87;
Sorrell et al, 2000) a nebo najklad na tlousce kdaeni a mnoZzstvi postrannich ieni
(Aguilar et al, 1999). Mira hromadného toku jecana schopnosti vytvid pozitivni tlak
v prytu a ptichodnosti aerenchymatickych pletiv, avSak zaleke taa podminkach
prostedi obklopujiciho rostlinu, konkrétnna gradientu vihkosti a teploty kolem fist
rostlin (Colmer, 2003). Vedeni hromadnym tokem ¢@ioe rychlé na sitle, kdyZ jsou
otewené piduchy a zejménarpnizké vihkosti vzduchu (Armstrong & Armstrong,a®.

2.2.2.1. Typy aerenchymu

Vznik aerenchymu je druhévspecificky a tradin¢ byvaji rozliSovany dva typy
aerenchymu - schizogenni a lyzigenni. V litefatwsak Ize nalézt jeStdalSi typ,
tzv. rhexigenni aerenchym. Ten vznik& potrhanintide ke kterému dochézi nasledkem
nerovnondrného fistu jednotlivych buék v pletivu (Votrubova, 2001). V poslednich
letech se tradni ckleni jeS¢ rozsfilo o dalSi typ aerenchymu, tzv. expanzigenni. Toto
rozckleni je pouzito i v nasledujicich podkapitolach.

Alternativni rozaéleni vytvail Justin et al, (1987). Usptadal typy aerenchymu
do ¢ty skupin, které nazval podle jejich typickych zastupPrvni skupinu nazval
Graminaceous a Fadil do ni zastupcé#adu Poales, jako naprakos Phragmite,
zblochan Glycerid) a bezkolenecMolinia). Diky svému usp@dani aerenchymu vSak
do této skupiny pét i sitina Quncu$ a orobinec Typhgd. Druhd skupina s nazvem
Cyperaceous zahrnuje zastuptaledi Cyperaceae. Tyto &wskupiny tvdi aerenchym
pomoci oddaleni bwik a jejich nasledné destrukce. Dalsé @kupiny nesou nazev Apium
a Rumex, u nichz aerenchym vznika pouhym éefdm burk. Toto dleni se vSak

v literature [ilis neujalo. Obr. 2.3: Schizogenni

aerenchymv adventivnim
koienu blatouchuGaltha
palustrig (Visseret al,

2.2.2.1.1 Schizogenni aerenchym 2000); picny rez,
Use&ka = 0,1mm

Tento typ aerenchymu vychazi z rozdilnéhdedi a
zvétSovani utitych burgk primarni kiry. Poté dochazi k jejich |
oddaleni a tim k utweni usptadanych mezer (Evans, 2003)

Schizogenni aerenchym se vyskytuje u mnoha faurkdch

druhi rostlin po celém s&¢ (obr. 2.3), ale byl nalezen i

10



Literarni tivod

u rekterych suchozemskych rostlin. Tento typ je i@oprostudovan u mnoha diéufostlin
na morfologické i ultrastrukturaini arovni, avSakjeho regulaci ghem vyvoje zatim

mnoho neni zndmo (Jackson & Armstrong, 1999; EV2033).

2.2.2.1.2 Expanzigenni aerenchym

Vroce 2005 Seaget al. vyclenili dalsi typ aerenchymu. Jeho vznikcira
schizogenni tvorbou mezib&mych prostor, ktera je nasledovana &nym clenim a
selektivni expanzi pouze¢ch burgénych sén, které lemuji lakuny. Dochézi tedy
k jakémusi nerovnognému tstu burk. Vznikly aerenchym na prezu gipomina eli
plastev (Seagcet al, 2000b). Nachazi se waviku (Rumex palustris (Justin &
Armstrong, 1987),(obr. 2.4) lekninu Nymphaea odora)a (Seagoet al, 2000b),
fylogeneticky blizkého puskvorceA¢orus calamus (Soukupet al, 2005), (obr. 2.5),

vrbovky Epilobium hirsutury (Armstrong & Armstrong, 1994) nebo ve&&ich vrstvach

primarni kKiry mokiadni rostliny modraskyPontederia cordatp (Seagcet al, 2000a).

Obr. 2.5: Expanzigenni
aerenchym

| vadventivnim kéenu

' »| puskvorce Acorus
-8 calamu$ (Soukupet al,
2005); gicny iez;
barveno Sudan Red 7B;
| Gsetka = 100um

Obr. 2.4: Expanzigenni [
aerenchym

| v adventivnim kéenu
groviku (Rumex palustriy
| (Visseret al, 2000);
pricny fez,

Use&ka = 0,1mnm

. ZvIastni ozornost  zaslouzi  vyvoj
Obr. 2.6: Expanzigenni aerenchymufy b ol

(Luffa cylindricg (Shimamuraet al, aerenchymu  u jednoleté zeleniny lufiyuffa
2007). A) hypokotyl, Us&a=0,2mm. B)

adventivni kden Gseéka=0,1mm; podélny cylindrica), (Shimamura et al, 2007), ktera
fez; co=primarni &ra, ep=rhizodermis, L, . .
ae=aerenchy za normalnich podminek aerenchym nétvo

;_ e §\ L N =| avsak jakmile poklesne hladina  kysliku
b=t “ Ay rhizosfée, vytv@i se v no¥ vznikajicich AK a

hypokotylu rozsahlé oblasti aerenchymu. Tento

aerenchym lIzefadit do vySe zmimé skupiny,

avSak jeho vznik se od ostatnich rostlin zcela Sogii. Jeho hiky se neprotahuji
v podélném siru, ale dutiny vznikaji protazenim biknve snéru radialnim. Dokonce i

mezi aerenchymem v AK a v hypokotylu jsou rozdWhypokotylu se biiky protahuji

11



Literarni uivod

radialre smerem k povrchu kiene (obr. 2.6, A), avSak v AK dochéazi k protazeni kn
do tvaru pismene , T(obr. 2.6, B) Navic je tento aerenchym zajimavy i tim, Ze séréa
tvorit ve vrgjSich vrstvach primarni thy, bezprosedré pod epidermis a v hlavnich

korenech nevznikaibec (Shimamurat al, 2007).

2.2.2.1.3 Lyzigenni aerenchym

Pt vzniku tohoto typu aerenchymu dochazi ke stejgrodmu fistu vSech butk
primarni Kiry a nasledné bwtné smrti pouze &kterych z nich (Evans, 2003). Oproti
schizogennimu aerenchymu je tento typ &énéspdadanym systémem, jehoz vyvoj se liSi

u jednotlivych rostlin.

Obr. 2.7: Lyzigenni
aerenchym

v adventivnim kéenu
sitiny Juncus effusys
(Visseret al, 2000);
pri¢ny fez,

Us&ka = 0,1mm

Obr. 2.8: Lyzigenni

aerenchym

v adventivnim kéenu
osfice (Carex acutd
(Visser et al., 2000);
pri¢ny fez,

Us&ka = 0,1mm

U Poales, jako napu bezkolenceMolinia coeruled, (Justin & Armstrong, 1987),
rakosu Phragmites australls (Soukupet al, 2002) ¢i zblochanu Glyceria maxima
(Lichtenberkova, 2002), probiha vznik lyzigennichin kolapsentady burk v radidlnim
sméru. Radialni bu&né stny zistavaji casténé intaktni. Intercelulary prodlouzené
v tomto sméru byly pozorovany i u ryzeQryza sativg, orobince Typha angustifolig
sitiny @uncus effusys(Justin & Armstrong, 1991a; Armstrong & Armstron994;
Lichtenberkova, 2002; Mancet al, 2006) a kukiice (Zea mayg kde dochazi
k rozSiovani intercelular nejen radialnim, ale i tangeimém sntrem (Justin &
Armstrong, 1987). NaijXnémtezu toto uspi@dani pipomina dr&iné kolo (Evans, 2003),
(obr. 2.7). Naopak u Cyperaceae, tiapu ostice (Carex acuta ¢i skiipiny (Scirpus
sylvaticu$, vétSi ¢ast radialnich gh mizi a ve s@ru obvodu kdene, tedy v tangencialnim
smeru, jsou viditelné zbytky buitnych stn. Takto vznikd aerenchym, jenZigomina

tvarem pavoti sit’ (Lichtenberkova, 2002fpbr. 2.8).

12
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Bunécny kolaps v kéenech ryze@. sativg zaina ve specifické pozici verstini
primarni Kife. Buiky jsou v tomto mistkratSi v podélném séru a SirSi v radidlnim sénu
nez ostatni kiky primérni Kiry. Poté nasleduje rozévani lakun v radialnim stru a to
smérem ven i ke sedu kdene (Kawaiet al, 1998), (obr. 2.9). Diky ustalenému
uspdadani busk primarni Kiry kofene ryZze Q. sativg lze pomoci neutralnderveré a
Evansovy motl urcit, v jaké vrsté tento proces z@na (Kawaiet al, 1998). K identifikaci
burgk predukenych k PCD lIze pouzit TUNEL reakci. Tato reakcdabyyzkouSena
na kukuici (Z. may$, avSak diky jejimu neustalenému uigmani budk primarni Kiry

neni prozatim tato detekcél usgsSna (Gunawardenret al, 2001).

Obr. 2.9: Vznik lyzigenniho aerenchymu @i hypoxii v adventivnich kofenech ryze Qryza sativa). Aerenchym
se z&ina vyvijet v jednom mista postupuje alma snéry (Justin & Armstrong, 1991a)fignérezy v Gzné
vzdalenosti od vrcholu Kene, Gséka = 0,1mm

Pti tvorbé tohoto typu aerenchymu vSak neumiraji vSechnmikyyprimarni Kiry.
Pokusy s adventivnimi keny rostlin rAkosuR. australig, ryze ©. sativg a kukuice
(Z.mays) dolozZily, Ze pruhy intaktnich biknjsou Zivé, nebo tyto kaeny po ozéeni
dokazaly syntetizovat chlorofyl (Armstrong & Armstg, 1994). Pruhy Zivych bk
tahnouci se nd&f celou primarni &rou jsou dlezité pro udrzZeni strukturalni celistvosti
kotene a pro apoplasticky i symplasticky transpogkdEvans, 2003).

Oproti schizogennimu typu je tento aerenchym vicestpdovan na buiné
arovni, avSak procesy regulacghlem vyvoje astavaji zatim nevyjagné (Evans, 2003).
Jest pied deseti lety nebyloifhis ziejmé, jakym mechanizmem je zajisa burkcna smrt
pii vzniku tohoto typu aerenchymu. Jednou z navrhgelrhypotéz bylo, Ze odumirani
urcitych burek se a@je pomoci programované btimé smrti (PCD = programmed cell
death), geneticky kédovanym aktivnim procesem ykersowdasti Ezného Zivota rostlin,
pii némz buiky organizuji svoji vlastni destrukci (Gunawarde2808; Mergemann &
Sauter, 2000). Jina hypotéza se tykala odumiranékopomoci nekrdzy, ve které &jSi

vs L

agens, nap toxin, iniciuje degeneraci, jez obvyklechaa v plazmatické membréiiDrew,
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1997). V sodasnosti existuji ikazy, které sefiklani spiSe na stranu PCD (Gunawardena
et al, 2001; Gunawardena, 2008).

U kukuice (Z. may} a ryze Q. sativg jsou prvni znamky buwné smrti
na ultrastrukturalni Grovni pozorovany jako pradknionoplastu, vyliti hydrolytickych
enzymi a okyseleni cytoplazmy. Vakuola je naskedmaplrena granularnim materialem.
Poté dochazi k mnoha invaginacim plazmatické memybaécytoplazma obsahuje qgné
mnozstvi malych wkui, které fuzuji s vakuolou. Mitochondrie a endoplatoké
retikulum jsou vtéto fazi ddab rozpoznatelné a intaktni.rdeposlednim krokem je
odcEleni plazmatické membrany od liné stny. Nakonec degeneruje i hitma stna
(Campbell & Drew, 1983; Kawaet al, 1998; Gunawardenat al, 2001; Lenochova,
2004).

Schizogenni, expanzigenni i lyzigenni typ aerenahgmmohoutizné kombinovat
a také mohou mitizné zastoupeni wiznych organech téze rostliny (Jackson &
Armstrong, 1999). Najklad u pryskyniku (Ranunculus sceleratyqVisseret al, 2000) a
blatouchu Caltha palustri$ dochazi po vzniku schizogenniho aerenchymu kéargti
SirSich nepravidelnych lyzigennich dutin. Tento bjjw4 ozn&ovan jako schizo-lyzigenni
(Visseret al, 2000).

2.2.2.2. Konstitutivni a indukovany vznik aerenchymu

Vznik aerenchymu 1ize byt konstitutivni, tedy oObr. 2.10: Konstitutivni aerenchym

v , . . L , za normalnich podminek (vlevo) & p
fizeny geneticky, nebo i@e byt indukovatelny dvoutydennim zaplaveni (vpravo) u

teosinte Zea nicaraguens)spricny
fez, Uséka = 0,25mm (Manet al,

popsan u#siny mokadnich rostlin, u druhu 2006)

vngjSimi faktory. Konstitutivni vznik aerenchymu byl

piibuzného kuktici Tripsacum dactyloidegClark et
al., 1998) a teosinteZea luxurians, Z. nicaraguensijs i
(Mano et al, 2006), ryze Qryza sativy, (Colmeret
al.,, 1998), bananovnikuMusaspp.), (Aguilaret al,
1999) nebo vdanky Hydrocharis morsus-rande

(Seagoet al, 1999b). | kdyz se tento aerenchy

8807787 &

nachazi v rostlinach i za normalnich podminek, jékrdojde v fidé ke snizeni obsahu

kysliku, reaguji rostliny &Sinou dalSim zvySenim své porozity (Vissar al, 2000),
(obr. 2.10) Rozdily se vyskytuji i mezi jednotlivymi genotypyze ©. sativg, (Colmeret
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al., 1998). Naproti tomu udkterych obilnin, jako kuktice . may$, pSenice Triticum
aestivun), jecmene Hordeum vulgarg a rekterych dvoudloZznych rostlin se aerenchym
vytvari az napiklad po sniZeni obsahu kysliku @dg pii zatopeni, a proto je vznik
takovéhoto typu aerenchymu popisovan jako indukgy@rew et al, 2000; Mancet al,
2006).

2.2.2.3. Vnit¥ni a vnéjSi podnéty pro tvorbu indukovaného aerenchymu

Jest ve 40. letech minulého stoleti se myslelo, Zelim@aerenchymu je apobena
vlivem nedostatku kysliku na Zivotnost ln primarni kiry (McPherson, 1939).
V prabéhu ¢asu vSak tyto mylné nazory vyvratily prace s exageaplikaci ethylenu
k nestresovanym kenim (He et al, 1996b). Ethylen, tajiz endogennigi exogenr
dodany, fisobi jako ¢lanek signdélni drahy vedouci k indukci tvorby aergmu
(Gunawardenat al, 2001). VrjSimi podréty mohou byt abiotické stresy jako zatopeni
(zpiasobujici hypoxické podminky) nebo také suatiovysoka teplota (Evans, 2003).
Tvorbu aerenchymu @iZe indukovat také mechanicky odpaidy (Clark et al, 1998).
Bylo zjisténo, Ze hypoxie a mechanicky odpdidy podporuji biosyntézu ethylenu, avSak
ziejm¢ odlisSnymi mechanizmy. Synergickyagobi na aktivitu ACC syntazy (Het al,
1996a), (viz kap. 2.5.). DalSim padem pro tvorbu aerenchymu u kulae Zea mayp
muze byt nedostatek Zivin, zejména dusikatych lataktdtu i amoniaku), (Kubica &
BaluSka, 1989) a fosfét(He et al, 1992), (obr. 2.11) Tento vliv dusikatych latek byl
potvrzen i u rakosuRhragmites australis (Erhart, 2000). U druhého paru AK kulae
(Z. may$ byl pozorovan i vliv deficience sulfatu (Bouramisal, 2006). Nedostatek Zivin
vSak prekvapiw nepisobi zvySeni syntézy ethylenu, ba spiSe naopake(Hd, 1994).
Diky pokugim s aplikaci inhibitar syntézy a &nku ethylenu (AVG a AY bylo zjis&no,

Ze nedostatek zivin #Zgobuje vysSi citlivost pletiv k tomuto hormonu. ZpazvySeni

citlivosti zpasobené zvySenim pt receptoi pro ethylerci zesilenim jejich afinity, neni
znéamo (Heet al, 1992).

Obr. 2.11: Vyvoj aerenchymu

v adventivnich kofenech
kukutice (Zea mays), snimky
pricnychiezi ze skenovaciho
elektronového mikroskopu (Hst
al., 1992); useka = 10Qum; (A)
kontrola; (B) kdeny gstované

¥| pfi nedostatku dusikatych latek;
(C) pri nedostatku fosfét
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2.2.2.4. PodrobnéjSi analyza tvorby lyzigenniho aerenchymu §i hypoxii

Za hypoxickych podminek dochazi k indukci aktivignzymu ACC syntazy.
Posledni krok katalyzovany enzymem ACC oxidazoukvegZzaduje wité mnoZzstvi
kysliku. To vys¥tluje skuté&nost, pré se za zcela anaerobnich podminek iantvdit
aerenchym (Heet al, 1996b), (viz kap. 2.5.).tBs velkou pozornostémovanou roli
ethylenu pi tvorb¢ lyzigenniho aerenchymu vSakstava otazkou, zda cilem pro ethylen
jsou buiky, které nasledhodumiraji, nebo jejich okolni sousedé (Jackson r&ngtrong,
1999). U suspenznich kultur kufkee (Zea mayk bylo zjiS€no, Ze na syntézu ethylenu
navazuje zvySeni koncentrace cytoplazmatického ikapmdukujiciho PCD. To je
zpasobeno zejména uvalvanim z vnitnich zasobaren, prayoodobré z mitochondrii,

k cemuz dochazi 1- 2 minuty po vzniku hypoxie (Suabat al, 1994). Latky, které
zvySuji obsah cytosolického vapniku tim, Ze induketo vyliti z vnitrobugénych zéasob,
nagr. thapsigargin a kofein, podporuji téz Bamou smrt. Signal o nedostatku kysliku
v pletivech huseriku (Arabidopsis thalianp zprostedkovava vedle vapniku téz peroxid
vodiku, a to zvySenim aktivity ADH (alkohol dehydemazy), (Baxter-Burrelket al,
2002).

Nastup hypoxickych podminek po zaplavenisgbuje vedle produkce ethylenu
téz aktivaci enzyrin a regulé&nich proteii degradujicich/rozvalijicich bur¢nou sénu,
coZz ma za nasledek Z2Zny v jejich mstovém vzorci. Mezi tyto proteiny pgat
nag. expanziny, pektinazy, xylanazy, celuldzy a xydgin endo-transglykosylazy
(Jackson & Armstrong, 1999; Bragired al, 2003; Subbaiah & Sachs, 2003). Aktivita
pektinaz a xylanaz se zvySuje relatiwiychle po nastupu hypoxie, kdezto aktivita celulaz
S ukitym zpozdnim (Braginaet al, 2003). Napiklad v AK kukuice (Z. may$ doslo
k zvySeni aktivity celulaz dva dny po zvyseni aikyilACC syntazy (Heet al, 1994).

Na téma vzniku a vyvoje lyzigenniho aerenchymu taj@sv sodasnosti mnoho
nevyjasgnych, a pitom klicovych otazek. Stale se nevi, jakymigpbem jsou ,vybirany*
bunky, které odumiraji, jakym mechanizmem jsou chkrgnpruhy Zivych buék pied
lytickymi enzymy vylitymi z mrtvych bugk, co limituje Sfeni €chto enzyni (Justin &
Armstrong, 1987) a nebo ndklad pra& PCD obvykle neovliuje vnitni a vrgjSi
parenchymatické vrstvy primarniiy (Visser & Voesenek, 2004). Otazkotistava i to,
jaké jsou rozdily mezi PCD, jez probiha u rostlproti zivatiSné PCD, a pokud jde

skute&n¢ o PCD, co sede se zbytky mrtvych bustnych seén, kdyz v rostlinach neexistuji
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zadné fagocytyi makrofagy a rostliny ani nemaji zadny cirkina systém k vyneseni
zbytki (Evans, 2003). Taktézigtavaji nejasné furtki rozdily v transportu plyin mezi
riznymi typy aerenchymu. Skuteost, Ze f vyvoji schizogenniho a expanzigenniho
aerenchymu neodumiraji fiky, nahrava myslence, Zeue mit tento aerenchym vyssi
odpor k transportu a Ze vice prodychava na jednobjemu pletiva. Podle této hypotézy
by kaeny se schizogennim typem aerenchymu iekech ndly korenit neléeji nez
kofeny s lyzigennim typem aerenchymu, avSak velicezzaha podminkach prastdi
(Armstronget al, 1999).

2.3. Apoplastickeé bariéry
2.3.1. Endodermis

Endodermis je obeénptitomna apoplasticka opr 2 12: Endodermis ve stadiu
ll. , kukuice Zea may} pricny
ruéni fez bazi kéene, barveno

semennych rostlin a velkéasti vytrusnych rostlin Floroglucinolem, orig.,
Usetka = 10Qum

bariéera nachazejici se prakticky ve vSectrekech

(Enstone et al., 2003). T¥iovnitini vrstvu primarni
kury kofene a s jeji funkci je spojeny typicky znak
vytvareni Casparyho prouik Jedna se o modifikaci )
burs¢né sény v antiklinalnich sinach burk, kde 2. "o

dochazi kdsné asociaci plazmatické membrany ‘
burné¢cné seény, jez se neodtwji ani v pfibéhu

plazmolyzy (vznikd jev, ktery se nazyva paskoy T

plazmolyza, band plasmolysis), (Peterson, 198!

U nékterych druli rostlin se vyskytuje pouze ve stadiu Casparyhafkin jako je tomu
nagiklad u modrasky Fontederia cordatp (Seagoet al, 2000a), lekninuNymphaea
odoratg), blatouchu Caltha palustri}, (Seagoet al, 2000b), vd’anky Hydrocharis
morsus-ranag (Seagoet al, 1999b)¢i puskvorce Acorus calamus (Soukupet al,
2005). U etSiny druhi vSak dochéazi dhem vyvoje kéene k jejim dalSim modifikacim.
Nejprve se tvdl suberinovd lamela (tzv. stadium 1) a nastedmiZze dochazet
k sekundarnimu tloustnuti bétmé sény (tzv. stadium IIl.), ktera dze lignifikovat.
Modifikace burcnych sén endodermis verdétim stadiu nejsou rovnammeé. Obvykle je
nejvice ztloustla vnihi tangencialni gha, radialni sty jsou nejtlustSi tam, kde s ni
sousedi a s#mem Kk vrgjSim tangencidlnim &bam jejich tlousky ubyva. Vrgjsi
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tangencialni $ha je neztloustla, coz naignémiezu gipomina svym tvarem pismeno
,U* (obr. 2.12) (Esau, 1965; Enstore al, 2003).

Endodermis v migt Casparyho prouizkmiaze obsahovat lignigi jemu podobné
polymery a #izné mnozstvi suberinu, jenz je diky svému lipidiokéslozeni zodpadny
za hydrofobni charakter bariéry (Schreibatr al, 1999; Zeieret al, 1999). Slozeni
jednotlivych biopolymek zavisi na druhu rostliny, &ni se v zavislosti na vyvojovém
stadiu endodermis a je ovligmo i paisobenim rozéinych stres (viz kapitola 2.3.2.2.).

Zrejme nejdilezitejSi funkci Casparyho prouitkv endodermis je branit volnému
pohybu latek z apoplastu primarniri do apoplastu sdniho valce a naopak zatoaat
jejich zptnému toku z apoplastuietinino valce do apoplastu primarriink Suberinova
lamela zesiluje funkci primérni bariéry, méle¥itou funkci @i vodnim rezimu, naipklad
pii stresu suchem, brani vstupu patagerebo nafiklad toxickych latek z prostdi.
Odhaduje se, Ze ztloustla sekundarniéboa stna ma také funkci mechanickou (Enstone
et al., 2003). Na spravnostéchto hypotéz ukazuji i data ziskana sledovaniniimost
vytvérejicich Bhem svého Zivota endodermis pouze ve stadiu I. drasky P. cordatg
nebo va’anky H. morsus-ranagje kompenzovana absence sekundariyszesilenim
primarni bugéné sény burek lezicich ve vniini primarni Kire (Seaget al, 1999b; Seago
et al, 2000a). U lekninuN. odoratg roli mechanické opory ve viiiti primarni kie
zastupuji lignifikované sklereidy priméarnfity (Seagoet al, 2000b). Naopak u orobince
(Typha angustifolid T. glaucg se endodermis vyvijidhem Gstu do stadia lll. a keny

tudiz nevytvéeji ve své primarniike zadné ztlustliny (Seag al, 1999a).

2.3.2. Exodermis

DalSi apoplastickou bariérou viemech je exodermis, ktera ude tvdit
hypodermis nebo byt jeji séasti. Hypodermis tvd ¢ast primarni &ry pod rhizodermis,
kterd4 se charakterem svych BkirodliSuje od hlubSich vrstev primarnirk. U nékolika
malo drulii ziistdva hypodermis po celou dobu Zivota rostlin nefikmyana suberinendi
ligninem, jak Ize pozorovat u rostlin¢eledi Geraniaceae, jako je muSkBekargonium
peltatun), nebo u #kterych druli z celedi Poaceae, mezén pati oves Avena sativg
kostava Festuca oving lipnice (Poa annuaP. pratensiy pSenice Triticum aestivurj
(Perumalla et al., 1990b) a tézra&® (Prunus avium (Soukupet al, 2004). Od ostatnich
burgk primarni kiry ji vSak lze dobe rozliSit podle odliSného, nafipném fezu
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hexagonalniho, tvaru béik Dokfe rozeznatelna je i oObr.2.13: Hypodermis

p s . , . priényiez bazi kéene rakosu
podle €sného usp@dani busk svelmi malymi ?Phrggmites australls (Soukupet
al., 2007), modifikovano,barveno
Sudan Red 7B, Uugka = 5Q@m,

palustri§, (Visser et al., 2000), nebo dokoncescr-sklerenchymaticky prstenec,
exo-exodermis,hyp-hypodermis,

s chylgjicimi mezibugénymi prostorami. Hypodermis rhi-rhizodermis

maze byt jednovrstevna i vicevrstevna a wedaech ﬁépzj)

intercelularami, jako je tomu napu blatouchu Caltha

vétSiny rostlin je bd totoZnd s exodermis nebo je

-

exodermis jeji dlezitou sodasti napiklad spolu 7 ' 'éxd
se sklerenchymatickym prstencem, jakoifidad u ryze & j o
(Oryza sativy, (Schreiber et al, 2005), rékosu
(Phragmites australls (Soukupet al, 2007) ¢i osfice
(Carex gracilig, (Lichtenberkova, 2002§pbr. 2.13)

Exodermis se vyskytuje v kenech ¥tSiny krytosemennych rostlin (Enstone et al.,

2003), u wrkterych se nachazi i v oddencich (Perumalla et 1890a). Je iftomna

u hydrofytnich, mezofytnich i xerofytnich driuhtleni primitivnich i vyvojow mladSich
celedi (Perumalla et al., 1990b)itBmnost exodermis setde liSit i podle typu kiene,

jak lze pozorovat u famene Hordeum vulgarg kde v seminalnich a prvni generace
nodalnich kéeni se tato vrstva nevytyiaa objevuje se az v dalSich generacich nodalnich
kotreni (Lehmann et al., 2000).

Jiz Haberlandt, (1965) pozoroval, Ze exodermisdesiatnich butk hypodermis
odliSuje gitomnosti suberinu ve svych bignych sénach, coz je kéiové pro jeji roli
apoplastické bariéry podobiako u endodermis. Petersat,al. (1989) zjistili, Ze u vSech
vrstev, které jsou suberinizované jsou vyery Casparyho prouzky, avSak ve srovnani
s endodermis jsou SirSi a velice rychle jseekpyvany suberinovou lamelou (Seagjoal,
2000a; Soukupt al, 2002).

Exodermis je podle typu btk ¢lenéna na d¥ skupiny (Peterson, 1989). Do prvni
skupiny patti uniformni exodermis, ktera je ttené jednim typem bék. Mezi zastupce
této skupiny pat kukurice Zea mayy (obr. 2.14) nebo rakosK. australig, (Soukupet
al., 2002) a u orobinceTgpha angustifolia, T. glaugaje vytvd&ena vicevrstevna
exodermis (Seagcet al, 1999a; Peterson, 1989). Ve druhé sképimori rostliny
exodermis, jeZ se vyzdaje pritomnosti dvou typ stridajicich se butk. Jednak jsou zde
dlouhé suberinizované bky, jednak kratkeé, tzv. propustnéitiy (podle von Guttenberga
nazvané Durchlasszellen), (von Guttenberg, 1968).nith je zpozdna depozice

suberinoveé lamely a slouzfeggmeé pro pfichod vody a ionit Zivin. Tento typ exodermis byl
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Obr. 2.14: Exodermis kukutice nalezen u cibule Alium cep3, (Peterson, 1989),
Zea mayk priény rweni fez bazi o .
(kofene, gﬁr\r,)renoy,qorogm(:imbm puskvorce Acorus calamus (Soukupet al, 2005),¢asto

orig., Uséka=10Gum se vyskytuje u xerofytnich rostlin a byl nalezen i

é) O(; u vzduSnych kieni orchideji (Peterson & Perumalla,
£ e 1990).
‘&Og ?;%‘” Vyzkum exodermalnich Casparyho protzke
piné rozvinul az v80. letech minulého stoleti.
Diagnostickym znakem je (podabfako u endodermis)
4 o | ptitomnost zvignych burenych sén v misk Casparyho
RO prouzku na podélnéiezu exodermis. Pro ¢egni vyskytu

Casparyho prouZk se vSakcasgji pouzivad detekce suberinu, ktery se zda byt eelic
dobrym indikatorem jejich #itomnosti (Peterson & Perumalla, 1990). U zblochanu
(Glyceria maxima nebyl histochemickym barvenim zfigt Zadny suberin, proto byl
vysloven zagr, Ze u tohoto druhu neni exodermis vyeréa (Lichtenberkovd, 2002).
AvSak pozdji byl biochemicky detekovan lipidicky material wbs¢nych stnach bugk
hypodermis. Vyvstava tedy otazka, zda dosud poungiviaistochemické metody jsou
post&ujici a zda udch druhii, u kterych byla popsana absence exodermis, &kutato
bariéra chybi, nebo jen nebyla zatim Z2jst (Soukupet al, 2007). B studiu
apoplastickych bariér se tbeme casto v literatie setkat s ozganim RHCW
(popr.ECW). Rhizodermalni buina stna je odolna k degradiaim enzynim, a tudiz ji
lze jen sEzi mechanicky od#it od burg¢nych stn hypodermis. Proto preparaty
apoplastickych bariér izolovanych z&giho povrchu kene byvaji sledovany jako celek,
jez je nazyvamhizo- and exodermalell walls (RHCW). Podobxivzorky endodermalnich
burgcnych sén jsou nazyvangndodermaktell walls (ECW), (Schreibeet al, 2007; Zeier
et al, 1999). Chemické slozeni exodermalni vrstvy jeghboe endodermalni vrstwco
do typu latek, které se v ni vyskytuji (viz kap3.2.), ale

et . . . C s, s . Obr. 2.15: Schéma vyvoje
konkrétni slozeni se ime dosti liSit, jak ukazuje endodermis (Seago et al.. 1999b),

modifikovano; a) stadium
kap. 2'3:'2'2' Casparyho prouik(l.), b) stadium
Casré po skoweni vyvoje Casparyho prouik suberinove lamely (Il.), c) stadium
_ ) terciarni stny (l11.)
(obr. 2.15a, ervend), nebo jedt v jeho piibéhu (Seago a

et al, 2000a), se vytwé suberinova lameléobr. 2.15b,

b c
=i [o——]
zelena) U orobince T. angustifolia, T. glaugaje tvorba ‘
Casparyho prouikdokonce zpoztha az do chvile, nez

=il |
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se objevi ve vnitich vrstvach exodermis suberinova lamela (Sesigal, 1999a). Jako
u endodermis five dochazet k ukladani sekundargngt(obr. 2.15c, modré) (Hose et
al., 2001). Vzdalenost, ve které probihaji modiddaapoplastickych bariér od demové
Spicky, je mizna a zavisi na rychlostiistu kaene. U mnohych rostlin se diferencuje
ve WtSi vzdalenosti neZ endodermis, nicth@an mokadnich rostlin se vyt¥é& naopak
velice blizko ka#enové Spice, jak bylo pozorovano n#klad u orobince T. angustifolia,
T. glaucg, (Seagcet al, 1999a), avSak tato pozice neni gama (viz dale), (Soukuet al,
2004). Vytvaeni exodermis dokonce jéSpred za&atkem tvorby endodermis jerggme
obecnym znakem ma&dnich rostlin (Soukugt al, 2002; Lichtenberkova, 2002).

Jednou z velice Wdezitych funkci exodermis je pomahat zaplavenyntlirgsnm
snizovat ztraty kysliku do okolniady (tzv. ROL =radial oxygenloss),¢imz se i zesiluje
transport kysliku podél kene (Enstonet al, 2003; Enstone & Peterson, 2005; Armstrong
et al, 2000). DalSi neméndulezitou funkci je po zaplaveni omezovani vstupudoych
forem latek do kiene, konkrété nagiklad redukovaného Zeleza (Begg et al., 1994). P
nadnérném suchu sniZzuje tato vrstva ztraty vody ddyp (Schreiber et al., 2007) a
v neposlednfac zaji¥'uje vSeobecnou odolnostilemi (Hose et al., 2001). Pokud dojde
k odunteni rhizodermis kiene a kéen druhotd netloustne, febira exodermis funkci
vrchni obranné bariéry. Na druhou stranti yytvoieni takovychto bariér se snizuje
kapacita pijmu vody a Zivin do kiene (Schreiber et al., 2007). Navic, kdyZz se
po zaplaveni rostliny vytuod prilis silna exodermis, dojde KeruSeni dodavek kysliku
do rhizosféry a nastava v okolifeme nefiznivé redukované prasdi, které mze vést
az ke smrti dkterych kademi (Armstrong & Armstrong, 2001). Rostlina je protacena
optimalizovat tyto zdanl& protichidné procesy.

2.3.2.1. Konstitutivni a indukovany vznik apoplastickych bariér

Jak jiz bylofe¢eno v kapitole o endodermis, tato bariéra se ¥ytva&tsiny rostlin
a jeji vyvoj jefizen geneticky. Naopak exodermisize byt tvdena konstitutivl nebo
muze byt indukovatelnd WBimi podminkami. B bliz§im zkouméni endodermis vSak
bylo zjiS€no, Ze i u této konstitutivni bariéry mohou byt powatelné ufité zmeny
v jejim vyvoji (Colmer et al.,, 1998). Rozsah a miva které jsou apoplastické bariéry
vytvoieny v radialg transverzalnich a tangencialnichénstch, zavisi vSak nejen

na vrgjSich podminkach, ale velice vyznagrima druhu rostlin vyskytujicich se #anych
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typech prosedi (Enstone et al., 2003) a dokonce i mezi jedryoti genotypy (Colmer et
al., 1998). Rozdily se pak projevuji na rozvojirjetivych bariér v daném mistpodél
samotného ki@ne a ve vzdalenosti jejich tvorby od vrcholuidae. To se projevuje
v razré velkych ztratach kysliku z kene (ROL). U mokadnich rostlin, jako oste
(Carex acuta ¢i sitiny (Juncus effusys jsou vytvdeny velmi masivni konstitutivni
bariéry, zejména na bazich adventivniclkekd. Diky tomu jsou u vrchdl AK téchto
rostlin pozorovany vysoké hodnoty ROL, jeZz klesajigrem k bazi (Armstrong et al.,
2000). Naproti tomu zejména u dva@lmZnych rostlin, kam Ize #adit blatouch Caltha
palustrig, pryskynik (Ranunculus sceleratusé¢i Stovik (Rumex palustris nebo
u jednodlozné kukiice (Zea mayy (Enstone & Peterson, 2008)ryZze (Oryza sativ,
(Colmer, 2003), za normalnich podminek s do&tete pisunem Kkysliku nejsou
vytvareny na bazich AK zadné vyznamné bariéry. To Izdoslat i na ROL, které se
zvySuji se vzdalenosti od vrcholu ikoe. BRI preneseni &hto rostlin do meédia
s nedostatanym obsahem kysliku dochazi k indukctitych bariér, které jsou vSak svym
rozsahem nizsi, nez jaké seifvao mokadnich rostlin (Colmer et al., 1998; Visser et al.,
2000).

Prikladem, jak tyto d¥ vrstvy, by ténmet shodné co do podobnosti i funkce, mohou
reagovat na tentyz stimul i opaym zpisobem, mize byt pozorovani kukice (. may$
péstované viiznych typech kultivénich prostedi s odliSnou dostupnosti kysliku.
NejvyrazrEjsi vliv byl nalezen u vodni kultivace. U rostlimeprovzdusované hydroponii
byla pozorovanaiekvapiva redukce tvorby suberinové lamely v endmiker Casparyho
prouzky této vrstvy nebyly ovlivimy. Naproti tomu se vSak v exodermis &itvysil vyvoj
Casparyho prouZki suberinové lamely. Zda se, Ze tim rostliny ragukuvolhovani
kysliku z aerenchymatickych kaidatlo rhizosféry a zvysuji difazi kysliku doistiniho
valce (Enstone & Peterson, 2005)fi Brovzdusiovani kultiva&nich meédii dochazi
k vyraznému snizeni rychlosti tvorby Casparyho pkaua ukladani suberinové lamely
v endodermis i v exodermis (Enstone & Peterson8lH8stoneet al, 2003; Zimmermann
et al, 2000). Tento zpsob kultivace vSak indukujefi@¢jsi vznik terciarni siny
v endodermis, zatimco v exodermis se tato modiékdthem kratkodobé kultivace
neobjevuje (Enstone & Peterson, 2005). Naopak tlimgestovanych v progedi s dobrou
dostupnosti kysliku, jako jsou vermikulit péstovani v nasyceném vzduchu (aeroponii),
dochazi krychlému vyvoji Casparyho prouzkémetr u vSech bu¥k obou vrstev a
k urychleni depozice suberinové lamelgtdnou dive v endodermis nez v exodermis
(Enstone & Peterson, 1998; Schreibérl, 2007; Zimmermanet al, 2000). Urychleny
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vyvoj exodermis pedchazejici endodermis byl pozorovanti péstovani rostlin dubu
(Quercus robuy v agaru s nedostatkem kysliku (Soulatpal, 2004). Tyto piklady jsou
jasnym dikazem toho, jak silny vliv ma prasdi (konkrétd zejména obsah kysliku)
na cely vyvoj hlava exodermalni vrstvy (Enstone et al., 2003). U eredis jde pevazr

o ovlivnéni vyvoje suberinové lamely, nikoliv Casparyho pru (Enstone & Peterson,
2005).

Stresot indukujicich tvorbudchto vrstev je vS8ak mnohem vice nez vySe popsany
nedostatek kysliku. Jednim z nich je sucho, vygloitse zejména u xerofytnich rostlin
(Enstone et al., 2003), dalSimibe byt salinita. Existuji vSak (podobijako @i reakci
na nedostatek kysliku)uzné strategie suberinizace apoplastickych bariér rgakci
na zasoleni. U skge Ricinus commun)s dochazi k suberinizaci ECW i RHCW
(Schreiberet al, 2007). To fisobi snizeni apoplastickéhdgijmu NaCl a chrani proti
vodnim ztratam. Naopak u kukee (Z. may$ dochazi k ukladani suberinu pouze u ECW
(Schreiber et al., 2007). Podabn této rostliny pisobi ztloustnuti vnihi tangencialni
sttny endodermiséké kovy (Degenhardt & Gimmler, 2000). Naopak néakek Zivin
shiZuje suberinizactimz je Zejm¢ usnadino apoplastické vedeni Zivin (Schreiber et al.,
2007). Mezi dalSi stresové faktory ovliyici tvorbu apoplastickych bariér pagacidita,
patogeny (Enstone et al., 2003), teplota (Armsjretnal., 1999) nebo niklad fytotoxiny
(Armstrong & Armstrong, 2001; Armstrongt al, 2000). Tvorba &hto vrstev je
stimulovana mechanickym odporem substratu. Lekmgmphaea odorada korenici
ve velmi tuhé blativé jd¢ hluboko pod vodou vytvéa velice silnou exodermalni vrstvu
(Seagoet al, 2000b). Ve srovnatelném substratu rostou fekyg orobince Typha
angustifolia, T. glauch které vykazuji podobné strukturni charakteristikvSak navic
modifikované ligninem uvnit exodermalni sekundarni bitmé s&ny deponované
na sekundarni lamelu, spolu s dalSitidatnymi exodermalnimi vrstvami. Zpob vzniku
takovéto mnohovrstevné exodermis je centripetalrdetailre ho popsal Seaget al.
(1999b). Nejprve se v nejsvradjii vrstwe mnohovrstevné hypodermis vytvaa rékolika
mistech radialnich bédnych sén Casparyho prouzk{obr. 2.16a, ¢ervend) Nasledg
dochéazi k jejich propojen(obr. 2.16b) a mezi d¢mi vrstvami hypodermis nejblize
povrchu vznika strukturaigpominajici tvar pismene ,H{(obr. 2.16c) Tato struktura
zasahuje do vnihi tangencialni bufgné stny svrchni vrstvy a do #si tangenciélni
bungéné sény druhé vrstvy a taktéz da@sti radidlnich bustnych sén druhé vrstvy. Takto
vznika dvojvrstevna exodermis. Poté nasleduje depoguberinové lamely na viii

povrch bugcnych seén téchto burk (obr.2.16d, zelend) jez posléze poktaje i
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ve vnitnich buwkach hypodermis (obr. 2.16e) Obr. 2.16: Schéma vyvoje
, s g L. , vicevrstevné exodermis a
Nasled® probih&a lignifikace a dochazi k vyttemi H-typu Casparyho prouzki:

(Seagoet al, 1999b),
modifikovano; povrch kiene

Poslednim krokem vzniku mnohovrstevné exodermis VPravo; popis v textu

sekundarni buftné stny (obr. 2.16f, modra)

je asymetrické uloZzeni materialu podobné‘,:1

Casparyho prouZim do vSech radialnich b&nych —
sttn svyjimkou tangencialnich b&mych sén b e
lezicich ve svrchni a viiiti vrst& hypodermis | —
(obr. 2.16g) Tyto piidatné struktury umdaitiji dobré . . e —

upevreni rostlin v substratu, mechanickou odolnosic

odolnost na zrny podminek progedi (Seageet al,

1999a). Soukupt al. (2002) popsal podobny vzored

urakosu Phragmites australls avSak ztloustlé

bungéné sény spiSe fipominaly tvarem pismena ,Y".e ’

OdliSnosti ve tvarech obou dnuh mohou byt
zpasobeny rozdilnym uspadanim buék hypodermis i -
(Soukupet al, 2002). f Ir—D
Pisobeni  stresovych  podminek ube : - _
indukovat tvorbu exodermalnich vrstev i w@ch & ID)

rostlin, u kterych se za normalnich podminek

nevyskytuji. Pikladem ntize byt gisobeni mechanického stresu na bazeke j€mene
(Hordeum vulgarg (Lehmann et al., 2000). Vyjimkou jsou l&Siny, které tuto vrstvu

netvai ani za stresu (Perumalla et al., 1990b).

2.3.2.2. Vliv podminek prostiedi na chemické sloZzeni apoplastickych bariér

Chemické slozeni apoplastickych bariér je rozdimézi jednotlivymi druhy
rostlin, avSak vyrazh pasobi i stresové podminky préstdi. Rizné podminky réni
mnozstvi a podil zejména alifatického a aromatiokéhberinu a ligninu (Hose et al.,
2001). Suberin, coz je polyester mastnych kysebipséhujicich hydroxylové skupiny)
s iznou délkouretézcl, obsahuje alifatické a esterifikované aromatideZlsy. Za stresu
prevazuji linearntettzce alifatického suberinu, které jsou hlavniawvatlem hydrofobnich

vlastnosti apoplastickych bariér diky jejich ralali nizké propustnosti pro vodu
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(Zimmermann et al., 2000).tRné stresové podminky vSakémi i sloZeni jednotlivych
monomet alifatického suberinu (Schreibet al, 1999). Stresové podminky, rfapyse
zminény mechanicky odpor, indukuji také produkci vyssthooZstvi ligninu. Lignin je
biopolymer sloZzeny z deriviatkyseliny ska@icové, konkrétd z kumaryl-, koniferyl- a
sinapylalkoholu. Zatiznych druli stresi se vSak nesmi celkové mnozstvi ligninu, nybrz
se méni podil jednotlivych monomerickych jednotek ligniiSchreibeet al, 1999; Zeier
et al, 1999). NejvysSi podil ukazuje tzv. lignin typu Hento typ se vyskytuje vice
v hypodermis nez v endodermis a okepievazuje pi pusobeni stresu. Z vysletlipokusgi

s hydroponickymi kultivacemi, kde rostliny ttfly mén¢ tohoto typu ligninu, Ize usuzovat,
Ze tento typ poskytuje zejména mechanickou statkititenovému systému (Degenhardt &
Gimmler, 2000).

Pokud by se potvrdila mySlenka, Ze zesileni aptpkysh bariér vede k vysSi
odolnosti rostlin na stres, bude moZné optimalizovgbér rostlinnych drufi podle
anatomie keene, jez pak i@Zziji na mén vhodnych mistech. TéZ bude mozné&mmat
Slechtitelské strategi&@ projekty vyvoje obilnin k modifikacim vyvoje exedmis a tudiz
k lepSimu peziti na meéa priznivych misteckei proti atakim riznych patogein Zatim
neexistuje filiS mnoho informaci o biosyntéze alifatického sifne v karenech. Hlavnim
cilem vyzkumu by ra byt detekce géna enzyni zahrnutych v syntéze suberinu
v kofenech uzitim iznych molekularé - biologickych technik (Enstone et al., 20083;

Schreiber et al., 2007).

2.3.3. Souvislost vyvoje apoplastickych bariér s tvorbou @renchymu a PK

| kdyZz se zprvu mnoho aufordomnivalo, Ze tvorba aerenchymu (aleéspo
lyzigenniho) a vznik exodermis musi spolu rRusouviset (Justin & Armstrong, 1987;
Seagoet al, 1999a), ukazalo se, Ze tomu tak byt nemusi. Mrpmrmrovani doklada, ze
tyto dkje jsou na sob nezavislé, alesgiove snéru podélném. U blatouchuCéltha
palustrig, ktery vytv&i aerenchym velmi sporadickyi vibec, dochazi iiesto k vyvoiji
exodermis. U orobinceTgpha angustifoliai T. glaucg se suberinizace a lignifikace
mnohovrstevné hypodermis objevuje ¢egired vyvojem aerenchymu (Seagad al,
1999a). Tvorba aerenchymu az ¥ité¢ vzdalenosti od vzniku exodermis jeepné

charakteristickd pro mnoho mi@kinich rostlin a byla pozorovana uigkny (Scirpus
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sylvaticug, sitiny Juncus effusysbezkolenceNlolinia coeruleg, (Lichtenberkova, 2002)

a u rakosuFhragmites australls (Soukupet al, 2002). Naopak u \@anky Hydrocharis
morsus-ranag se vytvdii aerenchym, avSak netfose Zadna exodermis (Seagp al,
1999b). Jinym fikladem niize byt leknin lymphaea odora)a kde exodermalni vrstva
dospiva az poté, co se vyivaaerenchym (Seaget al, 2000b). Podokhje tomu i

u modrasky Pontederia cordatp jen ¢asova prodleva mezi dospivanim exodermis a
vyvojem aerenchymu je mnohem delSi (Seagal, 2000a). Na nsmsovani &chto dvou
procesi maji vliv i podminky prosedi pisobici na rostlinu v nich Zijici (Seaga al,
2000b). Napklad u kukdice Zea mayp péstovane ve vermikulitu s dobrou dostupnosti
kysliku se objevuje aerenchym t&mvzdy pod pl& suberinizovanymi hikami
exodermis. Vyjimku tvéi situace, kdy rostliny jsou zaplaveny vodou a &asthypoxie.
Tehdy se aerenchym &aa tvdit jeS€ pred vznikem suberinové lamely v exodermis
(Enstone & Peterson, 2005). AvSak v souladu s&gjid lipidickych slozek v hypodermis
zblochanu Glyceria maximg (viz kap. 2.3.2.) po chemické analyze si Ize kigtstzku,
zdali u rostlin, kde byla popsana tvorba exodern@sazujici na vznik aerenchymu, je
tomu skutén¢ tak, nebo jen v oblastech blize vrcholu nebyladexmis zatim detekovana
(Soukupet al, 2007).

Naopak vysledky v radialnim smu v ka‘enech z poslednich let ukazuji jasnou
koordinaci mezi vyvojem postrannich flemi, ukladanim suberinu v endodermis i
exodermis a mezi tvorbou lyzigenniho aerenchymutaile pozorovani Kkuktice
(Z. may$ péstované ve vermikulitu dalo nasledujici odpdiv Bunkam exodermalni vrstvy
vzdy chybi suberinova lamela, pokud se nachazajistech budouciho pristani PK.
Pouze s menSimi vyjimkami plati, Ze v mladSich zbnaene byvaji propustné hky
v endodermis gazeny radialé s buikami v exodermis, jimz chybi suberinizované
burgcné sény. Ténei vzdy se nachazeji pobliz oblasti, kde maji v bedayprofistat PK
(Enstone & Peterson, 2005). Koordinace vyvoje PKeaodifikované exodermis byla
pozorovana i u rdkosWP( australid. Nesuberinizovana exodermigepre zaji¥uje velmi
maly odpor pro snadné wistani PK. Oblasti, ve kterychugtavaji bugcné seny
exodermis nemodifikované, jsou nazyvany ,okna“, $¢duzi jako mista pro radialni unik
kysliku z kadene do okoli (Armstrongt al, 2000; Soukupet al, 2002). Pokud se vSak
nasledkem stresu, nappiitomnosti fytotoxii urakosu P. australiy, tato ,okna“
nachazejici se proti primordiim PK suberinizujifiiikuji, PK jsou u¥znény uvnit HK a
nemohou pratrst (Armstrong et al., 1999). Tato ,okna“ vSak tak@ozuji unik jiného

plynu, ethylenu, z k@ni. To by mohlo vys#tlovat, pr& sektory primarni #ry
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vyskytujici se radiadlproti inicialam v pericyklu netvd lyzigenni aerenchym (Armstrong
et al, 2000; Enstone & Peterson, 2005). Za normalnictinppoek bez fitomnosti PK
utvorené apoplastické bariéryfeggm¢ brani Gniku ethylenu, jehoz zvySend endogenni
koncentrace pak @ize indukovat tvorbu pra&vtohoto typu aerenchymu. Tuto hypotézu
vyslovil u orobince Typha angustifolig T. glaucg jako jeden z prvnich Seaget al
(1999b). Zahrnuti ethylenu v signalni draze vedauerbs lyzigenniho aerenchymu bylo
jiz popsano v fedchozi kapitole (2.2.2.4.), (Drest al, 2000; Gunawardenet al, 2001)
Jak je tomu urostlin, kde tento aerenchym vznikivednez je vytvéena exodermis
(viz vySe) nebo kde se vytkiajiny typ aerenchymu, tstava zatim otazkou. Jedna
z prvnich zminek o odliSnostech se vyskytuje vatipbvé praci Lichtenberkové (2002),
kde bylo zjiS¢éno, Ze u puSkvorceAcorus calamus u kterého se twd schizogenni
aerenchym, i#stava v mist vyrastajiciho PK zachovan aerenchym a taktéZz exodermis

s Casparyho prouzky a suberinovou lamelou profistgjicimu PK #stava neferusSena.

2.4. Auxin

Ze skupiny pti hlavnich rostlinnych horman je auxin povazovan za jeden
z nejdilezit¢jSich. Nazev auxin pochaziieckého slovauxein coz v fekladu znamena
rast, prodluzovat se. Nejtsi podil ve vysSich rostlinach ma struktuoelkem jednoduchy
derivat indolu IAA (kyselina indol-3-octovd), kterfg spolu s #kolika dalSimi, jako
nagiklad 4-CI-IAA (kyselina 4-chloroindol-3-octova),tdea byla nalezena u hrachu
(Pisum sativumy a IBA (kyselina indol-3-maselna) u itae (Sinapis arvensj)sa kukdice
(Zea mayp zahrnovan do skupinytipodnich auxif. Pro studium funkci auxinu se uziva
prevazre synteticka forma 1-NAA (kyselina naftalen-1-octpwav mensi nie téz 2,4-D

(kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova), (Taiz & Zeig@02).

2.4.1. Syntéza auxinu a jeji lokalizace

Dosud nebyla nalezena rostlina, ktera by nebylaomtad syntetizovat tento
fytohormon (Callis, 2005). Auxin je v ¢hterych vysSich rostlinach syntetizovan
z aminokyseliny tryptofanu, avSak u vSech zkoumbhmgstlin existuje téz paralelni cesta,
kterd je natryptofanu nezavisla (Zazimalova & Napi2003). Podle gvodniho

piedpokladu byla syntéza auxinu lokalizovana vyhéada vrcholech prytu. Sledovanim
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nadzemnickeasti rostliny byla syntézde novodetekovana zejména v mladych listech a
v déloh&ch, picemZ nej¥étSi kapacitu syntézy maji mladé listy, u nichz sezpétSovani
jejich velikosti postup# snizuje hladina auxin a to az stokrat (Ljungt al, 2001).
PozdjSi vysledky sledovani transportu aukin nadzemnich zdrbjdo kaeni a sledovani
projevi pii pokusech s odstilavanim tiznychéasti rostliny prokazaly, Zze auxintie byt
potencialg produkovan téry vSemicastmi rostlinnéhoéta. Podrobnym rrenim miry
syntézy v podzemniclidstech byla nejintenzi¢jsi syntéza lokalizovdna v meristému,

nicmeére i v dalSichcastech keene bylade novosyntéza potvrzena (Ljurgg al, 2005).

2.4.2. Transport auxinu

Transport auxinu ve vySSich rostlinachijeeny proces, podilejici se na regulaci
vyvoje a fstu rostlin (Paciorek & Friml, 2006). Bylo zj&to, Ze jsou transportovany
piirozené i syntetické auxiny. Transport probih&rda tiznymi cestami, které se dapii
a navzajem na sebe navazuji. Prvnichto cest probiha v rostlinnepolarg a byva
ozn&ovana jako transport na dlouhou vzdalenost. Probéhfloému, ve kterém je auxin
transportovan hromadnym tokem spolu s ostatnimabwdity, cemuz odpovida i rychlost
toku 5 - 20 cm.fi (Friml & Palme, 2002). Sin toku z&visi na umishi metabolickych
sinka, proto je tento transport energeticky neéago(Swarupet al, 2001).

Oproti ostatnim istovym regulatarm je auxin navic distribuovan skrz rostlinné
telo aktivre, jednosmérnym polarnim transportem (Leyser, 2001; Benjanenal, 2005).
Polarni auxinovy transport (dale PATdepstavuje typ transportu na kratkou vzdalenost,
ktery probihd z btky do buiky (cell-to-cell), (Rashottet al, 2000). Je zprostdkovan
specifickymi ffenasei, co? zpisobuje jeho nizsi rychlost, kolem 5 - 20mih.fa vy3si
energetickou natmost (Friml & Palme, 2002). Z¢hto divoda je citlivy na nedostatek
kysliku, ¢ehoZ se spolu s inhibitory PAT vyuzZivé ptudiu &inka tohoto typu transportu
na hizné vyvojové procesy. Nejznéjai z inhibitoi, které blokuji vytok auxinu z bék,
jsou NPA (kyselina 1-N-naftalenftalamovd), ktera iseli do skupiny tzv. fytotropin
(Muday et al, 2003), a kompetitivni inhibitor TIBA (kyselina 25-trijodbenzoova),
(Friml & Palme, 2002; Boerjaet al, 1995). V posledni d@bse také z&ly pouzivat
inhibitory vtoku auxiri, jako napiklad 1-NOA (kyselina 1-naftoxyoctova) nebo CHPAA
(kyselina 3-chlor-4-hydroxyfenyloctova), avSak dosse pouZivaji podstatrmért nez
inhibitory vytoku (Imhoffet al, 2000; Parret al, 2001; Rahmaet al, 2002).
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V nadzemnicltastech rostliny probiha PAT od vzrostného vrchodulsu snérem
k jeho bazi, tedy bazipet&inAuxin je transportovan, jak bylo zj&to u hrachu Risum
sativum) a husertku (Arabidospis thaliang podél cévnich svagk v parenchymu
obklopujicim cévni svazky, v prokambiu, eventdelmnezralych xylémovych elementech
(Morris & Thomas, 1978; Morrigt al, 2004). V kdeni je auxin transportovan tkami
sttedniho valce stmem k jeho Spice, tedy akropetdtn Odtud postupuje \&Bimi
vrstvami kdene, pravépodobré skrz epidermis a/nebo &8i vrstvy primarni Ery,
smeérem k jeho bazi, tedy bazipetélnrento ,obrat* ve siru toku auxinu kéenem byva
popisovan jako ,fountain-model” (Benkowi al, 2003). V roce 2005ili Blilou et al.
S Upravou tohoto modelu, ktery ra@i§io existenci jakéhosi zftného toku auxinu (auxin
reflux loop) sméiujiciho z vigjSich vrstev kéene zgt do jeho vnitnich vrstev. Tento
systém Fejm¢ umoZiuje karemim uritou nezavislost na auxinu dopravovaném
Zz nadzemnickiasti rostliny.

Obr. 2.17: Schéma chemiosmotické hypotézy Pro transport auxinu na urovni iiky
Friml, 2003 . , . .
(Friml ) je podstatnych ¢kolik mechaniznd. V roce

I

AR === Attt 1970 byla navrzena chemiosmoticka hypotéeza
Cell wall % D"@;f@" (Jacobs & Gilbert, 1983)obr. 2.17) podle

BT B ransgon které IAA vstupuje do butk pies
plazmatickou = membranu Bu pasivre

PIN-family v nedisociované lipofilni forg (IAAH) nebo
IAA

Influx / pH=5.5 aktivnim symportem v aniontové foenflAA "
carrier (?—‘ ymp eng )
AUX1 IAAH s dwma protony (Blakesleeet al, 2005).

N 1

V cytoplazng je hodnota pH vysSi (pH~7) neZ v prostoru &mé sény (pH~5,5), proto

molekuly auxinu, které jsou slabé kyseliny (pKa,#5), po pekrateni plazmatické

membrany snadno disociuji a diky svému naboji, ykigm znemo#uje samovolny

prichod plazmatickou membranou, jsou ,lapeny” wdmi (Leyser, 2005). Tento gradient
pH je udrzovan aktivitou protonovych pump,”ATP&z, umisinych na plazmatické

membrag (Taiz & Zeiger, 2002).

Aktivni prenos auxinu fes plazmatickou membranu donly zajig'uji auxinove
vtokové enasSeée zvané AUX1, které byly nalezeny u hus&ni(A. thaliang, (Swarupet
al., 2001). Tyto proteiny jsou v kenech lokalizovany v pletivech istiniho valce,
v buikach kolumely kéenovécepicky, v ¢asti burk stedniho valce apikalniasti kaene
navazujici na funini floém a v epidermalnich bkach kdene (Swarupet al, 2001;

Hobbie, 2006),(obr. 2.18) Pra¥ AUX1 ziejmé zaji¥'uji propojeni mezi fyziologicky
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odliSnymi

floémovym transportem (Morris & Thomas, 1978; Frigl

Palme, 2002).

K pfenosu ioni auxinu z biky slouzi auxinové
vytokové genasée zvané PIN proteiny (Benkow al, 2003).
Po dlouhou dobu nebylo jasné,
transportéry, nebo jedast regulaniho mechanizmuidiciho
jejich lokalizaci (Leyser, 2005). Teprveagn dv¥ma lety bylo
zZjisténo, Ze PIN proteiny zpragtdkovavaji vytok v zivéisnych
bunkach (HeLa) a kvasinkovych hikiach bez pdeby dalSich
rostlinnych specifickych faktdr(PetraSelet al, 2006). PIN je

rodina osmi

kontroluje distribuci auxinu a tim ic¢hteré aspekty regulace L=

a prostoroy odcdlenymi

integralnich  membranovychproteini, ktera

cestami - PAT a oObr. 2.18:
Imunolokalizace
hematogglutinin-AUX1
ve Spéce kdene,
konfokalni mikroskop,
Useka = 2Qum (Swarup
et al, 2001)

zda PIN jsou vlast

burg¢ného @leni a bug¢ného fistu (Paponoet al, 2005; Blilouet al, 2005; Blakesleet
al., 2005; Wisniewskaet al, 2006), (obr. 2.19) Protein PIN1 je ve stonku lokalizovan

v souladu s bazipetalnim PAT na bazalni strgnodluzujicich se parenchymatickych

burgk xylému a butk kambia, v kéenech byl detekovan v inicidlach vodiveého pletiva a

Obr. 2.19: Siéry toku auxinu a
lokalizace proteinu PIN v kofenové
Spiice; vpravo piklady detekce proteinu
PIN pomoci specifickych protilatek u
husenéku (Arabidopsis thaliang(Friml,

2007)
|PIN3
IN7¢

M PN1 T _
-T._N? 1 Prmz

S B
{ 1 |
| R
| i \ i

Kildowé centrum “d 5 T PING

a
kotenovi Eeplka

jejich derivatech (Galweileet al, 1998). Mutace

tohoto genu zjsobuje sniZzeni bazipetalniho
transportu auxinu v ose &enstvi a defekt ve vyvaoiji
vodivych pletiv. Takovéto rostliny vytvéji pouze
osy kwtenstvi bez k#ti a podle podoby k pletaci
jehlici dostal tento mutant a pém i cela genova
rodina, jménopin (pin - formed, (Galweileret al,
1998). Ukéazalo se, Ze tato oblast sasté&nc¢
piekryva s oblasti vyskytu proteinu PIN4 (Friet
2005). Mensi vyskyt

PIN1 byl téZ pozorovan v epidermis a v primarni

al.,, 2002b; Paponowt al,

kure kaene (Blilouet al, 2005). Polarni lokalizace
PIN1 proteinu je dana jeho neustalym cyklovanim
mezi plazmatickou membranou a endosomalnim
kompartmentem (Geldnet al, 2001) a tento proces
je citlivy na BFA (brefeldin A) a je pod kontrolou
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proteinu GNOM (kédujici ARF/GEF = ADP ribosyl fact&TP/GDP exchange factor),
(Muday et al, 2003). Protein PIN4 je lokalizovan polé&ramerem k inicialam kolumely,
tedy mistu akumulace auxinu vikoové Spice. Mutant tohoto proteinpin4 se vyznauje
defektem v ustaveni a udrZzeni endogenniho gradantunu (Frimlet al, 2002b). Poté je
auxin veden bazipetalnim transportem, ktery fenps’'uje do prodluzovaci zony kene.
Tento transport je zaji&t proteiny PIN2, které jsou umdsly polarré na hornich stranach
burgk epidermis, v béni korenovécepiice a pevazié na bazalni stranburgk primarni
kary (Mdller et al, 1998; Paponoet al, 2005). V endodermis hypokotylu, v apikalnim
zalkiveni a v kdeni v bukach kolumely a po stranach kikn pericyklu lezZicich
v prodluZovaci zéhbyla zjiS€na gitomnost proteinu PIN3 (Frindt al, 2002a). Ten svou
relokalizaci umo#uje kaeni vnimat graviténi stimul a odpovidat nasp(Friml & Palme,
2002) Patym vytokovym penasSéem vyskytujicim se nejem korenech je PIN7. Jeho
exprese probiha jiz¢éhem ¢asného vyvoje embrya a je zahrnut v kontrole igna
embryondlni osy zpragtdkované auxinem (Fringt al, 2003). V kdenu je lokalizovan
na boku a na bazalni stegprokambialnich bu¥k v meristematické a prodluZzovaci 2éa
téZ byl nalezen v hikach kolumely, kde serekryva s oblasti lokalizace PIN3 (Blilaat
al., 2005). PIN6 je exprimovan v primordiu postrannit@iene a je tedy spojen s jeho
vznikem (Benkovéet al, 2003). PIN5 a PIN8 nebyla dosudiipzena Zadna funkce
(Paponowet al, 2005).

2.4.3. Prijem auxinu

Signalni draha auxinu u huseki (Arabidopsis thalianp zaina vazbou auxinu
na receptor TIR1 (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE (Kepinski & Leyser, 2005;
Dharmasiriet al, 2005). Jde o F-box protein, ktery je &asti komplexu SCF. Jakmile
dojde k navazani auxinu na komplex SEE jsou proteiny Aux/IAA oznékovany
ubiquitinem a nasledn degradovany. Tyto proteiny interaguji s ARF (AUXIN
RESPONSE FACTOR) a slouzi jako represory transkrig8ecko, 2007). Po jejich
rozkladu dochazi k aktivaci ARF, které se vaiiimm na DNA a aktivuji transkripci gén

rané odpowdi na auxin (,early response genes"), (Leyser, 2@Giiorek & Friml, 2006).
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2.4.4. Projevy puasobeni auxinu

Tato relativé jednoducha slaienina se uplauje v Siroké Skaletznych proces.

Na burgéné urovni ma potenciél ovlivvat fiist a édleni burtk (Leyser, 2001).

Pfi vyzkumu vyvoje kéenového systému a zejména jeho postranni¢bnkqdale
PK) se auxinfadi mezi nejprozkoumdjsi a nejdlezit¢jSi signaly. Vysledky dnes jiz
klasickych praci ukazuji, Ze exogenni aplikace I&Arostoucim rostlinam stimuluje
u WétSiny druhi vyvoj a emergenci PK (tj. prastani PK z rodiovského kéene), (Blakely
et al, 1982) a naopak odtim vrcholi prytu a kdeneci aplikaci inhibitofi auxinu dochazi
k inhibici vyvoje PK, jak bylo podrolinsledovano u husetku (Arabidopsis thalianpa
hrachu Pisum sativur)) (Wightman & Thimann, 1980; Hinchee & Rost, 198&simiroet
al., 2001; Bhaleraet al, 2002b). B zkoumani dinku auxinu na uiita stadia vyvoje PK
se ukazalo, Ze auxin svou akumulaci v entsidouciho primordia ovliwje fazi sns
piedchazejici antiklinalnimu &teni, ktera je charakteristicka pro prvéptek iniciace
zékladu budouciho kene (Casimiroet al, 2001). Ri sledovani vyvoje primordia
u huseniku (A. thaliang se zjistilo, Ze biky pericyklu na xylémovém polu postupuji
do G2 faze buwtného cyklu, kdeZto ostatni #ky pericyklu Zistavaji v Gl fazi
(Beeckmanet al, 2001). Aistdvd zatim nejasné jak rostliny kontroluji readktiv
burgcnych cykli béhem vyvoje, ale s nejtSi prava@podobnosti hraji hlavni roli rostlinné
hormony, zejména prévauxiny, které #ejm¢ stimuluji v gedem ukenych buikach
pirechod G1- S faze bu&ného cyklu negativni regulaci transkripce CDK Aliénich
proteini KRP2 (KIP-RELATED PROTEIN 2), (Himaneet al, 2002). Auxin vSak
neovlinuje pouze prvni stadia iniciace PK (tedy vznik tzekladatelskych buk), ale
pusobi i na dalSi stadia vyvoje primordia, kdy dodéhazeho pfibéhu k fiznému
piesngérovavani toku auxinu pragtdnictvim gemis’ovani PIN proteifi (Benkovaet al,
2003). Ri sledovani PAT § vyvoji PK husendku (A. thaliang s vyuzitim gislusnych
inhibitord se ukazalo, Zze sm toku auxinu ovliviuje rozdilné procesy - bazipetalni
transport reguluje iniciaci primordia a akropetjktio naslednyust (Reedet al, 1998;
Bhaleraoet al, 2002a). Auxin je také zodp&idny za organizaci apikélniho meristému
uvnitt primordia (Laskowskiet al, 1995). Pomoci PAT se ve vrcholuikoe ustavuje
auxinové maximum, které jeakbzité pro vznik klidového centra. Po jeho vyteni se
auxinové maximum iesouva a ovlikuje inicialy kolumely (Kerk et al, 2000).
Problematika vzniku a vyvoje PK a vliv auxinu n#otyprocesy je podroki shrnuta v mé
bakal&ské praci (Husakova, 2006).
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Dulezitou udlohu hraje auxin 1 v tropickych odpalich, jako nafiklad
ve fototropismu (asymetrickémistu organu vedouciho k ohybu zaétsem), (Secko,
2007)¢i v gravitropické reakci kienového systému. Rostliny vnimaji zemskou gravitaci
pomoci sedimentace specializovanych ddagch organel obsahujicich Skrobova zrna,
statoliti. Po znén¢ gravitatniho vektoru se tyto organelygmig’uji na nizsi stranu bk,
spolu s proteiny PIN3, které jsou za normalnich rpioetk v plazmatické membrén
umiseny rovnongrné. Diky nim je ffenaSeno &Si mnoZstvi auxinu na niZsi stranudwoe,
kde v prodluZzovaci z@nzpisobuje inhibici #@stu (Friml et al, 2002b; Friml, 2007;
Wisniewskaet al, 2006; Rashottet al, 2000).

Auxin také kontroluje fylotaktické uspadavani ketu a listi (kontroluje umisini
jejich zakladh), (Jonssonet al, 2006), udrzuje apikalni dominanci a reguluje bor
apikalniho zakveni (viz kap. 2.6.). Jettezity i pro regulaci tvorby a organizace floému a
xylému. Jak bylo sledovano na epikotylech hracliu gativumpy a u huserku

(A. thaliang, pii poraréni mize auxin indukovat jejich regeneraci (Saetkal., 2006).

2.5. Ethylen

Ethylen, neboli ethen, je jedinym plynnyfienem ve skupi péti hlavnich
rostlinnych hormoti. Jde o nejjednodussi alkefadici se mezi nejmensSi organické
molekuly, leRi nez vzduch (Cram & Hammond, 1969). Ve vyzkume, ial/ praxi, se
casto uziva chemicky prekurzor ethylenu - ethephomsglina 2-chloroethylfosforma),

(Hansen & Grossmann, 2000; Mergemann & Sauter,)2000

2.5.1. Vznik ethylenu a jeho regulace

Ve druhé polovia dvacatého stoleti byla postuppopsana biosynteticka draha
tohoto hormonu. Prvnidlenem této drahy je aminokyselina methionin, kigséa nazev
celému cyklu (tzv. methioninovy cyklus, zvany téangiv cyklus), (obr. 2.20) (Yu &
Yang, 1979). Z methioninu vznika ethylen édva mezikroky, které zahrnuji vznik
meziproduktu SAM $adenosyl-L-methioninu, v literatee ozng&ovaneho také jako
AdoMet), (Kim et al, 2001) a bezprostdniho prekurzoru ethylenu, cyklické kyseliny
ACC (kyseliny 1-aminocyklopropan-1-karboxylové),léBcker & Kende, 2000). Prvnim
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Obr. 2.20: Methioninovy cyklus (Bleecker & Kende, 2000),
ACC = kys. 1-aminocyklopropan-1-karboxylova,

Ade = adenin, AdoMet = S-adenosyl-L-methionin,

KMB = kys. 2-keto-4-methylthiomaselna, Met = mettfiig
MTA = 5-methylthioadenosin, MTR = 5-methylthioritehz
MTR-1-P = 5-methylthiorib6za-1-fosfat
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Kim et al, 2001), naopak ethylen

nagiklad u vigny ¥igna radiatg pasobi na tento enzym negatévfKim et al, 2001).
K ovlivnéni vSak dochazi igsobenim roztinych stres, jako napiklad hypoxie, poragni,
chladu, sucha a nebo vapghu vyvoje - pi zrani plodi ¢i starnuti kéta (Ecker, 1995;
Taiz & Zeiger, 2002). # studiu ethylenu se meziasto pouzivané inhibitoryugobici
na tento krok biosyntetické dralrgdi 1-AOA (kyselina 1-aminooxo-octova) a ethoxy -
analog rhizobitoxinu - AVG (aminoethoxy-vinylglygi, (Yu & Yang, 1979). Druhym
dulezitym enzymem je ACC oxidaza, kteréepadi ACC na ethylen, oxid ubilly a kyanid
(Ecker, 1995), a tento krok vyZaduj#tpmnost alesppurcitého mnoZzstvi kysliku (Taiz &
Zeiger, 2002). ACC oxidaza patdo rodiny gen ¢itajici u huserku (A. thaliang
17¢lena (Thain et al, 2004) a u vigny Y. radiatg bylo zjiS€no, Ze je pozitiva
ovlivnitelna ethylenem a naopak negativma ni gisobi auxin a cytokininy (Kinet al,
2001). Ri studiich &inku ethylenu se idve ¢asto pouzivaly inhibitory tohoto enzymu -
CoChk (Yu & Yang, 1979)¢i AgNO;s (Justin & Armstrong, 1991a), avSak pro jejich
negiznivé pisobeni na rostlinny material se od jejich pouddtsto upousti ve prosgh
inhibitora enzymu ACC syntazy (Ecker, 1995). Mezi dal$i uiévanhibitory pati
nagiklad AIB (kyselinaa-aminoisomaselna), coz je neaktivni analog ACCr{liet al,
1999).

U nekterych druli rostlin bylo zjiSéno, Ze produkce ethylenu je regulovana

prostednictvim s¥tlem fizenych dennich hodin, oviivjicich zejména expresi ge®CC
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syntazy. Uvahbovani ethylenu z huseiku (A. thaliang vykazuje jediné maximum
uprosted sételné periody (Thainet al, 2004), naopak Wwiroku (Sorghum bicoloy,
(Finlayson et al, 2004; Finlaysonet al, 1998), ¢i merliku (Chenopodium rubruin
(Mach&kovaet al, 1997) dochazi u hladin ACC k dennim vykgv s rékolika maximy.
Amplituda €chto rytma se zvysSuje $ zastirgni (nizkém pordru kratkovinného i
dlouhovinnému z&ni) a v mutantech deficientnich na fytochrompByB), (Finlaysonet
al., 1998). Tito mutanti vykazuji zvySeny pémnadzemnich ku podzemnim orgém
(podobré jako normalni rostliny rostouci v zastim), avSak je-li tento fenotyp spojen se
zvySenim produkce ethylertiispiSe s absenci fytochromu B, je zatim otazkanlgfson
et al, 2004). Uloha rytmické produkce ethylenthbm dne zatim nebyladema u zadného
druhu, avSak bylo zji8ho, Ze tyto rytmy &jmé nejsou nepostradatelné pro rytmickptr
rostlin (Thainet al, 2004).

2.5.2. Receptory ethylenu a vedeni signalu

Pri studiu signalni drahy ethylenu u huséni 5. 5 51 74y, triple response

u etiolovanych rostlin huseatku
(Arabidopsis thaliang

identifikovani podle tzv. triple response. Vyrazhyc (S&panova & Alonso, 2005)

(Arabidopsis thalianp hrali nezastupitelnou roli mutanti

morfologickych zmndn na ethylen u etiolovanych rostlin Air Ethylene
hrachu si poprvé vSiml NeljubouZ v roce 1901 (Taiz &
Zeiger, 2002). U husetku (A. thaliang se tato odpasd’
projevuje inhibici prodluzovani keni a hypokotylu,
radialnim  tloustnutim  hypokotylu a nadmym
zalfivenim jeho vrcholyobr. 2.21) (Guzman & Ecker,
1990; Ecker, 1995; Smalkt al, 1997). Diky skuténosti,
Ze je ethylen plyn, jenz lehce pronikd vodou
hydrofébnim prosedim, miZze se pohybovat rostlinou

témet bez omezeni, a tudiz neni fedta pisné lokalizace
receptod ani zadného slozitého transportniho aparatépédiova & Alonso, 2005).
Ethylen je pijiman rodinou pti receptoti (ETR 1 = ETHYLENE RESISTANT, ETR 2 =
ETHYLENE RECEPTOR, ERS 1, ERS 2 = ETHYLENE RESPONSHNSOR a EIN 4 =
ETHYLENE INSENSITIVE) se sekvemi podobnosti s bakterialnim dvoukomponentnim
systémem histidinovych kinaz (Visser & VoesenekQ40 Diky rozvoji charakterizace

mutanfi husentku (A. thaliang byla sestavena drahaeposu signalu (Spanova &
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Alonso, 2005). Podle tohoto modelu jsou receptokyivai pouze v nefitomnosti
hormonu. Po jeho navazani se receptory stavajitimaéki a dochézi k aktivaci CTR 1
(CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1), coz je negativefulator signalni cesty a je
povazovan za centralniiast této drahy. ienos signalu je v séasné dob neznamy,
uvazuje se o MAP-kinazové kaska@APK = MITOGEN ACTIVATED PROTEIN
KINASE). DalSimi¢leny signalni drahy ethylenu jsou pozitivni regatgtEIN 2 (Guzman
& Ecker, 1990) a néasledrEIN 3 (nebo jemu podobny EIL), ktery reguluje sRknpci
ERF1 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR), jehoZz expreseevédaktivaci uitych
odpowdi na ethylen (shrnuto v Guo & Ecker, 2004; Vis&arfoesenek, 2004).

2.5.3. Projevy ptsobeni ethylenu

| kdyZ je ethylen nejjednodussi organickou gkminou s biologickou aktivitou,
zprostedkovava celodadu fiznych proces (S&panova & Alonso, 2005). &oliv témst
kazdé pletivo rostlin ma schopnost syntetizovattadytohormon, jeho normalni produkce
se uskuténuje v odpo¥di na jisté vyvojové fazeéi podrity prostedi (Guzman & Ecker,
1990). Produkce ethylenu v3ak neni omezena poursstiay, coZz doklada nalez u houby
Fusarium oxysporurh lycopersici(Waggoner & Dimond, 1954).

Na burg¢né drovni je ethylen schopenémt osud butk, které Zistavaji
kompetentni k buitnému dleni, a polaritu samotného bitmého &leni. Risobeni
ethylenu potlauje burgéné cleni inhibici syntézy DNA tim, Ze zabrani vstupunéu
do profaze bu&tného cyklu, a to ve vrcholech prytu i hlavnichidwmi hrachu Pisum
sativun), (Apelbaum & Burg, 1972). Po tgchodném zvySeni hladiny ethylenu
v etiolovanych hypokotylech okurkyC(acumis sativys (Pierik et al, 1999) vSak dochazi
ve vyvijejici se epidermis ke zfr&&@mu zvySeni pu buréénych dleni (Kazamaet al,
2004). U etiolovanych rostlin hracht.(sativumy byl popsan i jeho vliv na bgtnou
diferenciaci (Apelbauret al, 1972), (viz kap. 2.6.).

V zavislosti na néasovani oSéeni ethylenem, na fyziologickych podminkach,
véku a druhu rostliny ethylen pozitigréi negativré ovliviiuje prodluzovani jednotlivych
rostlinnych organ. Jednim z klasickych vlivethylenu u huseditu (Arabidopsis thaliana
je jeho omezenitstu kaene nebo na prodluzovani hypokotylu etiolovanychtliro
(Guzméan & Ecker, 1990; &tanovaet al, 2005). Naopak stimulaciistu vykazuje

u korenoveho vldSeni r&gte (ycopersicon esculentym(Clark et al, 1999), pi tvorbé
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adventivnich keéeni, pii tvorb¢ aerenchymu za hypoxickych podminek (Dretval, 2000)
nebo u hypokotylu huseatku (A. thaliang rostouciho na s¥le (Smalleet al, 1997),
(viz kap. 2.6.).

Béhem vyvojovych procés byla nezastupitelna role ethylenu popsana také
pii uréovani pozice bu¥k, ze kterych vznikaji k@nové vlasky, prostdnictvim
aktivace/deaktivace proteinu CTR 1 (Tanimetal, 1995), u tvorby adventivnich keni
petunie Petunia x hybridaa ragete (. esculentum (Clark et al, 1999), kléeni semen
nebo nagiklad zrani plod. Bylo zjiS€no, Ze wkteré plody vykazuji na gétku zrani
zvySenou respiraci spolu se zvySenou produkci eyl Jsoufazeny do skupiny
tzv. klimakterickych plod afadi se k nim nagklad jablka, banany, avokado, daja, fiky,
mango, olivy, broskve, hrach, Svestky, hrusky, mieyu nektarinky, baivky nebo teba
kiwi (Taiz & Zeiger, 2002; Trainottiet al, 2007), (viz kap. 2.6.). Mezi dalSi funkce
ethylenu paf preruSeni dormance semen a pupanceni pohlavi keta (Taiz & Zeiger,
2002) nebo urychleni otevirani & nagiklad u ize Rosa hybrid® kde je ethylen
nejprve vniman semenikem (Xe¢ al, 2008). Qilezitou Uulohu ma ethylen ifpstarnuti
pletiv nebo opadu orgédnU transgennich rostlin tabakiNi¢otiana sylvestrismutaci genu
receptoru ethylenu ETR 1-1 z hus#ai (A. thaliang je zpoZz@n nastup a mibeéh starnuti
listt a kwta (Yanget al, 2008). Ethylen téZ Zigobuje zeslabeni apikédlni dominance
snizenim porru auxinu/cytokinii ve vrcholech prytu petunieP( hybridg, ¢imz
podporuje fist postrannich pupér{Haveret al, 2003).

Pfi zkoumani vlivu prosedi bylo zaznamenano, Ze se jeho hladina zvySuje
pii mechanickém poSkozeni rostlinyfi pzatopeni, mrazu, suchu nebdi mapadeni
patogenem (Ecker, 1995; Bleecker & Kende, 200Gj. pgPorastani kdeni rajcete
(L. esculentumutuzenou pdou hraje ethylen také vyznamnou roli, nébglo zjiS€no, ze
koreny mutani necitlivych na ethylen rostly v mechanicky odg#i padé hure nez koeny
kontrolnich rostlin (Clarket al, 1999). Ethylen je téZ vyZadovan pro &Smou kompetici
rostlin o s¥tlo. Jak bylo sledovano u tabakN.(tabacuny ethylen jiz ve velmi nizkych
koncentracich slouzi rostinjako jeden ze sign&l ktery ji informuje o pitomnosti
sousednich rostlin.¥Ppiijmu signalu rostlinou dochéazi ke stimulaci prodiuni prytu a
nagimeni listi (hyponastii), coz rostlkhumoziuje vyhnout se negativnimu vlivu zasimn
(Pierik et al, 2003).
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2.6. Interakce mezi auxinem a ethylenem

Samotny auxin i ethylen hraji velicdildzitou roli v mnoha rozinych procesech
rastu a vyvoje rostlin. V mnohatipadech se vSak jejichigobeni pekryvaiji¢i vzajemrg
dophuji. | kdyZz v sodasné dob je velmi mnoho znamo oi@nosu signalu auxinu i
ethylenu, zatim existuje jen malo informaci o jejizajemné interakci. U mnoha proées
kde byl zprvu pedpokladan vliv jediného fytohormonu, byla p&zdjiSténa sodinnost i
vice nez dvou. To vystluje, jak jedina latka rize zprostedkovat Skaluiznych proces,
at jiz v samotném ustu a vyvoji rostlin, nebotzné odpowdi na abiotické i biotické
stresové faktory (Rickaet al, 2007; Sipanovéet al, 2005).

Na molekularni arovni ma auxin pozitivni vliv nazgm ACC syntdzu (Abedt al,
1995 - zkoumano u huseéki (Arabidopsis thaliang Hansen & Grossmann, 2000 -
u svizele Galium aparing), umozujici konverzi SAM na ACC, imy prekurzor
ethylenu. V promotorech gérkddujicich ACC syntazu byla nalezena ARF vazebisian
ktera jsou regulovana auxinem g&&novéet al, 2007). Progednictvim tohoto fisobeni
mohou byt mnohé procesyipisované auxinu ve skuteosti vysledkem vlivu ethylenu
(Yu & Yang, 1979; Abelet al, 1995; Kimet al, 2001). Naproti tomu nedavno byly
identifikovany v kdenech husetku (A. thaliang dva genyWEI2/ASAla WEI7/ASB1
(WEI = WEAK ETHYLENE INSENSITIVESA = ANTHRANILATE SYNTHASHE, ASB
= ANTHRANILATE SYNTHASPRL), které jsou pozitive regulovany ethylenem. Tyto
geny kéduji podjednotky anthranilat syntazyleditého enzymu v biosyntéze tryptofanu
(zprostedkovévaijici konverzi chorizmétu na anthranilatpélzoz vychazi jedna z drah
vedouci k syntéze auxinu Eptinovaet al, 2005). Bylo také zji&ho, Ze signalizace
ethylenu nebo jeho odpédi zaviseji na stavu transportu auxinu, jeho sigihkhskad a
odpowdi. Na druhou stranu odp&¥ ethylenu je postradatelnd pro normalniilggh
pozorovatelnych odp@di auxinu (Colletet al, 2000; Stpanovéet al, 2005).

Procef, ve kterych auxin a ethylen figuruji sp&ah, & jiz synergicky nebo
protichidn¢, je mnoho, avSak molekularni mechanizmy, kterympols tyto hormony
intereaguji nejsou ifli§ prozkoumané (Spanova et al, 2005). Jednim z proaes
kontrolovanych obma hormony je tvorba apikalniho zalkeni (apical hook)
u etiolovanych hypokotyl husentku (A. thaliang, (Ecker, 1995). Vytvieni této struktury
je zajiseno rozdilnym dstem busk na opé&nych stranach vrcholu hypokotylu a funguje
jako ochrana meristematicky@sti prytu, kdyz kdici rostlina proiista gidou na povrch

(Taiz & Zeiger, 2002). Bylo zjigho, Ze ethylen stimuluje tvorbu a udrzeni ipadni
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aktivaci transkripcélLS 1(HOOKLESS }, ktery naopak snizuje hladiny proteinu ARF 2,
jenz slouzi jako negativni regulator auxinové odjlbw apikalnim zakveni. DalSim

z prvki ovliviujicich tento proces je &o, které snizuje hladiny proteinu HLSdimZ se
hromadi ARF 2 a dochazi k narovnavaniizadni (Li et al, 2004). Zajimavé je, Ze
na kontrole prodluzovani hypokotylu husgai (A. thaliang ve tme se Zejm¢ podileji
vedle auxinu a ethylenu téz gibereliny, dalgleni skupiny fytohormof, avSak vSechny
tyto regulatory #ejmeé pracuji na sobnezavislym zppisobem (Colletet al, 2000).

Provazanost auxinu s ethylenem jejma i (i tvorbé korenmi. Skut&nost, Ze auxin
v nizSich koncentracich stimuluje tvorbui&ni a ve vySSich ma naopak inhibi vliv,
podobré jako oSeateni kaem ethylenem¢i jeho prekurzorem ACC, je jiz dlouho znama
(Stspanovaet al, 2005). Bi podrobrgjsim zkoumani v3ak bylo zji&to, Ze zvysena
hladina auxinu zjgsobuje urychleni produkce ethylenu, ktery pak negatovliviiuje st
koreni. Tedy negativni fisobeni auxinu je ve skuigosti zgisobeno ethylenem (Ricka
et al, 2007). SloZitost této interakce doklada zkounkéhéni husentku (A. thaliang kde
bylo zjiS&€no, Ze i samotny ethylen (v mutardux 1) je schopen zisobit ugité snizeni
jejich ristu a Ze ethylen margim¢ schopnost regulovat biosyntézu auxinu ve vrcholu
koreni a tim zvysit jeho negativniciinek na jejich iist (Swarupet al, 2007).

Podobnou interakci mezermito hormony lze pozorovat i u prytu rostlin, kdy
po zvySeni hladiny auxinu a tim i zvySeni hladinghyéenu dochézi ke zpomaleni
prodluzovani internodii, redukci listové plochy gskytu epinastie. &&jm¢ vSak nejde
0 pisobeni pouzeéthto hormoid, neb@ po zvySeni hladiny ethylenu se téz zvySuje
hladina kyseliny abscisové, dalSih@leni rodiny fytohormoii (Hansen & Grossmann,
2000). Urychleni produkce ethylendgmbenim malého mnoZstvi auxinu také podporuje
tvorbu aerenchymu v primarniite adventivnich kieni kukutice (Zea mayp (Justin &
Armstrong, 1991b) a zpomaluje diferenciaci metaxylé a lignifikaci vlaken
u etiolovanych rostlin hrachtP{sum sativur)) (Apelbaumet al, 1972).

Jednou z morfologickych adaptaci na zaplavenifikiag u mokadni rostliny
Stoviku (Rumex palustris je vytv&eni adventivnich k@ni na nezatopenyckiastech
rostlin (Visseret al, 1996). V sotasné dob diky studiu transgennich rostlin tabaku
(Nicotiana tabacumnecitlivych na ethylen panujégastava, Ze ethylen, jehoZ produkce je
za €chto podminek vyraznzvysena, zprostdkovava tvorbu AK zgmou citlivosti pletiv
k endogennimu auxinu, ktery uninge jejich tvorbu (McDonald & Visser, 2003; Visser
al., 1996).
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Zajimava interakce mezi auxinem a ethylenem bylasfoa u kienovych viask.
Pri uréeni burk, ze kterych budou viistat kdenové vlasky hraje vyznamnou Ulohu
ethylen (Tanimotcet al, 1995). Pro tvorbu kKenovych viask je dilezity pouze auxin,
avsSak pi jejich dalSim @istu je nutna souhra obou latek (Rahreaal, 2002).

Dulezita interakceé&chto dvou hormoin se také projevujeipkontrole mitotické
aktivity klidového centra, velikosti kenové ¢epicky a diferenciace buwk cepicky
u kukuiice . may$, (Ponceet al, 2005). Polarni transport auxinu reguluje genovou
expresi v kdenovécepiice a reguluje aktivitu klidového centrag¢imnz souvisi produkce
hraninich burk. Ethylen je vSak schopny modulovat polarni trams@uxinu tim, Ze
ziejmé snizuje koncentracti aktivitu vytokovych penaSéovych proteii, coz bylo
zZjisténo v epikotylech hrachuP{sum sativury (Suttle, 1988). Diky této schopnostiibe
ethylen ovliviovat vyvoj klidového centra, velikost fnovécepicky a pozici auxinového
sinku v kaenech (Poncet al, 2005).

DalSim typickym pikladem misobeni ethylenu je zrani klimakterickych piod
Pavodni gedstavy byly takové, Ze ethylen je zde jedinym m@kté Po uteni rékolika
mutanti rajcete (ycopersicon esculentymmeschopnych produkovat ethyledii grani
(nr = never ripg se vSak ukazalo, Ze spolu s produkci ethylenursgete (. esculentum
¢i broskve Prunus persicazvySuje mnozstvi auxinu.r&meé vSak, vedle jiz zminého
vlivu na syntézu ethylenu, hraje auxirthbm zrani jest svoji vlastni, na ethylenu
nezavislou roli (Trainottet al,, 2007).

Mezi dalSi procesy, ve kterych se uplgt oba tyto fytohormony, siadi napiklad
opad fiznych rostlinnych organ regulace kveteni, kontrola morfogenez#é gnizené
swtelné intenzié nebo gravitropismus kene (Taiz & Zeiger, 2002; Vandenbussetal,
2003).
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Rostlinny material

Jako experimentélni material byla pouzita kiib®i setaZea mayskultivar Cefran,

Oseva Bzenec.
3.2. Kultivace rostlin
3.2.1. Sterilizace a kléeni

Obilky byly nejprve vloZzeny na deset minut do hoviogly (cca 70° C) a naslegn
pak oSeteny dezinfeknim prostedkem (20% SAVO) po dobu dvaceti minut (podle
Stehlikové, (2005) - modifikovano). Po sterilizagly obilky vyskladany do Petriho misek
na filtratni papir navlbeny destilovanou vodou. Zidodu velké citlivosti tohoto
rostlinného materialu na zatopeni, byly Petriho kyis obilkami vioZzeny do dalSich
Petriho misek #tSich ptimera, které slouZily jako rezervoar destilované vodyiiéh pak
dochéazelo k difuzi vody fes filtratni papir k obilkam(obr. 3.1). Takto byly vioZzeny
do termostatu na dva dnyigeplot 27° C. Poté byly vybrany reprezentativni obilky,
tj. nabobtnané obilky podobné velikosti@kovany na Petriho misky jiz bez filtrsiho
papiru, aby se zabranilo p@&gEimu profistani kdeni do papiru a tim i jejich poskozeni
pii dalSi manipulaci. Obilky byly snéeny vodou asi do poloviny svého objemu a
piiklopeny obracenymi Petriho miskami, aby se zallwdosychani vyistajicich keen.
Takto byly ogt vioZzeny do termostatu na jeden den. Po teklii byly ogt vybrany
reprezentativni nakiené obilky s podobnou velikosti iemového systému (v joméru

dosahoval hlavni ken délky 5cm) i nadzemuiésti (cca 4cm).
Obr. 3.1: Kli&eni obilek kukurice (Z. mays)
filtra¢ni papi

sterilizované obilk
Petriho misk

destilovana voc

kuli¢ky alobalt
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3.2.2. Typy kultivaci a kultiva éni podminky

Rostliny byly kultivovany déma zpisoby - pomoci vodnich kultur a kultivaci

Vv papiru.

3.2.2.1. Vodni kultury

Naklicené obilky byly peneseny do kultivaich nadob. Jako kulti¢ai nadoby
slouzila vydezinfikovana (pragtdkem SAVO) skletna gtilitrova nepfitokova akvaria se
sttnami zvenku polepenyniernou folii. Ta zabngovala vstupu sitla ze stran ke kenim
a tim i mnozeni nezadoucich fototrofnich orgariisistupu s¥tla shora bylo zabr&no
alobalem vloZenym na hladinu Zivného roztoku. Nggdé rostliny byly vioZzeny po osmi
mezi d¥ sklerené liSty s molitanovou vystelkouripevrenou silikonem. V kazdé nadsb

bylo moZno umistit dvtakoveéto dvojice list a tudiz 16 rostljabr. 3.2).

Obr. 3.2: Schéma uspiadani pokusu
pfi kultivaci rostlin ve vodnich kulturach
(hydroponii)

Rostliny byly kultivovany ve étvrtinovém  Zivném roztoku Hoagland 3
s mikroelementy (tab. 3.1) do kterého byly naslednaplikovany sledované latky
v riznych koncentracich (viz kap. 4. - Vysledky). Vigé&i se roztok byl derindolévan

destilovanou vodou.
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Tab. 3.1: Ctvrtinovy Zivny roztok Hoagland 3 s mikroelementy, upraveno (Hoagland & Amon, 1950)

ZIVNY ROZTOK ZIVNY ROZTOK

MAKROELEMENTY Koncentrace MIKROELEMENTY koncentrace
c[mg/l] ¢ [mmol/l] ¢ [mg/l] ¢ [umol/1]
Ca(NO5),.4H,0 295,0 1,25 |Fe citrat 2,5 0,01.16
KNO, 126,5 1,25 |H3BO, 7,11 0,1150
KH ,PO, 34,0 0,25 |MnCl,.4H,0 70,28 0,3550
MgSO,.7H,0 61,5 0,25 |zns0,.7H,0 1,35 0,0047
(NH4)6.M0;0,, 0,35 0,0003
CuSQ,.5H,0 0,22 0,0009

Podle diplomové prace Stehlikové (2005) byla zvaleloba kultivace Sest dni.
Hodnota pH, na ptku kultivace nastavena na 5,5, byla kazdy derr&tmvana pomoci
pH metru Multi Line P4. Zejména ke konci kultivadely se hodnota pH zvySovala az
o 1,5 jednotky, bylo pH udrzovano mezi hodnotart®,6 gidavky 1M HCIl a 1M NaOH.
Kultivace probihala v kultiveni mistnosti. Délka s¥elné periody byla 16 hodin
s oswtlenim 435 W.rif a teplotou 25° C. Relativni vzdusna vihkost bylazegdana mezi
50 - 60%. Bhem temné periody trvajici 8 hodin klesla teplaalB° C. VSechny varianty
byly probublavany akvarijnim motorkem. Pro rovriwne provzduSovani byla na dno
piipevréna horkou jehlou propichana h&kh tahnouci se po celé délce akvaria. Nebo
veSkeré vodni kultury byly provady shodnym zfisobem, byl obsah kysliku v roztoku
zjistovan pomoci elektrody Universal Meter MultiLine Péuze u jedné kultivace a
pohyboval se po celou dobwiani kolem 80% maximalniho nasyceni. Detailni vyisjed
meieni obsahu kysliku dnem kultivace v porovnani s vysledky z neprovadw&né
kultivace jsou uvedeny vifloze (kap. 8.). U variantgstovanych za stalé tmy byla akvéaria
priklopenacernymi plastovymi boxy.

Po Sesti dnech kultivace byly rostliny odebranykeaaii, oplachnuty vodou a dale

Zpracovany.

3.2.2.2. Kultivace v papiru

Vysterilizované obilky byly vysypany na filttai papir a ponechany par minut
k oschnuti. Jako kultivai nadoby slouzila skl€na akvaria s roz#my 22,5 x 7,5 x 21cm,
k jejichz stnam byly gipevrény i vrstvy filtracniho papiru. Ten byl vydezinfikovan
v klasické kuchyiské mikrovinné troub pasobenim mikrovin po dobu 12 minut

s vykonem 350W. O dal§im vyuziti mmikrovlti pezinfekcich pojednava nidklad prace
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(Park et al, 2006). Oschlé obilky byly lepeny ieanou vo&bdolnou paskou
na prostedni vrstvu filtr&niho papiru v kultivénich nadobach. Z obou stran obilky byl
piidan nagthany vazaci dratimz se vytvail jakysi tunel pro rostouci kenovy systém
(Lenochova, submitted). V kazdé nadddylo pripevnino 18 - 23 obileKobr. 3.3).

Na dno nadoby bylo nalito 0,51 Zivného roztoku Haad 3 s mikroelementy
(tab. 3.1) do kterého byly nasledraplikovany sledované latky wznych koncentracich
(kap. 4 - Vysledky). Vypajici se roztok byl dopibvan destilovanou vodou. Na ¢@&dku

kultivace bylo pH nastaveno na hodnotu 5,5. Dalgylwesledovano.

Obr. 3.3: Schéma uspiéadani pokusu
R \\ pii kultivaci rostlin v papiru

\"
_-11 Lue> -

Doba kultivacecinila sedm dni. Nelb kukurice (Z. may$ je rostlinou kléici
zatmy, byla akvaria dhem prvnich 2,5 dni fiklopena ¢ernym plastovym boxem
pro zabra#ni pristupu s¥tla k obilkam. U variant gstovanych za stalé tmy byly tyto boxy
ponechany &hem celé doby kultivace. U variant, které byl§siované za normalnich
swtelnych podminek, byla akvaria s obilkami po odkop vloZzena doiernych box
pro zabra#ni pronikani svtla pies papir ke ki@nim a shora byly filoZzeny pruhy alobalu.

Nadoby s obilkami byly vioZzeny do kultitai mistnosti (kultivani podminky
viz kap. 3.2.2.1.). Pro technické potize s kulthiamistnosti se u ozdenych kultivaci
(viz kap. 4 - Vysledky) muselo vyuzit kultisraich boxi. |1 kdyz byl kladen veliky draz
na zachovani stejnych paranieteploty (25° C g 16-ti hodinové fotoperiog 18° C
ve tms), relativni vihkosti vzduchu (60%) a asleni (435 W.rif), z technickych dvodi
nebylo mozné dosahnout stejnych hodnotétberi. Jak se ukazalo zé&eni luxmetrem,
osWtleni v klimaboxu bylo ve srovnani s kultird mistnosti asi 2,5 krat nizsi (konkré&tn

174 W.n?). To se zasadnprojevilo na vysledcich, které byly odlisné od iegi
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ziskanych z rostlin gstovanych v kultivéni mistnosti. Proto v kapitole 4 uvadim hodnoty
ziskané z obou kultivaich mist.
Po uplynuté dobkultivace byly rostliny ¢istény od filtratniho papiru, oplachnuty

vodou a dale zpracovany.

3.3. Experimentalni varianty

Jednotlivé experimenty obsahovaly vzdy rostliny tkoimi, pistované jednak
za normalnich stelnych podminek a jednakésiovanych za stalé tmy. Za stejnych
swtelnych podminek byly téZéptované rostliny, jejichz kultivai roztok obsahovalizné
koncentrace syntetického auxinu (1-NAA, kys.naftaleoctova; Calbiochem) a/nebo
inhibitoru ethylenu (1-AOA, hemihydrochlorid kysm@ooxy-octové; MP Biomedicals).
Z kultivaci z obou kultivanich mist byl ziskan soubor 20 - 25 rostlin. Veskkultivace
byly jednou zopakovany.

U vSech rostlin byl spden pd@et listh a zngfena jejich celkova délka
od mezokotylu po Spku nejdelSiho listu. Dale byla stanovena j&rstva hmotnost a
sucha hmotnost po ususetiii p0° C. Z kdenoveého systému byly odebrany hlavniekoy,

u nichz byla zmsfena jejich celkova délka. DalSi¢keni se liSila podle typu kultivace
(kap. 3.3.1., 3.3.2.). U variant, kde mezokotyl alasval délky vice nez 2mm, byla
zaznamenana jeho délk&rstva hmotnost a sucha hmotnost. U odebranyclelobila
meétena taktéZerstva hmotnost a sucha hmotnost.

Pro dokumentaci celkového vzhledu rostlin byl potdtioaparat Canon 300D.

3.3.1. Zpracovani hlavnich kafeni, vodni kultivace

U rostlin z hydroponickych kultivaci byl&st hlavnich kieni nejprve zvazena a
nasledg skenovana na vodni hladinpomoci upraveného skeneru HP ScanJet 4C
(obr. 3.4). Tyto kaeny byly dale zpracovany metodou analyzy obrazouZipim softwaru
LUCIA G (Laboratory Imaging, Praha), ve kterém bpta tyto &ely vytvaiena Martinem
Sablem pislusna makra. Ze zji&tych dat byly vybrany - délka hlavni osyikae, celkova
délka postrannich keni, poiet postrannich Keni a celkova délka kenového systému
(v tomto gipact hlavniho kdene s postrannimi keny). Program Lucia G umbdje

ziskani i dalSich dat, jako mapobjemu a povrchu HK, avSak #awbdu prace
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s prahovanim, které nemohlo byt diky sloZitostilgiry — obr. 3.4: Naskenovany k#en pro
vzdy nastavené na stejnou hodnotu, tato data nebQ'S',ifgfoﬂuaCﬂfjgr;ﬁ” EXSQG_
vyhodnocovéna. Stejntak program umailje paitani
PK prvniho i vySSichifadi, avSak koeny kukdice
(Z. may$ jiz po deseti dnech kultivace tiity vysoky
pocet postrannich Keni, jez diky vzajemnémuipkryvu
nemohly byt programem spravirozctleny do fadi.
Z tohoto divodu, i kdyz byly pouhym okem pozorovan
po deseti dnech kultivace jiz i PK druhéhadu,
ve vysledcich jsou uvedeny pouze jako PK bez realis

jednotlivych fadi. Tento program umdaktije detekovat

pouze postranni keny o minimalni délce 1mm. K ¢eni
celkového potu postrannich keni a k ugeni p@&tu zaloZzenych primordii je nutné pouzit
jiné postupy.

DalSicéast hlavnich kieni ziskana z kultivace v hydroponii byla vioZzena tkadni
smesi 50% FAA (nazev zformaldehydegacetic acid,alcohol) (tab. 3.2) a dale pouzita

na trvalé preparaty (odebragusti viz kap. 3.4.2.).

Slozeni 50% FAA [v/iv] |pro 0,51 50% FAA L

othanol 0% >50ml Tab. 3.2:Slozeni 50% FAA(Némec, 1962)
kys.octova 5% 25ml

formalin 5% 25ml

destilovana voda 40% 200ml

3.3.2. Zpracovani hlavnich kateni, kultivace v papiru

Hlavni kaeny rostlin vygstovanych v papiru byly déle ragdny na fi soubory.
U prvnicasti kaeni byla zjiSEnacerstva hmotnost a téZ sucha hmotnost. alsi kaden
byla naloZzena pro fixaci do 70% ethanolu a pougia rweni fezy. Treti dil byl vioZzen
do 50% FAA(tab. 3.2) a pouzit na trvalé preparaty. Odebraséti se shoduji &stmi
odebranymi u kiieni kultivovanych v hydroponii.
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3.4. Sledované jevy

3.4.1. Sledované jevy na rénich rezech

rwni | it . K
wni  tezy  byly pouzity jedna Obr. 3.5: Oblasti

k histochemické detekci modifikace knych sén, : na hlavnim

) . . ) ) / koieni pouZité pro
jednak pro dalSi analyzyRezy naezané klasickou — histochemickou
“: e detekci
Ziletkou dosahovaly tlodi&y minimalre 15Qum. modifikace

Zjedné oblasti bylo pizeno vzdy maximakh burgenych sen

15tezi1. Ke zjiS€ni rozsahu suberinizace a lignifikac
bung¢nych sén byly hlavni kdeny na@ezany v oblasti
badze a ve 3/8 jeho délkipbr. 3.5). Oblast ve 3/8 hlavniho kene byla vybrana jako

nejzasSi misto, kde Ize véstmiirez u vSech kultivovanych variant. Blize & u rostlin

péstovanych zejména za stalé tmy bylydwy [ilis tenké pro tento druiezi. Rwni fezy
byly barveny Wiesnerovyniinidlem. Jde o si&s 1% floroglucinolu s 12% HCI, ktera se
pouziva pro dkaz ligninu, diky jeho schopnosti barvit skove, ale i mnohé dalsi
alifatické a aromatické aldehydy. Lze vSak poujita pozorovani ukladani suberinu diky
jeho aromatickym fenylpropanovym jednotkdm strukdupodobnym ligninu. K obarveni
fezi doslo jiz po dvou minutach. Poté byly, pro mozizko ponieni ¢asti mikroskopu
pusobenim zejména par z HClyepeseny do okyseleného glycerolu (glycersh@,

v poneru 5:1), pozorovany mikroskopem Olympus BX50 a saiyn kamerou Nikon
Digital Sight DS-U1. Obarvené aldehydy méirvenou az tma¥ervenou barvu (Bmec,
1962).

Rezy pro zji§ovani zastoupeni aerenchymu v primariiiekhlavnino kéene byly
ziskany z oblasti poloviny, Zitétvrtin a z baze hlavniho kene. Nebarvenéezy byly
viozeny do PBS ghosphatebuffered saline), (tab. 3.3) vyfotografovany a pouzity
v programu Lucia (Laboratory Imaging, Praha) v makru pro analyioclpy aerenchymu
vytvoieném Martinem Sablerfobr. 3.6). Pro tuto analyzu bylo pouzito z kazdé varianty

pét koreni a z kazdého Kene ti fezy.
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PBS [9/] Tab. 3.3:SloZeni PBStakto namichany pufr ma pH = 7,3.
NaCl 8,000
KCI 0,200
Na,HPO,.12H,0] 2,310
KH,PO, 0,158

Déle natezech z oblasti bdze byla v programu Lucia Gtayidna tlougka
primarni kiry, paiet vrstev celé primarni iky a paet jejich jednotlivych vrstev
(exodermis, mezodermis, endoderm{®pr. 3.6). Na kazdou variantu bylo piano @t
koremi a z kazdého kene ti rezy. Tlouska primarni Kry a paet jednotlivych vrstev
primérni Kiry byly zjis&tovany pomocii Use&ek na kazdénezu.

Obr. 3.6: Analyza plochy aerenchymu - A., analyzaimpéru cév pozdniho metaxylému - B., analyza
tlou&’ky primarni Kiry - C; Gsé€ka plati pro vSechnyitfotografie

3.4.2. Sledované jevy na trvalych preparatech

. . s e Obr. 3.7: Oblasti
Vzorky byly odebrany z nasledujicichasti na hlavnim

kof¥eni pouzité pro

hlavniho kdene - oblast poloviny kKene, kde se tvorbu trvalych

vyskytuji postranni kieny pevazg ve stadiu 1 preparal

|

va v

primordii, dale z oblastiiit ¢tvrtin korene, kde jsoul
postranni kéeny jiz plre vyvinuté a z baze hlavnihg
korene(obr. 3.7).
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Fixované vzorky v 50% FAAtab. 3.2) byly nejprve gkolikrat proprany v 50%

etanolu, infiltrovany pomoci butanolovady a pevedeny do zalévaciho média - parafinu,
pop. histoplastt (tab. 3.4)

Tab. 3.4: Dehydratace, infiltrace a zaliti do parafinu (pop¥.histoplastu), zkratky: dop.=dopoledne,

odp.=odpoledne, EtOH = etanol, ButOH = butanairtidc, 1962).

den ¢as postup poznamky
. Pokud objekty ve fixaZi plavou, je nutné jieegd grevadnim vloZzit
1.den dop 2-3x vymyt v 50% EtOH do vyvévyja o?j/sét z pIetiF\)/ neiédjouci vzdijcr?ogé bubliny.
Pasatesni krok butanolovéady se voli dle obsahu alkoholu ve
45% H20:30% EtOH: 25% ButOH obarven fixazi. Sowet obsahu a!k(??fjlv butanolov&ads musi b)’/.t s’hod[])’/
odp. o obsahem alkoholu ve fixazi (zde pouZi@% FAA). Toluidinova
toluidinovou modi . 4 g ) A )
modk se uziva u bezbarvych objéktro zlepSeni jejich viditelnos
a tim usnadéni prace s nim
2.den dop 30% H20: 30% EtOH: 40% ButOH
odp. 20% H20: 25% EtOH: 55% ButOH
3.den dop 10% H20: 20% EtOH: 70% ButOH
odp. 0% H20: 15% EtOH: 85% ButOH Tyto &tyti kroky Ize provést v kratSictasovych intervalech.
Po par hodinach je3jednou pelit docistého ButOH. Kéeny
4.den dop 0% H20: 0% EtOH: 100% ButOH
nesmi byt &istém ButOH bez parafinug@chovavany fli§ dlouho
odp. parafin *0", T=40°C, vka z Iarjvié(’ak’je nutné slit ButOH asi 4/5 objemu ¢k zabrani
vyparovani ButOH
5.den odp T=63°C
8.den dop odebrat dka Nechat vyp#t ButOH. V tuto dobu dat rozéét parafin "1".
odp slit parafin "0", doplnit parafinem "1" Parafin v lahvikach se sléva vzdy cca do 4/5 objemu. V tuto d
) ’ dat rozelét parafin "2'
9.den odp slit parafin "1", doplnit parafinem "2" | V tuto dobu dét rozett parafin "3".
10.den | odp slit parafin "2", doplnit parafinem "3" | V tuto dobu dat rozett parafin "4".
1l.den | odp slit parafin "3", doplnit parafinem "4" ?iSIa p,ar‘?.ﬁng ozrt“’auji j?ho,é i;totu (obsah BUtOH) &im vyssi
¢islo, timgistSi zalévaci médium.
12.den | odp zalévani do bloi

Vzorky byly fezany na rotaim mikrotomu Leica RM 215%Rezy §im silné byly

lepeny na sktka pomoci smisu glycerolu s bilkem a barveny safraninem a amibo

modi (tab. 3.5) Jako uzaviraci médium byl pouzit pertex. Trvatéparaty z rostlin

vypéstovanych v hydroponii byly u ozéenych kultivaci pouzity pro analyzu plochy

aerenchymu (pouZzito 5 keni, z kazdého ki®ne 4trezy) a ndteni p&tu a paméru cév

pozdniho metaxylému (kde bylo pouZitét goreni a diky malé variabili vysledk 2 fezy

a 3 nefeni na kazdou cévu).

L pri prevadni do histoplastu jsou kroky zcela totozné dikycjejyelice podobné tepkotani
(t; parafin= 56 - 58° C; thistoplas= 56 - 57° C), avSak zigodu rychlého nasyceni butanolem je
nutnécasté ¥trani trouby.
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Tab. 3.5: Barveni safraninem a anilinovou modi, upraveno pro material pouzivan této praci(Némec, 196z

postup aplikovana latka doba poznamky
Odparafinovani toluen | 3min]
toluen Il 3min
toluen Il 3min
Zavodreni 100%EtOH 3min
96%EtOH 2min
70%EtOH 2min
Barveni safranin 1,5h
70%EtOH 2s Pozor, v alk(?h(,)lu se safranin velice
snadno vymyva.
70%EtOH 2min
96%EtOH 2min
saturovany roztok s Kys.pikrova slouzi ke stabilizaci barvy
kys.pikrové v 96%EtO Lze vynechat.
96%EtOH+2kapky NED| 2s
100%EtOH 2s
Schopnost butk barvit se anilinovou
anilinovd mod¥ modi klesa s rostoucim stugm
55s diferenciace kienového pletiva.
100%EtOH 5s Oplach anilinové matl
100%EtOH 2s
100%EtOH 2s
toluen | 3min
toluen I 2min
toluen Ill 2min
Zaviran

3.5. Statistické zpracovani vysledk

Ke statistickému hodnoceni dat byl pouZit programCS$ D97
U morfometrickych dat (tjcerstva hmotnost, hmotnost suSiny a délka jednattiiAsti
organi rostliny) bylo testovani nulovych hypotéz proveddrstem One way ANOVA.
Pokud v rkterych gipadech nebylo sptno normalni rozéleni, byl pouzit k testovani
nulovych hypotéz Kruskal-Wallisy neparametricky test.

Hlavnim postupem pouzitym k testovaniitpmnosti ptikaznych rozdil u dat
ziskanych z obrazové analyzy byl test Repeated MeasANOVA (metoda opakovanych
meieni). Tento algoritmus gda se vzajemnymi vztahy v ramci jednohadme (ndieni
fezi v ramci jednoho ki®ne jsou na s@tzavislé) a jako nahodny prvek uvazuje jednotlivé
koreny dané varianty. Tento model vSak bohuzel pratale Ze piméruje hodnoty
v ramci jednoho kiene,éimZz dochazi k matematickému zazeni datového soubgpoto

se sniZuje citlivost testu. okoliv je tento test pro dané us@dani experimentu

50



Material a metodika

smerodatny, neukazal kack pripadi vyznamné odliSnosti, a to zvldStam, kde byly
nameérené rozdily malé. Pro wgSeni tohoto problému by bylo nutné reikdispaadani
experimentu. Tento test byl pouzit pro analyzuzj&tenych @i méieni tlou§ky primarni
kary, poitu vrstev primarni &y, pii analyze plochy aerenchymu, g a paimeéru cév
pozdniho metaxylému. Véech posleddi zminitnych souborech byl test Repeated
Measures ANOVA pouzit k porovnavani vyslédka dvou Urovnich - jednak k porovnani
ziskanych dat v dané oblasti hlavnihoidme mezi jednotlivymi variantami a déale
k porovnani ziskanych dat u jednotlivych oblastingavarianty. Vzhledem k nizké
citlivosti testu je mozné se domnivat, Ze takti@tmié rozdily jsou skutmé statisticky
vyznamne, a proto byly vystupy tohoto testu pod&ragro prezentované grafy.

Pro jemrjSi analyzu dat byl pouzit model GLM ANOVA, kterednotlivé
hodnoty v ramci varianty nefoméruje. Diky tomu algoritmus @@a rovnocené se vSemi
nantienymi hodnotami. Stava se tak v tomtdppct citlivéjSi a rozliSuje i mensi rozdily
mezi srovnavanymi variantami. Na druhou stranu vEedt zanedbava vztahy mezi
jednotlivymi metenimi v ramci kéene a nepitd s jednotlivymi kéeny jako zdrojem
nahodné variability. Proto jegeba rozdily prokazané pomoci GLM ANOVA chapat jako
mere vyznamne.

VSechny pouzité varianty analyzy rozptylu (ANOVAYylY doplrény Tukey-
Kramerovym testem vicenasobného srovnani. Tim Bid@&no, které soubory se od sebe

navzajem odliSuji.

Velikost souboru dat ziskanych z obrazové analgziidila v zavislosti na daném
typu analyzy. U biometrickych analyz jsou¢ppdat uvedeny vzdy v tabulkdch s ostatnimi
vyslednymi hodnotami. &Sinou 45 dat bylo pouzito pro kazdou variantu stdeani
vysledki z mefeni plochy aerenchymu v primarntie HK, z nefeni tlougky primarni
kary a ze zjiSovani pdtu jejich vrstev. Kolem 500 dat pro kazdou variabylo pouzito
pro testovani vysledkpochazejicich z dteni pfiméru a p&tu cév pozdniho metaxylému.

Veskeré testy byly nastaveny na hladinu vyznamnosti 0,05. Bi grafickém

znazorrni dat byla chybovymi Ugkami znazorana stedni chyba pmméru.
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4.VYSLEDKY

4.1. Ristoveé charakteristiky
4.1.1. Vliv 1-NAA
4.1.1.1. Hydroponicka kultivace

Kultivace kontrolnich rostlin
péstovanych za normalnich &elnych ©Obr. 4.1: Celkovy pohledna rostliny gstované
za norméalnich sitelnych podminek (vlevo) a
podminek v hydroponii byly ozkany za stalé tmy (vpravo) ve vodni kuieu
LSK*, za stadlé tmy,TK" (obr. 4.1).

Rostliny, jez rostly vroztoku s danou

koncentraci auxinu (tab. 4.1) byly
ozna&eny [ péstovani za normalnich
podminek ,SA“, za stalé tmy,TA".
Pro zjednoduSeni  jsem pak pouZzil;
pro jednotlivé koncentrace zreni
uvadsjici pocet radi, kterymi se dana
koncentrace odliSuje od posledni testovar

i
fotoperioda 16/8 h . stala tma
| -

koncentrace (. 5.18M). Kultivace

s koncentraci 5.18M byla jednou zopakovana.

Tab. 4.1: Koncentrace auxinu a jejich ozn&eni

1-NAA c [M]
koncentrace 10°® 10° 510 10" | 510%™
oznaceni 1000 100 50 10 5

4.1.1.1.1. Rostliny pstované za fotoperiody 16/8

Po deseti dnech kultivace t®nymi koncentracemi 1-NAA za normalnich
swtelnych podminek v hydroponii byly zj&ty u rostlin morfologické zgmy (tab. 4.2)
U nadzemnich orgdnbyly tyto zneény vyrazné zejména u délky a hmotnosti suSiny.list
VyS8Si davky auxinu zisobily vyznamnou redukci délky list Se snizZujici se koncentraci
vSak klesal i negativni vliv auxinu a nejnizsi pwéiZkoncentrace jiz byla praist listi

naopak stimulujic{graf 4.1).
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Graf 4.2: Hmotnost susiny listi desetidennich rostlin [g],
hydroponie, fotoperioda 16/8, uvedeny SE

Graf 4.1: Délka listi desetidennich rostlin [mm],
hydroponie, fotoperioda 16/8, uvedeny SE

délkalist hmotnost suSiny list 0
250.0 1 f 0,1600 - q
cde
2000 . cde c::l_e 0,1400 _
b T 0,1200
150,0 — | 0,2000
e c bc
0,0800 be 5 = -
100,0 | 0,0600 - - —
a 0,0400 - a
50,0 L “
0,0200 1
0,0 0,0000
‘ O SK OSAL000 O SAL00 O SA50 OSAL0 o SAS‘ ‘ O SK O SAL000 O SA100 OSA50 OSALO O SAS‘

V kultivacich SA1000, SA100 a SA50 byly dapelich listt pozorovatelnétuzne

rozsahlé léze, lokalni chlorézy a oschlé okrajestiRty z kultivace SA5 @y vytvoiené

Ctyii nestejnondrné dlouhé listy, kdezto ostatni variantycéine SK) tvaily o jeden list

mére (obr. 4.2). U cerstvé a suché hmotnosti tidhyl pozorovatelny podobny trend jako

u délky listi, stimulujici vliv kong€né koncentrace auxinu byl taktéz @éelozeznatelny a

statisticky ptikazny, a to zejména u hmotnosti susSinyiliggraf 4.2). Vzhledem k velice

negativnim dinkam auxinu v kultivaci SA1000 naust nadzemnichéasti rostlin
péstovanych za normalniho aghkeni nebyla tato kultivace dale sledovana.
Tab. 4.2: Biometrické charakteristiky jednotlivych variant po deseti dnech kultivace za normalnich
swtelnych podminek, vodni kultury (uvedenyipierné hodnoty a SE)
Sledované parametry Koncentrace Statisicke
SK SA1000 SA100 Zhodnoceni
délka list @ [mm] 188,33 +5,3337 |cde] 50,889 +1,9337 a | 140,35 +4,7751 b | p<0,01
&erstva hmotnost list  t [g] 1,0858 +0,0643 b | 0,2083 +0,0137 ab | 0,7235 £0,0549 a | p<0,01
hmotnost susiny list @ [g] 0,0660 +0,0040 | bc | 0,0322 +0,0026 a | 0,0555 +0,0035 b | p<0,01
délka mezokotylu [mm] 6,5364 +0,7744 b 1,8500 +0,1071 a | p<0,01
&erstvd hmotnost mezokotylu [g] 0,0489 +0,0043 b 0,0635 *0,0040 c | p<0,01
hmotnost susiny mezokotylu [g] 0,0034 +0,0002 b 0,0039 +0,0002 a | p<0,05
Cerstva hmotnost obilky [g] 0,2948 +0,0308 a 0,4308 +0,0146 b | p<0,01
hmotnost susiny obilky [g] 0,1256 +0,0055 | ab 0,1438 +0,0076 b | p<0,01
Poéet pouzitych rostlin [po  &et] 33 9 20
, Koncentrace Statistické
Sledované parametry SASD SALD SAD hodnocent
délka list & [mm] 181,33 £7,1989 |cde| 184,92 +8,3703 |cde| 226,08 22,9502 f p<0,01
¢erstvd hmotnost list G [g] 0,9542 +0,0594 ab | 0,9348 +0,0775 ab| 1,6677 £0,1259 ab | p<0,01
hmotnost susiny list @ [g] 0,0743 +0,0041 c | 0,0733 +0,0065 bc | 0,1344 +0,0026 d | p<0,01
délka mezokotylu [mm] 10,667 £0,4615 C 9,0000 +0,3118 b 7,4615 = 0,3708 b | p<0,01
cerstvd hmotnost mezokotylu [g] 0,0441 +0,0030 a | 0,0380 +0,0025 a | 0,0294 +0,0015 a | p<0,01
hmotnost susiny mezokotylu [g] 0,0032 +0,0002 a | 0,0027 +0,0003 a | 0,0028 +0,0001 a | p<0,05
Eerstva hmotnost obilky [g] 0,4386 +0,0193 b | 0,4536 +0,0181 b | 0,3670 +0,0133 ab | p<0,01
hmotnost susiny obilky [g] 0,1342 +0,0082 b | 0,1577 +0,0130 C 0,0955 +0,0049 a | p<0,01
Poéet pouzitych rostlin [po  éet] 12 12 13
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\/i -

E D

Obr. 4.2: Porovnani celkového vzhledu rostlirriznych variant po deseti
dnech kultivace, hydroponie, fotoperioda 16¢8yny dil na nititku odpovida
lcm.

SK SA50 = SA10

SA5

v v s

U hlavnich k@eni zpasobily vySSi koncentrace auxinu,épako u listi, vyrazny
Ubytekcéerstvé hmotnosti a pouze ka@né koncentrace vykazovala oproti kontrole vyrazny

stimulani, StatIStICky pilkazny viiv Graf 4.3: Cerstva hmotnost hlavniho kdenerostlin

(graf 4.3). Rostliny ve vSech kultivacich 2 desetidenni kultivace [g], hydroponie, fotopegod
16/8, uvedeny SE

cerstva hmotnost hlavniho ko Fene

vytvérely vedle hlavnich keni téz
0,8000 -

adventivni  keeny, které nebyly |~ e
0,7000 =
podrobré sledovany, nicmens klesajici | ¢ go00
. . i - d
koncentraci auxinu se snizovala i jejic| %500 | T
] ) 0,4000 - ac c c
délka a rostl podr mezi HK a AK. | 55, ac -

o

D

V kultivaci SA5 dosahovaly adventivni 0.2000
0,1000 —

0,0000

|

koreny délky maximala tretiny
hlavniho kaene(obr. 4.2).
Po deseti dnech kultivace v hydroponii za norm&n&&telnych podminek

‘n SK 0 SA1000 0 SA100 O SA50 O SA10 O SAS‘

vytvorily rostliny hlavni k@deny dlouhé kolem 210mm. Po aplikaci auxinu v kotegrich
1.10°M,  5.10'%M &i 1.10"®M dochézi ke sniZeni této délky. Ke stimulaci paddhvani

HK doslo az v kultivaci SA5, kdy keny dosahovaly délek mnohem vysSich nez tomu
bylo u rostlin kontrolnich. Tataz tendence se oltgewu celkové délky postrannich ieni,
celkové délky hlavnich keni s jejich postrannimi Keny a i u pétu postrannich keni
(tab. 4.3, grafy 4.4)
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Grafy 4.4: Charakteristiky ko fenového systému rostlifdélka hlavnich a/nebo postrannichéai [mm],
pocet postrannich Keni [pocet]) z desetidenni kultivace, hydroponie, fotopdsaid 6/8, uvedeny SE

délka hlavniho ko Fene celkova délka postrannich ko Fent
300,0 c 4500,0 c
= 4000,0 =
250,0 1 b 3500,0 -
200,0 - a | 30000
a =z b
a _ 2500,0
150,0 - T 2000,0 | T A
100,0 L || 1500,0 a {'J‘_ "’1‘_
50.0 1000,0 T S
] 500,0
0,0 0,0
O0SK OSA100 OSA50 O SA10 o SA5 0SK OSA100 oSA50 O SA10 o SAS
celkova délka HK a PK pocet postrannich ko Fent
5000,0 c 350,0
4500,0 T C
4000,0 - 3000 =
3500,0 250,0 b
3000,0 - b 200,0 T
2500,0 T
150,0
2000,0 a a ac a
1500,0 - T == 100,0 a a -
1000,0 —— 50.0 T =
500,0 - !
0,0 0,0
‘ O SK O SA100 O SA50 O SA10 @ SA5 ‘ [OSK OSA100 OSA50 OSAL0 mSA5|

Tab. 4.3: Charakteristiky korenového systému rostlinidélka hlavnich a/nebo postrannichdi, paet

postrannich kieni a cerstva hmotnost hlavniho tene) po deseti dnech kultivace, hydroponie, fotioper
16/8, (uvedeny imérné hodnoty a SE); *data, jeZ nebyla ziskana met@shalyzy obrazu

Sledované parametry Koncentrace statisticke.

SK SAL000 SA100 Zhodnocent

délka hlavniho ko Fene [mm] 212,03 +7,4805 b 141,16 *8,3452 a | p<0,01

celkova délka postrannich ko  fent [mm] 2082,1 + 251,66 b 1004,2 +178,93 a | p<0,01

celkova délka hl.a postr.ko Fent [mm] 2292,0 = 257,35 b 1145,4 +184,14 a | p<0,01

po éet PK [po éet] 199,88 * 14,357 b 71,733 +9,1596 a | p<0,01

&erstva hmotnost hlavniho ko  F.[g] * 0,4412 +0,0410 d 0,1202 +0,0097 ab| 0,2731 +0,0281 ac | p<0,01
Poéet pouzitych rostlin [po  €et] 22 10 15

; Koncentrace Statistické

Sledované parametry SA5o SALO SAS shodnogent

délka hlavniho ko Fene [mm] 162,12 +3,8851 a 174,09 +£7,1164 a 275,12 +7,4974 c | p<0,01

celkova délka postrannich ko fenti [mm] 1184,6 +136,88 a | 1237,2 £187,17 ab | 4139,7 +130,89 c | p<0,01

celkova délka hl.a postr.ko Fena [mm] 1346,8 +139,73 a | 1411,3 £191,38 ac | 4414,8 +130,69 b | p<0,01

po éet PK [po é&et] 73,636 +5,3848 a | 96,700 +9,1608 a | 285,11 +9,6577 ¢ | p<0,01

€erstva hmotnost hlavniho ko  ¥.[g] * 0,2860 +0,0236 c 0,2876 +0,0279 [ 0,6704 £0,0204 e | p<0,01
Pogéet pouzitych rostlin [po  ¢&et] 11 10 12
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4.1.1.1.2. Rostliny pstované za stalé tmy

Po deseti dnech kultivaceinymi koncentracemi 1-NAA za podminek stalé tmy
v hydroponii byly zjisény mére vyrazné rozdily v biometrickych charakteristikéobz
u rostlin @stovanych fi normalnim osstleni (tab. 4.4) Koncentrace 1.I18M nebyla

za gchto s¥telnych podminek zkouSena. Po aplikaci vSech zkoude koncentraci

auxinu nebyly oproti fislusné kontrole zjighy statisticky vyznamné rozdily. V i listi

také nebyl zji&tn rozdil mezi variantami. Rostliny vytkgly vétSinou ti nestejnonirné

dlouhé listy. NiZSi koncentrace auxinu zvySovalgdhuZovani tetiho (nejmladsiho) listu

(obr. 4.3). Proti rostlinam pstovanym za normalni fotoperiody byly tyto rostliogecr

vyssi,cerstva hmotnost prigtbyla vyssi, naopak hmotnost susSiny nizsi.

Tab. 4.4: Biometrické charakteristiky jednotlivych variant po deseti dnech kultivace za stalé tmy, vodni

kultury (uvedeny pimérné hodnoty a SE)

Sledované parametry Koncentrace Statistické
TK TA100 TA50 Zhodnoceni
délka list G [mm] 222,77 10,947 | ab ]| 195,83 +9,2384 a | 237,50 +7,0303 ab | p<0,05
cerstvd hmotnost list t [g] 1,0057 £0,0924 | ab ] 0,7723 +0,0797 a | 1,0588 +0,0624 ab | p<0,01
hmotnost susiny list G [g] 0,0560 +0,0052 | ab | 0,0441 +0,0045 a | 0,0604 +0,0036 ab | p<0,05
délka mezokotylu [mm] 21,983 +2,3692 a | 35,778 +1,9666 b | 44,800 + 3,1362 c | p<0,01
€erstva hmotnost mezokotylu [g] 0,1153 +0,0052 | ab | 0,1313 +0,0050 bc | 0,1533 +0,0110 ¢ | p<0,01
hmotnost suSiny mezokotylu [g] 0,0054 +0,0003 | ab] 0,0065 +0,0003 b 0,0066 + 0,0006 b p<0,01
Eerstva hmotnost obilky [g] 0,4285 +0,0117 | a | 0,4864 +0,0186 b | 0,3971 +£0,0216 a | p<0,01
hmotnost susiny obilky [g] 0,1122 +0,0071 | b | 0,1452 +0,0095 ¢ | 0,0913 +0,0089 ab | p<0,01
Pogéet pouzitych rostlin [po  ¢et] 35 18 10
, Koncentrace Statistické
Sledované parametry TAL0 TAE shodnocent
délka list @ [mm] 235,38 +13,802 ab | 255,00 * 10,045 b | p<0,05
Eerstva hmotnost list t [g] 1,1312 +0,1051 ab | 1,3825 £0,0771 b | p<0,01
hmotnost susiny list @ [g] 0,0622 +0,0060 ab | 0,0736 +0,0041 b | p<0,05
délka mezokotylu [mm] 31,125 +2,6951 ac | 23,769 +1,2879 a | p<0,01
€erstva hmotnost mezokotylu [g] 0,1236 +0,0103 |abc| 0,0941 +0,0034 a | p<0,01
hmotnost susiny mezokotylu [g] 0,0052 +0,0006 ab | 0,0042 +0,0002 a | p<0,01
¢erstvad hmotnost obilky [g] 0,4323 +0,0093 ab | 0,3957 +0,0060 a | p<0,01
hmotnost susiny obilky [g] 0,1023 +0,0068 |abc] 0,0779 *0,0050 a | p<0,01
Pocéet pouzitych rostlin [po  éet] 8 13

Obr. 4.3: Porovnani celkového vzhledu rostliriznych variant v z&ru desetidenni kultivace za stalé tmy,

hydroponiegerny dil na nifitku odpovida 1cm.

TK

TAS50 HEsc-

¥

TA10
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P sledovani hmotnosti hlavnich ilemi byl zjiStn Ubytek jejichéerstvé hmotnosti, jenz

vSak byl patrny pouze u vySSich koncentraci. Tentgtek oproti kontrole v kultivacich
TA100 a TA50 se vSak neukazal byt statistickyikezny. Oproti tomu koncentrace

5.10"M mela stimula&ni vliv, a tudiz nejz&i kdeny pochazely prévz této kultivace

(tab. 4.5, graf 4.5) Zajimava byla zvlastni ztlustlinarstin

7w

[ gasti

7

rekterych kdeni

z kultivace TA100, jez se objevovala zejména uvgkb kaeeni, které vytvéely mensi

mnoZstvi postrannich ken.

Tab. 4.5: Charakteristiky ko renového systému rostlinidélka hlavnich a/nebo postrannichdi, paet
postrannich kieni a ¢erstvd hmotnost hlavniho kne) po deseti dnech kultivace, hydroponie, stk t
(uvedeny pimérné hodnoty a SE) *data, jeZ nebyla ziskana metadalyzy obrazu

Sledované parametry Koncentrace statisticke.
TK TA100 TA50 Zhodnocent

délka hlavniho ko Fene [mm] 210,21 +16,548 | b | 122,96 + 14,460 a | 232,25 +8,6625 b | p<0,01
celkova délka postrannich ko  fent [mm] 1670,8 + 239,20 b | 552,90 + 156,59 a | 1259,6 +192,69 ab | p<0,01
celkova délka hl.a postr.ko Fend [mm] 1881,0 + 253,91 b 668,70 + 168,00 a 1491,8 +198,89 ab | p<0,01
po &et PK [po éet] 174,81 £26,938 | b | 53,667 13,215 a | 219,22 +16,900 bc | p<0,01
Eerstva hmotnost hlavniho ko F.[g] * 0,3331 +£0,0350 a 0,2085 +0,0316 a 0,2675 +0,0217 a | p<0,01
Poéet pouzitych rostlin [po  €et] 27 13 9

Sledované parametry TALD Koncentrace TAS Zi‘j‘;'iﬂiiﬁ.
délka hlavniho ko Fene [mm] 270,85 +10,204 b 273,88 + 25,126 b | p<0,01
celkova délka postrannich ko  fent [mm] 1997,0 +317,91 b | 2543,5+413,93 b | p<0,01
celkova délka hl.a postr.ko Fent [mm] 2267,8 + 326,94 b | 2817,3 +435,22 b | p<0,01
poé&et PK [po éet] 221,00 +£5,9535 bc | 316,63 + 30,828 ¢ | p<0,01
Eerstva hmotnost hlavniho ko  F.[g] * 0,3967 +0,0371 ab | 0,5066 +0,0552 b | p<0,01
Pogéet pouzitych rostlin [po  éet] 7 8

Délka HK a délka a pet PK

rostlin psstovanych za stalé tmy byly Graf. 4._5: Ce,rstvé_hmotnost hlavm'ho. kder]e,rostlin
z desetidenni kultivace [g], hydroponie, stala tma,

aplikaci iznych koncentraci auxinu uvedeny S
ovlivnény méré nez tomu bylo u rostlin gerstvahmotnost hlavniho ko fene

0,6000 b
péstovanych za normalniho agheni 05000

5

v . ’ ab

(tab. 4.5, graf 4.6) NejwtSi rozdily byly 0.4000 T
vysledovany mezi kontrolou a kultivaci ..., a

’ T
TA100. Niz8i koncentrace auxinu ¢ sngq -
nejevily od kontroly statisticky fikazné | o,1000 -
rozdily, a to ani kultivace TA5. Bkazné | 0,0000

BTK OTA100 o TAS50 o TA10 mTAS

odliSnosti se projevily mezi kontrolou a

TAS pouze u p&tu PK.
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Grafy 4.6: Charakteristiky ko fenového systému rostlifdélka hlavnich a/nebo postrannichidai [mm],
poet postrannich Keni [pocet]) z desetidenni kultivace, hydroponie, stalg, tavedeny SE

délka hlavniho ko fene celkova délka postrannich ko Fent
850,0 3500,0
300,0 b b b
b - 3000,0 -
250,0 b = 2500,0 - b
200,0 - 2000,0 b T
150,0 1 a 1500,0 - %_b
100,0 - 1000,0 - a
50,0 - 500,0 -
0,0 0,0 -
BTK OoTA100 oTAS50 oTA10 m TAS‘ BTK O TA100 o TAS50 o TA10 m TAS
celkova délka HK a PK po et postrannich ko fena
3500,0 - b 4000 - .
3000,0 - 350,0 -
2500,0 300,0
2 250,0 - b pe
2000,0 ab 200'0 b T
1500,0 - L ’
150,0 +
1000,0 | a
100,0 4 a
500,0 - 50,0
0,0 0,0
B TK o0 TA100 o TA50 o TA10 m TAS B TK oTA100 o TA50 oTA10 mTAS

Dil&i shrnuti vlivu 1-NAA p¥i kultivaci v hydroponii :

= Byl testovan vliv fiznych koncentraci auxinu naist kukuice pstované
v hydroponickych kultivacich

= Se sniZujici se koncentraci auxinu klesa i jehabighi viiv na délku i hmotnost
vétsiny nadzemnich i podzemnich orgarostlin, patrné u koncentraci 1.3\,
1.10°M, 5.10'°M a 1.10'M. Tento trend je viceifejmy u rostlin pstovanych|
za normalnich stelnych podminek nez u rostliggiovanych za stalé tmy.

= Koncentrace 5.I8'M ma pozitivni (statisticky fiikazny zejména ip fotoperiod
16/8) vliv na délku a hmotnosti listdélku a hmotnosti hlavnich ke i na délku
a paet postrannich ken.

58



Vysledky

4.1.1.2. Papirové kultivace

Kontrolni rostliny [gstovane Obr. 4.4: Celkovy pohledna rostliny
normélnich pestova,n,e za normffllnlthsellnych podminek
a za stalé tmy, papirova kultivace

papirovou kultivaci  za

swtelnych podminek jsem oz&ila ,SKp“,

za stalé tmy,TKp“ . Rostliny, jez rostly
vroztoku sdanou koncentraci auxin
(tab. 4.6) byly ozna&eny @i péstovani
za normalnich sttelnych podminekSAp*,

za stalé tmy TAp“ . Kultivace s koncentraci

5.10"'M byla jednou zopakovana. Vysledk

ziskané  z klimaboxu  jsou odliSen
apostrofem od dat pochézejicich z kultivea mistnosti. Celkovy pohled na rostliny

péstované v papirove kultivaci ukazujebr. 4.4.

Tab. 4.6: Koncentrace auxinu uzité kultivaci v papiru

1-NAA ¢ M]
koncentrace 5.10 5.10*"
oznaceni 50p 5p

4.1.1.2.1. Rostliny pstované za fotoperiody 16/8

Po sedmidenni kultivaci v papiru v kultdrd mistnosti za normalnich &elnych
podminek nily rostliny pi rastu v koncentraci 5.1M delsi listy a vy$3i suchou
hmotnost lisi nez kontrolni rostliny (obr. 4.5). Vysledky z rostlin pstovanych

v klimaboxu vykazovaly stejnou tendenci jako vyghedziskané z kultivéeni mistnosti,

Graf 4.7: Délka listi sedmidennich rostlin [mm], Graf 4.8: Hmotnost susiny listi sedmidennich
papirova kultivace, fotoperioda 16/8, uvedeny SEostlin [g], papirova kultivace, fotoperioda 16/8,

uvedeny SE
délka list G hmotnost suSiny list G
100,0 - 0,0350 + ;
b a c a a
. 0,0300 T
80,0 a & —a b T s
- T = 0,0250 7 s a
60,0 - 0,0200 T S
40,0 0,0150 -
0,0100 —
20,0 ~
0,0050 +
0,0 + 10,0000 ‘
O SKp O SA50p O SA5p O SKp™ O SA5p" ‘ 0O SKp O SA50p O SA5p O SKp™ O SA5p”
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avsSak rozdily byly mé&hvyrazné a nebyly statisticky jkazné(graf 4.7, 4.8) Rostliny

z kultivace s koncentraci 5.1M v obou kultivénich mistech vyti@ly zaklady tetiho

listu, kdezZto kontrolni rostliny #hy listy pouze dva. Rostliny z kultivace SA50p

(sledované pouze v kultigai mistnosti) mily redukovany #st lista, prikazre odliSny
zejména u hmotnosti suSifgraf X.8, tab. 4.7, obr. 4.6)

vy

EERE

SKp

£h

1

fr
su::'

oy

Obr.

4.5: Porovnani

celkového vzhledu
v zawru sedmidenni kultivace v papiru za normalniho
oswtleni v kultivagni mistnosti; éerny dil na mnititku

odpovida 1cm.

rostlin

Tab. 4.7: Biometrické charakteristiky jednotlivych variant po sedmi dnech kultivace za normalniho
oswtleni, papirovéa kultivace (uvedenyiprérné hodnoty a SE)

. Koncentrace
Sledované parametr
P Y SKp SASOp SASP zhodnoceni
Misto kultivace konstantka konstantka konstantka

délka list i [mm] 69,152 +1,5073 a 67,647 + 3,7435 a 83,476 + 3,1491 p<0,01
cerstva hmotnost list 0 [g] 0,2137 + 0,0060 ab 0,1943 +0,0139 a 0,2325 +0,0092 p<0,05
hmotnost suSiny list @ [g] 0,0239 +0,0007 b 0,0192 +0,0018 a 0,0293 +0,0014 p<0,01
délka mezokotylu [mm] 3,9000 * 0,3302

cerstva hmotnost mezokotylu [g] 0,0160 + 0,0016

hmotnost suSiny mezokotylu [g] 0,0015 + 0,0004

€erstva hmotnost obilky [g] 0,4272 +0,0087 a 0,4337 +0,0270 a 0,3877 + 0,0086 p<0,05
hmotnost susiny obilky [g] 0,1981 +0,0073 a 0,1874 +0,0175 a 0,1770 +0,0053 ns

Poéet pouzitych rostlin [po  €et] 34 18 (10 pro mezokotyl) 21
Sledované parametry Koncentrace ke
G G Statistické
SKp SASp zhodnoceni
Misto kultivace klimabox klimabox
délka list & [mm] 72,632 +2,3184 a 77,087 * 2,9660 a’ | p<0,01
Eerstvd hmotnost list @ [g] 0,2434 +0,0114 a 0,2501 +0,0117 a’ | p<0,01
hmotnost suSiny list @ [g] 0,0268 +0,0014 a 0,0282 + 0,0014 a ns
cerstva hmotnost obilky [g] 0,4627 + 0,0103 a’ 0,4673 + 0,0121 a’ ns
hmotnost susiny obilky [g] 0,1731 +0,0062 a’ 0,1823 +0,0074 a’ ns
Pocéet pouzitych rostlin [po  ¢et] 20 23
Obr. 4.6:
Porovnani
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Po sedmi dnech kultivace v kultiyd  Graf 4.9: Délka hlavniho ka‘enesedmidennich

p . .1, rostlin pistovanych v papiru za normélniho
mistnosti dosahovaly HK za normalnlchosvéﬂem[mm], uvedeny SE

swtelnych podminek u kultivace SA50
délka hlavniho ko Fene

kratSi délky a naopak vliv koncentrac

250,0

auxinu v kultivaci SA5p byl pro ust 200.0 b

hlavnich kdeni priznivy (graf 4.9). Opst, a
150,0 -

jako u nadzemnichkéasti rostlin za &hto
100,0 —

swtelnych podminek, byly rozdily ip
50,0 -

kultivaci v klimaboxu nepatrné. U hmotnost

0,0 ‘
HK, jeZz byla zji¥ovana u rostlin 0 SKp OSA50p O SAS5p O SKp™ @ SA5p’

péstovanych v klimaboxu, nebyly opr. 4.7: Detail
| sadné sianifikantni dil nacervenalého kd‘enového
nalezeny zadne signifikantni rozail systémusedmidenni rostlin
mezi SKp” a SA5p (tab.4.8) Pestovanevpapiru il
za normalni fotoperiody,

Zajimavym zjisnim je u tohoto V klimaboxu

typu kultivace u vSech variantervenani keeni ukladanim antokyan ziejm¢ diky

nedostatenému zabrani priniku swtla ke kadenim (obr. 4.7).

Tab. 4.8: Biometrické charakteristiky ko¥enového systému rostlinpo sedmi dnech kultivace v papiru,
fotoperioda 16/8, (uvedenyipmnérné hodnoty a SE)

. Koncentrace

Sledované parametry SKp SAS0p SASp j:;.:gzgl
Misto kultivace konstantka konstantka konstantka
délka hlavniho ko Fene [mm] 187,24 +3,0060 | b 154,88 +4,0359 | a 206,30 +2,9000 | c | p<0,01
Poéet pouZzitych rostlin [po  €et] 34 16 21

Sledované parametry - Koncentrace - Statistické

SKp SASD zhodnoceni

Misto kultivace klimabox klimabox
délka hlavniho ko Fene [mm] 206,85 +3,3055 | a 210,70 +3,0382 | a” | p<0,05
Poéet pouZitych rostlin [po  €et] 20 23
cerstva hmotnost hl. ko fene [g] 0,2346 +0,0141 a” | 0,2089 = 0,0079 | & ns
hmotnost suSiny hl. ko Fene [g] 0,0222 +0,0015 a’ 0,0208 + 0,0012 a’ ns
Pocéet pouZitych rostlin [po  ¢et] 6 7

4.1.1.2.2. Rostliny pstované za stalé tmy

Sedm dni staré etiolované rostliny z obou kuihiah mist nevykazovaly u délky
lista Zadné ovliveéni ristovym regulatorem. Rozdily se ukazaly wfpo listi, kdy
u kontrolnich rostlin se twdy dva, kdezZto rostliny ovlivéené auxinem u kultivace TAp
vytvarely zaklad tetiho listu(obr. 4.9, 4.10) Rozdily byly patrné také u hmotnosti susiny
listt mezi TKp a TA5p pochézejicich z kultiird mistnosti, kdy auxin Zigobil statisticky
vyznamné zvySeni hmotnogigraf 4.10, tab. 4.9) Zajimavosti v kultivaci TA5p”~ byly

natervenalé okraje jinak stle Zlutych (etiolovanych) list(obr. 4.8).
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Graf 4.10: Hmotnost susiny listi [g]
sedmidennich rostlingstovanych za stalé tmy,
papirova kultivace, uvedeny SE

Obr. 4.8: Detail
¢erveného lemovani
okraje listu varianty hmotnost susiny list
TA5p’, papirova
. L 0,0600 ;
kultivace, stala tma b
0,0500
0,0400 -
0,0300 -
0,0200 -
0,0100 -
0,0000 -
@ TKp o0 TA50p mTA5p m TKp” m TA5p’

Obr. 4.9: Porovnani celkového vzhledu rostlin
v zawru sedmidenni kultivace v papiru, stala tma,
kultivagni mistnost;¢erny dil na nititku odpovida

R R AR AR oY
i r\ lcm

Jip, TAS5p |

Tab. 4.9: Biometrické charakteristiky jednotlivych variant po sedmi
papirova kultivace (uvedenypnérné hodnoty a SE)

dnech kultivace za stalé tmy,

. Koncentrace

Sledované parametry TRp TAZOp TASD Satstcke
Misto kultivace konstantka konstantka konstantka
délka list & [mm] 138,30 + 3,3401 ab 125,08 +2,9332 a 147,27 +3,7384 b p<0,01
€erstva hmotnost list U [g] 0,5265 +0,0166 ab 0,4889 + 0,0318 a 0,5919 +0,0195 b p<0,01
hmotnost susiny list @ [g] 0,0447 +0,0016 a 0,0391 + 0,0030 a 0,0516 +0,0018 b p<0,01
délka mezokotylu [mm] 12,667 +0,5058 b 14,167 +0,7531 b | 10,2000 + 0,5441 a p<0,01
€erstva hmotnost mezokotylu [g] 0,0479 +0,0027 a 0,0598 + 0,0031 b 0,0453 + 0,0027 a p<0,01
hmotnost suSiny mezokotylu [g] 0,0034 +0,0002 a 0,0046 + 0,0003 b 0,0035 + 0,0003 ab | p<0,01
€erstva hmotnost obilky [g] 0,4167 +0,0087 a 0,4381 +0,0413 a 0,4213 +0,0125 a ns
hmotnost suSiny obilky [g] 0,1376 + 0,0057 ab 0,1606 + 0,0176 b 0,1178 + 0,0050 a p<0,01
Pocet pouzitych rostlin [po  €et] 35 (24 pro mezokotyl) 12 22 (10 pro mezokotyl)

Sled < Koncentrace o

edované parametry TKp' TABY zif;rsmz?;il

Misto kultivace klimabox klimabox
délka list i [mm] 82,857 +2,5893 ab’ 93,043 +2,1761 b” | p<0,01
Eerstva hmotnost list 0 [g] 0,3026 +0,0121 b’ 0,3477 +0,0114 c p<0,01
hmotnost susiny list @ [g] 0,0270 +0,0010 a 0,0312 + 0,0010 a ns
délka mezokotylu [mm] 8,4286 + 0,1853 a 9,3478 + 0,2268 b | p<0,01
Cerstva hmotnost mezokotylu [g] 0,0353 +0,0013 a 0,0376 + 0,0015 a ns
hmotnost susiny mezokotylu [g] 0,0027 + 0,0002 a’ 0,0031 + 0,0002 a’ ns
cerstva hmotnost obilky [g] 0,4623 + 0,0109 a’ 0,4476 + 0,0124 a’ ns
hmotnost susiny obilky [g] 0,1728 +0,0059 a’ 0,1634 + 0,0061 a’ ns
Pocéet pouzitych rostlin [po  ¢et] 21 23
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Obr. 4.10: Porovnani celkového vzhledu rostlinv zawru
sedmidenni kultivace v papiru za stalé tmy, kulihia
mistnostgerny dil na nifitku odpovida 1cm

Vysledky z mereni délky

Graf 4.

11: Délka hlavniho ka‘enesedm dni

starych rostlin gstovanych v papiru za stalé
tmy, uvedeny SE [mm]

délka hlavniho ko Ffene

300,0

b

: 250,0
200,0 +
150,0 -
100,0 -

50,0 -

L]
| 0,0
L
™~

‘ B TKp o TAS0p m TASp m TKp” m TA5p”

HK u rostlin gstovanych v kultivéni mistnosti za stalé

tmy ukazuji snizenitstu @ koncentraci 5.18°M oproti kontrole (graf 4.11) Oproti

kultivaci SA5p nebylo pozorovano u TA5p zvySenikgéHK. Rozdily v délkach HK {

kultivaci v klimaboxu byly opt statisticky nepikazné. B zjiStovani hmotnosti HK mezi

kultivacemi TKp~ a TA5p” pochazejicich z klimaborebyl ogt zjiSttn Zzadny pikazny

rozdil (tab. 4.10)

Tab. 4.10: Biometrické charakteristiky kofenového systému rostlinpo sedmi dnech kultivace v

apiru, stala tma, (uvedenyipiérné hodnoty a SE)

. Koncentrace

Sledovane parametry TRp TAGOp TASP Satstcke
Misto kultivace konstantka konstantka konstantka
délka hlavniho ko Fene [mm] 237,38 £6,7664 | b 172,50 £6,3470 | a 255,71 +3,6646 | b p<0,01
Poéet pouZitych rostlin [po  ¢€et] 35 12 22

Sledované parametry - Koncentrace -

TKp TASP zhodnoceni

Misto kultivace klimabox klimabox
délka hlavniho ko Fene [mm] 213,76 +3,3230 | ab’ 222,55 +2,9554 | b" | p<0,05
Poéet pouZitych rostlin [po  ¢et] 21 23
¢erstvd hmotnost hl. ko Fene [g] 0,2298 + 0,0081 a’ 0,2412 +0,0121 a’ ns
hmotnost suSiny hl. ko fene [g 0,0213 + 0,0008 a’ 0,0227 +0,0013 a’ ns
Poéet pouZzitych rostlin [po  €et] 7 7

Dil¢&i shrnuti vlivu 1-NAA p¥i kultivaci v papiru:

oswtleni

= Byl testovan vliv tiznych koncentraci auxinu nést kukuice psstované pomoc
papirovych kultur

= Koncentrace 5.18M vykazuje i péstovani v kultivani mistnosti srovnateln&
nizsi @irastky oproti kontrolnim rostlinam, patrné Zeznych sételnych podminek
u ténei vSech orgain

= Naopak koncentrace 51BM ma stimul&ni vliv na st rostlin za #znych

= Zjisteny vyznamné rozdily ve vysledcich z kultivaciazmych kultiv&nich mist
(klimabox vs. kultivéni mistnost)
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4.1.2. Vliv 1-AOA

4.1.2.1. Hydroponicka kultivace

Po aplikaci 200.16M 1-AOA doslo u rostlin ped uplynutim doby kultivace
k zabarveni mezokotylu déervena az fialova a posléze doSlo k uhynutfekového
systému. Tato kultivace byla jednou zopakovanavg8enou mirou vzduchovani, avsak
zawr byl stejny. Z dvodu podeteni z #ilis vysoké koncentrace inhibitoru ethylenu byla
vyzkousena kultivace s polavii koncentraci inhibitoru, tj. 100.fM, av8ak vysledek byl
tentyz. Z¢asovych dvoda nebyl vliiv 1-AOA ve vodnich kulturdch dale sledov

4.1.2.2. Papirova kultivace

Kontrolni rostliny gstované papirovou kultivaci za normalnichétsinych
podminek jsem ozwda ,SKp“, za stalé tmy,TKp" . Rostliny, jeZz rostly v roztoku
s danou koncentraci inhibitoru syntézy ethyl€tab. 4.11) byly ozn&eny (¥ péstovani
za normélnich podmineSIEp“ , za stalé tmyTIEp“ . Kultivace s koncentraci 200.181

byla jednou zopakovana. VSechny kultivace byly pamny v kultivéni mistnosti.

Tab. 4.11: Koncentrace inhibitoru syntézy ethylenwzité v kultivaci v papiru

TAOA CIM]
koncentrace 100.10° | 200.10°
oznaceni 100p 200p

4.1.2.2.1. Rostliny pstované za fotoperiody 16/8

Pii kultivaci rostlin za normalnich stelnych ©br. 4.11: Porovnani celkového
vzhledu rostlin v zawru sedmidenni
podminek spolu s inhibitorem ethylenu v koncentraddltivace v papiru, fotoperioda 16/8,
5 . i _ kultivaeni mistnostgerny dil na
200.10°M byl Zjistén prikazny rozdil metitku odpovida 1cr

v charakteristikach lisit (obr. 4.11) Nejwtsi rozdily

oproti kontrole byly zji&ny u délky (graf 4.12) a “
cerstvé hmotnosti list (tab. 4.12) VSechny pryty _'!

rostlin  psstovanych  za normalnich  &elnych

D

podminek byly miteny bez mezokotylu, neboty
u nich nedosahovaly délky 5mm.

SIE200p | SKp
— ]
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Tab. 4.12: Biometrické charakteristiky jednotlivych variant po sedmi dnech kultivace za normalniho
oswtleni, papirova kultivace (uvedenytipmérné hodnoty a SE)

p Koncentrace Statistické

Sledované parametry SKp SIET00p SIE200p Shodnocent
délka list  [mm] 95,191 +3,0736 | b | 91,875+2,5822 | b | 75,848 +4,2761 | a | p<0,01
cerstvad hmotnost list 0 [g] 0,2976 +£0,0125 | b | 0,2815 +0,0120 | ab | 0,2455 +0,0138 | a | p<0,05
hmotnost susiny list G [g] 0,0378 +0,0017 [ a ] 0,0364 +0,0016 [ a ] 0,0332 £0,0019 | a ns
cerstvad hmotnost obilky [g] 0,4187 +£0,0068 | b | 0,3810 +0,0092 | a | 0,4436 +£0,0126 | b | p<0,01
hmotnost susiny obilky [g] 0,1868 +0,0049 | a | 0,1810 +£0,0056 | a | 0,2145 +0,0165 | a ns
Poéet pouzitych rostlin [po  €et] 68 24 33

Podobri jako u listi byly zjiS€ny rozdily i u hlavnich kieni (tab. 4.13) Velice
vyrazny byl vliv 200.16M koncentrace inhibitoru na délku HK pochéazejicichostlin
péstovanych za normalni fotoperiody, kde dosSlo k&esmii oproti kontrole na polovinu.
TentyZ trend byl pozorovan i u hmotnosti suSiny Kt&b. 4.13) Zajimavym zji&nim
bylo u varianty SIE200p utvé@ni postrannich keni, neba’ se tvdily pouze u baze HK a
vypadaly, alesppna prvni pohled, zesilené.

Tab. 4.13: Biometrické charakteristiky ko¥enového systému rostlippo sedmi dnech kultivace v papiru,
fotoperioda 16/8, (uvedenyipmérné hodnoty a s#modatné odchylky)

. Koncentrace Statistické
Sledovaneé parametry SKp SIET00p SIE200p shodnocent

délka hlavniho ko Fene [mm] 207,34 £5,0799 | ¢ 181,81 +7,0143 | b 107,46 +6,7012 | a p<0,01

Poéet pouzitych rostlin [po  €et] 68 21 35

cerstvd hmotnost hl. ko fene [g] 0,2423 +0,0119 b 0,2118 + 0,0056 b 0,1303 +0,0112 a p<0,01

hmotnost suSiny hl. ko Fene [g 0,0244 + 0,0016 b 0,0201 * 0,0007 ab 0,0137 + 0,0009 a p<0,01

Pocet pouzitych rostlin [po  €et] 20 6 11

4.1.2.2.2. Rostliny pstované za stalé tmy

Pﬂ kU|t|VaC| rOSt“n Za Sté.lé tmy Sp0|u Obr. 4.12: Porovnani celkového

K t .vzhledu rostlin v zawru sedmidenni
v koncentracljivace v papiru, fotoperioda 16/8,

200.10°M byl zjisten prikkazny rozdil kultiva,én! mistnostgerny dil na nifitku
odpovida 1cn

s inhibitorem  tvorby  ethylenu

v charakteristikach ligt (obr. 4.12) Nejwtsi rozdil
byl zjisttn u jejich délky (graf 4.12, tab. 4.14)

Kontrolni rostliny za stadlé tmy tviby vétSinou
o jeden ne zcela vyvinuty list vice nez variant
s200.10M AOA (obr. 4.13) U polovini
koncentrace 1-AOA vSak byly také naznakstitho

(PRI RG] oy (T T TS

listu. Zajimavosti byly mezokotyly varianty

TIE100p, jejichz sednicasti byly n&ervenalé. R N
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Tab. 4.14:Biometrické charakteristiky jednotlivych variant po sedmi dnech kultivace za stalé tmy,
papirova kultivace (uvedenyimérné hodnoty a SE)

. Koncentrace Statistické
Sledované parametry TR FIET00p TIE200p Shodnocent
délka list i [mm] 150,33 £3,3714 | b" | 164,46 +3,7776 133,10 £4,3574 | a” | p<0,01
cerstvd hmotnost list 0 [g] 0,5716 +0,0137 | b" | 0,5923 + 0,0168 0,5066 +0,0159 | a" | p<0,01
hmotnost susiny list 1 [g] 0,0491 +0,0012 | ab” | 0,0509 0,0014 | b" | 0,0452 +£0,0015 | a" | p<0,01
délka mezokotylu [mm] 12,725 £0,4500 | & 11,725 +£0,3691 | & ns
cerstvd hmotnost mezokotylu [g] 0,0521 +£0,0018 | & 0,0497 +£0,0015 | & ns
hmotnost susiny mezokotylu [g] 0,0039 +0,0001 | & 0,0043 +0,0001 | & ns
cerstva hmotnost obilky [g] 0,4324 +0,0077 | ab” | 0,4039 +£0,0086 | a" | 0,4417 £0,0083 | b" | p<0,05
hmotnost susiny obilky [g] 0,1273 +0,0049 | a" | 0,4074 +0,0108 | b" | 0,1419 +0,0049 | a | p<0,01
Poéet pouzitych rostlin [po  €et] 64 (40 pro mezokotyl) 26 40

Podobr jako u listi byly zjiStny rozdily i u hlavnich kieeni (tab. 4.15) Velice

vyrazny inhibéni vliv byl pozorovan u kultivace TIE200p u jejiatélky (graf 4.13)

TentyZ trend byl pozorovan i u hmotnosti susiny {gikaf 4.14).

Tab. 4.15:Biometrické charakteristiky korenového systému rostlippo sedmi dnech kultivace v papiru,
stala tma (uvedeny fomérné hodnoty a SE)

. Koncentrace Statistické
Sledované parametry TRp TIE100p TIE200p Jhodnocent
délka hlavniho ko fene [mm] 254,14 + 3,1124 | b’ 258,73 + 3,1126 | b’ 162,95 + 3,5946 | a’ p<0,01
Pocéet pouzitych rostlin [po  &et] 64 26 40
cerstvd hmotnost hl. ko fene [g] 0,2637 +0,0128 a’ 0,2280 + 0,0083 a’ 0,2212 +0,0057 a’ ns
hmotnost suSiny hl. ko fene [g 0,0254 +0,0011 b 0,0209 + 0,0011 ab’ 0,0204 +0,0016 a’ p<0,05
Poéet pouZitych rostlin [po  ¢€et] 18 8 11
Obr. 4.13: Porovnani celkového vzhledu
rostlin raznych variant v zaru sedmidenni
kultivace v papiru, stadla tma,cerny dil
na nefitku odpovida lcm.
= =
[==] = -
=5 =
== =
[ [
[ ] -
= |
- v [ P
- ~ -
= Y [ |
&= ! -
|
- { -
] =
@8 B
=
B siE200p
SKp
TIE200p
TKp

66




Vysledky

Graf 4.12: Délka listi sedmidennich rostlin
péstovanych v papiru zéiznych s¥telnych
podminek [mm], uvedeny SE
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Graf 4.13: Délka hlavniho kd‘enerostlin Graf 4.14: Hmotnost suSiny hlavniho kéene
péstovanych zatiznych s¥ételnych podminek, rostlin pEstovanych zatiznych s¥telnych podminek,
kultivace v papiru [mm], uvedeny SE kultivace

délka hlavniho ko Fene
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250,0 -

200,0

150,0 -

100,0 +

50,0 -

0,0 4
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Dil¢&i shrnuti vlivu 1-AOA p¥i kultivaci v papiru:

péstované pomoci papirovych kultur

» Byl testovan vliv iznych koncentraci inhibitoru syntézy ethylenu st kukuice

= |nhibitor syntézy ethylenu v koncentraci 100°M) za tfiznych sételnych
podminek vykazuje srovnateltenizsi girastky nez kontrolni rostliny

= Dvojnasobna koncentrace inhibitoru vyrazrredukuje #st nadzemnich
podzemnich rostlinnych orgéna to zejména za normalni fotoperiody

4.1.3. Vliv 1-NAA + 1-AOA

4.1.3.1. Papirova kultivace

Kontrolni rostliny gstované za normalnich &elnych podminek jsem ozt

SKp. Rostliny gstované za normalnich &elnych podminek v médiu spolu s auxinem

v koncentraci 5.18'"M a inhibitorem syntézy ethylenu v koncentraci 200M jsem

ozna&ila SAIEp. Kontrolni rostliny gstované za stalé tmy pak nesou @éema TKp a

rostliny ze stalé tmy spolu s auxinem a inhibitoreymtézy ethylend AIEp . Kultivace

byla jednou zopakovana.
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4.1.3.1.1. Rostliny pstované za fotoperiody 16/8

Obr. 4.14: Porovnani celkového vzhledu
rostlin v zawru sedmidenni kultivace

ethylenu s auxinem za podminek normalnih¥papiry, fotoperioda 16/8, klimaboserny
dil na netitku odpovida 1cm.

Rostliny mstované s kombinaci inhibitoru

oswtleni mely kratSi (graf 4.15) a svinujSi listy
(obr. 4.14) patet listh se vSak od kontroly nelisil.
Ubytek byl zjistn i u cerstvé hmotnosti ligt -l/)f”(imﬂ)r'
(tab. 4.16) av3ak u jejich hmotnosti susiny s | o
nepotvrdil(graf 4.16).

Tab. 4.16:Biometrické charakteristiky jednotlivych variant po sedmi dnech kultivace
za normélniho os¥leni, papirova kultivace (uvedenyipnérné hodnoty a SE)

Sledované parametry SKp Koncentrace SAIEp j‘é‘é‘:ﬂiiﬁ.
délka list i [mm] 63,707 +1,2847 | b | 50,068 +1,1047 | a | p<0,01
cerstvad hmotnost list G [g] 0,2016 + 0,0060 b | 0,1647 +0,0051 a p<0,01
hmotnost susiny list 1 [g] 0,0229 +0,0007 | a ] 0,0242 +0,0007 | ab | p<0,01
cerstvad hmotnost obilky [g] 0,4586 +0,0095 | b | 0,4913 £0,0079 | c p<0,01
hmotnost suSiny obilky [g] 0,1934 + 0,0062 b | 0,2252 +0,0047 c p<0,01
Pocet pouzitych rostlin [po  ¢et] 42 45

Vyrazné rozdily mezi kontrolou a variantou s aurin@ inhibitorem ethylenu
(tab. 4.17) byly zjisttny u délky HK (graf 4.17) Oproti kontrolnim rostlinam doSlo
pusobenim latek ke snizeni délky &no 75% a suSina HKEthto rostlin tvaila polovinu
hmotnosti kontrolnich rostliggraf 4.18) U varianty SAIEp se zdaly byt na prvni pohled

koreny mnohengervergjsi, nez tomu bylo u keni SKp.

Tab. 4.17:Biometrické charakteristiky kofenového systému rostlirpo sedmi dnech
kultivace v papiru, fotoperioda 16/8 (uvedenygm¥rné hodnoty a SE)

Sledované parametry SKp Koncentrace SAIEp Zi‘fé'iﬂiii.
délka hlavniho ko fene [mm] 184,98 +2,3334 | ¢ | 61,267 £1,5298 | a p<0,01
Poéet pouzitych rostlin [po  €et] 42 45
¢erstva hmotnost hl. ko Fene [g] 0,2047 £0,0076 | ¢ | 0,0860 +0,0057 | a p<0,01
hmotnost suSiny hl. ko Fene [g] 0,0198 +0,0009 | c¢ | 0,0101 +0,0007 | a p<0,01
Poéet pouzitych rostlin [po  €et] 13 13
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4.1.3.1.2. Rostliny pstované za stalé tmy

Patet listh se mezi variantami z kultivace Obr. 4.15; Porovnani celkového vzhledu

. . . rostlin v z&wru sedmidenni kultivace
za stalé tmy nelisil, stefntak tomu bylo i u jejich v papiru, stala tma, klimabogerny dil na

deélky (graf 4.15) Naopak hmotnost (zejména jejic

susiny) byla p pasobeni auxinu s ethylenem oprof]

v v 7

kontrole vyssi{graf 4.16, tab. 4.18)Jako u varianty

SAIEp i
(obr. 4.15) a podobs

péstovanych v papiru

v koncentraci 5.16'M (obr. 4.9) byly u varianty

jako u

u TAIEp n@ly rostliny svinuté
listi

se samotnym auxine

metitku odpovida 1cm.

listy

rostlin

| ] f |
ANRRRRARRAT SRPARNRAREE:

TKp | TAIEp

o e W o

TAIEp pozorovanyervere lemované okraje lifit

Tab. 4.18:Biometrické charakteristiky jednotlivych variant po sedmi dnech kultivace
za stélé tmy, papirova kultivace (uvedengmprné hodnoty a SE)

Sledované parametry T Koncentrace TAES Sladstcke.
délka list u [mm] 81,905 +2,0065 | ¢ | 83,025 +1,5048 | ¢ | p<0,01
¢erstvd hmotnost list U [g] 0,2994 +0,0081 | ¢ | 0,3199 +0,0069 | c” | p<0,01
hmotnost sudiny list t [g] 0,0262 +0,0007 | b~ | 0,012 +0,0008 | ¢ | p<0,01
délka mezokotylu [mm] 9,4878 +0,2044 | a” | 9,0500 +£0,1998 | a” ns
cerstvd hmotnost mezokotylu [g] 0,0397 £0,0011 | a” | 0,0395 +£0,0012 | a” ns
hmotnost suSiny mezokotylu [g] 0,0030 +0,0001 | a” | 0,0039 +0,0001 | b" | p<0,01
¢erstvd hmotnost obilky [g] 0,4625 +0,0099 | a” | 0,4586 +0,0078 | a’ p<0,01
hmotnost suSiny obilky [g] 0,1733 +0,0058 | a" | 0,1753 +0,0039 | a" | p<0,01
Pocéet pouzitych rostlin [po  ¢et] 42 41

Vyrazné rozdily mezi variantami byly zj@&ty, podob® jako u

rostlin

za fotoperiody 16/8, u HKtab. 4.19, obr. 4.16) Oproti kontrolnim rostlinam doSlorip

spol&né aplikaci 1-NAA + 1-AOA ke snizeni délky HK témo polovinu (graf 4.17),

u hmotnosti suSiny doslo ke snizenétertinu na rozdil od kontro{graf 4.18). Varianta

TAIEp me¢la HK témet bez vytvdenych PK a u Spek HK se vytvéila neobvykla

ztlustlina.

Tab. 4.19:Biometrické charakteristiky ko¥enového systému rostlirpo sedmi dnech
kultivace v papiru, stala tma (uvedenyipérné hodnoty a SE)

. Koncentrace Statistické

Sledované parametry ®p TAED e

délka hlavniho ko Fene [mm] 207,64 +2,2225 | d" | 118,90 +4,9793 | b" | p<0,01
Pocet pouzitych rostlin [po  €et] 42 41

cerstvd hmotnost hl. ko Fene [g] 0,2353 +0,0080 | d” ] 0,1387 +0,0078 | b’ p<0,01

hmotnost suSiny hl. ko Fene [g] 0,0215 +0,0008 | c” | 0,0141 £0,0005 | b” p<0,01

Pocet pouzitych rostlin [po  €et]

13

12
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Obr. 4.16: Porovnani celkového vzhledu rostliriznych variant v z&ru sedmidenni kultivace v papiru
za tiznych s¥telnych podminel¢erny dil na nsfitku odpovida 1cm.

\
L
SAIEp
L
Jis
SKp
TKp
Graf 4.15: Délka listii sedmidennich rostlin Graf 4.16: Hmotnost suSiny list
péstovanych v papiru zéiznych s¥telnych sedmidennich rostlingstovanych v papiru za
podminek [mm], uvedeny SE riznych s¥ételnych podminek [g], uvedeny SE
délka list G hmotnost suSiny list G
90,0 c’ c’ 0,0350 e
80,0 0,0300
700 b 0,0250 a
60,0 '
50,0 - 0,0200
40,0 0,0150
30,07 0,0100
20,0 |
10,0 - 0,0050
0,0 0,0000
O SKp m SAIEp o TKp lTAIEp‘ mSK mSAE mTK ITAIE‘
Graf 4.17: Délka hlavniho kdene Graf 4.18: Hmotnost suSiny hlavniho kéene
sedmidennich rostlinggtovanych zaiznych sedmidennich rostlinggtovanych zaiznych

oswtleni papirovou kultivaci [mm], uvedeny S| oswtleni papirovou kultivaci [g], uvedeny SE

délka HK hmotnost suSiny HK
250,0 0,0300
d
2000 c 0,0250 . =
0,0200 T ==
150,0 4
0,0150 a o
100.0 0,0100
50,0 - 0,0050
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OSK ®mSAIE OTK mTAIE
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Dil& shrnuti vlivu 1-NAA s 1-AOA pri kultivaci v papiru:

Byl testovan vliv kombinace auxinu (5:3) a inhibitoru syntézy ethylen
(200.10°M) na riist kukuice pistované pomoci papirovych kultur

Kombinace auxinu s inhibitorem ethylenu za nornf@ndsetleni pisobi redukcil
délky lista a velmi vyrazné snizeni délky a hmotnosti suSiky(HoSlo ke snizen
0 vice nez polovinu)

Za stalé tmy fpsobi kombinaceéthto latek zvySeni hmotnosti suSiny tisa
vyraznou redukci (mensi nez u rostligspvanych za normalni fotoperiody) dél
a hmotnosti suSiny HK

—

Celkové shrnuti ristovych pokusi:

Byly popsany zrmény ristovych charakteristik rostlin éptovanych za tznych
swtelnych podminek ve dvou kultiaich mistnostech. Obegmejvice citlivé
na aplikované latky bylyd&tSinou rostliny gstované za normalni fotoperiody.

Ve vodnich kultivacich konanych v kultié@ai mistnosti byl popsan na dav|
zavisly negativni vliv auxinu aplikovaném v konamwmich 1.10M, 1.10°M,

5.10"°M a 1.10'M na st jednotlivycheasti rostlin, negativni vliv koncentrade

5.10%M byl potvrzen i v kultivaci v papiru ze stejnéhaltivainiho mista. Obeen
vétSi rozdily byly patrné u rostlin z normalni fotojoely

Auxin v koncentraci 5.16'M pusobil oproti ostatnim koncentracim stimulaistu
jednotlivych ¢ésti rostlin za obou pouZzitych koncentraci, a tovjdydroponii tak
pii kultivaci v papiru. Rozdily ve vysledcich bylyisgny mezi kultiv&nimi misty,
klimabox neukazoval mezi variantanfili mnoho statisticky vyznamnych rozdilf
Inhibitor syntézy ethylenu v zavislosti na pouZikéncentraci (200.1EM a
100.10°M) vyrazre redukoval st rostlin v papiru v kultiveni mistnosti, zejmén
pii normalnim osvtleni

Kombinace auxinu a inhibitoru syntézy ethylenu (8:M 1-NAA + 200.10°M
1-AOA) zpasobily rostlinam z klimaboxu zvySeni hmotnosti syslistt a naopal
vyraznou redukci Ustu podzemnich orgén patrnou pevaz@ u rostlin
z fotoperiody 16/8.
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4.2. Analyza plochy aerenchymu
4.2.1. Vliv 1-NAA

Pomoci obrazové analyzy na snimcich &nfch fezi (obr. 4.17) pochazejicich
ze i vybranych oblastfobr. 4.18)bylo sledovano zastoupeni aerenchymu v primatre k
HK rostlin kontrolnich a rostlin ovliwnych pgidavkem auxinu v koncentraci 5:1.
Rostliny s touto koncentraci auxinu byly jednaktikavany v kutliva&ni mistnosti, jednak
v klimaboxu, kde byla kultivace jednou zopakovar@znaeni variant je shodné

s ozn&enim pouZitym v kapitole 44..

Obr. 4.18: Oblasti vybrané
pro méieni plochy
Z aerenchymu u HK
; A: polovina hlavniho kiene,

Obr. 4.17: M ékeni
plochy aerenchymu

pom9c:| obrazové S -y B: ti¢tvrtina hlavniho kéene,
analyzy v programu C: baze hlavniho kene

Lucia G na snimku e~

ruénihotrezu ;|
A =)

U vSech rostlin kultivovanych v kutli¢ai mistnosti se v oblasti baze filo
minimalni mnozstvi aerenchym(graf 4.19) Mezi kontrolnimi rostlinami z normalnich
swtelnych podminek a ze stalé tmy byl pozorovan fogdivorbé aerenchymu mezi
oblastmi A a B. Na rozdil od varianty SK, kde sefite v téchto dvou oblastech pammé
stejné mnozstvi aerenchymu, ve varanK byla zjiS€na jeho rozséhlejsi tvorba v oblasti
A. Pii aplikaci auxinu v koncentraci 5.1¢M k rostlindm gstovanym za fotoperiody 16/8
doslo k dvojnasobnému, statistickyakaznému zvySeni tvorby aerenchymu v oblastech A
i B, narozdil od oblasti C, kde byla podobna teofako u kontrol. B aplikaci stejné
koncentrace auxinu k rostlinam vystavenym stalé tinSlo oproti pislusné kontrole
k vyraznému snizeni tvorby aerenchymuéfopejvice aerenchymu nalezeno v oblasti A,
nejmért v oblasti C), nicméhrozsah aerenchymu byl i u této varianty vySSiuneariant
z fotoperiody 16/&graf 4.20).

Z vyswitlivky: SK/TK=swvétlo/tma kontrola; SA/TA=sétlo/tma dana koncentrace auxinu; SIE/TIEsBYtma
dana koncentrace inhibitoru syntézy ethylenu; SAMEE=s\¢tlo/tma sodasna aplikace dané koncentrace
auxinu a inhibitoru syntézy ethylenu
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plocha aerenchymu
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oblast ko fene

Graf 4.19: Porovnani zastoupeni
plochy aerenchymu ve stedni

primarni k @e v dané oblasti hlavniho
kofene mezi jednotlivymi variantami

u SA, TA pouzita koncentrace 5:1M
1-NAA (pro A p<0,05; B p<0,01; C ns)
Repeated Measures ANOVA, uvedeny
SE

Graf 4.20: Porovnani zastoupeni plochy aerenchymuevs¥edni primarni kife u jednotlivych oblasti
dané varianty (pro SK ns; SA ns; TK p<0,01; TA p<0,0Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE
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Graf 4.22: Porovnani zastoupeni plochy aerenchymuevs¥edni primarni kiife u jednotlivych oblasti dané
varianty (pro SK p<0,01; SA p<0,01 ; TK p<0,01; TA p<0,0Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE
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Na rozdil od kultivace v kultivai mistnosti fi péstovani rostlin v klimaboxu byly
zjisSténé hodnoty u vSech variant dosti vyrovnané. U imste stalé tmy doSlo k vysSi
tvorbé aerenchymu v oblasti baze, avSak rozdil mezi dislenebyl statisticky prokazéan

(graf 4.21, 4.22)

4.2.2. Vliv 1-AOA

Pri pokusech s aplikacitznych koncentraci inhibitoru syntézy ethylenu byly
rostliny pistovany v obou opakovanich v kultérd mistnosti. Mezi SK a TK byl zji&h
obdobny trend, jaky byl pozorovan u kultivaci siaexn v kultiv&ni mistnosti. Podokin
jako v gredchozich kultivacich, i v tomtofipadt se potvrdilo, Ze v oblasti C dochazi

k minimalni tvorl& aerenchymigraf 4.23).

Graf 4.23: Porovnani zastoupeni
plocha aerenchymu plochy aerenchymu ve stedni
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Graf 4.24:; Porovnani zastoupeni plochy aerenchymuevsiedni primarni kiafe u jednotlivych oblasti dané
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Pii pouZiti koncentrace 200.fM 1-AOA u rostlin za normélnich stelnych
podminek (varianta SIE) doSlo k inhibici tvorby emchymu, a to ve vSech oblastech HK

(graf 4.23) Fi aplikaci stejné koncentrace inhibitoru k rosthmgstovanym po celou
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Vysledky

dobu trvani kultivace ve ttndoSlo oproti pislusné kontrole ke statisticky vyznamnému
sniZzeni tvorby aerenchymu, a to ve vSech obladt##chU vSech variant se vSak nejvice
aerenchymu tvdlo v oblasti A a nejméhv oblasti C(graf 4.24)

Pti aplikaci polovini koncentrace inhibitoru syntézy ethylenu byl wisk
aerenchymu u Kem rostlin pstovanych f fotoperiod 16/8 obdobny jako u vysSi
pouzité koncentrace. U keni z variant gstovanych za stalé tmy doslo vSak k vyrovnani
rozdila, tyto rostliny tvdily obdobné mnozstvi aerenchyr(graf 4.25)

Graf 4.25: Porovnani zastoupeni
plochy aerenchymu ve stedni
0,5500 < Bsk| | primarni k Gife v dané oblasti
0,5000 hlavniho kofene mezi jednotlivymi
04500 variantami; u SIE, TIE pouZita
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4.2.3. Vliv 1-NAA + 1-AOA

Pri testovani vlivu kombinace auxinu a inhibitoru ®8azy ethylenu byly rostliny
péstovany v klimaboxu. Mezi variantami kontrolnichi&ai nebyly zjisény Zzadné rozdily
a v oblasti C se u TK i TAIE twdo vétsi, akoliv nikoli statisticky vyznamné, mnozstvi
aerenchymu neZ u varianégtovanych za normalini fotoperiodgraf 4.26) podobr jako
tomu bylo u pokus s aplikaci auxinu k rostlinamégtovanym v klimaboxu. #Paplikaci
kombinace d&chto dvou latek k rostlinam z fotoperiody 16/8 aoKlténgt uplné inhibici
tvorby aerenchymu a hodnoty ze vSetihoblasti kdene se od sebe statisticky neliSily
(graf 4.27). Taktéz vyrazny byl vliv satasného fisobeni auxinu a inhibitoru ethylenu na
tvorbu aerenchymu u rostlin ze stalé tmy.échto rostlin se snizila jeho tvorba o vice nez
polovinu, avSak trend mezi jednotlivymi oblastmi lopdobny jako u kontrolnich rostlin
(graf 4.27).
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Vysledky

Graf 4.26: Porovnani zastoupeni
plocha aerenchymu plochy aerenchymu ve stedni
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Graf 4.27: Porovnani zastoupeni plochy aerenchymuevsiedni primarni kiife u jednotlivych oblasti dané
varianty (pro SK p<0,01; SA ns ; TK p<0,01; TA p<0,0Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE
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Shrnuti vlivu 1-NAA a/nebo 1-AOA na tvorbu aerenchynu:

= Byl testovan vliv auxinu (5.18M) a/nebo inhibitoru syntézy ethylenu (200°M)
pop. 100.1°M) na vytv&eni aerenchymu v hlavnich ifemech kukiice
kultivované v papiru.

= Ve vSech sledovanych kultivacich se u kontrolnioktlin v kultivatni mistnosti
tvoii vice aerenchymu za stalé tmy nez u rostlin zpetiody 16/8. B kultivaci
v klimaboxu jsou rozdily mezi kontrolami nepatrné.

= U Zadné ze sledovanych variant aanych sételnych podminek se u bazerkne
netvai témet Zadny aerenchym.

= Pomer mezi jednotlivymi oblastmi podél kene u vSech variantigtal po aplikaci
1-NAA a/nebo 1-AOA zachovan, s vyjimkou varianty IEA

= Aplikace 1-NAA v kultiva&ni mistnosti psobi zvySeni tvorby aerenchynju
u variant z normalniho ostleni, a naopak inhibici u variant ze stalé tmyi
kultivaci v klimaboxu jsou rozdily mezi variantamrmepatrné. Ob pouzité
koncentrace 1-AOA isobi v kultiv&ni mistnosti inhibici tvorby aerenchy
u obou tyf@ oswtleni. i sowasné aplikaci 1-NAA a 1-AOA dochazi v klimaboju
k UpIné inhibici tvorby aerenchymu za normalniheatieni a k jejimu vyrazném
snizeni ve stalé t&n
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Vysledky

4.3. Tloust’ka primarni k ary
4.3.1. Vliv 1-NAA

Tlous’ka primarni Kry byla zji¥ovana obrazovou oy, 4 19: zjisrovani
tloust’ky primarni k dry

analyzou na snimcich zanichfezi pochazejicich z oblasti baze : g .
pomoci obrazové analyzy

hlavniho kdene (obr. 4.19) Ozn&eni variant je shodné
s ozngenim pouZitym v fedchozich kapitolach. Kdyz byly
rostliny kultivovany v kultivéni mistnosti, bylo pozorovano
nepatrné zesileni primarniy u kontrolnich kéeni ze stalé tmy

a téZz u keeni z normalniho ositleni po gidani auxinu

(graf 4.28) Mezi €mito vysledky vSak nebyly zji&y

statisticky vyznamneé rozdilgab. 4.20)

Graf 4.28: Tloust’ka primarni k iry v oblasti baze

tlous t'k imarni k @ . ..
ous tha primarntk ury hlavniho kdene; u SA, TA pouZzita koncentrace 5@

380 1-NAA; vysledky z Repeated Measures ANOVA,; uvedeny
a SE
370 a
‘= 360 - - . .= o S .
=% ! Tab. 4.20: Tloust’ka primarni k @ry v oblasti baze hlavniho
S 50 korene; u SA, TA pouZita koncentrace 54 1-NAA
N
S Repeated Measures
8 340 1-NAA ANOVA GLM ANOVA
. . statistické statistické
330 varianta [ prumer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
SK 341,01 | 14,034 | a ns 4,0237 | a ns
320 ol sA 358,84 | 14,526 | a ns 35089 | ¢ ns
[BSK_@SA ©TK mTA TK 351,82 | 15,690 | a ns 4,0237 | b ns
varianta TA 341,82 | 14,034 a ns 3,5989 | ab ns

Tlou&’ka primarni Kry koreni rostlin pistovanych v klimaboxu vykazovala
podobny trend jako ip péstovani v kultivéni mistnosti(graf 4.29) U koreni rostlin

ze stélé tmy bylo zjisho mér vyrazné tloustnuti primarniiky (tab. 4.21)
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Graf 4.29: TlouSt’ka primarni kiry v oblasti baze

hlavniho kdene; u SA, TA pouZita koncentrace 5110
1-NAA,; vysledky z Repeated Measures ANOVA; uvedeny
SE

Tab. 4.21:TlouStka priméarni k ary v oblasti baze
hlavniho kdene; u SA, TA pouZita koncentrace 510
1-NAA

Repeated Measures
1-NAA ANOVA GLM ANOVA
variana [ promer [ se | e | se | e
SK 375,40 | 11,078 a ns 3,3820 [ ns
SA 380,31 | 11,078 a ns 3,3820 [ ns
TK 361,53 | 11,078 a ns 3,3820 b ns
TA 355,01 | 11,078 a ns 3,3820 a ns

4.3.2. Vliv 1-AOA

Pro zji¥ovani vlivu inhibitoru syntézy ethylenu na tldkd primérni kKiry byly

pouzity kdeny rostlin gstovanych v kultivéni mistnosti. Po aplikaci 1-AOA doSlo

ke statisticky pitkaznému zesileni primarniuy u rostlin gstovanych za normalniho

oswtleni (graf 4.30, tab. 4.22)

tlous tka primarni k Gry

Graf 4.30: TlouSt’ka primarni k iry v oblasti baze
hlavniho kdene; u SIE, TIE pouZita koncentrace 20FNI0
1-AOA,; vysledky z Repeated Measures ANOVA; uvedeny

390 - SE
a
380 -
E a ~ . 7 e . 7z Ve
%" 370 a Tab. 4.22: Tloust’ka primarni k éry v oblasti baze hlavniho
= korene; u SIE, TIE pouzita koncentrace 20FMI0L-AOA
W 360 A
=} Repeated Measures
2 1-AOA ANOVA GLM ANOVA
350 . R statistické statistické
varianta | prumer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
SK 357,32 | 9,7664 | a ns 2,8259 | a | p<0,01
340 SIE 370,95 | 9,9333 | a ns 3,2274 | b | p<0,01
BSK mSIE o7k ®TE TK 356,17 | 9,9333 | a ns 2,8742 | a | p<0,01
varianty TIE 360,27 | 11,154 | a ns 2,8742 | a | p<0,01
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4.3.3. Vliv 1-NAA + 1-AOA

Kofeny kontrolnich rostlin ¢gstovanych za stalé tmy v klimaboxu vykazovaly
pii méreni tlougky primarni Kiry podobné vysledky(graf 4.31) jaké byly ziskany
v predchozi kultivaci ze stejného kulttr@ho mista. B sowasné aplikaci auxinu a
inhibitoru syntézy ethylenu bylo pozorovano snizémistnuti primarni &y, a to za obou
zkouSenych ositleni. Statisticka vyznamnost zjstych rozditi vSak nebyla prokéazana
(tab. 4.23)

Graf 4.31: Tloust’ka primarni k iry v oblasti baze

hlavniho kdene; u SAIE, TAIE pouzity koncentrace

380 - 5.10"M 1-NAA a 200.1FM 1-AOA; vysledky z
Repeated Measures ANOVA; uvedeny SE

370 T a

tlous tka primarni k Gry

E T Tab. 4.23:Tloust’ka primarni k ary v oblasti baze
%" 360 a a hlavniho kdene; u SAIE, TAIE pouzity koncentrace
= T T 5.10"M 1-NAA a 200.10M 1-AOA
w350
>
IS ) ) Repeated Measures
= 1-NAA + 1-AOA ANOVA GLM ANOVA
340 - e —
. N statistické statistické
varianta | pramer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
330 SK 365,08 | 66834 | a ns 2,5616 | a ns
oSK BSAE DTK mTAE SAIE 35758 | 66834 | a ns 25616 | b ns
: TK 350,16 | 6,6834 | a ns 2,5616 | b ns
varianta TAIE 349,17 | 6,6834 a ns 2,5616 c ns

Shrnuti vlivu 1-NAA a/nebo 1-AOA na tlou®ku primarni k dry:

= Byl testovan vliv auxinu (5.18M) a/nebo inhibitoru syntézy ethylenu (200°M)
na tlou¥ku primarni Kry v oblasti baze hlavnich kemi kukurice kultivované
V papiru.

= Témet ve vSech fpadech nebyly pozorovany statisticky vyznamné itgzthezi
variantami

79



Vysledky

4.4. Pocet vrstev primarni kiry
4.4.1. Vliv 1-NAA

Na snimcich z rnich ezl pochazejicich z oblasti baze hlavnihadm® rostlin
péstovanych v kultivéni mistnosti i v klimaboxu byl zjif®van pdéet jednotlivych vrstev
primarni kKiry. Oznd&eni variant je shodné s ozeaim pouzitym v jedchozich
kapitolach. U k#eni kukuiice (Zea maypse pod pokozkou vytvavzdy exodermis, ktera
je tvorena jednou az &kolika vrstvami budk, pod ni se nachaziékolik vrstev
parenchymatickych bk vytvarejicich stedni vrstvu primarniiky, neboli mezodermis, a
jedna vrstva endodermis.

Kontrolni rostliny gstované v kultivéni mistnosti za stélé tmy tiity vice vrstev
mezodermis a ménvrstev exodermis nez kontrolni rostlingspované za normalniho
oswtleni. Po pidani auxinu doslo u obou tgposwtleni rovrez ke zvySeni p&u vrstev
mezodermis a snizeni ga vrstev exodermis(graf 4.32) Zmeény v paitu vrstev
mezodermis i exodermis ze vSech variant bty testovani GLM ANOVA statisticky
prikazné(tab. 4.24)

_— poéet vrstev primarni k dry Gr_af’4.3,2 a tab. 4.24f’ocet vrstev
kol I X primarni k @ry u rmiznych variant na bazi
20 12 eecdemis | hlavniho kdene; u SA, TA pouzita
i \ . L, .- . 0O mezodermis
1 a a a a o] koncentrace 5.15M 1-NAA; v grafu
107 ; vysledky z testu Repeated Measures ANOVA
mezo 9 +— o a a —
8 - 1 —]
é 7 a | | mezodermis Repeated Measures GLM ANOVA
s 6 1| | variantal prfjmér SE statistické zhodnoceni SE statistické zhodnoceni
lendo S 5 SK 6,088889] 0,29912 | &’ ns_ [0,12975 | a | p<0,01
é 3 S 4 SA 6,533333] 0,29912 [ & ns__ [0,12975 [ ¢” [ p<0,01
31| - TK 6,642857] 0,30962 | a’ ns_ [0,13431 [ b’ | p<0,01
Foos 2 | a a a 2 TA 7,194445]0,33442 | & ns__ | 0,14507 | ¢ | p<0,0I
7 % 1+
¥ 0 7:- - - -: exodermis Repeated Measures GLM ANOVA
SK SA TK TA variantal prfjmér SE statistické zhodnoceni SE statistické zhodnoceni
) SK 3,333333] 0,22263 | & ns_ ]0,12587 [d” | p<0,01
varianta SA 2,755556] 0,22263 | a” ns_ | 0,12587 | b~ | p<0,01
TK 2,976191] 0,23044 | &~ ns_ 0,13029 [ ¢ | p<0,01
TA 2,305556] 0,24891 | a” ns 0,14073 [a” [ p<0,01

Pri zjiStovani p@tu jednotlivych vrstev primarnitky u kareni rostlin pEistovanych
v klimaboxu nebyly na rozdil od kultivace v kulttrd mistnosti mezi variantami zjity
Zadné statisticky jikazné rozdily v p&u vrstev mezodermi& exodermis, a to ani jednim
z pouzitych test (graf 4.33, tab. 4.25)
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podet vrstev primérni K dry Graf 4.33 a tab. 4.25Poet vrstev primarni
kary u riznych variant na bazi hlavnihoileme;
] . u SA, TA pouzita koncentrace 5.3 1-NAA;
12 b . b .
11 a” ab & v grafu vysledky z testu Repeated Measures
10 4 ANOVA
9 1 al a’ a of mezodermis Repeated Measures GLM ANOVA
g 3 T — — L y variantal prl‘]mér SE statistické zhodnocenij SE statistické zhodnocenil
1 5 .
£ exocem® || ISk |6511111] 01262 | @ | _ns_ | 0.12094 | b | _ns
3 .| | |Emesodemis) ISA™ T6,556556] 0,262 | @ | ns 012004 | d | ns
§ ® endodermis || [Ty 6,533333| 0,1262 | a ns_ |0,12094 | ¢ ns
;‘ ] TA _ |6,488889] 0,1262 | @ | ns | 012094] a | ns
2+— a a a a [ exodermis Repeated Measures GLM ANOVA
é :! - - -—‘ variantal prfjmér SE stafl,sﬂcké zhodnoceni| SE statfucké zhodnocenil
o A T« A SK 3,711111] 0,18509 | b ns__ | 0,10507 | d ns
SA 2,955555] 0,18509 | a™” ns 0,10507 | a”~ ns
varianta TK 3,133333] 0,18509 [ab”|  ns | 0,10507 [ b~ ns
TA 3,355556] 0,18509 [ab” | ns | 0,10507 | ¢~ ns

4.4.2. Vliv 1-AOA

Vliv inhibitoru ethylenu na p&et vrstev primarni &y byl sledovan p koncentraci
200.10°M u rostlin pstovanych v kultivani mistnosti (graf 4.34) U pcaitu vrstev
mezodermis nebyl zji& zZadny statisticky vyznamny rozdil mezi jednotiviyariantami.

U exodermis se kontroly mezi sebou neodliSovalySallv po aplikaci inhibitoru se
za normalniho os¥leni snizil p@et vrstev exodermis, coz bylo statisticky prokazano
testem Repeated Measures ANOY{ab. 4.26)

Graf 4.34 a tab. 4.26Pocet vrstev primarni

poéet vrstev primarni k ary kiiry u riznych variant na bazi hlavnihoileme;
u SIE, TIE pouZita koncentrace 200°M
ﬁ b pe B b 1-AOA; v grafu vysledky z testu Repeated
o L[] — ] ] Measures ANOV;
I I mezodermis Repeated Measures GLM ANOVA
91 a a a’ a’ variantal prﬂmér SE statistické zhodnoceni| SE statistické zhodnoceni|
> 8 +— — —— |0 exodermis - -
3 .| | amesodermic| | 19K 6,655556] 0,15922 | a ns ] 0,09019 [ a ns
g ) SIE 7,034483] 0,16194 | a ns 0,09174 | ¢ ns
Z 81 1 endodermis || [T 6,850574| 0,16194 | a | ns 009174 | b [ ns
S 51— — TIE 6,927536] 0,18185 | a” ns 0,10301 | a’ ns
o
4
3 +— — exodermis Repeated Measures GLM ANOVA
i T a a a a — variantal prﬂmér SE statistické zhodnoceni| SE statistické zhodnoceni|
] SK 3,266667] 0,10102 | b”" | p<0,01 ] 0,08009 | b™" ns
0 ’:- - - -: SIE 2,689655] 0,10275 | a”" | p<0,01 ] 0,08146 | a”~ ns
SK SIE TK TIE TK 3,149425] 0,10275 | b”" | p<0,01 ] 0,08146 | b™" ns
varianta TIE 2,956522] 0,11538 |ab”|[ p<0,01 ] 0,09147 | b ns
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4.4.3. Vliv 1-NAA + 1-AOA

Pro sledovani vlivu s@asného fisobeni auxinu a inhibitoru syntézy ethylenu byly
kultivace provedeny v klimaboxuiiPsouiasné aplikaciéchto latek vykazovaly vysledky
tykajici se mezodermis podobny trend jako u kuttevas auxinem (kap. 4.4.1.).
Prostednictvim testu GLM ANOVA byla wthto vysledk: zjiStena statisticka gitkaznost
(tab. 4.27) Paiet vrstev exodermis byl u vSech variant velice gowgo ani jednim
z pouzitych test nebyly zjiS¢ny vyznamné rozdily mezi variantafgjraf 4.35)

pocéet vrstev

Graf 4.35 a tab. 4.27Poket vrstev primarni

poéet vrstev primarni k try kary u riznych variant na bazi hlavnihoileme;
u SAIE, TAIE pouZity koncentrace 5.1t
12 = = e - 1-NAA a 200.10M 1-AOA; v grafu vysledky
o ] — — Z testu Repeated Measures ANOVA
lg :7 | mezodermis Repeated Measures GLM ANOVA
8 - Al a a a variantal prﬂmér SE statistické zhodnoceni| SE statistické zhodnoceni|
7 - Oexodermis || |SK 6,533333] 0,13948 | & ns 0,09505 | a” | p<0,01
6 O mezodermis|| |SAIE | 6,866667] 0,13948 | & ns 0,09505 | ¢’ | p<0,01
51 | | m endodermis || |[TK 6,777778] 0,13948 | a” ns 0,09505 | b’ p<0,01
4 | | TAIE |6,922222] 0,13948 | & ns 0,09505 | d" | p<0,01
3 -
2+ 4 a a - exodermis Repeated Measures GLM ANOVA
a
1 4 variantal prﬂmér SE statistické zhodnoceni| SE statistické zhodnoceni|
0 ’:- - - -: SK 3,20000 ] 0,11245 | a~ ns 0,07658 | ¢ ns
SK SAIE TK TAE SAIE__ |3,144444] 0,11245 | a”~ ns 0,07658 | b ns
varianta TK 2,988889) 0,11245 | a”~ ns 0,07658 | b™” ns
TAIE |2,811111]0,11245 | a”~ ns 0,07658 | a”~ ns

Shrnuti vlivu 1-NAA a/nebo 1-AOA na paet vrstev primarni kiry:

= Byl testovan vliv auxinu (5.18M) a/nebo inhibitoru syntézy ethylenu (200°M)
na pa@et vrstev primarnidy hlavnich kéeni kukurice kultivované v papiru.

= Paet vrstev gedni primarni kry je ve &tSine pripadi mezi variantami stal
pouze u SK je patkud nizSi

= Paiet vrstev exodermis je nepaimizsi u kontrolnich rostlin za tmy oproti varia
SK, po aplikaci 1-NAAGi 1-AOA dochazi k jen minimalnimu sniZzenigbo vrstev
exodermis f obou pouzitych ositlenich, statisticky vyznamnému pouffe
uvarianty SIE. B sowasné aplikaci 1-NAA a 1-AOA nedosahuji vysledky
statisticky vyznamnych rozdil
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4.5. Histochemicka detekce modifikace bu&nych s&n

Na picnych rnich tezech pochazejicich Obr. 4.20:

ze dvou oblasti hlavniho kene (obr. 4.20) barvenych P Oblasti
N\ na hIa_vmmw )
floroglucinolem s HCI byla provedena histochemiclf "#7== kofeni pouzite

— pro
detekce modifikace bunnych s&n pii pusobeni histochemickou
detekci
1-NAA, 1-AOA a 1-NAA +1-AOA. Po aplikaci —.. | modifikace

5.101M 1-NAA & 200.10°M 1-AOA nebyly u rostiin burcnych sen

za obou zkouSenych agleni u p@tu vrstev exodermis

v oblasti 3/8 HK zji&ny rozdily. Ve vSech variantach se iV@ jedna vrstva exodermis,
avSak pi sowasné aplikaci 1-NAA a 1-AOA doslo ve stejné oblaklK rostlin
péstovanych za normalni fotoperiody ke zvySenttporrstev exodermis (varianta SAIE).
Vysledky ziskané z oblasti baze souhlasi s vyslemkyji¥ovani p&tu vrstev exodermis
ziskanymi pomoci obrazoveé analyzy (kap. 4.4.). gkl z kultivace rostlin s koncentraci

5.10"M 1-NAA v kultivani mistnosti a z varianty SIE nebyly zji&any.
Obr. 4.21: Dva postranni kéeny prorostlé rodiovskym kdenem, Uségka = 10um

S
Fg'}i)?‘-\“w
.I. ‘)" v
W
Obr. 4.22: Detail mnohovrstevné exodermis Obr. 4.23: Detail jednovrstevné endodermis
Useka = 2Qum Uséa = 2Qum
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Obr. 4.24: Vizualizace apoplastickych bariév korenech rostlin gstovanych za normalni fotoperiodgzy
pochézeji z oblasti 3/8 (vlevo) a baze (vpravoyhiao kdaene, Uséka = 10Qum

SIE

SAIE
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Obr. 4.25: Vizualizace apoplastickych bariérv kofenech rostlin gstovanych za stalé tmyezy pochazeji
z oblasti 3/8 (vlevo) a baze (vpravo) hlavnihddwe, Uséka = 10Qum.

85



Vysledky

4.6. Pocet cév pozdniho metaxylému

4.6.1. Vliv 1-NAA

Patet cév pozdniho metaxylému byl Zji#an pomoci snimk

trvalych prepardit pochazejicich zdit riznych oblasti hlavnihg
korene(obr. 4.26) Oznaeni variant je shodné s ozieamim pouZzitym o —
v predchozich kapitolach. =~/

Obr. 4.26: Oblasti vybrané -,
pro zjiStovani pattu cév
pozdniho metaxylému u HK
A: polovina hlavniho kiene,
B: tri¢tvrtina hlavniho kéene,
C: baze hlavniho kene

Graf 4.36: Porovnani pdtu cév pozdniho metaxylému  Tab. 4.28:Poéet cév pozdniho metaxylému

dané oblasti hlavniho kdene mezi jednotlivymi u riznych variant viznych oblastech
variantami; u SA,TA pouZita koncentrace 5.1/ hlavniho kdene; u SA,TA pouZita koncentrace
1-NAA; Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE 5.10™M 1-NAA; kultivadni mistnost
1-NAA OBLAST A Repeal:,\d‘ g've:s”'es GLM ANOVA
po et cév pozdniho metaxylému e e
= . o statistické statistické
O sk varianta [ pramer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
8,0 osA SK 6,38 | 03925 | a ns 0,0722 | ¢ | p<0,01
. atk| |[SA 600 | 03925 [ a ns ] 00722 | b | p<00L
7.5 a’ a a a’ BTA TK 6,13 03925 | a ns 0,0722 | b | p<0,01
704 . . TA 579 | 03925 | a ns__| 00722 | a | p<00L
o 2 Iy, L. ,
. 651 1-NAA OBLAST B Repeafﬂg've:swes GLM ANOVA
[}
g 601 e | pomer | s | e | o | o
5,5 SK 6,67 | 05086 | a ns__| 00754 | b | p<o0L
SA 6,67 | 05086 | a ns | 00754 | a | p<001
5,0 - TK 625 | 05086 | a ns | 00754 | a | p<001
a5 TA 6,00 | 05086 | a ns__| 00754 | a | p<00L
Repeated Measures
4,0 1-NAA OBLAST C ANOVA u GLM ANOVA
‘ OA OB OC DA OB OC BDA OB OC A mB ®C — —
. o statistické statistické
blast ko Fene varianta [ pramer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
° SK 700 | 03254 | a ns__| 00435 | b | p<o01
. 3 3 3 SA 675 | 03254 | a ns | 00435 | b | p<001
Graf 4.37: Porovnani p&tu cév pozdniho metaxylému TK 633 03254 | a| ns |00435 | b | p<oo1
. . - z - <0,01
jednotlivych oblasti dané varianty(pro SK ns; SA ns; TK ns;‘= 050 [osma [ al no |0 [all
TA ns) Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE
SK SA TK TA
8 8 8 8
a a
- a T % a2 7 5 5
a T a a T a
T a
6 6 T — 6 T 6
5 5 5 5
oA 0B ©OC @A ©8B ©Cc @A @B @c
oblast ko fene oblast ko fene oblast ko Fene oblast ko Fene
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Pii sledovani, jak auxin v koncentraci 51® ovliviiuje paet cév pozdniho
metaxylému, byly rostliny gstovany v kultivéni mistnosti i v klimaboxu. i® péstovani
rostlin v kultivatni mistnosti byly pozorovany zimy v paitu cév podél osy Kene,
nejmérk cév se vyskytovalo v oblasti A, nejvice pak v ghil&C. Charakteréchto znén
byl pozorovan u vSech variant, rozdily vS8ak #ahto kultiv&nich podminek nebyly
statisticky ptikazné (graf 4.37, tab. 4.28) V kontrolnich kdéenech rostlin gstovanych
za stalé tmy se t¥ibo méns cév. Ridani auxinu do média #pobilo sniZzeni p#iu cév
patrné u rostlin z obou typoswtleni v oblasti A, steji tak za normalniho ostleni
v oblasti C a za stalé tmy v oblast{@af 4.36, tab. 4.28)

Graf 4.38: Porovnani pd@tu cév pozdniho metaxylému
dané oblasti hlavniho kdene mezi jednotlivymi
variantami; u SA, TA pouZita koncentrace 5:1M
1-NAA; Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE

Tab. 4.29:Potet cév pozdniho metaxylému

u riznych variant viiznych oblastech

hlavniho kdene; u SA,TA pouZita koncentrace
5.10"M 1-NAA; klimabox

1-NAA OBLAST A Re”eafs o'w\f:su'es GLM ANOVA
po €et cév pozdniho metaxylému i
. L statistické statistické
0 5K varianta | prumer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
8,0 o SA SK 6,20 0,2958 a ns 0,0000 a p<0,01
B BTK SA 640 | 02958 | a ns__| 00000 | a | p<o,0L
75 a a m7a| | [ 570 | 02958 [ a| ns | 00000 [ a] p<oot
70 T o TA 5,60 0,2958 a ns 0,0000 a p<0,01
T . s == :
. 651 a 1-NAA OBLAST B RepeafN OM;:S”'ES GLM ANOVA
@ a
9 6,0 1 3 . Stalisticke StaliSticks
8. _T_ varianta | prumer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
5,5 A SK 6,30 02345 | a ns 0,0542 | b ns
SA 6,20 0,2345 a ns 0,0542 a ns
5,0 1 TK 6,00 | 02345 | a ns 00542 | a ns
45 TA 5,80 0,2345 a ns 0,0542 a ns
4,0 1-NAA OBLAST C Repeated Measures GLM ANOVA
‘ OA OB OC OA OB OC OA ©OB OC NA EB ®C ‘ ANOVA
. L statistické statistické
oblast ko fene varianta | prumer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
P ;. - ” SK 7,00 0,4366 a ns 0,0271 b p<0,01
Graf 4.39: Porovnani pdtu cév pozdniho metaxylému SA 675 | 04366 | a | ns 00271 [ b | p<oor
. P - z . . . TK 6,80 0,4366 a ns 0,0271 b <0,01
jednotlivych oblasti dané varianty(pro SK ns; SA p<0,05; tao Toasee Ta T e Tooi ol beoor
TK p<0,05; TA ns)Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE
SK SA TK TA
8 8 8 8
a
I 3 b
@ 7 3 7 b ko =
’§ a 2 ab T § ! I s 7
a Ta T 2 T a ab =
T a
6 +— 6 +— S 6 I S 6 1
5 5 5 5
oA oB ocC oA oB ocC oA oB oc mA mB mC
oblast ko Fene oblast ko Fene oblast ko Fene oblast ko fene

Pii péstovani rostlin v klimaboxu byl zji& u WtSiny variant obdobny trend
V pactu cév podél osy Kene, s nejvySSim ptem cév v oblasti baze. U variant SA a TK
pedchozi kultivaci
jednotlivymi oblastmi(graf 4.39) Testovani pomoci GLM ANOVA ukazalo statisticky

vSak oproti byly zjigny statisticky pitkazné rozdily meazi
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vyznamneé sniZeni ptu cév v oblasti A a Cisobenim auxinu ve stalé &rpodobr jako
tomu bylo u kultivace v kultiveni mistnostigraf 4.38, tab. 4.29)

4.6.2. Vliv 1-AOA

Vliv koncentrace 200.18M inhibitoru syntézy ethylenu na et cév pozdniho
metaxylému byl sledovan na rostlinaatsfpvanych v kultivéni mistnosti. U kontrolnich
rostlin obou variant byla pozorovana obdobna teodarafistu p@tu cév od oblasti A az
po oblast C, jako tomu bylo wgdchozich kultivacich (kap.1.2.1). Sledované rgzuhiézi
jednotlivymi oblastmi podél kKene u vSech variant s vyjimkou SK nebyly statistick
potvrzeny(graf 4.41). Po misobeni inhibitoru dosSlo v oblastech A i B u oboedsivanych

osWtleni ke statisticky vyznamnému zvySentfpoceéev(graf 4.40, tab. 4.30)

Graf 4.40: Porovnani pdtu cév pozdniho metaxylému Tab. 4.30:Poget cév pozdniho metaxylému

dané oblasti hlavniho ka&ene mezi jednotlivymi raznych variant viiznych oblastech hlavniho
variantami; u SIE, TIE pouzita koncentrace 200°M kotene; u SIE, TIE pouZita koncentrace
1-AOA,; Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE 200.10°M 1-AOA,; kultivatni mistnost
1-AOA OBLAST A Repeafg 3";:5”'65 GLM ANOVA
po et cév pozdniho metaxylému — —
mSK . .y statistické statistické
varianta | prumer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
8,0 SK 566 | 0,2156 | a | p<0,05 | 00832 | a | p<0,05
75 SIE 6,15 0,2101 | ab | p<0,05 ] 0,0832 b p<0,05
! TK 6,00 0,2101 | ab | p<0,05 ] 0,0832 b p<0,05
7.0 TIE 6,55 0,2101 b p<0,05 | 0,0832 C p<0,05
65 1-AOA OBLAST B Repeated Measures GLM ANOVA
® 6.0 a ANOVA
Q0 ' m—— m——
2 5,51 varianta | primér | SE | s | SE | cnocen
SK 6,32 0,2677 a ns 0,0260 b p<0,01
5,0 1 SIE 6,60 0,2609 a ns 0,0260 c p<0,01
4,5 TK 6,20 0,2609 a ns 0,0260 a p<0,01
40 TIE 6,85 0,2609 a ns 0,0260 d p<0,01
35 1-AOA OBLAST C Repeated Measures GLM ANOVA
‘ OA OB OC NA EB BEC DA OB OC NA B BC ‘ ANOVA
varianta | prameér SE stalisticke" SE slatistické'
oblast ko Fene zhodnoceni zhodnoceni
— . - - ~ SK 6,78 0,2245 a ns 0,0500 b p<0,05
Graf 4.41: Porovnani p&tu cév pozdniho metaxylému S LT e T
. PS , 7 - s . a ns )y P<0,
jednotlivych oblasti dané varianty(pro SK p<0,05; SAns; [ 688 [ 02435 | a | ns | 00542 | b | p<005
TK ns; TA ns)Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE
SK SIE TK TIE
8 8 8 8
- b - - 5 a a
o T o Q a T
a T
a T 6
6  — 6 6 —
B
5 5 5 5
oA oB ocC BA oB mC oA oB oC mA mB mC
oblast ko Fene oblast ko Fene oblast ko Fene oblast ko fene
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4.6.3. Vliv 1-NAA + 1-AOA

Pro sledovani spateého fisobeni auxinu s inhibitorem syntézy ethylenu n&epo
cév pozdniho metaxylému byly rostliny kultivovanyklimaboxu. Chovani kontrolnich
rostlin (SK i TK) bylo obdobné jako ui@dchozich kultivaci, statisticky vyznamné rozdily
byly nalezeny p testovani s GLM ANOVA u oblasti A a Qab. 4.31) Fi sledovani
vlivu sowasného fisobeni auxinu a inhibitoru ethylenu na oblasti pad§ kaene byly
zjisteny za normalnich s¥elnych podminek rozdily mezi oblastmi A a(Graf 4.43).

V porovnani s p&tem cév u kontroly se vSak gt [ilis nelisil. Naopak za stélé tmy doSlo

pusobenimdchto latek k nérstu pd@tu cév(graf 4.42)

Graf 4.42: Porovnani pdtu cév pozdniho metaxylému  Tab. 4.31:Poéet cév pozdniho metaxylému
dané oblasti hlavniho kdene mezi jednotlivymi u riznych variant viznych oblastech
variantami; u SAIE, TAIE pouZita koncentrace 5:1 M hlavniho kdene; u SAIE, TAIE pouzita
1-NAA a 200.10M 1-AOA; Repeated Measures ANOVA, koncentrace 5.18M 1-NAA a 200.10M

uvedeny S 1-AOA; klimaboy
1-NAA + 1-AOA Repeated Measures
- z P 2 GLM ANOVA
po €et cév pozdniho metaxylému OBLAST A ANOVA
. .y statistické statistické
varianta | prumer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
8,0 SK 6,25 0,2334 | a ns 0,0406 | b | p<0,01
75 SAIE 6,33 02334 | a ns 0,0406 | b | p<0,01
! TK 5,63 0,2334 a ns 0,0406 a p<0,01
7.0 . TAIE 6,35 0,2334 | a ns 0,0406 | ¢ | p<0,01
65 = T
’ 1-NAA + 1-AOA Repeated Measures
k] 6.0 OBLAST B ANOVA GLM ANOVA
e ) — STalSUCkE STalStoke
o 5,5 varianta | prumer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
0 SK 6,40 0,2180 | a | p<0,05 | 0,0791 | b ns
5, SAIE 6,43 0,2180 | a | p<0,05 | 0,0791 | b ns
4,5 - TK 5,68 0,2180 | a | p<0,05 | 0,0791 | a ns
TAIE 6,45 0,2180 | a | p<0,05 [ 0,0791 | ¢ ns
4,0 1
3,5 1-NAA + 1-AOA Repeated Measures
OBLAST C ANOVA GLM ANOVA
‘ DA OB OC mA EB BC OA OB OC NA NB BC ‘ _ _
. R statistické statistické
oblast ko Fene varianta | prumer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
SK 6,73 0,2127 | a ns 0,0497 | b | p<0,01
Graf 4.43: Porovnani pdtu cév pozdniho metaxylému SAE I
. . p £ . . . . ! a ns ] a | p<o,
jednotlivych oblasti dané varianty(pro SK ns; SA p<0,05; TKaEe 6580 02127 | a | ns | 00497 | ¢ | p<o01
p<0,05; TA p<0,05) Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE
SK SAIE TK TAIE
8 8 o- 8
- a - T - b
s 7 T 8 7 b Q7 g 7 -
2 a a 2 a ab a g
T L b
T
6 +—f — 6 6 a ah 6 -
’_L L
5 5 5 5-
oblast ko fene oblast ko Fene oblast ko fene oblast ko Fene
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Shrnuti vlivu 1-NAA a/nebo 1-AOA na paet cév pozdniho metaxylému

= Byl testovan vliv auxinu (5.18M) a/nebo inhibitoru syntézy ethylenu (200°M)
na p@et cév pozdniho metaxyléemu v@ch vybranych oblastech hlavnihoré&ne
kukurice kultivované v papiru.

= U Kkontrolnich rostlin je patrna vzestupna tendemu®tu cév od oblasti
do oblasti C

» Rozdily mezi jednotlivymi oblastmi podél osyikoe byly statisticky potvrzen
pouze u variant SAIE a TAIE

= Po aplikaci auxinu dochaziétsinou k mirnému poklesu i cév, statistick
potvrzenému zejména u rostlin ze stalé tmiddhy 1-AOA zmisobuje u obo
pouzitych oswtleni naopak mirné zvySeni fia cév, statisticky prokazané
u oblasti A a B. Kombinac€cthto dvou latek zjsobuje séeni rozditt mezi SK a
SAIE. U rostlin ze stalé tmy dochazi ve vSech dblds naopak ke zvysSeni ¢ia
Cév.

4.7. Prumér cév pozdniho metaxylému
4.7.1. Vliv 1-NAA

Pramér cév pozdniho metaxylému byl zj@/an obrazovou analyzaibr. 4.27)
na snimcich z trvalych prepaiapochazejicich it raiznych oblasti hlavniho kene
(obr. 4.28) Ozn&eni variant je shodné s ozieaim pouZzitym v fedchozich kapitolach.

Obr. 4.27: Analyza Obr. 4.28: Oblasti vybrané
praméru cév pozdniho __ pro zjiStovani priméru cév
metaxylémuv oblasti baze A pozdniho metaxylému u HK
hlavniho kdene \ A: polovina hlavniho ktene,
) ' B: tiictvrtina hlavniho kéene,
B_’._:' C: baze hlavniho kene
A m—) f

Pfi méreni pameéru cév pozdniho metaxylému na hlavnichidech rostlin
péstovanych v kutlivani mistnosti byla zji&ha variabilita ve velikosti échto cév.
Kontrolni rostliny z normalniho ostleni a ze stalé tmy &y nejvétSi cévy v oblasti B,
naopak nejmensi v oblasti C, tyto rozdily mezi etsta vSak nebyly statisticky fkazné
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(graf 4.45, tab. 4.32) Vystavenim keéeni kontrolnich rostlin stélé téndoSlo oproti SK
v oblasti A ke zvySeni gméru cév, v oblasti C tomu bylo naopakii lormalnim
oswtleni p@idani auxinu zpsobilo v oblasti A zvySeni, ip stalé tn& snizeni jejich
velikosti, v oblasti B byl trend mezi kontrolami ajmy. V oblasti C se ip obou

zkouSenych osstlenich po isobeni auxinu zvysila velikost céyraf 4.44)

Graf 4.44: Porovnani pniméru cév pozdniho Tab. 4.32:Pramér cév pozdniho
metaxylému dané oblasti hlavniho kbene mezi metaxylémuu riznych variant viiznych
jednotlivymi variantami ; u SA, TA pouzita koncentrace  oblastech hlavniho kene; u SA, TA pouZita
5.10"M 1-NAA; Repeated Measures ANOVA, uvedeny Skoncentrace 5.78M 1-NAA

oL, ; ) 1-NAA OBLAST A Repeafg OMVeAaS“rES GLM ANOVA
pramér cév pozdniho metaxylému Yy
. .. statistické statistické
O5SA varianta | prameér SE zhodnoceni SE zhodnoceni
90 =TK SK 73,49 | 33064 | a ns 0,5266 | a | p<0,01
a mTA SA 7489 | 33316 | a ns 0,5306 | b | p<0,01
TK 76,89 | 32656 | a ns 05201 | c | p<0,01
85 TA 73,80 | 3,3147 | a ns__| 05279 | ab | p<0,01
T 80 Repeated Measures
= a 1-NAA OBLAST B ANOVA GLM ANOVA
o 75 T . . statistické statistické
g varianta | pramer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
5 704 SK 83,13 | 40304 | a ns 05657 | d | p<0.01
SA 78,66 | 40304 | a ns 0,5657 | ¢ | p<o,01
TK 78,58 | 43087 | a ns 0,6048 | b | p<o,01
65 TA 76,66 | 4,3087 | a ns 0,6048 | a | P<0,01
60 1-NAA OBLAST C Repeated Measures GLM ANOVA
‘ OA OB OC ©OA OB ©OC OA OB ©OC ®NA ®B ®C ‘ : ANOVA
- . 0y statistické statisticke
oblast ko fene varianta | pramér SE hodnocent SE Jhodnoceni
: o w y v ~ SK 70,54 |3,40643 | a ns 0,5058 | a | p<0,01
Graf 4.45: Porovnani priméru cév pozdniho metaxylému  [sa 7621 348459 | a | ns | 05174 | ¢ | p<oor
; Y 1 4 ; . . -[TK 72,77 | 35527 | a ns 05275 | b | p<0,01
jednotlivych oblasti dané varianty(pro SK ns; SA ns; TK ns;i T e T o T oss o oot
TA ns) Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE
SK SA TK TA
100 100 100 100
% - 9 9 %
T a a = a E
= = 3 a
a
E 80 & 5 5_ 80 T T T R T == a X
5 T T 5 3 T 5
£ 70 £ 70— |5 704 3 70
S 3 5 &
o [s8
60 60 +— — 60 1 60 -
50 50 50~ 50 -
oA 0B OcC oA 0B oC oA @B @cC EA ®mB BmC
oblast ko fene oblast ko fene oblast ko fene oblast ko fene

Pfi méreni pameéru cév pozdniho metaxylému uieoi z rostlin pochéazejicich
z klimaboxu byl trend mezi variantami obdobfwyaf 4.47) Rozdily byly nalezeny pouze
u rostlin ze stalé tmy (TK i TA), kde byly zj&ty statisticky vyznamné rozdily podél
korene mezi oblastmi B a (@raf 4.46, tab. 4.33)
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Graf 4.46: Porovnani priméru cév pozdniho metaxylému Tab. 4.33:Pramér cév pozdniho

dané oblasti hlavniho kdene mezi jednotlivymi metaxylémuu riznych variant viiznych
variantami; u SA, TA pouZita koncentrace 5101 1-NAA; oblastech hlavniho kene; u SA, TA pouZita
Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE koncentrace 5.I5M 1-NAA
Repeated Measures
prameér cév pozdniho metaxylému 1-NAAGBLAST A ANOVA GLM ANOVA
. . statistické statistické
O Sk varianta | pramer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
90 5 OsA SK 7827 | 157641 ] a ns 0,53547 | ¢ | p<0,01
a a atel | [EA 77,66 | 15490 | a ns__ | 052615 | b | p<o,01
85 a TK 7517 | 1,58588 | a ns_ | 053868 | a | p<o.01
I TA 78,09 | 157641 | a ns_ | 0,53547 | bc | P<0,0L
a
g % a1 1-NAA OBLAST B Repeated Measures GLM ANOVA
= : ANOVA
5 75 — e
varianta | promér | St | S | SE | s
5 70 - SK 81,43 | 2,2238 | a ns 0,56789 | b ns
SA 84,24 | 2,24166 | a ns_ | 057245 d ns
65 | TK 79,33 | 2,27872 | a ns_ | 058192 | a ns
TA 83,58 |2,33792 | a ns_ | 05970 | ¢ ns
60 1-NAA OBLAST C Repeated Measures GLM ANOVA
‘ OA oB oc oA oB oc oA oB ac BA mB IC‘ i ANOVA
oblast ko fene varianta | pramér SE Zifgﬁgz:ii SE Zsh‘ggrs‘gzl;:i
— - - - SK 7532 | 2,30554 | a ns_ | 0,57886 | ¢ | p<0,01
Graf 4.47: Porovnani priméru cév pozdniho metaxylému [sa 7857 |237438 | a | ns [ 059614| d | p<oor
jednotlivych oblasti dané varianty(pro SK ns; SAns; TK  Hx T BT e e L
p<0,01; TA p<0,01)Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE
SK SA TK TA
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4.7.2. Vliv 1-AOA

Pro sledovani vlivu inhibitoru syntézy ethylenu maimér cév pozdniho
metaxylému pomoci obrazové analyzy ze sriintrikalych prepardt pochazejicich zéit
raznych oblasti hlavniho kene rostlin pstovanych v kultivéni mistnosti byla pouzita
koncentrace 200.1M 1-AOA. U kontrolnich rostlin, zejména u variar®K, se potvrdilo,
Ze nejmensSi velikost cév je v oblasti bazeifeke. Inhibitor pidany k rostlinam
z normalniho ositleni zpisobil oproti gedchozim kultivacim zgmu v pongru mezi
jednotlivymi oblastmi, nej§tSi cévy se tviily v oblasti A, coZ bylo i statisticky potvrzeno
(graf 4.48, 4.49, tab. 4.34)
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Graf 4.48: Porovnani priméru cév pozdniho metaxylému Tab. 4.34:Pramér cév pozdniho

dané oblasti hlavniho kdene mezi jednotlivymi metaxylémuu riznych variant viiznych
variantami; u SIE, TIE pouzita koncentrace 200°M oblastech hlavniho kene; u SIE, TIE pouzita
1-AOA; Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE koncentrace 200.1M 1-AOA
Repeated Measures
1-AOA OBLAST A GLM ANOVA
prameér cév pozdniho metaxylému ANOVA
. L statistické statistické
varianta | pramer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
90 gk [SK 80,07 | 21038 | a ns_ | 04929 | c | p<ooL
mSE| | ISIE 82,31 | 1,9794 | a ns_ | 04638 | c | p<oo0L
TK 77,41 2,0477 a ns 0,4798 b p<0,01
TIE 76,78 1,9555 a ns 0,4582 a p<0,01
g 1-AOA OBLAST B Repeafﬁg'f:wes GLM ANOVA
e [ pomer | e | mw | e | e
H SK 7956 | 17737 | a ns_ | 04985 | b | p<ooL
SIE 78,71 1,6770 a ns 0,4713 a p<0,01
TK 82,37 1,7372 a ns 0,4882 C p<0,01
TIE 83,61 1,6582 a ns 0,4660 d p<0,01
Repeated Measures
1-AOA OBLAST C GLM ANOVA
‘ oA @B @C mA ®mB ®mC @BA @B @C mA ®mB ®mC ‘ ANOVA
. R statistické statistické
oblast ko Fene varianta | prumer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
SK 73,60 1,4877 a ns 0,4338 a p<0,01
P , . , SIE 75,16 | 1,5278 | a ns 0,4455 | b | p<0,01
Graf 4.49: Porovnani priméru cév pozdniho metaxylému T 7845 | 15338 [ a | ns | 04473 | d | p<oor
jednotlivych oblasti dané varianty(pro SK p<0,05; SIE ns; e 7580 ] 1.6049 | a | ns ] 04680 ] c | p<001
TKns; TIE p<0,05) Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE
SK SIE TK TIE
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4.7.3. Vliv 1-NAA + 1-AOA

Pro zjis&ni vlivu kombinace auxinu a inhibitoru syntézy dému na piimér cév
pozdniho metaxyléemu byly do kultistaiho média rostlin ¢gstovanych v klimaboxu
pridany koncentrace 5.18M 1-NAA a 200.1°M 1-AOA. U kontrolnich rostlin byly
nejmensi cévy tieny podoba jako u gedchozich kultivaci v oblasti C, naopak
statisticky ptikazre nejwtsi cévy byly zji&ny v oblasti B. B aplikaci auxinu a inhibitoru
syntézy ethylenu k rostlinam z obou typswtleni doslo ke zrn¢ pomeru velikosti cév
podél kdene. Nej¢tSi cévy byly nalezeny v oblasti A, pod@bngako tomu bylo
u predchozi kultivace u varianty SIE. Statisticky vyameé rozdily mezi jednotlivymi
oblastmi podél kiene vSak byly zjighy pouze u rostlin gstovanych za stalé tmy
(graf 4.51) P porovnani vlivu sotasneho fisobeni &chto dvou latek na jednotlive
oblasti bylo zjis&no, Ze dosSlo tést ve vSech fipadech (vyjma TAIE, oblast A)
ke statisticky vyznamnému sniZeniuméru cév oproti pislusnym kontrolan(graf 4.50,
tab. 4.35)
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Graf 4.50: Porovnani priméru cév pozdniho Tab. 4.35:Priamér cév pozdniho
metaxylému dané oblasti hlavniho kiene mezi metaxylémuu riznych variant viiznych
jednotlivymi variantami ; u SAIE, TAIE pouzita oblastech hlavniho kene; u SAIE, TAIE
koncentrace 5.1HM 1-NAA a 200.1M 1-AOA; pouilta6 koncentrace 5.1tM 1-NAA a
Repeated Measures ANOVA, uvedeny 20C.1C°M 1-AOCA
1-NAA + 1-AOCA Repeated Measures
pramér cév pozdniho metaxylému OBLAST A ANOVA LM ANOVA
. .. statistické statistické
varianta | prumer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
95 1 b ”ZZE SK 79,80 | 2,0477 | a | p<0.05 | 04282 | b | p<00L
a : " SAIE 79,86 | 2,0066 | a | p<0,05 | 04196 | a | p<0,0L
90 1 1 TK 82,03 | 2.1947 | a | p<0,05 | 04589 | ¢ | p<0,0L
g5 TAIE 87,28 | 2,0310 | a | P<0.05 | 0,4282 | d | p<0.01
a
E 1-NAA + 1-AOA Repeated M
i:& 80 - OBLAST B epeelAeNO\/eAasures GLM ANOVA
£ 75 - varianta | pramér | SE | amoeeni | SE | amocnocent
5 SK 87,26 | 1,9396 | b | p<0.01 | 04434 | b | p<00L
70 ~ SAIE 77,03 | 1,9396 | a | p<0,01 | 04434 | a | p<0,01
TK 89,14 | 2,0923 | b | p<0,01 | 04783 | ¢ | p<0,0L
65 TAIE 80,38 | 1,9321 | a | p<0,01 | 0,4416 | a | p<0,01
60 1-NAA + 1-AOA Repeated Measures
‘ OA OB OC WA BB BC DA OB OC NA EB BC ‘ OBLAST C ANOVA GLM ANOVA
. .. statistické statistické
oblast ko fene varianta | pramer SE zhodnoceni SE zhodnoceni
. o B - - SK 7549 | 15585 | a ns__ | 04003 | b | p<001
Graf 4.51:; Porovnani pniméru cév pozdniho metaxylému  [saE 7411 | 15703 | a | _ns_ | 0.4034 | ab | p<0,01
H N\/\7 1 A H . . K 76,13 1,6339 a ns 0,4197 C p<0,01
jednotlivych oblasti dané varianty(pro SK p<0,01; SIE ns; Tg= Tt Ticoe o To3sss e[ boor

p<0,01; TIE p<0,01)Repeated Measures ANOVA, uvedeny SE

SK SAIE TK TAIE
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Shrnuti vlivu 1-NAA a/nebo 1-AOA na pramér cév pozdniho metaxylému

= Byl testovan vliv auxinu (5.18M) a/nebo inhibitoru syntézy ethylenu (200°M)
na pameér cév pozdniho metaxylému vi@th vybranych oblastech hlavniharéne
kukurice kultivované v papiru.

= U wetSiny gripadh byly pozorovany statisticky vyznamné rozdily jakznoblastmi
podél osy kéene, tak mezi jednotlivymi variantami.

= U kontrolnich rostlin u obou typoswtleni jsou nejétSi cévy tvdeny v oblasti B,
nejmensi pak v oblasti C.

= Aplikace 1-NAA nevykazuje vliv na po¥n praméru cév v jednotlivych oblaste
dané varianty. VIiv auxinu ip obou typech osétleni v iznych kultiva&nich
mistech byl #izny. Ridani 1-AOA zpisobuje za fotoperiody 16/8 Zmu v pongru
praméru cév mezi oblastmi, k tvoknejwtSich cév dochazi v oblasti A. S@sna
aplikace  1-NAA + 1-AOA zgsobuje zninu pongru velikosti cév mezi oblast
ve prosgch oblasti A, a to u obou pouZzitych ¢teni.
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5. DISKUZE

Kukutice (Zea mayp pati mezi modelové organizmy pro studium hypoxickych
podminek. Je o nich znamo, Ze stimuluji vy@ré lyzigenniho aerenchymu, v jehoz tworb
hraje vyznamnou ulohu ethylen. Biosyntéza tohotmHgrmonu je ovlivnitelnd mnoha
Ciniteli, jako nagiklad auxinem a stelnymi podminkami. Jak bylo v této praci ukadzano,
pii vyzkumu aerenchymu a dalSich charakteristik hdijiezitou ulohu typ kultivace a

podminky, za kterych kultivace probiha.

5.1. Kultiva éni postupy

Byly pouzity dva kultivé&ni postupy - vodni kultury a kultivace v papiru. dfd
kultury maji pro experimentalni pratadu vyhod. Proifiklad uve’me nizky mechanicky
odpor @ rastu kdem, dostupnost Zivin podél celého tkme nebo dobrou
manipulovatelnost s nagtovanym materialem. Mezi nevyhody tohoto typuikalte paiti
riziko vyznamného poklesu hladiny kysliku kolemiwai, neba’ difaze plyri ve vodnim
prostedi je a? 10000 krat nizsi neZ na vzduchu (dif@@s vsguchu= 0,206cms™;
Oave vo¢ = 0,180.10cm?s™?), (Kossaczky & Surovy, 1972). Z tohotaivbdu je nutné
kultivacni roztok provzdusovat, avSak mnohdy je&zké stanovit vhodnou miru vhémi
kysliku, kterd by zajistila dostateé zasobeni rostliny timto plynem a zahovaby
nedochazelo k mechanickému stresu a tim i odhiysledovanych jav Na p@atku série
pokusi s vodnimi kulturami byl proveden experiment, ktengtil poznatky ziskané jiz
(Hlavatd, 1992; Lenochova, 2004). Vysledkiegchozich praci byly potvrzeny, a proto
bylo mozné na &inavazat. Hypoxicky stres se projevil zejména zgenim fistu listi a
hlavniho kdene (kap. 8). Poté byla provedena pokusna kultiseezavzdutovanim
roztoku, kde byla sledovana mira viAhvzduchu ke kienim a optimalizovan postup.
VSechny hydroponické kultivace byly po celou dolwuani pokusu provzdigvany
z divodu citlivosti rostlin kukidice Zea mayp na dostupnost kysliku v présti. Pro
zajiseni stalych podminek, a tudiz k vykeni mozného jsobeni dalSiho nezadouciho
faktoru, bylo po celou dobu kultivace sledovanadezavano pH na hodnotach kolem 5,5,
coz je hodnota,ipkteré kukuice (Z. may$ prospiva nejlépe (Stehlikova, 2005).
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Druhym typem kultivace, kterym byly rostlinyégtovany, je tzv. kultivace
Vv papiru, jejiz princip je popséan v kap. 3.2.2.2nfo még znamy typ kultivace byl vybran
pro dosazeni maximalniho moznéhigstupu kysliku ke kienim. Toho lze dosahnout i
jinym typem Kkultivaci, jako ndjklad aeroponii, kdy jsou Kkeny rostlin vystaveny
vzduchu s nasycenymi vodnimi parami, avSak na Foadi této kultivace zajifije
sterilizovany filtra&ni papir, kterym kieny profistaji, lepsi simulaci mechanického odporu
substratu v firozenych podminkach. Navic oproti aeroponickéikatti, kde jsou konce
koreni nama@eny do kultiv&niho roztoku, a tudiz jsou tyto oblasti vystavenySh
dostupnosti kysliku (Enstone & Peterson, 1998), Zime kultivace v papiru vzlinani
roztoku papirem ke vSetidstem kéeni a navic zajifuje rovnongrnou distribuci kysliku.
Jeji nevyhodou je po¥mé obtizné odstigovani filtracniho papiru, ktery ulpiva
na kaenech rostlin, coZz bylo nemalourepgadZzkou zejména ip zjiStovani hmotnosti
hlavnich k@eni. Fri posuzovani vysledkje tedy nutné mit na paitn Ze hodnoty ziskané
pii vaZeni takovéhoto materidlu mohou byt d@itér miry zkreslené - jednak mohou
ukazovat vysSi hodnoty diky zbyitk papiru na kienech, na druhou stranu skirté
hmotnost niZze byt sniZzena poskozenim jemnych postranniclierio pii jejich
vyprofovani z papiru. Hodnota pH kult&siho média byla ifp tomto zpmsobu kultivace

nastavena pouze nadabku pokusu a oproti hydroponii nebyla dale sledava

5.2. Vliv fytohormon @ na ristové charakteristiky rostlin
5.2.1. Uginky auxinu v zavislosti na jeho mnozstvi

Auxin, jeden ze zastuficfytohormori, vyvolavaradu Gznych proces pii rustu
rostlin. V zavislosti na mnozZstvi a mistaspbeni v rostlid miZe pisobit stimul&né, nebo
muze vyvolavat negativnidinky na fist jednotlivych orgéin Pro experimentalnicély se
dnesc¢im dal még pouziva pirodni auxin IAA, s vyjimkou kratkodobych pokiysneba
muze dochazet kjeho rozkladu, coz pak auli}e kon€nou efektivni koncentraci
(Zazimalova,ustni sdleni). Pro dlouhodobé experimenty se pouzigda syntetickych
analogd prirodniho auxinu, jako naiklad 1-NAA, ktera byla pouzita i v této praci.

V souwasnosti existuje cel&ada praci, které uvdd u raznych rostlinnych
materiai konkrétni hodnoty koncentraci,t’ giz pozitivné ¢i negativié pasobicich
na rostliny, nicmé& mnohdy Ize nalézt velice rozdilné hodnoty konaaeitru stejného

materidlu, které vSak vyvolavaji podobné odfmbvy Rozdily v @&innosti tiznych
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koncentraci auxinu zavisi jednak na druhu rostlisigi pletiva nebo typu pouzitého
auxinu. innost jednotlivych typ auxinu je v3ak do velké miry ovligna také
kultivacnimi podminkami, jako nd&fklad oswtlenim, slozenim kultiveniho roztoku,
teplotouci hodnotou pH, avSak zaznamy&hto podminkach jsou v mnoha pracich dosti
strohé.

Vysoké koncentrace auxinuigobi inhibici fistu nadzemnich i podzemnich or§an
avSak konkrétni hodnoty i u téhoz organu se li8% dokladaji pozorovani huseéhi
(Arabidopsis thaliang u kterého sniZzenyist kaeni zpiasobil irodni auxin IAA i
synteticky analog auxinu 2,4-D v koncentracPD(Pickettet al, 1990), avdakip pouZiti
jiného syntetického analogu auxinu, 1-NAA, byloZemii patrné # koncentraci 1.18M
(Razicka et al, 2007). Snizeni celkového wstu kukdice (Zea mayy svinuti listi a
redukci hmotnosti hlavnich i adventivnich tkai zpisobily koncentrace 3.1/ a
5.10°M 1-NAA (Stehlikova, 2005), i pouZiti gfrodniho auxinu jsou v&ak zapebi vyssi
koncentrace, 1.I0M IAA (Votrubovd & Votruba, 1986). Moje prace ukdep Ze
koncentrace {sobici negativéh na fist orgam kukufice (Z. may$ byly ve skuténosti
nekolikrat nizsi, konkrétsa 1.10°M, 1.10°M, 5.10'°M i 1.10'°M 1-NAA. Sila negativniho
acinku exogenn aplikovaného auxinu byla ma pouzité koncentraci. aBobeni
jednotlivych koncentraci je zavislé nasgainych podminkach. VySe zngmé koncentrace
vykazovaly vyrazgjsi rozdily v &inku pri péstovani rostlin za fotoperiody 16/8, kdy doslo
k vyznamnému snizeni délky list na jejichz ¢epelich se f vysSich koncentracich
objevovaly fizné rozséhlé Iéze, lokélni chlor6zy a oschlé okrajegétivreé byla ovlivrena
i délka acerstvd hmotnost hlavnich @M1 a pa@et a celkova délka postrannichié&ni
tvoricich se na hlavnich kenech. B koncentracich vy3&ich nez 1 1-NAA bylo
mozné u wkterych rostlin pozorovat naiznych mistech hlavnich keni ztlustliny, coz
bylo v souladu i s jinymi pracemi (Stehlikova, 2D0%/to struktury vSak nebyly dale
zkoumany. Hlavni kieny @i koncentracich vy3Sich nez 180 1-NAA vykazovaly
zmeny v gravitropnim istu (Stehlikova, 2005), avSak u nizSich, mnou testgch
koncentraci, nebyly zaznamenany. i&wovy systém kukice (Z. may$ tvoii vedle
hlavnich k#enmi téz adventivni kieny vyfstajici z iznych mist rostliny. Vysokeé
koncentrace auxinu zvySily pet adventivnich kaeeni vyrastajicich z mezokotylu
(Stehlikova, 2005), avSak rozdily mezi jednotlivym@riantami v mych experimentech
nebyly patrné. Redukce v fo adventivnich kieni byla pozorovana takéripaplikaci
vysokych koncentraci ifodniho auxinu IBA ke stonkovym segmémt petanie

(Petunia x hybridpa ragete Lycopersicon esculentym(Clark et al, 1999). Bi snizZujici
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se koncentraci auxinu jsem pozorovala zvySeni gormmezi délkou hlavnich keni a
adventivnich seminélnich keni, detailré v3ak tento typ kieni nebyl zkouman.

Cilem dikich pokugé sledujicich tinek jednotlivych koncentraci 1-NAA bylo
urceni koncentrace stimulujictist rostlin kukdice Z. may$. U huseniku (A. thaliang
jde o mnoZstvi niz8i nez 1801 1AA &i 2,4-D (Pickettet al, 1990). U kukiice . may$
tuto koncentraci fedstavuje 1.18M IAA (Votrubova & Votruba, 1986), avdakippouZiti
syntetického analogu se ukazala byt hledanou hodna¥ 5.13'M 1-NAA, tedy o gt
fadi nizSi nez nejvysSi fpdpokladana a zkouSena koncentrace u této rostligio
piiklady z husergku (A. thaliang a kukdice (. may3 nazn&uji, Ze vedle kultivénich
podminek, které nepochybnhraji velice dlezitou roli v odliSnych efektivnich
koncentracichtiznych typ auxini, je patrg i dulezité, zdali jde o rostlinu jednéldznou
¢i rostlinu dvoudloznou.

Exogeni dodany auxin v koncentraci 5.3 za obou zkousenych oxieni
stimuloval u kukiice prodluZzovani list a nafist jejich ¢erstvé i suché hmotnosti.
U podzemnichéasti rostliny vykazoval (vyrazji u rostlin pstovanych za normalniho
oswtleni) téz kladny vliv na délku &erstvou hmotnost hlavnich #eni. U kukuice
(Z. may} tato koncentrace pkazre stimulovala jak p&et prorostlych postrannich feni
z hlavniho keene, tak i jejich nasledné prodluZzovéani. Udmovych segmedtiedkvicky
(Raphanus sativiidylo pozorovano, Ze exogenhdodany auxin, v koncentracich 11\,
3.10°M, 1.10°M a 3.10°M IAA, zvySoval paet zaloZenych primordii, aviak jejich
proristani z hlavniho kene bylo inhibovano (Kerkt al, 2000). Rozdilny vliv auxinu
na tyto dva procesy vyvoje postrannictiéd je dan odliSnyntizenim €&chto proces. Jiz
v pacatku vzniku postranniho kene i zaloZeni tzv. zakladatelskych hikn tedy
vlastnich busk pericyklu davajicich vznik zakladu (primordiu) gi@anniho kéene, je
auxin, givedeny transportem probihajicim vikai bazipetal®, velice dilezitym aktérem
(Casimiroet al, 2001; Bhalera@t al, 2002a). F exogenni aplikaci tohoto fytohormonu
v koncentraci 9.18M IAA, 1.10°M 1-NAA u redkvicky (R. sativup nebo 3.10M IAA
u huseniku (A. thaliang dochazi jiz po &kolika hodinach k &eni wtSiho mnozstvi
burgk pericyklu lezicich na xylémovém poldjmz se zvySuje mnozstvi zaloZzenych
primordii (Laskowskiet al, 1995; Blakelyet al, 1982). Prosgednictvim gesngrovavani
polarniho auxinového transportu zpresikovaném PIN proteiny oviiwvje tento
fytohormon i dalSi vyvoj primordii a posléze posm&ch kdeni (tj. téch, jez prorostly

rodicovskym kdenem), (Benkovéet al, 2003). Pro dst postrannich keni je vSak
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duleZity akropetalni sir auxinového transportu v keni (Casimiroet al, 2001; Bhalerao
et al, 2002a).

Koncentrace 5.16M i 5.10"'M 1-NAA aplikované k rostlinam kukice (Z. may$
péstovanym papirovou kultivaci vykazovaly podobny ntte jako @i péstovani
v hydroponii. Sedmidenni rostlinytipkoncentraci 5.18°M vytvérely kratsi listy a jejich
hmotnost suSiny byla niz8i. ProdluZzovani hlavnioteki bylo také inhibovano. Naopak
koncentrace 5.18M 1-NAA zpisobovala statisticky vyznamné prodlouZeniiligvyseni
jejich suché hmotnosti a téz délky hlavnichida. Tyto rozdily, podob&jako u kultivace
rostlin v hydroponii, byly vyrazSi pi aplikaci fotoperiody 16/8, ip které dochazelo
uvSech variant k zabarveni kmového systému dgervena. Toto zabarveni bylo
pravdépodobré zpisobeno ukladanim antoky@anvlivem dopadajiciho s¥la, jehoz
priniku nebylo fyzicky mozné zcela zabraniiervenani keeni vlivem antokyan bylo
pozorovano u mnoha dalSich déuhostlin, jako nafiklad u ZelezneceMetrosideros
oz&enim (Solangaarachchi & Gould, 2001).

VySe popsané kultivace s 1-NAA probihaly v kultimé mistnosti. Pro technické
potize s kultivéni mistnosti bylo u &terych kultivaci nutné vyuZzit kulti¢aich box.
Na zachovani stejnych paramnietr (konkrétni hodnoty a jednotlivé parametry
v kap. 3.2.2.2.) byl kladen velikyadaz, avSak technicky nebylo mozné dosahnout stejné
intenzity os¥tleni, ktera byla 2,5 krat nizSi nez v kultiwd mistnosti. To se zasatn
projevilo na vysledcich, které byly odliSné od daskanych z rostlin gstovanych
v kultivaéni mistnosti. V kultivanim boxu byla zkousena koncentrace 50 1-NAA,
avSak oproti vysledikm z papirové kultivace konané v kulttvd mistnosti nevykazovaly
vysledky oproti kontrolam Zadné statisticky vyzna@movlivréni rastovym regulatorem.
Kultivacni mista se vSak musela liSit i jinymi parametrgba rostliny pEstované
s koncentraci 5.18M 1-NAA v klimatickém boxu za stalé tmy také nevykaaly 7a4dné
rozdily od gisluSnych kontrolnich rostlin a&rto rostlinAmcervenaly okraje listovych
cepeli. Jednim z dalSich moznych parafektery mohl zaficinit rozdilné vysledky, je
vihkost vzduchu, kterd nemohla byt v klimaboxu cht@ckych divodi nastavena
na totoZnou hodnotu. Tato &wmista se vyraznodliSovala také cirkulaci vzduchu. Oproti
kultivaéni mistnosti, kde je klimatizaci zagsia vyntna vzduchu sdkolika hodinovymi
intervaly, je v klimaboxu tato vyéma nepatrna, coz mohlo ovlivnit hrongad ethylenu

v klimaboxu a nasledni chovani rostlin (viz dale, kap. 5.2.2.). Odlisngledky ziskané
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ze dvou tiznych kultiva&nich mist poukazuji naitkzitost dodrzeni stejnych paramepti

opakovani jednotlivych experimeéns rostlinnym materialem.

5.2.2. Vliv ethylenu, inhibice jeho syntézy

Ethylen, jediny plynny fytohormon, je spojen s maoprocesy probihajicimi
vrostline (Stpanova & Alonso, 2005). V zavislosti na c¢asovani o3éeni,
na fyziologickych podminkéach, ¢ku a druhu rostliny ethylen pozitign¢i negativré
ovliviiuje mizné procesy v Zivétrostlin. Jeho hladina se zvySuje takégiisobeni tiznych
stresi.

Ethylen stimuluje dlouzivy st hypokotylu husetiku (Arabidopsis thaliana
rostouciho na sile (Smalleet al, 1997). Inhibice jeho syntézy préetnictvim 200.16M
1-AOA, inhibitoru syntézy ethylenu ugobiciho negativh na enzym ACC syntazu,
zpasobilo @i sedmidenni papirové kultivaci kukce (Zea mayp pii fotoperiod 16/8
v kultivacni mistnosti vyraznou inhibiciustu listi a jejich ¢cerstvé hmotnosti. Tentyz
inhibitor aplikovany v polowinim mnoZstvi nevykazoval statisticky vyznamné rlyzdi
v charakteristikach prytu oproti kontrolnim roséiin, podob# jako i aplikaci 10°M
AVG u prytu svizele Galium aparing, (Hansen & Grossmann, 2000). U hlavnichigkd
kukutice (Z. may$ zagicinila vysSi sledovana koncentrace snizeni délkyolmyinu a
vyrazna byla i inhibice hmotnosti suSiny. Takto &sfované rostliny se vyztavaly
specifickou distribuci postrannich flemi podél osy hlavniho kene, které se uti@ly
pouze u jejich baze a jevily se zesilené. Koncent0.16M zpiisobila za fotoperiody
16/8 slabsi, avSak statistickytijgaznou, redukci délky HK.

Pri kultivaci rostlin za stalé tmy sobi ethylen zkraceni hypokotylu a HK
husendku (A. thaliang, (Guzman & Ecker, 1990; &ianovaet al, 2005). Bi péstovani
kukutice (Z. may$ kultivaci v papiru zpsobila 1-AOA v koncentraci 200.™ snizeni
délky acerstvé hmotnosti li§t v koncentraci 100.1M nebyly objeveny pikazné rozdily
od kontroly. Ri vySSi sledované koncentraci doSlo k vyznamnénracdni HK a snizeni
jejich hmotnosti suSiny, ip polovicni k mér vyraznému, avSak taktéZ tmznému
snizeni. Vyraz§Si zmeny byly tedy pozorovany v nadzemnichastech rostlin
za normalniho os¥#leni oproti rostlinam ¢gtovanym ve stalé tn Lenochova,
(submitted), sledovala vliv téhoz inhibitoru naldélistt a HK u stejg starych rostlin
kukuiice Z. may$. Pi aplikaci 200.10M 1-AOA pozorovala obdobny trend v inhibici
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nadzemnich i podzemnich orgaravSak vysSi rozdily se v jejich experimentechzaka
u rostlin @stovanych za stalé tmy. Dale zkou$ela vliv konaaer900.16M 1-AOA,
ktera byla pro kukiici (Z. may$ za s¥tla pxilis vysoka a zfisobovala oduiteni celych
rostlin. Nicmér je zajimavé, Ze pro rostlinggtované za stalé tmy nebyla takto vysoka
koncentrace letéalni a rostliny tity HK dlouhé jako i pisobeni 200.16M 1-AOA.

Souhrn sledovani vlivu jednotlivych koncentraci OA umoziuje alespa
castén¢ odhadnout silu dinku inhibitoru na syntézu ethylenu. Pokud by kaorcace
200.10°M 1-AOA zpisobila absolutni inhibici syntézy ethylenuglmby podle dekavani
dojit ke stimulaci #istu rostliny. Reakce rostlin vSak byla ¢pa. Mohlo vSak dojit pouze
k ¢ast&né inhibici syntézy ethylenu, a tedy pouze &tému snizenitustu. Ri aplikaci
nizSiho mnozstvi inhibitoru by tak dnbyt &inek na inhibici syntézy ethylenu nizSi a
vznikajici ethylen by inhiboval tst vice neZ koncentrace 200°M) 1-AOA.
Ve skut&nosti tomu bylo naopak, proto se domnivam, Ze pawkoncentrace 200.FM
1-AOA kronk inhibice syntézy ethylenu #a na rostlinu toxické dinky. To potvrzuje i
pasobeni koncentrace 90034, ktera byla dokonce nesiitelna se Zivotem rostliny
(Lenochovd, submitted).

Vyswvétleni pozorovanych rozdiltykajicich se sily fisobeni 1-AOA za fotoperiody
16/8 a stélé tmy Ize nalézt v odliSném vlivigtsinych podminek i vytvaieni ethylenu.
U husentku (A. thaliang, (Thainet al, 2004),ciroku (Sorghum bicoloy, (Finlaysonet
al., 2004; Finlaysoret al, 1998),¢i merliku Chenopodium rubruim (Mach&kovaet al,
1997) bylo zji&no, Ze produkce ethylenu je regulovanasitiseyn fizenymi dennimi
hodinami, které ovlikuji prevazrié expresi ge ACC syntazy. Oproti merliku
(Ch. rubrun), kde byl zaznamenan uUbytek tvorby ethylenu ve, tn jednodloZzného
¢iroku (S. bicolo) bylo zjis€no, Ze uvaitovani ethylenu vykazuje¢kolik maximalnich
hodnot khem 24 hodin, a Zefipzastirgni se zvySuje amplitud&dhto rytni (Finlaysonet
al., 1998; Vandenbussclet al, 2003). Pozorovana fotoperiodicky regulovana pkoéu
u relativre blizce gibuzného druhu ukazuje na moznost vliviznych zkouSenych
oswtleni, coz by vys#tlovalo pozorované rozdily winku 1-AOA. Pokud by se
potvrdilo, Ze zvySeni amplitudydhto rytma pii nedostatku sitla zpisobuje tvorbu
vyS85iho mnozZstvi ethylenu u jedrtaZné kukiice (Z. may3$ znamenalo by to potvrzeni
mych pozorovéni, Ze ethylen sniZzuje negativiinék 1-AOA ve tng, a proto byla
pozorovana nizsi inhibice u takt@gpovanych rostlin. Potvrzeni této skiresti by i
podpdilo mé vysledky pi feSeni rozporu se z&y v praci Lenochova, (submitted), ktera

pozorovala na rozdil od mych vyslédkysSi inhibici fistu rostlinnych orgdns 1-AOA
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ve stalé tm. Duvodem odlisSnych vysledk by mohlo byt i misto kultivace rostlinného
materidlu. Na rozdil od Lenochové, (submitted),r&ktg@sstovala rostliny v kultiveni
mistnostici ve skleniku, byly v mé praci rostlinggtovany v klimaboxu, ve kterém, jak jiz
bylo fe¢eno v edchozi kapitole 5.2.1., se mohla projevit nedestdt cirkulace vzduchu.
To mohlo zapicinit vysSi akumulaci ethylenu produkovaného rostiim v blizkém okoli
rostlin a nasledné snizeni negativnihtinku 1-AOA, zejména u rostlin gstovanych
za stélé tmy.

Zvysena tvorba ethylenu se objevujgi ptsobeni fiznych druli stresu.
Pri prorastani kdeni rajcete (ycopersicon esculentymituzenou fidou zajifuje ethylen
jejich normalni #st, nebd bylo zjiS€no, Ze kdéeny mutani necitlivych na ethylen rostly
v mechanicky odokjsi padé haie nez keeny kontrolnich rostlin (Clarlet al, 1999).
Omezeni syntézy ethylendigpbenim vysSich davek inhibitoru by mohlo zvysitivost
koreni na mechanicky stres atgobit sniZzeni jejichtstu. Bylo by zajimavé porovnat
rastové charakteristiky Keni rostlin pEstovanych iiznymi typy Kkultivaci, jako
hydroponickou kultivaci, zaji$ijici minimalni odpor, a ndfklad kultivaci v pisku, vice
simulujici @irozeny substrat.

Po aplikaci inhibitoru ethylenu 1-AOA k hydroponjckpéstovanym rostlinam
kukurice (. may$ dochézelo po &kolika dnech k jejich odumirani, pimaje od keen.
U hydroponickych kultivaci se nelze vyhnadisténému nedostatku kysliku v médiu, coz
ziejmé s @inkem vySSich koncentraci inhibitoru a zablokovanggmtézy stresového
hormonu ethylenu, ktery zafigje tvorbu fiznych obrannych mechanizink vyhnuti se

negiznivym &inkam hypoxie, zfisobilo pozorované odumirani rostlin.
5.2.3. SlozZity vztah mezi auxinem a ethylenem

Do dnesni doby bylo popsano mnoho préces kterych hraji auxin nebo ethylen
vyznamnou roli a u nichZ s&igobeni &chto dvou fytohormoin na mnoha drovnichizne
piekryva ¢i vzajemré dophuje. Na molekularni arovni auxin stimuluje enzym @C
syntazu, ktery umaitlje vznik gimého prekurzoru ethylenu, ACC. Po zvySeni hladiny
auxinu dochazi ke stimulaci hladiny ethylenu, ktpak zapicini zpomaleni prodluZzovani
internodii, redukci listové plochy a vznik epinasti svizeleGalium aparing, (Hansen &
Grossmann, 2000). Negativni vlivy auxinu nestrjednotlivych¢asti rostlin jsou tedy
alespa z ¢asti, zprosedkované fisobenim ethylenu. Koriry (inek vSak rejme¢ zavisi

na mnozstvi aplikovanych latek, coz dokladaji rgliei priklady. Ri aplikaci samotné
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IAA & 1-NAA v koncentraci 1.18M doslo k inhibici fistu prytu svizele . aparing.
V kombinaci s AVG v koncentraci 1.F® byl rist prytu ovlivrén také negativé (Hansen
& Grossmann, 2000). TotéZ pozorovali i Pomteal, (2005) na kenech kukiice (Zea
may3. Collett et al, (2000) pozorovali, e IAA v koncentracich 1I®M) 2.10%M,
1.10'M, 2.10’'M a 1.10°M inhibuje rist hypokotylu husettku (Arabidopsis thalianp
avsak pi soutasném zablokovani syntézy ethylenu pomoci AVG \ckotraci 5.16M
témet nedoslo ke zen¢ (Cinku auxinu. Na druhou stranuipsowasné aplikaci auxinu
v mnoZzstvi stimulujicimist hypokotylu husetku (A. thaliang za normalnich stelnych
podminek a AVG v koncentraci 2201 do$lo ke zdvojnasobeni délky hypokotylu oproti
kontrolnim rostlindm gstovanych bezistovych regulatdr (Smalleet al, 1997). Nicméa
i ethylen misobi alespb cast&né samostatty coz doklada sledovani mutanauxl,
ve kterych po exogennim dodani ethylenu doSlo ¢kdmu omezeni dstu kdaem
husentku (A. thaliang, (Swarupet al, 2007; Colletet al, 2000).

Pii aplikaci 5.10"'M 1-NAA spolu s 200.16M 1-AOA k rostlindm kukiice
(Z. may$ pestovanym v klimaboxu dosSlo za fotoperiody 16/8 kiponému avSak
mnohem napadisimu &inku nez i aplikaci samotného 1-AOA. KonkrétndoSlo
k vyraznému zkrdceni a svinuti fispti zachovani jejich suché hmotnosti a ke snizeni
délky a hmotnosti suSiny hlavnichilemi o vice nez 50%. Ve stalé &nyla reakce list
etiolovanych rostlin opma. Zejména hmotnost jejich suSiny bylaikazre zvysena
pii pasobeni kombinacethto latek, podobhjako u oSaeni 1-NAA v papirove kultivaci
za stalé tmy. Dokonce po s@msné aplikaciéchto latek bylo mozné pozorovat vznik
¢erveného lemovani okraje listiako u samotného 1-NAA. Tyto zmy vSak nebyly dale
sledovany. Hlavni k@ny za é&chto sételnych podminek byly méninhibované nez
za s\tla, podob#g jako u oSaeni samotnym 1-AOA, coz lze vy&lit indukci produkce
ethylenu prosednictvim cirkadialni rytmicity, kter4 nasledmpusobila proti @inku

inhibitoru.

5.3. Tvorba aerenchymu u kukufice je ovlivnitelnd mnoha faktory

Jednou z anatomickych adaptaci na hypoxické podmékytvaeni aerenchymu,
parenchymatického pletiva s velkymi mezibémymi prostory v primarni e, jenz
rostliné slouzi jako provzdutvaci systém. Jeho tvorba je drub@pecificka. U kuktice

(Zea mayg byl popséan tzv. lyzigenni typ aerenchymu, ktengroti mokadnim rostlinam
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vytvérejicim toto pletivo konstitutivy vyZaduje ke svému vzniku dity vnéjSi podrét,
jako napiklad zmiovany nedostatek kysliku v rhizogéée

P péstovani kukidce (. may$ v provzdusiovanych hydroponickych kultivacich
se vSak ukazalo, Ze rostliny kontrolnich variantveiely v hlavnich kéenech utité
mnoZstvi aerenchymu. NeSlo vSak o ojeljiptipad. Aerenchym u kontrolnich rostlin byl
nalezen u hlavnich (Lenochovd, submitted), (Hlavd®92) i adventivnich nodalnich
koreni kukuiice (Z. may$, (Justin & Armstrong, 1991b; Het al, 1992) i u adventivnich
nodalnich keéeni bananovniku Nlusaspp.), které také vytvéji indukovany aerenchym
(Aguilar et al, 1999). Ke stejnému vysledku dégpi prace gstujici kukdici (Z. may$
v zavzdugované hydroponii siimisenym agarem (Enstone & Peterson, 2005), nebo
v substratech Iépe simulujiciclinpzené podminky, jako je nawény perlit (Lenochova,
submitted), pisek (Enstone & Peterson, 2005) neisxiicky upraveny jil s porozitou
0,73 (objemovy podil)He et al, 1996a). Oproti tomu existuji prace, které zamttajrbu
aerenchymu v kontrolnich rostlinach, jako fiklad u hlavnich kieni nebo adventivnich
nodalnich kéeni kukufice (Z. may$ v provzdusiované hydroponii (Gunawardem al.,
2001; Konings & de Wolf, 1984; Het al, 1996b), nebo u jejich adventivnich nodalnich
koreni pii péstovani v granulované hEn(Mano et al, 2006). Pozorovany rozpor mezi
jednotlivymi pracemi v popisu tvorby indukovanéherenchymu utiznych druli rostlin
péstovanych v hydroponii by mohl byt vy&len odliSnou mirou provzduévani
v jednotlivych pokusech, avSak mnohé prace netjvkdnkrétni hodnoty vhami kysliku,
a proto nelze vyvodit jednotny z&vohledré pasobeni provzduvané hydroponie
na vznik aerenchymu. Vyrazny vliv na odliSné vygledy mohl mit i pouzity kultivar
(viz dale). Rozsah tohoto specializovaného plejevabdliSny v fiznych ¢astech ktene
(Aguilar et al, 1999), coz by mohlo vystiovat rozpor pozorovany ve vysledcich prace
Gunawardena et al, (2001). Tito autih nepozorovali tvorbu aerenchymu
v provzdugované hydroponii, avSakiippodrobném pezkoumani jejich vysledk jsem
zjistila, Ze pozorovaliezy ziskané z oblasti blizké vrcholur&oe a v oblasti pobliz baze
Sest dni starych Keni. V téchto oblastech se v3akils aerenchymu nevytva(viz déle).
Pro sledovani tohoto pletiva jéldzita i délka kultivace, neliaze z&atku u adventivnich
mezokotylarnich kieni kukufice (. may3 péstované v provzdu®vané hydroponii
nepozorovali Bouranist al, (2006) Zzadnou tvorbu aerenchymu, avSak po dvadaech
jiz bylo moZzné zaznamenat toto specializované \metVedle vlivu délky kultivace,
mohou byt zdrojem variability mezi vysledky jedmegch praci jednak typ pouzité

kultivace a jednotlivé kroky dhem postupu, dinnost provzdusovani meédia, typ
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sledovaného kene, sté rostliny, stéi zkoumaného pletiva a také kultivar. Lenochova,
(submitted), zjistila, Ze dvanact zkoumanych kaliiv kukuiice (. may$ se odliSuje
rozsahem vytvi&ného aerenchymu, avSak u kazdého kultivaru sepailescjaky
aerenchym naSel. Podobné vysledky byly ziskanyvemtd/nich nodalnich kenech
sedmnacti kultivar kukurice (. may$, (Mano et al, 2006) nebo v nodalnich knech
dvou kultivafi bananovnikuNlusaspp.), (Aguilaret al, 1999). | kdyZ ryZzeQ@ryza sativa
vytvaii konstitutivni aerenchym, i u této rostliny je ieviitelny rozsah jeho tvorby
u raiznych genotyp (Colmeret al, 1998; Justin & Armstrong, 1991a). Zdrojem roadil
v tvorbé aerenchymu by mohl byt i odliSny obsah Zivifi pZiti riznych kultiv&nich
roztoki. Nedostatek Zivin, zejména dusikatych latek ad&tbsfzvySuje citlivost pletiv
k ethylenu (kap. 2.2.2.3.), ktery naslédpisobuje indukci tvorby aerenchymu u kiiike
(Z. may$, (He et al, 1992). TotéZz bylo pozorovanori pnedostatku dusikatych latek
u rakosu Phragmites australjs ktery vSak vytvé lyzigenni aerenchym konstitutivra je
ovlivnén pouze jeho podil (Erhart, 2000). Nadbytek dusilaubstratu zjpsobuje naopak
redukci tvorby aerenchymu u kukee (. may$, (Kubica & BaluSka, 1989). Podiem
pro tvorbu aerenchymu ime byt i mechanicky odpor substratu (eteal, 1996a), coz by
vyswtlovalo tvorbu aerenchymu fip péstovani kukiice . may3¥ ve vyse
zmirgném perlitu, pisk&i specificky upraveném jilu. Hypoxie a mechanicldpor pidy
pusobi synergicky na stimulaci aktivity ACC syntaajjlezitého enzymu zahrnutého
v syntéze ethylenu, a tudiZz neiekvapujici zjisni, Ze v zaplaveném pisku bylo feoo
vice aerenchymu nez v provzdosané hydroponické kultivaci (Hlavata, 1992). &ddu
odstragni nezadouciho vlivu i velkého mechanického odporu substratu jsem se
rozhodla vyzkouSet tzv. kultivaci v papiru (diskedoo v kap. 5.1.), jeZ navic umajge
zajiseni maximalniho mozného nasyceniréi kyslikem a tudiZz odstr&ni negativniho
vlivu hypoxického stresu. Ani u tohoto typu kultoeavSak nebylo zamezeno vyiteai
uréitého mnoZzstvi aerenchymu.

Skute&nost, Ze keeny kukdice . may3 vytvéeji aerenchym i kultivacich
ve velice kratkéntasovem useku, a to i za optimalnich laboratornimthmgnek (vysoké
procento nasyceni kyslikem, nizky mechanicky odmaostratu, dostatek Zzivin, zadny
vyskyt patoget), které mohou byt vifrodk jen s€zi splrény, nahravd myslence, Ze se
tvoii aerenchym u kukice (. may$ alespa v urité malé mife konstitutivi. Tuto
hypotézu podporuje konstitutivni tvorba aerenchyijailka byla nalezena uexchidci
kukurice, tzv. teosinte (Manet al, 2006) nebo uifbuznéTripsacum dactyloidegClark

et al, 1998). Je vS8ak mozné, Ze tato tvorba jésmpena pouze velice vysokou citlivosti
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kukutice (Z. may$ na tizné podsty, kdy napiklad i jen nepatrném poklesu obsahu
kysliku v médiu je indukovan vznik tohoto specialianého pletiva. Tento problém by
zaslouZil detail®ySi studii.

Diky odliSnostem ve vytiéni aerenchymu podél tene (Aguilaret al, 1999)
byly pro detailni analyzu plochy aerenchymu u Kidel (Z. may$ vybrany ti oblasti -
oblast poloviny, it ¢tvrtin a baze hlavniho kene (oblast A, B, pdp C), jeZ pomohly
ziskat detail®§jSi predstavu o gradientu tvorby aerenchymu podd&ekoprislusnych
variant. Vedle této zavislosti sledované podéliekd jednotlivych variant byla
porovnavana i kazda oblast mezi variantami, cozk vige provést pouze sditou
opatrnosti, nelibbyly srovnavany mezi sebou ilemy odliSnych délek. Tudiziiptomto
postupu jsou nejblize skutosti za¥ry pochazejici z porovnavani oblasti baze hlavniho
korene. Pro sledovani plochy aerenchymu jsem pougdagk rdni fezy, jednak trvalé
preparaty. Jak se vSak ukazalo, pro tento typ skedge vyhodgjSi pouziti rénichiea,

a to kwli rychlosti jejich gipravy. Tento typiezi také vylouil riziko negativniho
ovlivnéni vysledki zpracovanim trvalych prepatdtzejména f jejich tzv. Zehleni,
nasledujiciho paezani na mikrotomu, kdy vzhledem Ktpmnosti zn&ného mnozstvi
aerenchymu dochazelo velndasto k potrhani pletivgimz se staly vysledky Spatn
hodnotitelné. Dale bylo nutné tadit fezy pochazejici z oblasti Wigtajiciho postranniho
kotene, které by mohly zasatavlivnit konené vysledky, nelbv blizkosti tchto kaeni
se aerenchym nevytkiacoz dokladaji i jiné prace (Seagbal, 1999a; Armstrongt al,
2000; Enstone & Peterson, 2005), (kap. 2.3.3.).

Lyzigenni aerenchym vznikd odumiranim ¢itych burek v primarni  Kire
prostednictvim programované b&mé smrti, kde ethylen, jehoZz mnozstvi se zvySuje
po nastupu hypoxickych podminek, tvélanek signalni drahy vedouci k tomuto procesu
(Gunawardenat al, 2001; Heet al, 1992). Syntéza ethylenu je ovlivniteln&®inymi
podminkami. Neni tedyipkvapujici, Ze i rozsah tvorby aerenchymu je zavisl svtle.
Témet zadny aerenchym jsem nepozorovala v oblasti ba#enk kukiice (Z. may3
péstované za fotoperiody 16/8, coz je vsouladu $edky i jinych autod,
nag. Lenochova, (submitted). NejrozsahlejSi aerencigim autorka popsala v polo¥in
hlavniho kdene (tj. oblast A). Mé vysledky dokladaji, Zze vadil A | B se vytvé
obdobny rozsah plochy aerenchymu, ktery je opretatnim castem kéene pikazre
vySSi, coz bylo zji$ho podobg za oblasti B u ryZzeQ. sativg, (Justin & Armstrong,
1991b). Nejrozséahlejsi tvorbu mezi oblastmi A ad&qroval také Aguilaet al, (1999)

u bananovnikuMlusaspp.), naopak nejmensi plochu zjistil mezi oblBsai C, tedy nikoliv
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az u baze, kde bylo sledovanciité¢ zvySeni jeho plochy. Toto vSak bylo pozorovano
pouze u jednoho ze zkoumanych kultivabandnovniku Nlusa spp.) gstovanych
hydroponickou kultivaci a domnivam se, Ze jde smSsg/jimku. Za stalé tmy jsem
u kukurice (. may$ pozorovala obeen vétSi mnozstvi aerenchymu nez u rostlin
péstovanych za normalniho agkeni, trend mezi jednotlivymi oblastmi dané vatiamSak
byl ve &tSireé pripadi obdobny. OdlisSné odpédi rostlin @i kultivaci v kultivaéni
mistnosti a klimatickém boxu se zde projevily tite, @i kultivaci v klimaboxu se ziskané
hodnoty z kontrolnich rostlin gstovanych za fotoperiody 16/8 velice blizily hocdhrot

z kontrolnich rostlin gstovanych za stalé tmy, coz potvrdilo moznost niedesého
oswtleni v klimatickém boxu. Navic je prayoodobné, Ze ki menSim rozmiram
klimaboxu a nizSi cirkulaci vzduchu oproti kultdrd mistnosti, mohlo dojit k akumulaci
ethylenu vytvéeného rostlinami, coZz mohlo ovlivnit pozorované\cia rostlin.

Ackoliv je z mnoha praciiejmeé, Ze syntéza ethylenu je kladvlivnitelna dalSim
fytohormonem, auxinem, prastnictvim jeho &inku na enzym ACC syntazu (Abet al,
1995; Kimet al, 2001), vztah mezi auxinem a vznikem aerenchyriieratue neni térs
zminovan. Tato prace zjivala, jak tizné ovlivreni syntézy ethylenu ma vliv na vznik
aerenchymatického pletiva v hlavnichi&oech kukiice (. may$ a zda koncentrace
auxinu stimulujici @ist nadzemnich i podzemnich rostlinnych okfg&iokdZze obnovit
tvorbu aerenchymu inhibovanou aplikaci 1-AOA.

Koncentrace 5.I8'M 1-NAA, stimulujici rist nadzemnich i podzemnich organ
kukufice (Z. may$, nengla v obou kultivénich mistech tést Zadny vliv na zrénu
pomeéru v tvorke aerenchymu mezi jednotlivymi oblastmi podél osavhiho kdene, ktery
byl pozorovan u kontrolnich rostlinfiPporovnani oblasti mezi jednotlivymi variantami
zpasobila tato koncentracefipkultivaci v kultivacni mistnosti za normalniho agleni
zvysSeni tvorby aerenchymu oproti kontrole, avsdkhiti u varianty za stalé tmy. Naproti
tomu v klimaboxu byly shledany jen nepatrné rozdilgzi vSemi variantamiiejme kvuli
odliSnym hodnotdm ostleni a akumulaci ethylenu diskutovanym vySe. Pogob
stimulani inek na tvorbu aerenchymu v druhém paru adventivikidleni kukufice
(Z. may} za normalniho osleni msla koncentrace 1.1 1-NAA (Justin & Armstrong,
1991b). Tato prace sledovala takénity vy3sich koncentraci auxinu, konkréth.10°M
aZz 1.10°M, které inhibovaly st rostlinnych orgah avdak rozsah aerenchymu nebyl ani
po osmi dnech ovliwn. Nicmér toto tvrzeni je v rozporu s praci Konings & de Wol
(1984), kde auti® pozorovali, e 1-NAA v koncentracich 1.3 a 1.10°M, které
zpasobovaly inhibici #@stu hlavnich kgeni, také redukovaly plochu vytyveného
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aerenchymu. Rozdily winnosti jednotlivych koncentraci syntetického agalcauxinu
mohly byt zgisobenyradou faktoil, z nichZz gkteré byly vyjmenované v prvrdasti této
kapitoly, jako nagiklad ugitymi odliSnymi kroky v postupu hydroponické kulége,
odliSnym typem sledovaného ileme ¢i zkoumanim jiného kultivaru. Navic tito atito
zjistili, Ze ovlivreni rozsahu tvorby aerenchymu zavisi také na délseheni auxinu a
na zmsobu vyjadeni plochy aerenchymu (procento plochy celé priin&bny vs. podil
plochy aerenchymu veistdni primarni ke, kap. 4.2.). # pasobeni 1-NAA v koncentraci
1.10°M po dobu osmi dni do3lo, jak jiz byteseno, ke zvyseni tvorby aerenchymu, aviak
pii snizeni doby fsobeni pouze naitdny nebyl vznik aerenchymu nikterak ovlém

Z tohoto divodu se Justinet al, (1991a) domnivaji, Ze Zadna koncentrace auxinu
nezpmsobuje redukci plochy aerenchymu, a sniZzeni tvadrgnchymu ¥lanku Konings

& de Wolf (1984) vyswtluji piiliS kratkou dobou fisobeni auxinu. K potvrzendi
vyvraceni &chto za¥ra by bylo poteba dalSi studie.

Pii zablokovani syntézy ethylenu priesinictvim 200.16M 1-AOA jsem
pozorovala u vSech oblasti porovnavanych mezi jidgimi variantami sniZzeni tvorby
aerenchymu v primarni tke kukdice (. may$. Tyto vysledky odpovidaji praci
Lenochové, (submitted). Zny v gradientu relativni plochy aerenchymu podé ksfene
vS8ak nebyly zaznamenany ani u jednoho ze zkouSemyuph oswtleni. Ri pouziti
polovi¢ni koncentrace inhibitoru doslo k vyznamnému sHipéschy aerenchymu u rostlin
péstovanych za normalniho adhleni, kdezto ve stalé #mnebyl nandten signifikanti
odliSny rozsah aerenchymu odigusné kontroly bez inhibitoru. Jak jiz byi@eno
v predchozich kapitolach, tntasniZzené osstleni zZejme stimuluji syntézu ethylenu, ktery
pouzitych koncentraci inhibitoru syntézy ethylenti gplikaci ve stalé taa Uplnou
inhibici tvorby aerenchymu u hlavnich ifemi kukuice . may$ zpisobuje az
koncentrace 900.11 1-AOA (Lenochova, submitted). Inhibici tvorby aechymu
vyvolavaji i jiné latky, nafiklad inhibitor produkce ethylenu, AgNQO ktery
v koncentracich 5.1 aZ 6.10'M zpisobuje vymizeni aerenchymu v adventivnich
korenech kukiice (. may$ a podobs funguje i inhibitor syntézy ethylenu AVG
v koncentracich 1.1M aZ 1.10°M (He et al, 1992).

Presto, Ze byl pozorovan protintiny vliv 1-NAA a 1-AOA na vznik aerenchymu,
po sowasné aplikaci 1-NAA v koncentraci 5.3 a 1-AOA v koncentraci 200.1M
bylo jejich pisobeni spiSe aditivni. Spofeé pisobeni &chto latek zjpsobilo @ porovnani

oblasti mezi variantami tém absolutni inhibici vzniku aerenchymu za normalnich
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swtelnych podminek a polosmi inhibici ve stalé tré oproti gisluSnym kontrolnim
kofenim kukuice (Z. may$. Oproti ostatnim kultivacim s jednotlivymi latkarjsem
u rostlin za fotoperiody 16/8fpaplikaci inhibitoru pozorovala zénu v gradientu relativni

plochy aerenchymu mezi jednotlivymi oblastmi poolgy kaene.

5.4. Zmény v tloust’ce primarni kary

Zvysovani radialni expanze biknzpisobujici radialni tloustnuti hypokotylu je
jednou ze ifi reakci na ethylen u etiolovanych rostlin hractiisgm sativumn nebo
nagiklad huseniku (Arabidopsis thaliang nazyvanych souhrgntzv. triple response
(¢esky: troji odpowd"), (Guzman & Ecker, 1990). V této praci jsem sledla, jak
ethylen ovlivuje zneny v tlougce primarni kry hlavnich kéeni kukuiice Zea mayk
pii inhibici ¢i zvySeni jeho syntézy (pomoci 1-AOA, fod-NAA), a to za normalniho
oswtleni a za stalé tmy. Pro tento typ sledovani bagyzity rueni fezy z oblasti baze,
neba v téchto mistech jsou pletivafipporovnavani izn¢ dlouhych k#eni zhruba
stejného sta.
nebo podobé& Siroka primarni &ra, jaka byla zaznamenan# fotoperiodt 16/8. Naproti
tomu kultivace v klimaboxu Zsobila ve stalé tehsnizeni jeji tloudy. Zesileni primarni
kary za stalé tmy je mozné vy&lit prostednictvim v pedchozich kapitolach
diskutovaneho zvyseni produkce ethylenu za tniikemz chovani rostlin v klimaboxu
bylo ztejm& ovlivnéno jeSt dalSim parametrem (odliSnosti mezi kultimémi misty
viz kap. 3.2.2.).

Pri aplikaci 1-NAA v koncentraci 5.16HM doSlo za fotoperiody 16/8 v obou
kultivacnich mistech k zesileni primarnirk, pravd&podobr prostednictvim pozitivniho
vlivu této latky na syntézu ethylenu, avSak ve éstéie vykazoval auxin u obou
sledovanych mist opay &inek na tlousku primarni kry. Auxin ziejmé pasobi
na pletiva zatznych s¥telnych podminek odliSnymi mechanizmy, nélpsi zkoumani
délky hypokotylu husetku (A. thaliang bylo zjis€no, Ze na sitle tento fytohormon
stimuluje jeho prodluZzovani, naopak veétpisobi inhibéné, avSak nezavisle n&iaku
ethylenu (Smalleet al, 1997; Collettet al, 2000). Zesileni hlavniho kene kukiice
(Z. may$, zpisobuje i hydroponicka kultivace (Hlavata, 1992)tol akut€nost nahrava
mysSlence, Ze vzniklé hypoxické podminky podporyntézu ethylenu, jez by mohla

zvySovat tlousku koene (tedy nejen primarniaky). Existuji vS8ak mnohé tdazy
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zamitajici hypotézu ethylenu jako hlavri¢mmy zmén v tlou§’ce kdene, pop primarni
kary. Zadné zesileni kene nebylo pozorovanaippéstovani rostlin kuktice . may$

v pisku (Hlavatd, 1992), i kdyZ tento typ kultivace vyrazgjSi vliv na tvorbu plochy
aerenchymu (kap. 5.3) a tudizegné na syntézu ethylenu nez hydroponicka kultivace.
Situaci nevyjasuje ani prace Visser & Pierik (2007), Ktezkoumali vzdy dva druhy
jednoho rodu tznych rostlin -fek¥icku (Achillea), ostice (Carex, kukliku Geun),
jitrocele Plantagg, ¥oviku (Rumek, pryskyniku (Ranunculuy Zlutuchy (Thalictrum,

z nichz vzdy jeden vykazoval toleranci k zaplavenidruhy byl k zaplaveni citlivy.
Nezjistili vSak zadnou korelaci odolnosti k zaplave piimérem kaene. \&tSi tlou§ka
koremi kukurice (Z. may$ byla pozorovana i ip zvySeni obsahu dusiku v substratu
(Kubica & BaluSka, 1989). K podobnym vysléak doSel i Erhart, (2000) u rakosu
(Phragmites australis u kterého se ip snizené dodavce dusiku filg tenci koreny.
Nedostatek zivin vSak apobuje vyssi citlivost pletiv k ethylenu (kap. %,%0Z ukazuje,
Ze ethylen prawpodobrg neni hlavnim aktérem ve 2Zméch tlousky primarni Kiry.

K tomu se piklangji i vysledky mych experimefitz blokovani syntézy ethylenu. Inhibitor
syntézy ethylenu v koncentraci 200°M zpasobil za normalniho ostleni statisticky
prikazné zesileni primarniiky. Nicmére ve stalé tm, kdy je podpéena syntéza ethylenu,
nedoslo k térr Zaddnému ovliveni primarni Kry, coz miZze nazn&ovat, Ze ethylen
ziejm¢ neovliviuje tlou§’ku primarni Kiry. Kombinace auxinu a inhibitoru syntézy
ethylenu zfsobila snizeni tlowgy primarni Kiry hlavniho kdene kukiice . mays$,
zejména za normalniho agkeni.

Je si vSak nutné gdomit, Ze tyto zji&tné rozdily mezi jednotlivymi vysledky
nebyly ve ¥tSin¢ pripadi statisticky vyznamné. K potvrzeni vlivu aplikovaty latek
na znénu piméru primarni Kiry by bylo, kvali charakteru pouzitého testu, nutné provést
dukladné sledovani &Siho mnozstvi materialu, ktery by pomohl vyiduvliv velké
variability malého souboru rostlin. Neni vSak vylen vliv jeS¢ dalSich fytohormoin,

k jejichZz potvrzeni by byloi¢ba detailgjSich studii. Co se tyka tlotlsy korene, jist by
bylo zajimavé sledovat vice oblasti podéliétee, nebt Hlavatd, (1992) pozorovala
v hydroponicky kultivované kukici (Z. may$3 napadné zteweni kdene ve itech

¢tvrtinach jeho délky.
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5.5. Zmény v poctu jednotlivych vrstev primarni k ary

Zdrojem vykywi vtlou¥’ce primarni kry by mohly byt zmny v pcitu
jednotlivych vrstev tétéasti hlavniho kiene. Primarnidra kukuice (Zea maysobsahuje
vzdy jednu vrstvu endodermis sousedici gedstim valcem. Po ni nasledujgkalik vrstev
parenchymatickych bk stedni vrstvy, tzv. mezodermis, na kterou navazujmaei
VétSi paet vrstev vijSi primérni Kiry, tzv. exodermis. Pro zjidvani pd@tu vrstev
primarni Kiry bylo velice vyhodné pouziti kultivaru kukoe . may$ Cefran, nebd
oproti mnohym dalSim kultivam vytv&i pravideljSi paiet vrstev primarni &y
(Lenochovd, submitted). Analyza byla provedenadez&ch, které byly pouZity prodieni
tlou&’ky primarni Kry, pochéazejicich z oblasti baze, kde sefitvmalé mnoZstvi
aerenchymu, coZ bylo &tejni pro toto mreni. Buiky nalezici exodermalni vrstvmaji
oproti buikam mezodermis (&dni vrstvy) bui&né stny modifikované suberinem a
ligninem (Schreibeet al, 2007), (kap. 2.3.). Analyza byl&ldna na neobarvenydkzech
podle charakteristického mensiho r@&ma tmavSiho zabarvenichto burk a owiena
obarvenim utfittho mnozZstviitezi pomoci floroglucinolu s kyselinou chlorovodikovou
(tzv. Wiesnerovainidlo), (Némec, 1962; Zeieet al, 1999).

Stala tma zfisobila ve ¥tSine piipadi u obou kultivénich mist zvySeni @tu
mezodermalnich vrstev oproti rostlinaméspvanym za fotoperiody 16/8. Podébn
aplikovane latky (1-NAA a/nebo 1-AOA) #pobily u &tSiny karen pii obou zkouSenych
zpusobech osstleni zvySeni p&tu vrstev mezodermis. Vyjimku tyvily pouze rostliny
ze stalé tmy, které byly o$eny inhibitorem syntézy ethylenu, u kterych ke 2njs
nedoslo.

Vrstva exodermis je sith ovlivnitelnd fadou fakto#, jako napiklad typem
kultivace nebo fisobenim #znych stres. Pozitivie na tvorbu &chto vrstev fsobi
hypoxie €ili snizeny obsah kysliku), sucho, salinita, kyspl®@stedi, patogeny, vysSi
teplota, fytotoxiny nebo mechanicky odpor substf&stoneet al, 2003; Schreibest al,
2007; Degenhardt & Gimmler, 2000; Armstroegal, 1999; Armstrong & Armstrong,
2001; Seaget al, 2000b), (vice viz kap. 2.3.). Nicm&m mych experimentechiipobou
zkouSenych ositlenich v fiznych mistech kultivace bylo pozorovano u kontrarriostlin
snizeni potu vrstev exodermis a dokonce i aplikace auxinteldninhibitoru syntézy
ethylenu ngla na exodermis ogay vliv, nez jaky jsem &ekévala diky vySe uvedenym
skute&nostem. Veskeré vysledky (s vyjimkou exodermis ptikaci 1-AOA) testované

Repeated Measures ANOVA vsSak ukazuji statistickyymeamné rozdily, proto vySe
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popsané odliSnosti je nutné vnimat &tou opatrnosti. Of, jako u n&eni tlousky
primérni kiry, by bylo pro potvrzeni sledovanych vyslédkutné provést &Si paet
meteni.

Vizualizace apoplastickych bariér byla téZ provedemist nachazejicim se co
nejblize kdenove Spice. Tento bod byl zvolen ve 3/8 délky hlavnihadae kukiice
(Z. may$, coz se ukézalo jako nejzazSi misto, kudy byl@méoprovést rini fez u vSech
kultivovanych variant. Blize Spie byly kdeny, zejména rostlin ze stalé tmyilig tenké
pro tento drultezi. VSechnyrezy z této oblasti gy pouze 1 vrstvu exodermalnich kkn
s vyjimkoufiezi z rostlin @stovanych za fotoperiody 16/8 s kombinaci 1-NAA-AQA,

u kterych byl pozorovan vysSi et vrstev exodermis, coZz by mohlo byt znamkou tyorb
této vrstvy blize vrcholu kene. Bylo by zajimavé v dalSich experimentech gslat
vzdalenost tvorby exodermalni vrstvy od vrcholdée, nebth mnohé prace ukazaly, Ze
tato vzdalenost je ovlivnitelna podminkami piesi (Armstronget al, 2000; Enstone &
Peterson, 2005; Colmet al, 1998; Soukuget al, 2004).

Po podrobném srovnani celkovéhoctoo vrstev primérni &ry a jeji celkové
tlou&’ky v oblasti baze hlavniho kene se ukazalo, Ze Zny v paitu vrstev nekoreluji se
zmenami Vv jeji tlousce. Rozhodla jsem se proto provést srovnani védlilgegnotlivych
burgk primarni Kiry, konkrétrg tieti vrstvy mezodermis (sfrem od endodermis), nebo
aerenchym u kukice . may} se za normalnich podminek vyigh zejména
v prostednich vrstvach primarniiky. K tomuto sledovani byly pouzity trvalé prepgrat
(pricné a podéln&ezy). Vzhledem k metodickym potizim s novym zaléwvaenédiem
jsem vsak neziskalatrohodné vysledky, a z tohot@ebdu je zde neuvadim. Pokud by se
poddilo optimalizovat pevadici postup, bylo by velice zajimavé zjistit, jak aua/nebo
inhibitor syntézy ethylenutsobi na velikost butk. Po gidani ACC, gimého prekurzoru
ethylenu, k bitkam kdene husertku (A. thaliang doslo ke zkraceni bk v podélném
smeru (Razicka et al, 2007). ZvySeni tlouky koreni kukurice . may$ pii aplikaci
vySSich davek dusiku do substratu bylo takisapeno stimulaci objemovéhistu burk
a nikoliv tvorbou vice vrstev primarniiky korene (Kubica & BaluSka, 1989).

5.6. ZjiStovani pattu a priaméru cév pozdniho metaxylému

Doplikovym hodnocenim anatomickych charakteristik hlelnkareni kukurice
(Zea maysbylo zji¥ovani komplexity usp@dani stedniho valce - piu a pfiiméru cév

pozdniho metaxylému véeich vybranych oblastechiptusobeni 1-NAA a/nebo 1-AOA.
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Podobi jako u zjiFovani plochy aerenchymu byly vysledky srovnavangwiau Grovnich
- jednak byla ziskana data porovnavana v dané tolblasniho kdene mezi jednotlivymi
variantami a jednak jednotlivé oblasti dané vagiadie vSak nutné mit na pétn Ze
nejwtsi hodnotu maji vysledky ziskané z bazeeke (tzv. oblast C), nebazde jsou
pletiva obdobného g4 a diky rozdilnym délkdm keni sledovanych rostlin je
porovnavani dat ziskanych z poloviny (Himarral, 2002) ait ¢tvrtin (Himanenet al,
2002) délky kdene mezi variantami &itym zpiasobem zavagjici.

U kontrolnich rostlin kukiice (Z. may$ za obou sledovanych agdieni byla
zZjiSténa vzestupna tendencecpw cév od poloviny HK po jeho béazi (z oblasti A @9,
podobr jako u j&mene Hordeum vulgarg (Luxova, 1991; Luxova, 1986). | kdyz byly
pii podrobrEjSim porovnavani vysledkziskanych u kuktice (Z. may$ nalezeny ufité
drobné zminy v paitu cév pozdniho metaxylému po aplikaci 5" 1-NAA a/nebo
200.10°M 1-AOA, test Repeated Measures ANOVA neukazal g&tatisticky vyznamné
rozdily. Zadné zmmy v paitu téchto cév neprokazalo ani testovani vlivu hypoxie
na metaxylém hlavnich keni kukurice (. may$ kultivaru CE 250 (Hlavata, 1992).

Hypoxické podminky neovitovaly ani ptimér cév pozdniho metaxylému
kukutice (. may}, (Hlavatda, 1992). Nicménv mych experimentech ¢eni paimeru cév
pozdniho metaxylému ukazalo «t$iny gripadi statisticky vyznamné rozdily. Kontrolni
rostliny tvaily u obou tym oswtleni nej\wtSi cévy v oblasti B, naopak nejmensi se
nachazely v oblasti C. ZvySenidpnéru cév v akropetalnim sfru bylo pozorovano i
u jeémene H. vulgare, (Luxova, 1991; Luxova, 1986)iiRestovani vlivu auxinu a/nebo
inhibitoru syntézy ethylenu natpnér cév byly zjiStny statistické rozdily ip srovnavani
oblasti podél osy kene i mezi jednotlivymi variantami dané oblasti. Bplikaci
testovanych latek dochazelo ke &ram v pondrech mezi jednotlivymi oblastmi dané
varianty (konkrétt pii aplikaci 1-NAA v kultivaini mistnosti za stalé tmy fipaplikaci
1-AOA za fotoperiody 16/8 arpsoutasné aplikaci 1-NAA + 1-AOA za obou sledovanych
oswtleni). Navic test Repeated Measures ANOVA po aglikkombinace obou latek
ukazal statisticky vyznamné rozdily v oblasti B meariantami @i obou zkouSenych
prislusnym kontrolam.

DalSim zajimavym pozorovanim by mohlo byt ¢igani piiméru stedniho valce
pii pasobeni auxinu a/nebo inhibitoru ethylenu, coz byhlmopispét k vyswtleni
pozorovaného tloustnuti hlavnichikai pii pasobeni hypoxie a séasnému zachovani

tlou&’ky primarni Kiry.
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6. SHRNUTI VYSLEDK U

Ziskané vysledky dokumentuji viiv fytohormbon ethylenu a auxinu, na vyvoj
struktury hlavniho kiene kuktice seté Zea mayy zejména na rozvoj aerenchymu. Byl
potvrzen vyznamny vliv kultivenich podminek, zejména atheni a typu kultivace.

U anatomickych ré&eni byla ukazanaitezitost pouziti spravného statistického testu.

Rustové charakteristiky:
Auxin (1-NAA):

= Koncentrace 5.18'M piisobi stimulaci délky i hmotnostitginy nadzemnich i

podzemnich organ zatimco vysSi koncentrace tgobuji inhibici, a to
nezavisle na typu kultivace
= Uginky auxinu jsou vyraz¥si za fotoperiody 16/8
= Zjisteny vyrazné rozdily ve vysledcich z papirovych kaati v klimaboxu
nebo v kultiv&ni mistnosti
Inhibitor syntézy ethylenu (1-AOA):
= Koncentrace 200.1M redukuje fist nadzemnich i podzemnich organ
koncentrace 100.1M ma nizsi inhibini Gsinky
= Uginky inhibitoru jsou vyraz#si za fotoperiody 16/8
Kombinace auxinu (1-NAA) a inhibitoru syntézy ethyenu (1-AOA):
= Koncentrace 5.16'M 1-NAA s 200.1PM 1-AOA za fotoperiody 16/8 inhibuje
rast nadzemnich i podzemnich organ

= Za stalé tmy stimuluje suchou hmotnost prytu, infelbtist HK

Analyza plochy aerenchymu

= Stala tma podporuje tvorbu aerenchymu

= Nejmére aerenchymu na&eno u baze, nejvice v polovikorene

= 1-NAA a/nebo 1-AOA nerni tento ponsr

= Zjisteny vyrazné odliSnosti mezi vysledky z klimaboxu leuttivacni mistnosti

» Koncentrace 5.I8M 1-NAA tvorbu aerenchymu za fotoperiody 16/8
stimuluje, za stalé tmy oprottiglusné kontrole inhibuje

= Koncentrace 200.1M i 100.10°™M 1-AOA inhibuje tvorbu aerenchymu za
obou pouzitych ositleni

» Inhibice @i souwasné aplikaci 1-NAA + 1-AOA vyrazysi za fotoperiody 16/8
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TlousStka a patet vrstev primarni Kiry

Zadné statisticky fikazné rozdily nebyly zji8hy pii pouZiti 5.10"'M 1-NAA
a/nebo 200.18M 1-AOA u tloudky primarni Kiry, postu vrstev mezodermis a
pii sowrasném fisobeni &chto latek ani v petu vrstev exodermis

Jedinym statisticky mikaznym rozdilem bylo ztloustnuti primarniurk
po aplikaci 1-AOA za fotoperiody 16/8

Snizeni pétu vrstev exodermis Zigobuje 1-NAACi 1-AOA za obou osktleni

Poéet a praumér cév pozdniho metaxylému

Zjisténa vzestupnd tendencecpo cév od poloviny HK k jeho bazi nezavisle
na os¥tleni a mistu kultivace

NejvétsSi cévy zjiskny v oblasti tech ¢tvrtin kofene, nejmensi v oblasti baze
nezavisle na ostleni a mistu kultivace

Poner praméru cév podél osy Kene zminén po aplikaci 1-AOA za
fotoperiody 16/8 a i aplikaci 1-NAA + 1-AOA za obou tyfposwtleni; pongr

v pactu cév podél osy kene zndnén po aplikaci 1-NAA + 1-AOA za obou
typt oswtleni

1-NAA redukuje poet cév zejména za stélé tmy, 1-AOA naopakiepo
stimuluje za obou typoswtleni, kombinace {Bsobi stimul&né za stalé tmy
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8. PRILOHA

8.1. Vliv provzdusiovani kultiva¢niho roztoku

V desetidenni hydroponickeé kultivaci bylo &@wvano, jak obsah kysliku v médiu
ovliviuje mist rostlin kukiice (Zea mays Rostliny byly gstovany za normalni
fotoperiody bd po celou dobu kultivace v provzdig&aném Zivném roztoku, nebo
v médiu bez provzdu®vani(obr. 8.1, 8.2) Korekce pH byla provedena pouze naatku
kultivace, pH bylo nastaveno na hodnotu 5,5.

Hypoxicky stres se projevil zejména debpatrnym zpomalenimastu listh i
hlavniho kdene(tab. 8.1)

Tab. 8.1: Biometrické charakteristiky rostlin péstovanych za normalnich&elnych podminek
s/bez provzdutvani roztoku, kultivéni mistnost, hydroponie (uvedenyip®rné hodnoty a SE)

Sledovany parametr provzdu$ novano neprovzdu$ novano
délka list aimm] 224,00 = 5,4848 177,80 + 4,4308
hmotnost list 0 [g] 1,6245 + 0,0695 0,9668 + 0,0263
hmotnost suSiny list 0 [g] 0,1292 + 0,0054 0,0765 + 0,0022
délka mezokotylu [mm] 6,5000 * 0,3997 7,4000 + 0,4561
hmotnost mezokotylu [g] 0,0287 + 0,0016 0,1183 * 0,0810
hmotnost suSiny mezokotylu [g] 0,0026 + 0,0003 0,0026 * 0,0003
hmotnost obilky [g] 0,3843 + 0,0158 0,3661 * 0,0111
hmotnost suSiny obilky [g] 0,1318 * 0,0086 0,1271 + 0,0062
délka hlavniho ko fene [mm] 256,75 *+ 4,1740 141,00 + 2,1909
hmotnost hlavniho ko Fene [g] 0,6715 *+ 0,0333 0,3630 + 0,0174
po €et rostlin [po €et] 12 (pryt) / 8 (kofen) 5
Obr. 8.1 a 8.2:
Srovnani ristovych
charakteristik rostlin
péstovanych za normélniho
: oswtleni
- s provzduSovanym a
= neprovzduSovanym
. roztoken
[
29
=
-
[le=s]
Y
o=
S
L
! neprovzdusinovano
provzdusiovano neprovzdusfiovano : provzdusiiovéno
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