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Seznam pouzitych zkratek

Zkratka |Néazev Jednotka
A rychlost asimilace CO, pmol-m2s*
Ca koncentrace CO, vné&jsi atmosféry pmol-mol™
Ci koncentrace CO; uvnitf listu pmol-mol™
C. koncentrace CO, v chloroplastu umol-mol™
koncentrace CO; v mezibunétném prostoru na abaxialni strané 1
Co listu pmol-mol
koncentrace CO; v mezibunétném prostoru na adaxialni strané 1
Cq . pmol-mol
listu
d tloust’ka litsu mm
dc tloustka kutikuly um
g vodivost mol-m?2."*
Om mezofylova vodivost mol-m?.s*
Oias mezofylova vodivost v plynné fazi mol-m?2.s*
Jiig mezofylova vodivost v kapalné fazi mol-m?2.s*
LMA mnozstvi listové susiny na jednotku plochy mg-cm™
P propustnost kutikuly pro vodu m-s™
PAR fotosynteticky aktivni radiace pmol-m?s™
PPFD hustota toku fotoni v oblasti fotosynteticky aktivniho zateni | umol-m™®s™
r difuzni odpor m?-s-mol™
SD priiduchové hustota mm’
Sl praduchovy index %
VPDB Vienna PeeDee Belemnite, standard
2c,®Cc  |stabilni izotopy uhliku liSici se obsahem 1 neutronu
5 izotopovy pomeér, vyjadiuje mnoZstvi izotopu vzhledem ke
standardu
y izotopovy pomér, vyjadiuje zménu izotopového signalu v
produktu oproti substratu




1. Uvod

Primarni karboxyla¢ni enzym Cj rostlin, Rubisco, ma pomérné¢ malou afinitu k oxidu
uhli¢itému. Navic ma kromé karboxylac¢ni také oxygenacni aktivitu, tedy mize vazat misto
oxidu uhli¢itého kyslik. Dusledkem toho funguje i pfi soucasné zvySujici se atmosferické
koncentraci CO, z méné neZ jedné poloviny své maximalni karboxyla¢ni kapacity. Transport
CO, z atmosféry napfic¢ listem a jeho dostatecna koncentrace v chloroplastech listu je jednou z
hlavnich limitaci rychlosti fotosyntézy a ristu rostlin, ktera vytvaii na rostliny selekéni tlak pro
pfizpusobeni anatomie listu k dosazeni vyssi koncentrace CO, v okoli enzymu Rubisco. Je proto
tieba dobie porozumét mechanismim toktit CO, napii¢ listem a také difuznim odporum, které

musi pfekonat.

Tato prace navazuje na pilotni studii provadénou Santria¢kem a kol. (nepublikované data),
ktera se zabyvala méfenim poklesu koncentrace CO; béhem transportu mezibunéénymi prostory
napii¢ hypostomatickym listem. Metoda je =zalozena na méfeni izotopového sloZeni
kutikularnich membrén a kutikularnich voska izolovanych z opaénych stran listu 39 rostlinnych
druhii. V 70-ti % ptipadi byl naméfen pokles koncentrace CO, mezi mezibunéénym prostorem
u abaxialni (priduchové) a adaxialni (nepriiduchové) strany listu a prumérny pokles koncentrace
byl 2 % napfi¢ rostlinnymi druhy a ¢eledémi. V této navazujici studii jsem chtéla zjistit, zda je
tento pokles koncentrace ovlivnén anatomickou strukturou listu, potaZmo vnéjSimi podminkami

(pfedevsim ozafenosti), které strukturu listu moduluyi.

1.1 Transport oxidu uhli¢itého listem

Pii procesu fotosyntézy musi byt oxid uhli¢ity transportovan z atmosféry az do stromatu
chloroplastu, kde dochazi k jeho zabudovani, tedy ke karboxylaci. Mechanismem transportu je
difuze. B&hem této cesty je tok CO, limitovan fadou difuznich odpora®. Prvnim z nich je odpor
hrani¢ni vrstvy, jedna se o vrstvu vzduchu u povrchu listu, kde je proudéni vzduchu laminarni
a transport latek pomalejsi nez v okoli. U nab&ézné hrany (okraje) listu je tloustka hrani¢ni
vrstvy nejmensi a roste ve sméru toku aZ k maximalni hodnoté v misté, kde proud vzduchu

opousti list. Smérem kolmo od povrchu listu stoupa rychlost proudéni vzduchu exponencialné,

! Difuze je pfirozeny proces prechodu latky z prostiedi se svou vyssi koncentraci do prostiedi s nizsi
koncentraci, v nasem ptipadé jde o difuzi plyni, hlavné CO, a vodni pary. Ty mohou b&hem své cesty narazit na
pfekazku, kterou je tieba prekonat a ktera se charakterizuje difuznim odporem (r). Difuzni odpor je definovan jako
velikost hnaci sily transportu, v tomto piipadé jde o rozdil koncentraci, 4¢ (napt. v pmol CO,-mol™) na jednotku
toku F (napf. v umol CO,-m?s™). Jednotkou difuzniho odporu je pak m?s-mol™. Castéji nez odpor se dnes
pouziva jeho obracena hodnota, difuzni vodivost g, vyjadfovana napf. v mol-m2-s™,
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objevi se turbulentni proudéni a ve vétsi vzdalenosti je jiz rychlost proudéni shodna s okolim.
Protoze vlastnosti hrani¢ni vrstvy nejsou v ramci listu homogenni, pro matematické vypocty se
uziva dohodnuta zastupna veli¢ina, tzv. G¢inna tloustka hrani¢ni vrstvy, coz je tloustka vrstvy
nehybného nebo c¢isté laminarné proudiciho vzduchu. Velikost U¢inné tloustky je nepiimo
umérna rychlosti vétru a pfimo imérna velikosti listu. V1iv hrani¢ni vrstvy na celkovy transport
CO, byva v piirodnich podminkach maly a ¢asto je zanedbavan (Nobel 1991). Dalsimi, jiz
znaénymi, limitacemi jsou difuze skrz pruduchy a transport CO, v listu. Transport v listu
zahrnuje cestu z podpraduchové dutiny pfes mezibunéény prostor, pies bunéfnou sténu,
cytoplasmatickou membranu, cytosol buniky, membrany chloroplastu a nakonec az do stromatu
chloroplastu (obr. 2) (Evans and vonCaemmerer, 1996) (Neuwirthova 2012). Série difuznich
bariér je Casto vyjadifovana jako fada odport, protoze ale dale popisuji difuzi CO, v kontextu
toktl, pouzivam dale veli¢inu vodivost (g), ktera je k odporu inverzni (g = 1/R) a tok se s ni méni

pfimo umérné.

Obr. 1: Schéma difizni cesty CO, z okolniho vzduchu (C,) pfes priduchy (Cs) a mezibun&ény prostor (C;) do
chloroplastu (C,). Znazornéna je i vodivost hrani¢ni vrstvy (gy), priduchova vodivost (gs) a mezofylova vodivost
(9m). Tti slozky mezofylové vodivosti jsou v detailu zobrazeny v pravé ¢asti obrazku — vodivost skrz mezibunéény
prostor (Qias), vodivost skrz bunéénou sténu (gcy) a vodivost do chloroplastu (gcn) (Hisem, 2011)

1. 1.1 Priduchova vodivost
Priduchy jsou utvary na pokozce listu tvofené dvojici svéracich bun€k a umoziuji rostling
kontrolovat vydej vody a pfijem oxidu uhli¢itého. Tato regulovatelna bariéra umoZiiuje udrzovat

vV rovnovaze dostatecny piijem CO; a soucasné piijatelnou ztratu vody behem transpirace.



Velikost pruduchové §térbiny je ovliviiovana rozdilem turgoru ve svéracich burnikach a
V podptirnych buiikach. Je zndmo hned nékolik mechanizmt regulace a to jak vnéj$imi faktory,
tak vnitin¢ fyziologicky. Jedna se o reakci priiduchli na Cervené a modré svétlo, na zménu
koncentrace CO, v mezibunééném prostoru, vliv vlhkosti vzduchu nebo reakci na pritomnost

fytohormonu kyseliny abscisové (Prochéazka et al., 1998) (Neuwirthova, 2012).

Vodivost priducht (gs) je veli¢ina imérna velikosti priiduchové stérbiny a poctu priduchi
na jednotku plochy lista. Z anatomickych parametri praduchi lze tuto vodivost podle

nasledujici rovnice pocitat (Weyers and Meidner 1990):

efektivni difuzni koeficient:frekvence priduchi-plocha poéru Rovnice 1
= ovnice
Is hloubka péru+"koncova korekce"

Vysledky ztéchto vypocti jsou srovnatelné s méfenim @5 pomoci porometru
(Vangardingen et al., 1989). Nicmén¢ i pfes Castecné Gspésné pokusy o mechanistickou predikci
otevieni pruducht na zakladé parametru prostiedi (napi. (Collatz et al., 1991) zatim neexistuje
spolehlivy model, ktery by dynamiku pohybu praducht a jejich reakce na vnéjsi prostredi

popisoval univerzaln¢.

Otevirani pruduchi (a tedy zvySovani gs) je indukovano modrou a ¢ervenou slozkou PAR
(photosynthetically active radiation) (Serrano et al., 1988; Frechilla et al., 1999; Kinoshita and
Shimazaki, 2001; Briggs and Christie, 2002; Roelfsema et al., 2006; Lawson, 2009). Modra
slozka aktivuje H'-ATPazu v plazmatické membrang, dojde k hyperpolarizaci membranového
potencidlu spolu se soubéznou acidifikaci apoplastu, coz vede k piesunu draselnych iontd skrz
napétové ovladané K'- kanaly. Tim dojde k poklesu vodniho potenciélu a k naslednému nasani
vody. Zvétsi se objem vakuol a diky specifickému, asymetrickému uloZeni mikrofibril
vV bunéénych sténach pruduchi dojde ke zvétSeni priduchové stérbiny (Shimazaki et al., 2007).
Reakce praduchii na ¢ervenou slozku PAR je zifejmé sptfazena s procesem fotosyntézy. Tato
reakce mtze byt potlacena pomoci DCMU [3-(3,4-dichlorofenyl)-1,1-dimethylurea], inhibitoru
fotosystému PSII (Olsen et al., 2002). Za fotoreceptor této reakce je povazovan chlorofyl
(Zeiger et al., 2002).

Také je obecné znamo, ze se zvySujici se koncentraci CO, dochazi ke snizovani
praduchové vodivosti a existuji dveé teorie vysvétlujici tento jev. Jedno z moznych vysvétleni je
pomoci zeaxantinu, jehoZ koncentrace je zavisla na PAR a C; (koncentrace CO,

v podpruduchové duting), a ktery ovliviiuje v zavislosti na své koncentraci citlivost na modrou
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slozku PAR (Zeiger et al., 2002). Druha teorie je zalozena na pozorovani, ze ATP vzniklé pii
fotosyntéze se piesouva z chloroplast priduchéi do cytosolu, kde aktivuje H® pumpu
plasmatické membrany (Serrano et al., 1988). Mnozstvi ATP (stejné jako zeaxantinu) se zvysuje
se zvySujicim se pH tylakoidd (tim padem i se zvySujicim se PAR). Naopak pfi zvySené aktivité
Calvinova cyklu koncentrace ATP klesa (tudiz i s rostoucim C;) (Buckley et al., 2003).
Pravdépodobné ale je, Ze se jedna o dva mechanismy fungujici zaroven (Messinger et al., 2006)
(Neuwirthova 2012).

1. 1. 2 Mezofylova vodivost

Mezofyl je zékladni pletivo v listech umisténé mezi dvéma listovymi pokozkami. Jedna se o
hlavni fotosyntetické pletivo rostliny, do jehoz bun€k a chloroplastd v nich musi CO,
proniknout. Mezofylova vodivost (gm) zahrnuje difuzi CO, mezibunéénym vzdu$nym prostorem
(slozku Qias, Kde ias oznacuje intercellular air space) a bunéénymi strukturami (giiq, kde lig
znamena ,,v kapalné fazi“) az do mist karboxylace v chloroplastu a je dnes povazovana za
vyznamny faktor limitujici fotosyntézu (Evans et al., 2009). Slozka gias je vétSinou povazovana
za malou ve srovnani s giig, proto vétsina praci zkouma posledné jmenovanou a gjig se obcas

ztotoziuje s gm. Této konvence se drzim i v nésledujici podkapitole.

Mezofylova vodivost pro CO, v kapalné fazi, gjiq:

Mezofylova vodivost je kone¢na a proménna, a hraje kliCovou roli v limitaci fotosyntetické
produktivity (Niinemets et al., 2009). Velké variabilita v g, byla naméfena mezi odlisnymi
druhy, listovymi formami anebo stanovisti, kde rostliny rostly (Flexas et al., 2008; Warren,
2008). Zatimco rychlé zmény gn, V reakci na ménici se podminky jsou pravdépodobné zavislé na
biochemickych faktorech, jako je zména propustnosti membran pro CO; zprostiedkovana
aquaporiny (Hanba et al., 2004; Flexas et al., 2006b), maximalni g, se zda byt odvozena od
anatomickych vlastnosti listu (Niinemets et al., 2009; Tosens et al., 2012). Zjevny je negativni
vztah mezi specifickou hmotnosti listu (LMA, leaf dry mass per area; tj. hmotnost susiny listu
vztazend na plochu listu; g'm'z), ktera je vétsi u listl s robustngjsi stavbou, a gm zplsobeny
velkym poklesem koncentrace CO; pfi cesté z podpriduchové dutiny do chloroplastu (Flexas et
al., 2008; Niinemets et al., 2009). LMA je uréovana dvéma slozkami: tloustkou listu a hustotou
listu (Dy, leaf density; g-cm™). Tomés a kol (2013) udé&lali studii na 15 rostlinnych druzich,
méfili anatomické vlastnosti listd a mezofylovou vodivost. Jejich vyzkum ukézal pozitivni vztah

mezi LMA a D, (oproti slabé korelaci s tloustkou listu). Popsali také pozitivni vztah (S¢/S)/D. a
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gm @ negativni vztah gm/(S¢/S) a Tew (S¢/S = povrch chloroplastti vystavenych mezibunéénému
prostoru; Tey = tloustka bunééné stény) Také podle dalsich studii muzou byt T, nebo
membrany chloroplastd zna¢né limitujicim faktorem pro gn (Terashima et al., 2011).
V klasickych modelech je vétSinou zanedbavan tieti, lateralni, rozmér listu, avSak s ohledem na
to, ze oteviené pruduchy zabiraji na plose listu pouze 0,5-1,5 % (Wilmer and Fricker 1996) jsou
néktefi védci toho nazoru, ze difuze CO, mezibunénymi prostory jsou (obzvlasté u

hypostomatickych rostlin) piili§ zjednodusovana (Parkhurst, 1994; Morison and Lawson, 2007).

Jak ale bylo jiz napsano, mezofylova vodivost je dynamickd proménna, ktera je variabilni
v zavislosti na environmentalnich podminkach a muze se ménit v reakci na abiotické i biotické
podminky rustu (Flexas et al., 2008). Jiz dlouho je znam pokles gn V reakci na vodni stres
(Jones, 1973), na nizkou dostupnost dusiku (Evans and Terashima, 1988), vysokou nadmotskou
vysku (Vitousek et al., 1990) nebo na salinitu (Bongi and Loreto, 1989). Byl prokazan i vliv
aplikace kyseliny abscisové (Flexas et al., 2006a) nebo virové infekce (Sampol et al., 2003).
Vztah mezi intenzitou ozafeni (PPFD, hustota toku fotond vinové délky 400-700nm) a zménou
koncentrace CO; neni zcela jisty. EXistuji prace popirajici tento vliv (Tazoe et al., 2009) i prace
poukazujici na tento vliv. Skupina kolem Flexase (2007) provadéla méteni vlivu gy na Ci.
Z jejich vysledkl vyplyva, ze se zvysujici se C;j klesa gm. Tento vysledek byl naméten u vice
rostlinnych druhti (Arabidopsis thaliana, Limonium gibertii, Nicotiana tabacum, Vitiis
berlandierixVitis rupestris, Cucumis sativus, Olea europaea). Provedli také méfeni s mutanty
tabaku se zvySenou expresi aquaporinu NtAQP1, s non-sense mutaci a s kontrolnimi rostlinami
a opét zjistili nepiimou zavislost gn, na Ci. K obdobnému vysledku dosli i During (2003) a Vrabl
a kol. (2009). Rozdilné vysledky by mohly byt zptisobené metodikou vypoctu gm. Tholen a Zhu
(2011) vypracovali 3D model difuznich reakci, brali tedy v Gvahu i vzajemnou prostorovou
blizkost a interakci chloroplastii a mitochondrii. Do vypoctu gny zahrnuli slozku (foto)respirace,
pfi niz se zvySuje koncentrace CO; V blizkosti chloroplastii. Podle tohoto modelu je gn na

koncentraci CO; citliva avSak ne tak vyrazné jak ukazuje Flexas (2007) nebo Vrabl (2009).

JelikoZ je gm dynamicka veliina, musi existovat n¢jaky regula¢ni mechanismus. Jsou zde
ziejme piitomny pienasece pro CO,, cemuz nasvédCuje reakce gm na zménu teploty. Pokud by
zde Zadné pienaSece nebyly a CO; by bylo pfenaSeno pouze prostou difuzi, pak by teplotni
koeficient (Q10) pro gm byl blizky koeficientu difuze CO, ve vod¢ (tedy 1,25 pii 25°C).

Bernacchi a kol. (2002) méfili teplotni zavislost mezofylové vodivosti a vypocetli hodnotu Qg



(v rozmezi 10°C az 35°C) 2,2. Diskutuje se o dvou moznych ptenase€ich: anhydraze kyseliny
uhli¢ité (CA) usnadiujici pienos CO, do chloroplast (Tsuzuki et al., 1985), nebo aquaporinech

zvysujicich propustnost bunéénych membran pro CO, (Terashima and Ono, 2002).

Je tedy evidentni, Ze gm (j. Qiiq) neni kone¢né dand, ale méni se jak v delSim casovém
méfitku (dny, tydny), tak vrychlych reakcich (minuty, hodiny) v zavislosti na mnoha
enviromentalnich proménnych, napf. svétle, teploté, dostupnosti vody a koncentraci CO,. Tim je
rostlina schopna regulovat proces fotosyntézy v reakci na prostiedi. Nicméné mechanismtim,

které za témito reakcemi stoji, doposud plné nerozumime (Neuwirthové 2012).

Mezofylové vodivost pro CO, v plynné fazi, gjas:

Oxid uhli¢ity musi difundovat z podpriduchové dutiny klikatymi cestiCkami mezibunééného
prostoru az kpovrchu bunék absorbujicich slune¢ni zafeni. VétSina rostlin ma listy
hypostomatické, tedy s priduchy pouze na spodni stran¢ listu, takze CO, musi doputovat pres
celou jeho tloustku az kvrchni vrstvé bunék palisadového parenchymu (Evans and
vonCaemmerer, 1996). Difuzni odpor pro CO, muze byt i) V horizontalnim sméru, tedy

s omezenou lateralni difuzi, nebo ii) ve vertiklnim sméru, s omezenou difuzi napfic listem.

i) Lateralni difuze: Nekteré rostliny maji vybézky cévnich svazku az k obéma pokozkam,
a vytvaii tak fyzickou bariéru pro lateralni difuzi plynt uvnitt listu. Tim se vytvari
oddélené kompartmenty ,,obsluhované* co do vymeény plynt vlastni skupinou praduchi

v a hermeticky izolované od
vedlejsich kompartmentd.

Takovy list se nazyva

' " heterobaricky (ptikladem

heterobarickych  rostlin  jsou

Y vinna réva, Vitis vinifera; fepen

durkoman, Xanthium strumarium

‘/ . nebo  slunecnice, Helianthus

annuus, viz obr.2). Vétsina

rostlin Uplné bariéry nevytvari,

Obr. 2: Polotenky fez listem heterobarické rostliny slunec¢nice roéni jsou tedy homobarické.
(H. annuus). Sipka oznauje vybézek cévnich svazkl zasahujici k obéma . 5 o
pokozkam, ktery tak vytvaii hermeticky izolované kompartmety. Pfiprava V ptipadé nerovnomerne

vzorku viz Material a metody.



pruduchové vodivosti mize piitomnost kompartmenti vést k nejednotné koncentraci
COg v listu (Terashima, 1992).

i) Vertikalni difuze: U amfistomatickych rostlin (s praduchy na obou stranach listu) je
mozné mefit C; v podpriduchovych dutindch odd€lené na adaxialni a abaxidlni strané
listu. Rozdil v téchto hodnotach je zavisly na rychlosti fotosyntézy a velikosti gs a také
na mife rychlosti difuze CO; napfi¢ listem. U takovychto méfeni, pii koncentraci CO,
350 umol-mol™ ve vné&jsi atmosféfe, byl nalezen rozdil v Ci mezi adaxiéalni a abaxialni
stranou listu 0-20 umol'-mol™ (Mott and Oleary, 1984; Wong et al., 1985a; b; Parkhurst
et al., 1988). Dalsi mozny zpusob méfeni giss je porovnani vymény plynt ve vzduchu a
v heloxu (atmosféra, kde je dusik nahrazen heliem). Difuze v heloxu je 2,3x rychlejsi nez
ve vzduchu, takze Qiss je Vtakové atmosféfe vétsi. Vyssi vodivost vede k navyseni
rychlosti fotosyntézy pfi stejném C; v podpraduchové dutiné (Parkhurst and Mott, 1990).
Santri¢ek a kol. (nepublikovana data) vyvinul zplsob vypoétu Qias zaloZeny na

izotopové frakcionaci uhliku.

1. 1. 3 Stabilni izotopy uhliku *C a *C

Izotop je z definice nuklid v rdmci souboru nuklidd jednoho chemického prvku. Jadra vSech
izotopi daného prvku obsahuji stejny pocet protond, ale lisi se poftem neutronti. Maji tedy
stejné atomové Cislo, ale 1isi se hmotovym ¢islem a tim i atomovou hmotnosti. Tyto izotopy
mohou byt bud’ stabilni (jejich polocas rozpadu je del§i nez 10 let) anebo radioaktivni (jadra

téchto izotopl se samovoln¢ rozpadaji a emituji pti tom radioaktivni zareni).

V atmosféfe se vyskytuje 98,89 % uhliku ve formé& izotopu **C a zbylych 1,11 % ve formé
t&z3iho izotopu *C. Prvni publikace popisujici nizsi obsah t&zsiho uhliku v rostlinnych tkanich
(v poméru k neorganickym materialim jako je vapenec) pochazejici jiz z roku 1939 byla
napsana fyziky Nierem a Gulbransenem. Cesta odhaleni pfi¢iny tohoto ochuzeni nebyla
jednoducha, piedchazelo mu zdokonaleni analytickych technik a takeé objev C4 a CAM typu
fixace uhliku (Kortscha et al., 1965; Hatch and Slack, 1966). Koncem 70-tych let jiz bylo jisté,
ze k ochuzeni dochazi ptedev§im béhem karboxyla¢ni reakce, ale ¢astecné také vlivem difuze
CO; pies pruduchy a dale skrz mezofyl az do chloroplasti. Farquhar a kol. (1982) ukézal na
korelaci izotopového poméru s koncentraci CO, v mezibunéénych prostorech, a Ze mira
ochuzeni souvisi s environmentalnimi podminkami. Toto zjisténi otevielo mnoho moznosti

vyuziti v oborech fyziologie, ekofyziologie nebo agronomie.



Bé&hem cesty oxidu uhli¢itého z atmosféry az do chloroplastii se méni pomér forem *CO,
a ?CO,, dochazi tedy ke zm&né izotopového signalu. Obsah jednotlivych izotopi je méfitelny,
oznaluje se feckym pismenem &, vyjadiuje mnozstvi izotopu *C vzhledem ke standardu a

udava se v promilich (viz rovnice 2) (Urey, 1948).

§13C = (22— 111000 (%o) Rovhice 2

Rstandard

Izotopovy pomér mulze byt vyjadien také jako velkd delta A, kterd vyjadiuje zménu
izotopoveho signalu v produktu (tedy rostlin€) oproti vychozimu substratu (tedy atmosféie).
Oproti 3, 4 neni odvozena od standardu. Zname-li hodnoty 6 rostliny a atmosféry, mizeme

vypocitat 4 podle vztahu (Farquhar and Lloyd 1993):

P}
A= 1a+6 L2 Rovnice 3
P

V ptipad¢ rovnice 3 jsou d brany jako pomérna ¢isla, a ne promile.

Tato zména je zpusobena i) kinetickou izotopovou frakcionaci CO; béhem difuze;
molekuly CO, se dostavaji z atmosféry dovniti listi difuzi skrz praduchy, tézs§i molekuly
difunduji pomaleji nez leh&i, coz zptisobuje ochuzeni v mnozstvi *CO,, které se da vygislit
frakciona¢nim faktorem &5 = 4,4 %o (Oleary et al., 1981). V piipad¢ difuze v hrani¢ni vrstvé je
vlivem laminarniho proudéni frakcionacni faktor mensi, podle empirického méfeni je

Eh = 2,9 %o.

i) k malé frakcionaci dochazi také béhem rozpousténi CO; ve vodé nutné pro transport

skrz buné¢nou sténu (es = 1,1 %o) a p¥i difuzi uvniti bunky (e, = 0,7 %o) (Oleary et al., 1981)

iii) Kkinetickou izotopovou frakcionaci béhem fotosyntetické fixace CO;; enzym
Rubisko (ribuloza-1,5-bisfosfat karboxylaza oxygenaze) zprostiedkovava ve stromatu
chloroplasti navazani molekuly CO, na pétiuhlikaty cukr ribuloza-1,5-bisfosfat. Vlivem
jednoho neutronu navic méa *CO, mensi pravd&podobnost nasednuti do reakéniho centra
Rubisko a produkt je proto ochuzen o “*C s faktorem 29 %o (¢» =29 %o). Tento zpiisob
karboxylace je pfitomen u tzv. Cs rostlin, ale i u nich je pfiblizné¢ 10% uhliku ziskano pomoci
jiného karboxyla¢niho enzymu, nazyvaného fosfoenolpyruvat karboxyldza (PEPC). Ten ma
frakcionacni faktor mnohem mensi, kolem 2 %o, a proto je n€kdy pii vypoctech diskriminace
uhliku v Cs rostlinich pouzivana pramérna vazena hodnota frakcionaéniho faktoru

fotosyntetické karboxylace eg = 27 %o (er =30 %o" 0,9 + 2 %0 * 0,1 = 27,2 %o) (Oleary 1993).
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Tento frakcionac¢ni faktor neni vibec, nebo jen minimalné zavisly na koncentraci CO,, pH
(Roeske and Oleary, 1984) nebo na teploté (Christeller et al., 1976). Presto je variabilita
diskriminace mezi rostlinnymi druhy i mezi jedinci zna¢na. Vogel (1980) porovnal 351
rostlinnych druhi, u Cs rostlin byla naméfena 8*3C v rozpé&ti -22 %o a -34 %o, u C4 rostlin to byly
hodnoty -9 %o az -16 %eo.

Tyto rozdily byly jiz v 80-tych letech pfisouzeny odrazu vnéjSiho prostiedi, které
ovlivituje koncentraci oxidu uhli¢itého uvnitt listu (C;). Farquhar, Oleary a Berry (1982)

odvodili vztah mezi 4 a pomérem C, (koncentrace CO, v atmosféte) ku C; (rovnice 4).
Ca—Ci

C.
+ b - Rovnice 4
a Ca

AB3C =a-

Vysledna rovnice nese tyto piedpoklady: Vnitini transportni vodivost listu pro CO, je
nekone¢né velka (a tedy koncentrace CO; Vv intercelularnich prostorech C; je stejna s koncentraci
v misté¢ karboxylace uvnitt chloroplastii C;); vodivost hrani¢ni vrstvy vzduchu nad listem je
velka a C, je proto velmi blizka koncentraci na povrchu listu Cs; piispévek fotorespirace a
respirace k izotopové diskriminaci je zanedbatelny. Z rovnice 4 je tedy zfejmé, Ze odchylka (A)
V izotopovém sloZeni uhliku mezi atmosférou okolo listu a asimilaty (napf. celuldzou) je zavisla
na jedinem fyziologickém parametru, a to na koncentraci CO; uvnitf listu. Misto celulézy jsem
Vv této praci pouzila kutikularni membrany a epikutikuldrni vosky izolované z opaénych stran
hypostomatickych listi a stanovovala jsem v nich zastoupeni stabilnich izotopti uhliku jako

ukazatel rozdilu v koncentraci CO; napftic listem (viz metody).
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1. 2 Kutikula, jeji struktura a funkce

VétSina epidermélnich bunék nadzemnich ¢asti vyssich rostlin (tedy listy, plody, nezdievnatélé
stonky) jsou pokryty souvislou extracelularni membranou tvofenou rozpustnymi a
polymerizovanymi lipidy zvanou kutikula nebo kutikularni membrana. Kutikula byva také ¢asto
nazyvana ,,rostlinnou kuzi“ a také puvod slova vychazi z latinského cuticula, tedy ,,tenka ktze*
(Heredia, 2003). Vyvoj kutikuly je spojen se zacatkem kolonizace souSe rostlinami. Spole¢né
s evoluci priiduchtli, mezibunécného prostoru ve fotosyntetizujicim mezofylu a vyvojem floému
a xylému umoznuje rostlinam existenci v homoiohydrickém stavu (Edwards, 1993). Nejstarsi
paleobotanické zaznamy o vyskytu kutikuly pochazi z pielomu svrchniho siluru a spodniho

devonu, tedy z obdobi pied pfiblizné 400 mil. let (Ewbank et al., 1996).

Funkce kutikuly jsou rozliéné, pomaha piedchazet jak abiotickému, tak biotickému stresu.

Avsak n€kdy jdou zajmy rostliny proti sobé. Mezi hlavni funkce kutikuly patfi:

Kontrola transpirace vody — Piechod rostlin na sous byl podminén vyvojem kutikuly a je
s ni tedy spojena moznost terestrického zptsobu zivota. Pro rostlinnou existenci je esencialni
udrzovat v tkanich turgor, tedy udrZovat rovnovdhu mezi ztratou vody transpiraci a pfijmem
vody kofeny. Transpirace nadzemnich rostlinnych organt je limitovdna kutikulou a fizena
pruduchy (Schonherr and Merida, 1981; Riederer, 1991; Kerstiens, 1996; Schreiber and
Riederer, 1996).

Kontrola vymeény plynii — Pokud jsou priduchy zaviené (coz se déje v priméru 12 hodin
denn¢), kutikula omezuje ztratu a ptijem plynt mezi rostlinou a atmosférou. To plati nejen pro
vodni péru, ale také pro plyny jako jsou oxid uhli¢ity, kyslik, anorganické plynné polutanty a
t€kavé organické latky jako terpeny (Lendzian and Kerstiens, 1991; Kerstiens et al., 1992).
V ptipad¢ silné lipofilnich organickych vyparl je preferovana cesta skrz kutikulu i v dobé

otevienych praduchu (Riederer 1995).

Transport lipofilnich latek — Pies kutikulu se transportuji lipofilni organické latky mezi
nadzemnimi ¢astmi rostlin a atmosférou. Vsechny lipofilni slouceniny s nizkou tékavosti musi
byt transportovany skrz kutikulu. Cesta skrz pruduchy je bud’ velmi omezena, nebo dokonce
nemozna (Buchholz and Schonherr, 2000).

Odpuzovani vody a necistot — Vrstvicka vody na povrchu listu mize mit negativni vliv na

rostlinu; mize skrze ni dochazet k Gniku iontti a polarnich organickych latek, také vytvari
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idealni prostiedi pro kolonizaci mikrobu typu fytopatogennich bakterii nebo parazitickych hub
(Kolattukudy et al., 1987). Avsak rostliny maji typicky nesmacéivou kutikulu, kterd vodu
odpuzuje (minimalizuje sty¢nou plochu mezi listem a vodou), pfispiva k rychlému uschnuti listu

(Holloway, 1969; Barthlott and Neinhuis, 1997) a zabranuje infiltraci vody do listu.

Ochrana proti vysoké intenzité zdareni — Fotosynteticky aparat vyssich suchozemskych
rostlin vyuziva sluneéni zafeni zhruba v oblasti 400-700 nm, nicméné cely aparat je velmi
citlivy na nadmérné ozafeni. Jednim z ochrannych mechanismu je husta vrstva epikutikularnich
voski tvoricich krystaly, které zvysSuji rozptyl a odraz dopadajiciho zafeni. Dale se rostliny
potykaji s dopadem UV zafeni, tedy radiace o vlnovych délkach 280-400 nm. Ptitomnost
kutikuly je jednim z mechanismu, jak se s timto stresovym faktorem vypotadat, protoze kutikula
obsahuje latky absorbujici UV zafeni (Krauss et al., 1997; Baur et al., 1998; Long et al., 2003;
Kolb and Pfundel, 2005).

Mechanicka ochrana — V nékterych piipadech mechanické vlastnosti kutikuly zpeviuji

dalsi struktury jako bunécnou sténu. Jednd se naptiiklad o kutikulu plodu rajcete nebo tfesni

(Matas et al., 2004).

Uloha p¥i vyvoji rostlin — Kutikula hraje zasadni roli pfi vyvoji rostliny. U mutant(
s defektnim vyvojem kutikuly dochédzelo k morfologickym abnormalitam jako spojeni organt
(Lolle et al., 1998).

Misto biotickych interakci — povrch kutikuly vyssich rostlin (fylosféra) je mistem vétSiny
nadzemnich interakci s mikroskopickymi organismy (tedy s bakteriemi, kvasinkami ¢i
houbami). Vlastnosti kutikuly ovliviluji ptilnavost organismu, rozpoznani a kolonizaci fylostéra
¢i dostupnost zivin a vody. V pfipad€é patogenli poskytuje kutikula naopak mechanickou

ochranu proti jejich invazi (Mendgen et al., 1996; Serrano et al., 2014).

1. 2.1 Struktura rostlinné kutikuly

Kutikula je extracelularni produkt epidermis tvofici pruhledny film sestavajici z polymernich
esterd, lipida a amorfnich a krystalickych voski (Samuels et al., 2008). Na listu najdeme
kutikulu na jeho adaxialni (svrchni) i abaxialni (spodni) stran¢. Kutikula lemuje praduchovou
Stérbinu a zasahuje také do podpraduchové $térbiny, kde pokryva volné epidermalni bunky (ale

nikoliv mezofyl) (Osborn and Taylor, 1990).
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Podle struktury miizeme kutikulu rozdélit na dvé ¢asti: 1. vrstva prekryvajici bunééné
stény epidermis (Cuticular Layer) bohatd na kutin a monomery glycerolu a je doplnéna
intrakutikularnimi vosky; 2. vrstva prekryvajici kutikularni matrix tvofena epikutikularnimi
vosky (Cuticle Proper; viz obr. 3) (Yeats and Rose, 2013).

Obr. 3: Struktura rostlinné kutikuly. Schematicky diagram zndzortiujici bunénou sténu a na ni jednotlivé slozky
kutikuly — epikutikularni vosky (EW); vlastni kutikulu (cuticle proper - CP) obsahujici epi- a intrakutikularni vosky
a kutin; kutikul&rni vrstvu (Cuticular layer CLa) skladajici se z intrakutikularnich voski, kutinu a polysacharidd;
epidermalni butiky (EC); svéraci buiiky (GC) a praduchovy pér (ST) (Shepherd and Griffiths, 2006)

Kutin tvofi 40 az 80% celkové hmotnosti kutikuly, z chemického hlediska jde o sit’
oxidovanych Cis a Cig mastnych kyselin spojenych esterovou vazbou, podstatnou slozkou
mohou byt také glycerol a dikarboxylové kyseliny (Nawrath, 2006). Tyto esterové vazby mohou
byt jednoduse rozruseny napiiklad saponifikaci. Jednotlivé monomery jsou nejcastéji tvofeny m-
hydroxykyselinami, casto sjednou ¢i dvéma pifidanymi hydroxyl nebo epoxy skupinami
uprostied uhlikatého fetézce. Prestoze je ve slozeni monomera kutinu v ramci rostlinné fise jista
variabilita, je velka ¢ast biosyntetické drahy totozna (Yeats and Rose, 2013). Biosyntéza zacina
de novo syntézou mastnych kyselin v plastidech epidermalnich bunék (viz obr. 4). Ty jsou pak
transportovany do ER, kde se nachazi dalsi tfi kroky syntézy: syntéza acyl-CoA, m-hydroxylace
a hydroxylace stfedni ¢asti uhlikatého fetézce. Pfesné potadi reakci neni zatim znamo, avSak -

hydroxylace pravdépodobné predchazi dalsi hydroxylaci (Li-Beisson et al., 2009).
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Obr. 4: Schéma syntézy kutikularnich voskd a kutinu. Modfe jsou popsany geny zahrnuté v dané draze, cervené
jsou oznaceny produkty typicky se vyskytujici ve smési kutikularnich voski (Yeats and Rose, 2013)

Nasyntetizované prekurzory kutinu (stejné€ jako voskil) musi byt exportovany z ER pfes
plazmatickou membranu a polysacharidovou bunécnou sténu az do vytvarejici se kutikularni
membrany. Mechanismus tohoto transportu je prozatim malo prozkoumany, avSak vi se, ze
transportu voskil 1 prekurzorii kutinu ptes plazmatickou membranu se t€astni ABC transportéry
(Pighin et al., 2004; Bird et al., 2007).

Posledni fazi syntézy kutinu je polymerace monomerti. Molekularni mechanismus neni
stale objasnén, doposud byl identifikovan jeden protein z GDSL rodiny (GDSL-motif
lipase/hydrolase), ktery se nachazi ve vyvijejici se kutikule (Yeats et al., 2012). Tento protein je
kodovan genem CD1. Mutanti rajéete cutin deficientl (cdl) s potlaenou expresi v tomto genu
vykazuji fenotyp s niz§im obsahem polymerizovaného kutinu v kutikule plodu (Isaacson et al.,
2009). Piestoze nebyly nalezeny zadné alely tohoto genu, cdl mutanti nejsou kompletné
deficientni v polymeru kutinu, coZ naznaCuje ptitomnost dalSich syntazy nebo jiné

neenzymatické drahy (Yeats and Rose, 2013)
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U négkterych druhd lze najit navic dalsi lipidicky polymer, nazyvany kutan. Jeho
monomery jsou spojené neesterovou vazbou a na rozdil od kutinu je odolnéjsi na depolymeraci.
Také je bohatSi na ether a C-C vazby (Gupta et al., 2006). U né&kterych rostlin se kutan
nevyskytuje vibec, av8ak mnoho jinych ma oba tyto biopolymery v riznych pomérech
v zavislosti na vyvojové fazi kutikuly (Tegelaar et al., 1991). Také se zda, ze pfitomnost kutanu

v kutikule ma souvislost s adaptaci rostlin k suchu (Boom et al., 2005).

Kutikularni vosky jsou pfitomny v celé S§ifi kutikuly, cast se tedy nachazi piimo
v polymerickém matrix kutinu — jde o tzv. intrakutikularni vosky, které jsou v mechanicky
rezistentni vrstvé kutinu, cast se nachdzi na vnéj$i strané¢ polymeru, odkud mohou byt
mechanicky odstranény — nazyvame je extra- nebo epikutikularnimi vosky (Buschhaus and
Jetter, 2011). Na rozdil od kutinu jsou tvofeny $irSi $kalou uhlikatych slou¢enin s rtzné
dlouhymi fetézci nebo kruhovymi strukturami (Jetter et al. 2006, Walton 1990). Z definice se
jedn& o hydrofobni slou¢eniny na povrchu rostlin, které mohou byt odstranény ponofenim do
organického rozpoustédla jako je chloroform nebo hexan (PostBeittenmiller, 1996). V této
smé&si sloucenin maji pfedni misto alifatické, plné saturované uhlovodikové fetézce o délce
alespon 20 uhliki. Tyto slou€eniny s velmi dlouhymi fetézci (VLC) jsou syntetizovany elongaci
mastnych kyselin Cig aZ po délku fetézce 34 a nasledné modifikovany v alkany, aldehydy,
ketony, primarni a sekundarni alkoholy, nebo estery vzniklé syntézou mastnych kyselin a
alkohola (Samuels et al., 2008). Piehled nejhojnéjsich alifatickych uhlovodiki obsazenych ve
smési kutikularnich voskl je v tabulce ¢. 1 (Yeats and Rose, 2013). Druhou skupinu hojné
zastoupenou V kutikule tvofi pentacyklické triterpenoidy, v malém mnozstvi mohou byt ve
smési voski nalezeny také aromatické slouceniny (Jetter et al. 2006). Epikutikularni vosky
mohou tvofit mikrokrystaly, viditelné pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu. Tyto
krystaly se vyskytuji v mnoha morfologickych forméach, které klasifikoval Barthlott a kol.
(1998). Morfologie voskti miize byt ovlivnéna teplotou, intenzitou svétla a vlhkosti (Shepherd
and Griffiths, 2006). Chemické slozeni kutikularnich voski je druhové specifické, navic se
muze lisit na riznych organech, tkanich ¢i v zavislosti na vyvojovém stadiu (PostBeittenmiller,
1996).
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1. 2.2 Syntéza voski

Syntéza voski za¢ina u de novo syntézy Cis nebo Cig mastnych kyselin ve stromatu plastida
epidermalnich bunék (viz obr. 4). Tyto mastné kyseliny s dlouhym uhlikovym fetézcem jsou
nasledné pfeménény acyl-koenzym A syntazou (LACS) na CoA thioestery a jsou okamzité
transportovany to endoplazmatického retikula (ER) (Schnurr et al., 2004). Cys acyl-CoA je
nasledné substraitem pro komplex elongdzy mastnych kyselin (FAE), ktera se sklada ze Ctyt
enzymu: B-ketoacyl-CoA syntazy (KCS), B-ketoacyl-CoA reduktazy (KCR), B-hydroxyacyl-
CoA dehydratazy (HCD) a enoyl-CoA reduktazy (ECR) (Haslam and Kunst, 2013). Postupnym
pfipojovanim uhliku (vzdy jsou pfidany dva atomy uhliku za jeden cyklus) vznikaji saturované
mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem (VLCFA) (Xu et al., 2002; Kunst and Samuels,
2003; Yeats and Rose, 2013).

Tab. 1: Hlavni acyl-lipidické chemické skupiny vyskytujici se ve smési kutikularnich voski. Vétsina skupin se
vyskytuje v homolognich sériich s rizn¢ dlouhymi uhlikatymi fetézci. V tabulce jsou ukazany typicky vyskytujici
se slouceniny s pramérnou délkou uhlikatého fetézce (Yeats and Rose, 2013)

Class of acyl lipid

Generic structure

cuticular wax
o
Fatty acid N N N N N N N N N N NN -
o
Aldehyde P N N N N N N N N NN N
Primary alcohol B e T T
Secondary alcohol e e T
OH
Alkane T N N S T L TV W e
Ketone T
&)
Q
Wax ester A A e A e A G A A A A s A SN

Vzniklé VLCFA jsou nasledné pouzity pro syntézu dalSich sloucenin voskii. U vétSiny
rostlin (v¢etné Arabidopsis) mizeme oddélit dvé biosyntetické drahy: 1. draha produkujici
alkoholy, v ramci které vznikaji krom¢ primarnich alkohol také estery; 2. draha formujici
alkany, ktera dava vzniknout mimo alkant také aldehydtim, sekundarnim alkoholiim a ketontim
(Kunst and Samuels, 2003; Samuels et al., 2008).
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Odvozeni primarnich alkohold z prekurzorti VLCFA je zprostiedkovana acyl-CoA
reduktazou mastnych kyselin (FAR) (Viogue and Kolattukudy, 1997). Poslednim krokem acyl
redukéni  drahy je syntéza estert, ktera je katalyzovana acyl-CoA mastnou
kyselinou:acyltransferazou mastnych alkohold (syntaza esterd, wax ester synnthase WS) (Kunst
and Samuels, 2003).

Druhou dréhou, tedy drahou formujici alkany, se za poslednich 20 let zabyvala cela fada
odbornikd a védeckych pracovist. Biochemické analyzy provadény skupinou védct kolem
Kolattukudyho (Cheesbrough and Kolattukudy, 1984; Dennis and Kolattukudy, 1991) ptinesly
dukazy o dvoustupniové cesté syntézy zahrnujici konverzi acyl-CoA na mastné aldehydy a
naslednou dekarbonylaci mastnych aldehydi na alkany. Tato hypotéza vychéazela z pozorovani
pifemény Cyg aldehydu na C;; alkan za uvolnéni oxidu uhelnatého u hrachu (Pisum sativum) a u
zelené tasy (Botryococcus braunii). Tato draha byla v roce 2010 popsana také u cyanobakterii
(Schirmer et al., 2010). Této skupiné védct se podafilo izolovat a biochemicky charakterizovat
geny kodujici fatty acyl-ACP reduktazu (FAAR), kterd katalyzuje pfeménu VLCFA na
odpovidajici aldehyd, a aldehyd dekarbonylazu (AD) nasledné katalyzujici konverzi na VLC
alkany za uvolnéni jednoho atomu C. Nasledné¢ demonstrovali, Ze co-exprese téchto enzymi
v E. coli byla dostate¢na pro in vivo biosyntézu alkand. Kutikularni alkany mohou byt nasledné
hydroxylovany na sekundéarni alkoholy a ty mohou byt nasledné¢ oxidovany na ketony

(Kolattukudy, 1970).

Syntetizované vosky jsou potom exportovany do kutikuly (viz transport monomera
kutinu).
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1. 3 Vyvoj priduchi

Priduchy, neboli stomata, jsou dalSi evolu¢ni novinkou nutnou pro vystup rostlin na sous.
Zatimco kutikula se miuZe jevit jako malo dynamicka, spi§ pasivni bariéra pro ztratu vody a zisk
CO,, pruduchy jsou dynamickou strukturou schopnou ,,odpojovat“ a ,,pfipojovat* rostlinu
k okolni atmosféte podle momentalniho fyziologického stavu listu. Jedna se o mikroskopické
Utvary odvozené z epidermis, slozené ze dvou specializovanych tzv. svéracich bunék
obklopujici praduchovou $térbinu a regulujicich jeji Sitku (otevirani a zavirani). Tato funkce je
podminéna existenci sousednich, tzv. podplrnych bunck, které jsou u nckterych druht
morfologicky odlisné od ostatnich epidermalnich bunck. Souboru svéracich a podpiirnych
bun¢k, priduchové $térbiny a navazujicich dutin uvnitf a vné Stérbiny se fika pruduchovy
aparat. Praduchy se vyskytuji se v celé rostlinné fisi a najdeme je nejen na listech, ale na také na
dal§ich rostlinnych organech, které jsou v kontaktu s atmosférou (tedy na stoncich, kvétech ¢i
plodech). Mnozstvi a umisténi priduchu je organové a rodové specifické, ale je také ovlivnéno
environmentalnimi faktory. Praduchy byly pozorovany na fosiliich starych pies 400 milionu let,
ptesto je jejich zdkladni morfologie témét uniformni. Avsak jejich velikost (Sitka a délka svéraci
buniky, hloubka priduchové §térbiny), mnozstvi (pocet na jednotkové plose listu) a uspotradani
(vzdalenost od sebe a orientace) je velmi variabilni (Vaten and Bergmann, 2012). Z hlediska
umisténi praduchd na listu rostliny mizeme rozliSovat tfi skupiny: i) amfistomatické listy,
které maji priduchy na adaxialni (svrchni) i abaxialni (spodni) stran¢, napt. Arabidopsis
thaliana, Lepidium sativum, Helianthus annuus ii) hypostomatické listy, u nichz najdeme
pruduchy pouze na abaxialni strané, napt. rody Ficus, Hedera a iii) malo Casté epistomatické
listy, nachazejici se u vodnich rostlin s na hladiné plovoucimi listy, které maji priduchy pouze

na adaxialni strané; napt. Nymphaea sp. (Prochéazka et al. 1998).

Funkci praducht je zprostiedkovavat vyménu plynti mezi rostlinou a atmosférou, jedna se
predevsim o oxid uhli¢ity, kyslik a vodni paru. Jsou tedy pro rostlinu nepostradatelné, probiha
skrz né transport CO, do podpruduchové dutiny a nasledné az do chloroplastu, kde je
asimilovan. Na druhou stranu ale dochézi ke ztraté vody, jejiz dostupnost je pro rostlinu ¢asto
limitujicim faktorem. Proto se musi rostliny pfizplisobovat vnéjSimu prostfedi a reagovat na
zmény regulaci stomatalni vodivosti (Chaerle et al., 2005). Tu mize rostlina ménit bud’ regulaci
velikosti (Sitky) priduchové stérbiny, vV ramci minut az hodin, v reakci na okamzitou zménu

teploty, ozafenosti nebo nedostatek vody, nebo jiz pti vyvoji mnozstvim pruduchi na jednotku
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plochy listu (tzv. hustotou praduchti) a velikosti svéracich bunék (pfizptsobeni se pievladajicim
Klimatickym podminkam). Pfes snahu védcu se stale nevi, co je klicovym signalem ur¢ujicim
hustotu priduchu (stomatal density; SD) a stomatalni index (vyjadiuje pomér mezi poétem
praduchii a po¢tem vSech bun€k v epidermis, tedy souctem dlazdicovitych bun¢k a praduch;
stomatal index; SI) u nové se vyvijejicich listd. Je vSak prok&zané, Ze tento signal je
syntetizovan v jiz fotosyntetizujici tkani a je transportovan do nové se tvoficich listi (Lake et
al., 2001).

1. 3.1 Vyvoj priduchi

Vyvojova linie priduchu zacina asymetrickym déleni postprotodermdlni bunky, tzv. mateiské
buiiky meristemoidu (meristemoid mother cell) za vzniku malé meristemoidni a vétsi sesterské
bunky (viz obr. 5, meristemoid je obvykle v pidorysu trojihelnikovita buiika). V této fazi mize
dojit k dalsimu dé€leni sesterské buriky na dvé dlazdicovité (a tak snizovat SD a Sl) nebo muze
dojit k vytvorfeni dalsi meristemoidni buniky (a tim ke zvySovani SD a Sl) (Geisler and Sack,
2002). Meristemoidy tedy mohou rozsifit, nebo naopak ukoncéit vyvoj pruduchd a tim pfimo
ovlivituji kapacitu pro vyménu plynt dospé€lého listu, potazmo celé rostliny (Dow and
Bergmann, 2014). Meristemoidy musi projit ndsledné dal$imi dvéma vyvojovymi kroky: prvnim
je proména trojuhelnikovitého meristemoidu na ovalnou priduchovou matefskou butiku (guard
mother cell; GMC) a ta nasledné projde symetrickym délenim za vzniku dvou svéracich bunék a
praduchové §térbiny mezi nimi (Dow and Bergmann, 2014). Mimo mnozstvi priaduchii je pro
ucinnou vyménu plynti klicové také jejich rozmisténi na listu. Skoro u vSech rostlinnych druhi
bylo pozorovano vytvoreni minimalné jedné dlazdicovité epidermalni buniky mezi jednotlivymi
praduchy (nedochazi tedy k jejich pfimému kontaktu), jedna se o tzv. pravidlo jedné rozdé€lovaci
buniky, one-cell spacing rule (Geisler et al., 2000). Vsechny kroky jsou podminény pomérné
Sirokou $kalou geni a transkripénich faktoru, jejichz piehled Ize nalézt napt. v review od Dow a

Bargmannové (2014).
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Obr. 5: Nékres vyvojové linie praduchi u modelového organismu A. thaliana. (a) Nakres normalniho déleni bunék
vedouci k odlisnému SI nebo SD; (b) Nakres dvou moznych defekti pii diferenciaci vedouci ke S$patnému
rozmisténi praduchi, tvorbé jejich klastri v disledku poruseni pravidla minimalné jedné odd€lovaci buriky (one-
cell spasing rule) (Dow et al., 2014).

1. 3. 2 Environmentalni regulace hustoty priuduchu

Je zndmo, Ze na vyvoj listu maji vliv vn&jsi podminky, rostlina se snazi optimalizovat intenzitu
vymeény plynd, Casto za Gcelem zvySeni efektivity vyuziti vody (water use efficiency - WUE)
(Cowan 1977).

Z environmentalnich faktorti ovliviiujici mnozstvi pruduchii v pokozce mizeme jmenovat
teplotu listu, vihkost vzduchu i pidy, kvalitu a kvantitu zafeni dopadajiciho na list a koncentraci
CO; v atmosféie (C,). EXistuji zatim nepotvrzené dikazy o vlivu koncentrace CO; uvnitf listu
(Ci) namisto C,, ktery by propojil jak vliv intenzity svétla, tak vné&js$i koncentraci CO,
(Santrucek et al., 2014). Samoziejmé zasadni roli maji také endogenni signaly, piedevsim
fytohormony [na piiklad Saibo a kol. (2003) poukézal na roli giberelinu p#i vyvoji hypokotylu
A. thaliana].
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Jiz pomérné dlouho je znamo, Ze hustota ozafeni (PPFD) mé vliv jak na SD, tak na SI (bez
poruseni one-cell spasing rule) (Schoch et al., 1980). Dalsich skoro 30 let se ale nevéd¢lo, ¢im
je tato reakce zpusobena. V té dobé skupiny kolem Cassona (2009) a Boccalandra (2009)
objevily, Ze tato zména je zprostiedkovana aktivaci fotoreceptoru fytochromuB (phyB), ktery je
pfemistén z cytoplasmy do jadra, kde muiZe interagovat s fytochrom-interagujicimi faktory
(PIFs). PIFs je mala skupina bHLH transkripénich faktord, které hraji roli pravé ve vytvareni
nékterych odpovédi na svételné podminky (Monte et al., 2007). Podle badani skupiny Kang a
kol. (2009) ma také phyA dulezitou roli pfi vyvoji priduchti a to ve vnimani dlouhovinné-
¢ervené slozky spektra. Mutantni rostliny phyA vykazovali pii ristu na dlouhovinném-¢erveném

svétle fenotyp s priduchy, které zastavily vyvoj v meristematické fazi.

Kromé fytochromu maji vliv na vnimani svételnych podminek také fotoreceptory v oblasti
UV-A a modrého spektra zareni, tedy kryptochromy CRY1 a CRY2 a fototropiny. Mutantni
rostlinky 35Spro-CRY1 (tedy rosliny s overexpresi v genu pro CRY1) péstované na modrém
svétle vykazovaly klastrovity fenotyp a zvySeny Sl. Epidermis déloznich listi u dvojitého
mutantu cryl cry2 péstovany na modrém svétle vykazoval velké mnozstvi meristemoidickych
bun¢k, mensi priduchy a snizeny Sl oproti jedincim péstovanych na cerveném nebo

dlouhovinném Eerveném svétle (Woodward, 1987; Kang et al., 2009).

1. 3. 3 Vliv koncentrace oxidu uhli¢itého na vyvoj praduchu

Jiz v 80-tych letech minulého stoleti byla pozorovano, Ze vétsina rostlinnych druhti reaguje na
zvySenou koncentraci CO; redukci pocétu priduchu na listu (Woodward, 1987) a tento vztah je
pozorovatelny i do minulosti (méfeno u herbafovych polozek) a u fosilii (Beerling et al., 2002).
Lake a Woodward (2008) také poukézali na vyrazné&jsi reakci pti vyssi vlhkosti. V protikladu k
SD, ktera negativné koreluje s koncentraci CO,, velikost praduchi (pocitana jako délka
svéracich bunék nasobena Sitkou paru svéracich bunék Vuzavieném stavu) koreluje
s koncentraci CO; pozitivng, a to jak u fosilnich méfeni, tak u rostlin péstovanych
Vv kontrolované atmosféie (Franks and Beerling, 2009). Pti rostouci koncentraci CO, tedy klesa

¢etnost pritlduchti na nove vyvinutych listech, ale priduchy jsou vétsi.

Prestoze je jasné€ viditelny vliv zmény sloZeni atmosféry, neni stale jasné, jak je signal
rostlinou vniman a pfedavan nove se vyvijejicim listiim. Z genil regulujicich priduchovy vyvoj
v zavislosti na koncentraci CO; je zndm zatim pouze HIGH CARBON DIOXIDE (HIC) gen.

Rostliny defektni v tomto genu vykazuji pii zvySené koncentraci CO, nezménény Sl (oproti
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kontrolam, které za téchto podminek Sl snizuji). Exprese genu HIC je lokalizovana ve svéracich
bunikach a je homologni ke genu kodujicimu beta keto-acyl co-A syntdzu zapojenou do syntézy
dlouhofetézcovych (VLC) mastnych kyselin, tedy do syntézy kutikuly a kutikularnich vosku.
Také dvé jiné mutace v syntéze kutikularnich vosku, cerl a cer6, vykazuji obdobny fenotyp
(Gray et al., 2000). Zda se tedy, ze rostliny s defektni kutikulou (co do propustnosti pro CO, a
jiné plyny) ztraci schopnost reagovat na zmény v atmosférické koncentraci CO,. Bohuzel od té
doby nebyly publikovany zadné dalsi zpravy, které by tyto vysledky podpoftily nebo vyvratily.
Dalsi velkou nezndmou zistava, jak je signal o vlastnostech prostiedi ptenasen z dospélych do
nové se Vyvijejicich listi. Lake a kol. (2002) pozorovali zménu fenotypu reagujiciho na
koncentraci CO; naruSenim drahy syntézy kyseliny jasmonové. U mutanti fad-4 defektnich
v genu LOX kodujici lipoxygendzu, kterd katalyzuje pfeménu linolové kyseliny na kyselinu
jasmonovou, nebyla pozorovano oproti kontrole snizeni Sl pii zvySujici se C, Druhym
fytohormonem pravdépodobné zahrnutym do signalni drahy je etylen. A. thaliana, jejiz semena
byla oSetfena ACC, tedy prekurzorem etylenu, vykazovala Klastrovity fenotyp (Serna and
Fenoll, 1997). Berger a Altmann (2000) ptedpokladali, Zze etylen je spi$ zapojen do spravného
vyvoje celé epidermis, nez ptimo do vyvoje praduchd. Jedna z pfirozenych vyvojovych reakci
na etylén je také inhibice bunétné expanze listi (Johnson and Ecker, 1998), coz se neukazuje u
ein2 mutantu defektnim v citlivosti na etylen. Proto mize dochdzet ke snizovani poctu

epidermalnich bun¢k na plochu a zméné Sl (Lake et al., 2002).

Je dobie znamo, ze svéraci bunky reaguji na koncentraci CO, uvniti listu (C;) spiSe neZ na
vnéjsi koncentraci CO, (C,); pruduchy se oteviraji pii poklesu C; a zaviraji pfi jeho navyseni
(Mott, 1988; Willmer, 1988; Mott, 2009). Skupina Santri¢ek a kol. (2014) usuzuje, Ze
analogicky ke kratkodobému tc¢inku C; pti pohybu praduchi, C; by mohlo regulovat take finalni
SD vyvinutych listt. Zmény C; zde navodili odlisnym PPFD, C,, pfidanim kyseliny abscisové
kyseliny (ABA) nebo polyetylenglykolu (PEG) do substratu a péstovanim rostlin v pozménéné
atmosféie; C; integrované za dobu rustu nasledné vypocitali pomoci izotopového signalu 813C
Vv susing podle Farquhar a kol. (1982). Vysledky téchto pokusi ukazuji silnou korelaci mezi C; a
SD.

Za mozny signal pfindSejici informaci o vnéjSich podminkach nové se vyvijejicim listim
muZze byt povazovdna ABA. Tento fytohormon je syntetizovan v rtiznych rostlinnych orgéanech,

je mobilni a mtize byt rychle ptenasen skrz xylém v rdmci celé rostliny (Heilmeier et al., 2007).
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Navic ABA glukosylester (ABA-GE) byl oznacen jako potencialni signéal na dlouhé vzdalenosti
(Jiang and Hartung, 2008). Roli ABAy a celkové transpirace pfi vyvoji praducht vysvétlovali
Lake a Woodward (2008) a v obsahlém review Chater a kol. (2014).
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2. Cile prace
I. Testovat hypotézu, Ze napfi¢ hypostomatickym listem existuje gradient
koncentrace CO,, ktery je detekovatelny z obsahu izotopu uhliku *3C v kutikule.
ii. Ovéfit kvalitativni/kvantitativni model diskriminace **CO, uvnit listu.
iii. Vyhodnotit data z ptedchozi skriningové studie hypostomatickych druhti rostlin.
Iv. Na vybraném modelovém druhu Ficus elastica zjistit vliv prostiedi na

anatomickou stavbu listu a transport CO, napfic¢ listem.

3. Material a metody

3. 1 Rostlinny materiél

Pro skriningovou studii pouzito 15 druhtt hypostomatickych rostlin. Z listt kazdé rostliny jsem
vysekla korkovrtem 5 listovych teré¢ikti o priméru 14 mm pro méfeni tloustky listu, d [mm], a
mnozstvi listové suSiny na jednotku plochy, LMA [mg-em™]. Ze suché hmoty rozemletych
listovych teréikii jsem také stanovovala 8'°C. Z dalich 20 listovych terdiki jsem izolovala
kutikulu a extrahovala vosky (viz dale). Seznam rostlinnych druhtli se zafazenim do celedi je

uveden v tabulce P1 v pfiloze.

Pokusnou rostlinou pro detailni vyzkum vlivu prostiedi na anatomickou stavbu listu a
transport CO; napii¢ listem byl zvolen fikovnik pryzodarny (Ficus elastica) z celedi
morusovnikovité (Moraceae). F. elastica je hypostomaticka rostila schopna rtst v Siroké Skale
podminek prostiedi (ozafenosti a teploty) a je vhodna pro enzymatickou izolaci kutikul. Byli
vybrani dva jedinci péstovani po né€kolik let za odlisnych environmentalnich podminek, které
podle ptedpokladli mély navozovat rozdilnou rychlost fotosyntézy. Podminky mély alespon
piiblizné simulovat prostfedi v podrostu a v hornich patrech subtropického lesa, kde se rostlina
vyskytuje pfirozené; proto jsem je oznacila jako variantu G (Ground) a variantu T (Top).
Varianta G rostla za primémé teploty ve dne/v noci 22/18°C vl1ét¢ a 10/10°C v zimé,
primérna ozafenost PAR (fotosynteticky aktivni radiace) byla naméfena v 16t& 9 pmol-m-s™ (s
maximem 25 pmol-m?-s™), v zim& 5 pmol-m?.s™ (s maximem 15 pmol-m?.s™). Varianta T
rostla za primémné teploty ve dne/v noci 26/22°C v 1ét€ a 19/17°C v zimé¢, priméerna ozarenost
PAR byla naméfena v 16t& 60 umol-m?.s™* (s maximem 572 pmol-m?:s™), v zim¢ 36 pmol-m’

2.51 (s maximem 206 pmol-m?.st). Tato data byla naméfena v 1ét& pomoci otevieného
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gazometrického systému Li-6400 a Li-6400 XT (Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA), u varianty G
probihalo méteni tfi dny v Cervenci, u varianty T téi dny na zacatku zafi. Pro zimni méfeni jsem
pouzila datovy zaznamnik Minikin (Brno, Ceska Republika), méfeni probihalo 14 dni. Praimérné
teploty a ozafenosti byly pocitany jako aritmeticky prumér z méfeni v pétiminutovych

intervalech béhem celého dne. Rist ani jedné rostliny nebyl omezen dostupnosti zivin.

Z kazdé varianty jsem pouzila tfi listy, druhy (G 2, T 2), téeti (G 3, T 3) a sedmy (G_7,
T 7) pln¢ vyvinuty list (pocitano od vzrostného vrcholu rostliny). Pro kazdy list byla
zaznamenana svételna kiivka a A/C; kiivka, viz gazometrické méfeni. Maxima rychlosti
fotosyntézy naméfené béhem méfeni A/C; kiivek byla 4,3-6,5 pmol-m™2-s™ u varianty G a 9,4-
12,5 umol-m?.s™* u varianty T. Prabéhy kfivek pro jednotlivé listy jsou zobrazeny v grafu
v piiloze (obr. P1 a P2).

Po méfeni jsem z kazdého listu vysekla korkovrtem 8 ter¢ikti o praiméru 4 cm, s plochou
12,56cm?, a 8 ter&ikd o praméru 1,2 cm, s plochou 1,13cm?. Ctyfi velké terdiky jsem pouZila na
kvantitativni a chemickou analyzu kutikularnich vosku, z dalSich ¢tyf jsem méfila praduchovou
hustou, praduchovy index a obsah izotopu *3C v kutikule a kutikularnich voscich. Malé ter&iky
slouzily pro stanoveni anatomickych parametra listu, které mohou ovliviiovat transport CO;

listem a po vysueni pro analyzu obsahu **C v celkové suché hmoté listu.

Z dal$iho pln¢ vzrostlého listu z kazdé varianty jsem vysekla 18 ter¢ikli o priméru 2 cm

uréené pro méteni propustnosti kutikul.

3. 2 Gazometrické méreni

Anatomicka struktura listu ovliviiuje zékladni fyziologii kazdého listu. Pro urceni hodnot
fotosyntetickych parametrii se bézné pouzivéd otevieny gazometricky systém, v tomto piipadé
jsem méfila pomoci pfistroje Li-6400 a Li-6400 XT (Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA). Pro kazdy
list byla naméfena tzv. A/C; kiivka, ktera zobrazuje zavislost rychlosti asimilace CO;, (A,
pmol'm?s™) na koncentraci CO, v podpruduchové dutiné (C;), a také svételna kiivka,
zobrazujici zavislost rychlosti asimilace CO, na hustoté¢ dopadajicich foton fotosynteticky
aktivni radiace (PPFD, pmol-m#s™). Svételna kiivka byla mé&Fena pii koncentraci CO, v okolf
listu 400 pmol-mol™ a rozsahu PPFD 0-1500 pmol-m™?s™. A/C; kiivka byla méfena pii rozsahu

koncentraci CO, 0-1500 pmol.mol™ pfi stalé ozafenosti 100 pmol'm?s™ u varianty G a
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300 umol'm™?s™ u varianty T (v obou p¥ipadech §lo o saturaéni ozafenost). Pribéhy kiivek pro

jednotlivé listy jsou zobrazeny v piiloze (obr. P1 a P2).

3. 3 Anatomické vlastnosti listu

Anatomické vlastnosti mezofylu a epidermis mohou ovlivitiovat prostupnost listu pro CO,.
Funk¢ni vlastnosti (manifestované toky CO, a vody) pak spoluvytvarteji gradient CO, napfic

listem. Proto jsem stanovovala parametry popsané v nasledujicim oddile.

Meéfeni tloust’ky listu (d, mm)
Tloustka listi byla méfena pomoci manudlniho mikrometru na stfedu kazdého z péti
ter¢ikt u skriningové studie, u F. elastica na stfedu osmi mensich ter¢ikli vyrazenych z kazdého

listu.

MnoZstvi listové suSiny na jednotku plochy (LMA; leaf dry mass per area, mg cm™)
LMA jsem pocitala ze vzorce: LMA = My / A, kde A je plocha listového disku (cm?) a Mg je
hmotnost listové suSiny (mg) (suSeni tercikd v susarné 24 hod pti 80°C; po 24 hodinach se uz

hmotnost ter¢ikti neménila).

Meéfeni tloust’ky kutikuly (d;, pm)

Tloustka kutikuly byla méfena na polotenkych fezech lista F. elastica, pro obé varianty
jsem z druhého a patého plné vyvinutého listu ostrym skalpelem vyiizla obdélnicky o rozmérech
ca 3x15mm, které jsem okamzité dala do fixa¢niho roztoku, glutaraldehydu (GA). Po minimalné
12 hodindch jsem GA odstranila vypiracim roztokem (4 % roztok glukézy v 0,1 M roztoku
fosfatového pufru) a vzorek znovu fixovala 4% roztokem oxidu osmicelého (OsOg). Pes
acetonovou fadu jsem vzorky odvodnila a zalila do epoxidové pryskyfice Spurr. Po vytvrzeni
blockl jsem krajela na ultramikrotomu (Leica ultracut UCT, Némecko) polotenké fezy o
tloustce 400 nm. Polotekné fezy jsem pienesla na podlozni sklicko, kde jsem jim dodala
kontrast pomoci gencianové modie (2 minuty, teplota 60-70°C). V programu ImageJ jsem

nasledné pro kazdy list métila d. z péti fezi.

Vypocet priduchové hustoty (SD) a priduchového indexu (SI)

Gradient koncentrace CO; napii¢ listem je kromé rychlosti fotosyntetické asimilace
ovlivnén také priduchovou vodivosti pro CO,, a tedy otevienosti a ¢etnosti priduchovych por.
Izolovane kutikuly byly proto pouzity také pro zjisténi priduchové (stomatalni) hustoty (SD) a
praduchového (stomatalniho) indexu (SI). Casti kutikuly ze dvou vyseki stfedové &asti listd F.
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elastica omyté destilovanou vodou jsem pienesla na podlozni sklicko a prikryla sklickem
krycim. Z kazdého vzorku jsem pod optickym mikroskopem (Olympus BX61, Japan) nasnimala
10 poli o velikosti cca 3,4 mm? pii zvétseni 100 krét, v téchto polich jsem nasledné pridduchy
pocitala pomoci softwaru ImagelJ a jejich pocet jsem prepocitala na 1 mm?, &imz jsem urcila

pruduchovou hustotu (SD).

Dalsich 5 poli velikosti cca 0,13 mm? jsem nasnimala z kazdého vzorku pii zvétieni 500
krat, na téchto snimcich jsem pocitala nejen pocet praduchii, ale také pocet dlazdicovitych
bunék. Z tohoto jsem nasledné mohla spocitat Sl ze vztahu SC = SC/(SC + PC) x 100, kde SC
je pocet pruduchovych bunék a PC je pocet dlazdicovitych bun¢k (Pavement cell). Vyslednou

hodnotu jsem pro lepsi ptehlednost uvadéla v procentech.

3. 4 Vizualizace povrchu listu F. elastica pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu

Ze sttedni ¢asti plné vyvinutého listu F. elastica varianty G i T jsem ostrym skalpelem vyftizla
obdélni¢ek o rozmérech ca 0,5x1 cm, u kterého jsem pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu vizualizovala jeho povrchovou strukturu. Po odbéru jsem vzorky ihned dala do
fixaéniho roztoku, glutaraldehydu (GA). Po minimalné¢ 12 hodindch jsem GA odstranila
vypiracim roztokem (4 % roztok glukézy v 0,1 M roztoku fosfatového pufru) a vzorek znovu
fixovala 4% roztokem oxidu osmicelého (OsOg). Pfes acetonovou fadu jsem vzorky odvodnila a
vysusila metodou kritického bodu. Kousky listu jsem nalepila na kovovy nosi¢ abaxialni stranou
nahoru a nechala vzorek pozlatit. Samotné prohlizeni vzorkd probihalo na elektronovém

mikroskopu Jeol 7401F (The JSM-7400F Scanning Electron Microscope, USA).

3.5 lzolace kutikul

Gradient CO, napfi¢ listem jsem stanovovala na zakladé izotopového slozeni kutikul
izolovanych z opa¢nych stran listu. V rdmci skriningové studie jsem pro kazdy rostlinny druh
izolovala kutikuly z 20 ter¢ikl o praméru 14 mm. U rostliny F. elastica to byly pro variantu G i
T ter¢iky 0 priméru 4 cm (ucené pro analyzu kutikuldrnich voski a izotopového slozeni) a
pruméru 2 cm (pro méfeni propustnosti kutikuly). VSechny ter¢iky jsem oznacila na abaxialni
stran¢ lihovym popisovacem a vlozila je do 2 % roztoku celulazy a pektindzy v citratovem pufru
(pH = 3) spridavkem azidu sodného (NaN3) jako konzervantu. Po dokonceni izolace jsem
jednotlivé kutikuly opléchla v destilované vodé, ususila na teflonovych vysecich a ulozila do

mikrozkumavek (zvlast’ ad- a abaxialni strana) nebo do papirového sacku.
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3. 6 Méreni propustnosti kutikuly izolované z listu F. elastica pomoci vazkové analyzy

Kutikula je G¢innou, ale ne dokonalou bariérou pro prostup vody a CO,. Pro gravimetricka
méfeni propustnosti pro vodu jsem pouzila kutikuly izolované z 18 terc¢ikl o pruméru 2 cm
vyrazenych zlisti F. elastica. M¢teni probihalo pouze na adaxialnich (bezpruduchovych)
kutikulach v ocelovych méficich komurkach (Schreiber and Schonherr 2009). Komurka se
skladala ze dvou na sebe dosedajicich ¢asti, které jsem utésnila silikonovou vakuovou vazelinou
(viz obr. 6). Do spodni (donorové) ¢asti jsem dala 800 pl vody, nad jeji hladinu jsem upevnila
métenou kutikulu tak, aby jeji fyziologicky vnitini strana sméfovala k hladiné vody. Po zajisténi
kutikuly jsem pfiklopila horni ¢ast komirky s centrdlnim otvorem a celou komurku otocila
dnem vzhiru. Komory s upevnénymi kutikulami jsem umistila do uzaviratelné umélohmotné
misky na vysuSeny silikagel, kterou jsem nadale uchovavala v termostatu pii 25°C. V
intervalech 24-72 hodin po dobu 11 dni jsem méfila ubytek vahy komurky, ktery je ptimo
umérny hmotnosti vody proslé pies kutikulu. Ze sklonu kiivek transpiracni kinetiky jsem

pocitala propustnost kutikul P kazdé z kutikul podle vzorce (5):

F
P = — Rovnice 5
A-Ac

kde P je propustnost kutikuly (m-s™), tok F (g-s™) piedstavuje sklon regresni kiivky
transpiracni kinetiky, A (m?) udava plochu méfeného ter&iku, kterd byla 1,13-10* m? a

A¢ (g'm™®) predstavuje gradient koncentrace vodni pary pies kutikulu.

A Komora s vodou

Donorova &ast

Kutikula
1 | I
Akceptorova ast

Obr. 6: Komora pouzivana pro gravimetrické méfeni propustnosti nepruduchovych kutikul; A — schematicky
nacrtek, v donorové ¢asti je destilovana voda, kutikula je umisténa fyziologicky vnitini stranou k donorové casti;
B — fotografie pouzivanych komor
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3. 7 Extrakce kutikularnich voski

Pro zjistovani gradientu CO; napfi¢ listem jsem vychazela jak z izotopového slozeni kutikularni
membrany, tak zobsahu **C v kutikularnich voscich. Proto bylo nutné nejprve vosky
extrahovat. Vzhledem k chemické povaze voski je potieba provadét extrakci ve stiedné
polarnim médiu, ¢imz dosdhneme uvolnéni jak extrémné hydrofobnich uhlovodika tak i
polarngjsich sloucenin (Riederer and Schneider, 1989). Za timto ucelem byla pouzita izolace
pomoci chloroformu (Holloway 1984); usuSené izolované kutikuly byly pfemistény do
sklenénych scintilaénich lahvicek, zality chloroformem, uzavieny vi¢ky s teflonovym nebo

hlinikovym septem a minimalné 12 hodin ota¢eny a promichavany na pfistroji Tube Roller.

3. 8 Kvantitativni a kvalitativni analyza sloZeni kutikularnich vosku rostliny F. elastica

Analyzovala jsem kutikularni vosky lista F. elastica, ze dvou jedinct péstovanych v odli$nych
podminkach (viz rostlinny material). Kutikularni vosky jsem nechala rozpustit v chloroformu a
ptidala jsem k nim 10 pl vnitiniho standardu (Tetrakosan, alkan Cp4). Nasledujici den jsem
chloroform odpatrila na ca 0,5 ml a nasledné jsem ptitomné uhlovodiky derivatizovala ptidanim
20 pl BSTFA (A,A — bistrimetylsilyltrifluoroacetamid) za piitomnosti 20 pl pyridinu pfi teploté
70°C po dobu 45 minut. Pomoci BSTFA byly pfevedeny volné hydroxylové a karboxylové
skupiny na odpovidajici trimetylsilyl derivaty. Kvantitativni analyzu jsem provedla nastiiknutim
1 pl vzorku na kolonu plynového chromatografu s plamenové ioniza¢nim detektorem (GC-FID;
Agilent 6890N Network Gas Chromatograph, Agilent Technologies, USA). Kvalitativni analyzu
jsem provedla nastiiknutim 1 pl vzorku na kolonu plynového chromatografu s hmotnostné
spektrometrickym detektorem (GC-MS; Agilent 5973Network Mass Selective Detector, USA).
Z vysledktt GC-MS jsem pritadila jednotlivym pikiim chromatogramu jejich chemické slozeni.
Plochy pika jsem piepocitala pomoci vnitiniho standardu na mnozstvi jednotlivych sloZek

kutikularnich vosku.

3. 9 Analyza obsahu stabilnich izotopt uhliku

Analyza zastoupeni stabilniho izotopu uhliku **C byla provadéna u tf typt vzorkd: i) listové
terCiky, vysusené v laboratorni suSarn¢ pii teploté 80°C behem 24 hodin, jsem zvazila a pomoci
kulového mlynku (Retsch MM200, Haan, Némecko) namlela na jemny prasek. Vzorky o
hmotnosti 0,200-0,300 mg jsem zabalila do cinovych kapsli a tim je ptipravila pro vlastni

analyzu. ii) izolované kutikuly jsem pomoci skalpelu nakréjela na malé kousky, z nichz jsem
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odebirala navazku v objemu 0,160-0,220 mg. Tu jsem opé&t zabalila do cinovych kapsli. iii)
vosky rozpusténé v chloroformu jsem postupné piendsela do cinovych kapsli a nasledné jsem

nechala chloroform odpatit. Tak jsem postupné ziskala navazku vzorku 0,120-0,180 mg.

Vlastni analyza byla provadéna na izotopovém pomérovém hmotnostnim spektrometru
IRMS (Delta plus XL, ThermoFinnigan, Brehmen, DE) spojeném s prvkovym analyztorem
(Vario MicroCube, Elementar Analysen systeme, DE). Vzorky byly spalovany na CO, pii
teploté 950°C, obsah izotopt uhliku byl vyjadfen pomoci poméru *C/*°C (R) ve vzorku,
hodnota diskriminace & (v %o) byla vypoc¢itana jako relativni rozdil mezi R vzorku a R standardu
VPDB (Vienna PeeDee Belemnite): 6 = (Rsampie/Rstandard — 1) X 1000.

3. 10 Vypocet vnitini listové koncentrace CO-

Pro stanoveni vnitini listové koncentrace (C;) integrované pies celou dobu rastu listu jsem
pouzila 6 listové suSiny. Diskriminaci BC béhem fotosyntetické fixace COy, 4, lze vyjadfit

upravenym vztahem 4 (Farquhar et al., 1989):
A=a+(b—a) = Rovnice 6

Kde a a b jsou konstanty (a= 4,4%o a b = 27%., viz Stabilni izotopy uhliku *2C a *C, kde a
a b jsou oznacovany jako &, a &), Ca je koncentrace CO; v atmosféfe kolem rostliny (C, bylo
naméfeno pro obé varianty 410 %o) a C; je vnitini listova koncentrace CO, vaZzend rychlosti
fotosyntetické fixace CO; béhem dne a akumulovana za dobu akumulace biomasy listu. 4 je
odvozena od mnozstvi *3C v rostlinné tkani, 8, a ve vzduchu, 8,; 4=(8,-6.)/[(5./1000)+1] (viz
také rovnice 3), 4 i 6 jsou zde vyjadteny v promilich (%o). ProtoZze vyraz (5./1000)+1 je roven

témef 1, muzeme zjednodusit A4~ (8,-6.). Tim vznikne rovnice pro vypocet Ci:

8,4—01—a
o L Rovnice 7

Ci:Ca

b—-a

Je tfeba si uvédomit, ze takto stanovena C; je stfedni koncentraci pies cely intercelularni

prostor integrovanou v ¢asu.

3. 11 Vypolet poklesu koncentrace CO, mezi abaxialni a adaxialni stranou

hypostomatického listu

CO, je béhem difuze napfic listem fixovano ve fotosyntéze. Proto se po draze (,,on-line*)

postupné snizuje jeho koncentrace (C;). Diskriminace v chloroplastech 4 (tj. izotopové slozeni
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asimilati &, vzhledem k CO; v jejich mezibunééném okoli d,) je zavisla na koncentraci C; (viz
Rovnice 6), ale také na hodnoté 8, [4~(84-6L)]. Protoze Ci je nejvyssi u vstupu do listu (u
praduchu na abaxialni stran¢, Cp) a klesa smérem k bezpriiduchové adaxialni stran¢ k hodnoté
Cy, mély by byt asimilaty tvoifené a uklddané na priduchové strané vice diskriminované
(ochuzen&jsi o *C) neZ na opacné strand pokud by se &, na draze CO, listem nezménilo.
Priduchové kutikula by proto méla byt chudsi na **C neZ nepriduchova tmérné rozdilu Cy-Cq.
Izotopové slozeni CO, Vv atmosféfe napiic listem, 0y, se ale se méni ze dvou divodu: 1/ veétsi
diskriminace pii karboxylaci na priduchové stran¢ obohacuje okolni atmosféru o B3C0o, vice nez
u nepriduchové strany 2/ *CO, difunduje pomaleji napfi¢ listem nez ?CO,. Oba tyto procesy,
1/ i 2/, vytvaieji relativni piebytek *CO, na priduchové strand uvnité listu ve srovnani
s nepriiduchovou stanou a zvysuji tak pravdépodobnost *CO, asimilace v okoli priduchi. Jdou
tak proti zmin&né tendenci ochuzeni priiduchové kutikuly o **C proti nepriduchové kutikule
jako indikatoru rozdilu koncentrace CO; napfi¢ listem. Matematické zpracovani vySe uvedenych
procesti vedlo k vyjadifeni vztahu mezi izotopovou rozdilnosti kutikul nebo jinych depozit
z opaénych stran listu a gradientem koncentrace CO, napii¢ listem (Santricek et al.
nepublikovano):

d—1— 5L+b+a Rovnice 8

Ch 1+ b
84B—64D

Podle rovnice 8 mulzeme pocitat pomér koncentrace CO; mezi adaxialni
(bezpriduchovou) a abaxialni (praduchovou) stranou listu, C4/Cy. Ze vzorce vyplyva, ze pomér
C4/Cp klesa od jednicky k nule se zvétSujicim se rozdilem v izotopovém sloZeni abaxialni a
adaxialni strany listu, |5as-6ap|, a je tmé&rny ochuzeni listové tkan& v obsahu **C oproti okolni
atmosféte. . je hodnota 6 méfend z listové susiny, o, oznacuje obsah Bcv podpriiduchové
duting (-9,1 %0°%), a je izotopovy frakcionaéni faktor pro difuzi CO, ve vzduchu (4,4 %o), dag a
dap vyjadiuje izotopové slozeni kutikuly nebo kutikularnich voska z abaxialni a adaxialni strany

listu.

Pro pouziti tohoto vzorce musime pfijmout tyto piedpoklady: Zaprvé predpokladame, ze
kutikuly a kutikularni vosky jsou syntetizovany z asimilati vytvofenych v chloroplastech
lokalizovanych v blizkosti dané kutikuly. Zadruheé ptedpokladame, Ze post-fotosynteticka

Y

2 Vngjsi atmosféra je ochuzena v obsahu **C 0 8 %o (C,), difuzi skrz priiduchy se obsah t&Z&iho uhliku snizi
o dalsi 1,1%o, takze &, (**C v podpriiduchové duting) piedpokladame -9,1 %o.
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diskriminace béhem syntézy prekurzorti kutikuly a kutikularnich voskili je nezédvisla na strané
listu. Zatteti pro zjednoduseni vypoctu predpokladame, ze obsah 3C (8) a koncentrace CO; (C)
vzduchu uvnitf listu odpovida 6 a ¢ vzduchu obklopujiciho bunky palisddového parenchymu na

bezpriuduchové strané listu (34, Cq), ale 1isi se od priduchové strany listu (Jp, Cp).

3. 14 Statistické vyhodnoceni

Data jsem analyzovala v programu Portable Statistica 8. Jednocestnou ANOVu jsem pouzila pro
porovnani jedné varianty (G nebo T) v zavislosti na stafi listu, pro post-hoc porovnani jsem
pouzila Tukeyho HSD test. Pro porovnani variant mezi sebou jsem pouzivala parovy t-test. U
vSech vysledkl je uveden prumér + smérodatna odchylka. Jako statisticky vyznamny rozdil jsou

uvadény pravdépodobnosti p < 0,05.
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4. Vysledky

4. 1 Anatomické vlastnosti lista F. elastica

Anatomické vlastnosti listu mohou ovliviiovat prostupnost listu pro CO, a tak se podilet na
vytvafeni gradientu CO;, napfi¢ listem. Péstovanim rostlin v podminkéch s odlisnou intenzitou

ozafenosti a teplotou jsem chtéla docilit zmény v anatomickych vlastnostech lista F. elastica.

Tloust’ka listu (d;mm) byla u varianty T (rostlina rostouci pii vyssi teploté a ozafenosti)
Vv priméru o 14 % vé&tsi nez u varianty G (rostlina rostouci pii niz$i teploté a ozafenosti).
Statisticky vyznamny (p < 0,05) byl tento rozdil pouze u 2. a 7. vzrostlého listu (viz obr. 7).

Primé&rné hodnoty se smérodatnymi odchylkami jsou uvedeny V piiloze v tabulce P2.

Hmotnost susiny na jednotku plochy listu (LMA, mg-cm™) je funkéni vlastnosti dobie
reflektujici environmentalni podminky, za kterych rostlina rostla. Siln¢ koreluje s celkovym
mnozstvim fotoni dopadajicich béhem celého dne (DPI) (Niinemets et al., 2004) a také

s fotosyntetickou kapacitou listu (Ellsworth and Reich, 1993; Niinemets and Tenhunen, 1997).

U varianty T byla LMA 1,6 az 2 krat vétsi nez u varianty G (tedy statisticky vyznamné
vétsi, p < 0,05). U varianty G se navic se stafim listu zvySovalo, u varianty T nikoliv (viz obr.

7). Vypocitané priméry jsou opét uvedeny v ptiloze v tabulce P2.

Hustota priduchi (SD) a priduchovy index (SI) jsou vlastnosti podilejici se na uréeni

rychlosti tokt plynti do a z listu, pro nas je vyznamny zejména tok CO, a vodni pary.

Mnozstvi priduchi na jednom mm? bylo u varianty T 1,8 aZ 2.2 krat v&tsi neZ u varianty
G, tento rozdil byl u vSech listl statisticky vyznamny (p < 0,05). Listy odlisného staii mély u
varianty G shodnou SD, u varianty T se liSil pouze 7. list (viz obr. 8). Priduchovy index se u
varianty G se stafim listu neménil, u varianty T se liSil u 7. listu, kdy byl niZ8i. Mezi variantou G
a T byl statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) u 2. a 3. listu (viz obr. 8). Primé&rné hodnoty SD a

Sl se smérodatnymi odchylkami jsou uvedeny v piiloze v tabulce P2.
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Obr. 7: Tloustka listu d [mm] (A) a mnoZstvi listové susiny na jednotku plochy, LMA [mg-cm™] (B) u varianty G
(Srafované sloupecky) a varianty T (Sedé sloupecky). Méfeno bylo pro kazdou skupinu 8 listovych teréiki o
priméru 12 mm, z jejichz susiny je vypocteno LMA. Malymi pismeny je znazornéno statistické hodnoceni rozdila
(p < 0,05) u listd z varianty G, velkymi pismeny u varianty T. Cervené pismo oznaCuje statisticky vyznamny
(p < 0,05) rozdil mezi variantou G a T pro dany list (n=8). Chybové Gsec¢ky zobrazuji smérodatnou odchylku.
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Obr. 8: Mnozstvi priduchéi na mm? listu u varianty G (Srafované sloupecky) a varianty T (Sedé sloupecky).
Z kazdého listu bylo SD pocitano z vysekl ¢. 6 a 7 (variabilita v poctu tercikti byla mezi jednotlivymi terciky
mald), z kazdého ter¢iku jsem snimala 10 ploch. V grafu jsou zobrazeny primérné hodnoty. Malymi pismeny je
znazornéno statistické hodnoceni rozdilti (p< 0,05) u listdi z varianty G, velkymi pismeny u varianty T. Cervené
pismo oznacuje statisticky vyznamny rozdil (p< 0,05) mezi variantou G a T pro dany list. Chybové usecky
zobrazuji smérodatnou odchylku.
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4. 2 Propustnost izolované kutikuly F. elastica méfena pomoci vazkové analyzy

Kutikula tvofi Gc¢innou, ale ne zcela dokonalou bariéru pro prostup vody a CO,. Pro méfeni
propustnosti kutikuly pro vodu (P) jsem pouzila izolované kutikuly z 18 teréika, 9 od kazdé
varianty (tedy G a T). M¢fila jsem ztratu vody v Case z komor umisténych na silikagelu.
Z namétenych hodnot jsem vytvoftila graf zavislosti ubytku vody v donorové ¢asti komory na
Case (viz obr. 9). Ze sklonu téchto ,transpiracnich® kiivek jsem vypocitala propustnost dané
kutikuly pro vodu. Propustnost pro vodu byla u kutikuly varianty G v praméru 1,3 krat vétsi nez
u kutikuly varianty T (viz obr. 10), nicméné vzhledem k velkym smérodatnym odchylkam nebyl
tento rozdil statisticky vyznamny (p > 0,05).

16

144 ® VariantaG -
O VariantaT

12 4

Ubytek hmotnosti vody [mg]

0 50 100 150 200 250 300
Cas [hod]

Obr. 9: Tok vody pies svrchni kutikulu méfeny po dobu 264 hodin pti 25°C a 0% vlhkosti vzduchu nad kutikulou
(n=9). Chybov¢ tsecky zobrazuji smérodatnou odchylku.
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Obr. 10: Propustnost kutikuly u rostlin rostoucich za odlisné teploty a ozafenosti. Kutikula varianty G byla
v priméru 1,3 krat propustnéjsi nez kutikula varianty T. Nicméné vzhledem k velkym smérodatnym odchylkam
(zobrazenym v podobé chybovych tise¢ek) neni tento rozdil statisticky vyznamny (n=9).

4. 3 Tloust’ka kutikuly, d; [um]

Take jsem se zajimala, jestli propustnost kutikuly a jeji tloustka, d, jsou ve vzajemneém vztahu.
Tloustku jsem méfila z polotenkych tezt (viz obr. 11) listt rostliny F. elastica, u 1. a 5. plné
vzrostlého listu varianty G a T. d; byla u varianty T 0,3 az 2,2 krat vétsi, ve vSech piipadech byl
rozdil statisticky vyznamny (p < 0,05). d. byla také vétsi na adaxialni strané listu oproti
abaxialni, u 5. listu varianty T byl tento rozdil pouze maly, v dalsich ptipadech byl statisticky
vyznamny (p < 0,05, viz obr. 12). Pramérné hodnoty d. pro jednotlivé listy jsou uvedeny
v ptiloze (tabulka P2).
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Obr. 11: Ukazka polotenkého fezu (400 pm) listem rostliny F. elastica. A - fez napii¢ celym listem,
B - detailni zabér abaxialni strany listu; PA - prifez priduchovym aparatem, C - kutikula lemujici celou
praduchovou §térbinu i ¢ast podpriaduchové §térbiny; Gse¢ka zobrazuje 100 pm.
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Obr. 12: Popisek na nasledujici strané
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Obr. 12: Tloustka kutikuly, d. [um], u rostliny F. elastica, varianty G (Srafované sloupecky) a varianty T (Sedé
sloupecky). Zvlast’ byla métena adaxialni (horni) a abaxialni (spodni) strana listu. Malymi pismeny je znazornéno
statistické hodnoceni rozdilii (p< 0,05) u listd z varianty G, velkymi pismeny u varianty T. Cervené pismo oznaduje
statisticky vyznamny rozdil (p< 0,05) mezi variantou G a T pro dany list. Zobrazen je primér méfeny u 5
polotenkych fezli, chybové usecky zobrazuji smérodatnou odchylku.

4. 5 Kvantitativni a kvalitativni analyza sloZeni kutikularnich vosku u F. elastica

Vlastnosti kutikuly (napiiklad propustnost, schopnost odpuzovat vodu aj.) jsou ovlivnény
kvantitou a sloZzenim smési kutikularnich vosku. Proto jsem analyzovala kvalitativni (GC-MS) a
kvantitativni (GS-FID) slozeni kutikularnich voska extrahovanych z listd rizného staii (2., 3. a
7. vzrostly list) rostlin F. elastica péstovanych za odlisné teploty a ozatrenosti (varianta G a T).
Celkové bylo u varianty T extrahovano 1,2 az 2,0 krat vice voski neZ u varianty G, ve vSech
piipadech byl tento rozdil statisticky vyznamny (p < 0,05). U varianty T se navic mnozstvi
voskil zvySovalo se stafim listu (viz obr. 13). Primérné hodnoty a smérodatné odchylky pro

jednotlive listy jsou uvedeny v piiloze v tabulce P3.
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Obr. 13: Celkové mnozstvi izolovanych kutikularnich voskt pro variantu G ($rafované sloupecky) a variantu T
(Sedé sloupecky). Vosky byly izolovany v ramci jedné varianty ze 3 listi odliSného stafi (2., 3., a 7. pln€ vzrostly
list), zvlast z horni (U) a spodni (L) strany listu. Malymi pismeny je zndzornéno statistické hodnoceni rozdilt
v kvantité voskii u varianty G, velkymi pismeny u varianty T. Cervené pismo oznaluje statisticky vyznamny rozdil
mezi variantou G a T pro dany list (n=4). Chybové tisecky zobrazuji smérodatnou odchylku.

39



Ze smési vosku jsem pomoci GC-MS identifikovala u varianty G 21 sloucenin na
adaxialni a 22 sloucenin na abaxialni strané, u varianty T to bylo 20 sloucenin na adaxidlni a 24
sloucenin na abaxialni strané listu. Cely seznam identifikovanych latek je uveden v tabulce P4
v ptiloze. Slozky kutikuldrnich voski jsem zatfadila do funkcnich skupin (tedy kyseliny,

alkoholy, aldehydy, triterpenoidy a estery).

Spodni strana listu se od horni lisila u varianty T i G. Skupinu esteri jsem identifikovala
pouze ve smesi voski izolovanych z abaxialni strany listu, dals$i vyrazné rozdily byly u skupiny
alkoholu, triterpenoidt a aldehydu. Tyto rozdily jsou statisticky vyznamné (p < 0,05) a to nejen
Vv absolutnich ¢islech, ale i v relativnim zastoupeni. Mnozstvi kyselin bylo u varianty G mezi
stranami listu statisticky odlisné v absolutnich ¢islech, av$ak pii pfepoétu na procentualni
zastoupeni byly hodnoty vyrovnané (viz obr. 14). U varianty T tomu bylo naopak. Se starnutim
listu nebyly pozorovany pfilisné zmény, u varianty T dochazelo k mirnému nartstu
v absolutnim mnozstvi alkohold, aldehydu a triterpenoida (viz obr. 15). Velké rozdily jsem
pozorovala také mezi danymi variantami, tedy mezi variantou T a G. Jak jiZ bylo uvedeno,
u varianty T bylo izolovano 1,2-2x vice voski. Z tohoto diivodu budu mezi sebou porovnavat
relativni mnozstvi jednotlivych skupin (porovnani absolutnich hodnot viz obr. P3 v piiloze). U
varianty T bylo identifikovano vét§i mnoZstvi aldehydd, a to jak na horni, tak na spodni strané
listu. Dal$i vyznamné rozdily byly pozorovany u skupiny kyselin a alkohold, kde ale byly
reakce na vnéj$i podminky opacné u horni a spodni strany; na adaxialni stran¢ bylo vyrazné vice
kyselin u varianty G, u alkoholi byly tyto rozdily mnohem mensi (statisticky vyznamné jen u 2.
a 7. listu). Na abaxialni stran¢ listu byl obsah kyselin u varianty G i T podobny, pouze u 7. listu
jich bylo u varianty G statisticky vice (p < 0,05). Naopak vyznamné vice alkoholt bylo u

varianty G a to u vSech tfi listd (viz obr. 16).
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Obr. 14: Relativni (A) a absolutni (B) mnozstvi extrahovanych voski rozdélenych podle funkénich skupin
u F. elastica, varianty G (100 % je sou¢tem vSech funkénich skupin). Malymi pismeny jsou oznaceny hodnoty pro
adaxialni (U) stranu listu, velkymi pismeny pro abaxialni (L) stranu listu. Pismena zobrazuji, zda jsou v rdmci
skupiny statisticky vyznamné rozdily (tedy mezi listy odliSného stafi); Cervend barva zobrazuje statisticky
vyznamny rozdil mezi horni a dolni stranou listu. Chybové tusecky zobrazuji smérodatné odchylky (n=4).
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Obr. 15: Relativni (A) a absolutni (B) mnozstvi extrahovanych voskl rozdélenych podle funkénich skupin
u F. elastica, varianty T (100 % je souétem vSech funk¢nich skupin). Malymi pismeny jsou oznaceny hodnoty pro
adaxialni (U) stranu listu, velkymi pismeny pro abaxialni (L) stranu listu. Pismena zobrazuji, zda jsou v rdmci
skupiny statisticky vyznamné rozdily (tedy mezi listy odliSného stafi); Cervend barva zobrazuje statisticky
vyznamny rozdil mezi horni a dolni stranou listu. Chybové use¢ky zobrazuji smérodatné odchylky (n=4).
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Obr. 16: Relativni mnozstvi extrahovanych voskl z adaxidlni (A) a abaxialni (B) strany listu. Vosky jsou
rozdéleny podle funkénich skupin. Malymi pismeny jsou ozna¢eny hodnoty pro listy z rostliny péstované za nizsi
teploty a ozarenosti, varianty G; velkymi pismeny hodnoty pro listy rostliny péstované za vyssi teploty a ozafenosti,
varianty T. Pismena zobrazuji, zda jsou v rdmci skupiny statisticky vyznamné rozdily (tedy mezi listy odlisného
staff; p < 0,05); Cervena barva zobrazuje statisticky vyznamny rozdil mezi variantou T a G. Chybové usecky
zobrazuji smérodatné odchylky (n=4).
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4. 6 Vizualizace povrchu listu F. elastica pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) nam umoziuje detailné zkoumat strukturu povrchu
listti. Na nasledujicim obrazku (¢. 17) vidime abaxialni stranu listu F. elastica, varianty G a T.
Jsou zde dobie vidét rozdily v pruduchové hustoté a pii zvétSeni 1000 také pravdépodobné

depozity epikutikularnich voskd, které¢ ovsem nevytvaii krystalické struktury.

GB-L LEI 2.0kV X300 WD 8.0mm 10um  JEOL S ¢l 2.0K X300 WD 8.0mm 10um

A

A

SE GB-l LEI 2.0kV X1,000 WD 8.0mm 10um  JEOL SE GB-l LEI 2.0kvV X1,000 WD 8.0mm 10um

3

Obr. 17: Povrch abaxialni strany listu F. elastica, varianty G (A-C) a T (D-F) zobrazeny skenovacim elektronovym
mikroskopem. Foceno pti zvétseni 70 krat (A, D), 100 kréat (B, E) a 1000 krét (C, F).
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4. 7 Analyza stabilnich izotopi uhliku a vypocet C;

Stanovovala jsem §™C (dale jen &) suché hmoty rozemletych listovych teréiki. U rostlin z
prehledové studie bylo & stanoveno z 5 listovych tercikt, hodnoty 6 byly v rozmezi -20,767 az
-35,380 %o. Z uvedeného obsahu **C v susing listi (5.) jsem vypocitala Cj, tedy vnitini
koncentraci CO; v dob¢ fotoperiody, integrovanou béhem rustu listu (viz Materidl a metody,
vztah 7; 8, = -8%o). Vypocitané C; bylo v rozmezi 152 az 417 umol'mol'1 (hodnoty 6, a C; jsou

uvedeny v piiloze, tabulka P1).

U rostliny F. elastica jsem méfila pro kazdou variantu 3 listy rtizného stafi, 8 teréikd
z kazdého listu. Listy varianty G byly v priméru o 2,4 %o ochuzengj$i v porovnani s variantou T
(rozdily byly statisticky vyznamné, p < 0,05). Vliv staii listu byl pozorovan u G i T varianty
pouze u 7. listu (viz obr. 18). C; bylo u varianty G v praméru o 43 pmol'mol™ vyssi nez u
varianty T, nejvétsi rozdil jsem vypoditala u 7. listu (u vSech tii listd byl rozdil statisticky
vyznamny, p < 0,05, viz obr. 18). Primérné hodnoty 3, a C; pro jednotlivé listy jsou uvedeny
v ptiloze (tabulka P2).
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Obr. 18: Vnitini koncentrace CO, C; [umol'mol™] (A) a ochuzeni o izotop uhliku *C v listové tkéni (oproti VPDB
standardu), "3C [%o] (B) u varianty G (Srafované sloupecky) a varianty T (3edé sloupecky). Analyzovéna byla pro
kazdou skupinu susina z 8 listovych ter¢ikid o priméru 12 mm. Pro vypocet C; byl pouzit vztah 7. Malymi pismeny
je zndzornéno statistické hodnoceni rozdil u listi z varianty G, velkymi pismeny u varianty T. Cervené pismo
oznacuje statisticky vyznamny rozdil mezi variantou G a T pro dany list (p < 0,05; n=8). Chybové usecky zobrazuji
smérodatnou odchylku.
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4. 8 Vypocet poklesu koncentrace CO, mezi abaxialni a adaxialni stranou listu

Obsah izotopu uhliku **C jsem méfila v kutikule (kutikuldrni membrang v&etn& voskd) a
kutikularnich voscich izolovanych zvlast' z adaxialni a abaxialni strany listu. U piehledové
studie byl rozsah hodnot *3C -40,3 az -21,9 %o pii m&feni z celé kutikuly a -38.8 az -31,2 %o pii
méfeni z kutikularnich voski. Adaxialni kutikula byla v obsahu **C obohaceng;jsi v porovnani se
stranou abaxialni v necelé poloving pfipadd, u kterych byl také pomér koncentrace CO, mezi
abaxialni a adaxialni stranou listu (pomér Cgy/Cp) pocitany podle vztahu 8 (viz Materialy a
metody) mensi nez 1. Pfi analyze extrahovanych kutikuldrnich voskii byla adaxialni strana
obohacena asi ve 2/3 piipadu, ve kterych byl opét detekovatelny pokles koncentrace Cy/Cy, (Viz
tabulka 2).

U rostliny F. elastica byly vsechny vzorky varianty T (kromé& spodni strany 3. listu)
statisticky priikazné (p < 0,05) obohaceny o **C oproti variantd G (stejn& jako susina celého
listu) a to 0 2,17 az 3,55 %o u kutikul a 0 0,19%o (statisticky neprikazny vysledek u 3. listu) az
3,36 %0 u voska. Kutikuly i extrahované kutikularni vosky byly v priméru o 1,22 %o
ochuzengjsi v mnozstvi **C v porovnani s celymi listovymi teriky (t-test, p < 0,05), s vyjimkou
voskl extrahovanych ze 3. listu varianty G, kde k ochuzeni nedoslo. Vsechny hodnoty jsou

uvedeny v tabulce ¢. 3.

Obohaceni adaxiélni strany listu v obsahu *3C bylo u obou variant minimélni, nebo byla
oproti abaxialni strané dokonce ochuzena. Pomér Cy4/Cp jsem opét pocitala jak z izotopoveho
slozeni celych kutikul, tak z izotopového sloZeni extrahovanych kutikularnich voskt. Mezi
variantami G a T v této charakteristice nebyl nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil
(tabulka 3).
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Tab. 2: Hodnoty relativniho obsahu **C méfené v celé kutikule a v extrahovanych kutikularnich voscich
izolovanych z 15 druht hypostomatickych rostlin. Pomér C4/Cy, tedy vypodet poklesu koncentrace CO, mezi

abaxialni a adaxialni stranou listu, je pocitan podle vztahu 8 (viz Material a metody), n=1.
5°C v kutikule | O C V kutikularnich Co/Co
voscich
adaxialni | abaxialni | adaxialni | abaxialni | z kutikul | zvosku
Zamioculcas zamiifolia -33,790 | -35,028 -38,838 -35,678 0,952 1,147
Brachychiton populneum -32,922 -32,847 -37,484 -37,594 1,003 0,996
Scindapsus aureus -30,896 -30,361 -31,494 -31,954 1,022 0,982
Ficus benjamina 29,261 | -29,656 -33,437 -34,299 0,984 0,965
Ficus elastica -32,265 | -32,850 -34,083 -34,844 0,978 0,971
Tradescantia spathaceae -34,350 | -32,425 -36,687 -36,084 1,071 1,021
Ficus binnendijkii -32,390 -30,944 -31,465 -32,913 1,061 0,945
Passiflora edulis -32,355 | -34,995 -36,425 -35,023 0,905 1,059
Ficus cyathistipula -34,055 -34,237 -35,793 -34,530 0,993 1,053
Scadoxus multiflorus -28,962 -29,776 -32,074 -32,282 0,966 0,991
Aglaonema commutatum -38,597 -40,260 -38,352 -36,536 0,949 1,063
Schefflera arboricola -35,062 -33,144 -35,145 -35,704 1,086 0,977
Euphorbia leuconeura -36,069 -35,099 -37,642 -35,982 1,040 1,070
Pandanus veitchii -31,743 -30,383 -36,050 -39,054 1,053 0,900
Hoya carnosa -23,177 -21,921 -31,241 -32,825 1,085 0,910

Tab. 3: Pramérné hodnoty relativniho obsahu **C méfené v celé kutikule a v extrahovanych kutikularnich voscich
izolovanych z F. elastica, varianty G a T. Pomér Cy/C,, tedy vypodet poklesu koncentrace CO, mezi abaxialni a
adaxialni stranou listu, je poditan podle vztahu 8 (viz Materidl a metody). Uvedeny jsou pruméry+standardni
odchylky. Cerveng jsou zobrazeny statisticky vyznamné rozdily mezi variantou G a T (n=4; u vosk ze vzorku T 7,
spodni strany, je n=2 a u voski ze vzorku G=3’ spodni strany, je n=3).

13 - z s
8°C v kutikule 8C v kutikularnich CJ/C,
voscich
adaxialni abaxialni adaxialni abaxialni z kutikul z vosku

o 2. list -33,79+0,40 | -33,73+0,21 | -32,78+0,33 | -32,76+0,09 || 1,002+0,011 | 1,001+0,010
8
S 3. list -33,19+0,30 | -33,42+0,51 | -33,03+0,22 | -32,28+1,17 || 0,992+0,015 | 1,044+0,042
.C>:5

7. list -34,53+0,22 | -34,45+0,15 | -34,36+0,47 | -33,72+1,05 || 1,003+0,004 | 1,025+0,055

2. list -31,34+0,18 -31,13+0,12 -31,83+0,22 -31,53+0,34 1,008+0,007 | 1,012+0,022
|_
8
E 3. list -31,01+0,80 | -31,04+0,58 | -32,02+0,19 | -32,10+0,26 | 0,999+0,011 | 0,997+0,008
g

7. list -30,98+0,13 | -30,99+0,26 | -31,00+0,18 | -31,46+0,55 || 0,999+0,006 | 0,998+0,02
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5. Diskuse

Primarni karboxylaéni enzym Cj rostlin, Rubisco, funguje pii soucasné atmosférické
koncentraci oxidu uhli¢itého z méné nez jedné poloviny své maximalni kapacity. Difuze oxidu
uhlic¢itého z atmosféry skrz priiduchy a mezofyl, tedy mezibunécny prostor a bunéénou sténu,
cytoplazmu a obaly chloroplastu, ma pro rostliny zasadni vyznam. Nedostate¢na rychlost
transportu je limitujici pro rychlost asimilace CO; a tim i pro rust rostlin. V soucasné dob¢ je
toho relativné mnoho zndmo o regulaci pruduchové vodivosti (gs), a jejim vlivu na tok plyni
(tedy ne jen CO,, ale také vodni péary), avsak mezofylova vodivost (gm) je stale nedostateéné
prozkoumand. Jiz piekonana je puvodni domnénka, ze je gm nekoneéné velka, jak se pro
jednoduchost piedpokladalo pfi konstrukci matematickych modelt fotosyntézy v 80-tych letech
minulého stoleti (Farquhar et al., 1980). Naopak je jiz obecné pfijiman koncept dynamiky a
plasticity ve velikosti gm, po jejichZ pfi¢inach a piredevsim regulacich se stale patra. Velké Gsili
je vénovano ¢asti difuzni drahy v kapalné fazi (v bunééné sténé a uvnitf bunék, giiq) a roli
anhydrazy kyseliny uhli¢ité (CA) ¢i aquaporini. Méné je zkoumana mezofylovd vodivost
v plynné fazi (gias), tedy transport CO;, skrz mezibunééné prostory. Tato ¢ast mezofylové
vodivosti je Casto povazovana za neméfitelné velkou; obecné se predpoklada, ze vyrazngjsi roli
hraje u listd tlustSich a s vétsim mnozstvim listové suSiny na jednotku plochy (LMA) a u
hypostomatickych listti (Flexas et al., 2008; Niinemets et al., 2009). Nicméné dosud neexistuje

zadny spolehlivy a rychly zpisob, ktery by gias kvantifikoval.

Za ulelem kvantifikace @i pfi transportu CO, listem odvodil Santriiéek a kol.
(nepublikovéano) vztah pro vypocet poklesu koncentrace CO; napii¢ mezofylem mezi abaxialni
a adaxialni stranou listu (C4/Cy) zaloZeny na izotopové frakcionaci uhliku. Frakcionace je
méfena z izotopového slozeni kutikuly nebo kutikularnich voskt izolovanych z opaénych stran
listu (viz Material a metody, vztah 8). V ramci pilotni studie, kdy bylo analyzovano 39
hypostomatickych rostlinnych druhi, bylo pozorovano obohaceni adaxialni strany v mnoZstvi
3C a tedy pokles koncentrace CO, v mezibun&nych prostorech u 70 % piipadii (Santricek at
al., nepublikovand data). Moje prace zahrnuje piehledovou studii na dal§ich 15 druzich
hypostomatickych rostlin, u kterych ale doslo k obohaceni adaxialni strany jen ve 47 % piipadt
pii méfeni 8'°C celé kutikuly a v 60 % piipadi pii mé&feni *°C z extrahovanych kutikularnich
voskl. V téchto piipadech byl primérny pokles koncentrace CO, mezi adaxialni a abaxialni

stranou listu 4 %. Tento pokles je pomérné maly, v porovnani napf. se studii Parkhursta a kol.
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(1988), kdy byl naméfeny pokles koncentrace CO, u amfistomatického listu 0 az 5,7 %;
a Parkhursta a Motta (1990), kteti naméfili u hypostomatickych rostlin pokles koncentrace CO;

VvV prumeéru 12 %.

U fikovniku pryzodarného (F. elastica) jsem obohaceni adaxialni strany listu (a pokles
koncentrace C4/Cp) pozorovala také, a byl proto vybran pro detailnéjsi studii vlivu anatomické
struktury listu na transport CO, listem a piipadné zmény v transportnich odporech.

5. 1. Anatomické vlastnosti lista F. elastica, varianty Ga T

Variabilita ve struktufe listi byla navozena péstovanim F. elastica po dobu n¢kolika let pii
odlisné ozafenosti a teploté. Varianta T (Top), péstovana za vys§i ozafenosti a teploty, méla
simulovat slunné listy rostouci v hornich patrech subtropického lesa, kde se F. elastica
ptirozené vyskytuje, a varianta G (Ground), péstovana za nizsi ozafenosti a teploty, zase stinné
listy rostouci v podrostu. Zménu ve stavbé listi jsem pozorovala na souboru snadno
stanovitelnych anatomickych vlastnosti: tloustka listu (d) a mnozstvi suSiny na jednotku plochy

(LMA), pruduchova hustota (SD), praduchovy index (SI) a anatomické vlastnosti kutikuly.

Tloust’ka listu a LMA u varianty s vyssi ozafenosti (T) vykazovaly zvySené hodnoty ve
srovnani s variantou G. Jde o typickou reakci slunného listu (Dengler, 1980). Take SD i Sl byly
u rostliny péstované pii vyssi ozafenosti vétsi (kromé Sl u 7. listu), coz koresponduje s Gdaji v
literatuie (Schoch et al., 1980; Allard et al., 1991; Furukawa, 1997). Tyto vysledky naznacuji,
Ze vyvoj priduchi by mohl byt propojen s poklesem koncentrace CO; uvnitt listu, Ci, coz
odpovidd vyzkumu Santricka a kol (2014). Varianta T je obohacena o **C v porovnani
s variantou G, ma tedy mensi C;j vypoétenou z izotopt (viz dale) a soucasné i vétsi SD. Sl neni
ovlivnén tak vyrazné, C; pravdépodobné¢ moduluje velikost epidermalnich bunék (véetné

praduchit) spise nez samotnou vyvojovou linii praduchi.

Podminky péstovani navodily zmény i u funk¢nich vlastnosti listia, které byly
kvantifikovany pomoci gazometrického méteni. Maximalni rychlost fotosyntézy (Amax, Hmol-m-
2.5 byla u varianty G piiblizng poloviéni oproti varianté T a to p¥i méfeni A/C; kiivek i
svételnych ktivek (viz obr. P1 a P2 v prilohach). Vsechny tyto rysy ukazuji, ze F. elastica
reaguje na riznou ozarenost PAR dlouhodobou aklimaci anatomickych parametrt listu, které

mohou potencialng ovlivnit ,,prichodnost” listu pro CO,: zvétSeni tloustky a hmotnosti
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jednotkové plochy listu pravdépodobné ztizi zasobeni CO; pies pruduchy lokalizovanymi

vyhradné na spodni stran¢ listu.

5. 2. Izotopové sloZeni listu a kutikuly

Metoda méfeni poklesu koncentrace CO, napii¢ listem, kterou jsem testovala, je zalozena na
méfeni izotopového slozeni t¥i listovych komponent: adaxialni kutikuly (nebo adaxialnich
voskil), abaxialni kutikuly (nebo abaxialnich voskt) a celkové suché hmoty listu. Analyzovala
jsem tedy ochuzeni celkové biomasy listu (teréiku), izolovanych kutikul i estrahovanych
kutikularnich voski o izotop **C oproti standardu (8*3C). U vsech ti typii vzorkii byl obsah **C
relativné vyss$i (tzn. méné zaporna hodnota &) u varianty T neZ u varianty G, coz bylo
pravdépodobné dano vyssi ozafenosti a tim i vétsi rychlosti asimilace CO, u varianty T.
Nezavisla gazometrickd méteni uz od 80-tych let opakované prokazovala, ze 9 silné koreluje
s pomérem vnitini listové a atmosférické koncentrace CO, (Ci/Cy) (Cernusak et al., 2013), a
potvrzovala tak platnost vztahu 7 (viz Materidl a metody). Obohaceni listi slunné varianty (T) o

13C proto ukazuje na statisticky vyznamné nizsi C; neZ u varianty G.

Listovéa kutikula je extracelularni produkt epidermis, ktery byva ochuzen v mnozstvi **C
V porovnani se susinou celého listu. U Cjs rostlin se ochuzeni pohybuje v rozmezi 1,9 az 9 %o
(Collister et al., 1994; Chikaraishi and Naraoka, 2001). V mé piehledové studii se celd kutikula
lisila o -1,37 (v tomto ptipad¢ Slo o obohaceni) az 6,14 %o (s pramérnou hodnotou 2,58 %o) a
extrahované vosky o 1,16 az 12,06 %o (s prim&rnou hodnotou 5,30 %o). U druhu F. elastica bylo
primérné ochuzeni celé kutikuly 1,25 %o a extrahovanych voskt 1,19 %.. Ochuzeni kutikuly a
béhem oxidace pyruvatu na acetyl-koenzym A a béhem biosyntézy jednotlivych lipidickych
frakci (Deniro and Epstein, 1977; Chikaraishi, 2003; Chikaraishi et al., 2004b; a).

Kutikularni matrix se syntetizuje jiz v za¢atku vyvoje listu a od dospélosti se po zbytek
ontogeneze neobnovuje (Riederer and Schonherr, 1988), na druhou stranu kutikularni vosky
jsou neustale narusovany vétrem nebo omyvany de$tém a dochazi tak k jejich neustalé obméné.
Cas celkové obnovy voski byl skupinou Gao a kol. (2012) stanovena na 2-3 dny pro Ci a Cig
kyseliny, 5-16 dni pro vosky s uhlikovym fetézcem délky C2-Cos @ 71-128 dni pro slozku vosk
s velmi dlouhym (VLC) fetézcem (Cy7 aZ Cg;); méfeni probihalo na bojinku lu¢nim, Phleum

pratense. SloZeni nové syntetizovanych voski se méni v reakci na ontogeneticky vyvoj listu
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(Jetter and Schaffer, 2001) ¢i na sezénni podminky (Kerfourn and Garrec, 1992). Z tohoto

divodu jsem se kromé celé kutikuly zabyvala také extrahovanymi kutikularnimi vosky.

Dva hlavni ptedpoklady pro pouziti vztahu 8 pro vypocet poklesu koncentrace CO, mezi
abaxiélni a adaxialni stranou listu jsou: i) syntéza kutikuly a kutikularnich voski se déje
z prekuroru (asimilatt) vytvorenych v chloroplastech lokalizovanych v buiikach v blizkosti dané
kutikuly a ii) post-fotosynteticka frakcionace neni zavisla na stran¢ listu. Proto bylo nutné zjistit
slozeni kutikularnich voskt zvlast pro adax- a abaxialni stranu listu. Vyhodnocenim GC/MS
jsem zjistila, ze slozeni vosku se 1i§i mezi variantou G a T hlavné kvantitou jednotlivych slozek,
avSak adaxidlni a abaxidlni strana listu se 1i§i také kvalitou. PfedevS§im na horni strané listu bylo
u obou variant pfiblizn¢ 10x vice triterpenoidli, na spodni stran¢ se nachéazela skupina esterti

(které jsem na horni strané neidentifikovala) a jinak ptevladaly alkoholy (viz obr. 13-16).

Jak bylo zminéno vyge, celd kutikula byla ochuzena v mnozstvi **C oproti listové tkani,
avSak mira ochuzeni se mize mezi jednotlivymi slozkami vosk lisit podle drahy syntézy, a tim
i miry frakcionace (Chikaraishi et al., 2004a). Nas model ale ptedpoklada stejnou izotopovou
frakcionaci na adaxialni a abaxiélni stran& listu, proto by bylo tfeba zjistit 8*3C jednotlivych
slozek smési kutikularnich voski. Stanoveni latkove specifické 83C bude predmétem prace

v budoucnu.

5. 3. Tloust’ka kutikuly a jeji propustnost pro vodu

Hlavni cestou vymény plynt mezi rostlinou a atmosférou jsou priduchy, které zprostiedkuji
94 — 99,7 % vymeény vodni pary. Pfi nedostatku vody jsou priduchy zaviené a preZziti rostliny
dale zalezi na propustnosti kutikuly, kudy unika pfiblizné 2 — 29 % vody (Holmgren et al.,
1965). Ptes kutikulu mize byt transportovan také CO,, ale v mnohem mensi mife nez vodni
para. Podle méfeni Boyera a kol. (1997) na intaktnim listu vinné révy (Vitis vinifera L.) $lo o
0,112 a7 0,400 mmol-m?.s™ (coz bylo 2,5 a7 13 % toku vodni pary). Piestoze vztah
propustnosti kutikuly pro CO, (P.) a H,O (Py,) neni, pokud vim zndm, zajimalo mé, jestli vn&jsi
podminky, v nichz byl F. elastica péstovan, tento parametr zménily. Propustnost P, (pro
jednoduchost oznacovana dale pouze P) byla u varianty T niz$i, avSak tento rozdil nebyl
statisticky vyznamné odlisny od varianty G (p >0,05). I kdyz v tomto ptipadé bylo P vyssi u
varianty s ten¢i kutikulou a mens$im mnozstvim kutikularnich voska (viz obr. 10, 12 a 13),
nejednd se o obecnou korelaci (Riederer and Schreiber, 2001). Nebyla prok&zana ani zavislost
hodnoty P na slozeni kutikularnich voska (Geyer and Schonherr, 1990; Riederer and Schneider,

52



1990), ale zda se, ze velky vliv ma ultrastruktura kutikuly a v ni ulozené intrakutikularni vosky
(Kerstiens 1994). F. elastica mé jednu z nejméné pro vodu propustnych kutikul mezi rostlinami
z ruznych funk¢nich skupin rostlin (napf. (Riederer and Schreiber, 2001). Tento trend mutze byt
odvozen od Zivotni strategie: V pfirozenych podminkach se fikovnik prvni ¢ast zivota Casto
vyviji epifiticky, je tedy omezeny v dostupnosti vody a soucasné vystaven vysoké ozarenosti
PAR. Nov¢ vyrustajici listy musi proto byt chranény jak pfed vysokou ozafenosti, tak pied

vysychanim.

5. 4. Pokles koncentrace CO, mezi abaxialni a adaxialni stranou listu

Ptestoze pilotni pokusy méteni poklesu koncentrace oxidu uhli¢itého mezi abaxialni a adaxialni
stranou listu vypadaly slibné (ukazovaly na 1-9 % pokles koncentrace), moje studie na rostliné
F. elastica pokles (tj. hodnoty Cy/C4 nizsi nez 1) neprokazala. U varianty G vyraznd zména
koncentrace nebyla pfilis o¢ekavana, rostlina vyrustala v prostiedi s velmi nizkou ozatenosti
PAR (do cca 25 pmol-m?.s™), ¢imz byla silné limitovana rychlost fotosyntézy (viz svételné a
CO, zavislosti fotosyntézy na obr. P1 a P2). Vétsi pokles koncentraci jsem oCekavala u varianty
T (ozafenost do cca 600 pmol-m?2-s™), avsak ani u ni nebyl izotopovou analyzou a vypoctem
detekovan. Hodnoty C,/Cqy nebyly statisticky prukazné odlisné od 1 pro G ani T rostlinu.
V mnoha piipadech byl rozdil das-6ap dokonce v pozitivnich hodnotach, a z toho vyplyva, ze
Cq byla vétsi nez Cy (viz tab. 3). Takovy vysledek by indikoval primérny ¢isty tok CO, smérem
z listu do atmosféry, coz je v rozporu s rustem listu, potazmo celé rostliny. Pfi¢inou zdanlivé

absence koncentra¢niho gradientu napfi¢ listem F. elastica by mohla byt:

i) Nedostatetna ozafenost u varianty T. Pfirozené roste F. elastica v tropickych a
subtropickych oblastech, kde je maximalni ozéafenosti pfibliznd 2000 — 2500 pmol-m?s™
a rostlina tak dosahuje vyssi Amax. Rychlejsi karboxylaci by mohlo dochézet k vytvoteni vétsiho

gradientu koncentraci CO, a to jak mezi C, a C;, ale také mezi Cy, a Cg.

ii) Nejsou splnény piedpoklady, které jsou zahrnuty v odvozeni vztahu 8, tedy kutikula a
kutikularni  vosky  nejsou  syntetizovany z asimilati  vytvofenych v chloroplastech
lokalizovanych v blizkosti dané kutikuly, post-fotosynteticka diskriminace béhem syntézy
prekurzort kutikuly a kutikularnich voskil je zavisld na stran€ listu, nebo priméma & CO; ve
vzduchu uvnitf listu se vyrazné lisi od & CO, ve vzduchu obklopujiciho buniky palisddového
parenchymu na bezpriduchové strané listu (84), ¢imZz mohlo dojit k podhodnoceni zmény

koncentrace CO; az o polovinu.
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iii) Obohaceni adaxialni strany listu 0 *C je zmenSeno vlivem refixace CO, po
fotorespiraci a respiraci b&éhem dne. Fotorespirace je zpusobena 0Xygendzovou
aktivitou enzymu RUBISCO, na rozdil od karboxylazy dava oxygenaza vznik jedné molekule
fosfoglyceratu (3C) a jedné molekule fosfoglykolatu (2C). Fosfoglycerat je po redukci zapojen
zpét do Calvinova cyklu, fosfoglykolat se v asimila¢nich builkédch listi déle zpracovava
slozitym cyklem reakci (tzv. fotorespiracnim cyklem) béhem kterého se ¥ uhliku obsazeného ve
fosfoglykolatu vraci do Calvinova cyklu, ale u % dochazi ke ztratam v podob¢ tniku CO,
(Ogren, 1984). Refixace uvolnéné molekuly CO; je pravdépodobnéjsi na adaxialni strang,
protoze molekula by musela difundovat pies cely list az na priduchovou stranu, na rozdil od
molekuly uvolnéné na abaxialni strané, blizko priduchiim. Respirovany CO; je oproti vnéjsi

£y TR ’ v <13 vro v 17 . ’ s 1 .
atmosféfe siln¢ ochuzeny v mnozstvi ~“C, ¢imz vznikd zdroj ochuzeni adaxiélni kutikuly.

Pro vylouceni pfi¢iny i) by bylo uZite¢né mit vzorek listu z rostliny F. elastica rostouci v
ptirozeném prostiedi, tedy v tropické oblasti. VIiv post-fotosynteticke frakcionace pii syntéze
jednotlivych slozek kutikularnich vosku (bod ii) by mohl byt 1épe definovan po analyze obsahu
BC separatng pro kazdou frakci voskd. A mira vlivu refixace CO, (bod iii) by mohla byt
minimalizovana snizenim fotorespirace péstovanim rostlin v atmosféfe s nizkou koncentraci O,
(2 %) nebo farmakologickym zablokovanim glycin dekarboxylazy (zapojené ve fotorespira¢nim
cyklu, katalyzuje dekarboxylaci glycinu v mitochondriich). Avsak ob¢ varianty by byly velmi
casové i1 finan¢né narocné.

Vylou€enim téchto moznych pfi¢in bych také mohla konstatovat, ze napfi¢
hypostomatickym listem se nevytvaii méfitelny gradient koncentraci CO,. Rostlina se mozna
,brani vytvoreni vétsiho gradientu napt. navySenim poctu praduchii na noveé vyrostlych listech
(viz dvojnasobna SD u varianty T rostliny F. elastica, péstované pii vyssi ozarenosti PAR). Tak
by mohla byt zajisténa dostate¢na dodavka CO, vzhledem Kk pozadavku, které maji chloroplasty

I na strané listu vzdalené od praduchu.
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6. Zavér

Hypotézu, ze napti¢ hypostomatickym listem existuje gradient koncentrace CO,
detekovatelny z obsahu izotopu uhliku **C v kutikule nebo kutikularnich voscich, jsem
nepotvrdila. Rozdil mezi koncentraci CO; v mezibuné¢ném prostoru na adaxialni a
abaxialni stran¢ listu nebyl statisticky prukazny ani u piehledové studie, ani u druhu F.
elastica.

Pti dlouhodobé vyssi rychlosti fotosyntézy jsem ocekéavala zvySeny gradient koncentrace
CO; mezi abaxialni a adaxialni stranou listu, ktery by byl detekovatelny v izotopovém
slozeni kutikuly a kutikuldrnich voskil. Takto zménény gradient by ovéfil kvalitativni model
diskriminace *3CO, uvnitf listu a z n&j odvozeny vypodet poklesu koncentrace CO, mezi
abaxialni a adaxialni stranou listu. Zménu gradientu jsem nepozorovala, piestoze rychlost
fotosyntézy byla u varianty T, tedy rosliny F. elastica rostouci pii vyss$i ozatenosti PAR,
ptiblizné dvojnasobna v porovnani s variantou G, rostouci pfi niz$i ozafenosti PAR. Pfi¢ina
selhani modelu by mohla byt v odlisném zastoupeni jednotlivych slozek voskt na adaxialni
a abaxialni strané listu a v latkové specifické frakcionaci pfi jejich syntéze.

V ramci skriningové studie prob&hlo méfeni na 15 druzich hypostomatickych rostlin. Pokles
koncentrace mezi abaxialni (Cp) a adaxialni (Cq) stranou listu stanoveny z izotopového
slozeni kutikul a kutikularnich voskt byl detekovan pouze ve 47 % piipadd pii méfeni
83C celé kutikuly a v 60 % piipadi pfi mé&feni 8*3C z extrahovanych kutikularnich voskd.
Primérny pokles koncentrace CO; u téchto rostlin byl 4 %.

Na vybraném modelovém druhu Ficus elastica byla navozena variabilita v anatomii listu
mezi rostlinou rostouci pfi nizsi ozafenosti PAR, variantou G, a rostlinou rostouci pfi vyssi
ozafenosti PAR, variantou T. Listy varianty T vykazovaly vlastnosti typické pro rostliny
adaptované na vysSi ozafenost: byly tlustsi (d), mély vétsi mnozstvi listové suSiny na
jednotku plochy listu (LMA), mély tlustsi kutikulu (dc) a vyssi pruaduchovou hustotu (SD).
Pokles koncentrace mezi C, a C4 jsem izotopovou metodou nedetekovala ani u jedné

Z t&chto variant.
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8. P¥ilohy

Tab. P1: Seznam rostlinnych druhti pouzitych pro ptehledovou studii, jejich zafazeni do ¢eledi, obsah izotopu
B3¢ stanoveny v suché hmoté& rozemletych listovych ter&iki, 8'3C [%o] a vnitini koncentrace CO, v dobé&

fotoperiody, C;, integrovana béhem ristu listu (rovnice 7, 8, = -8%o, C4 = 410 pmol-mol-1).

Latinsky nazev Celed’ 83C [%o] Ci [nmol-mol™]
Zamioculcas zamiifolia Araceae -29,35 307,45
Brachychiton populneum Malvaceae -31,04 338,21
Scindapsus aureus Monstereae -29,17 304,16
Ficus benjamina Moraceae -28,64 294,66
Ficus elastica Moraceae -30,35 325,62
Tradescantia spathaceae Commelinaceae -33,79 388,05
Ficus binnendijkii Moraceae -29,74 314,48
Passiflora edulis Passifloraceae -29,82 316,08
Ficus cyathistipula Moraceae -29,79 315,55
Scadoxus multiflorus Amaryllidaceae -27,78 279,05
Aglaonema commutatum Araceae -35,38 416,89
Schefflera arboricola Araliaceae -28,92 299,75
Euphorbia leuconeura Euphorbiaceae -30,10 321,12
Pandanus veitchii Pandanaceae -31,64 348,95
Hoya carnosa Apocynaceae -20,77 151,79
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Obr. P1: Zavislost rychlosti asimilace CO, (A) na koncentraci CO, v podpraduchové duting (C;) pro 2., 3. a 7.
vzrostly list rostliny F. elastica, varianty G (jedinec péstovany za niz§i teploty a ozafenosti) a varianty T (jedinec
péstovany pii vyssi teploté a ozafenosti). Listy varianty G byly méfeny pfi hustoté zafivého toku PPFD
100 pmol'm?s™, listy varianty T byly m&feny pii hustoté zafivého toku PPFD 300 pmol'm™?s™, v obou ptipadech
§lo o saturaéni ozéfeni (n = 1)
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Obr. P2: Svételné ktivky, tedy zavislost A na hustoté¢ dopadajicich fotonti fotosynteticky aktivniho zateni (PPFD)
pro 2., 3. a 7. vzrostly list rostliny F. elastica, varianty G a varianty T. Mé&feni probihalo za stalé koncentrace CO, u
listu 400 pmol'mol™ (n = 1).

Tab. P2: Primérné hodnoty + smérodatné odchylky méfenych anatomickych vlastnosti listii F. elastica, varianty G
a T, méfeno u 2., 3. a 7. plné€ vzrostlého listu. Méfena byla tloustka listu d [mm]; hmotnost susiny na jednotku
plochy listu, LMA [mg-cm™]; hustota praduchti, SD [mm™] a priiduchovy index SI [%]; tloustka kutikuly, d; [um].
Déle je uveden obsah °C v listu, 8**C_ [%o], stanoveny v suché hmot& rozemletych listovych ter&iki a z ngj
vypogitana vnitini koncentrace CO, v dobé fotoperiody, integrovana béhem ristu listu, C; [umol'mol™], po&itana ze

vztahu €. 7 (viz Material a metody).

Varianta G Varianta T
2. list 3. list 7. list 2. list 3. list 7. list
d [mm] 0,611+0,062 | 0,718+0,035 | 0,606+0,033 | 0,708+0,086 | 0,723+0,100 | 0,754+0,126
LMA [mg-em?]| 6,56+0,17 | 7,53%0,35 8,39+0,28 | 13,23+0,96 | 11,94+135 | 13,84+1,90
SD [mm?] 54,1436 54,8+4,4 53,0433 117,8+-6,3 116,3+6,4 96,6+4,2
SI [*100] 6,07+1,47 5,5940,85 5,8940,71 7,45+1,08 8,30+1,14 5,8940,71
3°CL [%o] -32,1640,27 | -32,02+0,18 | -33,01+0,11 ] -30,20+0,26 | -30,19+0,17 | -29,73+0,17
Ci [nmol'mol™] | 358,4+4,9 356,0+3,2 374,0+1,9 323,0+4,8 322,8+3,1 314,5+3,1
2. list 5. list 2. list 5. list
adaxialni | abaxialni | adaxialni | abaxialni | adaxialni | abaxiélni | adaxialni | abaxialni
d; [um] 3,26+0,72 | 2,06+0,45 | 3,26+0,37 | 1,84+0,39 | 5,83+0,38 | 3,68+0,56 | 4,11+0,559 | 4,05+0,42
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Tab. P3: Celkové mnozstvi kutikularnich vosktl izolovanych z listi F. elastica péstovanych v odlisnych vnéjsich
podminkach (varianta G a varianta T). Pro kazdy list je uveden primeér ze 4 méfeni a smérodatna odchylka.

Varianta G

Varianta T

adaxialni strana

abaxialni strana

adaxialni strana

abaxialni strana

[ngem?] [ngem?] [ngem?] [ngem?]
2. list 37,85+1,86 26,38+1,85 64,73+1,36 32,90+2,88
3. list 37,95+1,74 26,41+3,82 75,26+2,83 42,52+1,28
7. list 47,01+1,74 24,54+1,38 93,49+5,17 47,42+3,09

Tab. P4: Seznam latek identifikovanych pomoci GC-MS v kutikularnim vosku rostliny F. elastica pro variantu G
(rostlina péstovana pii niz8i t a PAR) a variantu T (rostlina péstovana pii vyssi t a PAR).

Varianta G Varianta T
adaxialni abaxialni adaxialni abaxialni
Cys kyselina Cys kyselina Cys kyselina Cys kyselina
Cyg kyselina Cygkyselina Cyg kyselina Cyg kyselina
. Cy kyselina C 20 kyselina
% Cy kyselina
& . .
Q Cyg kyselina Cog kyselina Cyg kyselina
Cso kyselina Cao kyselina Cso kyselina Cgo kyselina
Cs, kyselina Cs, kyselina Cs, kyselina Cs, kyselina
Caq4 kyselina Ca4 kyselina Ca4 kyselina
C, alkohol C, alkohol C, alkohol C, alkohol
C,3 alkohol C,g alkohol C,35 alkohol C,g alkohol
> C,9 alkohol
e Cs alkohol Cs, alkohol
% C5; alkohol C,; alkohol Cs; alkohol C,; alkohol
Cs, alkohol Cs, alkohol C5, alkohol Cs, alkohol
C53 alkohol Cs3 alkohol Cs3 alkohol Cs3 alkohol
C,,4 alkohol C,,4 alkohol C,,4 alkohol C,4 alkohol
Cys aldehyd
- Cyg aldehyd
% C3 aldehyd C3 aldehyd Cs aldehyd Cs aldehyd
g Cs, aldehyd Cs, aldehyd Cs, aldehyd Cs, aldehyd
Cs3 aldehyd Ca3 aldehyd Ca3 aldehyd
Cs4 aldehyd Ca4 aldehyd Ca4 aldehyd Ca4 aldehyd
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Obr. P3: Absolutni mnozstvi extrahovanych voski z adaxidlni (A) a abaxidlni (B) strany listu. Vosky jsou
rozdéleny podle funkénich skupin. Malymi pismeny jsou oznaceny hodnoty pro listy z rostliny péstované za nizsi
teploty a ozafenosti, varianty G; velkymi pismeny hodnoty pro listy rostliny péstované za vyssi teploty a ozatenosti,
varianty T. Pismena zobrazuji, zda jsou v ramci skupiny statisticky vyznamné rozdily (tedy mezi listy odli§ného
starf); Cervena barva zobrazuje statisticky vyznamny rozdil mezi variantou T a G. Chybové usecky zobrazuji
smérodatné odchylky (n=4).
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