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Abstrakt:

Radidlni transport zivin a vody kofenem rostlin béhem jejich pohybu z rhizosféry do
vodivych pletiv sttedniho vélce je ovlivnén mnoha faktory, mezi které patii i tvorba apoplas-
tickych bariér exodermis a endodermis. Diferenciace téchto bariér probihd v nékolika stup-
nich, je ovlivnéna podminkami prostfedi i druhem rostliny. Nékteré druhy tvoti pouze endo-
dermis, avSak u jinych nalezneme pod rhizodermalnimi bunikami diferencovanou strukturu
zvanou exodermis. Exodermis a endodermis brani volnému pohybu latek apoplastem, tedy
prostorem zahrnujicim bunécné stény. Piechod do symplastu je kliCovym mistem regulace
ptijmu latek do rostliny a endodermis v tomto sméru predstavuje zasadni strukturu. Ptitom-
nost exodermis vSak ovliviluje propustnost apoplastu povrchovych vrstev kofene a mtize proto
ovlivnit zapojeni bun€k primarni kliry v pfijmu latek z prostiedi. Recentné se také diskutuje
vyznam transcelularni cesty transportu latek primarni kirou kotene, béhem které jsou latky
(napf. ionty mineralnich Zivin) opakované pfijimany a vydavany do apoplastu. Transcelular-
niho transportu se mohou ucastnit membranové pienaSece lokalizované na plazmatické mem-
bran¢ bunék riznych kotfenovych struktur, exodermis a endodermis nevyjimaje. Vyznam
transceluldrni cesty neni doposud objasnén. Cilem préce je proto shrnout dosavadni poznatky
o vyskytu (lokalizaci) membranovych transportéru zivin a vody v kofenech rostlin, které
exodermis tvoii v porovnani s druhy, u kterych k diferenciaci exodermis nedochéazi. Prace
zaroven shrnuje poznatky o mozné zméné vyskytu transportért na plazmalemé bunék primar-
ni kiiry v souvislosti s postupem diferenciace exodermalni vrstvy. Tyto poznatky pfispéji
k pochopeni redlného dopadu pfitomnosti exodermis na transportni vlastnosti kotfene i mecha-

nismus radialniho transportu latek kofenem.

Kli¢ova slova: exodermis, endodermis, symplast, apoplast, transport, transportér, piijem, ko-

fen, plazmalema, ryze (Oryza sativa)



Abstract:

Radial transport of nutrients a water by plant roots during their movement from the rhi-
zosphere to vascular tissues of a central cylinder is influenced by many factors, which include
a creation of apoplastic barriers an exodermis a an endodermis. Differentiation of these barri-
ers occurs in several steps, it is influenced by environmental conditions a plant species. Some
species create only the endodermis but in many others differentiated structure called exo-
dermis can be found under rhizodermal cells. The exodermis a the endodermis impede a free
movement of substances within apoplast. A transition to a symplast is a key point of uptake
control in plant roots a the endodermis represents the key structure. Presence of the exodermis
affects apoplast permeability of root surface layers a can therefore affect an involvement of
cortex cells in uptake of the substances from the environment. Recently an importance of a
transcellular pathway of the transport of the substances within root cortex is also discussed
during which the substances (eg. ions of mineral nutrients) are repeatedly entering symplast a
leaving for the apoplast. Membrane transporters localized on a plasma membrane of cells of
different root structures including exodermis a endodermis can participate in the transcellular
transport. An importance of transcellular pathway has not been elucidated yet. An aim of this
work is to summarize existing knowledge about the occurrence (localization) of membrane
transporters of nutrients a water in the roots of plants, which create the exodermis compared
with species where the exodermis is lacking. This thesis also summarizes information on pos-
sible change of an occurrence of carriers at the plasmalema of the cortex cells in a context of a
process of the exodermal layer differentiation. These findings may elucidate a real impact of
the presence of the exodermis on transport properties of the root a a mechanism of the radial

transport by root.

Key words: exodermis, endodermis, symplast, apoplast, transport, transporters, uptake, root,

plasmatic membrane, rice (Oryza sativa)



Seznam pouzitych zkratek:

AtAMT - Ammonium transporter u Arabidopsis thaliana
AtBORI - boron efflux carrier u Arabidopsis thaliana

AtNIP - Nodulin26-like major Intrinsic Proteins u Arabidopsis thaliana
AtNRT - Nitrate Transporters family u Arabidopsis thaliana
BORI1 - boron efflux carrier

BS - buné¢na sténa

CLC - Chloride Carrier/Channel family

CP — Casparyho prouzky

CTC — ,cell to cell”

ER — endoplazmatické retikulum

HATS — High Afinity Transporters

HvLsi - Low silicon rice u Hordeum vulgare

HvPht - Phosphate transporter u Hordeum vulgare

LATS — Low Afinity Transporters

LeAMT - Ammonium transporter u Solanum lycopersicum
Lsi— Low silicon rice

MIP — Major Intrinsic Protein

NIPs — Nodulin26-like major Intrinsic Proteins

NRT1/PTR - Nitrate Transporters/Peptide Transporters family

NRT?2 - Nitrate Transporters family



OsAMT — Ammonium transporter u Oryza sativa

OsBORI1 - boron efflux carrier u Oryza sativa

OsNIP - Nodulin26-like major Intrinsic Proteins u Oryza sativa
OsNPF — diive NRT1/PTR

OsPht - Phosphate transporter u Oryza sativa

OsPIP - Plasma membrane Intrinsic Proteins u Oryza sativa
OsTIP - Tonoplast Intrinsic Proteins u Oryza sativa

Pht1 - high-affinity inorganic Phosphate transporter

PIPs - Plasma membrane Intrinsic Proteins

SCR — SCARECROW

SHR - SHORTROOT

SIPs — Small basic Intrinsic Proteins

StPT2 - Phosphate Transporter u Solanum tuberosum

TIPs — Tonoplast Intrinsic Protein

XIPs - unclassified X Intrinsic Proteins

ZmLsi — Low silicon rice u Zea mays

ZmNRT — Nitrate Transporters family u Zea mays

ZmPht - Phosphate transporter u Zea mays

ZmPIP - Plasma membrane Intrinsic Proteins u Zea mays
ZmPIP - Plasma membrane Intrinsic Proteins u Zea mays

NAXT1- Nitrate excretion transporter



1. Uvod

Exodermis, hypodermis s diferencovanymi Casparyho prouzky, je apoplasticka bariéra
nachézejici se u mnohych druhii vyssich rostlin v kofenech pod rhizodermis, kterd ovliviiuje
transportni vlastnosti kofene. Tento vliv naznacuji méfeni pomoci riznych metod — méfenim
kyslikovymi elektrodami (Armstrong a Armstrong, 2005), iontové selektivnimi mikroelektro-
dami (Colmer a Bloom, 1998) nebo métenim vodivosti (Zimmermann a Steudle, 1998). Tyto
metody vSak nemohou poskytnout podrobnou informaci o zapojeni bunék pokozky a primarni
klry v pfijmu a radidlnim transportu Zivin a vody do stiedniho valce v konkrétnim misté ko-
fene. Pro pfenos nckterych latek pies exodermis a endodermis byl jiz ukazan polarizovany
vyskyt transportértl na distalni nebo proximalni strané plazmatické membrany bun¢k, napf. u
transportért pro bor u husenicku nebo pro bor a kiemik u ryze. To vSak neplati obecné pro
vSechny pfijimané ziviny. Pro n€které Ziviny byla ukézana polarizovand lokalizace transporté-
i v rhizodermis (P, Fe), pro jiné latky podrobné udaje o lokalizaci zatim chybi nebo se trans-
portéry zdaji byt umistény na membrandch bunék rhizodermis a primarni kuiry
v nepolarizovaném uspotadani. Dle nejnovéjsich studii je lokalizace transportérti na membra-
né¢ endodermalnich bun€k ovlivnéna ukladdnim suberinu a tvorbou suberinovych lamel, které
blokuji ptistup iontl z apoplastu k membrané (Barberon et al., 2016). Stejnd prace také na-
znacuje schopnost kofene potlacit rozsah suberinizace endodermis pii nedostatku Zivin, coz
miiZze usnadnit jejich pfijem do rostliny. Pro exodermis podobné informace chybi, ptestoze 1ze
predpokladat, Ze jeji pfitomnost vyrazné ovliviluje pfijem latek z rhizosféry a jejich nasledny

transport kofenem v radidlnim sméru.

Ja& se ve své praci pokusim charakterizovat dopad ptfitomnosti exodermis na piijem latek
kofenem pomoci zmapovani vyskytu membranovych transportérii kliCovych Zivin a vody na
plazmatickych membranach bunék rhizodermis a primarni kliry u rostlin tvoticich exodermis
v porovnani s rostlinami, které ji netvofi. Nasledn¢ se pokusim vyhodnotit, zda se s pfitom-
nosti diferencované exodermis lokalizace téchto transportéri méni ¢i nikoli, coZ by mohlo
ukazovat jeji redlny dopad na pohyb latek kofenem. Co se tyce rostlin, je nejvice studovanou
rostlinou husenicek (Arabidopsis thaliana), jehoz koteny se skladdaji z rhizodermis, 1-2 vrstev
bunék primarni kiiry, endodermis a stélé. Kvili absenci exodermis poslouzi této praci pro

porovnani lokalizace transportérii s rostlinami, u kterych se exodermis vyskytuje, coz je



v tomto piipad€ napt. ryze (Oryza sativa). Ryze, jakozto moktadni rostlina vytvaii exodermis
konstitutivné a dochazi u ni k odumieni n¢kterych bunék primérni kiry, ¢imz vznika pletivo
zvané lysigenni aerenchym, které umoziuje transport plyni véetné kysliku (Jackson a Ar-
mstrong, 1999). V radialnim uspotfadani kotene se liSi od huseniCku charakterem vné¢jSich
vrstev primarni kiry, kde se diferencuje dvouvrstvd hypodermis tvofena jednovrstevnou
exodermis s Casparyho prouzky a sklerenchymatickym prstencem (Coudert et al., 2010). Dal-
$imi rostlinami uvadénymi v této praci jsou kukufice (Zea mays) a je¢men (Hordeum vulga-
re), u kterych je diferenciace exodermis vice ovlivnéna podminkami prostredi (Redjala et al.,

2011; Zimmermann a Steudle, 1998).

2. Radialni transport latek korenem

2.1. Apoplast, symplast, transcelularni cesta

Radialni transport latek do stélé kofene miize byt zprostiedkovan tfemi rliznymi zpiso-
by (Obr. 1). Primarné se jedna o cestu symplastem a apoplastem (Taiz a Zeiger, 2014). Moz-
nou alternativou je transcelularni cesta, o jejimz realném vyznamu se zatim pouze spekuluje

(Barberon a Geldner, 2014).
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Obrazek 1: Schématické znazornéni tif riznych cest radialniho transportu latek kofenem (Barberon a Geldner,
2014).



Symplastickd cesta zahrnuje piijem latek do builky pies plazmatickou membranu a
jejich priichod cytoplasmou bunék ptes plasmodesmy — kandly spojujici cytoplasmu jednotli-
vych buné€k, obsahujici endoplazmatické retikulum (desmotubulus), vyskytujici se u bunék
s primarni i sekundarni bunécnou sténou (Lucas et al., 1993). MnoZstvi plasmodesmt a jejich
funkc¢nost je zavisla na konkrétnich stresovych podminkach, kdy v ptipadé potfeby mize byt
prichodnost omezena ukladanim kalozy (B-1,3- glukan)(Levy et al., 2007). Symplastem mo-
hou byt na kratké vzdalenosti transportovany latky organické i anorganické (Marschner,

1995).

DalS§im moznym zptsobem transportu latek je apoplasticka cesta zahrnujici prostor bu-
nécné stény, mezibunécné prostory primarni kiiry a stélé. V mezibunécnych prostorach vsak
dochazi pouze k transportu plynt (Taiz a Zeiger, 2014). Je ji umoznén rychlejsi pfesun latek
nez symplastem, nebot’ se jedna o pasivni transport relativné¢ volnym prostorem (Marschner,
1995). Jde predevsim o transport vody, plynt, organickych i anorganickych latek v zavislosti
na velikosti dané molekuly a rozdilné koncentraci iontl mezi vnéj$im prostfedim a apoplas-
tem, pohanény prostou difuzi ¢i hromadnym tokem (Marschner, 1995). Pohyb latek je také
ovlivnén strukturou — poérovitosti (makro/mikropdry) a chemickym sloZzenim bunécné stény
(celuldéza, hemiceluloza, pektiny, proteiny) (Barberon a Geldner, 2014). Diky pfitomnosti
zaporného ndboje karboxylovych skupin dochazi v porech k vazbé kladné nabitych Castic.
Tyto navazané Castice mohou byt vyménény za jiné kationty a transportovany dale. Tento
prostor tedy funguje jako iontoméni¢ovy systém s omezenou kapacitou (Dainty a Hope, 1961;

Bernstein a Nieman, 1960).

Alternativou 1 doplitkem k vySe zminénim cestdm muze byt transcelularni transport
zprostiedkovany transportéry vyskytujicimi se na plazmatické membrané polarizovang, kdy
dochazi k opakovanému piechodu latek z apoplastu do symplastu a obracené. Vyznam této
alternativy je zatim nejasny, ale je pravdépodobné, ze béhem piijmu latek z prostfedi a jejich
transportu do stfedniho valce kotene dochéazi ke kombinaci vSech tii cest pro dosazeni maxi-

malni G¢innosti kofenového systému (Barberon a Geldner, 2014).



3. Apoplastické bariéry

Pro regulaci pohybu latek kofenem jsou vyznamné apoplastické bariéry. Tj. u vSech
cévnatych rostlin (vyjma Lycopodium, kde nebyla endodermis v kotfenech detekovana
(Damus et al., 1997)) se vyskytujici endodermis a u nékterych z nich, ptedevsim krytosemen-
nych, exodermis. Téméf vétSina vytrusnych rostlin (vyjimky nalezeny u cCeledi Selaginella-
ceae) a nahosemenné rostliny exodermis netvoii (Brundrett et al., 1990; Damus et al., 1997;
Hose et al., 2001). Tyto bariéry hraji vyznamnou roli v ochrané rostliny, podili se na regulaci
pfijmu zivin a vody, diky svym vlastnostem brani volnému pohybu iont do stélé i naopak.
Téz zabranuji pronikani patogend, tézkych kovii a dalSich latek s negativnimi G¢inky (Enstone
et al., 2003). Diferencuji se v urcité vzdalenosti od Spicky kotfene v zavislosti na podminkach

prostfedi — viz Obr. 2 (Lux et al, 2004; Redjala et al, 2011; Vaculik et al, 2012).
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Obrazek 2: Schématické znadzornéni apoplastickych bariér v koreni kukufice péstované za riznych
podminek (Redjala et al., 2011).
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3.1. Endodermis

Endodermis je nejvnitingj$i vrstva bunék pri-
marni kiry. Builky endodermis podléhaji nékolika
modifikacim bunécéné stény, které zabranuji volné-
mu pohybu solutli a patogenti apoplastem z primarni
ktry do stfedniho vélce — stélé a tedy i do nadzem-
nich ¢asti rostliny (Obr. 3). Vznik endodermis je
tizen souhrou transkripénich faktorit SCARECROW
(SCR) SHORTROOT (SHR),
kdy SHR ptechodem ze stélé do kortikalnich endo-

a

dermalnich inicial a interakci se SCR spousti perik-
linalni déleni bun¢k a vznik dvou bunéénych vrstev
— primarni kliry a endodermis (Helariutta et al.,
2000). Plazmalema endodermalnich bunék obsahuje
membranové prenaSece latek

pro transport

z apoplastu do symplastu (Geldner, 2013).

Jednou z modifikaci bunééné stény endoder-
malnich bunék jsou struktury zvané Casparyho
prouzky (CP) (Esau, 1953; Kroemer, 1903), jez
vznikaji ukladdnim ligninu (Naseer et al., 2012),
ptipadné suberinu (Zeier et al., 1999) do stfedni
Casti transverzalnich a radidlnich bunécnych stén

zabranujici toku vody a solutd apoplastickou cestou

ciace endodermis a jejich jednotlivych krokt
(Barberon a Geldner, 2014).

a jejich zpétnému toku z apoplastu stélé¢ do apoplas-
tu primarni kiry. Transportované latky jsou tak nuceny k priichodu ptes plazmalemu, kde
dochazi k jejich selekci. CP jsou zakladany v misté membranové domény Casparyho prouzku,
kde se vyskytuji specifické proteiny - Casparian strips domain proteins dtilezité¢ pro spravnou
formaci této struktury (Roppolo et al., 2014, 2011). V ptipadé plazmolyzy buiika v mist¢ CP
zUstava spojena s bunéénou sténou a nedochézi tak ke ztraté funkcnosti endodermis (Bonnett,

1968; Geldner, 2013).



DalSim stupném specifikace endodermis je ukladani suberinu - hydrofobniho polymeru
obsahujiciho alifatické (mastné kyseliny, glycerol a dalsi) a fenolické domény (derivaty hyd-
roxyskoticové kyseliny - monolignoly) - do celého prostoru mezi primarni BS a plazmale-
mou, tedy vznik suberinovych lamel (Bernards, 2002; Zeier et al., 1999). Plasticita ukladani
nebo odbouravani suberinu je ovlivnéna mnozstvim Zivin a stresovych hormonil (Barberon et
al., 2016). Na rozdil od CP ovliviiuji pfedevs§im prechod latek z apoplastu do cytosolu endo-
dermalnich buné¢k, v zdvislosti na povaze substratu (Geldner, 2013), tedy transcelularni a
apoplastickou cestu transportu (Barberon et al., 2016). Zabrafiuji ztratdm vody a zamezuji
prichodu patogeniim (Enstone et al., 2003). V nékterych bunkach endodermis ¢i exodermis
dochazi k ukladdni suberinu pozdéji. Jednd se o tzv. propustné bunky - viz Obr. 4
(passage cells), které ziistavaji v prvnim vyvojovém stadiu (pouze s CP) i ve starSich ¢astech
kotenti (Meyer et al., 2011a). Pfedpoklada se, Ze slouzi k transportu latek a nalezneme je pie-
devsim v mistech xylémovych pola (Peterson a Enstone, 1996). U nékterych rostlin postupem

Casu ¢i vlivem podminek zanikaji (Esau, 1953).

Posledni modifikaci apoplastickych bariér a tedy tercidrnim vyvojovym stupném endo-
dermis je ukladani sekunddrni bunééné stény pozorované pouze u né€kterych zastupct rostlin-
né fiSe (predevsim jednod€loznych) (Enstone et al., 2003). Jednd se o uklddani celuldzni
sekundarni bunécéné stény, popiipadé pozdéji i ligninu, mezi plazmatickou membranu a sube-
rinovou lamelu (Peterson a Enstone, 1996) do radidlnich a vnitini periklindIni stény endoder-
malni buiiky (Enstone et al., 2003), coz dava vzniknout struktute tvaru ,,U*, kterd ma nejspise
vliv na mechanickou odolnost kotene. Sekundarni BS nalezneme také naptiklad pii diferenci-
aci xylému nebo u druhotného tloustnuti dfevin a bylin, ale nevznika v misté plazmodesmil

(Enstone et al., 2003).

3.2. Exodermis

Dalsi apoplasickou bariérou Cetnych rostlinnych druhii (vyjma napt. nahosemennych
rostlin) je exodermis (Damus et al., 1997; Perumalla et al., 1990; Peterson a Perumalla, 1990).
Tato vn&jsi vrstva bunck primarni klry je specializovanym typem hypodermis s velice po-

dobnou strukturou a vlastnostmi jako endodermis. Exodermis se vSak vétSinou dotvari pozde-



Ji, tj. dale od kotfenové Spicky (nckolik centimetrti oproti milimetrim) a mize byt i vicevrs-
tevna (Hose et al., 2001), coz je Casté u rostlin tolerantnich k suchu (Meyer et al., 2009). Tu-
diz zde nalezneme CP, je lignifikovana a suberinizovand a taktéz mtze podléhat terciarni mo-
difikaci. Ta je nicméné¢ mén¢ Casta a nedochazi ke vzniku U - ztlustlin (Enstone et al., 2003).
Obsah suberinu a ligninu je niz$i nez u endodermis (Schreiber et al., 1999). K tvorbé suberi-
novych lamel dochéazi soucasné nebo vzapéti po diferenciaci CP, které zabiraji témet celou
délku radialnich stén. Exodermis miZze byt dimorfni ¢i uniformni. Buiiky uniformni exoder-
mis jsou stejného tvaru, velikosti a nelisi se v rychlosti vzniku suberinové lamely. U dimorf-
niho typu nalezneme dlouhé suberinizované buiiky sttidajici kratké buiiky bez suberinovych
lamel nebo je u nich tvorba lamel opozdéna, ty pak byvaji oznaCovany opét jako tzv. propust-
né buiky - viz Obr. 4A (Hose et al., 2001; Enstone et al., 2003; Peterson a Enstone, 1996).
Pfitomnost exodermis ovliviiuje vyvoj a riist rostliny v mnoha aspektech. Jeji vznik je neziid-
ka indukovén riznymi stresovymi faktory — suchem, salinitou, vlivem tézkych kovii, nadbyt-
kem ¢i nedostatkem zivin a kysliku (Enstone et al., 2003; Hose et al., 2001; Redjala et al.,
2011; Vaculik et al., 2012; Zimmermann a Steudle, 1998), kdy mize dochdzet k odumirani
rhizodermis a exodermis se tak stava nejsvrchnéjsi vrstvou. Z toho vyplyvaji jeji protektivni
vlastnosti, jako je zabranéni ztratam vody v podminkéch sucha a tedy naslednému poskozeni
primarni kiiry a ztraté latek v ni ulozenych. Dalsi funkci mize byt prevence akumulace neza-
doucich latek v apoplastu primarni kiry kotene (Enstone et al., 2003). Za pfitomnosti
exodermis je apoplasticky transport omezen pouze na rhizodermis, coz znesnadiiuje prichod a
ptijem latek — naptiklad kadmia a soli (Krishnamurthy et al., 2011; Redjala et al., 2011). U
rostlin s vice diferencovanou exodermis byla pozorovana sniZzena vodivost kofenli vody
(Zimmermann a Steudle, 1998). To v disledku vede ke snizeni hydraulické vodivosti ¢ili zvy-
Seni hydraulického odporu kotene, ¢imz se exodermis stdva vyznamnou rezistentni bariérou a
podnécuje tak transport symplastem (Meyer et al., 2011b; Zimmermann et al., 2000; Zim-
mermann a Steudle, 1998). U ryze byl pozorovan nizsi hydraulicky odpor v exodermis nez
v endodermis (Ranathunge et al., 2003), coz autofi vysvétluji pfitomnosti mist, kterd mohou
zprostfedkovat pratok bariérou. Jednd se o mista odboCovani postrannich kotfend nebo tzv.
,oken“- oblasti bun¢k bez suberinovych lamel ¢i CP, které se nachazi v oblasti nad prorustaji-
cimi primordii postrannich kofenli (Armstrong a Armstrong, 2005; Ranathunge et al., 2005;
Soukup et al., 2002). Pfijem latek z apoplastu do symplastu je téZ omezen snizenim poctu

bunék a povrchu membran, které se na ném jinak podileji (Enstone et al., 2003). Pokud ma
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exodermis vyrazny vliv na radidlni pfijem latek apoplastem, lze pfedpokladat v zavislosti na
mife jeji diferenciace zménu v distribuci transportérii na membranach rhizodermis a primarni
ktiry. Této problematice se doposud nevénovalo mnoho pozornosti. Vyjma naptiklad studie
lokalizace aquaporinli, ve které pozorovali zvySeni jejich exprese s diferenciaci kotfene
v bunikach exodermis a rhizodermis (Hachez et al., 2006). Recentné také byla ukazana zména
distribuce membranovych transportérti endodermalnich bunék v souvislosti s ukladanim sube-
rinové lamely (Barberon et al., 2016). Pro lepsi objasnéni vlivu pfitomnosti exodermis na
transport a piijem vody a Zivin se v nasledujicich kapitolach pokusim tento aspekt analyzovat

shrnutim informaci o lokalizaci membranovych transportéra téchto latek.

Obrazek 4: A — Schématické znazornéni transportu latek povrchovymi vrstvami (Clarkson, 1993);
B, C - Schématické znazornéni a 3D rekonstrukce propustnych bun¢k (Waduwara et al., 2008)



4. Lokalizace membranovych transportéri Zivin a vody v korenech

rostlin

Prechod latek pies plazmatickou membranu je zprostiedkovan transmembranovymi
transportéry s riznou lokalizaci v rdmei butiky i celého kotfene. U nékterych transportérii mi-
neralnich Zivin nebo vody byla pozorovéana polarizovand lokalizace na plazmalemé riznych
bunék kotene (v endodermis, rhizodermis nebo vyjimecné i primarni kiie), ale zdaleka ne
viechny studované transportéry polarizovanou lokalizaci vykazuji. Rada jich se vyskytuje
rovnomérné, nebo jejich lokalizace nebyla detailnéji popsana. Prvni polarizované umisténi
ni) stranu plazmatické membrany neboli stranu blize k povrchu kotene bylo dokumentovano u
bramboru (Solanum tuberosum), u transportéru pro fosfat StPT2 v buiikdch pokozky (Gordon-
Weeks, 2003). Poté, po objeveni dalSich polarizované se vyskytujicich transportéru (napf.
transportéry boru a kfemiku v endodermis a exodermis), je ziejmé, ze tento zpusob lokalizace
je velice G€inny pro efektivni pfijem Zivin z rhizosféry a jejich nasledny pohyb kofenem
v radidlnim sméru do stélé (Barberon a Geldner, 2014). Polarizované umisténi transportéra
boru je dokonce patrné jiz v ¢asnych stadiich embryogeneze (Alassimone et al., 2010; Takano

et al., 2010).

4.1. Aquaporiny

Voda je nezbytnou soucasti zivota vSech zivych organismd, jejichz téla tvoii z 60 a vice
procent. Slouzi k transportu latek, jako rozpoustédlo, je prostfedim, ve kterém probihaji che-
mické reakce €i se jich sama ucastni, reguluje télesnou teplotu, udrzuje tvar bunék a mnoho
dalsich funkci. Rostlinami miiZze byt pfijimana (hojné v oblasti kotfenovych vlaska) aktivné,
nebo pasivné v zavislosti na pfitomnosti listd, vnéjSich podminkach a potiebach rostliny,
osmézou nebo difuzi (Taiz a Zeiger, 2014). Pohybuje se apoplastem, symplastem ¢i transcelu-
larné (tzv. kompozitni model transportu (Steudle a Peterson, 1998)). Experimentdln¢ nelze
rozlisit, zda se jednd o pohyb symplastem nebo transcelularné, a tak se této cesté fika sou-
hrnné ,,z buiiky do buiiky* (CTC; cell to cell). Predpoklada se, Ze pasivni piijem vody kofeny

rostlin s listy je pohanén transpiraci vznikajicim gradient vodniho potencidlu mezi ptidou a
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xylémem (Steudle a Peterson, 1998; Chaumont a Tyerman, 2014), kterym je voda vtahovéna.

Tento pohyb usnadiiuji vodni kandly, takzvané aquaporiny.

Aquaporiny jsou malé membranové proteiny z rodiny MIP (Major Intrinsic Protein) o
velikosti 21kD (nékteré ¢lanky uvadéji 23kD) - 34kD majici 6 transmembranovych domén
(a-helix), 5 smycek a N a C konec smétujici do cytosolu (Chaumont a Tyerman, 2014; Kal-
denhoff a Fischer, 2006a). Kazdy aquaporin se sklad4 ze 4 funk¢nich jednotek — monomertd,
které svou interakci vytvareji homo/heterotetramer (Maurel et al., 2015). Aquaporiny lze roz-
délit do 5 podrodin na zaklad¢ podobnosti sekvenci a vyskytu na membrénach. Jedna se tedy
o aquaporiny plazmatické membrany — PIPs (Plasma membrane Intrinsic Proteins); tonoplas-
tu — TIPs (Tonoplast Intrinsic Proteins); plazmalemy, membrany ER a membrany kompart-
mentll interagujici se symbionty — NIPs (Nodulin26-like Intrinsic Protein)., membrany ER —
SIPs (Small basic Intrinsic Proteins) a plazmalemy — XIPs (unclassified X Intrinsic Proteins).
Tyto proteiny usnadiiuji transport malych nenabitych molekul, nejen vody, ale i naptiklad
mocoviny, boru, kifemiku, glycerolu ¢i riznych plynnych latek (CO,, NHj)(Kaldenhoff a
Fischer, 2006b; Maurel et al., 2015; Nada a Abogadallah, 2014) a maji tudiz vyznam i pfi
vyzive a signalizaci. Pomoci téchto proteinti rostlina efektivné reguluje ptijem vody — jejich
pfitomnost reversibilné meéni propustnost membrany pro vodu (norméalné 10 pm/s,
v ptitomnosti aquaporini 100 az 1000 um/s). Aktivita aquaporint je regulovana fosforylaci,
H' ¢&i jinymi kationty (Maurel et al., 2015). Jsou inhibovany rtuti, jejich exprese je regulovana
kyselinou abscisovou, dennim cyklem, solnym stresem a chladem (Zhu et al., 2005). Prvni
rostlinny aquaporin byl objeven na tonoplastu huseni¢ku AtTIP1;1 v roce 1993 (Maurel et al.,

1993).

Dle studii provadénych na ryzi dochazi k nejvyssi expresi genii kodujicich aquaporiny
predevsim v buitkdch exodermis a endodermis, tedy diferencované zoéné kotene (Hachez et
al., 2006; Sakurai et al., 2008), kde je zastaven transport apoplastem. U ryze pfi vysoké trans-
piraci a dostatku vody pievazuje transport apoplastem, ktery je nejvice limitovan endodermis.
Naopak pii nedostatku vody jde az 40% ptijatého objemu CTC cestou (Nada a Abogadallah,
2014). U této rostliny bylo popsano 33 genti pro aquaporiny. Z toho 11 pro PIPs, které se déli
na 2 podskupiny - PIPIs a PIP2s a 10 pro TIPs (Nada a Abogadallah, 2014). PIP2s a TIPs

jsou vysoce aktivni v porovnani s PIP1s. Nejvice kotfenovych aquaporinti bylo lokalizovano
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na exodermis a endodermis (OsPIP2;1, OsPIP2;3, OsPIP2;5 a OsTIP1;1). Také v oblasti ko-
fenové Spicky byl pozorovan hojny vyskyt aquaporinil, ktery miize mit vliv na elongaci bu-
nék. Mezi dal$i aquaporiny ptitomné v koteni patii: PIP1;1, PIP1;2, PIP1;3 a TIP2;1, avSak
ruzné kultivary ryze vykazuji rizné exprese a vznikajici aerenchym snizuje jejich vyskyt (Sa-

kurai et al., 2008).

Zajimava studie korelujici vyskyt aquaporini na membranach bunék kotene s jeho vy-
vojem byla provedena u primarniho kotfene aeroponicky péstované kukutice (Hachez et al.,
2006). Zde byla v buikéach meristému, elonga¢ni i maturované zoné¢ detekovana exprese
vSech ZmPIPs kromé& ZmPIP2;7. Exprese téchto genu se liSila v zavislosti na vyvojovém sta-
diu kotene, obecné byla zvySend v elongacni a maturacni z6n€ oproti kotrenové cepicee, kde
byla pozorovana pouze exprese ZmPIP2;4. Nejvyrazn¢j$i nartust exprese ve starSich ¢astech
kotene byl pak pozorovan u ZmPIPI;5 a ZmPIP2;5. Na radialnim pohybu vody se
v diferencované ¢asti kofene oCividné nejvice podileji pravé ZmPIP1;5 a ZmPIP2;5 lokalizo-
vané v exodermis a endodermis, v menSim rozsahu ale i v rhizodermis a primarni ktife. Jejich
exprese zde zastava 50% ze vsech exprimovanych PIPs. Zajimavym tkazem je detekce pro-
teinu ZmPIP2;5 v buiikdch primarni kiiry, ptestoze v dané oblasti kotene byla exodermis dife-
rencovana (Obr. 5). Mimo to ZmPIP2;5 nalezneme polarné lokalizovany na vnéjsi periklinal-

ni stran¢ rhizodermis kotenové Spicky — viz Obr. 5B (Hachez et al., 2006).

Obrazek 5: Imunolokalizace ZmPIP2;5; A, B - pfi¢ny fez na 5 mm od Spicky, C - 5 cm od Spicky; A — ve
stélé, rhizodermis, endodermis a primarni kife, B - v rhizodermis, C - siln€j$i ve 2 kruzich — rhizodermis +
exodermis a okolo stélé (Hachez et al., 2006)
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4.2. Kremikové transportéry

Ktfemik patfi mezi benefiéni prvky, které svym plisobenim usnadiiuji rostlindm rust,
lIépe zvladat stresové podminky, zmirfiovat toxicitu jinych prvka (Mn, Fe, Al, Cd), zvySovat
rezistenci vii¢i chorobam a patogeniim a dalsi (Richmond a Sussman, 2003). Pro vyvoj n¢kte-
rych rostlin, jako naptiklad pteslicku (Equisetum) ¢i ryzi, je esencidlnim prvkem akumulova-
nym ve vySSich hodnotach (>10% susiny)(Ma et al., 2006; Marschner, 1995) . Je pfijiman ve
formé kyseliny kiemicité H,Si0s, ktera je elektroneutralni, coz ji umoziuje volnych prichod
apoplastem, a translokovan pfedev§sim do bunétné stény, kterou tim zpeviiuje (Ma et al.,
2006; Yamaji a Ma, 2007). Rostliny miizeme dle obsahu kiemiku rozdé€lit na akumulatory,
sttedni typy a rostliny kifemik neakumulujici. Tento rozdil v akumulaci je pfipisovan schop-
nosti kofenti piijimat kfemik, nasledna akumulace ve stonku je téZ ovlivnéna genotypem (Ma

et al., 2007).

Absorpce kiemiku probihd pomoci transportérti Lsil a Lsi2 (low silicon rice 1 a 2), je-
zivin v kofeni ve vztahu k pfitomnosti apoplastickych bariér. Transportér Lsil spada do
aquaporinové rodiny, mezi NIP. Tyto proteiny obsahuji 6 transmembranovych domén a kon-
zervované Asn — Pro — Ala (NPA) motivy (Park a Saier Jr, 1996). Byl popsan u ryze, jako
transportér OsLsil(OsNIP2;1) z rodiny NIP III, majici selektivni filtr sloZzen z motivu Gly-
Ser-Gly-Ser-Arg (Ma a Yamaji, 2015). Gen OsNIP2;1 je exprimovan predev§im ve starSich
¢astech hlavniho 1 postrannich kofent (Ma et al., 2007; Yamaji a Ma, 2007) oproti apikélni
Casti kotene zahrnujici ¢epiCku, meristém a elongacni zonu, kde k expresi nedochazi. U ryze
je tento transportér lokalizovan na distalni stran¢ plazmatické membrany bunck exodermis i
endodermis (Obr. 7A, C). V rhizodermis vcetné kofenovych vlaskl nebyla lokalizace pozoro-
vana. Lsil zajistuje vstup kyseliny kifemicité do buiiky a je téz permeabilni pro selenit a arzen
(Zhao et al, 2010) diky chemické podobnosti s kyselinou kiemicitou, takze se spolu
s fosfatovymi transportéry Gcastni prijmu téchto latek. Jelikoz se u ryze jedna o polarizovany
transport kiemiku, Lsil je doplnén pfenaSecem, ktery kiemik transportuje ven z builky do
apoplastu. Tuto ulohu vykonava Lsi2 lokalizovany na proximalni stran¢ plazmalemy bunék
exodermis i1 endodermis (Obr. 7E, G), patfici do rodiny transportérti aniontti majici 11 trans-

membranovych domén. Exprese obou transportéra je pii pridani kiemiku snizena. U ryze do-
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chazi ke vzniku aerenchymu a tedy k destrukci vétSiny bun€k primarni kiiry, coz je spolu
s vysokym pozadavkem na kiemik ziejmé pfi¢inou vzniku tohoto uspofadani transportniho

systému (Ma et al., 2007).

Homologni transportéry k OsLsil nalezneme naptiklad u pSenice, okurky, so6ji, dyné
(zde bez polarizované lokalizace), kukufice a jecmene (Ma a Yamaji, 2015). U kukufice a
jec¢mene, které akumulyji kiremik v mensich hodnotach (Ma et al., 2006), se taktéz tvoii ae-
renchym a exodermis. U téchto druhli se vSak na rozdil od ryze netvoti exodermis konstitu-
tivné, ani nevznika sklerenchymaticky prstenec lokalizovany pod ni. Vznik exodermis je zde
vice ovlivnén podminkami prostfedi a stafim kotene. Proteiny ZmLsil a HvLsil maji podob-

nou lokalizaci, avsak jinou nez Lsil u ryze (Obr. 6)

ZmLsil se na-

chazi na distalni strané

plazmalemy  epider-

/ —— malnich a hypoder-
SH{OM)s sty Aerenchyma malnich bunék semi-
Epidermis  Exodermis Sclerenchyma Endodermis Xylem

nalniho kofene (Obr.

Barley or maize root |

7B) a v men$i mife u
adventivniho  kofene
rostoucitho ze stonko-

vého nodu.

Epidermis Cortex Endodermis Xylem B .
V postrannich ~ semi-

Obrazek 6: Schématické znazornéni piijmu kifemiku u ryZe, kukufice a jeCmene ndlnich kofenech - jej
(Ma a Yamaji, 2015) nalezneme na plazma-
lem¢ rhizodermis a bun¢k primarni kiry — viz Obr. 7D (Namiki Mitani et al., 2009), zatimco
HvLsil je lokalizovan na distalni strané plazmalemy bun¢k hypodermis v bazalnich ¢astech
lateralniho kotene (Chiba et al., 2009). Jejich exprese neni ovlivnéna zménou koncentrace
kifemiku. U obou homologt se jedna o pasivni transport na zaklad¢ koncentracniho gradientu.
U jeCmene byl navic pozorovan vyssi piijem kiemiku v oblasti kofenové Spicky, coz znaci
ptitomnost jiné¢ho transportéru. Timto transportérem je HvLsi6 nachdzejici se Castéji na

distalni stran¢ plazmalemy bun€k rhizodermis po endodermis — viz Obr. 8 (Yamaji et al,
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2012), kdezto u kukufice slouzi ZmLsi6 k nakladani do xylému a je v kofenech na rozdil od
prytu umistén nepolarizované. Za normalnich podminek kukufice exodermis tvofi v menSim
rozsahu, a tak se kiemik do stélé dostava ziejmé symplastickou cestou (Mitani et al., 2009). U
kukufice 1 jeémene nalezneme homology také k OsLsi2, avSak lokalizované bez polarizované
orientace na plazmalemé endodermis — viz Obr. 6; 7F, H (u kukufice vyjma nodélnich kotfenti
— tam pouze ZmLsil a 6), nikoli jako u ryZe na distalni strané. Pro je¢men a absorpci kiemiku
je tento protein zasadni. Tentokrat se jedna o aktivni transport fizen protonovym gradientem

(Mitani et al., 2009).

Husenicek nema geny z rodiny NIP III, ale nalezneme zde homology k Lsi2 (Ma a Ya-
maji, 2015). Geny pro kiemikové transportéry nalezneme i u rajcete, které vSak Si neakumu-

luje. Funkce téchto proteint je zavisla na pozici jejich vyskytu.
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Kukufice

Lsil - hlavni kofen

Lsil - postranni
koten

Lsi2 - hlavni kofen

Lsi2 - postranni
koten

Obrizek 7: Imunolokalizace Lsil(A — D) a Lsi2 (E — H) pomoci anti - Lsi polyklonalnich protilatek, A, C (Ya-
maji a Ma, 2007); E - Imulokalizace Lsi2 u ryze 2 cm od Spic¢ky pomoci anti-Lsi2 polyklonalni protilatky (Ma et
al., 2007b). B, D, F, H ZmLsil, 2 (Mitani et al., 2009), G — Lsi2 ¢ervené (Yamaji a Ma, 2011)
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Obriazek 8: Imunolokalizace HvLsi6 pomoci anti-HvLsi6. A, B — 1 cm od Spicky, C — diferencované oblast

kotene (Naoki Yamaji et al., 2012)

4.3. Transport boru

Bor je esencialni mikroprvek dilezity pfedevSim pro stavbu a funkénost bunécné stény,

pti vyssich koncentracich je vSak pro rostlinu toxicky (Camacho-Cristobal et al., 2008), tudiz

je nutné regulovat jeho ptijem. Jeho potieba je vyssi u dvoudéloznych rostlin (Nakagawa et

al., 2007). Je pfijiman jako nedisociovana kyselina boritd B(OH); pasivni difusi ¢i usnadné-

nou difusi pfes prenasece (Takano et al., 2010). Transportu boru se Gcastni dva vzajemné ko-

BOR1-mCitrine
mCitrine-NIP5;1

BOR1-mCitrine
mCitrine-NIP5;1

Obrazek 9: Lokalizace AtNIP5;1 a AtBORI1 translacni fazi s mCitrine, A, B —
diferencovana oblast kofene, C, D — meristematicka (Alassimone et al., 2010)
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operujici  transportéry.
Kanal z rodiny NIP zajis-
tujici vstup kyseliny bo-
rité do bunky a ptenasec
BOR1  (boron  efflux
carrier 1), ktery transpor-
tuje bor jako boratovy
anion ven z buiky (Obr.
9). Homology BORI
nalezneme 1 u savcl

(Takano et al., 2002).

Transport  boru  je



usnadnén také pomoci kiemikového transportéru Lsil, ktery se podili na jeho pfijmu

(Schnurbusch et al., 2010).

Nejprve byl tento polarizovany transport zkoumén u huseni¢ku. Za vstup boru, potazmo
kyseliny borité do bunék je zodpovédny AtNIPS;1, ktery je lokalizovany na distalni strané
plazmalemy buné¢k rhizodermis v oblasti meristému, elongacni zon€ a v kofenové Cepicce —
viz Obr. 11A (Takano et al., 2010) a ve strasich ¢astech v endodermis (Alassimone et al.,

2010).  Dopliujicim

l A. thaliana ‘ @ NPs;t @ BORT  — — —  Apoplastic flow transportérem,  jehoz

f funkci je vynaset bor

—_————_———— = - -

‘ W ‘ \ (1,—\ V.pocvlf)bé lfyseliny bo.-

B rité ¢i boratového ani-
" B
__\ ﬁ )i‘ | . onu z buiiky je na pro-
Casparian band ximalni strané plazma-
Epidermis Cortex Pericycle Xylem
Endodermis lemy bunck rhizoder-
Rice @ st [JLsi2 @ osNiP3:1 [l Os BOR1 mis  mladSich  casti
A kofenli nachazejici se
-_—— === ——+———-| ———>~]
T NL TN /7 N\ TN YN Ry AtBORI1, ktery je dua-
i | o= | iy
= | B lezity pro nakladéni do
B ‘, | B Si .
s ) L mewl ¥ xylému (Obr. 11B),
Casparian band Casparian band V oblasti kofenovych
Epidermis Cortex Xylem
Exodermis Endodermis vlaskt byl pOZOI‘OVél’l i
v primarni klife a stélé
Obriazek 10: Schématické znazornéni transportérii boru u husenicku a ryze (Obr. 11C) (Takano et

Tak: 1., 2008
(Takano eta ) al., 2010), kde neni

endodermis plnéna vytvotfena. U starSich ¢asti, kde je endodermis jiz pln¢ funkci, je lokaliza-
ce AtBOR1 dominantni pravé v bunkach endodermis. S postupem diferenciace endodermis
tedy dochazi ke zménam ve vyskytu obou téchto transportérii. Husenicek ma 7 genti pro tento
transportér s C a N doménou orientovanou do cytosolu (Takano et al., 2008). V kotenech ryze
nalezneme transportér OsNIP3;1 (A¢tNIP5;1 - like gene) z podrodiny NIP II (Wallace et al.,

2006), jehoz lokalizace prozatim nebyla pozorovana. Pozorovana byla alesponl exprese, ktera
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byla u mladych rostlin nejvyssi v buiikach rhizodermis, exodermis a stélé (Obr. 11D) (Hanao-
ka et al., 2014; Liu et al., 2015). U starsich rostlin pouze v exodermis (Liu et al., 2015). Na
pfiném fezu kofenem v oblasti s kofenovymi vlasky je patrnd vyrazna exprese OsNIP3;1
predevs§im v exodermis a sttednim valci. OsNIP3;1 je diilezity jak pro pfijem boru (pfedevsim
u mladych semenackt), tak jeho transport do stonku (Hanaoka et al., 2014; Liu et al., 2015).
V pfipad¢ transportéru, ktery vynasi bor ven zbuiky, mluvime o OsBORI. Exprese
OsBOR Ibyla v oblasti 2cm za Spickou pozorovana ve vSech ¢astech kotfene a pti nedostatku
boru exprese stoupala predevsim v exodermis a endodermis (Obr. 11F) (Nakagawa et al.,
2007). Polarizovana lokalizace se zatim pouze pfedpoklada (Obr. 10). Ryze ma pro tento
transportér 4 geny — OsBORI — 4, pti¢emz 1 je nejvice podobnd AtBORI, ale jsou rozdilné
fylogeneticky a mechanismem regulace. OsBOR1 se na rozdil od AtBORI1 vyskytuje i
v nadzemni Casti rostliny, takze slouzi pro ptijem i translokaci boru (Nakagawa et al., 2007).
OsBORI je sloZzen ze 711 aminokyselin a 10 transmembranovych domén (Nakagawa et al.,

2007).

U husenicku byl v rhizodermis objeven dal$i polarizované lokalizovany transportér AtBOR4
a to na distalni strané plazmatické membrany epidermalnich bunék, ktery se podili na vydeji

ptebytecného boru pii jeho vysokych koncentraci a toxicité (Takano et al., 2010).
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Obrazek 11: A — C: lokalizace AtNIPS;1, A — oblast kofenové ¢epicky, B - kofenova cepicce, C — zéna koreno-
vych vlaskt; deficientni bor (Takano et al., 2010), D, F: lokalizace exprese OsNIP3;1, D - 7 denni rostlina, E -
30 dni stara rostlina (Liu et al., 2015), F - OsBORI cca 2 cm od $picky, dostatek boru (Nakagawa et al., 2007)

4.4. Fosfatové transportéry

Fosfor patfi mezi makroprvky dilezité pro rostlinu v mnoha smérech. Je nepostradatel-
nou soucasti fosfolipid, ATP, nukleovych kyselin, v neposledni fad¢ se ticastni regulace me-
tabolickych drah a aktivace proteinti (enzymi) (Schachtman et al., 1998). V ptudé se vyskytuje
vazany v mineralnich a organickych latkach (Turner et al., 2002) a v této formé je pro rostliny
z velké Casti nedostupny. Prestoze se jeho celkové mnozstvi v 15 cm svrchni vrstvy pidy ma-
ze pohybovat kolem 1000 kg P na ha, jeho mnozstvi v plidnim roztoku ziidka ptesahuje
1-10 uM (Brady a Weil, 2001). Rostlinami je pfijiman v podob¢ anorganického fosfatu Pi v

anionu H,PO4 nebo HPO,* pomoci energeticky Fizeného kotransportu s 2-4 protony (Sakano,
p g y P p y
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1990), nebot’ jeho koncentrace je uvnitt buiiky 5-17mM (Smith et al., 2003), tedy vyssi nez
v rhizosféte. Pro regulaci pfijmu fosfatu neméni rostliny pouze délku kotenti, ale i jejich

transportni vlastnosti pomoci zmén exprese genit pro vysokoafinitni fosfatové transportéry

(Muchhal a Raghothama, 1999).

Rostlinné fosfatové transportéry jsou rozdéleny do 4 rodin (Rausch a Bucher, 2002).
V kotenech nalezneme zastupce rodiny Phtl (high-affinity inorganic phosphate transporter),
ktefi se podileji na ptijmu fosfatu a nékteré i na jeho translokaci z kofene do stonku. Jejich
exprese je fizena mnoZzstvim P a stafim kofene (Mudge et al., 2002). Pfi nedostatku P jsou
vice exprimovany geny pro vysokoafinitni transportéry lokalizované v plazmatické membrané
predevsim bunck rhizodermis (Liu et al., 1998; Paszkowski et al., 2002; Remy et al., 2012).
Zde ziejme& mohou byt lokalizovany polarizované. Pro StP72 bramboru byla popsana lokali-
zace v distalni ¢asti plazmalemy bunék rhizodermis a jak jiz bylo zminéno vyse, jednd se o

prvni transportér s identifikovanou polarizovanou lokalizaci (Gordon-Weeks, 2003).

Nizkoafinitni pfenaseCe se Ui¢astni translokace do stonku a jsou exprimovany konstitu-
tivné (Muchhal a Raghothama, 1999), podileji se vSak i1 na pfijmu a jejich exprese miize byt
ovlivnéna nedostatkem P (Ai et al., 2009a, 2009b). Rodina Pht1 je soucasti MFS (Major Faci-
litator Superfamily) (Pao et al., 1998). Clenové této rodiny jsou ze 75 - 85% identiéti, maji
velikost 58 kD a skladaji se z 520-550 aminokyselin (Smith, 2002). Jsou tvoieny hydrofob-
nimi klenutymi doménami, které vétSinou obsahuji 17-25 aminokyselin v helixu. Téchto do-
mén je 12, mezi 6. a 7. je dlouha centrdlni hydrofilni smycka, jeZ je spolu s N a C koncem
proteinu orientovana do cytosolu (Smith, 2002, 2001; Smith et al., 2003). Ptes tyto transporté-

ry je mozny i pfenos fosfitu a arseni¢nanu (Nussaume, 2011).

U husenicku bylo popséno 9 ¢lenti Phtl rodiny lokalizovanych v rznych ¢astech kote-
ne, predevsim v rhizodermis, stélé a kofenovych vlascich, které jsou pro piijem fosfatu zasad-
ni (Nussaume, 2011). Jejich exprese je ovlivnéna vnitini koncentraci P ¢i nizkou koncentraci
P vpidé. Ve starSich ¢astech kofene byly pozorovany pouze transportéry AtPhtl;2,3 a 4
(Nussaume, 2011). Naopak u mladSich kofent se AtPhtl;l a 2 vyskytuji i v primarni kire
(Mudge et al., 2002). Ptiblizné 20% z celkové pfijatého P kofeny je pfijato pfes kofenovou

cepicku, kde je vysokd koncentrace téchto transportéra (Kanno et al., 2016)
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U ryze bylo prozatim izolovano 13 ¢lend rodiny Pht1 (Paszkowski et al., 2002), z nichz
8 bylo detailngji charakterizovano. Transportéry ryze OsPhtl (Oryza sativa Phosphate trans-
porter) nachazejici se v kofenech (rhizodermis, primarni kiife, stélé, potazmo exodermis) jsou
dilezité pro absorpci fosfatu (Ai et al., 2009a; Sun et al., 2012; Wang et al., 2014). Nékteré
jsou exprimovany konstitutivné, nezavisle na koncentraci P, kdezto exprese gent jinych fos-
fatovych transportérii je regulovana deficienci ¢i nizkou koncentraci fosfatu. OsPhtl;2 (niz-
koafinitni) a OsPhtl;8 jsou exprimovany piedev§im ve stélé a jejich hlavni roli je translokace
Pi z kotenti do stonku. AvSak OsPht1;2 se spolu s OsPht1;6 podileji na piijmu P (Sasaki et al.,
2016), ale nachazeji se i ve stonku a nenalezneme je v kofenové Cepicee (Ai et al., 2009a)).
OsPhtl1;6 je exprimovan v rhizodermis, primarni kaie i stélé mladych kotfent, vice pti nedo-
statku P (Ai et al., 2009a). Podobné¢ také OsPhti;9 je vyraznéji exprimovan pii nedostatku P a
to predevSim v rhizodermis mladsi ¢asti hlavniho kofene (vCetné kotfenovych vlaski) a
v kratkych postrannich kofenech, kde je exprese patrna v rhizodermis, celé primarni klfe i
sttednim valci (Obr. 12) (Wang et al., 2014). Pouze u jediného fosfatového transportéru byla
pozorovana vyrazngjsi exprese v exodermis v diferencované ¢asti kofene (Obr. 13). Bylo to-
mu u OsPhtl;4 (Ye et al., 2015a), avSak v jiném ¢lanku (Zhang et al., 2015) neni o vyskytu
toho transportéru v exodermis zadna zminka, nebot’ se zabyva jeho diilezitosti pii embryoge-
nezi. Pti péstovani v podminkach bez fosforu byla pozorovéana exprese OsPhtl;4 i buiikach
primarni kiiry, kde se za normélnich podminek nevyskytuje. Primarni ktira hraje roli pfi pii-
jmu latek jak symplastem, tak apoplastem a tudiz vyskyt transportéru pti deficienci mtize po-
moci rostliné zefektivnit symplasticky transport. TéZ ma roli v translokaci Pi z kotfene do

stonku (Ye et al., 2015b).

Pro fosfatové transportéry je¢mene HvPht1;1 a HvPht1;2 byla pfi jejich expresi v ryzi
pozorovana lokalizace v hlavnim koteni predev§im v bunikach rhizodermis, vcetné koteno-
vych vlaskli, méné v oblasti primarni kiiry. Naopak v mladych postrannich kotenech byla ex-
prese HvPhtl;1 lokalizovana pfedev§im v primarni kife a jen minimaln¢ v rhizodermis, coz
naznacuje moznou zménu Vv lokalizaci v souvislosti s postupem diferenciace hypodermélnich
vrstev. (Schunmann, 2004). To podporuje i nizsi exprese HvPht1;1 v hlavnim kofeni v oblasti

8 cm za Spickou oproti 4 cm.
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Obrazek 12: Lokalizace exprese OsPhtl;9, A - oblast s kofenovymi vlasky, B - postranni kofen (Wang et al.,
2014)

-\ [ 3
Obrazek 13: Lokalizace exprese OsPhtl;4, A — kotenova $picka, B - diferencovana ¢ast kofene (Ye et al.,
2015a)

Obrazek 14:Lokalizace HvPT1;1, A - nodalni kofen, B - vznikajici postranni koten (Schunmann, 2004)
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4.5. Transportéry nitratu a amonného iontu

linného metabolismu, stavebni komponentou proteinii a dalSich organickych latek. Jeho
mnozstvi v rostlinném téle je uvadéno 1-5% susiny (Marschner, 1995). I ptes vysoky ptisun N
do pudy byvé jeho ptijem nedostatecny. V pudé se vyskytuje forme nitratu NO;™ nebo amon-
ného iontu NH," (pfedeviim zaplavované oblasti nebo kysela lesni piida (Britto a Kronzucker,
2002)). V téchto formach je téz rostlinami piijiman. VzduSny dusik je pfijiman pouze u rostlin
zijicich v symbidze s hlizkovymi bakteriemi nebo sinicemi (Maathuis, 2009; Von Wirén et
al., 1997). O dostupny dusik rostliny bojuji s piidnimi mikroorganismy a pfi jeho nedostatku

miize dochézet i k pfijmu aminokyselin (Ndsholm et al., 2009).

Transportu dusiku se tcastni mnoho pfenaseci, ja vSak zminim pouze nékteré, dilezité
z hlediska lokalizace. Mezi transportéry dusiku miizeme zatadit vysokoafinitni transportéry
amonného iontu (rodina AMT; Ammonium transporter) a transportéry nitratové, u kterych
rozliSujeme vysokoafinitni HATS, které¢ lze déle délit dle rozdilti v expresi (Forde, 2000) a
nizkoafinitni LATS (Tsay et al., 2007), které¢ ptenaseji i I[AA, ABU, glukosinolaty, dikarboxy-
laty a aminokyseliny (Léran et al., 2014). Nitratové transportéry vyuzivaji energie protonoveé-

ho gradientu (Wang et al., 2012).

U husenic¢ku dochazi k ptijmu nitratu kofeny prostednictvim tfi riznych typi transpor-
tért. Tyto transportéry jsou Cleny rodin NRT1/PTR (Nitrate Transporters/Peptide Transpor-
ters family), NRT2 (Nitrate Transporters family) a rodiny CLC (Chloride Carrier/Channel
family). Ptijem probiha skrz vysokoafinitni transportéry AtNRT2;1 a AtNRT2;2 jejichz geny
jsou exprimovany v rhizodermis i primarni ktfe. Déle s pomoci transportéric AtNRT1;1
(CHLI) a AtNRT1;2. AtNRT1;1 je transportér s dudlni afinitou zapojeny pti vysoko i nizko-
afinitnim pfijmu dusiku (Liu a Tsay, 2003).
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Obriazek 15: A — lokalizace AtNRT1;1 v mladém postrannim kofeni husenicku (Krouk et al., 2010), B - lokali-
zace exprese ZmNrt2;1 v primarni kife (Trevisan et al., 2008)

AtNRTI;1 je lokalizovany spiSe v radialni ¢asti plazmalemy povrchové vrstvy bunék krat-
kych postrannich kotenti (Obr. 15A) (Krouk et al., 2010) v blizkosti kotenové Spicky, ale
s diferenciaci kotfene se piesouva do primarni kiiry a endodermis (Forde, 2000; Huang et al.,
1996). AtNRT1;1 se podili na transportu auxinu a riistu postrannich kotentl, coz vysvétluje
pozorovanou lokalizaci (Krouk et al., 2010). Exprese AtNRT1;2 je konstitutivni v rhizodermis
a vlascich beze zmény se staiim kofene (Huang et al., 1999). Clen rodiny NRT1/PTR trans-
portér NAXT1 slouzi k pfenosu nitratu ven z bun€k primarni kiry diferencované ¢asti kotene

(Wang et al., 2012).

Za prijem a translokaci nitratu je u ryze odpovédny OsNPF2;4, ktery se vyskytuje
v rhizodermis a stélé a OsNRT1;1 pozorovany v celém koteni kromé Spicky v rhizodermis a
kotenovych vlascich (Xia et al., 2015). Pfijem nitratu u kukufice je zprostfedkovan diky
ZmNRT2;1, ktery je lokalizovan v primarni kife, avSak chybi ve stfednim valci (Obr. 15B),
kde se naopak vyskytuje ZmNRT?2;2, ktery se ziejmé ucastni nakladani do xylému (Trevisan
et al., 2008).
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Piijem amonného iontu (Obr. 16) je u husenicku zprostfedkovan AtAMTI;l,
AtAMT1;3 a AtAMT1;5, jejichz exprese je v rhizodermis (Neuhéuser et al., 2007) pti defi-
cienci dusiku zvySena a jsou lokali-

=== symplastic NH,* rhizo  co  endo_peric xyl zovany v rhizodermis véetné koteno-
vych vlaskl (Yuan 2007). AtAMT1;1

apoplastic NH4*
NH,*

navic intenzivnéji v distdlni Casti

NH* plazmalemy rhizodermalnich buné¢k

(Neuhduser et al., 2007). Naopak
AtAMT1;2 je lokalizovan v bunikach
primarni kiry a  endodermis,

v rhizodermis chybi (Obr. 17A, B).

Casparian strip

To naznacuje jeho vyznam v piijmu

amonné¢ho iontu z apoplastu vnitini

Obriazek 16: Schématické znazornéni vysokoafinitniho piijmu
amonného iontu u husenicku (Yuan et al., 2007)

¢asti primarni kiry (Yuan 2007). Na
plazmalemé endodermélnich bunék je
jeho vyskyt intenzivngj$i na distalni stran€, coZz naznacuje polarizovanou lokalizaci (Ne-

uhduser et al., 2007).

Ryze jako mokiadni rostlina pfijima dusik pfedev$im v podobé amonného iontu, nejvic
v oblasti blizko kotfenové Spicky (Colmer a Bloom, 1998), ale je schopna pfijimat i nitrat
(Chen a Ma, 2015). Pfijmu amonného iontu se zde ucastni 3 ¢lenové rodiny OsAMT1 (Oryza
sativa ammonium transporters) s 11 transmembranovymi doménami (Sonoda et al., 2003) a
to OSAMTI1;1 — 3 s podobnou sekvenci, aviak rozlisnou afinitou k NH,". Jejich exprese je
ovlivnéna vné¢jsi koncentraci dusiku (Ferreira et al., 2015). OsAMT1I;1 je konstitutivn¢ expri-
movan v endodermis a exodermis. Pfi transientni expresi v buiikach cibule (4llium cepa) vy-
kazuje lokalizaci na plazmatické membrang, ale jeho presné lokalizace v kofenech ryze neby-
la prokazana. Pfi této lokalizaci by mohl fungovat jako AtAMT1;2 u huseni¢ku (Ranathunge
et al., 2014). OsAMT1;2 se tcastni piijmu i translokace dusiku do cévnich svazkl a jeho ex-
prese byla pozorovana v exodermis, sklerenchymu, endodermis a stfednim valci ve Spicce
primarniho kotene (Sasaki et al., 2016; Sonoda et al., 2003), zatimco u rajéete LeAMT]I;2
ptedevsim v kofenovych vlascich (Von Wirén et al., 2000). Pfi nizké koncentraci dusiku do-

chazi ke zvysené expresi OsAMT; 3 ptedevSim v misté vzniku postrannich kofent a kofenové
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cepicece (Obr. 17C) a téz dochazi k morfologickym zméndm kotene. V mladSich ¢astech kote-
ne se OsAMTI;3 exprimuje v exodermis, sklerenchymu, primarni kiife a stélé. Ve straSich
Castech je jeho vyskyt nejvyraznéjsi v exodermis a misté vzniku postrannich kotent,

z primarni klry tedy alesponn ¢aste¢né mizi (Ferreira et al., 2015). Bylo vypozorovano, Ze

kromé transportu dusikufunguje OsAMT]1;3 jako senzor vnéjs$i koncentrace (Ferreira et al.,

2015).

AR dib S o —_—

Obrazek 17: A — B: Lokalizace AtAMT1;2 A — oblast kofenovych vlaskt, B — stiedni ¢ast kofene
2007), C — lokalizace exprese OsAMTI,3 v kofenové Spicce (Ferreira et al., 2015)

Yuan et al.,
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5. Zavér

Na zaklad¢ informaci ziskanych touto praci si dovoluji tvrdit, Ze apoplastické bariéry,
konkrétné exodermis, ovliviiuji pfijem a radialni transport latek kofenem nebo spiSe umisténi
transportérd, které se prenosu zivin a vody Uc€astni. Porovnanim lokalizaci téchto transportérti
u rostliny s exodermis a bez ni jsou zfetelné rozdily. Nejen mezi odliSnymi rostlinnymi druhy,
ale 1 v ramci jedné rostliny podél axialni osy kofene miizeme pozorovat rizna umisténi trans-
membranovych proteinid zapojenych do pfijmu a transportu latek. V fadé ptipadti dochazi
s diferenciaci kofene a jeho struktur k pfesunu exprese transportérii predevSim do bunck
exodermis, potazmo endodermis (exodermis - OsNIP3; 1, OsPhtl;4, OsAMTI;3, endodermis -
AtNRTI; 1, AtBORI, AtNIP5;1 ¢i vyjimecné rhizodermis - HvPhtl; 1, HvPhtl;2). Ziejmé pro
jesté veétsi efektivnost transportu latek jsou nékteré transportéry lokalizovany polarizované na
plazmatickych membranach distalnich nebo proximalnich stran bun¢k (rhizodermis -
ZmPIP2;5, ZmLsil, AtBOR4, AtAMTI;l; exodermis a endodermis — HvLsil, OsLsil,
OsLsi2, AtNIPS;1, AtBORI1, AtAMT1;2). Bohuzel nemalé¢ mnozstvi ¢lankli zamétenych
spiSe na molekuldrni podstatu transportu (charakterizaci konkrétniho transportniho proteinu)
detailngji nezminuje, z jaké vyvojové zony kotene jsou data o lokalizaci potfizena, coz kom-
plikuje jednoznac¢né vyhodnoceni vlivu pfitomnosti diferencované exodermis/hypodermis na
lokalizaci a mé snazeni komplikuje. Na rovni endodermis vSak bylo recentné¢ ukazano, ze
ulozeni suberinové lamely ovliviiuje vyskyt transportéri Zivin na plazmalemé endodermal-
nich bunék. Ukladani suberinu je ovlivnéno stresovymi podminkami (Barberon et al., 2016).
ve své dalsi, diplomové praci zaméfila na detailni analyzu vlivu diferenciace exodermis na
lokalizaci vybranych transportér zivin (napt. fosfatového transportéru Phtl;1-2) podél celé
axidlni osy kofene, tedy ve vSech vyvojovych fazich u hydroponicky pestované ryze, jeCmene
nebo kukutice. Podobnym zplsobem bych se rada zaméfila i na vyznam propustnych bunck,
u kterych se suberinova lamela uklada pozdéji. V endodermis se casto vyskytuji proti xylé-
movym poliim (Peterson a Enstone, 1996) a je jim pfipisovan intenzivnéjsi transport do stied-
niho valce, coz vSak doposud nebylo jednoznacné experimentalné prokdzano. Detailni analy-

za lokalizace transportérii Zivin na membrané propustnych bunck ¢i bunék primarni kary
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v jejich okoli by opét mohla pomoci prokazat jejich redlny vyznam v radidlnim transportu

latek do stélé.
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