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Abstrakt 

Fotosyntéza vzdušných kořenů epifytických orchidejí je předmětem řady studií. Kořeny 

jsou však vždy hodnoceny jako homogenní struktura, i když se ve skutečnosti skládají z výrazně 

odlišných oblastí. Tato práce se poprvé zabývá možností prostorového rozdělení fotosyntézy 

mezi vrstvami kořene, konkrétně primární kůrou a středním válcem. Byla využita kombinace 

různých mikroskopických technik, histochemická charakterizace apoplastických bariér 

a imunohistochemická lokalizace fotosyntetického enzymu PEP-karboxyláza. Z výsledků 

vyplývá, že dobře vyvinuté chloroplasty ve středním válci se v podčeledi Epidendroideae 

patrně vyskytují u všech epifytických zástupců, zatímco v podčeledi Vanilloideae se vyskytují 

příležitostně. Svou ultrastrukturou se systematicky liší od chloroplastů primární kůry, takže je 

pravděpodobné, že se liší také jejich funkce. Apoplastické bariéry jsou v kořenech výrazné 

a diferencují se brzy během vývoje kořene, což může chloroplasty ve středním válci efektivně 

izolovat od primární kůry. Chloroplasty se vyskytují také v silně sklerifikovaných buňkách 

středního válce, kde byly identifikovány dosud neznámé ztenčeniny buněčných stěn, které by 

mohly zajišťovat výměnu plynů uvnitř středního válce. Překvapivé je, že enzym PEP-

karboxyláza je lokalizován do propustných buněk endodermis a jejich okolí, což ukazuje 

na další heterogenitu fotosyntetických funkcí chloroplastů v radiálním směru kořene. 

Klíčová slova: vstavačovité, vzdušné kořeny, chloroplasty, ultrastruktura, fotosyntéza 

  



 

 

Abstract: 

The photosynthesis of the aerial roots of epiphytic orchids has been the subject of 

numerous studies. However, the roots are always evaluated as a homogeneous structure, even 

though they actually consist of significantly different areas. This work deals for the first time 

with the possibility of the spatial distribution of photosynthesis between the root layers, 

specifically the cortex and the stele. A combination of various microscopic techniques, 

the histochemical characterization of the apoplastic barriers and the immunohistochemical 

localization of the photosynthetic enzyme phosphoenolpyruvate carboxylase has been used. 

The results show that well-developed chloroplasts in the stele probably occur in the subfamily 

Epidendroideae in all epiphytic representatives, while in the subfamily Vanilloideae they occur 

occasionally. The ultrastructure of chloroplasts from both areas is systematically different, so it 

is likely that their functions also differ. Apoplastic barriers are prominent in the roots and 

differentiate early during root development, which can effectively isolate chloroplasts 

in the stele from the cortex. Chloroplasts also occur in the sclerenchyma cells of the stele, 

where were identified hitherto unknown pits in cell walls that could provide gas exchange 

within the stele. Surprisingly, the PEP-carboxylase enzyme is localized within the endodermal 

passage cells and their surroundings, indicating the further heterogeneity of the photosynthetic 

functions of the chloroplasts along the radial direction of the root. 

Keywords: Orchidaceae, aerial roots, chloroplasts, ultrastructure, photosynthesis 
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ATP adenosine triphosphate adenosintrifosfát 
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charakterizující specifický typ fotosyntézy 
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phosphoenolpyruvate 
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karboxyláza 

PBS phosphate buffered saline fosfátový pufr s chloridem sodným 
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ribulose-1,5-bisphosphate 

carboxylase/oxygenase 
ribulóza-1,5-bisfosfátkarboxyláza/oxygenáza 

SCC4 single-cell C4 jednobuněčný typ C4 metabolismu 

TEM 
transmission electron 

microscopy 
transmisní elektronová mikroskopie 

UV ultraviolet light ultrafialové záření 
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1 Úvod 

Zatímco v mírných pásech jsou epifytické rostliny spíše okrajovou složkou ekosystémů, 

v tropických oblastech mohou přestavovat polovinu všech druhů rostlin v ekosystému (Kelly 

et al., 2004) a hmotnost epifytických rostlin může v některých případech výrazně přesáhnout 

hmotnost hostitelského stromu (Hofstede et al., 1993). Přitom se k výlučně epifytickému 

způsobu života adaptovali zástupci jen několika málo čeledí cévnatých rostlin, z nichž druhově 

nejpočetnější skupinou jsou orchideje (Zotz, 2016). Evoluční přechod na epifytický způsob 

života pro rostliny patrně znamená řadu adaptací na nejrůznějších úrovních. Jednou ze zjevných 

adaptací epifytických orchidejí jsou zelené kořeny, které obsahují chloroplasty a mohou 

fotosyntetizovat (Stern, 2014). Dosud publikované práce však nezohledňují možný výskyt 

chloroplastů v odlišných částech vzdušných kořenů a vždy studují kořeny jako celek. Je možné, 

že právě díky tomuto přístupu zůstává o fotosyntéze vzdušných kořenů stále velké množství 

otevřených otázek. V žádné práci dosud nebyla studována detailní struktura chloroplastů a ani 

nebyla ve vzdušných kořenech provedena lokalizace fotosyntetických enzymů, která se ukázala 

velice důležitou například u C4 rostlin (Sage, 1999; Pengelly et al., 2011). Přitom je možné, že 

se chloroplasty vyskytují nejen v primární kůře kořenů, ale také ve středním válci (Stern, 2014). 

Pro porozumění fotosyntéze kořenů orchidejí je tedy nezbytné zjistit, ve kterých částech kořene 

se chloroplasty vyskytují, zda jsou navzájem izolované difuzními bariérami a pokud ano, tak 

zda se navzájem odlišují.  

Hypotézy  

1. Výskyt chloroplastů ve středním válci je u vzdušných kořenů epifytických orchidejí 

pravidlem.  

2. Chloroplasty ve středním válci jsou izolované difuzními bariérami od chloroplastů 

v primární kůře. 

3. Funkce chloroplastů ve středním válci a primární kůře se liší. 
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Cíle práce 

Hlavní cíl: Poodhalit možnou úlohu chloroplastů ve středním válci kořenů epifytických 

orchidejí. 

Dílčí cíle: 

1) Porovnat přítomnost chloroplastů ve středním válci kořenů u různých fylogenetických 

skupin epifytických orchidejí. 

2) Analyzovat závislost výskytu chloroplastů ve středním válci na postupu diferenciace 

kořene. 

3) Charakterizovat chloroplasty ve sklerifikovaných buňkách středního válce a v buňkách 

primární kůry. 

4) Lokalizovat enzym PEP-karboxyláza ve středním válci a primární kůře. 
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2 Literární přehled 

2.1 Epifytismus 

Rostliny z čeledi vstavačovité (Orchidaceae), dále jen orchideje, dnes můžeme nalézt 

téměř ve všech biomech na Zemi s výjimkou nejchladnějších vysokohorských oblastí 

a nejsušších pouštních oblastí (Stern, 2014). Většinu dosud známých druhů této čeledi tvoří 

epifytičtí zástupci, a to i přesto, že jsou orchideje primárně terestrické (Silvera et al., 2009; 

Zotz, 2013; Givnish et al., 2015). 

Pojmem epifytismus lze označit symbiotický vztah typu komensalismu, kdy určitý druh 

využívá ke svému prospěchu jiný druh, jehož existenci ale negativně neovlivňuje (Benzing, 

1987). Epifyty lze charakterizovat jako rostliny primárně klíčící a rostoucí na jiných rostlinách 

bez kontaktu s půdou a bez znaků parazitismu (Benzing, 1990; Zotz, 2013). Rostliny žijící tímto 

způsobem života najdeme převážně v korunách stromů, na větvích či kmenech. Epifytismus ale 

není specifikem pouze orchidejí. Typický je obzvlášť pro nižší rostliny – řasy, lišejníky 

a kapraďorosty. Krytosemenné rostliny na tento způsob života přešly později a jejich největší 

rozvoj spadá do období na přelomu třetihor a čtvrtohor (Benzing, 1990). Dnes tvoří epifytické 

druhy přibližně 10 % cévnatých rostlin, z toho tvoří orchideje více než 69 % (Zotz, 2013). Pro 

tuto diplomovou práci byly odebírány kořeny pouze druhů rostoucích tzv. obligátně epifyticky 

a také několika druhů vanilek, které vytvářejí dlouhé vzdušné kořeny s chlorenchymem. 

Obligátní epifyté (volně přeloženo z anglického true epiphytes/holo-epiphytes) nemají své 

kořeny v kontaktu s žádným substrátem a živiny nepřijímají z terestrických zdrojů (Kress, 

1989; Benzing, 1990). Hemiepifyté (ang. hemiepiphytes) klíčí například v korunách stromů, ale 

jejich vzdušné kořeny se postupně dostanou do kontaktu se substrátem (Zotz et al., 2013). 

Přechod na epifytický způsob života se dle výsledků posledních fylogenetických studií 

odehrál u orchidejí vícekrát nezávisle. Jednou z možných příčin přechodu mohly být výrazné 

klimatické změny, které jejich vývoj doprovázely (Pearson & Palmer, 2000; Ramírez et al., 

2007; Silvera et al., 2009, Kerbauy et al., 2012; Givnish et al., 2015). Dnes také víme, že tato 

klíčová inovace umožnila orchidejím osídlit novou niku a výrazně tak napomohla jejich rychlé 

speciaci, díky které dnes dosáhly postu jedné ze dvou největších čeledí krytosemenných rostlin 

s více než 27 000 druhy (Chase et al., 2015; Givnish et al., 2015). Obdobný dopad přechodu na 

epifytický způsob života lze pozorovat i u čeledi Bromeliaceae s druhým nejvyšším počtem 

epifytických druhů (Givnish et al., 2014), která dnes čítá zhruba 3400 druhů (APG IV, 2016). 



4 

 

2.2 Vzdušné kořeny epifytických orchidejí 

Klíčovou roli v četných adaptacích orchidejí k extrémním podmínkám epifytických 

stanovišť hrají modifikované adventivní kořeny tzv. vzdušné kořeny (ang. aerial roots). Oproti 

terestrickým kořenům, které jsou obklopeny okolním substrátem, jsou kořeny epifytů nuceny 

vypořádat se s kombinací výrazných stresových faktorů jako je vysoké ozáření, výrazné 

fluktuace teplot a periodický nedostatek vody a živin (Zotz, 2016). Zároveň musí být schopné 

přijímat vodu i minerální látky z výrazně odlišného prostředí. 

Mezi epifytickými a terestrickými kořeny lze dnes nalézt nápadné odlišnosti. Při 

porovnávání stavby kořenů epifytických a terestrických orchidejí došli autoři Moreira a Isaias 

(2008) k závěru, že kořeny těchto dvou skupin se odlišují hlavně v jejich průměru, charakteru 

a tloušťce rhizodermis a ve stupni vývoje buněk apoplastických bariér (exodermis, 

endodermis). Obdobné anatomické změny spojují autoři Thangavelu & Ayyasamy (2017) 

s nezbytným adaptováním kořenů na častý stres z nedostatku vody. Změnu anatomické stavby 

v závislosti na podmínkách růstu potvrzuje například schopnost tvorby kořenových vlásků 

u těch kořenů epifytických druhů, které se dostanou do kontaktu se substrátem (Ponert et al., 

2016; Thangavelu & Ayyasamy, 2017). 

2.3 Anatomická stavba vzdušných kořenů 

2.3.1 Rhizodermis 

Za základní schopnost epifytů je považováno účinné zacházení s periodicky dostupnou 

vodou a živinami. To zahrnuje rychlý příjem, efektivní skladování a omezení vodních ztrát 

(Zotz & Winkler, 2013). Tyto funkce a mnohé další zastává u většiny epifytických kořenů 

specifická pokožka tzv. velamen (ang. velamen radicum). 

Velamen je zpravidla vícevrstevná modifikovaná rhizodermis, tvořená mrtvými 

buňkami různých tvarů a směrem do středu kořene ohraničená modifikovanou svrchní vrstvou 

primární kůry – exodermis (Pridgeon, 1987; Porembski & Barthlott, 1988; Joca et al., 2017). 

Buněčné stěny velamenu podléhají nepravidelnému sekundárnímu tloustnutí a lignifikaci. 

V průběhu tloustnutí se tvoří otvory a vzniká tak specifická druhově variabilní textura 

buněčných stěn (Obr. 1) popsaná například autory Sanford & Adanlawo (1973). 
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Obrázek 1 – Snímky ze skenovacího elektronového mikroskopu (SEM). Podélné řezy vzdušných kořenů 

ukazující textury buněčných stěn velamenu. (A) Dendrobium densiflorum, (B) Dendrobium nobile, (C) 

Epidendrum secundum. – převzato z Roth-Nebelstick et al. (2017) 

Podstatnými funkcemi velamenu je rychlý příjem a pomalá ztráta vody. Zásadní roli zde 

hraje již zmiňovaná buněčná stěna. Suchý velamen je díky své stavbě schopen být plně 

saturován už během první minuty od kontaktu s vodou (Zotz & Winkler, 2013). Zadržování 

vody a její pomalá ztráta odparem poté koreluje s množstvím vrstev velamenu (Zotz & Winkler, 

2013). Spolu s příjmem vody je charakterem buněčných stěn ovlivňován i příjem živin a jejich 

zadržení. Například výsledky autorů Zotz & Winkler (2013) a Joca et al. (2017) ukázaly, že 

v buněčných stěnách velamenu dochází k zadržování kationtů, a to díky zápornému náboji 

přítomných pektinů. Další poměrně nedávno doloženou funkcí velamenu je účinná ochrana 

před UV-B zářením, umožněná díky stálé přítomnosti flavonoidů v buněčných stěnách 

velamenu (i exodermis) u ozářených kořenů epifytických orchidejí (Chomicki et al., 2015). 

2.3.2 Primární kůra kořene 

2.3.2.1 Apoplastické bariéry – endodermis a exodermis 

U vyšších rostlin, tedy i u orchidejí, vstupují voda a živiny povrchem kořene a poté se 

pohybují směrem k vodivým pletivům středního válce. Pohyb vody a solutů poté může probíhat 

dvěma základními cestami. Apoplastem jsou molekuly a ionty transportovány kontinuem 

prostor v buněčných stěnách, naopak symplastický transport probíhá mezi protoplasty buněk 



6 

 

díky propojení plasmodesmy (Taiz et al., 2015). U vzdušných kořenů orchidejí, kde povrch 

kořene tvoří mrtvé buňky velamenu, je první živou vrstvou ovlivňující příjem a selekci látek 

vrstva exodermis. Jedná se o specifický typ hypodermis (vnější vrstva primární kůry, jejíž 

buňky mají modifikované buněčné stěny), která zde plní funkci první apoplastické bariéry 

(Enstone et al., 2002). Druhou apoplastickou bariéru tvoří poté vnitřní vrstva primární kůry – 

endodermis. Obě tyto bariéry jsou si u orchidejí anatomicky podobné, zpravidla jsou 

jednovrstevné a obsahují specifické propustné buňky (viz níže) (Dycus & Knudson, 1957; 

Moreira & Isaias, 2008). 

Hlavní funkcí obou těchto bariér je omezení volného pohybu molekul prostorem 

buněčných stěn a tím zajištění selektivního příjmu (Peterson & Enstone, 1996). V případě 

endodermis je nutné ještě zmínit důležité funkce, které jsou společné pro všechny rostliny 

s kořenovou endodermis a které jsou umožněné její specifickou stavbou a složením buněčných 

stěn. Je to především schopnost zabránění zpětnému úniku látek ze středního válce díky 

vytvoření Casparyho proužků (Peterson & Enstone, 1996; Enstone et al., 2002), dále 

mechanická podpora v pokročilých stádiích vývoje a zábrana průniku patogenů. 

Buňky endodermis i exodermis podléhají podobnému vývoji, kdy prochází celkem třemi 

vývojovými stádii (Peterson & Enstone, 1996; Enstone et al., 2002; Moreira & Isaias, 2008). 

V primárním stádiu dochází k ukládání ligninu, případně i suberinu do oblasti primárních 

buněčných stěn a vznikají tak Casparyho proužky. Ve většině případů, a to u endodermis 

i exodermis, následují další vývojová stádia, nicméně například v případě exodermis 

terestrických kořenů orchidejí se zde vývoj často zastaví (Moreira & Isaias, 2008). Se zvětšující 

se vzdáleností od kořenové špičky pokračuje vývoj do sekundárního stádia, dochází k ukládání 

vrstev suberinu na vnitřní povrch buněčných stěn a vznikají tak suberinové lamely (Peterson & 

Enstone, 1996; Enstone et al., 2002). Třetí stádium je poté charakteristické tvorbou tzv. O-/U-

ztlustlin, které jsou utvořeny rovnoměrným či nerovnoměrným dostředivým ukládáním 

sekundární buněčné stěny za postupného zmenšování oblasti protoplastu buňky. Tato buněčná 

stěna je označována také jako terciální, protože její uložení představuje třetí stádium vývoje 

endodermální/exodermální buňky, a často lignifikuje (Peterson & Enstone, 1996; Enstone et 

al., 2002). Různé parametry, jako jsou například nepříznivé podmínky prostředí, rychlost růstu 

kořene nebo tlak na selektivitu příjmu, ovlivňují, jaká bude rychlost diferenciace těchto bariér, 

tzn. v jaké vzdálenosti od kořenové špičky bude určité stádium již přítomno. Tato skutečnost je 

dobře popsána u různých rostlinných druhů (Cruz et al., 1992; Enstone et al., 2002; Karahara 
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et al., 2004; Meyer et al., 2009; Líška et al., 2016). U vzdušných kořenů orchidejí však doposud 

intenzivněji zkoumána nebyla. 

Pro lepší pochopení funkcí obou těchto bariér je nutné zmínit, že i když jsou si tyto 

struktury podobné, existují mezi nimi značné rozdíly, a to například v jejich struktuře, výskytu, 

plasticitě odpovědi na podmínky prostředí nebo v synchronizaci diferenciace (Enstone et al., 

2002). 

2.3.2.2 Endodermis 

Vnitřní vrstva primární kůry, endodermis, je klíčovou apoplastickou bariérou, která se 

nachází u většiny cévnatých rostlin. Většinou je jednovrstevná, nicméně například některá 

halofyta vytváří v kořenech vícevrstevnou endodermis jako adaptaci na vysokou salinitu 

(Flowers et al., 1986; Inan et al., 2004). U orchidejí byla zatím vždy pozorována pouze jedna 

vrstva endodermis (Stern, 2014). 

Buňky vrstev endodermis a exodermis prochází stejnými stádii. U epifytických orchidejí 

jsou zde nejčastěji pozorována pokročilejší stádia, stádium suberinové lamely nebo terciálních 

lignifikovaných buněčných stěn (Stern, 2014). Naopak pro endodermální buňky u terestrických 

orchidejí je typické dlouhodobé setrvání ve stádiu Casparyho proužků (Stern, 2014). Některé 

buňky endodermální vrstvy jsou označovány jako tzv. propustné (ang passage cells) (Peterson 

& Enstone, 1996). Tyto buňky lze nalézt jak v endodermis, tak v exodermis a v obou místech 

mají opožděný vývoj oproti okolním buňkám v téže vrstvě (Peterson & Enstone, 1996). Přechod 

okolních buněk do druhého a třetího stádia není zpravidla synchronní, ale objevuje se nejprve 

u buněk naproti floémovým pólům středního válce (Peterson & Enstone, 1996). Propustné 

buňky lze naopak pozorovat nejčastěji naproti pólům protoxylému, což zajišťuje vyšší 

efektivitu transportu (Peterson & Enstone, 1996). Množství propustných buněk endodermis 

u epifytických orchidejí dle autorů Joca et al. (2017) pozitivně koreluje s tloušťkou velamenu 

a pravděpodobně se tak jedná o strategii na zvýšení účinnosti transportu vody a solutů. 

2.3.2.3 Exodermis 

Exodermis lze pozorovat jednovrstevnou, například u druhů Zea mays, Oryza sativa 

a Allium cepa (Perumala et al., 1990; Miyamoto et al., 2001; Meyer et al., 2009), 

i vícevrstevnou, a to například u některých druhů rodu Typha (Seago et al., 1999), Iris (Meyer 

et al., 2009) nebo u druhu Phragmites australis (Soukup et al., 2002). V případě kořenů 

orchidejí byla u většiny dosud známých druhů pozorována pouze jednovrstevná exodermis 
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(Stern, 2014). Nicméně některé starší práce uvádějí, že by se u některých druhů mohla 

vyskytovat až třívrstevná exodermis (Häfliger, 1901). Nejasná je dodnes situace zejména 

u některých zástupců rodu Vanilla. U epifytických orchidejí se jedná o vrstvu velice důležitou 

z důvodu absence živé rhizodermis na povrchu kořenů, proto je zde rozepsána podrobněji. 

Podle charakteru vývoje lze exodermis rozdělit na dva typy. U epifytických orchidejí 

najdeme převážně tzv. dimorfní exodermis. Ta je charakteristická dlouhými suberinizovanými 

buňkami (které u epifytických kořenů často přecházejí do terciálního stádia vývoje a protoplast 

odumírá) střídající se s krátkými buňkami, které jsou označovány podobně jako u endodermis 

jako buňky propustné (ang. passage cells) (Obr. 2) (Pridgeon, 1987; Peterson & Enstone, 1996; 

Hose et al., 2001; Moreira & Isaias, 2008). U těchto buněk je buďto tvorba suberinové lamely 

opožděna, nebo setrvávají ve stádiu Casparyho proužků (Hose et al., 2001). 

 

Obrázek 2 – Dimorfní exodermis Acriopsis javanica. Podélný řez kořenem, barveno Sudan Red 7B (Sigma). 

Krátké propustné buňky, dlouhé buňky s obarvenou suberinovou lamelou. Měřítko = 50 µm. 

Uniformní exodermis, u které se suberinová lamela ukládá u všech buněk rovnoměrně, 

nebyla u epifytických orchidejí pozorována (Sanford & Adanlawo, 1973; Hose et al., 2001; 

Moreira & Isaias, 2008). Přechod většiny buněk do sekundárního či terciálního stádia vývoje 

zajišťuje mechanickou podporu kořene a zároveň spolu s velamenem zabraňuje ztrátám vody 

z oblasti primární kůry (Dycus & Knudson, 1957; Sanford & Adanlawo, 1973). 

Propustné buňky hrají v exodermis zásadní roli v selektivním příjmu solutů. V případě 

kořenů s velamenem jsou tyto buňky prvními živými buňkami, jejichž cytoplazmatická 

membrána je v kontaktu s roztokem a přejímají tak funkci živé rhizodermis. Okolní buňky mají 

většinou již uloženu suberinovou lamelu, která zabraňuje kontaktu látek v apoplastu 

s plazmatickou membránou, což brání jejich vstupu do buňky. U propustných buněk je díky 
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přítomnosti Casparyho proužků omezen radiální transport prostorem buněčných stěn. Přijímané 

soluty jsou v této části transportu nuceny přejít do symplastu difuzí nebo pomocí specifických 

přenašečů na plazmatické membráně (Peterson & Enstone, 1996; Ma et al., 2006; Barberon & 

Geldner, 2014), která díky absenci suberinové lamely zůstává přístupná. Symplastický transport 

poté pokračuje díky propojení propustných buněk a buněk střední vrstvy primární kůry pomocí 

četných plasmodesmů (Benzing et al., 1982; Hose et al, 2001). Dle autorů Joca et al. (2017) 

počet propustných buněk v exodermis negativně koreluje s počtem vrstev velamenu. Jejich 

množství a distribuce v exodermis může být také ovlivněna například orientací kořene vůči 

podkladu, a to z důvodu, že se jedná o buňky, skrz které zpravidla vstupují do oblasti primární 

kůry hyfy mykorhizních hub (Esnault et al., 1994; Chomicki et al., 2014). V případě 

endodermis se mykorhizní houby v propustných buňkách nevyskytují (Chomicki et al., 2014). 

Pouze u epifytických orchidejí je možné pozorovat vedle propustných buněk útvary 

zvané tilosomy. Jedná se o výrůstky vnitřních periklinálních buněčných stěn buněk 

nejspodnější vrstvy velamenu (tzv. endovelamenu), které přímo sousedí s propustnými 

buňkami (Pridgeon et al., 1983; Kedrovski & Sajo, 2019). Tyto výrůstky se utváří v elongační 

zóně kořene a po jejich diferenciaci lze odlišit celkem 7 morfologických typů (Pridgeon et al., 

1983; Kedrovski & Sajo, 2019). Jejich přímý kontakt s propustnými buňkami a zároveň jejich 

značná podobnost ve struktuře a vývoji s transferovými buňkami vedla autory poslední studie 

k navržení jejich možných funkcí. Výrůstky zvyšují povrch buňky a s tím může narůstat 

i výměna látek mezi apoplastem a symplastem (Kedrovski & Sajo, 2019). Zároveň poté 

ve starších částech kořene by tyto výrůstky mohly směrovat soluty do propustných buněk 

(Kedrovski & Sajo, 2019). Předchozí studie uvažují ještě o dalších funkcích jako je například 

omezení průniku patogenů nebo možná redukce transpirace (Pridgeon et al., 1983), nicméně 

bližší informace například o přítomnosti plasmodesmat, případné lignifikaci nebo o možné 

fyziologii transportu zatím zcela chybí. 

2.3.2.4 Střední část primární kůry 

Další částí primární kůry je kromě již zmíněných vrstev endodermis a exodermis i její 

střední část, někdy označovaná jako tzv. mesodermis. V této oblasti kořene dochází k ukládání 

zásobních látek, transportu plynů a produkci metabolitů (Lux et al., 2004; Idris & Collings, 

2019). U většiny jednoděložných rostlin, tedy i u orchidejí, je v mesodermis hlavním buněčným 

typem tenkostěnný parenchym s častými mezibuněčnými prostory (Lux et al., 2004; Moreira 

& Isaias, 2008; Stern, 2014). V případě epifytických orchidejí se zde ale velice často vyskytují 
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také buňky značně odlišné od okolních buněk, a to svým tvarem, funkcí, modifikacemi 

buněčných stěn a obsahem. Jedná se o tzv. idioblasty, buňky často mrtvé, sloužící především 

jako zásobárna vody a mechanická podpora pletiva (Haberlandt, 1914; Benzing et al., 1983; 

Stern, 2014; Joca et al., 2017). Nejzajímavějším znakem, který odlišuje jednotlivé idioblasty, 

je variabilní tloustnutí jejich buněčných stěn. U orchidejí bylo popsáno několik typů a to 

– uniformní, síťovité, -ztlustliny (ang. phi-thickening) a specifické tloustnutí tzv. 

tracheoidálních idioblastů, které jsou vývojově podobné cévám (Moreira & Isaias, 2008; Joca 

et al., 2017; Idris & Collings, 2019). Kromě idioblastů se zde mohou nacházet i lyzigenní 

interceluláry zajišťující pravděpodobně transport plynů pletivem (Benzing et al., 1983). To je 

důležité zpravidla i proto, že je zde častá přítomnost chloroplastů a například v případě 

bezlistých orchidejí tak mohou kořeny sloužit jako hlavní zdroj asimilátů (Kwok-ki et al., 1983; 

Winter et al., 1985; Martin et al., 2010). Zároveň se také jedná o místo hlavního výskytu 

houbových hyf mykobiontů a pravděpodobně pouze v mesodermis vznikají funkční mykorhizní 

struktury, tzv. pelotony (Lux et al., 2004; Rasmussen & Rasmussen, 2009). 

U vzdušných kořenů epifytických orchidejí mohou interceluláry střední vrstvy primární 

kůry navazovat na tzv. provzdušňovací jednotky, také označované jako pneumatody 

(Haberlandt, 1914; Benzing et al., 1983). Jedná se o strukturu složenou z několika buněk 

velamenu a přiléhajících buněk vrstvy exodermis (Haberlandt 1914; Benzing et al., 1983). 

Zásadním znakem je velmi silná impregnace buněk velamenu ligninem, díky které je omezen 

vstup vody do oblasti pneumatody během sycení kořene vodou (Dycus & Knudson, 1957). Tato 

místa zůstávají suchá a na pohled bílá. I přesto, že dosud chybí studie zabývající se podrobněji 

funkcí pneumatod, je pravděpodobné, že umožňují výměnu plynů mezi fotosyntetizující 

primární kůrou a okolním prostředím (Benzing et al., 1983; Carlsward et al., 2006). 

2.3.3 Střední válec 

Základem středního válce je u jednoděložných rostlin včetně orchidejí polyarchní 

radiálně uspořádaný cévní svazek s vyšším počtem xylémových a floémových pólů. Uprostřed 

středního válce se může nacházet dřeň (Pridgeon, 1987; Stern, 2014). Dřeň je obvykle 

parenchymatická, nicméně u některých druhů buněčné stěny tloustnou, lignifikují a vytváří se 

sklerenchym. S tímto typem dřeně se setkáme například u Vanilloideae či Epidendroideae 

(Stern & Judd, 1999; Carlsward et al., 2006; Stern, 2014). V některých případech se 

sklerenchym objevuje pouze v oblasti základního pletiva mezi xylémovými a floémovými póly 

cévního svazku, a to především ve starších částech kořenů (Stern & Judd, 1999; Moreira & 
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Isaias, 2008). Střední část dřeně může i ve starších částech kořene zůstávat parenchymatická 

s četnými mezibuněčnými prostory (Thangavelu & Muthu, 2017). Periferii středního válce tvoří 

jedna až tři vrstvy pericyklu, ve kterém se zakládají postranní kořeny (Stern, 2014). Naproti 

xylémovým pólům se vyskytují tenkostěnné buňky pericyklu a zároveň jsou tímto směrem 

orientované i propustné buňky endodermis, patrně pro usnadnění transportu živin do xylému 

(Peterson & Enstone, 1996; Stern & Judd, 1999; Moreira & Isaias, 2008; Stern, 2014). 

Silnostěnné sklerifikované buňky (někdy označované jako buňky s O-ztlustlinami) lze 

v pericyklu najít naopak naproti floémovým pólům (Stern & Judd, 1999; Stern, 2014). 

Výskyt chloroplastů v oblasti středního válce byl dosud popsán pouze v několika 

pracích, a to převážně u zástupců Vanilloideae a Epidendroideae (Stern & Judd, 1999; Ponert 

et al., 2016). 

2.4 Chloroplasty 

Tato kapitola by mohla být velice obsáhlá, nicméně pro účely této práce se zaměřím 

především na strukturní a funkční odlišnosti chloroplastů ve vztahu k ozářenosti a k dalším 

faktorům, jako jsou různé způsoby fixace CO2. Tyto odlišnosti zatím nebyly popsány pro 

chloroplasty v kořenech a z toho důvodu jsou zde často využívány údaje ze studií na listech. 

2.4.1 Chloroplasty v kořenech 

Nejen u orchidejí, ale i u dalších epifytů se vzdušnými kořeny a u některých dalších 

rostlin, lze v kořenech pozorovat přirozený výskyt chloroplastů. Zmínit zde můžeme například 

vzdušné kořeny různých druhů Dracaena, kořeny mangrovového druhu Rhizophora mangle, 

adventivní submerzní kořeny halofytního druhu Tecticornia pergranulata nebo vodní 

kapradiny Azolla pinnata (Gill & Tomlinson, 1977; Whatley & Gunning, 1981; Rich et al., 

2008; Jura-Morawiec et al., 2020). Dnes víme, že lze také navodit vývoj chloroplastů 

vystavením terestrických kořenů světlu. Jako příklad lze uvést terestrické rostliny Secale 

cereale nebo Convulvulus arvensis (Heltne & Bonnet, 1970; Oliveira, 1982). 

U orchidejí byl pozorován přirozený výskyt chloroplastů téměř ve všech orgánech 

rostlinného těla od listů přes květní části, stonky, pahlízy až ke kořenům (Hew & Yong, 2004). 

Vzdušné kořeny epifytických orchidejí jsou v přímém kontaktu se světlem i atmosférou a vývoj 

chloroplastů v nich tedy může být přirozeně indukován. V případě terestrických kořenů, 

u kterých je kontakt se světlem omezen, k vývoji chloroplastů nedochází (Benzing, 1990). 

Veškeré práce, ve kterých najdeme informace o chloroplastech v kořenech epifytických 
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orchidejí, se zabývají převážně snahou o objasnění způsobu fixace CO2 v tomto orgánu. Práce, 

které by se zabývaly přímo přesnější lokalizací či ultrastrukturou chloroplastů v kořenech zatím 

chybí. Stejně tak i skutečnost, že se zde chloroplasty mohou vyskytovat ve dvou odlišných 

částech – ve středním válci a ve střední vrstvě primární kůry, zatím nebyla podrobně zkoumána. 

2.4.2 Ultrastruktura chloroplastů 

Chloroplasty jsou semiautonomní organely endosymbiotického původu skládající se 

ze dvou membrán, mezimembránového prostoru, stromatu, thylakoidů, vlastní DNA 

a ribozomů. Thylakoidy, ploché membránové váčky, mohou být uspořádané ve sloupcích, tedy 

tzv. granální, nebo probíhající volně stromatem, tzv. stromatální. Na těchto membránách se 

nachází pigment-proteinové komplexy elektron-transportního řetězce, kde probíhá světelná 

fáze fotosyntézy, produkce ATP a NADPH. Temnostní fáze, Calvinův cyklus, probíhá 

ve stromatu, kde jsou přítomny potřebné enzymy jako je například enzym Rubisco (ribulóza-

1,5-bisfosfátkarboxyláza/oxygenáza). Součástí stromatu je také asimilační škrob v podobě 

škrobových zrn. Další součástí chloroplastů jsou také kulaté osmiofilní plastoglobuly sloužící 

jako zásobárna isoprenoidních lipidů, tokoferolu a dalších metabolitů (Bréhélin et al., 2007; 

Lichtenthaler, 2013). 

Uspořádání thylakoidů podobně jako obsah škrobu a množství i velikost plastoglobulů 

je významně ovlivněno mj. ozářeností (Obr. 3). Obecné rozdíly mezi ozářenými a zastíněnými 

chloroplasty v listech jsou uvedeny v Tabulce 1. 

Vysoká ozářenost Nízká ozářenost 
 

nižší množství thylakoidů vyšší množství thylakoidů  

úzká grana široká grana  

méně thylakoidů na granum více thylakoidů na granum  

nižší počet gran v chloroplastu vyšší počet gran v chloroplastu  

vyšší množství plastoglobulů menší množství plastoglobulů  

vyšší obsah škrobu nízký obsah škrobu  

Tabulka 1 – Rozdíly v ultrastruktuře chloroplastů za odlišných ozářeností. – převzato a upraveno podle 

Lichtenthaler (2013) 
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Obrázek 3 – Schéma rozdílné ultrastruktury chloroplastů v ozářených a zastíněných listech. (P) plastoglobuly. – 

převzato a upraveno podle Lichtenthaler (2013) 

Tyto rozdíly byly u orchidejí zatím pozorovány a popsány pouze u chloroplastů 

v listovém mesofylu, například v práci autorů Shao et al. (2014) na druhu Anoectochilus 

roxburghii, nikoli ale u chloroplastů v kořenech. Výsledky těchto autorů se shodovaly 

s obecnými rozdíly uvedenými v Tabulce 1, kdy spolu se snižující se ozářeností stoupalo 

množství chloroplastů, gran i granálních thylakoidů, a naopak klesalo množství i velikost 

plastoglobulů (Obr. 4) (Shao et al., 2014). 

 

Obrázek 4 – Odlišná ultrastruktura chloroplastů v listech orchideje Anoectochilus roxburghii vystavených různé 

ozářenosti. (a), (b) listy pod 50% ozářeností; (c), (d) listy pod 5% ozářeností. Černá šipka ukazuje plastoglobuly. 

(Ch) chloroplast, (CW, ang. cell wall) buněčná stěna, (OG, ang. osmiophilic globules) plastoglobuly, – převzato 

a upraveno podle Shao et al. (2014) 
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2.4.2.1 Změny ultrastruktury chloroplastů v závislosti na typu fixace CO2 

Odlišné umístění chloroplastů a zároveň jejich strukturní a funkční dimorfismus je již 

dlouho známý z listů C4 rostlin s typickou věnčitou anatomií listového pletiva (ang. Kranz 

anatomy) (Sage, 1999; Mai et al., 2020). U těchto rostlin se dimorfní chloroplasty vyskytují 

ve dvou odlišných typech buněk – v mezofylových buňkách a v buňkách pochev cévních 

svazků. Primární fixace CO2 enzymem PEP-karboxyláza (fosfoenolpyruvátkarboxyláza, 

PEPC) probíhá v cytoplazmě mezofylových buněk. Chloroplasty mezofylových buněk jsou 

typické absencí enzymu Rubisco, vyšším množstvím granálních thylakoidů a často absencí 

škrobových zrn (Sage, 1999). V těchto chloroplastech také probíhá zejména přeměna pyruvátu 

na fosfoenolpyruvát a u NADP-ME typu C4 (ang. NADP-dependent malic enzyme) i redukce 

oxalacetátu na malát. Dekarboxylace a následná vlastní (sekundární) fixace CO2 probíhá 

v buňkách pochev cévních svazků, kde je v chloroplastech akumulován enzym Rubisco. Tyto 

buňky jsou velké a mají většinou na svém povrchu difuzní bariéru v podobě suberinové vrstvy, 

která zajišťuje udržování vysoké koncentrace CO2 uvnitř těchto buněk a snížení oxygenázové 

aktivity Rubisca (Sage, 1999; Mertz & Brutnell, 2014). Chloroplasty v nich jsou převážně 

agranální, typické absencí fotosystémů II na thylakoidálních membránách a vyšším obsahem 

škrobu (Sage, 1999; Mai et al., 2020). Další odlišnosti v ultrastruktuře dimorfních chloroplastů 

a také v jejich pozici v buňkách pochev cévních svazků jsou poté spojené se specifickým typem 

C4 metabolismu (NADP-ME; NAD-ME, ang. NAD-dependernt malic enzyme; PEP-CK typ, 

ang. phosphoenolpyruvate carboxykinase), které se liší místem dekarboxylace a sloučeninou 

přenášenou mezi buňkami (Voznesenskaya et al., 1999; Voznesenskaya et al., 2006). 

Nejen ultrastruktura chloroplastů, ale často i jejich počty a velikosti mohou být v těchto 

dvou typech buněk odlišné.  Uvádí se například, že mezofylové buňky C4 rostlin obsahují méně 

chloroplastů než buňky pochev cévních svazků a zároveň mezofylové buňky C4 rostlin 

pravděpodobně obsahují více chloroplastů než mesofylové buňky C3 rostlin (Black & 

Mollenhauer, 1971; Stata, 2014). 

Separace dimorfních chloroplastů ve specializovaných buňkách byla donedávna jedním 

z předpokladů pro C4 metabolismus. Překvapivý byl proto postupný objev několika 

terestrických rostlin s tzv. jednobuněčným typem C4 metabolismu (ang. single-cell C4, SCC4), 

poprvé popsaný na halofytním druhu Borszczowia aralocaspica (Suaeda aralocaspica) (Freitag 

& Stichler, 2000; Voznesenskaya et al., 2001). Dosud byly popsány dvě formy SCC4. Tzv. 

Suaeda (Borszczowia) typ je charakteristický dlouhými mezofylovými buňkami s dimorfními 
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chloroplasty na opačných pólech buňky separované do těchto oblastí vakuolou (Obr. 5a) 

(Sharpe & Offermann, 2014). U typu Bienertia je naopak jeden typ chloroplastů soustředěn 

v centrální části a druhý na periferii buňky (Obr. 5b). I u tohoto typu jsou jednotlivé oblasti 

výrazně odděleny vakuolou a zároveň propojeny cytoplazmatickými kanálky (ang. cytoplasmic 

channel) (Sharpe & Offermann, 2014). Chloroplasty se odlišují velikostí, tvarem, množstvím 

gran, obsahem chlorofylu, přítomností a množstvím enzymů (př. Rubisco, PEP-karboxyláza 

a dalších) a specifických transportérů (Offermann et al., 2011; Sharpe & Offermann, 2014). 

U typu Bienertia jsou dimorfní chloroplasty analogické chloroplastům ve specializovaných 

buňkách rostlin s věnčitou anatomií (Offermann et al., 2011). 

 

Obrázek 5 – Dvě formy jednobuněčného C4 metabolismu. a) Typ Suaeda typický separací dimorfních 

chloroplastů vakuolou do opačných pólů buňky; b) Typ Bienertia typický separací dimorfních chloroplastů do 

centrální a periferní části mezofylové buňky. Dimorfní chloroplasty odlišeny barevně. – převzato a upraveno 

podle Sharpe & Offermann (2014) 

Za další specifický znak chloroplastů C4 rostlin může být považováno i tzv. periferní 

retikulum nacházející se pod vnější chloroplastovou membránou (Lawton, 1988; Szczepanik & 

Sowiński, 2014). Tato struktura byla nicméně pozorována i u C3 rostlin a její funkce zatím není 

známá (Szczepanik & Sowiński, 2014). 

2.5 Fotosyntéza u orchidejí 

U orchidejí se lze setkat se dvěma hlavními způsoby fixace CO2 – C3 metabolismus 

a CAM (ang. Crassulacean acid metabolism). Studie zabývající se určením převládajícího 

způsobu fixace CO2 v listech či kořenech orchidejí zpravidla využívají ověřené metody pro 

detekci metabolických typů, jako je například stanovení poměru stabilních radioizotopů uhlíku, 

24-hodinové měření změn obsahu organických kyselin a aktivit enzymů fixujících CO2 nebo 

měření výměny CO2 (viz dále kapitola Indikátory typů metabolismu a metody detekce). 
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Pro tenké listy orchidejí je dle provedených studií typický C3 metabolismus (Hew & 

Yong, 2004). Tento typ metabolismu je charakteristický primární fixací CO2 enzymem Rubisco 

v Calvinově cyklu za následného vzniku tří-uhlíkaté stabilní sloučeniny. Tato fixace v listech 

probíhá ve stromatu chloroplastů mezofylových buněk. 

V případě orchidejí s tlustými listy bylo zjištěno, že v tomto orgánu preferují CAM 

(Hew & Yong, 2004). Zde dochází k primární fixaci CO2 pomocí enzymu PEP-karboxyláza 

za vzniku čtyř-uhlíkaté sloučeniny – oxalacetátu. Vlastní (sekundární) fixaci CO2 poté zajišťuje 

enzym Rubisco v Calvinově cyklu. Na rozdíl od C4 metabolismu, kdy je tato dvojí fixace 

oddělena prostorově, v případě CAM se jedná o oddělení časové. Během noci mají CAM 

rostliny otevřené průduchy, přijímají CO2, PEP-karboxyláza váže hydrogenuhličitanový anion 

na fosfoenolpyruvát za vzniku oxalacetátu a ten je poté redukován na hlavní produkt fixace – 

malát (Cockburn et al., 1985; Lüttge, 1987). Následuje transport malátu do vakuoly, kde je 

skladován. Během dne mají CAM rostliny průduchy zavřené, malát je dekarboxylován a enzym 

Rubisco zajišťuje sekundární fixaci CO2 v C3 cyklu. 

I přesto, že je sukulence daného orgánu často považována za základní znak spojený 

s CAM, zejména z důvodu vyšší kapacity orgánu pro uložení organických kyselin, tak bylo 

ukázáno, že i tenkolisté orchideje mohou využívat ve svých listech tento typ fixace CO2. 

Ze studie Motomura et al. (2008) vyplývá, že některé tenkolisté druhy rodu Cymbidium 

vykazovaly znaky tzv. slabého CAM (ang. weak CAM). Tento typ nelze spolehlivě určit pouze 

podle stanovení poměru stabilních izotopů uhlíku (viz dále), jelikož hodnoty δ 13C odpovídají 

často C3 rostlinám. Pro správnou identifikaci je tedy nutné využít ještě další doplňující metody 

jako například měření změn obsahu organických kyselin nebo stanovení aktivit 

dekarboxylačních enzymů (Silvera et al., 2005; Motomura et al., 2008). Naopak silné CAM 

(ang. strong CAM) je ekvivalent obligátního CAM, které odpovídá klasickému CAM často 

s typickými hodnotami δ 13C (viz kapitola Indikátory typů metabolismu a metody detekce). 

Typ fotosyntézy v dané rostlině nesouvisí pouze s tloušťkou (sukulencí) daného orgánu. 

Jako další faktory ovlivňující převažující typ fixace CO2 lze uvést například vývojové fáze 

orgánů nebo změny v podmínkách prostředí. U některých orchidejí již byla ukázána schopnost 

přepínání mezi C3 a CAM v jedné rostlině, a to po vystavení delší periodě sucha. Tato adaptace, 

kdy jsou rostliny schopné přejít z C3 metabolismu na CAM během nepříznivých podmínek, 

nese označení fakultativní CAM (ang. facultative CAM; C3-CAM). Hodnotami zastoupení 

stabilních izotopů uhlíku odpovídá slabému CAM a lze ji nalézt i u dalších epifytů (Motomura 
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et al., 2008; Kerbauy et al., 2012). I přesto, že CAM zajišťuje značné omezení vodních ztrát, 

některé druhy po dlouhodobém působení sucha přechází ve svých listech na ještě úspornější 

variantu tzv. CAM-idling, kdy své průduchy vůbec neotevírají (Fu & Hew, 1982; Sipes & Ting, 

1985). Noční slabá akumulace organických kyselin poté pravděpodobně vychází 

z vyrespirovaného CO2 a tento typ fotosyntézy může být řazen pod slabé CAM (Szarek et al., 

1973; Motomura et al., 2008). 

Při studiu plasticity fotosyntézy během vystavování suchu došli autoři Rodrigues et al. 

(2013) u tenkolistého druhu Oncidium Goldiana k předpokladu, že by mohlo u některých druhů 

orchidejí docházet dokonce ke kompartmentaci fotosyntézy například mezi listy a pahlízami. 

Navrhli hypotézu, že limitující kapacita tenkých listů může být kompenzována přesunem 

tvorby organických kyselin do pahlíz, které jsou bez stomat, kryté kutikulou a propojené s listy 

aerenchymem podél cév (Rodrigues et al., 2013). Tento druh orchideje se tak dle autorů řadí 

do rostlin přecházejících za sucha na fakultativní, prostorově oddělený CAM, i když samotné 

hodnoty získané měřením listů by odpovídaly C3 metabolismu (Rodrigues et al., 2013). 

2.5.1 Indikátory typů metabolismu a metody detekce 

2.5.1.1 Hodnoty poměru stabilních izotopů uhlíku: 13C/12C (δ 13C) 

V závislosti na poměru stabilních izotopů uhlíku 13C/12C (δ 13C) získaném pomocí 

hmotnostní spektrometrie (ang. mass spektrometry, MS) lze u rostlinné biomasy určit spolu 

s dalšími parametry typ fixace CO2. Hodnoty tohoto poměru uváděné pro CAM jsou -13‰ až 

-34‰ (průměrně okolo -17‰), pro C3 metabolismus -22‰ až -32‰ (průměrně okolo -27‰) 

a pro C4 metabolismus -19‰ až -8‰ (průměrně okolo -10‰) (Graf 1) (Lerman, 1975; 

Troughton, 1979; Hew & Yong, 2004). Tato metoda je nejen u orchidejí, ale i u dalších epifytů 

velmi často využívána, jelikož C4 rostliny obecně méně diskriminují těžší izotop uhlíku než C3 

rostliny (Farquhar, 1983; Zotz & Ziegler, 1997; Martin et al., 2010). Díky této metodě se 

například podařilo odhalit korelaci mezi tloušťkou listu a využíváním CAM, kdy silné listy 

epifytů vykazovaly hodnoty mezi -15‰ a -16‰, což odpovídá CAM (Hew & Yong, 2004). 

V práci autorů Zotz & Ziegler (1997) bylo díky stanovení poměrů stabilních izotopů uhlíku 

například zjištěno, že se množství CAM epifytů (i epifytických orchidejí) zvyšuje se snižujícím 

se množstvím srážek. 
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Graf 1 – Zastoupení izotopu 13C v pletivech krytosemenných rostlin s různým typem fotosyntézy. – převzato a 

upraveno podle Hew & Yong (2004), data vychází z Lerman (1975) 

2.5.1.2 Změny obsahu organických kyselin 

Pro rostliny využívající CAM jsou charakteristické denní změny obsahu organických 

kyselin ve fotosyntetizujících orgánech (Goh et al., 1977; Cockburn et al., 1985; Lüttge, 1987). 

Hodnota pH vakuoly klesá během noci, kdy dochází k fixaci CO2 PEP-karboxylázou 

a k následnému vzniku a hromadění malátu. Během dne naopak hodnota pH vakuoly stoupá 

v závislosti na translokaci malátu do cytoplazmy a jeho následné dekarboxylaci (Lüttge, 1987; 

Kerbauy et al., 2012). Změny kyselosti jsou měřeny během 24-hodinové periody titrací (např. 

0,01 N NaOH) (Goh et al., 1977; Goh et al., 1983; Martin et al., 2010). Na kořenech orchidejí 

již byla tato metoda vyzkoušena, a to například u orchideje Chiloschista usneoides (Cockburn 

et al., 1985). Výsledky tohoto měření ukázaly značný nárůst obsahu kyselin během noci 

a pokles během dne (Graf 2) (Goh et al., 1983; Cockburn et al., 1985). Přednostní tvorbu malátu 

při noční fixaci CO2 lze poté ukázat například díky využití radioaktivního 14CO2 (Goh et al., 

1983; Cockburn et al., 1985). 
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Graf 2 – Změny v obsahu organických kyselin v kořenech orchideje Chiloschista usneoides během denního 

cyklu. FW = ang. fresh weight. – převzato a upraveno podle Cockburn et al. (1985) 

2.5.1.3 Aktivita fotosyntetických enzymů 

Noční fixace CO2 enzymem PEP-karboxyláza je typickým znakem rostlin využívajících 

CAM. Na začátku světelné periody proto bývá naměřena nízká aktivita, která se zvyšuje 

v pozdním odpoledni (Hew et al., 1984; Kerbauy et al., 2012). Spolu s aktivitou PEP-

karboxylázy je často měřena i aktivita enzymu Rubisco. Vysoký poměr aktivit PEPC/Rubisco 

poukazuje v daném orgánu na možnou převládající fixaci CO2 enzymem PEP-karboxyláza 

a zároveň se v provedených studiích shoduje s naměřenými hodnotami δ 13C pro CAM (Hew et 

al., 1996; Hew & Yong, 2004).  

2.5.1.4 Imunolokalizace fotosyntetických enzymů 

Imunolokalizace enzymů je imunohistochemická metoda, která umožňuje monitorovat 

umístění enzymu v buňkách daného orgánu. Ve studiích týkajících se fotosyntézy u C4 a CAM 

rostlin je využívána především lokalizace fotosyntetických enzymů Rubisco a PEP-karboxyláza 

(Voznesenskaya et al., 2008; Sui et al., 2017). Konkrétně u C4 rostlin s Kranz anatomií listu je 

kompartmentace enzymů do mezofylových buněk a buněk pochev cévních svazků 

imunolokalizací velice dobře ukázána (Obr. 6) (Pengelly et al., 2011). 
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Obrázek 6 – Imunolokalizace enzymů (A) Rubisco a (B) PEP-karboxyláza (PEPC) komerčně dostupnými 

protilátkami v listech kukuřice. BS = ang. bundle sheath cells, buňky pochev cévních svazků; M1 = mezofylové 

buňky přiléhající k BS buňkám. Měřítko = 40 µm. – převzato z Pengelly et al. (2011) 

Pro silný signál a jednoduší lokalizaci je využívána především metoda nepřímé 

imunolokalizace pomocí značených sekundárních protilátek, které mají afinitu k primárním 

protilátkám detekujícím cílový protein. Fluorescenčně značené sekundární protilátky jsou poté 

snadno pozorovatelné ve fluorescenčním mikroskopu (tzv. imunofluorescence). Pro přesnější 

lokalizaci cílového proteinu v daných buňkách pomocí transmisního elektronového 

mikroskopu mohou být využity například koloidní zlaté částice konjugované se sekundární 

protilátkou (ang. Immunogold localization) (Hayat, 2000). Tato metoda již byla několikrát 

s úspěchem použita i při lokalizaci fotosyntetických enzymů Rubisco a PEP-karboxyláza 

(Ueno, 1998; Sui et al., 2017). U orchidejí zatím imunolokalizace fotosyntetických enzymů 

využita nebyla. Prozatím existuje pouze několik prací, které tuto metodu využily k lokalizaci 

jiných enzymů, například při detekci glukosidázy v plodu Vanilla planifolia (Brillouet et al., 

2014). 

2.5.1.5 Výměna CO2 

Cyklus výměny CO2 v metabolickém typu CAM lze rozdělit celkem do čtyř fází. První 

fázi charakterizují otevřené průduchy během noci, probíhající fixace CO2 a tvorba malátu. 

Ve druhé fázi dochází k poklesu aktivity PEP-karboxylázy a navýšení aktivity enzymu 

Rubisco. Fáze tři, probíhající během dne, je typická uzavíráním průduchů a dekarboxylací 

malátu. Ve čtvrté, poslední fázi dochází k zásadnímu poklesu obsahu organických kyselin 

a začínajícímu zvyšování vodivosti průduchů (Smith & Lüttge, 1985; Cockburn et al., 1985; 
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Kerbauy et al., 2012). Při ověřování přítomnosti CAM je monitorování tohoto cyklu výměny 

CO2 během dne/noci velice často využíváno, v případě listů ještě spolu s pozorováním 

otevírání/zavírání průduchů (Goh et al., 1977). V případě kořenů epifytických orchidejí, které 

neobsahují průduchy, je tato metoda také využívána, a to s překvapivě podobnými výsledky 

jako u studií na listech (Cockburn et al., 1985). 

2.5.2 Fotosyntéza vzdušných kořenů epifytických orchidejí 

Interpretace dat ze studií zabývajících se asimilací uhlíku v kořenech epifytických 

orchidejí je oproti studiím na listech komplikovanější. Ze získaných dat většinou vyplývá, že 

nejčastějším typem fixace CO2 v kořenech je CAM (Goh et al., 1983; Hew & Yong, 2004; 

Martin et al., 2010; Kerbauy et al., 2012). Nicméně díky často nejednoznačným výsledkům při 

detekování tohoto typu metabolismu a zároveň díky testování prozatím nízkého počtu druhů 

existují v této oblasti značné nejistoty. 

Například využívání metody měření fluktuace obsahu organických kyselin ukázalo, že 

změny obsahu malátu v kořenech mohou být variabilní v rámci jednoho druhu i v rámci 

jednotlivých kořenů jedné rostliny (Motomura et al., 2008). Autoři této studie (po stanovení 

δ13C odpovídajícímu CAM) díky tomu charakterizovali u rodu Phalaenopsis tři typy dynamiky 

malátu. Tzv. obligátní CAM se shoduje s kolísáním hladiny malátu v listech CAM orchidejí, 

kdy se malát hromadí během noci a během dne je dekarboxylován (viz kapitola Fotosyntéza 

u orchidejí). V některých kořenech ale autoři naměřili vysoký denní obsah malátu bez 

fluktuace. Tento typ byl označen jako tzv. skrytý CAM (ang. latent CAM) a dále neobjasněn 

(Motomura et al., 2008). Naopak stále nízký obsah malátu bez fluktuace v dalších kořenech byl 

označen za možný převažující C3 metabolismus (Motomura et al., 2008; Moreira et al., 2009). 

Nicméně například v listech druhů s CAM-idling také bývá naměřena konstantně nízká 

akumulace organických kyselin. V tomto případě jsou v listech stomata uzavřená i během dne, 

využívá se převážně CO2 uvolněný během respirace a jedná se o typ CAM (Sipes & Ting, 

1985). 

Pro správnou identifikaci převažujícího typu fixace CO2 je proto důležité využívat 

kombinaci různých metod detekce. Například pouhé určení poměru stabilních izotopů uhlíku 

může být nepřesné až zavádějící, jak tvrdí autoři Silvera et al. (2005). Dle výsledků jejich studie 

provedené na 214 druzích vykazovalo pouze 21% druhů hodnoty zastoupení izotopů uhlíku 

(δ13C = -14‰ až -16‰) jednoznačně odpovídající CAM. Následná měření fluktuace obsahu 

malátu však odhalilo CAM u dalších 29 % druhů ve studovaném souboru (Silvera et al., 2005). 
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Dalším znakem kořenů epifytických orchidejí, který musí být uvažován při studii 

fotosyntézy v tomto orgánu, je absence průduchů (Stern, 2014). Průduchy v listech CAM 

rostlin jsou během dne zavřené a díky tomu rostlina dokáže snížit ztráty vody (viz kapitola 

Výměna CO2) a zároveň uzavřené průduchy fungují jako bariéra pro únik CO2, který se 

uvolňuje během dekarboxylace malátu v průběhu dne. V kořenech epifytických orchidejí 

pomáhá redukovat vodní ztráty především velamen, nicméně jaký je zde způsob regulace 

výměny plynů zatím není jasné. Například ve studii autorů Cockburn et al. (1985) na kořenech 

bezlisté epifytické orchideje Chiloschista usneoides výsledky z měření aktivit PEP-

karboxylázy, kolísání hladin malátu a stanovení poměru izotopů uhlíku odpovídaly přítomnosti 

CAM. Dále i přes nepřítomnost průduchů autoři naměřili nízké ztráty CO2 během denní fáze 

dekarboxylace (Cockburn et al., 1985). Tato varianta CAM byla poté autory označena jako tzv. 

astomatální CAM (ang. astomatal CAM). Určitou roli při výměně plynů v kořenech by mohly 

například hrát pneumatody (viz kapitola Střední část primární kůry). Další práce, které by tuto 

problematiku pomohly objasnit zatím ale chybí. 

V případě bezlistých orchidejí mohou být vzdušné kořeny hlavním zdrojem asimilátů 

(Hew & Yong, 2004). U kořenů těchto orchidejí byl také pozorován čistý příjem CO2 (Hew & 

Yong, 2004). Naopak u kořenů orchidejí s listy, i přesto, že vykazovaly znaky CAM jako je 

noční akumulace malátu a hodnoty δ 13C odpovídající CAM, nikdy čistá fotosyntéza naměřena 

nebyla (Hew & Yong, 2004). Jedním z uvažovaných vysvětlení je vysoký podíl respirace či 

fotorespirace (Dycus & Knudson, 1957). Druhou možností je, že vodou saturovaný velamen 

na povrchu kořenů může bránit výměně plynů jako difuzní bariéra a zároveň může snižovat 

množství dopadajícího světla potřebného pro fotosyntézu (Cockburn et al., 1985; Hew & Yong, 

2004; Moreira et al., 2009). Jelikož zatím není známý ani mechanismus výměny plynů 

ve vzdušných kořenech, nelze odhadnout, jak významný vliv mají tyto jednotlivé navržené 

faktory.  
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3 Metodika 

Tato práce se skládá celkem ze 4 experimentů. Hlavním cílem bylo analyzovat výskyt 

chloroplastů v kořenech epifytických orchidejí z různých fylogenetických skupin a zároveň 

poodhalit jejich možné odlišnosti v ultrastruktuře. Byl také detailně zmapován postup 

diferenciace pletiv kořenů od špičky k bázi včetně oblastí, ve kterých byly lokalizovány 

chloroplasty. V posledním experimentu se poprvé v historii podařilo ve vzdušných kořenech 

lokalizovat enzym PEP-karboxylázu. Detaily budou vysvětleny v následujícím textu. 

3.1 Analýza lokalizace chloroplastů v kořenech pomocí autofluorescence   

V tomto experimentu bylo hlavním cílem odhalit přítomnost chloroplastů ve středním 

válci kořenů u různých fylogenetických skupin epifytických orchidejí. Vizualizace chloroplastů 

byla provedena pomocí autofluorescence s využitím epifluorescenčního a konfokálního 

mikroskopu. Na tento experiment navazuje kapitola Ultrastruktura chloroplastů, ve které byla 

přesná lokalizace chloroplastů analyzována pomocí transmisního elektronového mikroskopu. 

3.1.1 Rostlinný materiál 

Pro tento experiment byly vybrány druhy tak, aby co nejlépe pokryly fylogenetickou 

diverzitu epifytických orchidejí (Tab. 2; Obr. 7; Chase et al., 2015; Givnish et al., 2015). 

Z podčeledí Cypripedioideae a Orchidoideae nebyly zařazeni žádní zástupci, protože se zde 

vyskytují pouze jednotlivé epifyticky rostoucí druhy, které mají ve skoro všech případech 

kořeny zanořené do epifyticky rostoucích mechů. Odběry vzdušných kořenů jednotlivých druhů 

probíhaly průběžně v období od listopadu 2018 do října 2020, především ve sbírkách orchidejí 

Botanické zahrady hl. m. Prahy a také ve skleníku Katedry experimentální biologie rostlin 

Přírodovědecké fakulty Univerzity Karlovy. Při odběru byly preferovány vždy živé, narostlé 

kořeny s aktivně rostoucí kořenovou špičkou a nepřiléhající k podkladu (substrátu). Kořeny 

byly odebírány celé, od špičky až těsně k bázi navazující na prýt. 
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Druh Subtibus Tribus Podčeleď 

Vanilla planifolia - Vanilleae Vanilloideae 

Vanilla pompona - Vanilleae Vanilloideae 

Vanilla madagascariensis - Vanilleae Vanilloideae 

Bulbophyllum biflorum Dendrobiinae Dendrobieae Epidendroideae 

Dendrobium antennatum Dendrobiinae Dendrobieae Epidendroideae 

Acriopsis javanica Cymbidiinae Cymbidieae Epidendroideae 

Coryanthes leucocorys Stanhopeinae Cymbidieae Epidendroideae 

Dinema polybulbon Laeliinae Epidendreae Epidendroideae 

Andinia longiserpens Pleurothallidinae Epidendreae Epidendroideae 

Porroglossum lorenae Pleurothallidinae Epidendreae Epidendroideae 

Eria hyacinthoides Eriinae Podochileae Epidendroideae 

Angraecum praestans Angraecinae Vandeae Epidendroideae 

Dendrophylax funalis Angraecinae Vandeae Epidendroideae 

Neobathiea spatulata Angraecinae Vandeae Epidendroideae 

Cleisostoma yersinii Aeridinae Vandeae Epidendroideae 

Taeniophyllum pusillum Aeridinae Vandeae Epidendroideae 

Tabulka 2 – Seznam a systematické zařazení zkoumaných druhů orchidejí. 
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Obrázek 7 – Fylogenetický strom pro čeleď Orchidaceae. Šipky ukazují na subtriby, ze kterých byly vybrány 

druhy pro analýzu výskytu chloroplastů. – upraveno a převzato z Chase et al. (2015) 
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3.1.2 Zpracování vzorků 

Nejprve byla u každého kořene změřena celková délka a v jeho polovině byl žiletkou 

odebrán segment o délce 0,7-1 cm. Ze segmentu byly následně připraveny řezy na ručním 

mikrotomu o síle cca 100-120 µm. Část řezů byla ihned uzavřena na podložní sklíčko do 65% 

glycerolu a na dalších řezech bylo provedeno histochemické barvení roztokem okyseleného 

floroglucinolu (1% floroglucinol rozpuštěný v 18% HCl, w/v) pro detekci lignifikovaných 

buněčných stěn středního válce. Obarvené řezy byly uzavřeny do okyseleného glycerolu (50% 

glycerol s 5% H2SO4) a snímány ve světelném poli. Čerstvý materiál byl takto zpracován vždy 

ihned po odběru. 

3.1.3 Mikroskopické pozorování autofluorescence chloroplastů  

Výskyt chloroplastů ve středním válci byl monitorován díky autofluorescenci 

chloroplastů při excitaci modrým světlem (Olympus U-MWB filter). Pro monitorování 

a pořizování fotodokumentace byl využit epifluorescenční mikroskop Olympus BX51 

(Olympus Optical Co.) s digitální 3 čipovou CCD kamerou ApogeeAlta U4000 (Apogee 

Instruments Inc.). Digitální obraz byl poté upraven v programu Micro CCD. 

 Většina fluorescence chloroplastů pochází z fluorescence chlorofylu a, který 

po zachycení energie excitačního záření část energie emituje jako záření o delší vlnové délce. 

Při pozorování řezů ve fluorescenčním mikroskopu jsem hodnotila, zda se chloroplasty 

vyskytují pouze v primární kůře, ve středním válci kořene nebo na obou místech zároveň. 

V případě, že se chloroplasty vyskytovaly ve středním válci, jsem posuzovala, zda jsou 

distribuovány pouze ve dřeni nebo i v buňkách základního pletiva mezi xylémovými 

a floémovými póly radiálního cévního svazku (parenchym vodivých pletiv). Ve starších částech 

kořene dochází u některých druhů orchidejí ke sklerifikaci středního válce (buněčné stěny 

parenchymatických buněk tloustnou a lignifikují), která se mj. projeví i silnou autofluorescencí 

lignifikovaných buněčných stěn. V těchto buňkách je poté v epifluorescenčním mikroskopu 

obtížné chloroplasty identifikovat. Pro ověření přítomnosti chloroplastů ve sklerifikovaných 

buňkách tak bylo využito pozorování pomocí konfokálního mikroskopu. 

Pro tuto lokalizaci byl vybrán jeden modelový druh Neobathiea spatulata, u kterého 

jsou ve starších částech kořene při pozorování pod epifluorescenčním mikroskopem patrné silné 

a lignifikované buněčné stěny, jejichž vysoká autofluorescence znemožňuje přesné určení 

výskytu chloroplastů uvnitř těchto buněk. Z čerstvě odebraného kořene byl odříznut segment 
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z bazální části kořene, tj. v pozici P4 (viz dále), ze kterého bylo připraveno několik řezů o síle 

100-150 µm. Řezy byly uzavřeny na podložní sklíčko do 65% glycerolu a následně pozorovány 

a nasnímány na konfokálním mikroskopu Leica TCS SP8 v Laboratoři konfokální 

a fluorescenční mikroskopie PřF UK, Viničná 7. Emisní spektra pro buněčné stěny byla 

nastavena podle λ scanu na 500-600 nm a pro chloroplasty na 650-750 nm. 

3.2 Závislost výskytu chloroplastů ve středním válci na postupu diferenciace 

kořene 

Tento experiment byl zaměřen na analýzu postupu diferenciace pletiv vzdušných 

kořenů. Hlavním cílem bylo ověřit, zda se liší přítomnost chloroplastů ve středním válci 

v závislosti na stáří kořene, vývoji apoplastických bariér a sklerifikaci buněčných stěn. Pro 

anatomickou analýzu byla využita různá histochemická barvení a chloroplasty byly 

lokalizovány v oblasti středního válce pomocí autofluorescence pozorované 

v epifluorescenčním mikroskopu. 

3.2.1 Rostlinný materiál 

Pro tento experiment byly vybrány 3 modelové druhy epifytických orchidejí – 

Neobathiea spatulata, Acriopsis javanica a Vanilla planifolia. Pro účel anatomické analýzy 

kořenů byly odebrány vždy 3 kořeny od každého druhu. Bylo tak zajištěno trojí opakování 

u všech tří druhů. Kořeny druhů N. spatulata a A. javanica byly odebírány ve sbírkách orchidejí 

Botanické zahrady hl. m. Prahy na rozdíl od kořenů druhu V. planifolia odebraných ve skleníku 

Katedry experimentální biologie rostlin Přírodovědecké fakulty Univerzity Karlovy. Při odběru 

byly preferovány vždy živé, narostlé kořeny o různé délce, nepřiléhající k podkladu (substrátu) 

a s aktivně rostoucí kořenovou špičkou, obdobně jako v předchozím experimentu. Kořeny byly 

odebírány celé, a to od špičky až těsně k bázi navazující na prýt. 

3.2.2 Anatomická analýza 

Pro zmapování postupu diferenciace pletiv vzdušných kořenů vybraných tří druhů byly 

využity histochemické metody barvení preparátů. Díky tomu bylo možné vizualizovat 

jednotlivé buněčné složky v pletivech a také bylo dosaženo vyššího kontrastu preparátu pro 

lepší pozorování ve světelném mikroskopu. Vybrané metody histochemické detekce umožnily 

zjistit podrobnější informaci o chemických vlastnostech buněčných stěn (především lignifikaci 

a suberinizaci). Pro některé druhy barvení a také pro detekci výskytu chloroplastů byla využita 

i fluorescenční mikroskopie, resp. autofluorescence. 
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3.2.3 Odběr materiálu a fixace 

Z každého kořene byly odebrány segmenty o délce cca 1 cm celkem ve 4 pozicích, aby 

mohl být analyzován gradient vývoje kořene, respektive postup diferenciace pletiv od špičky 

k bázi (Obr. 8). První segment byl odebrán těsně za rostoucí kořenovou špičkou v oblasti, kde 

se již začíná viditelně odlišovat velamen (P1). Druhý segment byl odebrán v ¼ kořene (P2), 

třetí v ½ (P3) a čtvrtý těsně u báze kořene (P4). Segmenty byly fixovány 4% formaldehydem 

ve fosfátovém pufru (pH 7,0; 0,1M) a odvzdušněny pomocí olejové vývěvy. Doba 

odvzdušňování se vždy vztahovala k tloušťce velamenu. Kořeny s tenkým velamenem 

(Vanilla) byly odvzdušňovány 45-60 min, kořeny s tlustým velamenem (Neobathiea, 

Acriopsis) byly odvzdušňovány 1-1,5 hod. Ze všech segmentů byly následně utvořeny řezy 

na ručním mikrotomu o síle cca 100-120 µm, na které byly poté aplikovány různé typy 

histochemického barvení (viz dále). Pro každou pozici bylo ponecháno i několik řezů 

neobarvených. 

 

Obrázek 8 – Model vzdušného kořene s ukázkou jednotlivých pozic (P1-P4). 

3.2.4 Histochemické barvení 

3.2.4.1 Sudanová červeň 

Pro detekci lipidického materiálu buněčných stěn byly řezy barveny lipofilním 

barvivem Sudan Red 7B (Sigma). Barvící roztok byl připraven rozpuštěním barviva v PEG400 

(0,1% w/v) zahřátím na 90°C a následným smícháním roztoku se stejným objemem 90% 

glycerolu (Brundrett et al., 1991; Soukup, 2014). Barvení řezů probíhalo při laboratorní teplotě 

po dobu 1 hodiny. Z každé pozice (P1-4) byly barveny vždy 2-3 řezy. Po obarvení byly řezy 

nejprve opláchnuty 1% roztokem detergentu SDS (dodecylsíran sodný; NaC12H25SO4) a poté 

následoval oplach destilovanou vodou a uzavření řezů na podložní sklíčko do 65% glycerolu. 

Lipofilní barvivo je během procesu barvení absorbováno do lipidického materiálu (Soukup, 

2014). Díky omytí detergentem bylo zbytkové neabsorbované barvivo ze vzorku vymyto. Ty 

části buněčných stěn, které obsahují lipidické složky, byly obarveny tmavě růžově až růžovo-

červeně (např. suberinové lamely v endodermis a exodermis). 
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3.2.4.2 Wiesnerova reakce 

V pokročilém stádiu vývoje mohou některé buňky ukládat do svých buněčných stěn 

lignin. U vzdušných kořenů orchidejí byla lignifikace pozorována především ve vývoji vrstev 

exodermis a endodermis a také při sklerifikaci středního válce (Stern, 2014; Thangavelu & 

Ayyasamy, 2017). Pro detekci ligninu je z histochemických barvení nejčastěji využívána 

Wiesnerova reakce, poprvé publikovaná J. Wiesnerem roku 1878. Hlavním principem této 

reakce je kondenzace floroglucinolu se skořicovými aldehydy ligninu v kyselém prostředí 

(Pomar et al., 2002; Soukup, 2014). 

Připravené řezy byly barveny roztokem okyseleného floroglucinolu (1% floroglucinol 

rozpuštěný v 18% HCl, w/v) 1-3 minuty při laboratorní teplotě. Z každé pozice byly barveny 

2-3 řezy. Po obarvení byly řezy uzavřeny do okyseleného glycerolu (50% glycerol s 5% 

H2SO4). Výsledkem barvení Wiesnerovým činidlem bylo třešňově červené až fuchsiové 

zbarvení lignifikovaných buněčných stěn, pozorované především u vrstev exodermis, 

endodermis a u sklerifikovaných buněk středního válce. 

3.2.4.3 Berberin 

Pro přesnější detekci Casparyho proužků u buněk ve vrstvách exodermis a endodermis 

bylo využito barvení berberinem s dodatečným dobarvením genciánovou violetí. Berberin je 

komerčně dostupný fluorochrom využívaný na histochemickou detekci ligninu a suberinu. 

Obarvené lignifikované i suberinizované buněčné stěny jsou po ozáření UV světlem zbarvené 

dožluta (Brundrett et al., 1988; Soukup, 2014). Při barvení berberinem je nutné vzorek po 

obarvení berberinem dobarvit např. toluidinovou modří nebo genciánovou violetí, aby se 

přebarvila méně specifická vazba a částečně se redukovala silná autofluorescence obarveného 

materiálu (Brundrett et al., 1988; Soukup, 2014). Tento typ barvení byl využit z důvodu, že se 

jedná o citlivější a přesnější metodu lokalizace Casparyho proužků, než je jejich detekce 

floroglucinolem. 

Ruční řezy byly barveny roztokem Berberin hemisulfátu (0,5% aq., w/v) 1 hodinu při 

laboratorní teplotě. V případě, že se v roztoku nacházely krystalky (při skladování berberinu 

v chladničce dochází postupně ke krystalizaci), byl roztok před použitím zahříván 

na magnetické míchačce do doby, než se krystalky zcela rozpustily. Po obarvení byly řezy 

opláchnuty destilovanou vodou a po dobu 10 minut barveny roztokem genciánové violeti 
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(0,05% aq., w/v). Po dobarvení následoval oplach destilovanou vodou a uzavření řezů do 65% 

glycerolu. 

3.2.5 Snímání 

Řezy, které prošly histochemickým barvením, byly pozorovány na mikroskopu 

Olympus BX51 s CCD kamerou ApogeeAlta U4000 a digitální obraz byl upraven v programu 

Micro CCD. Vzorky obarvené Sudanovou červení a HCl-floroglucinolem byly snímány 

ve světelném poli. Vzorky obarvené berberinem byly snímány jako fluorescence po excitaci 

UV zářením (Olympus U-MWU filter block). Neobarvené řezy byly snímány také jako 

fluorescence po excitaci modrým světlem (Olympus U-MWB filter). Při pozorování řezů jsem 

se zaměřila na zmapování postupu diferenciace pletiv kořene od špičky k bázi. Konkrétně jsem 

ve všech pozicích (P1-4) sledovala struktury uvedené v následujících bodech: 

I. apoplastické bariéry – vývojové fáze vrstev endodermis/exodermis 

II. střední válec – tloustnutí a lignifikace buněčných stěn parenchymatických buněk 

středního válce 

3.2.6 Analýza postupu diferenciace pletiv 

Pro vyhodnocení postupu diferenciace byl pro každou strukturu zvolen odlišný postup. 

3.2.6.1 Endodermis 

Všechny výše zmíněné metody histochemické detekce byly využity pro určení 

aktuálního stádia diferenciace všech buněk v rámci endodermální vrstvy. Následně byl vybrán 

řez, na kterém bylo možné přesně spočítat celkový počet buněk endodermis a kvantifikovat 

množství buněk v určitých stádiích vývoje. U každé buňky vrstvy endodermis tedy bylo 

stanoveno, v jakém ze tří vývojových stádií se nachází (Tab. 3). V případě, že se endodermální 

buňky nacházely v terciálním stádiu, byla navíc zaznamenána i informace, jaký tvar má vzniklá 

ztlustlina (U/O) a zda byla pozorována lignifikace na řezech obarvených HCl-floroglucinolem. 

U rodu Vanilla bylo do tabulky pro účel grafického zobrazení přidáno další stádium, 

charakterizované jako nejmladší stádium vývoje buňky vrstvy endodermis, kde lze pozorovat 

pouze primární buněčné stěny bez modifikace (tzn. stádium před vytvořením Casparyho 

proužků).  
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počet buněk 
pozice 

P1 P2 P3 P4 

celkem         

primární BS bez modifikace     

primární stádium – Casparyho proužky         

sekundární stádium – suberinová lamela         

terciální stádium – sekundární BS         

typ ztlustliny (U/O)         

lignifikace ztlustliny (ANO/NE)     

Tabulka 3 – Experimentální design pro analýzu vývoje vrstvy endodermis kořenů Vanilla planifolia ve čtyřech 

pozicích (P1-P4). BS = buněčná stěna. 

Pro tuto analýzu bylo provedeno trojí opakování u všech 3 druhů. Výsledkem této 

analýzy bylo získání informace, jaký je v každé ze 4 stanovených pozic kořene poměr 

vývojových stádií endodermálních buněk. Procentuální zastoupení jednotlivých stádií vývoje 

buněk vrstvy endodermis bylo znázorněno graficky sloupcovými grafy. 

3.2.6.2 Exodermis 

V případě vrstvy exodermis nebylo exaktně kvantifikováno množství buněk v určitém 

stádiu vývoje ani množství propustných buněk. Nejprve byly prohlédnuty řezy ze všech tří 

provedených histochemických barvení. Jelikož kromě propustných buněk byly všechny buňky 

exodermis na daném řezu vždy ve stejném stádiu vývoje, bylo pouze zaznamenáno toto 

stádium. U všech tří druhů tak bylo stanoveno, jaké stádium vývoje buněk vrstvy exodermis 

v dané pozici kořene převládá. Jednotlivá stádia byla označena jako primární (Casparyho 

proužky), sekundární (suberinová lamela) a terciální (sekundární buněčné stěny) obdobně jako 

u vrstvy endodermis. Stejně jako u analýzy buněk vrstvy endodermis bylo i zde provedeno trojí 

opakování u všech tří druhů. 

3.2.6.3 Střední válec 

Z důvodu, že se v případě středního válce nejedná pouze o jednu vrstvu buněk, u které 

lze buňky spočítat a poté určit jejich přesný počet v jednotlivých stádiích vývoje, musel být 

střední válec charakterizován složitěji. Byly stanoveny čtyři oblasti buněk, ve kterých byly 

všechny buňky hodnoceny společně (Obr. 9). Zásadní bylo hodnocení dvou oblastí parenchymu 

středního válce, a to oblasti buněk základního pletiva mezi xylémovými a floémovými póly 

radiálního cévního svazku (parenchym vodivých pletiv) a oblasti buněk dřeně. Kromě těchto 
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dvou oblastí, byly hodnoceny i oblasti protoxylému a metaxylému. Oblast floému nebyla 

hodnocena. 

 

Obrázek 9 – Ukázka stanovených oblastí buněk středního válce pro analýzu postupu diferenciace. Řez kořenem 

Vanilla planifolia v pozici P3. Barvení HCl-floroglucinolem. Tmavě červeně zbarvené lignifikované buněčné 

stěny. CS = cévní svazek. Měřítko = 100 µm. 

Pro potřeby hodnocení byla definována tři stádia vývoje těchto oblastí:  

1. stádium: většina buněk v dané oblasti je tenkostěnná, bez lignifikace (primární buněčná 

stěna) 

2. stádium: část buněk je tenkostěnná a část buněk silnostěnná, lignifikace přítomna alespoň 

u některých buněk 

3. stádium: většina buněk je silnostěnná, buněčné stěny jsou lignifikované 

Pro tuto analýzu byly pro všechny kořeny využity řezy obarvené HCl-floroglucinolem 

(detekce ligninu), barvivem Sudan Red a neobarvené řezy. Pro každý kořen byla vytvořena 

tabulka, do které bylo zaznamenáno stádium vývoje dané oblasti v každé ze 4 pozic (Tabulka 

4). Pro grafické znázornění četnosti výskytu jednotlivých stádií v jednotlivých pozicích byly 

zvoleny tzv. teplotní mapy (ang. heat maps).  
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pozice oblast 
stádium 

1. 2. 3. 

P1 

protoxylém   x 

metaxylém  x  

základní pletivo mezi póly CS x   

dřeň x   

P2 

protoxylém   x 

metaxylém   x 

základní pletivo mezi póly CS x   

dřeň x   

P3 

protoxylém   x 

metaxylém   x 

základní pletivo mezi póly CS   x 

dřeň   x 

P4 

protoxylém   x 

metaxylém   x 

základní pletivo mezi póly CS   x 

dřeň   x 

Tabulka 4 – Experimentální design pro analýzu postupu diferenciace středního válce ve čtyřech pozicích (P1-

P4). CS = cévní svazek; x = převažující vývojové stádium v dané pozici. 

3.2.7 Výskyt chloroplastů 

Pro každou pozici na kořenech (P1-P4) byla hodnocena přítomnost chloroplastů 

ve středním válci, a to na nebarvených řezech díky autofluorescenci chloroplastů při excitaci 

modrým světlem (Olympus U-MWB filter) v epifluorescenčním mikroskopu Olympus BX51 

(Olympus Optical Co.). Bylo provedeno pouze kvalitativní hodnocení výskytu chloroplastů. 

3.2.8 Statistické zpracování dat 

Statistická významnost rozdílů v zastoupení buněk vrstvy endodermis v jednotlivých 

stadiích vývoje mezi různými pozicemi kořenů byla testována zobecněným lineárním modelem 

s quasibinomickým rozdělením (Nelder & Wedderburn, 1972). Tato metoda byla zvolena 

proto, že data jsou procentuální a lze tedy předpokládat, že jejich rozdělení bude bližší 

binomickému než normálnímu. Pozice kořenů, které obsahovaly pouze nulové hodnoty, nebyly 

zahrnuty do statistické analýzy. Párová porovnání mezi variantami byla provedena pomocí 

metody Tukey (Tukey, 1949). Hladina průkaznosti byla ve všech případech 5 %. Analýzy byly 

provedeny v programu R 3.6.1 (R Core Team, 2019) s využitím balíčku multcomp (Hothorn et 

al., 2008). Ostatní získaná data neumožňují smysluplné statistické zhodnocení.  
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3.3 Ultrastruktura chloroplastů 

Z důvodu, že dosud neexistují práce, které by se zabývaly detailním hodnocením 

chloroplastů v jednotlivých částech kořenů epifytických orchidejí, je tento experiment prvním 

hrubým náhledem do dané problematiky. Ultrastruktura chloroplastů z oblastí primární kůry 

a středního válce byla hodnocena pouze kvalitativně, nicméně na základně většího množství 

snímků chloroplastů z obou oblastí. Kvantitativní hodnocení zastoupení jednotlivých vnitřních 

struktur chloroplastů nebylo prováděno. 

3.3.1 Pozorování pomocí transmisního elektronového mikroskopu 

Využití transmisního elektronového mikroskopu (TEM) je další využitou 

mikroskopickou technikou, která výrazně pomohla lokalizovat chloroplasty. Vyšší efektivní 

zvětšení umožnilo pozorování ultrastruktury chloroplastů a dalších plastidů a zároveň 

i pozorování stavby buněčných stěn buněk ve středním válci, což umožnilo získat detailnější 

informace k postupu diferenciace. 

Pro tento experiment bylo vybráno 13 druhů z podčeledi Epidendroideae a jeden druh 

podčeledi Vanilloideae – Vanilla planifolia, celkem 14 druhů uvedených v Tab. 2 (kap. 3.1.1.) 

(ostatní dva druhy rodu Vanilla z téže tabulky nebyly analyzovány). Na všech vybraných 

druzích již byla provedena analýza lokalizace chloroplastů pomocí autofluorescence 

v oblastech primární kůry a středního válce (viz kap. 3.1.). Z čerstvě odebraných kořenů byly 

vždy v ½ kořene, tj. v pozici P3 odebrány 2mm segmenty, které byly následně rozpůleny pro 

snazší prostup fixáže a zafixovány 2,5% GA (glutaraldehyd) v kakodylátovém pufru (0,1M). 

Kakodylátový pufr byl připraven z 21,4 g kakodylanu sodného rozpuštěného v 500 ml vody 

a pH bylo upraveno na hodnotu 7,0. Poté bylo 50 ml tohoto roztoku smícháno s 50 ml glukosy 

(2,7 g v 50 ml). 

Vzorky byly v Laboratoři elektronové mikroskopie Univerzity Karlovy zpracovány pro 

TEM následujícím způsobem. Po fixaci následoval oplach kakodylátovým pufrem (0,1M), 

postfixace oxidem osmičelým (2% OsO4 v 0,1M kakodylátovém pufru) a oplach destilovanou 

vodou. Dále byla provedena dehydratace vzorků ethanolovou řadou - 35, 50, 70, 80, 96 a 2x 

100% ethanol. Každý krok trval 20 min. Následovala další dehydratace 100% acetonem (3x 5 

min) a po odvodnění pletiv byly vzorky pozvolně infiltrovány epoxidovou pryskyřicí Spurr – 

10, 25, 50, 75% (2 hod na každý krok). Vzorky byly zality do formy, polymerovány 

v termostatu po dobu 48 hodin (65 °C) a následně z nich byly připraveny řezy (70 nm) 
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na ultramikrotomu. Následovalo kontrastování ultratenkých řezů octanem uranylu (2-3% aq., 

tma, 20 min – 1 hod, ethanolová atmosféra) a citrátem olovnatým (Reynolds (1963); 20 min, 

atmosféra bez CO2). Snímky byly pořízeny CCD kamerou Veleta s aktivizačním softwarem 

Olympus (Olympus Soft Imaging Solution GmbH) na transmisním elektronovém mikroskopu 

JEOL JEM-1011 v Laboratoři elektronové mikroskopie Univerzity Karlovy. 

3.3.2 Metody hodnocení 

Bylo provedeno kvalitativní hodnocení chloroplastů z oblastí středního válce a primární 

kůry. Nasnímáno bylo u každého druhu pět chloroplastů ze středního válce a stejný počet 

z primární kůry. Zaznamenány byly vždy nápadné odlišnosti v ultrastruktuře, především 

množství přitištěných/nepřitištěných thylakoidů, přítomnost plastoglobulů a přítomnost, 

velikost a množství škrobových zrn na řezech. Pro jednoduché znázornění rozdílů byly 

utvořeny kategorie pro každý hodnocený znak. V případě gran bylo pozorováno nápadně 

vysoké nebo nízké množství přitištěných thylakoidů na řezu a grana byla popsána jako masivní 

nebo tenká. V případě plastoglobulů byla monitorována pouze jejich přítomnost 

v chloroplastech. Škrobová zrna byla popsána jako malá, velká a masivní. Jako malá škrobová 

zrna byla považována ta, která na řezu nezabírala velkou část chloroplastu. Naopak velká 

škrobová zrna na řezu často zasahovala od jednoho konce chloroplastu k druhému. Jako 

masivní byla považována škrobová zrna, která vyplňovala téměř celou oblast plastidu na řezu. 

V případě těchto masivních zrn nebylo možné s jistotou určit, zda se jedná o chloroplast či jiný 

druh plastidu. V těchto případech také nemohla být jednoznačně charakterizována grana. 

U druhu V. planifolia byly z důvodu nejasné lokalizace chloroplastů v předchozím experimentu 

pouze pomocí autofluorescence prohlédnuty řezy ze tří kořenů. U ostatních 12 druhů byly 

prohlédnuty řezy vždy z jednoho kořene. 

3.4 Imunolokalizace enzymu PEP-karboxyláza 

V tomto experimentu bylo cílem lokalizovat enzym PEP-karboxylázu v jednotlivých 

oblastech kořenů vybraných orchidejí pomocí imunohistochemické detekce. Pro tuto detekci 

bylo nejprve nutné optimalizovat metodiku, a to z důvodu, že imunolokalizace fotosyntetických 

enzymů dosud nebyla na kořenech orchidejí provedena. Zvolená metodika měla základ 

v ověřené metodice pro imunodetekci kalózy v práci Soukup (2014). Modifikovaná byla dále 

podle metodiky imunolokalizace PEP-karboxylázy v pracích Voznesenskaya et al. (2008) 

a Aivalakis et al. (2004). 
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Pro imunodetekci byla použita komerčně dodávaná primární protilátka s odpovídající 

sekundární protilátkou (Tab. 5). Jako pozitivní kontrola pro imunodetekci PEP-karboxylázy 

sloužila kukuřice (Zea mays), u které byla firmou Agrisera potvrzena reaktivita primární 

protilátky. Imunolokalizace PEP-karboxylázy byla provedena u dvou druhů orchidejí – 

Neobathiea spatulata a Acriopsis javanica. Dopady modifikací postupu imunolokalizace jsou 

uvedeny ve výsledcích. Postup imunodetekce po optimalizaci metody byl následující. 

  Specifikace Klonalita Zvíře 
Firma, 

kód 

Použité 

ředění 

Primární 

protilátka 
anti-PEPC polyklonální králík 

Agrisera, 

AS09458 
1:100 

Sekundární 

protilátka 

Goat anti-Rabbit IgG 

(H&L), DyLight® 

488 conjugated  

polyklonální koza  
Agrisera, 

AS09633 
1:1000 

Tabulka 5 – Protilátky použité při imunolokalizaci enzymu PEP-karboxyláza (PEPC) u druhů Zea mays, 

Neobathiea spatulata a Acriopsis javanica. 

3.4.1 Příprava zásobních roztoků protilátek 

Zásobní roztok primární protilátky byl připraven dle protokolu výrobce (Agrisera). 

Nejprve byla připravena MiliQ voda o pH 7,4 (pro zvýšení pH byl použit 2M roztok KOH). 

V laminárním boxu (ang. flowbox) byla voda přefiltrována stříkačkou přes sterilní filtr s 0,2 µm 

otvory do sterilních Eppendorfových zkumavek. Ve 100 µl takto upravené vody byla poté 

rozpuštěna lyofilizovaná primární protilátka, čímž byl připraven zásobní roztok o ředění 1:1, 

který byl následně skladován při -20 °C. Těsně před aplikací protilátky na vzorky byl zásobní 

roztok ředěn PBS (fosfátový pufr s NaCl; pH 7,3) s BSA (hovězí sérový albumin, 10% w/v) do 

požadovaného finálního ředění (1:100). PBS použitý při imunolokalizaci byl připraven z 80,1 

g NaCl, 2 g KCl, 14,7 g Na2HPO4.2H2O, 2,38 g KH2PO4 a roztok byl zředěn 10x na výsledný 

pufr o pH 7,3. 

Zásobní roztok sekundární protilátky byl připraven dle protokolu výrobce (Agrisera), 

skladován při -20 °C a těsně před použitím ředěn pomocí PBS do požadovaného ředění 1:1000 

(viz dále). 

3.4.2 Postup imunolokalizace PEP – karboxylázy 

Z čerstvě odebraných kořenů orchidejí N. spatulata a A. javanica byl odebrán segment 

v ½ kořene. Ze 7-denní hydroponicky napěstované kukuřice byl odebrán segment přibližně 
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v ½ listu. Odebrané segmenty byly fixovány 4% formaldehydem ve fosfátovém pufru (pH 7,0; 

0,1M) celkem 2 hodiny. Během fixace proběhlo odvzdušnění pomocí olejové vývěvy. 

Ze segmentů byly utvořeny řezy na ručním mikrotomu o síle cca 100-120 µm. Řezy byly 

následně přemístěny v nylonových síťkách na plotnu s jamkami a 2x opláchnuty PBS (pH 7,3) 

vždy 2 minuty. Po odsátí pufru z jamek byly řezy umístěny do roztoku pro permeaci membrán, 

kdy byl využit detergent Tween-20 (0,1%, v/v) podobně jako v pracích Voznesenskaya et al. 

(2008) a Aivalakis et al. (2004) (Tab. 6). Permeace probíhala při pokojové teplotě 1 hod. 

Po odsátí permeačního roztoku byl do jamek pipetován roztok kaseinu pro potlačení 

nespecifické vazby protilátky (1,5% kasein v PBS). Po 15 minutách proběhl znovu 

dvouminutový oplach řezů v PBS. Následně byl do jamek pipetován připravený roztok 

s primární protilátkou (Tab. 6). Do jamek s negativní kontrolou byl pipetován pouze roztok 

PBS s BSA bez primární protilátky. Plotna s jamkami byla umístěna do velké Petriho misky 

s mokrým ubrouskem vespod a přiklopena další miskou. Vznikla tak vlhká komůrka, která byla 

umístěna do tmy a ponechána při pokojové teplotě 4 hodiny.  

 Použité 

množství 
Složení 

Permeační roztok 2 ml 900 µl PBS + 100 µl BSA* + 1µl Tween 20 

Roztok primární protilátky 2 ml 1980 µl PBS + 20 µl BSA* + 10 µl anti-PEPC 

Roztok sekundární 

protilátky 
2 ml 

1996 µl PBS + 20 µl BSA* + 2 µl anti-Rabbit 

IgG 

Tabulka 6 – Složení roztoků použitých při imunolokalizaci PEP-karboxylázy. * Zásobní roztok BSA (10% w/v).  

Následně byly řezy opláchnuty 2x 10 min v PBS a po odsátí byl do jamek pipetován 

roztok sekundární protilátky (Tab. 6). Na noc byla vlhká komůrka se vzorky umístěna 

do lednice do tmy. Další den následoval znovu oplach 2x 10 min v PBS a řezy byly poté 

dobarveny roztokem genciánové violeti (0,05% aq., w/v) vždy 1-1,5 min. Po dobarvení byly 

řezy znovu opláchnuty na několik sekund v PBS a uzavřeny do 65% glycerolu. Řezy byly 

pozorovány a snímány při excitaci modrým světlem (Olympus U-MWB filtr) na mikroskopu 

Olympus BX51 s CCD kamerou ApogeeAlta U4000. Obraz byl upraven v programu Micro 

CCD.  
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4 Výsledky 

4.1 Analýza lokalizace chloroplastů v kořenech pomocí autofluorescence 

V tomto experimentu byl zdokumentován výskyt chloroplastů ve středním válci kořenů 

celkem 16 druhů epifytických orchidejí ze dvou podčeledí – Epidendroideae a Vanilloideae. 

Z důvodu značné odlišnosti obou podčeledí budou výsledky prezentovány ve dvou 

podkapitolách. 

4.1.1 Podčeleď Epidendroideae 

U všech pozorovaných druhů z Tabulky 7 (pouze s výjimkou Bulbophyllum biflorum 

a Porroglossum lorenae) byly chloroplasty pozorovány v primární kůře i ve středním válci 

(Obr. 10, 11, 12 a 13). Ve středním válci byly pozorovány jak v oblasti dřeně, tak v oblasti 

okolo xylémových a floémových pólů radiálního cévního svazku (Tab. 7). U druhu B. biflorum 

byl nejednoznačný výskyt chloroplastů v buňkách okolo xylémových a floémových pólů 

cévního svazku z důvodu silné autofluorescence lignifikovaných buněčných stěn. U druhu 

P. lorenae byla autoflourescence velice silných buněčných stěn celého středního válce tak 

vysoká, že nebylo možné určit výskyt chloroplastů ani v jedné z hodnocených oblastí.  

Druhy z Epidendroideae Dřeň  Základní pletivo mezi póly CS 

   

Bulbophyllum biflorum ANO nejednoznačné 

Dendrobium antennatum ANO ANO 

Acriopsis javanica ANO ANO  

Coryanthes leucocorys ANO ANO 

Dinema polybulbon ANO ANO 

Andinia longiserpens ANO ANO 

Porroglossum lorenae nejednoznačné nejednoznačné 

Eria hyacinthoides ANO ANO 

Angraecum praestans ANO ANO 

Dendrophylax funalis ANO ANO 

Neobathiea spatulata ANO ANO  

Cleisostoma yersinii ANO ANO 

Taeniophyllum pusillum ANO ANO 

Tabulka 7 – Výskyt chloroplastů ve dvou oblastech středního válce kořenů orchidejí z podčeledi 

Epidendroideae. CS = cévní svazek. 

Střední válec všech pozorovaných druhů byl v této pozici kořene (P3 = ½ kořene) již 

silně lignifikovaný a částečně sklerifikovaný, což bylo dobře patrné z řezů barvených HCl-

floroglucinolem (např. Obr. 11B, 11D, 11F). Na všech neobarvených řezech byla pozorována 
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silná autofluorescence lignifikovaných buněčných stěn (např. Obr. 11A, 11C, 11E, 11G). 

U druhů B. biflorum, P. lorerenae, a T. pusillum se tloušťka buněčných stěn buněk dřeně 

a buněk mezi póly cévního svazku lišila velmi málo. U ostatních druhů měly buňky mezi póly 

cévního svazku vždy silnější buněčné stěny oproti buňkám dřeně. U druhů D. antennatum (Obr. 

10C). a A. javanica (Obr. 10E, 10F) nebyly buňky uprostřed dřeně lignifikované. 
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Obrázek 10 – Lokalizace chloroplastů ve středním válci kořenů druhů B. biflorum (A, B), D. antennatum (C, D), 

A. javanica (E, F) a C. leucocorys (G, H). Na levé straně snímky nebarvených řezů pozorovaných při excitaci 

modrým světlem (Olympus U-MWB filter). Na pravé straně snímky řezů obarvených HCl-floroglucinolem a 

snímaných ve světlém poli. Měřítko = 50µm. 
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Obrázek 11 – Lokalizace chloroplastů ve středním válci kořenů druhů D. polybulbon (A, B), A. longiserpens (C, 

D), P. lorenae (E, F) a E. hyacinthoides (G, H). Na levé straně snímky nebarvených řezů pozorovaných při 

excitaci modrým světlem (Olympus U-MWB filter). Na pravé straně snímky řezů obarvených HCl-

floroglucinolem a snímaných ve světlém poli. Měřítko = 50 µm. 
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Obrázek 12 – Lokalizace chloroplastů ve středním válci kořenů druhů A. praestans (A, B), D. funalis (C, D), N. 

spatulata (E, F) a C. yersinii (G, H). Na levé straně snímky nebarvených řezů pozorovaných při excitaci modrým 

světlem (Olympus U-MWB filter). Na pravé straně snímky řezů obarvených HCl-floroglucinolem a snímaných 

ve světlém poli. Měřítko = 50 µm. 
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Obrázek 13 – Lokalizace chloroplastů ve středním válci kořenů druhu T. pusillum. (A) - Snímek nebarveného 

řezu pozorovaného při excitaci modrým světlem (Olympus U-MWB filter). (B) - Snímek řezu obarveného HCl-

floroglucinolem snímaného ve světlém poli. Měřítko = 50 µm. 

4.1.1.1 Ověření přítomnosti chloroplastů ve středním válci pomocí konfokálního 

mikroskopu 

Díky pozorování pomocí konfokálního mikroskopu byla potvrzena přítomnost 

chloroplastů v silnostěnných buňkách středního válce, a to u vybraného modelového druhu 

Neobathiea spatulata z podčeledi Epidendroideae. Z obrázku 14 je patrné, že se v pozici P4 

(kořenová báze) v oblasti základního pletiva mezi xylémovými a floémovými póly radiálního 

cévního svazku vyskytují buňky s velice silnými sekundárními buněčnými stěnami. Naopak 

v oblasti dřeně jsou sekundární buněčné stěny o něco tenčí. Jak v první oblasti, tak ve druhé, 

jsou ale v silnostěnných buňkách jasně viditelné chloroplasty (Obr. 14B, 14C). Endodermis je 

v této části kořene v terciálním stádiu vývoje a tvoří silné O-ztlustliny. Propustné buňky 

setrvávají v mladším stádiu. V propustných buňkách endodermis a několika buňkách pericyklu 

v blízkosti těchto propustných buněk byl pozorovaný signál podobný signálu z chloroplastů 

(shodné emisní spektrum). Nejednalo se ale o jednoznačně rozeznatelné chloroplasty, které 

byly pozorovány v okolí. 
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Obrázek 14 – Lokalizace chloroplastů u modelové orchideje N. spatulata v pozici P4 (kořenová báze).  (A) – 

Střední válec a část primární kůry. Měřítko = 100 µm. Emisní spektrum chloroplastů bylo nastaveno podle λ 

scanu na 650-750 nm (červená barva). Bílé obdélníky ukazují oblasti detailů B a C. (B) – Detail výskytu 

chloroplastů v oblasti dřeně. Měřítko = 30µm. (C) – Detail výskytu chloroplastů v oblasti silnostěnných buněk 

základního pletiva u oblasti floému. Měřítko = 30 µm. 

4.1.2 Podčeleď Vanilloideae  

Z podčeledi Vanilloideae byly pro tento experiment vybrány 3 druhy – Vanilla 

planifolia, Vanilla pompona a Vanilla madagascariensis. Z důvodu, že na řezech z prvního 

prohlédnutého kořene druhu V. planifolia nebyly pozorovány žádné chloroplasty v oblasti 

středního válce, byly u tohoto druhu prohlédnuty ještě další dva odebrané kořeny, tzn. 

nebarvené řezy ze stejné pozice P3 (½ kořene). Tyto odebrané kořeny byly v té době připraveny 

pro pozorování postupu diferenciace kořene popsané v kapitole 4.2.3. Ve druhém 

analyzovaném kořeni V. planifolia bylo pozorováno ve dřeni větší množství chloroplastů, 

naopak ve třetím kořeni bylo pozorováno pouze velmi malé množství chloroplastů, a to pouze 

ve střední části dřeně (Tab. 8; Obr. 15).  

U druhu V. pompona byly pozorovány chloroplasty v oblasti dřeně, na rozdíl od druhu 

V. madagascariensis, kde byl pozorován celý střední válec zcela bez chloroplastů (Obr. 16).  
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Druhy z Vanilloideae   Dřeň  
Základní pletivo 

mezi póly CS 

       

Vanilla planifolia  

1.kořen NE NE 

2.kořen ANO NE 

3.kořen ANO NE 

Vanilla pompona   ANO NE 

Vanilla madagascariensis   NE NE 

Tabulka 8 - Výskyt chloroplastů ve dvou oblastech středního válce kořenů orchidejí z podčeledi Vanilloideae. 

CS = cévní svazek. 

Buněčné stěny buněk základního pletiva okolo xylémových a floémových pólů 

na řezech obarvených HCl-floroglucinolem byly u V. planifolia a V. madagascariensis tmavě 

růžové, což odpovídá depozici ligninu (Obr. 15, 16). U druhu V. pompona se toto barvení 

nepodařilo. Autofluorescence těchto buněčných stěn značně ovlivňovala pozorování výskytu 

chloroplastů v této oblasti. U prvního i třetího kořene druhu V. planifolia byla dřeň 

lignifikovaná celá na rozdíl od druhého kořene, ve kterém zatím k lignifikaci buněčných stěn 

buněk dřeně nedošlo. U buněk dřeně V. planifolia a V. madagascariensis bylo zbarvení 

lignifikovaných buněčných stěn jemnější, a ne u všech buněk. U druhu V. pompona byla téměř 

celá dřeň pravděpodobně nelignifikovaná (Obr. 16C). 
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Obrázek 15 - Lokalizace chloroplastů ve středním válci tří kořenů druhu V. planifolia. Na levé straně snímky 

nebarvených řezů pozorovaných při excitaci modrým světlem (Olympus U-MWB filter) (A, C, E). Na pravé 

straně snímky řezů obarvených HCl-floroglucinolem a snímaných ve světlém poli (B, D, F). Měřítko = 100 µm. 
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Obrázek 16 – Lokalizace chloroplastů ve středním válci druhů V. madagascariensis (A, B) a V. pompona (C). Na 

levé straně snímky nebarvených řezů pozorovaných při excitaci modrým světlem (Olympus U-MWB filter) (A, 

C). Na pravé straně snímek řezu obarveného HCl-floroglucinolem a snímaného ve světlém poli (B). Měřítko = 

50 µm. 

4.2 Závislost výskytu chloroplastů ve středním válci na postupu diferenciace 

kořene 

4.2.1 Neobathiea spatulata 

Odebrané tři kořeny pro tento druh se lišily ve svých délkách, které byly 24 cm, 34 cm 

a 33 cm.  

4.2.1.1 Endodermis 

Na grafu 3 je znázorněno průměrné procentuální zastoupení buněk v daných stádiích 

vývoje endodermis ve čtyřech pozicích podél podélné osy kořene. Množství buněk v primárním 

a sekundárním stádiu postupně od špičky k bázi kořene klesá, naopak buněk v terciálním stádiu 

vývoje značně přibývá. Buňky setrvávající v primárním stádiu byly tzv. propustné buňky 

a okolní buňky téže vrstvy všechny prošly přes sekundární až do terciálního stádia (Obr. 17, 

18). Jednotlivé kořeny ze tří opakování se lišily výrazněji pouze v pozici P1 a P2. U prvního 

kořene v pozici P1 byly všechny buňky v primárním stádiu, na rozdíl od kořenů 2 a 3, kde měly 

v této pozici již některé buňky vyvinutou suberinovou lamelu. V pozici P2 nebyly u kořene 1 
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přítomny buňky se sekundární buněčnou stěnou, na rozdíl od kořenů 2 a 3, kde už byly přítomny 

pouze buňky v primárním a terciálním stádiu. V pozicích P3 a P4 se poměr buněk v primárním 

a terciálním stádiu u všech tří kořenů už téměř zcela shodoval. Rozdíly v zastoupení buněk 

v primárním stádiu mezi pozicemi byly statisticky významné (Χ2
[3,8] = 4.1; P <= 2.7 × 10-5). 

Rozdíl v zastoupení buněk v sekundárním stádiu mezi pozicemi P1-P2 nebyl statisticky 

významný (Χ2
[1,4] = 0.05; P <= 0.77). Rozdíly v zastoupení buněk v terciálním stádiu mezi 

pozicemi P2-P4 nebyly statisticky významné (Χ2
[2,6] = 1.1; P <= 0.19). 

 

Graf 3 – Procentuální zastoupení buněk vrstvy endodermis ve třech stádiích vývoje vždy pro čtyři pozice kořene 

(průměr pro 3 kořeny) druhu N. spatulata. Chybové úsečky v grafu ukazují střední chybu průměru. Rozdíly mezi 

zastoupením buněk mezi pozicemi byly statisticky hodnoceny pro každé stádium odděleně. Písmena nad sloupci 

ukazují statisticky významné rozdíly a jejich barva odpovídá skupině dat, ke které se vztahují. 

Na řezech z prvního kořene z pozice P1 barvených berberinem byl jasně viditelný 

opožděný vývoj endodermálních buněk naproti xylémovému pólu (Obr. 18A). U všech třech 

kořenů byla také pozorována zvyšující se tloušťka sekundárních buněčných stěn 

ve vzdálenějších pozicích od kořenové špičky a s tím související značné zmenšování prostoru 

protoplastu endodermálních buněk (Obr. 18C). Typ ztlustliny byl u všech tří kořenů 

charakterizován jako O-ztlustlina, kdy byla pozorována rovnoměrně uložená sekundární 

buněčná stěna na všech stranách endodermálních buněk. Řezy obarvené HCl-floroglucinolem 

ukázaly tmavě růžové zbarvení lignifikovaných sekundárních buněčných stěn (Obr. 17).  
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Obrázek 17 – Postup diferenciace buněk endodermis N. spatulata od pozice P1 k P4. Řezy obarveny HCl-

floroglucinolem a snímány ve světelném poli. Růžové zbarvení lignifikovaných buněčných stěn. (B, C, D) 

Terciální stádium – lignifikované O-ztlustliny. Měřítko = 50 µm. 

 

Obrázek 18 – Stádia vývoje buněk endodermis u druhu N. spatulata. (A) Primární stádium – Casparyho proužky. 

Barveno berberinem a snímáno jako fluorescence po excitaci UV zářením (Olympus U-MWU filter block). (B) 

Suberinové lamely (červená linka) – sekundární stádium. Barveno barvivem Sudan Red 7B (Sigma) a snímáno 

ve světelném poli. (C) Lignifikované O-ztlustliny – terciální stádium. Barveno HCl-floroglucinolem a snímáno 

ve světelném poli. Měřítko = 50 µm. 
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4.2.1.2 Exodermis 

Exodermis u druhu N. spatulata byla pozorována jednovrstevná, dimorfní s radiálně 

protáhlými buňkami. V tabulce 9 je uvedeno, v jakém stádiu vývoje se nacházely buňky vrstvy 

exodermis v každé ze čtyř pozic. Primární stádium Casparyho proužků bylo pozorováno pouze 

u prvního kořene v pozici P1 (Obr. 19A), další dva kořeny měly již v této první pozici uloženy 

v exodermálních buňkách i suberinové lamely. Suberinové lamely byly pozorovány jako tmavě 

růžová linka uložená dostředivě pod primární buněčnou stěnou a zároveň jako linka při excitaci 

UV zářením (Obr. 19B). V terciálním vývojovém stádiu měly buňky exodermis silné vnější 

tangenciální buněčné stěny a slabší vnitřní (Obr. 19C). Řezy obarvené HCl-floroglucinolem 

ukázaly velmi slabé růžové zbarvení lignifikovaných sekundárních buněčných stěn. Propustné 

buňky vrstvy exodermis byly odlišné tvarem, nebyly tak radiálně protáhlé jako okolní buňky 

téže vrstvy a odlišovaly se i absencí sekundárních buněčných stěn (Obr. 19C). V některých 

z nich byla na řezu dobře viditelná jádra. 

  pozice 

  P1 P2 P3 P4 

kořen 1 I. II. III. III. 

kořen 2 II. III. III. III. 

kořen 3 II. III. III. III. 

Tabulka 9 - Vývojová stádia buněk exodermis (s výjimkou propustných buněk) kořenů N. spatulata ve čtyřech 

pozicích (P1-P4). (I.) primární stádium, (II.) sekundární stádium, (III.) terciální stádium. 

 

Obrázek 19 – Stádia vývoje buněk exodermis u druhu N. spatulata. (A) Primární stádium – Casparyho proužky. 

Barveno berberinem a snímáno jako fluorescence po excitaci UV zářením (Olympus U-MWU filter block). (B) 

Sekundární stádium – suberinové lamely. Barveno berberinem a snímáno jako fluorescence po excitaci UV 

zářením. (C) Terciální stádium – lignifikované sekundárních buněčné stěny. Šipka ukazuje na propustnou buňku 

s absencí sek. buněčné stěny. Barveno HCl-floroglucinolem a snímáno ve světelném poli. Měřítko = 50 µm. 
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4.2.1.3 Střední válec 

Jednotlivé kořeny se výrazněji lišily pouze v pozicích P1 a P2, kdy první z kořenů 

vykazoval méně pokročilý stupeň diferenciace (Tab. 10). V pozici P1 docházelo již 

k diferenciaci metaxylému. U buněk základního pletiva mezi xylémovými a floémovými póly 

radiálního cévního svazku bylo již v první pozici patrné ukládání sekundárních buněčných stěn 

a jejich lignifikace. V oblasti dřeně byly sekundární buněčné stěny ukládány později než 

u buněk mezi póly cévního svazku. V pozicích P3 a P4 byly všechny buňky středního válce 

(kromě oblasti floému) silnostěnné a lignifikované (Obr. 20). Tloušťka buněčných stěn byla 

u všech kořenů výrazně větší u buněk mezi póly cévního svazku, u kterých byl značně 

zmenšený prostor pro protoplast. Naopak buňky dřeně měly buněčné stěny výrazně tenčí (Obr. 

20). 

pozice oblast 
stádium 

1. 2. 3. 

P1 

protoxylém 0 0 3 

metaxylém 0 1 2 

základní pletivo mezi póly 

CS 
1 2 0 

dřeň 3 0 0 

P2 

protoxylém 0 0 3 

metaxylém 0 0 3 

základní pletivo mezi póly 

CS 
1 0 2 

dřeň 1 0 2 

P3 

protoxylém 0 0 3 

metaxylém 0 0 3 

základní pletivo mezi póly 

CS 
0 0 3 

dřeň 0 0 3 

P4 

protoxylém 0 0 3 

metaxylém 0 0 3 

základní pletivo mezi póly 

CS 
0 0 3 

dřeň 0 0 3 

Tabulka 10 – Postup diferenciace středního válce 3 kořenů od špičky k bázi (P1-P4) u druhu N. spatulata. 

1.stádium = většina buněk s primární buněčnou stěnou bez lignifikace; 2.stádium = část buněk tenkostěnná, část 

buněk silnostěnná; 3.stádium = většina buněk silnostěnná, buněčné stěny lignifikované. Intenzita zelené barvy 

odpovídá stupni diferenciace. (CS) = cévní svazek. 



52 

 

 

Obrázek 20 – Postup diferenciace středního válce N. spatulata od pozice P1 k P4 a zároveň ukázka výskytu 

chloroplastů ve středním válci ve všech čtyřech pozicích. Nebarvené řezy snímané po excitaci modrým světlem 

(Olympus U-MWB filter). Zelená autofluorescence lignifikovaných buněčných stěn, červená autofluorescence 

chloroplastů. Měřítko = 50 µm. 

4.2.1.4 Výskyt chloroplastů 

Na neobarvených řezech ze všech čtyř pozic kořenů N. spatulata byly 

v epifluorescenčním mikroskopu pozorovány chloroplasty, a to jak v oblasti dřeně, tak v oblasti 

základního pletiva mezi póly cévního svazku (Obr. 20). S ohledem na zvyšující se intenzitu 

autofluorescence buněčných stěn středního válce spojenou s postupnou diferenciací směrem 

ke kořenové bázi nebylo možné určit rozdíl v množství chloroplastů v jednotlivých pozicích 

pouze na úrovni fluorescence. 

4.2.2 Acriopsis javanica 

Odebrané tři kořeny pro tento druh se lišily ve svých délkách, které byly 20,5 cm, 

29,5 cm a 16 cm. 

4.2.2.1 Endodermis 

Průměrné procentuální zastoupení buněk endodermis v daných vývojových stádiích 

ve čtyřech pozicích je uvedeno v grafu 4. U druhu Acriopsis javanica se jednotlivé kořeny 
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odlišovaly minimálně. V pozici P1 se u všech kořenů vyskytovaly buňky v primárním 

a sekundárním stádiu (Obr. 22), zatímco u pozic P2, P3 a P4 byl vývoj endodermis vždy 

ve finálním stádiu, kdy je většina buněk ve stádiu terciálním a zbytek ve stádiu primárním (Obr. 

21). Od první až ke čtvrté pozici postupně klesá množství buněk v primárním stádiu, naopak 

množství buněk v terciálním stádiu stoupá. Z řezů barvených berberinem byl patrný opožděný 

vývoj buněk naproti xylémovému pólu (Obr. 22A). Rozdíly v zastoupení buněk v primárním 

stádiu mezi pozicemi byly statisticky významné (Χ2
[3,8] = 0.67; P <= 2.1 × 10-7). Rozdíly 

v zastoupení buněk v terciálním stádiu v pozicích P2-P4 nebyly statisticky významné (Χ2
[2,6] = 

0.03; P <= 0.21). 

 

Graf 4 - Procentuální zastoupení buněk vrstvy endodermis ve třech stádiích vývoje vždy pro čtyři pozice kořene 

(průměr pro 3 kořeny) druhu A. javanica. Chybové úsečky v grafu ukazují střední chybu průměru. Rozdíly mezi 

zastoupením buněk mezi pozicemi byly statisticky hodnoceny pro každé stádium odděleně. Písmena nad sloupci 

ukazují statisticky významné rozdíly a jejich barva odpovídá skupině dat, ke které se vztahují. 

Z řezů v pozicích P2 – P4 obarvených HCl-floroglucinolem bylo patrné tmavě růžové 

zbarvení sekundárních buněčných stěn (Obr. 21). U všech tří kořenů byla sekundární buněčná 

stěna uložena rovnoměrně na všech stranách buněk (tzv. O-ztlustlina). Oproti endodermis 

u druhu N. spatulata nedocházelo u druhu A. javanica k tak masivnímu zmenšování prostoru 

pro protoplast endodermálních buněk a sekundární buněčné stěny byly i v pozici P4 pozorovány 

pouze tenké. 
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Obrázek 21 – Postup diferenciace buněk endodermis A. javanica od pozice P1 k P4. Řezy barveny HCl-

floroglucinolem a snímány ve světelném poli. Růžově zbarvené lignifikované buněčné stěny. Endodermální 

vrstva je označena pro lepší orientaci šipkou. (B, C, D) Terciální stádium – lignifikované O-ztlustliny. Měřítko = 

50 µm. 

 

Obrázek 22 – Stádia vývoje buněk endodermis u druhu A. javanica. (A) Primární stádium – Casparyho proužky. 

Barveno berberinem a snímáno jako fluorescence po excitaci UV zářením (Olympus U-MWU filter block). (B) 

Suberinové lamely (červená linka) – sekundární stádium. Barveno barvivem Sudan Red 7B (Sigma) a snímáno 

ve světelném poli. (C) Lignifikované O-ztlustliny – terciální stádium. Barveno HCl-floroglucinolem a snímáno 

ve světelném poli. Měřítko = 50 µm. 
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4.2.2.2 Exodermis 

Exodermis u druhu A. javanica byla pozorována jednovrstevná, dimorfní. Vývoj této 

vrstvy byl u všech tří pozorovaných kořenů téměř shodný (Tab. 11). V pozici P1 již byly 

u všech kořenů v exodermálních buňkách uloženy suberinové lamely (Obr. 23B). Stádium 

Casparyho proužků nebylo pozorováno, ale jejich přítomnost byla patrná při pozorování pod 

UV zářením (Obr. 23A) a zároveň byly pozorovány na TEM (Obr. 24). Dále od kořenové špičky 

(P2, P3, P4) byly již uloženy i sekundární buněčné stěny (Obr. 23C). Propustné buňky se 

od okolních buněk téže vrstvy odlišovaly tvarem, nebyly tak protáhlé a nebyla u nich 

pozorována sekundární buněčná stěna. V některých propustných buňkách byla na řezu dobře 

viditelná jádra. 

  pozice 

  P1 P2 P3 P4 

kořen 1 II. III. III. III. 

kořen 2 II. III. III. III. 

kořen 3 II. III. III. III. 

Tabulka 11 - Vývojová stádia buněk exodermis kořenů A. javanica ve čtyřech pozicích (P1-P4). (I.) primární 

stádium, (II.) sekundární stádium, (III.) terciální stádium.  

 

Obrázek 23 – Stádia vývoje buněk exodermis u druhu A. javanica. (A) Suberinová lamela a výrazněji svítící 

Casparyho proužky. Barveno berberinem a snímáno jako fluorescence po excitaci UV zářením (Olympus U-

MWU filter block). (B) Sekundární stádium – suberinové lamely. Šipka ukazuje propustnou buňku s absencí 

suberinové lamely. Barveno Sudan Red 7B (Sigma) a snímáno ve světelném poli. (C) Terciální stádium – 

lignifikované O-ztlustliny. Barveno HCl-floroglucinolem a snímáno ve světelném poli. Měřítko = 50 µm. 

Na rozdíl od silných sekundárních buněčných stěn exodermis u druhu N. spatulata byly 

u druhu A. javanica pozorovány značně tenké buněčné stěny, a to i v pozici P4. Zda vývoj 
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buněk exodermis pokračuje třetí fází (uložením sekundárních buněčných stěn) bylo tudíž 

ověřeno na vzorcích z pozice P2 určených pro pozorování na transmisním elektronovém 

mikroskopu. Na obrázku 24 lze vidět Casparyho proužek v exodermis, dále suberinovou lamelu 

a dostředivě rovnoměrně uloženou sekundární buněčnou stěnu. Jednalo se tedy o O-ztlustlinu. 

Tyto buněčné stěny se barvily HCl-floroglucinolem, byly tedy lignifikované (Obr. 23C). 

 

Obrázek 24 – Detail buněčných stěn buněk vrstvy exodermis druhu A. javanica na řezu z pozice P2. Snímek z 

TEM. Černá šipka ukazuje suberinovou lamelu. Bílá šipka ukazuje Casparyho proužek. (V) – buňka velamenu. 

(EX) – buňka exodermis. Měřítko = 1 µm. 

4.2.2.3 Střední válec 

V pozici P1 byla již vodivá pletiva byla plně diferencovaná (Tab. 12; Obr. 25A). U dvou 

kořenů byly už v této pozici všechny buněčné stěny buněk základního pletiva mezi póly CS 

silnostěnné a lignifikované. V pozici P2 už tomu tak bylo u všech tří kořenů. Ukládání 

sekundárních buněčných stěn a jejich lignifikace probíhaly u buněk dřeně pomaleji. Zcela 

lignifikovaný a silnostěnný střední válec byl pozorován u všech tří kořenů až u kořenové báze 

(P4), u jednoho kořene již v pozici P3. Buněčné stěny buněk dřeně byly výrazně tenčí než stěny 

buněk základního pletiva mezi póly CS (Obr. 25D).  
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pozice oblast 
stádium 

1. 2. 3. 

P1 

protoxylém 0 0 3 

metaxylém 0 0 3 

základní pletivo mezi póly CS 0 1 2 

dřeň 2 1 0 

P2 

protoxylém 0 0 3 

metaxylém 0 0 3 

základní pletivo mezi póly CS 0 0 3 

dřeň 0 2 1 

P3 

protoxylém 0 0 3 

metaxylém 0 0 3 

základní pletivo mezi póly CS 0 0 3 

dřeň 0 2 1 

P4 

protoxylém 0 0 3 

metaxylém 0 0 3 

základní pletivo mezi póly CS 0 0 3 

dřeň 0 0 3 

Tabulka 12 - Postup diferenciace středního válce 3 kořenů od špičky k bázi (P1-P4) u druhu A. javanica. 

1.stádium = většina buněk s primární buněčnou stěnou bez lignifikace; 2.stádium = část buněk tenkostěnná, část 

buněk silnostěnná; 3.stádium = většina buněk silnostěnná, buněčné stěny lignifikované. Intenzita zelené barvy 

odpovídá stupni diferenciace. (CS) = cévní svazek. 

 

Obrázek 25 – Postup diferenciace středního válce A. javanica od pozice P1 k P4 a zároveň ukázka výskytu 

chloroplastů ve středním válci ve všech čtyřech pozicích. Nebarvené řezy snímané po excitaci modrým světlem 

(Olympus U-MWB filter). Zelená autofluorescence lignifikovaných buněčných stěn, červená autofluorescence 

chloroplastů. Měřítko = 50 µm. 
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4.2.2.4 Výskyt chloroplastů 

U všech tří kořenů byly na neobarvených řezech ze všech pozic (P1-P4) pozorovány 

chloroplasty (Obr. 25). Z důvodu silné autofluorescence buněčných stěn již od první pozice 

nebylo možné určit touto metodou rozdíl v množství chloroplastů napříč jednotlivými 

pozicemi. U všech řezů z druhého a třetího kořene byla autofluorescence buněčných stěn buněk 

mezi póly CS silná natolik, že znemožnila určení výskytu chloroplastů v této oblasti. V oblasti 

dřeně byly chloroplasty pozorovány vždy, nicméně někdy pouze ve velmi malém množství. 

4.2.3 Vanilla planifolia  

Odebrané tři kořeny pro tento druh se výrazně lišily ve svých délkách, které byly 59 cm, 

13 cm a 15 cm. 

4.2.3.1 Endodermis 

U druhu Vanilla planifolia se procentuální zastoupení buněk endodermis v daných 

vývojových stádiích ve čtyřech pozicích podél podélné osy kořene výrazně lišilo v každém 

ze tří kořenů. U tohoto druhu bylo také nutné pro účel grafického zobrazení přidat další stádium 

vývoje – stádium 0, kdy byly ve vrstvě endodermis pozorovány pouze buňky, které jsou 

v nejmladším stádiu vývoje, tzn. není u nich zatím možné detekovat Casparyho proužky 

(primární stádium) pomocí histochemického barvení (Obr. 26A). Pro lepší pochopení vysoké 

odlišnosti kořenů jsou zde uvedeny jednotlivé grafy pro každý ze tří analyzovaných kořenů. 

 

Graf 5 – Procentuální zastoupení buněk vrstvy endodermis ve čtyřech stádiích vývoje vždy pro čtyři pozice 

kořene č. 1 druhu V. planifolia. Délka kořene byla 59 cm. 
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Graf 6 – Procentuální zastoupení buněk vrstvy endodermis ve čtyřech stádiích vývoje vždy pro čtyři pozice 

kořene č. 2 druhu V. planifolia. Délka kořene byla 13 cm. 

 

Graf 7 - Procentuální zastoupení buněk vrstvy endodermis ve třech stádiích vývoje vždy pro čtyři pozice kořene 

č. 3 druhu V. planifolia. Délka kořene byla 15 cm. 

Nejméně diferencovaný byl kořen 3, u kterého bylo stádium 0 pozorováno jak v pozici 

P1, tak v pozici P2 u všech buněk vrstvy endodermis (Graf 7). U tohoto kořene zároveň v pozici 

P4 nebyly žádné buňky v terciálním stádiu. U kořenů 1 a 2 byly buňky ve stádiu 0 pouze 

v pozici P1 a poté v pozici P3 nebo P4 se již vyskytovala sekundární buněčná stěna (Graf 5, 6; 

Obr. 26). Ta byla uložena ve formě U-ztlustliny, která byla pozorována jako ztloustnutí 

vnitřních tangenciálních a radiálních stěn endodermálních buněk (Obr. 27C). Tyto ztlustliny 

nebyly v žádném z kořenů lignifikované, tzn. nebarvily se HCl-floroglucinolem.  
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Z důvodu značně odlišného vývoje všech tří kořenů není v souhrnném grafu patrný 

pokles množství buněk v primárním a sekundárním stádiu (Graf 8). Jasný je pouze pokles 

množství buněk ve stádiu 0 a nárůst množství buněk v terciálním stádiu ve směru od špičky 

k bázi kořene. Vysoká odlišnost kořenů způsobila také velké směrodatné odchylky. Rozdíly 

v zastoupení buněk v primárním (Χ2
[2,6] = 1.4; P <= 0.29), sekundárním (Χ2

[2,6] = 0.32; 

P <= 0.54) ani terciálním stádiu (Χ2
[1,4] = 0.84; P <= 0.22) nebyly statisticky významné. 

 

Graf 8 – Procentuální zastoupení buněk vrstvy endodermis ve čtyřech stádiích vývoje vždy pro čtyři pozice 

kořene (průměr pro 3 kořeny) druhu V. planifolia. Chybové úsečky v grafu ukazují střední chybu průměru. 

Rozdíly mezi zastoupením buněk mezi pozicemi byly statisticky hodnoceny pro každé stádium odděleně. 

Písmena nad sloupci ukazují statisticky významné rozdíly a jejich barva odpovídá skupině dat, ke které se 

vztahují. Pro stádium 0 byla barva písmene pozměněna z důvodu lepší viditelnosti. 
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Obrázek 26 – Postup diferenciace buněk endodermis V. planifolia od pozice P1 k P4. Řezy barveny HCl-

floroglucinolem a snímány ve světelném poli. Růžové zbarvení lignifikovaných buněčných stěn. Endodermální 

vrstva je označena pro lepší orientaci šipkou. (C, D) Terciální stádium – nelignifikované U-ztlustliny. Měřítko = 

50 µm. 

 

Obrázek 27 – Stádia vývoje buněk endodermis u druhu V. planifolia. (A) Primární stádium – Casparyho 

proužky. Barveno berberinem a snímáno jako fluorescence po excitaci UV zářením (Olympus U-MWU filter 

block). (B) Suberinové lamely (červená linka) – sekundární stádium. Barveno barvivem Sudan Red 7B (Sigma) a 

snímáno ve světelném poli. (C) Nelignifikované U-ztlustliny – terciální stádium. Barveno HCl-floroglucinolem a 

snímáno ve světelném poli. Měřítko = 50 µm. 
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4.2.3.2  Exodermis 

Obdobně jako u vývoje vrstvy endodermis, tak i z vývoje exodermis bylo patrné, že třetí 

odebraný kořen V. planifolia byl nejméně diferencovaný, první naopak nejvíce. U všech kořenů 

v pozici P1 měly buňky exodermis vytvořeny pouze primární buněčné stěny a na řezech 

obarvených berberinem nebyly pozorovány ani Casparyho proužky (Tab. 13). Obdobně jako 

u vrstvy endodermis bylo i zde využito označení tzv. stádium 0, kdy u buněk zatím není možné 

detekovat Casparyho proužky (primární stádium) pomocí histochemického barvení. U třetího 

nejméně vyvinutého kořene setrvávaly buňky exodermis ve stádiu suberinové lamely (Obr. 

28B) až k bázi kořene. U dvou dalších kořenů vývoj postupně došel do stádia terciálního. 

Sekundární buněčné stěny byly uloženy nerovnoměrně, intenzivně na vnějších tangenciálních 

a částečně i na radiálních stěnách. Jednalo se tedy o silné U-ztlustliny, které se nebarvily HCl-

floroglucinolem, tedy nebyly lignifikované (Obr. 28C). Ve stádiu ukládání suberinové lamely 

byly na řezech pozorovány buňky bez této lamely, pravděpodobně tedy propustné buňky. 

Ve starších částech kořene bylo nicméně pozorováno uložení sekundární buněčné stěny u všech 

buněk exodermis na řezu a žádná buňka neodpovídala typickým znakům propustných buněk 

v dimorfní exodermis. 

  pozice 

  P1 P2 P3 P4 

kořen 1 0 II. III. III. 

kořen 2 0 II. II. III. 

kořen 3 0 I. II. II. 

Tabulka 13 – Vývojová stádia buněk exodermis kořenů V. planifolia ve čtyřech pozicích (P1-P4). (0) primární 

buněčné stěny bez detekovatelných Casparyho proužků, (I.) primární stádium, (II.) sekundární stádium, (III.) 

terciální stádium. 
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Obrázek 28 – Stádia vývoje buněk exodermis u druhu V. planifolia. (A) Casparyho proužky. Barveno 

berberinem a snímáno jako fluorescence po excitaci UV zářením (Olympus U-MWU filter block). (B) 

Sekundární stádium – suberinové lamely. Barveno Sudan Red 7B (Sigma) a snímáno ve světelném poli. (C) 

Terciální stádium – nelignifikované U-ztlustliny. Barveno HCl-floroglucinolem a snímáno ve světelném poli. 

Měřítko = 50 µm. 

4.2.3.3  Střední válec 

U všech tří kořenů byl z hodnocených oblastí v první pozici diferencovaný pouze 

protoxylém (Tab. 14; Obr. 29A). Buňky ve všech ostatních oblastech měly uložené pouze 

primární buněčné stěny. Od druhé pozice docházelo hlavně k diferenciaci metaxylému 

a u jednoho kořene i k počátku tloustnutí a lignifikaci buněk základního pletiva mezi póly CS. 

Podobný vývoj byl od třetí pozice i u buněk dřeně, která diferencovala později než buňky mezi 

póly CS. U dvou kořenů i v poslední pozici P4 zůstávala část buněk dřeně neztloustlá 

a nelignifikovaná, zatímco buňky z ostatních oblastí středního válce již měly uložené 

sekundární buněčné stěny, které se na řezech barvily po aplikaci floroglucinolu tmavě růžově 

(Obr. 29).  
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pozice oblast 
stádium 

1. 2. 3. 

P1 

protoxylém 0 0 3 

metaxylém 3 0 0 

základní pletivo mezi póly CS 3 0 0 

dřeň 3 0 0 

P2 

protoxylém 0 0 3 

metaxylém 0 2 1 

základní pletivo mezi póly CS 2 1 0 

dřeň 3 0 0 

P3 

protoxylém 0 0 3 

metaxylém 0 0 3 

základní pletivo mezi póly CS 0 2 1 

dřeň 2 1 0 

P4 

protoxylém 0 0 3 

metaxylém 0 0 3 

základní pletivo mezi póly CS 0 0 3 

dřeň 0 2 1 

Tabulka 14 – Postup diferenciace středního válce 3 kořenů od špičky k bázi (P1-P4) u druhu V. planifolia. 

1.stádium = většina buněk s primární buněčnou stěnou bez lignifikace; 2.stádium = část buněk tenkostěnná, část 

buněk silnostěnná; 3.stádium = většina buněk silnostěnná, buněčné stěny lignifikované. Intenzita zelené barvy 

odpovídá stupni diferenciace. (CS) = cévní svazek. 

 

Obrázek 29 – Postup diferenciace středního válce V. planifolia od pozice P1 k P4. Řezy barvené HCl-

floroglucinolem a snímané ve světelném poli. Růžově zbarvené lignifikované buněčné stěny. Měřítko = 50 µm. 
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4.2.3.4  Výskyt chloroplastů 

Výskyt chloroplastů ve třech odebraných kořenech druhu V. planifolia v pozici P3 je 

uveden v kapitole 4.1. Po prohlédnutí řezů z ostatních tří pozic se u prvního kořene potvrdil 

nulový výskyt chloroplastů ve středním válci v celém kořeni. U druhého kořene byly 

chloroplasty pozorovány pouze ve dřeni, a to pouze v pozicích P3 a P4. Ve třetím kořeni byl 

jejich výskyt ve dřeni v pozici P3 nejednoznačný, v ostatních pozicích chloroplasty ve středním 

válci nebyly pozorovány vůbec. 

4.3 Ultrastruktura chloroplastů 

Při kvalitativním hodnocení chloroplastů s pomocí transmisní elektronové mikroskopie 

byly zaznamenány nápadné odlišnosti v ultrastruktuře chloroplastů středního válce 

a chloroplastů primární kůry (Tab. 15). Jednalo se především o rozdíly v množství přitištěných 

(granálních) thylakoidů tvořících grana a velikost i množství škrobových zrn v chloroplastech. 

Shodný byl u všech chloroplastů pouze výskyt plastoglobulů, které byly pozorovány u všech 

chloroplastů z obou hodnocených oblastí. Pozorována byla variabilita ve velikostech 

a množství plastoglobulů nicméně ne mezi oblastmi, ale mezi všemi pozorovanými 

chloroplasty. Tyto parametry nebyly kvantitativně hodnoceny. Detailní popis rozdílů mezi 

chloroplasty z odlišných oblastí kořene je uveden dále pro každý druh jednotlivě. Je ale nutné 

zdůraznit, že se jedná o první náhled a kvalitativní popis je pouze orientační. Na řezech byly 

foceny primárně chloroplasty ve stejné orientaci (podélné), nicméně jejich množství bylo často 

na řezu velmi nízké a dokumentace chloroplastů ve stejné orientaci nebyla vždy možná. 
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druh 

chloroplasty středního válce chloroplasty primární kůry 

  
grana 

škrobová 

zrna 
PG grana 

škrobová 

zrna 
PG 

Vanilla planifolia  - - - masivní malá ano 

Bulbophyllum biflorum  tenká ne ano masivní malá ano 

Dendrobium 

antennatum 
 tenká ne ano masivní malá ano 

Acriopsis javanica  masivní ne ano masivní ne ano 

Coryanthes leucocorys  tenká ne ano masivní malá ano 

Dinema polybulbon  masivní ne ano masivní malá ano 

Andinia longiserpens  masivní malá ano masivní* velká/masivní ano 

Porroglossum lorenae  tenká ne ano masivní* velká/masivní ano 

Eria hyacinthoides 
dřeň masivní malá ano 

masivní malá/velká ano buňky 

okolo CS tenká ne ano 

Angraecum praestans  masivní ne ano masivní malá ano 

Dendrophylax funalis  masivní malá ano masivní malá ano 

Neobathiea spatulata  tenká malá ano masivní malá ano 

Cleisostoma yersinii  tenká* velká/masivní ano masivní* velká ano 

Taeniophyllum 

pusillum 
 NA NA NA masivní malá ano 

Tabulka 15 – Rozdíly v ultrastruktuře chloroplastů z oblastí primární kůry a středního válce v kořenech 14 druhů 

orchidejí. (PG) – plastoglobuly, (NA = chybějící data; * = nejednoznačné, vysvětleno v textu pro každý případ 

zvlášť; - = absence chloroplastů). 

Tento první náhled na chloroplasty kořenů orchidejí s využitím transmisního 

elektronového mikroskopu však odhalil značné problémy ve fixaci a zalévání vzorků. I přes 

prodloužené časy pozvolné fixace i infiltrace zalévacím médiem byla většina řezů značně 

potrhaná. Účinnost prosycení médiem od velamenu až do středu kořene byla pravděpodobně 

s ohledem na velikost vzorků a značnou sklerifikaci buněk středního válce výrazně nižší, než 

je obvyklé. Některé chloroplasty ve středním válci neměly jasně viditelné membrány a jejich 

ultrastruktura byla celkově obtížně rozeznatelná. 

Při snímání chloroplastů v oblasti středního válce byly prohlédnuty i buněčné stěny, 

jejichž značná sklerifikace byla patrná již v předchozích experimentech při pozorování jejich 

silné autofluorescence. V tomto experimentu byl potvrzen výskyt chloroplastů v buňkách okolo 

xylémových a floémových pólů radiálního cévního svazku (Obr. 30). U těchto buněk byly 

u všech analyzovaných druhů pozorovány značně silné buněčné stěny s patrnými dostředivě 

uloženými vrstvami. Buňky dřeně měly u některých druhů velmi silné buněčné stěny podobně 

jako v předchozí oblasti (např. A. longiserpens, P. lorenae), naopak některé druhy měly 

buněčné stěny ve dřeni znatelně tenčí (např. E. hyacinthoides, V. planifolia). 
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Obrázek 30 – Chloroplast s masivními grany lokalizovaný v silně sklerifikované buňce mezi póly cévního 

svazku. Druh A. javanica, řez v pozici P3. Snímek z TEM. Měřítko = 500 nm. 

4.3.1  Vanilla planifolia 

Z důvodu, že v předchozím experimentu při pozorování přítomnosti chloroplastů 

ve středním válci pomocí autofluorescence byly výsledky pozorování u tří kořenů značně 

odlišné, nebyl na TEM prohlédnut pouze jeden kořen tohoto druhu, ale celkem tři. Nebarvené 

řezy z pozice P3 ze všech těchto kořenů byly nejprve prohlédnuty pod autofluorescencí 

obdobně jako v předchozím experimentu. V prvním a třetím kořeni nebyly pod 

autofluorescencí pozorovány žádné chloroplasty ve středním válci. Ve druhém kořeni byla 

pozorována autofluorescence chloroplastů v oblasti dřeně. Řezy ze stejné pozice ze všech tří 

kořenů byly po zpracování prohlédnuty na transmisním elektronovém mikroskopu. V prvním 

a třetím kořeni nebyly ve středním válci pozorovány žádné chloroplasty (obdobně jako 

u autofluorescenece), u kterých by bylo z ultrastruktury patrné, že se opravdu jedná 

o chloroplasty. U druhého kořene byly ve středním válci pozorovány chloroplasty, jejichž 

ultrastruktura byla atypická. Byly v nich patrné thylakoidy a také plastoglobuly, ale pouze 

v malé části chloroplastu (Obr. 31). 
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Obrázek 31 - Atypické chloroplasty v buňkách středního válce druhého kořene V. planifolia snímaného na TEM. 

Měřítko = 1 µm. 

Dále se ve středním válci vyskytovaly blíže neidentifikovatelné organely podobné 

chloroplastům, u kterých nebylo možné blíže charakterizovat jejich ultrastrukturu (Obr. 32). 

Obsahovaly útvary podobné plastoglobulům a někdy také thylakoidům. Tyto neznámé organely 

byly pozorovány ve všech třech kořenech. 

 

Obrázek 32 - Neznámé organely v buňkách středního válce tří kořenů druhu V. planifolia snímaných na TEM. 

(A, B) Měřítko = 1 µm. (C) Měřítko = 500 nm. (D) Měřítko = 200 nm. 

Dalšími neznámými útvary byly v průřezu zcela rovnoměrně kulaté útvary bez 

rozeznatelné vnitřní struktury velikostí větší než mitochondrie a připomínající tzv. fenyloplasty 
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(bude diskutováno v diskuzi) (Obr. 33). I tyto útvary se vyskytovaly u všech tří nasnímaných 

kořenů tohoto druhu, a to především v buňkách středního válce. 

 

Obrázek 33 - Neznámé útvary pozorované v buňkách středního válce u druhu V. planifolia. Snímky z TEM. (A) 

Měřítko = 500 nm. (B, C) Měřítko = 1 µm. 

Chloroplasty v primární kůře obsahovaly vysoké množství přitištěných thylakoidů 

(masivní grana) a na řezu bylo vždy patrných 1-5 malých škrobových zrn (Obr. 34).  

 

Obrázek 34 – Ukázka ultrastruktury chloroplastů lokalizovaných v primární kůře. Druh V. planifolia, první 

kořen. Snímky z TEM. Měřítko = 500 nm. 
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4.3.2  Bulbophyllum biflorum 

Silná autofluorescence buněčných stěn znemožnila v prvním experimentu úspěšně 

lokalizovat chloroplasty v buňkách mezi xylémovými a floémovými póly CS. Pozorování řezů 

pomocí transmisního elektronového mikroskopu přítomnost chloroplastů v těchto buňkách 

potvrdilo. Chloroplasty se nacházely jak v oblasti dřeně, tak v buňkách mezi póly CS. 

Chloroplasty v oblasti celého středního válce měly nižší množství přitištěných (granálních) 

thylakoidů než chloroplasty v primární kůře a neobsahovaly škrobová zrna (Obr. 35A). Naopak 

chloroplasty v primární kůře měly značně vyšší množství přitištěných thylakoidů a grana byla 

tudíž širší (masivní) (Obr. 35B). Na řezech bylo v chloroplastech v primární kůře pozorováno 

vždy jedno škrobové zrno. 

 

Obrázek 35 - Rozdílná ultrastruktura chloroplastů lokalizovaných ve středním válci (A) a primární kůře (B). 

Druh B. biflorum. Snímky z TEM. (A) Měřítko = 500 nm. (B) Měřítko = 1 µm. 

4.3.3  Dendrobium antennatum 

Chloroplasty byly pozorovány ve středním válci v oblasti dřeně i v buňkách mezi póly 

CS. Buňky v obou oblastech měly uložené silné sekundární buněčné stěny, v oblasti dřeně 

slabší. Chloroplasty ve středním válci měly nižší množství přitištěných thylakoidů (tenká grana) 

než chloroplasty v primární kůře a neobsahovaly škrobová zrna (Obr. 36A). Chloroplasty 

pozorované v primární kůře disponovaly vyšším množstvím přitištěných thylakoidů 

v masivních granech a v některých byla pozorována 1-2 škrobová zrna (Obr. 36B). 
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Obrázek 36 - Rozdílná ultrastruktura chloroplastů lokalizovaných ve středním válci (A) a primární kůře (B). 

Druh D. antennatum. Snímky z TEM. Měřítko = 500 nm. 

4.3.4  Acriopsis javanica 

Výskyt chloroplastů v oblasti dřeně i v buňkách mezi póly CS byl pozorován i u tohoto 

druhu. V celém středním válci i v primární kůře byly pozorovány chloroplasty s vysokým 

množstvím přitištěných thylakoidů, bez škrobových zrn a s vyšším množstvím často velkých 

plastoglobul (Obr. 37). Pozorována byla určitá variabilita mezi jednotlivými chloroplasty 

v obou oblastech, ale nebylo možné určit zásadní rozdíly v ultrastruktuře. Na řezech 

v transmisním elektronovém mikroskopu bylo možné pozorovat u buněk exodermis uložení 

sekundární buněčné stěny od pozice P2 (kap. 4.2.2.2.). 

 

Obrázek 37 – Ukázka ultrastruktury chloroplastů lokalizovaných ve středním válci (A) a primární kůře (B). Druh 

A. javanica. Snímky z TEM. Měřítko = 500 nm. 

4.3.5  Coryanthes leucocorys 

U tohoto druhu rozdíl mezi chloroplasty v primární kůře a ve středním válci pozorován 

byl. Chloroplasty ve středním válci obsahovaly nižší množství přitištěných thylakoidů a nebyla 

v nich pozorována škrobová zrna (Obr. 38A). V případě dvou chloroplastů se zdálo, že obsahují 

pouze nepřitištěné thylakoidy. Naopak chloroplasty v primární kůře měly masivní grana (vyšší 



72 

 

množství přitištěných thylakoidů) a v některých bylo na řezu pozorováno jedno malé škrobové 

zrno (Obr. 38B). U tohoto druhu byly pozorovány na řezu menší a oválnější chloroplasty 

středního válce, a naopak značně větší a protáhlejší chloroplasty primární kůry. 

 

Obrázek 38 - Rozdílná ultrastruktura chloroplastů lokalizovaných ve středním válci (A) a primární kůře (B). 

Druh C. leucocorys. Snímky z TEM. Měřítko = 500 nm. 

4.3.6  Dinema polybulbon 

Chloroplasty v primární kůře i ve středním válci měly vysoký obsah přitištěných 

thylakoidů (Obr. 39). Chloroplasty v primární kůře měly na řezu patrná 1-2 podlouhlá škrobová 

zrna, zatímco u chloroplastů ve středním válci nebyla škrobová zrna pozorována. 

 

Obrázek 39 - Rozdílná ultrastruktura chloroplastů lokalizovaných ve středním válci (A) a primární kůře (B). 

Druh D. polybulbon. Snímky z TEM. (A) Měřítko = 500 nm. (B) Měřítko = 1 µm. 

4.3.7  Andinia longiserpens 

V primární kůře byly pozorovány chloroplasty s velkými škrobovými zrny, která 

zabírala značnou část chloroplastu a díky kterým bylo obtížné zhodnotit množství přitištěných 

thylakoidů (Obr. 40A). V případě, že byla grana v těchto chloroplastech dobře viditelná, 

skládala se spíše z vysokého množství přitištěných thylakoidů. V primární kůře se zároveň 
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nacházely i necelistvé plastidy s masivními škrobovými zrny, která zabírala většinu plochy 

plastidu (Obr. 40B). Pravděpodobně z důvodu odlišných vlastností škrobu a jeho okolí, byla při 

zpracování vzorků narušena celistvost plastidu a ty se poté zdeformovaly. Grana v tomto 

případě nešla optimálně zhodnotit, nicméně se zde pravděpodobně také vyskytovala a jednalo 

se tedy o chloroplasty (nebo chloroplasty přeměňující se na amyloplasty). V oblasti středního 

válce byly pozorovány chloroplasty s vysokým množstvím přitištěných thylakoidů a některé 

z nich měly na řezu patrné jedno malé škrobové zrno (Obr. 41). Buňky ve dřeni i v oblasti mezi 

póly CS měly velmi silné sekundární buněčné stěny. Podobně jako u druhu V. planifolia byly 

i u tohoto druhu ve středním válci pozorovány neznámé kulaté útvary bez rozeznatelné vnitřní 

struktury (Obr. 41). 

 

Obrázek 40 - Chloroplasty v buňkách primární kůry. Druh A. longiserpens (A) Detail chloroplastu s velkým 

škrobovým zrnem. Měřítko = 1 µm. (B) Chloroplasty s masivními škrobovými zrny. Měřítko = 5 µm. Snímky 

z TEM.  

 

Obrázek 41 – Ukázka ultrastruktury chloroplastů lokalizovaných v buňkách středního válce (A, B). Šipkou 

označené neznámé kulaté útvary v blízkosti chloroplastů. Druh A. longiserpens. Snímky z TEM. Měřítko = 500 

nm. 
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4.3.8  Porroglossum lorenae 

Chloroplasty v primární kůře byly na první pohled svou ultrastrukturou velice podobné 

chloroplastům primární kůry u předchozího popsaného druhu Andinia longiserpens. 

Pozorovány byly chloroplasty s velkým škrobovým zrnem, které zabíralo značnou část 

chloroplastu na řezu (Obr. 42A). Pokud byla viditelná grana, obsahovala větší množství 

přitištěných thylakoidů než grana v chloroplastech středního válce. Pozorovány byly v primární 

kůře i necelistvé plastidy, patrně poškozené chloroplasty s masivními škrobovými zrny (Obr. 

42B), podobně jako u předchozího druhu. Ve středním válci bylo pozorováno pouze malé 

množství chloroplastů, které měly vždy nízké množství přitištěných thylakoidů (tenká grana) 

a na řezu u nich nebyla patrná škrobová zrna (Obr. 43). 

 

Obrázek 42 - Chloroplasty lokalizované v buňkách primární kůry. Druh P. lorenae. (A) Detail chloroplastu s 

velkým škrobovým zrnem. Měřítko = 500 nm. (B) Chloroplasty s masivními škrobovými zrny. Měřítko = 1 µm. 

Snímky z TEM. 

 

Obrázek 43 - Ukázka ultrastruktury chloroplastů lokalizovaných v buňkách středního válce. Druh P. lorenae. 

Snímek z TEM. Měřítko = 500 nm. 
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4.3.9  Eria hyacinthoides 

Kořeny druhu Eria hyacinthoides mají relativně velký průměr středního válce. Jelikož 

byl pozorován značný rozdíl v buněčných stěnách i chloroplastech v oblasti dřeně a oblasti 

buněk mezi póly CS, byly chloroplasty hodnoceny pro tyto dvě oblasti výjimečně zvlášť. 

V tenkostěnných buňkách dřeně byly pozorovány chloroplasty s vysokým množstvím 

přitištěných thylakoidů a u některých byla na řezu patrná 1-2 škrobová zrna (Obr. 44A). Naopak 

ve značně silnostěnných buňkách mezi póly CS byly pozorovány chloroplasty s nižším 

množstvím přitištěných thylakoidů a bez škrobových zrn na řezu (Obr. 44B). V primární kůře 

se nacházely chloroplasty podobné chloroplastům ve dřeni s masivními grany a 1-2 

podlouhlými škrobovými zrny na řezu (Obr. 45). 

 

Obrázek 44 – Chloroplasty ve středním válci. Druh E. hyacinthoides (A) Detail chloroplastu pozorovaného 

v buňce dřeně. Měřítko = 1 µm. (B) Detail chloroplastu pozorovaného v buňce mezi póly CS. Měřítko = 1 µm. 

Snímky z TEM. 

 

Obrázek 45 - Ukázka ultrastruktury chloroplastů lokalizovaných v buňkách primární kůry. Druh E. 

hyacinthoides. Snímky z TEM. Měřítko = 500 nm. 
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4.3.10  Angraecum praestans 

Ve středním válci byly pozorovány chloroplasty s masivními grany (Obr. 46A). 

U některých chloroplastů bylo na řezu patrné jedno malé škrobové zrno. I u chloroplastů 

v primární kůře bylo pozorováno vysoké množství přitištěných thylakoidů a vždy 1-3 malá 

škrobová zrna na řezu (Obr. 46B). 

 

Obrázek 46 - Rozdílná ultrastruktura chloroplastů ze středního válce (A) a primární kůry (B) v kořeni druhu A. 

praestans. Snímky z TEM. (A) Měřítko = 1 µm. (B) Měřítko = 500 nm. 

4.3.11  Dendrophylax funalis 

V primární kůře byly pozorovány chloroplasty s vysokým množstvím přitištěných 

thylakoidů a se 2-6 malými škrobovými zrny na řezu (Obr. 47B). Naopak v oblasti středního 

válce bylo na řezu chloroplastem patrné buďto žádné nebo jedno malé škrobové zrno (Obr. 

47A). Množství přitištěných thylakoidů bylo na první pohled velice podobné chloroplastům 

primární kůry. 

 

Obrázek 47 - Rozdílná ultrastruktura chloroplastů lokalizovaných ve středním válci (A) a v primární kůře (B). 

Druh D. funalis. Snímky z TEM. Měřítko = 1 µm. 
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4.3.12  Neobathiea spatulata 

U druhu Neobathiea spatulata byly řezy připravené pro transmisní elektronový 

mikroskop velice potrhané. U velkého množství pozorovaných chloroplastů byla pozorována 

neobvyklá ultrastruktura a často i deformace, která mohla být způsobena problémy při fixaci či 

zalévání vzorků do média. Některé chloroplasty neměly ani jasně viditelnou vnější membránu 

ohraničující chloroplast. Dobře viditelné chloroplasty ve středním válci obsahovaly spíše tenká 

grana, často v nich ale byly pozorovány pouze nepřitištěné thylakoidy (Obr. 48). U některých 

z nich bylo na řezu patrné jedno malé škrobové zrno. Chloroplasty v primární kůře měly spíše 

větší množství přitištěných thylakoidů a obsahovaly na řezu 1-3 škrobová zrna (Obr. 49). Právě 

chloroplasty v primární kůře také obsahovaly nejasné tmavé struktury ve stromatu. 

 

Obrázek 48 - Ukázka ultrastruktury chloroplastů lokalizovaných v buňkách středního válce. Druh N. spatulata. 

Snímky z TEM. Měřítko = 1 µm. 

 

Obrázek 49 - Ukázka ultrastruktury chloroplastů lokalizovaných v buňkách primární kůry. Druh N. spatulata. 

Šipkou označeny nejasné struktury ve stromatu. Snímky z TEM. Měřítko = 1 µm. 

4.3.13  Cleisostoma yersinii 

Cleisostoma yersinii je jediným druhem ze všech vybraných, u kterého byly pozorovány 

necelistvé plastidy, patrně poškozené chloroplasty, s masivními škrobovými zrny ve středním 
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válci (Obr. 50B). Tyto organely byly velice podobné plastidům pozorovaným u druhů 

A. longiserpens a P. lorenae v primární kůře, a také u nich bylo obtížné charakterizovat grana. 

Pokud byly thylakoidy dobře viditelné, byly pozorovány spíš nepřitištěné nebo malé množství 

přitištěných u sebe (tenká grana). Ve středním válci se také nacházely chloroplasty celistvé 

s velkými škrobovými zrny (2-3 na řezu) a thylakoidy se i v těchto chloroplastech zdály 

na první pohled spíše nepřitištěné (Obr. 50A). V primární kůře byly na řezu pozorovány 

chloroplasty se 2-3 škrobovými zrny, spíše s masivními grany a velkými početnými 

plastoglobuly (Obr. 51). U tohoto druhu byl velký problém s trháním řezů při snímání, což je 

patrné z nasnímaných obrázků. 

 

Obrázek 50 - Chloroplasty lokalizované v buňkách středního válce. Druh C. yersinii. (A) Detail chloroplastu s 

velkým škrobovým zrnem. Měřítko = 1 µm. (B) Chloroplasty s masivními škrobovými zrny. Měřítko = 1 µm. 

Snímky z TEM. 

 

Obrázek 51 - Ukázka ultrastruktury chloroplastů lokalizovaných v buňkách primární kůry. Druh C. yersinii. 

Snímky z TEM. Měřítko = 1 µm. 

4.3.14  Taeniophyllum pusillum 

U tohoto druhu se při odebírání segmentu kořene nepodařilo vést řez středem kořene 

a na řezech snímaných na konfokálním mikroskopu tak zcela chyběl střední válec. Vzorek se 

bohužel před dokončením diplomové práce nepodařilo nahradit. Chloroplasty v této oblasti 
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tudíž nebyly hodnoceny. Chloroplasty v primární kůře měly vysoké množství přitištěných 

thylakoidů (masivní grana) a byla pro ně typická dlouhá škrobová zrna většinou v počtu 2-5 

na jeden chloroplast (Obr. 52). Nicméně díky chybějícímu střednímu válci na řezech nebylo 

možné porovnat strukturu gran chloroplastů obou oblastí. 

 

Obrázek 52 - Ukázka ultrastruktury chloroplastů lokalizovaných v buňkách primární kůry. Druh T. pusillum. 

Snímky z TEM. Měřítko = 1 µm. 

4.3.15 Ztenčeniny buněčných stěn 

Při pozorování chloroplastů byly v oblasti středního válce nalezeny výrazně ztenčené 

buněčné stěny sousedící s oblastí interceluláry (Obr. 53). Tyto ztenčeniny byly pozorovány 

především ve dřeni, kde bylo intercelulár větší množství, a někdy i v jiných oblastech středního 

válce. Jejich přítomnost byla pozorována u všech analyzovaných druhů (kromě druhu 

V. planifolia), které měly ve dřeni středního válce přítomné interceluláry. U druhů 

C. leucocorys a T. pusillum nevedl řez přesně středem středního válce, na řezu chyběla oblast 

dřeně a ztenčeniny tak nemohly být pozorovány. V případě dalších čtyř druhů, konkrétně 

B. biflorum, D. polybulbon, A. longiserpens a P. lorenae, byl střední válec včetně oblasti dřeně 

silně sklerifikovaný a nevyskytovaly se zde ani interceluláry. Druh V. planifolia byl jediným 

druhem, u kterého se přítomnost ztenčenin u intercelulár ve dřeni nepotvrdila. 
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Obrázek 53 – Ztenčené buněčné stěny sousedící s oblastí interceluláry (INT). (A) A. praestans, (B) E. 

hyacinthoides, (C, D) N. spatulata. Ztenčenina vždy označena šipkou. (B, D) Chloroplasty lokalizované v těsné 

blízkosti ztenčeniny. Snímek z TEM. Měřítko = 1µm. 

4.4 Imunolokalizace enzymu PEP-karboxyláza 

Cílem tohoto experimentu byla přesná lokalizace enzymu PEP-karboxyláza v oblasti 

středního válce a primární kůry kořenů vybraných epifytických orchidejí, která nikdy předtím 

nebyla na kořenech orchidejí provedena. Nejprve byla metodika optimalizována pouze 

na listech kukuřice (Zea mays). Při prvním pokusu o imunodetekci chyběl ve zvoleném postupu 

krok, ve kterém dochází ke zvýšení propustnosti membrán (permeaci). Výsledkem byl nulový 

signál na ošetřených řezech při pozorování v mikroskopu. Pravděpodobně vůbec nedošlo 

k průniku protilátky do cytoplazmy buněk, kde se přirozeně vyskytuje enzym PEP-karboxyláza.  

Při druhém pokusu o imunodetekci byla znovu využita pouze kukuřice a postup byl 

doplněn o krok permeace. Zároveň bylo sníženo ředění primární protilátky na 1:50. Dále byl 

také celý postup proveden na větším množství řezů, aby bylo možné optimalizovat délku 

dobarvení řezů genciánovou violetí (0,05% aq., w/v) a optimální čas dobarvení řezů byl 

stanoven na 1-1,5 min. Výsledkem druhého pokusu byl jasně zelený signál sekundární 

protilátky po excitaci modrým světlem. Tento signál se nacházel převážně v oblasti listového 



81 

 

mesofylu v cytoplazmě buněk, nejvíce okolo chloroplastů (Obr. 54A). Signál byl nicméně 

pozorován také na povrchu listové pokožky a občas i náhodně v oblasti cévního svazku. 

 

Obrázek 54 – Imunodetekce enzymu PEP-karboxyláza v listech kukuřice. Dobarvení genciánovou violetí 5 min. 

(A) Signál protilátky po excitaci modrým světlem (Olympu U-MWB filtr). (B) Negativní kontrola. Měřítko = 50 

µm. 

Finální imunodetekce byla provedena jak na řezech z listu kukuřice, tak na řezech 

z kořenů orchidejí Neobathiea spatulata a Acriopsis javanica. Postup byl obohacen ještě 

o přidání kaseinu (1,5% kasein v PBS) pro blokaci nespecifické vazby. Při tomto pokusu bylo 

zároveň zvýšeno ředění primární protilátky na 1:100, a to s ohledem na silný signál při 

předchozím pokusu a také s ohledem na cenu protilátky. 

U kukuřice na řezech s kaseinem byl signál téměř nepozorovatelný oproti řezům, 

na které nebyl aplikován kasein. Signál byl pozorován pouze okolo několika chloroplastů 

v mezofylových buňkách (Obr. 55C). Výsledky z řezů kukuřice bez kaseinu se shodovaly 

s výsledky z výše uvedeného druhého pokusu, kdy byl pozorován silný signál jak v cytoplazmě 

buněk listového mesofylu, tak i na povrchu pokožky a také náhodně v oblasti cévních svazků 

(Obr. 55C). U obou orchidejí byl pozorován lokalizovaný signál v propustných buňkách 

exodermis a slabší signál v buňkách přilehlé vnější oblasti primární kůry sousedící s vrstvou 

exodermis. V oblasti středního válce žádný signál detekovaný nebyl. U druhu N. spatulata 

zasahoval signál o něco hlouběji do primární kůry (Obr. 57), naopak u druhu A. javanica byl 

hlavně v prvních dvou vrstvách buněk primární kůry pod vrstvou exodermis (Obr. 56). 

Na řezech s kaseinem nebyl signál tak silný jako na řezech bez kaseinu, nicméně jeho lokalizace 

byla v obou případech shodná. 
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Obrázek 55 – Imunodetekce enzymu PEP-karboxyláza v listech kukuřice. Dobarvení genciánovou violetí 2 min. 

Signál protilátky po excitaci modrým světlem (Olympu U-MWB filtr). (A) Řez neošetřený kaseinem. (B) 

Negativní kontrola k řezu neošetřenému kaseinem. (C) Řez ošetřený kaseinem. Měřítko = 50 µm. 

 

Obrázek 56 – Imunodetekce enzymu PEP-karboxyláza v kořenu A.javanica. Dobarvení genciánovou violetí 2 

min. Signál protilátky po excitaci modrým světlem (Olympus U-MWB filtr). (A) Řez neošetřený kaseinem. (B) 

Negativní kontrola k řezu neošetřenému kaseinem. (C) Řez ošetřený kaseinem. (D) Negativní kontrola k řezu 

ošetřenému kaseinem. Měřítko = 50 µm. 
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Obrázek 57 – Imunodetekce enzymu PEP-karboxyláza v kořenu N. spatulata. Dobarvení genciánovou violetí 2 

min. Signál protilátky po excitaci modrým světlem (Olympus U-MWB filtr). (A) Řez neošetřený kaseinem. (B) 

Negativní kontrola k řezu neošetřenému kaseinem. (C) Řez ošetřený kaseinem. (D) Negativní kontrola k řezu 

ošetřenému kaseinem. Měřítko = 50 µm. 
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5 Diskuze 

5.1 Diferenciace kořenů  

Analýza postupu diferenciace pletiv kořene od špičky k bázi umožnila zmapovat, jak se 

postupně snižuje propustnost apoplastu kořene pro pohyb látek v radiálním směru (od povrchu 

ke střednímu válci). Se zvyšující se vzdáleností od kořenové špičky klesá v endodermální vrstvě 

počet propustných buněk, zvyšuje se množství buněk v sekundárním a terciálním stádiu a také 

roste množství buněk s lignifikovanou buněčnou stěnou. Obdobně tak i u vrstvy exodermis 

dochází postupně k omezení apoplastického transportu tvorbou Casparyho proužků a následně 

ukládáním suberinové lamely a k postupnému ukládání sekundárních buněčných stěn. Uložení 

sekundárních BS je typické pro většinu epifytických orchidejí, na rozdíl od terestrických druhů, 

u kterých bylo častěji pozorováno ukončení vývoje exodermis už ve stádiu Casparyho proužků 

(Peterson & Enstone, 1996; Moreira & Isaias, 2008; Joca et al., 2017). Rozdíly v postupu 

diferenciace kořenů tří analyzovaných druhů zde budou podrobněji diskutovány. 

Druhy A. javanica a N. spatulata mají na svém povrchu silný vícevrstevný velamen, 

jehož buňky záhy po svém vzniku odumírají. U analyzovaných kořenů druhu V. planifolia byla 

pozorována pouze jednovrstevná pokožka v podobě velamenu, což je pro tento rod typické, 

i když se některé druhy výrazně odlišují v typu tloustnutí buněčných stěn (Stern & Judd, 1999). 

U všech tří analyzovaných kořenů druhu V. planifolia byly pozorovány silné nelignifikované 

vnitřní periklinální buněčné stěny bez vnitřní vláknité struktury, podobně jako u jiných druhů 

rodu Vanilla (Stern & Judd, 1999). Toto lokální tloustnutí buněk velamenu je u epifytických 

orchidejí spíše atypické. Zatím není známo, zda se velamen zástupců rodu Vanilla liší svojí 

funkcí od velamenu popisovaného u mnoha jiných epifytických druhů (Porembski & Barthlott, 

1988). Může se ale také jednak o důsledek odlišného evolučního vývoje, protože rod Vanilla 

patří do jiné podčeledi než ostatní zkoumané epifytické orchideje a epifytismus se u nich zřejmě 

vyvinul nezávisle (Givnish et al., 2015). Také je možné, že by silnější velamen epifytických 

druhů (A. javanica a N. spatulata) mohl být výhodný pro omezení ztrát vody, které pro 

sekundární hemiepifyt V. planifolia nemusí být tolik limitující. 

5.1.1 Exodermis 

Hodnotíme-li propustnost apoplastu kořene, stupeň diferenciace exodermis je jedním 

z důležitých parametrů. Zahrnuje přítomnost modifikací buněčné stěny (Casparyho proužků, 

suberinových lamel a sekundárních stěn) exodermálních buněk, ale i výskyt propustných buněk. 
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U obou analyzovaných druhů podčeledi Epidendroideae (A. javanica a N. spatulata) byly 

v exodermis propustné buňky přítomné a odlišovaly se od okolních buněk téže vrstvy svým 

tvarem a menší velikostí. Tento trend je u exodermis kořenů často uváděn a je jím 

charakteristická dimorfní exodermis nejen u orchidejí (Oliveira & Sajo, 1999; Moreira & Isaias, 

2008). U obou druhů (A. javanica a N. spatulata) vrstva exodermis diferencovala 

do sekundárního či terciálního stádia vždy ve stejné pozici jako vrstva endodermis, přestože 

exodermis většinou diferencuje ve starší části kořene než endodermis (Enstone et al., 2002). 

U druhu A. javanica vývoj exodermální vrstvy dokonce i částečně předcházel vývoji 

endodermis. Například v pozici P1 byly u endodermis pozorovány Casparyho proužky a jen 

malé množství buněk se suberinovou lamelou, zatímco všechny buňky vrstvy exodermis 

(kromě propustných buněk) již měly uloženy suberinové lamely. Urychlení diferenciace 

exodermis, tedy přechod buněk do pokročilejších stádií blíže kořenové špičky, může záviset 

na nedostatku vody, snížení rychlosti růstu kořene nebo může být druhově specifické 

(Perumalla & Peterson, 1986; Soukup et al., 2002). Konstitutivně rychlejší diferenciace 

exodermis oproti endodermis byla pozorována např. u mokřadních rostlin, což koresponduje 

s jejím významem v ochraně kořene při růstu v zaplaveném substrátu (Soukup et al., 2002). 

U druhu V. planifolia byl pozorován značně pomalejší postup diferenciace exodermis 

než u druhů podčeledi Epidendroideae. U jednoho kořene dokonce exodermální buňky nedošly 

do terciálního stádia ani u kořenové báze a setrvávaly v sekundárním stádiu, a to i přesto, že 

se jednalo o kořen narostlý do délky 15 cm. Tento druh se také od předchozích dvou odlišoval 

typem ztlustliny sekundárních BS. Jak u endodermálních, tak u exodermálních buněk byly 

pozorovány U-ztlustliny typické pro terestrické i vzdušné kořeny rodu Vanilla (Stern & Judd, 

1999), které nelignifikovaly. Naopak u druhů A. javanica a N. spatulata se nacházely 

lignifikované O-ztlustliny. Přítomnost lignifikované exodermis, stejně tak lignifikované 

endodermis, je podle autorů Moreira & Isaias (2008) jedním ze zásadních předpokladů pro 

epifytický způsob života. Přítomnost ligninu podporuje funkci apoplastické bariéry, zajišťuje 

ochranu proti nadměrné evaporaci a zároveň může ovlivňovat vstup houbových hyf mykobionta 

(Sanford & Adanlawo, 1973; Peterson & Enstone, 1996; Moreira & Isaias, 2008). Zástupci rodu 

Vanilla jsou považováni (i přes nejasnosti v terminologii) za tzv. sekundární hemiepifyty, 

jejichž kořeny rostou značně do délky a rostlina díky nim zůstává ve spojení se substrátem (Zotz 

et al., 2013). Je tedy možné, že se rozdílné životní strategie u Vanilloideae a Epidendroideae 

odrážejí ve struktuře kořenů a míře lignifikace endodermis a exodermis. V případě, že zástupci 
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rodu Vanilla preferují kontakt se substrátem, absence lignifikace buněčných stěn buněk 

velamenu a exodermis by pro ně byla pravděpodobně výhodná pro snazší vstup mykobionta. 

Vstup mykobionta může být teoreticky regulován právě množstvím propustných buněk 

(Esnault et al., 1994; Kottke et al., 2010). Propustné buňky však nebyly u V. planifolia ve vrstvě 

exodermis ve starších částech kořene pozorovány. V případě, že se buňky exodermis nacházely 

v terciálním stádiu (měly uložené sekundární BS), nebyly pozorovány žádné buňky, které by 

se velikostí, tvarem a odlišným stupněm diferenciace odlišovaly od ostatních buněk téže vrstvy. 

Absence propustných buněk ve starších částech kořene by mohla znemožnit vstup mykobionta, 

nicméně je otevřenou otázkou, zda u kořenů nepřichycených k podkladu může ke vstupu 

mykobionta vůbec dojít. V této práci byly analyzovány pouze kořeny nepřichycené k podkladu, 

a i tak byly na řezech kořeny V. planifolia v pozici P1 byly pozorovány pelotony (smotky hyf 

typické pro orchideoidní mykorhizu) (Hadley et al., 1971; Rasmussen & Rasmussen, 2009). 

U jiných zde zkoumaných druhů žádné mykorhizní struktury pozorovány nebyly. Ve zmíněné 

pozici P1 byly u V. planifolia všechny buňky exodermis ve stádiu, kdy ještě není možné 

detekovat Casparyho proužky pomocí histochemického barvení. 

Při kontaktu vzdušných kořenů epifytických orchidejí i sekundárních hemiepifytů rodu 

Vanilla s pevným podkladem dochází k tvorbě kořenových vlásků, přičemž může dojít 

i k zanoření kořene do substrátu a jeho přeměně na terestrickou formu (Benzing, 1990; Stern & 

Judd, 1999). Zatímco v případě epifytických Epidendroideae se zpravidla jedná o menší 

množství nepříliš větvených kořenů zanořených do porostů jiných epifytických organismů, 

v případě rodu Vanilla zpravidla dochází k bohatému větvení kořene zanořeného do půdy, který 

může v půdě vytvořit rozsáhlý kořenový systém. V této fázi by tedy zástupci rodu Vanilla 

nemuseli přijímat vodu a živiny celým povrchem kořene ale pouze tou částí, která je v kontaktu 

se substrátem. Ve starších částech kořene by tak mohlo dojít k diferenciaci všech buněk vrstvy 

exodermis do terciálního stádia, což odpovídá mému pozorování absence propustných buněk 

exodermis ve starších částech kořene V. planifolia. Odpovídalo by to také velké variabilitě mezi 

třemi zkoumanými kořeny V. planifolia, která může být způsobena odlišnou rychlostí růstu 

kořenů, které budou svou hlavní funkci plnit až později po dosažení substrátu. Rozdíly mezi 

dvěma druhy z podčeledi Epidendroideae a V. planifolia z podčeledi Vanilloideae by nicméně 

mohly být také prostým důsledkem odlišného evolučního vývoje, protože obě skupiny se 

v evoluci oddělily již ve svrchní křídě a epifytický způsob života u nich vzniknul nezávisle 

(Givnish et al., 2015). 



87 

 

5.1.2 Endodermis 

Podobně jako u exodermis, byl i u vrstvy endodermis druhu V. planifolia pozorován 

pomalý postup diferenciace. Zatímco už v pozici P1 měly kořeny A. javanica a N. spatulata 

v endodermis vyvinuté Casparyho proužky a u některých buněk i suberinové lamely, buňky 

endodermis V. planifolia měly v této pozici pouze primární buněčné stěny bez modifikací. 

Méně pokročilý stupeň diferenciace endodermis byl patrný ve všech analyzovaných pozicích 

kořenů tohoto druhu. Výraznější byl nicméně u druhého a třetího kořene, které byly výrazně 

kratší než první kořen (15 a 13 cm). 

Druhy A. javanica a N. spatulata se od sebe odlišovaly množstvím propustných buněk 

endodermis ve starších částech kořenů, kdy u A. javanica bylo vyšší procentuální zastoupení 

těchto buněk než u N. spatulata. U druhu V. planifolia bylo procentuální zastoupení 

propustných buněk i u báze kořenů ještě vyšší než u předchozích dvou druhů. Tento rozdíl 

odpovídá rozdílným strategiím pro zvýšení efektivity absorpce vody a živin, které představili 

autoři Joca et al. (2017) ve své studii. Podle jejich výsledků epifytické orchideje preferují buďto 

silnější velamen nebo vyšší množství propustných buněk endodermis spolu s vyšším 

množstvím xylémových/floémových pólů (Joca et al., 2017). Silnější velamen může zajistit 

vyšší příjem, delší dobu zadržení vody a živin a nižší ztráty, naopak investice do propustných 

buněk může být cesta k rychlejšímu toku do celé rostliny, ke kterému přispívá i jejich často 

pozorovaná blízkost s xylémovými póly (Zotz & Winkler, 2013; Joca et al., 2017). Tato 

rozdílná preference je patrná při porovnání V. planifolia s ostatními dvěma druhy nikoli však 

při porovnávání A. javanica a N. spatulata mezi sebou, protože A. javanica měla značně vyšší 

množství vrstev velamenu a zároveň i vyšší procentuální zastoupení propustných buněk 

endodermis než N. spatulata.  

5.1.3 Střední válec 

Z analýzy postupu diferenciace středního válce byla opět patrná podobnost vývoje 

kořenů A. javanica a N. spatulata. U všech analyzovaných kořenů těchto dvou druhů došel 

vývoj oblasti dřeně a buněk okolo CS v posledních dvou pozicích (P3 a P4) do stádia uložení 

výrazných sekundárních buněčných stěn, které lignifikovaly. Naopak u druhu V. planifolia byl 

patrný opožděný postup diferenciace obou těchto oblastí v porovnání s předchozími druhy. 

U kořenové báze (pozice P4) V. planifolia byly v oblasti dřeně pozorovány tenkostěnné 

nelignifikované buňky. Výrazná odlišnost středního válce kořenů V. planifolia (Vanilloideae) 

od ostatních dvou zkoumaných druhů podčeledi Epidendroideae by mohla, podobně jako 
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ostatní odlišnosti, souviset s jejich odlišným evolučním vývojem. Zároveň se ale může jednat 

o adaptaci k odlišným životním strategiím, jako v případě exodermis. Opožděná diferenciace 

středního válce by mohla ve spojení s větším množstvím propustných buněk endodermis 

umožnit rychlejší tok látek do xylému a kompenzovat tak tenký velamen. Může se ale také 

jednat o strategii výhodnou pro kořeny, jejich finální funkce má být terestrická. 

Vzorec diferencování celého kořene byl u všech tří druhů podobný. Oblast dřeně vždy 

diferencovala později než oblast buněk okolo pólů CS. To může souviset s pozorovaným 

vývojem endodermis a exodermis, který ukázal, že kořeny postupně od špičky k bázi 

omezovaly apoplastický transport, a to výrazně už od vrstvy exodermis v oblasti hned 

za kořenovou špičkou. U druhu V. planifolia byl transport apoplastem omezen až ve větší 

vzdálenosti od kořenové špičky, nicméně vzorec diferencování kořene byl podobný. 

Publikované práce se bohužel nezabývají gradientem diferenciace kořene, nicméně 

sklerenchymatická struktura středního válce byla pozorována u mnoha epifytických orchidejí 

(Stern, 2014; Thangavelu & Ayyasamy, 2017; Thangavelu & Muthu, 2017; Muthukumar & 

Shenbagam, 2018). 

5.2 Chloroplasty 

Skutečnost, že se chloroplasty přirozeně ve vzdušných kořenech orchidejí vyskytují, je 

poměrně dlouho známa (Erickson, 1957; Benzing et al., 1983; Kwok-ki et al., 1983; Stern, 

2014). Před touto diplomovou prací nicméně nebyly publikovány žádné studie zabývající se 

podrobně ať už přesnou lokalizací chloroplastů v kořenech orchidejí nebo přímo jejich 

ultrastrukturou. V pracích, které zmiňují pozorování chloroplastů v kořenech je zpravidla 

uváděno, že byly chloroplasty pozorovány v primární kůře (Stern, 2014). Existuje ale několik 

málo prací, které uvádí jejich výskyt i v oblasti středního válce (Goh et al., 1983, Benzing, 

1990, Ponert et al., 2016). Z výsledků této diplomové práce vyplývá, že výskyt chloroplastů 

ve středním válci je ale u epifytických orchidejí spíše pravidlem než výjimkou. U všech 

analyzovaných druhů orchidejí z podčeledi Epidendroideae se v kořenech vyskytovaly 

chloroplasty a byly lokalizovány jak v primární kůře, tak ve středním válci. U dvou podrobněji 

analyzovaných druhů (A. javanica a N. spatulata) byly chloroplasty pozorovány ve všech 

pozicích kořene od špičky k bázi. 

Chloroplasty ve zkoumaných kořenech vykazovaly při kvalitativním hodnocení 

nápadné odlišnosti, které byly výrazně větší mezi primární kůrou a středním válcem než mezi 

jednotlivými chloroplasty v rámci těchto částí kořenů. Chloroplasty v primární kůře kořenů 
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měly u všech analyzovaných druhů relativně vyšší množství přitištěných thylakoidů oproti 

chloroplastům z oblasti středního válce. Rozdílné množství přitištěných thylakoidů 

jako důsledek odlišné ozářenosti rostliny bylo pozorováno u různých rostlinných druhů 

a nedávno i v listech orchidejí (Lichtenthaler, 2013; Shao et al., 2014). Výsledky autorů 

ukázaly, že v listech vyvíjejících se pod nízkou ozářeností došlo k tvorbě masivních gran oproti 

listům vystaveným vysoké ozářenosti. Pokud by stejně reagovaly chloroplasty kořenů, dalo by 

se předpokládat, že chloroplasty ve středním válci budou mít větší množství přitištěných 

thylakoidů v granech než chloroplasty v primární kůře, jelikož střední válec je v kořeni 

hlouběji. Pozorovaný rozdíl v množství přitištěných thylakoidů je ale opačný, takže 

pravděpodobně nebude způsoben potenciálním nedostatkem světla ve středním válci. 

Velké množství přitištěných thylakoidů v primární kůře by ale samo o sobě mohlo 

odpovídat pletivu s nízkým přísunem světla. V tomto směru je zajímavé porovnání s výsledky 

měření poměru chlorofylu a a chlorofylu b v kořenech různých epifytických orchidejí, které 

v naprosté většině případů ukázalo nízký poměr chlorofylu a k chlorofylu b, odpovídající 

adaptaci na zastínění (Martin et al., 2010 a citace uvnitř). V případě kořenů by mohl způsobit 

výrazné omezení dopadajícího záření na chloroplasty v primární kůře velamen nebo vrstva 

exodermis. Bylo pozorováno, že velamen může stínit UV záření (Chomicki et al., 2015), a je 

dobře známé, že v mokrém stavu propouští výrazně více světla, něž v suchém stavu (Dycus & 

Knudson, 1957), nicméně exaktní informace o jeho propustnosti pro vlnové délky 

fotosynteticky aktivní radiace chybí. Velamen byl u všech analyzovaných druhů podčeledi 

Epidendroideae vícevrstevný. Na druhou stranu druh V. planifolia (Vanilloideae) měl pouze 

jednovrstevnou rhizodermis a v chloroplastech primární kůry byly také pozorovány 

chloroplasty se značně vysokým množstvím přitištěných chloroplastů. Bohužel u tohoto druhu 

nebylo možné porovnat jejich ultrastrukturu s chloroplasty středního válce, a to z důvodu, že 

ve středním válci kořene zpracovaného pro analýzu na TEM nebyly pozorovány žádné 

chloroplasty (viz dále). 

5.2.1 Obsah škrobu v chloroplastech 

Samotné zastínění primární kůry velamenem či exodermis však nemůže vysvětlit 

rozdíly ve struktuře chloroplastů mezi primární kůrou a středním válcem. Vysvětlení těchto 

rozdílů je na základě dostupných dat obtížné až nemožné, nicméně dostupnost světla zde může 

hrát určitou roli. O možné úloze endodermis kořenů orchidejí ve stínění světla sice taktéž chybí 

informace, ale je pravděpodobné, že pokud světlo stíní, tak ho ve středním válci bude méně než 
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v primární kůře. Ve zkoumaných kořenech jsem zpravidla pozorovala výrazně vyvinutou 

suberinizovanou endodermis a zároveň chloroplasty v silně sklerifikovaných a lignifikovaných 

buňkách středního válce. Polymery buněčných stěn, jako například lignin, přitom mají 

schopnost zachycování určitých vlnových délek světla (Sadeghifar & Ragauskas, 2020), takže 

je pravděpodobné, že dojde přinejmenším k modifikaci spektra světla a pravděpodobně i k jeho 

nižší celkové dostupnosti ve vnitřních částech kořene. 

 Potenciální omezení dostupnosti světla v oblasti středního válce by mohlo být 

promítnuto například do přítomnosti škrobu, kdy u chloroplastů vystavených nízké ozářenosti 

bývá pozorováno jeho nižší množství (Lichtenthaler, 2013). Z kvalitativní analýzy 

ultrastruktury chloroplastů vyplynulo, že všechny pozorované chloroplasty z oblasti středního 

válce obsahují relativně nižší množství škrobu než chloroplasty v primární kůře. Výjimkou byly 

druhy A. javanica, u kterého nebyla pozorována škrobová zrna na žádném řezu chloroplastem 

a Cleisostoma yersinii, u kterého byla pozorována masivní škrobová zrna v buňkách dřeně. 

U chloroplastů ve středním válci byla škrobová zrna pozorována pouze u pěti druhů podčeledi 

Epidendroideae a jednalo se (až na výjimku C. yersinii) téměř vždy o škrobová zrna, která měla 

na řezu velice malý průměr a nikdy nebyla pozorována u všech chloroplastů. Jejich výskyt 

v této oblasti byl tedy spíše výjimečný. Naopak v chloroplastech v primární kůře byla škrobová 

zrna patrná na řezu téměř vždy, a i jejich velikost byla na řezu relativně větší. Značně nižší 

množství škrobu v chloroplastech středního válce by tedy mohlo odpovídat nižší dostupnosti 

světla pro tuto oblast, a tedy i nižší fotosyntetické aktivitě chloroplastů. 

U druhů Andinia longiserpens a Porroglossum lorenae byly pomocí TEM pozorovány 

v buňkách primární kůry chloroplasty s velkými škrobovými zrny, která na řezu zabírala velkou 

část chloroplastu. Zároveň byly pozorovány neobvyklé necelistvé plastidy s masivními 

škrobovými zrny. Při větším zvětšení bylo v detailech patrné, že se okolo těchto masivních zrn 

v některých plastidech nachází thylakoidy a někdy byla pozorována i grana 

a plastoglobuly, takže je možné, že se jedná o chloroplasty poškozené při přípravě vzorků 

na TEM. Zároveň při analýze těchto dvou druhů na epifluorescenčním mikroskopu byla 

pozorována v primární kůře červená autofluorescence při excitaci modrým světlem, což 

reflektuje přítomnost chlorofylu, tedy chloroplastů. Pozorování takto enormních škrobových 

zrn je typičtější u amyloplastů a mohlo by se tedy jednat o nějakou fázi rediferenciace 

chloroplastů na chloro-amyloplasty (Lichtenthaler, 2013) či amyloplasty. Tato přeměna ale 

dosud nebyla podrobně popsána a není jasné, zda mohou být takové přechodné formy plastidů 

časově stálé. Zatím je podrobně zdokumentována opačná světlem indukovaná přeměna 
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amyloplastů na chloroplasty, a to u hlíz brambor (Zhang et al., 2020). U orchidejí by se přeměna 

chloroplastů na amyloplasty dala pravděpodobně pozorovat při detailní analýze vzdušných 

kořenů, které se při zanořování do substrátu mění na terestrickou formu (Benzing, 1990). 

Značná podobnost zmíněných dvou druhů může být způsobena jejich příbuzností, 

jelikož oba jsou řazeny do stejného subtribu Pleurothallidinae, který vznikl před zhruba 

20 miliony let (Pérez-Escobar et al., 2017). Podobná masivní škrobová zrna či amyloplasty byly 

nicméně v primární kůře vzdušných kořenů pravděpodobně pozorovány i autory Moreira et al. 

(2008) u druhů Dichaea cogniauxiana (subtribus Zygopetallinae) a Epidendrum secundum 

(subtribus Laeliinae). Bohužel ve studii nejsou žádné snímky z TEM, ale pouze řezy 

pozorované ve světelném mikroskopu obarvené Lugolovým činidlem.  

Pozoruhodné je, že podobná masivní škrobová zrna nebo možná některé stádium 

rediferenciace chloroplastu, bylo v této diplomové práci pozorováno také ve středním válci 

jednoho druhu ze zcela jiné skupiny orchidejí, Cleisostoma yersinii z tribu Vandeae, přičemž 

jiné, blíže příbuzné, druhy takové plastidy vůbec neobsahovaly. Ve středním válci druhu 

C. yersinii se však tyto zvláštní plastidy vyskytovaly spolu s klasickými chloroplasty s velkými 

škrobovými zrny a pouze nepřitištěnými thylakoidy. Taková ultrastruktura je typická například 

pro chloroplasty pochev cévních svazků u C4 rostlin, které obsahují oproti chloroplastům 

v mezofylových buňkách škrob a agranální thylakoidy (Mai et al., 2020). U C. yersinii však 

chloroplasty v primární kůře obsahovaly podobně velká škrobová zrna, takže podobnost 

s chloroplasty C4 rostlin bude spíše náhodná. Thylakoidy se díky velkým škrobovým zrnům 

obtížně hodnotily, ale na rozdíl od chloroplastů středního válce byly spíše granální. 

Přítomnost škrobu téměř ve všech pozorovaných chloroplastech primární kůry kořenů 

může tedy být nejen zásadním dokladem jejich fotosyntetické aktivity, ale možná i jedním 

z dále využitelných znaků pro určení převažujícího typu fixace CO2 v kořenech. V listech 

rostliny akumulují škrob v chloroplastech během dne jako produkt fotosyntetické asimilace 

uhlíku (tzv. asimilační škrob; ang. transistory starch) (Mitsui et al., 2010; Weise et al., 2011). 

U C3 rostlin je dnes dobře popsána jeho syntéza během dne a mobilizace (štěpení) během noci. 

U obou fází se jedná o poměrně složitý proces vyžadující zapojení mnoha enzymů (Mitsui et 

al., 2010; Weise et al., 2011). I přes značné nejasnosti výsledků z různých metod detekce typů 

metabolismu je za nejčastější typ fixace CO2 v kořenech epifytických orchidejí považován 

CAM metabolismus (Goh et al., 1983; Hew & Yong, 2004; Martin et al., 2010; Kerbauy et al., 

2012). U CAM rostlin bylo demonstrováno, že degradace asimilačního škrobu je stejně důležitá 
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jako u C3 rostlin a dále je zde pravděpodobně zásadní pro tvorbu fosfoenolpyruvátu (PEP), 

primárního akceptoru CO2 v cytosolu (Neuhaus & Schulte, 1996; Dodd et al., 2002; Ceusters 

et al., 2019). V nedávné studii autorů Ceusters et al. (2019) byla také nastíněna hlavní možná 

cesta degradace asimilačního škrobu (pro zajištění substrátu na tvorbu PEP) v CAM listech 

orchideje Phalaenopsis “Edessa“ a tato cesta je překvapivě odlišná od degradace asimilačního 

škrobu u C3 rostlin, a to zejména v zapojení specifických enzymů. V případě, že by se budoucí 

studie soustředily například na imunolokalizaci nebo monitorování aktivit těchto specifických 

degradačních enzymů v kořenech orchidejí, mohla by tato cesta vést k objasnění převažujícího 

typu fixace CO2 v kořenech. Pro další studie škrobu je ale nutné uvažovat další důležité 

parametry, jako je zejména doba odběru kořenů, která v této práci uvažována nebyla. 

5.2.2 Neznámé organely u druhu Vanilla planifolia 

U druhu V. planifolia nebyly ve středním válci pozorovány pomocí TEM žádné typické 

chloroplasty i přesto, že u jednoho kořene byla ve světelném mikroskopu pozorována slabá 

červená autofluorescence v některých buňkách dřeně při excitaci modrým světlem. 

Autofluorescence chloroplastů byla pozorována ve středním válci i u druhu V. pompona nikoli 

však u druhu V. madagascariensis, který měl celý střední válec zcela bez chloroplastů. Tento 

výsledek je ale částečně v rozporu například se studii Stern & Judd (1999), ve které autoři 

porovnávali přítomnost chloroplastů ve dřeni u různých druhů z podčeledi Vanilloideae. V této 

studii pozorovali chloroplasty v parenchymatické dřeni druhů V. pompona, 

V. madagascariensis a naopak střední válec bez chloroplastů pozorovali u V. planifolia (Stern 

& Judd, 1999). Výskyt chloroplastů by tím pádem mohl být u této podčeledi specifický pro 

každého jedince. 

Na řezech bylo nicméně pomocí TEM u druhu V. planifolia pozorováno větší množství 

neznámých útvarů či organel. Atypickými útvary byly například v průřezu zcela rovnoměrně 

kulaté útvary bez rozeznatelné vnitřní struktury, které připomínaly nedávno popsané tzv. 

fenyloplasty. V této práci byly pozorovány u všech tří kořenů a pouze v buňkách středního 

válce. Fenyloplasty (ang. phenyloplast) byly popsány v plodech druhu V. planifolia ve studii 

Brillouet et al. (2014). Dle autorů vznikají rediferenciací chloroplastů, která je ve studii 

zdokumentována a jejich hlavní funkcí je skladování fenolických glukosidů – primárně 

glukosylovaného prekurzoru vanilinu (Brillouet et al., 2014). Při rediferenciaci dochází dle 

autorů k rozvolnění původně granálních thylakoidů, vytvoření výrazných čočkovitých 

až kruhovitých prostor mezi nimi (ang. loculi), tvorbě membránových oblastí, ve kterých se 
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začíná ukládat prekurzor vanilinu a k finální tvorbě zralého fenyloplastu s dvojitou membránou 

a osmiofilním homogenním obsahem (Brillouet et al., 2014). Vanilin se přirozeně vyskytuje 

v plodech vanilky právě v konjugované formě (β-D-glukosid), která nevoní do té doby, než se 

dostane do kontaktu s β-D-glukosidázami, které zajistí jeho uvolnění (Walton et al., 2003). 

Metodou imunolokalizace pomocí anti-β-glucosidase primární protilátky byl tento enzym 

lokalizován pouze v těsné blízkosti fenyloplastu a autoři studie předpokládají, že by se mohl 

nacházet v lumenu mezi dvěma membránami fenyloplastu (Brillouet et al., 2014). Nabízí se 

tedy možnost využít shodnou primární protilátku na vzorcích kořenů stejného druhu V. 

planifolia a ověřit tak, zda se skutečně i v tomto orgánu může jednat o fenyloplasty. Podobné 

kulaté útvary bez rozeznatelné vnitřní struktury byly ale pozorovány i u druhu Andinia 

longiserpens, taktéž v buňkách středního válce. Zda se jedná o tytéž organely jako u V. 

planifolia nelze na základě dostupných dat nijak určit. Zajímavé je, že plastidy s velice 

podobnou ultrastrukturou, jakou jsem pozorovala u druhu V. planifolia, byly pozorovány 

v dužnině plodů pomeranče při dozrávání, kde se pravděpodobně jedná o přechodné stadium 

při přeměně amyloplastů v chromoplasty (tzv. „immature green (IMG) stage“; Zeng et al., 

2015). 

Dalšími neznámými organelami v kořenech V. planifolia byly pravděpodobně 

přeměněné chloroplasty, u kterých byly pozorovány hloučky plastoglobulů a thylakoidy pouze 

na omezeném prostoru v chloroplastu na řezu. Zbytek chloroplastu byl tvořen neznámým 

homogenním obsahem. Byly také pozorovány organely vyplněné pouze tímto homogenním 

obsahem, bez thylakoidů a většinou i bez plastoglobulů, které by například mohly být 

pokročilejším stádiem dosud nepopsané rediferenciace chloroplastů v tyto neznámé organely. 

U žádného druhu orchidejí zatím ale nebyly žádné podobné organely popsány. 

5.3 Ztenčeniny buněčných stěn ve středním válci 

Při analýze středního válce s pomocí TEM byly pozorovány jednoduché ztenčeniny 

buněčných stěn s atypickou lokalizací. Tyto jednoduché ztenčeniny se vyskytovaly 

v lignifikovaných sekundárních buněčných stěnách sklerifikovaných buněk středního válce 

a vždy byly v těsném kontaktu s mezibuněčnými prostory (intercelulárami). Právě absence 

komplementární ztenčeniny v sousedící buňce je zajímavá, protože jednoduché ztenčeniny se 

velmi často vyskytují v páru (tzv. pit-pair). Taková struktura je typická například u buněk 

sklerenchymu a vytváří se obvykle v místech, kde se nachází plasmodesmy. Tím je zajištěna 

kontinuita symplastického transportu mezi sousedícími buňkami, u nichž dochází k ukládání 
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sekundární stěny (Esau, 1953; Fahn, 1990). Nicméně jednoduché ztenčeniny pozorované 

ve středním válci kořenů orchidejí byly orientované do prostoru intercelulár a protoplast buňky 

je v tomto místě od interceluláry oddělen pouze střední lamelou a patrně velice tenkou vrstvou 

primární buněčné stěny. 

V literatuře jsou podobné struktury popisovány jako tzv. blind pits (Esau, 1953; Fahn, 

1990) a pod toto označení jsou zahrnovány ztenčeniny sousedící buďto s intercelulárou, 

s rohem buňky (střední lamelou) nebo slepě s buněčnou stěnou vedlejší buňky (Yang, 1986). 

Sporadicky byly pozorovány v parenchymatických buňkách dřeňových paprsků 

a sklerenchymatických vláknech krytosemenných dřevin (Yang, 1986; Sano et al., 2008). Jejich 

funkce zatím nebyly podrobně zkoumány. 

Ze 14 analyzovaných druhů však interceluláry mezi buňkami středního válce nebyly 

pozorovány u všech. U čtyř druhů, konkrétně D. polybulbon, B. biflorum, P. lorenae 

a A. longiserpens, byl střední válec silně sklerifikovaný a interceluláry nebyly pozorovány 

na žádném z řezů. Pro tyto druhy je společným znakem menší průměr středního válce a zároveň 

všechny disponují poměrně tenkými a krátkými kořeny ve srovnání s ostatními analyzovanými 

druhy podčeledi Epidendroideae. Absence intercelulár (a zároveň i příslušných ztenčenin) by 

tedy mohla být spojena s variabilitou ve velikosti kořenů, nicméně v tomto směru nebyly v této 

práci kořeny kvantitativně hodnoceny. Jediný druh, u kterého byly pozorovány interceluláry 

bez sousedících ztenčenin byl druh V. planifolia. Zde by se opět mohlo jednat o důsledek 

odlišného evolučního vývoje nebo odlišné životní strategie, podobně, jak je diskutováno 

v kapitole Diferenciace kořene. Zároveň ale u tohoto druhu nebyly ve středním válci 

pozorovány jednoznačně fotosynteticky aktivní chloroplasty, což by mohlo naznačovat, že 

přítomnost ztenčenin sousedících s intercelulárami souvisí s výskytem chloroplastů ve středním 

válci. U všech druhů, u kterých byly pozorovány ztenčeniny sousedící s intercelulárami, se 

zároveň vyskytovaly i jednoduché ztenčeniny v páru mezi dvěma sousedícími buňkami, 

ve kterých byly často pozorovány plasmodesmy. 

Kolokalizace intercelulár a ztenčenin může naznačovat jejich možnou funkci. Zdá se 

pravděpodobné, že systém intercelulár a přilehlých ztenčenin by mohl plnit úlohu ve výměně 

plynů ve středním válci. Chloroplasty, které byly pozorovány v této oblasti, se vyskytují 

i ve značně sklerifikovaných a lignifikovaných buňkách, u kterých je průnik plynů skrz silnou 

buněčnou stěnu limitovaný. Ultrastruktura chloroplastů je přitom dobře vyvinutá, což 

naznačuje fotosyntetickou aktivitu. Zároveň se dle kvalitativního pozorování jejich výskyt 
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v této oblasti středního válce nijak výrazně nemění v závislosti na stáří kořene, kdy postupně 

dochází k vývoji apoplastických bariér a sklerifikaci středního válce. Na základě dostupných 

dat nelze jednoznačně odhadnout, jak výraznou bariéru představují apoplastické bariéry kořenů 

orchidejí pro transport plynů. Nicméně, apoplastické bariéry blokují nejen transport roztoků, 

ale také plynů. Například u mokřadních rostlin bylo pozorováno, že hypodermální apoplastické 

bariéry mohou velice efektivně bránit ztrátám kyslíku z kořene (Armstrong et al., 2000; Soukup 

et al., 2007; Kotula et al., 2009) a téměř jisté, že v tom hraje významnou roli suberin (Watanabe 

et al., 2013; Ejiri & Shiono, 2019). Podobně i diferencovaná vrstva endodermis v hlízkách 

na kořenech bobovitých rostlin funguje jako efektivní bariéra pro nežádoucí vstup kyslíku 

do vnitřní oblasti hlízky (Witty et al., 1986; Becana et al., 1995). Lze tedy předpokládat, že 

transport plynů bude apoplastickými bariérami a sklerifikací středního válce výrazně omezen 

i v kořenech orchidejí. Ztenčeniny sousedící s intercelulárami by potom mohly být strukturou 

umožňující průnik plynů do sklerifikovaných buněk. Na druhou stranu je zvláštní, že 

chloroplasty druhů s tenkými kořeny bez intercelulár vypadají na první pohled velice podobně 

jako u druhů s tlustšími kořeny, které mají ve středním válci interceluláry i sousedící 

ztenčeniny. 

5.4 Funkce chloroplastů v kořenech orchidejí 

Pro úvahy o možné funkci chloroplastů může být zajímavá i samotná existence 

intercelulár ve středním válci. Pokud totiž mají interceluláry sloužit k výměně plynů buněk 

středního válce, tak je zcela zásadní otázka, s jakým okolním prostředím tyto buňky plyny 

vyměňují. Jednak je možné, že by chloroplasty ve středním válci sloužily pouze k refixaci 

lokálně respirovaného CO2 a docházelo by tedy pouze k výměně plynů mezi prostorami 

intercelulár a samotnými buňkami. Taková situace by se mohla podobat například tzv. CAM-

idling, kdy dochází pomocí CAM metabolismu k refixaci CO2 v orgánech více méně 

izolovaných od okolního prostředí (Fu & Hew, 1982; Sipes & Ting, 1985). Také je ale možné, 

že budou buňky středního válce vyměňovat plyny buď s jinými buňkami rostliny nebo 

s vnějším prostředím. 

V radiálním směru je střední válec ohraničen dobře diferencovanou endodermis, kterou 

interceluláry neprostupují. Pokud uvážíme pravděpodobnou roli apoplastických bariér 

v blokování difuze plynů (viz výše), tak by mohlo docházet k výměně plynů s buňkami 

primární kůry především skrze propustné buňky, které se v endodermis nacházely ve všech 

analyzovaných pozicích. Možnost difuze plynů v axiálním směru se může jevit na první pohled 
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málo pravděpodobná vzhledem k dlouhé vzdálenosti. Zároveň není známo, zda interceluláry 

středního válce vytváří kontinuum propojené po celou délku kořene. Tuto možnost však nelze 

na základě dostupných dat zavrhnout a transport plynů uvnitř těla rostliny na dlouhou 

vzdálenost by nebyl nic výjimečného. Například aerenchym vodních a mokřadních rostlin může 

transportovat plyny celým kořenem (Colmer, 2002; Soukup et al., 2007). U prýtů epifytické 

orchideje Oncidium 'Aloha' bylo pozorováno zajímavé prostorové rozlišení fotosyntézy a s tím 

související výměna plynů mezi listy a pahlízou pomocí systému aerenchymu okolo cévních 

svazků (Rodrigues et al., 2013). Limitující kapacita tenkých listů orchideje Oncidium 'Aloha' 

pro skladování organických kyselin je kompenzována přesunem skladování do sukulentních 

pahlíz krytých kutikulou. V noci v pahlíze probíhá enzymem PEP-karboxylázou fixace CO2, 

který pochází z listů i z respirace pahlíz (Rodrigues et al., 2013). Během dne poté probíhá 

dekarboxylace organických kyselin v pahlízách a transport CO2 systémem aerenchymu do listů, 

kde vstupuje do Calvinova cyklu (Rodrigues et al., 2013). V listech této orchideje tak vlastně 

probíhá C3 metabolismus, zatímco v pahlízách část CAM související se syntézou a degradací 

malátu. Podobně jako je zde aerenchym zapojen do výměny plynů mezi dvěma orgány, mohly 

by interceluláry ve středním válci umožnit výměnu plynů například mezi kořenovou špičkou 

a staršími částmi kořene, nebo možná i mezi stonkem a kořenem. Tyto možnosti však vyžadují 

experimentální ověření. 

Pokud se vrátíme k hypotetické možnosti výměny plynů radiálním směrem mezi 

středním válcem a primární kůrou, tak bychom mohli uvažovat o subfunkcionalizaci 

chloroplastů v těchto dvou oblastech, která by se mohla podobat výše popsané 

subfunkcionalizaci mezi pahlízami a listy. V tom případě by pozorované rozdíly 

v ultrastruktuře chloroplastů středního válce a primární kůry měly odpovídat výsledkům 

imunolokalizace enzymu PEP-karboxylázy, která byla v této práci na kořenech orchidejí 

provedena zcela poprvé. Předpokládali jsme, že by se enzym PEP-karboxyláza mohl vyskytovat 

pouze v jedné z těchto oblastí, jako je tomu kromě výše zmíněné orchideje rodu Oncidium 

například také u C4 rostlin s věnčitou (Kranz) anatomií listu, kde je enzym PEP-karboxyláza 

přítomný především v mezofylových buňkách a kde se chloroplasty také odlišují svou 

ultrastrukturou (Sage, 1999; Pengelly et al., 2011). O to zajímavější byl výsledek 

imunodetekce, kdy byl pozorován u obou druhů orchidejí (A. javanica, N. spatulata) signál 

pouze v propustných buňkách exodermis a v buňkách přilehlé vrstvy primární kůry. V žádných 

jiných částech kořene ani ve středním válci nebyl signál pozorován. Reaktivita primární 

protilátky anti-PEPC byla ověřena na kukuřici, kde byla podobně jako v jiných studiích PEP-
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karboxyláza lokalizována v mezofylových buňkách, ve kterých u C4 rostlin s věnčitou anatomií 

dochází k primární fixaci CO2 právě tímto enzymem (Pengelly et al., 2011). Díky této pozitivní 

kontrole lze pokládat signál v kořenech orchidejí za relevantní, i když je třeba jisté opatrnosti, 

protože reaktivita primární protilátky detekující PEP-karboxylázu je výrobcem (Agrisera) 

deklarována pro poměrně široké spektrum druhů včetně kukuřice, ale ne konkrétně pro 

orchideje. Z výsledků lze tedy prozatím uzavřít, že pokud se rozdílná ultrastruktura chloroplastů 

středního válce a primární kůry odráží v jejich odlišných funkcích, tak se tyto funkce výrazně 

neliší zapojením enzymu PEP-karboxylázy. Naproti tomu se tím pravděpodobně odlišují funkce 

chloroplastů povrchových vrstev primární kůry od chloroplastů v hlubších vrstvách. 

Pro spekulaci o možném významu pozorované lokalizace enzymu PEP-karboxyláza je 

potřeba uvažovat o vrstvě exodermis, která může hrát v pokročilejších stádiích vývoje roli 

výrazné difuzní bariéry (Peterson & Enstone, 1996). Již bylo zmíněno výše, že například 

u mokřadních rostlin funguje exodermis jako velmi účinná bariéra proti radiálnímu úniku 

kyslíku z kořene (Armstrong et al., 2000; Soukup et al., 2007; Kotula et al., 2009). K výměně 

plynů mezi chlorenchymatickými buňkami primární kůry a okolním prostředím (velamenem) 

tedy může docházet především skrze propustné buňky exodermis. U vzdušných kořenů se 

na základně dosavadních studií předpokládá, že je zde nejčastějším typem fixace CO2 CAM 

metabolismus (Hew & Yong, 2004; Kerbauy et al., 2012), nicméně se zde nachází značné 

množství otevřených otázek souvisejících s kořenovým CAM metabolismem. Například zatím 

nebylo objasněno, jakým mechanismem mohou kořeny bez průduchů docílit nízkých ztrát CO2 

při jeho uvolňování z malátu během dne, a proto byl pro CAM v kořenech orchidejí zaveden 

pojem tzv. astomatální CAM (ang. astomatal CAM; Cockburn et al., 1985). Autoři navrhli 

vysvětlení, že nízké ztráty CO2 mohou být způsobeny určitou rovnováhou mezi dekarboxylací 

malátu a refixací enzymem Rubisco (Cockburn et al., 1985). Imunodetekce PEP-karboxylázy 

v propustných buňkách ale může přinést zcela nový pohled na tuto problematiku. Jestliže je 

výskyt enzymu PEP-karboxyláza zacílen přímo do propustných buněk a jejich okolí, tedy 

k místu vstupu plynů do kořene, mohl by v tomto místě hrát důležitou roli v omezení ztrát CO2 

uvolněného při dekarboxylaci malátu. Zároveň spolu se zábranou ztrát CO2 by PEP-

karboxyláza v propustných buňkách mohla provádět primární fixaci CO2 a radiálně do středu 

kořene by mohly být poté symplastem transportovány vyprodukované metabolity (např. malát) 

podobně jako při C4 metabolismu. V tomto případě by se ale také mohla lišit ultrastruktura 

nejen chloroplastů středního válce a primární kůry, ale i samotné chloroplasty v primární kůře 

by mohly vykazovat subfunkcionalizaci a s ní spojené odlišnosti v ultrastruktuře. V této práci 
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nicméně chloroplasty v povrchových vrstvách primární kůry nebyly studovány. Další potřebné 

informace pro objasnění odlišností ultrastruktury chloroplastů v kořenech by mohla přinést 

například imunodetekce dalších fotosyntetických enzymů (např. Rubisco či 

malátdehydrogenáza). 
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6 Závěr 

I když je v literatuře přítomnost chloroplastů ve středním válci vzdušných kořenů 

popisována zcela výjimečně, jedná se o častý znak. U epifytických orchidejí podčeledi 

Epidendroideae jsem chloroplasty ve středním válci pozorovala u všech zkoumaných druhů, 

takže jsou tu pravděpodobně spíše pravidlem než výjimkou. U zástupců bazální podčeledi 

orchidejí Vanilloideae tento výskyt nicméně nebyl zcela jednoznačný a pozorování přineslo 

mnoho otevřených otázek. U této podčeledi jsem chloroplasty ve středním válci pozorovala 

pouze u některých druhů a je možné, že jejich výskyt zde je u každého jedince či kořene 

specifický. Kořeny tohoto rodu také obsahovaly neznámé organely, které dosud nebyly 

v kořenech popsány. Může se dle dostupných studií jednat například o tzv. fenyloplasty ale také 

třeba o stádia rediferenciace chloroplastů na jiné plastidy. 

Kořeny všech zkoumaných orchidejí vytvářejí výrazné apoplastické bariéry, což může 

chloroplasty středního válce izolovat od primární kůry. Se zvyšující se vzdáleností od kořenové 

špičky se buňky apoplastických bariér (endodermis, exodermis) rychle vyvíjí do terciálního 

stádia a pravděpodobně tak zůstává možný transport plynů pouze skrze propustné buňky. 

Vzorec diferenciace kořenů je u všech druhů shodný, ale kořeny V. planifolia diferencují 

pomaleji než kořeny zkoumaných druhů podčeledi Epidendroideae. Výskyt chloroplastů 

ve středním válci se pravděpodobně se stářím kořene a s vývojem apoplastických bariér výrazně 

nemění, což je zajímavé také vzhledem k výrazné sklerifikaci středního válce. Distribuce plynů 

k chloroplastům v silně sklerifikovaných buňkách by však mohla být umožněna jednoduchými 

ztenčeninami, které sousedí přímo s intercelulárami. Tyto ztenčeniny jsem pozorovala u řady 

druhů podčeledi Epidendroideae. 

Poprvé byl proveden také detailní náhled na ultrastrukturu chloroplastů z oblastí 

středního válce a primární kůry. Chloroplasty středního válce i primární kůry mají dobře 

vyvinutou ultrastrukturu, což naznačuje, že by se mohly uplatňovat ve fotosyntéze. I přesto, že 

bylo provedeno pouze kvalitativní hodnocení, zjistila jsem výrazné rozdíly mezi chloroplasty 

středního válce a chloroplasty primární kůry, takže je pravděpodobné, že se funkce chloroplastů 

v těchto dvou oblastech kořene odlišují.  

Imunolokalizace fotosyntetického enzymu PEP-karboxyláza odhalila u dvou 

zkoumaných druhů její specifický lokální výskyt v oblasti propustných buněk exodermis 

a přilehlých buněk primární kůry. Tento překvapivý výsledek ukazuje, že se nemusí lišit pouze 
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úloha chloroplastů středního válce od chloroplastů primární kůry, ale mohlo by docházet 

k subfunkcionalizaci chloroplastů v rámci primární kůry.  

Z dosavadních výsledků lze vyvodit, že úloha chloroplastů v oblasti středního válce je 

patrně odlišná od úlohy chloroplastů v primární kůře, nicméně je potřeba mnoho dalších 

experimentů pro zodpovězení otázek týkajících se fotosyntézy vzdušných kořenů. V další práci 

se plánuji zaměřit na optimalizaci zpracovávání vzorků na TEM, která by umožnila v první řadě 

nezbytné kvantitativní vyhodnocení ultrastruktury chloroplastů, dále na imunodetekci dalších 

vybraných fotosyntetických enzymů a na biochemické prostudování procesů, které probíhají 

v různých vrstvách kořene. 
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