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Seznam pouzitych zkratek

Zkratka Vyznam Jednotka
FESEM Te_chnika §kqnovaci el§ktronové mikr(_)skopie
(Field Emission Scanning Electron Microscopy)
GCs Svéraci bunky (Guard Cells)
GMC Matetska bunika praduchii (Guard Mother Cell)
Plynova chromtaografie s hmotnostni
GC-MS spektrometrii (Gas chromatography — mass
spectroscopy)
MMC Matetska buiika meristemoidu (Meristemoid
Mother Cell)
PvC Dlazdicové buiiky (Pavement Cell)
PVCD Hustc_>ta dlazdicovych bun¢k (Pavement Cell mm-2
Density)
SD Priiduchov hustota (Stomatal Density) mm2
Sl Praduchovy index (Stomatal Index) %
SLGC Sesterska buiika meristemoidu, typ PvC
(Stomatal-lineage ground cell)
WT Rostlina bez mutace (wild type, divoka forma)




1 Uvod

Vedlejsim produktem fotosyntézy, bez kterého bychom nemohli existovat, je kyslik.
Neni tfeba dodavat pro¢ jsou rostliny v tomto ohledu pro nas na Zemi dilezité. Kyslik je
uvoliovan malymi otvory v pokozce zvanymi praduchy, skrze které rostlina primarné piijima
oxid uhli¢ity pro fotosyntézu. Skrze oteviené pruduchy ovsem z rostlin unika i voda (Gao et
al., 2017). Rostlina tak musi fesit, zdali je pro ni na zaklad¢ aktualnich podminek vyhodné
pruduchy kvili pfijmu oxidu uhli¢itéko pro fotosyntézu oteviit ¢i nikoli, aby se zamezilo
vysouseni (Bueno et al., 2020). | samotny pocet priduchd ovlivituje vypar. Vyvine-li se
na listech méné praduchd, zvysuje se tim tolerance k suchu (Caine et al., 2019). Proti
nadmérnému vyparu vody také rostlinam pomaha hydrofobni vrstva — kutikula — pokryvajici
pokozku nadzemnich organt (Riederer and Schreiber, 2001). Jak priduchy, tak kutikula jsou
vyznamnym evolu¢nim piizpisobenim suchozemskych rostlin (Arteaga-Vazquez, 2016)

okolnim podminkam prostiedi a jejich vyvoj by mohl byt vzajemné koordinovan.

Na zékladé¢ publikovanych dat se zd4, Ze vyvoj priduchii a kutikuly mé na molekularni
urovni spolecnou drahu nebo alesponi bod, kdy se obé drahy potkavaji (Gray et al., 2000; Yang
et al., 2011). V mé bakalaiské praci (Koutkova, 2020) byla zminéna korelace mezi poctem
pruduchti a mnozstvim vosku v kutikule listu huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana, L.).
Tato diplomova prace se konkrétné zaméfuje na ulohu SHN (SHINE) rodiny 3 geni (SHNL1,
SHN2, SHN3) fungujici v rostling jako transkripéni faktory. Nejvice studovanym z nich je
SHN1 (WIN1, WAX INDUCER 1) gen, jez pti zvySené expresi snizuje pocet praduchd,
ale na druhé strané navySuje obsah vosku v kutikule listu husenicku (ekotyp Wasilevskija,
WS). Soucasné SHN1 jako transkripéni faktor méni expresi fady gent podilejici se na vyvoji
kutikuly. Proto se SHN zda byt jednim z genti ucastnici se obou vyvojovych drah (Aharoni et
al., 2004; Kannangara et al., 2007). RovnéZz znaSich dosud nepublikovanych vysledkia
sekvenovani mutanti se zménénym poctem praduchi (dvojity mutant epfl,2 mél vyssi pocet
pruduchti, StRNAI mél snizeny pocet praduchi) vychazi SHN geny (nejvice SHNZ2)
jako klicové. Nasledna analyza voskG v kutikule také ukazala zmény v obsahu

epikutikuldrnich voskd.

Pokud je exprese SHN1 zvysena, jsou rostliny odolng&jsi vii¢i suchu, patrné diky zménénému
slozeni kutikuly a poétu praduchd (Aharoni et al., 2004). Vétsi vyznam budou mit ziejmé
praduchy nez kutikula, nebot’ jeji permeabilita byla u téchto mutantnich rostlin vétsi nez
u kontrolnich rostlin (Sadler et al., 2016). Diplomova prace shrnuje vysledky ze studia rostlin
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husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana, L.) s T-DNA inzerci (Agrobacterium transferred
DNA) v jednotlivych SHN genech, ziskané ze SALK mutantni kolekce (Alonso et al., 2003),

a rozsifuje tak poznatky o spole¢ném vyvoji priaduchu a kutikuly listu modelové rostliny.



2 Kutikula rostlin

Kutikula je tenka (0,1-10 pum) heterogenni vrstva pokryvajici pokozku (epidermis)
nadzemnich organu rostlin (Chen et al., 2011; Riederer and Schreiber, 2001). Pied par lety
bylo také zjisténo, ze kutikula se nenachazi jen v nadzemnich Castech rostlin, ale pokryva

I kofenovou ¢epicku (Berhin et al., 2019).

Kutikulu Ize rozd¢lit na vrstvu sousedici s buné¢nou sténou pokozkové buriky, kutikularni
vrstvu (cuticle layer), slozenou zejména zkutinu a polysacharidi, a vrstvu
nad ni (vlastni kutikulu, cuticle proper) tvofenou kutinem a vosky (Yeats and Rose, 2013)
(Obr. &. 1).

Chemické slozeni kutikuly neni u vSech rostlin ani orgénd, které chrani, jednotné. Zavisi
mimo jiné na vyvojovém stadiu. Naptiklad listy mladé kukufice maji vosky obohacené
0 primarni alkoholy, kdeZto zralé listy o estery (Bianchi et al., 1985). Nicméné dvé slozky
(kutin a vosky), jak jiz bylo fe¢eno, jsou vzdy piitomné (Jarvinen et al., 2010; Fernandez et
al., 2017; Sharma et al., 2020). Dale se v kutikule nachazi glycerol, polysacharidy (celuloza,
hemiceluloza, pektin), kutan a fenolické slouceniny (derivat kyseliny ferulové ¢i kavové).
Samotny kutin je tvofen zejména alifatickymi C16-C18 -hydroxy/epoxi mastnymi
kyselinami, které se diky esterovym vazbam skladaji do fetézct a tvoii sit’ (Nip et al., 1986;
Heredia, 2003; Heredia-Guerrero et al., 2014; Bhanot et al., 2021). Vosky jsou slozeny
zejména z mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (VLCFA, very long chain fatty acids)
(C20 - C34) a jejich derivat, jmenovité¢ z alkani, aldehydd, alkoholu, esterti. Mohou
se objevit v mensi koncentraci i triterpenoidy, fenylpropanoidy a flavonoidy (Bernard and
Joubes, 2013; Petit et al., 2017; Bhanot et al., 2021; Jetter and Schaffer, 2001).

Vosky, které tvoii 20-60 % hmoty kutikuly (Heredia, 2003) lze, na rozdil od kutinu,
snadno vyextrahovat organickymi rozpoustédly (chloroformem, acetonem, ethylacetatem,
hexanem a methanolem) (Bhanot et al., 2021). Nejsnadnéji lze extrahovat zejména
epikutikularni vosky (Koch and Ensikat, 2008; Buschhaus and Jetter, 2011), které se nachazeji
nad ,,vlastni kutikulou® (cuticle proper) (Yeats and Rose, 2013) (Obr. ¢. 1). Vosky na povrchu
pokozky mohou tvofit bud’ film nebo i krystaly, které jsou pro kazdy rostlinny druh specifické
(Barthlott et al., 1998; Buschhaus and Jetter, 2011). Vosky se nachazeji i uvniti kutikularni
matrice (tzv. intrakutikularni vosky) (Koch and Ensikat, 2008). Védci Farber et al. (2019)

u vosku stonku ciroku (Sorghum) zjistili, ze i epikutikularni vosky jsou heterogenni.



Jejich vngjsi povrch je sloZen z neusporadanych alifatickych uhlovodikt, zatimco vnitini

struktura je vice usporadana a krystalizovana.

= Epicuticular Wax

:| Cuticle Proper
:> Cuticle

] Cuticle Layer

] Cell Wall
] Plasma Membrane

Epidermal Cells

Obr. ¢ 1: Vrstvy kutikuly nad pokozkovymi buitkami (epidermal cells). Plazmaticka
membrana (plasma membarne) a bunécna sténa (cell wall) pokozkovych bun¢k je pokryta
kutikulou sklédajici se z kutikularni vrstvy (cuticle layer) a vlastni kutikuly (cuticle proper).

Nejsvrchngjsi ¢ast kutikuly tvoti epikutikularni vosky (Bhanot et al., 2021).

Diky voskiim je povrch nadzemnich organti hydrofobni, dochédzi zde k ,,lotosovému
efektu® kdy kapic¢ky vody omilaji plochu listu a tim ji zaroven i o€ist'uji (Ensikat et al., 2011;
Bargel et al., 2006; Bhanot et al., 2021) a smyji i potencialnich patogeny. Piesto v§ak kutikula
neni 100% nepropustnou bariérou. Jeji propustnost pro vodu se zvySuje V zavislosti
na zvysujici se teploté. Rieder a Schreiber (2001) zkoumali tuto zavislost u listi nékolika
druhd rostlin pii teploté povrchu listu od 15°C do 55°C. Vétsi vyznam pfi transpiraci maji
intrakutikularni vosky nez ty povrchové - epikutikularni, coz bylo dokdzano nezménénou
transpiraci po odstranéni epikutikularnich vosku (Zeisler-Diehl et al., 2018; Bueno et al.,
2020). Kutikula ma i dalsi protektivni funkce. Jelikoz jsou rostliny cely sviyj Zivot vystaveny
slune¢nim paprskiim, ukézala se kutikula jako dobry pomocnik pii ochrané pfed UV zatfenim,
které muze poskodit DNA i chloroplast (Jansen et al., 1998). Bud’ se UV-B zafeni absorbuje
flavonoidy ve voskové vrstvé ¢i je UV jednoduse odrazeno (Bhanot et al., 2021; Bornman et
al., 1997). Rovnéz i tloustka kutikuly koreluje do jisté miry s dobou vystaveni rostlin UV
zateni. Metwally et al. (2019) zjistili, ze po 40 minutach expozice aronovité rostliny
Spathiphyllum na UV svétle se tloustka kutikuly téméf ztrojnasobila. OvSem vystaveni rostlin
UV zafeni pouze na 30 min mélo za nasledek naméfeni mensi tloustky kutikuly oproti
kontrolni varianté. Proto se zda, ze tloustka kutikuly nemé takovy vyznam jako jeji slozeni.
To potvrzuje 1 fakt, Ze tloustka kutikuly nema s nejvétsi pravdépodobnosti vliv na vyraznéjsi

omezeni transpirace (Riederer and Schreiber, 2001; Kerstiens et al., 2006).



2.1  Syntéza kutikuly

Kutikula, jako prvni obranna bariéra mezi vnitinim prostiedim rostliny a okolnim svétem,
je syntetizovana v pokozkovych bunkach, at’ uz listl, plodu, kvéti ¢i stonki (Bhanot et al.,
2021; Niklas and Kutschera, 2010). Z ¢asového hlediska neni zcela jasné, kdy se kutikula
zaklada, ale jeji prvni viditelna struktura byla pozorovéana uz v globularni fazi vyvoje embrya
po barveni lipofilnim barvivem auraminem u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana)
(Ingram and Nawrath, 2017; Szczuka and Szczuka, 2003). Slozeni kutikuly se 1i§i mezi druhy
rostlin 1 orgdny. Nékteré slou€eniny, jako naptiklad sekundarni alkoholy ¢i ketony, se mohou
tvofit pouze v fapicich ¢i stonku ale v mensi mite i V listech, jak bylo zjisténo u husenicku

rolniho (Greer et al., 2007).

Obecné biosyntéza kutinu a voski vychazi ze stejnych prekurzorti (Natarajan et al., 2020;
Hen-Avivi et al., 2014), mastnych kyselin (C16/C18), které se tvoii v plastidech (Yeats and
Rose, 2013) v nékolika cyklech postupnym prodluzovanim dvouuhlikatych Acetyl-CoA
(acetyl-koenzym A) jednotek syntazou mastnych kyselin (FAS, fatty acid synthase).
Kazdy cyklus zahrnuje kondenzaci, redukci, dehydrataci a redukci, kde jako kofaktor slouzi
ACP (Acyl Carrier Protein). Nasledné Fatty Acyl-thioesteraza A ¢i B (FATA, FATB)
hydrolyzuje C16/C18-ACP (Borisjuk et al., 2014). De-novo vytvarené mastné kyseliny jsou
zplastidi  pfemistény do cytoplasmy k endoplasmatickému retikulu  pomoci
komplexu exportu mastnych kyselin (FAX, Fatty Acid Export), kde diky syntetaze LACS
(Long Chain Acyl-Coenzyme A Synthases, acyl koenzym A syntetaza s dlouhym fetézcem)
reaguji s koenzymem A za tvorby FA-CoA (Fatty Acyl Coenzym A) (Pulsifer et al., 2012;
Yeats and Rose, 2013; Bhanot et al., 2021; Zhao et al., 2019). Nekteré mastné kyseliny mohou
byt konjugované na acyl-CoA pomoci LACS uz v membrané plastidt (Jessen et al., 2015; Li
et al., 2016). Pricemz u husenicku rolniho je nepostradatelna aktivita dvou z deviti LACS,

ato LACS1 a LACS2 (Lu et al., 2009; Schnurr et al., 2004).

Poté se drahy syntézy rozdéluji a jsou zakoncené syntézou vosku ¢i kutinu. Syntéza vosku
pokracuje na membrané endoplazmatického retikula aktivaci komplexu elongazy mastnych
kyselin (FAE, Fatty Acid Elongase) prodluzujici fetézec mastnych kyselin, o 2 uhliky za
cyklus, na tzv. mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem (VLCFA, very long chain fatty
acid). Konkrétn¢ vznika VLCFA-acyl-CoAs, které maji délku C24-C36 (Yeats and Rose,
2013; Bhanot et al., 2021). Membranov¢ vazany komplex elongaz se sklada z 3-ketoacyl-CoA
syntazy (KCS), B-ketoacyl-CoA reduktazy (KCR), 3-hydroxyacyl-CoA dehydratazy (HCD)
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a enoyl-CoA reduktazy (ECR) (Han et al., 2002; Beaudoin et al., 2002; Kohlwein et al., 2001;
Hegebarth et al., 2017; Paul et al., 2006; Li et al., 2019). Dale se komponenty vosku tvoii
dvéma metabolickymi cestami. Za prvé cestou acylové redukce, jinak také zvanou
alkoholovou, ze které vznikaji primarni alkoholy a estery. Druha je dekarbonyla¢ni cesta,
neboli tzv. alkanova, kdy vznikjai alkany, sekundarni alkoholy, aldehydy a ketony (Li et al.,
2019; Joubes and Domergue, 2018; Broun et al., 2004). Alkoholova draha dava vznik
sloucenindm se sudym poctem uhlik, alkanova s lichym pocte uhlikti. NejcastéjSim voskem
u huseni¢ku rolniho byl zaznamenan alkan C29-C33 (Samuels et al., 2008). Vsechny
nasyntetizované komponenty kutikuly jsou poté, dosud pIné neprozkoumanym mechanismem,
transportovany K povrchu bunky. Skrz plazmatickou membranu jsou pfenaseny nejspise ABC
transportéry — ATP binding casettes (Do et al., 2018), (znamé jsou u huseni¢ku napiiklad
ABCG11 a ABCG32 (McFarlane et al., 2010; Bessire et al., 2011)). Dalsim moznym
zpisobem transportu je exocytoza ¢i presun komponenti proteiny transportujici lipidy — LTP
(DeBono et al., 2009; Yeats and Rose, 2013) (Obr. €. 2).
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Obr. ¢&. 2: Biosyntéza kutikuly. Pfedpokladané drahy tvorby kutinu a voskl pii syntéze
kutikuly rostlin. Podrobng&jsi popis v textu (Bhanot et al., 2021).

U syntézy kutinu se pfedpokladaji dva mozné scénare, které se s nejvétsi pravdépodobnosti
dopliuji. Enzymaticky mechanizmus zahrnuje aktivitu kutin syntazy (CUS, cutin synthase).
Druhy, neenzymaticky proces, vyuziva kutinzomy (Stepinski et al., 2020).



Kutinové prekurzory (C16 a C18, ¢i FA-CoA) jsou Vv endoplazmatickém retikulu
modifikovany na monoacylglyceroly (MAG) a diacylglyceroly (DAG) (Stepinski et al., 2020;
Manan et al., 2017; Li et al., 2016), coz je provedeno v n¢kolika krocich, zahrnujicich
hydroxylaci konct (- uhlik) a stfedd fetézci mastnych kyselin (ptesnéji hydroxylazou
cytochrom P450 kodovanou rodinou CYP 86A4 a nasledné CYP77A6) ¢i syntézu acyl-CoA
meziproduktt (Li-Beisson et al., 2009). Ptesné potadi jednotlivych krokt v§ak neni znamo.
Pokracujici oxidaci koncového uhliku vznikaji dikarboxylové kyseliny, které u rostlin, kromé
husenicku, nejsou bézné (Fich et al., 2016; Yeats and Rose, 2013; Kurdyukov et al., 2006b).
Nakonec dochazi k esterifikaci a  vznikaji monoacylglyceroly (MAG)
a diacylglyceroly (DAG), katalyzované glycerol-3-fosfat-CoA acyltransferazou (GPAT)
a diacylglycerolacyltransferazou (DGAT?2) (Stepinski et al., 2020; Li et al., 2016; Manan et
al., 2017). GPAT4 byla popsana u huseni¢ku pro katalyzaci esterifika¢ni reakce v kvétu (Li-
Beisson et al., 2009), zatimco GPAT6 a GPATS v listech a stonku (Li et al., 2007). Lipidy
jsou poté transportovany lipidovymi télisky od endoplazmatického retikula k bunééné sténé.
Do tohoto transportu se zapojuji i mikrotubuly. Nasledné dochazi v misté¢ ukladani kutinu
k polymerizaci pomoci kutin syntazy (CUS, Cutin Synthase) (Stepinski et al., 2020). Dalsi
¢i noveji popsany piistup transportu kutinovych monomert zahrnuje kutinzomy, coz jsou
Castice o pruméru 40 -200 nm (Stepinski et al., 2020) studované u Ornithogalum
umbellatum (Kwiatkowska et al., 2014) a Arabidopsis thaliana (Stepinski et al., 2017). Tyto
Castice byly poprvé pfipraveny in vitro, na zdkladé pozorovani samovolného sestavovani
hydroxymastnych kyselin do nanostruktur (Heredia-Guerrero et al., 2008; Stepinski et al.,
2020). Povrch kutinzomt, odd¢€lujici lipidovy obsah od vodného prostfedi cytoplazmy, je
slozen s hydrofilnich karboxylovych slouc¢enin, zatimco vnitiek z hydroxykyselin. Vytvotené
kutinzomy, které mohou pienaSet i enzymy, jsou transportovany mikrotubuly k bun¢kéni
sténé. To, Ze ob& syntetické drahy kutinu spolupracuji dosvédcuje fakt, Ze v ranych fazich
vyvoje kutikuly byly identifikovany kutinzomy a Vv pozdéjsi fazi aktivita enzymu CUS
(Stepinski et al., 2020; Yeats et al., 2012).



2.2  Molekularni aspekty syntézy kutikuly

Dosud byla popsana fada gend podilejici se na syntéze kutikuly (Philippe et al., 2020).
Nasledujici text poskytuje piehled pouze né¢kolika malo gentl, které jsou zapojeny do této

drahy.

Jiz vySe byla zminéna glycerol-3-fosfat-acyltrasferaza (GPAT) ménici monomery
mastnych kyselin na 2-monoacylglyceridy (Stepinski et al., 2020; Manan et al., 2017; Li et
al., 2016). Podtypy GPAT4, GPAT6 a GPATS se podileji na defosforyla¢ni reakci v syntéze
kutinu (Philippe et al., 2020; Yang et al., 2012). Oproti tomu na spojeni monoment kutinu byl
identifikovan enzym DCR (DEFECT IN CUTICULAR RIDGES)), ktery patii do stejné rodiny
acyltransferaz (BAHD) jako BODYGUARD (BDG) a CUTIN SYNTAZA (CUS) (Stepinski
et al, 2020). DCR se podili na =zaclenéni nejhojn&jsi kyseliny kutikularni
matrice — 9(10),16- dihydroxy-hexadekanové kyseliny. Tato kyselina tvofi v kutikule
asi polovinu mnozstvi kutinu. Ptitom bylo zjisténo, ze DCR mize byt aktivni jak v cytosolu
nebo i v plazmatické membrané a ma vliv primarné na syntézu kutinu, jelikoz u mutantnich
rostlin s defektem DRC bylo mnozstvi epikutikularnich voskd nezménéno. Navic se DCR
ucastni jak oligomerizace, tak polymerizace. Aktivita DCR je také nezbytna pfi diferenciaci
epidermalnich bunék, vyvoji trichomi a zabranéni fize nadzemnich organi (Panikashvili et
al., 2009). Dalsi zminény gen BDG koduje o/B-hydrolazu, je exprimovan v epidermalnich
bunikach, ale hromadi se v bunééné sténé. Mutace v BDG genu (bdg) zpisobuje zvySené
mnozstvi voskii az o trojnasobek, a to zejména alkant (C29, C31, C33) (Kurdyukov et al.,
2006a). Navyseni mnozstvi alkant je ziejmé zpusobeno aktivaci dekarbonyla¢ni cesty, ktera
znamena zménu mastnych kyselin o sudém poctu uhlikd (C2n) na aldehydy a nasledné na
alkany o lichém poc¢tu uhlikd (C2n-1) (Cheesbrough and Kolattukudy, 1984; Kurdyukov et
al., 2006a). U rostlin byla také pozorovana defektni kutikula (slabsi i silngjsi, misty chybéjici)
pod mikroskopem, ale nasledna plynova chromatografie odhalila dvojnasobné az trojnasobné
zvySeni mnozstvi lipida. Vysledky studie naznacuji, ze BDG se spiSe Gcastni zesit'ovani
kutikuly nez jeji syntézy (Kurdyukov et al., 2006a). Dalsi studie ovSem uvadi jiné vysledky.
Defektni rostliny bdg-6 a bdg-7 maji rovnéz vice kutinu v kutikule listu, ale pfi zkoumani lista
mladsich nez 36 dni, bylo mnozstvi kutinu oproti kontrole o 60 % snizeno. Jestlize byl BDG
gen exprimovan pod konstitutivnim promotorem, bylo mnozstvi kutinu navysSeno az ¢tytikrat.
BDG se nejspis Gcastni biosyntézy polyestertl, a to zejména polynenasycenych monomert C18

(Jakobson et al., 2016).



Enzym HOTHEAD (HTH) s nejvétsi pravdépodobnosti katalyzuje dal$i oxidaci jiz
hydroxylovaného koncového uhliku mastnych kyselin a tvoii tak aldehydovou a druhou
karboxylovou skupinu (Kurdyukov et al., 2006b; Fich et al., 2016). Gen KCS1
(3 - ketoacyl - koenzym A syntaza 1) je soucasti rodiny dalSich 20 geni (jako je napt. FDD,
FIDDLEAHEAD neboli KCS10), které koduji B-ketoacyl-CoA syntazu prodluzujici fetézec
mastnych kyselin v pribéhu biosyntézy kutikuly (Joubes et al., 2008; Pruitt et al., 2000).
Dalsim genem zapojenym do tvorby kutikuly je CER. U husenicku rolniho bylo popsano
nékolik CER gent Gi¢astnici se tvorby voskt (Kunst and Samuels, 2003). Gen CER5 napiiklad
koduje ABC-transportér, potfebny k pfenosu voski pies plazmatickou membranu (Pighin et
al., 2004). CER2 a CER26 se podili, stejné¢ jako FAE komplex enzymt, na prodluzovani
fetézct VLC acyl-CoA na fetézce delsi nez C28 (Kong et al., 2020; Wang et al., 2020; Haslam
et al., 2012; Pascal et al., 2013), ptitom CER6 (CUT1, KCS6) se zda byt v biosyntéze voskt
jako hlavni (Fiebig et al., 2000). Mutace v CER2 zpusobuje hromadéni voskovych estert,
primarnich alkohol a C26 a C28 acylovych skupin (Kunst and Samuels, 2003). Geny CER1
a CER3/WAX2 jsou nejprobadanéjsi. Mutace cerl zptisobuje lesklé stonky a snizenou syntézu
alkanti. CER1 nejspise koduje aldehyddekarbonylazu ménici aldehydy a alkany, jelikoz
mutant cerl mél zvyseny obsah aldehydu (Bourdenx et al., 2011; Aarts et al., 1995; Smirnova
et al., 2013). Mutant cer3 m¢l rovnéz snizeny obsah alkant, ale navic i ketond a aldehyda
(Chenetal., 2003; Kurata et al., 2003; Rowland et al., 2007). Oba geny (CER1 a CER3) pfitom
pti pfeméné VLC acyl-Co-A na alkany spolupracuji (Bernard et al., 2012). Kannangara et al.
(2007) ve své praci uvadégji, ze transkripce CER1 (i CER2 a jiz zminéného KCS1) je
kontrolovana transkripénim faktorem WIN1/SHN1 (WAX INDUCER1/SHINE1L) (dale jen
SHN1).

3 Transkrip¢ni faktory

Transkripéni faktory jsou dulezitymi regulatory genové exprese (Lu et al., 2012)
obsahujici 4 domény (DNA-vazebné misto — DBD, doména regulujici transkripci — TRD,
oligomeriza¢ni misto a nuklearni lokalizaéni misto — NLS) (Lu et al., 2012; Zhang et al.,
2020). Transkrip¢ni faktory se vazi na promotor cilovych gent a jejich prepis z DNA do RNA,

na zaklad¢ signala v buiice, bud’ stimuluji anebo potlacuji (Lu et al., 2012).

Zminény transkripéni faktor SHN1 je jeden z vice jak 2000 transkripcnich faktort,
které u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) najdeme (Lu et al., 2012). Transkrip¢ni
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faktory jsou u husenicku klasifikovany do né¢kolika rodin, jako je bHLH (Basic/helix-loop-
helix) (Toledo-Ortiz et al., 2003), MYB (Myeloblastosis) (Riechmann and Ratcliffe, 2000),
¢i AP2/EREBP (APETALA 2/ethylene-responsive element binding protein) (Riechmann and
Meyerowitz, 1998). A pravé do posledni jmenované rodiny patii i SHN1 (Broun et al., 2004;
Aharoni et al., 2004).

AP2/EREBP se vyznacuje typickou 41-73 aminokyselin dlouhou AP2-DNA vazebnou
doménou (Feng et al., 2005). Na zakladé poc¢tu této domény se AP2/EREBP rodina ¢leni
na ¢tyfi podrodiny — AP2 (APETALA 2), DREB (Dehydration-Responsive Element Binding
proteins), ERF (Ethylene-Responsive Factor) a RAV (Related to ABI3/VP1) (Sakuma et al.,
2002). U huseni¢ku rolniho tvofi rodinu AP2/EREBP 147 gent (Feng et al., 2005) zapojenych
do rdstu a vyvoje rostliny (zejména reprodukénich organt) (Riechmann and Meyerowitz,
1998), geny reagujici na stres (jako je sucho, UV, chlad, zasoleni ¢i patogeny) a hormonalni
oSetfeni (etylén, kyselina abscisova, kyselina jasmonova) (Gutterson and Reuber, 2004; Feng
et al., 2005).

3.1 Transkripéni faktory SHN rodiny AP2/EREBP

SHN1 (SHINE1, WAX INDUCER1 — WIN1) byl prvnim zjisténym transkripénim
faktorem podilejicim se na tvorbé a ukladani voski do kutikuly (Broun et al., 2004; Aharoni
et al., 2004). Svuj nazev dostal podle fenotypu, ktery tento gen vykazoval pfi nadmérné
expresi — zvySeny obsah epikutikularnich vosku a lesklost listti (Broun et al., 2004). SHN1 ma
dva homology — SHN2 a SHN3. Proteinova sekvence SHN1 (199 aminokyselin dlouhy
protein) a SHN2 (189 aminokyselin) je identicka z55 %, sekvence SHN2 se SHN3
(186 aminokyselin) vykazuje vyssi homologii (71 %) (Aharoni et al., 2004; Broun et al.,
2004). Husenicek rolni ma v diploidnim stavu 10 chromozomt (2n = 10) (Chen et al., 2004).
Geny pro SHN transkripcni faktory se nachazeji na prvnim (SHN1 — At1g15360) ¢i patém
(SHN2 — At5g11190, SHN3 - At5925390) chromozomu (TAIR; Broun et al., 2004)
a ze sekven¢niho hlediska obsahuji pouze jeden intron, nachazejici se 80 bp od start kodonu
(Aharoni et al., 2004).

Vsechny SHN proteiny maji na N konci AP2 doménu, blizko C konce se nachazi jedna
konzervovana doména a uprostied proteinové sekvence dalsi (Nakano et al., 2006; Aharoni et
al., 2004). Exprese jednotlivych genii se také 1isi podle jejich druhu. SHN1 je nejvice
exprimovan v kvétu a Vv kofeni (Aharoni et al., 2004; Klepikova et al., 2016). Ortolog
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k AtSHN1 (popsany u husenic¢ku rolniho) nalezeny u eukalyptu (EgrSHN1) mél také nejvyssi
expresi SHN1 genu v kvétu (Marques et al., 2013). Exprese SHN1 genu u huseni¢ku nebyla
detekovatelna ve stonku, listech rostoucich na stonku ¢i zralych listech razice (Aharoni et al.,
2004; Klepikova et al., 2016). Oproti tomu Broun et al. (2004) nedetekovali expresi SHN1
v kotfeni. Mén¢ vyrazné GUS barveni bylo pozorovano i u mladych listi rizice a v okoli
trichomu (Aharoni et al., 2004). SHN2 gen je hojn¢ exprimovan v mladych listech (Klepikova
et al., 2016), rovn¢z byla jeho exprese detekovatelna v SeSulich pii dozravani semen
a Vv prasniku (Aharoni et al., 2004). Gen SHN3 vykazuje nejvys$si expresi V SeSulich
(Klepikova et al., 2016). Podle Aharoni et al. je ale jeho exprese detekovatelna viceméné ve
vsech rostlinnych organech. Jeho exprese v kvétu a v mladych listech se nelisila od oblasti
exprese SHN1 genu. Vyzkumnici také zjistili, ze SHN3 gen je exprimovan v misté poranéni

na listech stonku, v samotném stonku a v SeSuli.

SHN geny byly dosud studovany zejména v souvislosti s reakci na stresové podminky
(jako je sucho nebo napadeni patogenem) (Hrmova and Hussain, 2021; Buxdorf et al., 2014;
Li et al., 2019). To, Ze se SHN geny skute¢né ucastni téchto i dalsich reakci v rostliné bylo
potvrzeno zménénou expresi gent, na které se SHN jako transkrip¢ni faktor vaze. Studie Shi
et. al. (2011) identifikovala geny u trojitého mutanta s potlacenou expresi v SHN1, SHN2
a SHN3 genech. U mutantnich rostlin védci pozorovali sfizované kvétni organy a deformaci
bunécné stény pokozkové bunky. Celkoveé bylo detekovano 38 diferencidlné exprimovanych
genl. Védci rozdélili ovlivnéné geny do nékolika podkategorii. 30 transkriptii mélo sniZzenou
expresi, 8 zvySenou. U 13 transkriptd bylo zji§téno, Ze jsou kontrolovany alespon jednim SHN
transkripénim faktorem. Ve studii byly popsany geny spojené s metabolismem methioninu
jako je BSMT1 (SAM:karboxyl methyl transferaza) a ARD3 (Acidoredukton dioxygenaza),
geny spojené s redoxnimi reakcemi, napiiklad GRXC11 (Glutaredoxin-C) a PRX02
(peroxidaza), At2g43620 (chitindza) zapojena do reakci pfi stresové odpovedi. V neposledni
rad¢ byly detekovany i geny kodujici enzymy vytvatejici ¢i degradujici pektin v bunécné sténé
jako je polygalakturonaza ADPGI1, geny kodujici strukturdlni proteiny bunécné stény
(naptiklad GRP — glycin-rich-protein) (Shi et al., 2011). To, ze SHN transkrip¢ni faktory méni
bunéénou sténu, bylo pozorovano i u plodi rajcete (Solanum lycopersicum) s potla¢enou
expresi SHN3 genu. Tyto plody mély pokozkové buiky se silngj$i ajasné odliSitelnou

primarni bunéénou sténou (Shi et al., 2013).

Dale byl u huseni¢ku s RNA interferenci ve vSech tfech SHN genech detekovan HPRP
(hydroxyproline-bohaty glykoprotein) také zapojeny do syntézy bunééné stény. U vSech

12



téchto piikladnych gent bylo potvrzeno, Ze se na né vaze alespon jeden transkripéni faktor
SHN. U rostlin se také detekovala snizena exprese genu kodujici ABC transportér
¢i transportér drasliku. U mutantnich rostlin se zménila 1 exprese genti podilejici se na

biosyntéze lipida (Shi et al., 2011).

3.2  SHINE (SHN) transkrip¢ni faktory ovliviiuji geny
zapojené do tvorby kutikuly

Funkce SHN gent byla nejvice studovana na husenicku rolnim (Broun et al., 2004; Yang
et al., 2011). Dale byly napt. na rajceti (Solanum lycopersicum) (Buxdorf et al., 2014; Al-
Abdallat et al., 2014), pSenici (Triticum turgidum) (Djemal and Khoudi, 2015) ¢i balhovi¢niku
(Eucalyptus) (Marques et al., 2013) nalezeny jejich ortology (Li et al., 2019; Buxdorf et al.,
2014). Na zaklad¢é zménéné exprese nékolika gent podilejici se na biosyntéze kutinu a voskt
Vv kutikule u mutantnich rostlin se pfedpoklada, ze by SHN mohly byt transkripénimi faktory
této drahy. To, Ze se pfinejmenSim SHN1 podili na biosyntéze kutikuly, nasvédcuje i fakt,
Ze na zaklad€ microaaray analyzy jsou predpokladané geny spolecné se SHN1 exprimovany
v pokozkovych buiikach, kde probiha i syntéza kutinu (Kannangara et al., 2007; Suh et al.,
2005). Zvlaste silna exprese byla v korunnich listcich (Kannangara et al., 2007).

Zatim pouze U n€kolika genl byla zjiSt€éna pfima vazba alesponn jednoho ze SHN
transkripcnich faktori na promotorovou oblast cileného genu. Prvnim, na zaklad¢
chromatinové imunoprecipitace potvrzenym genem, ktery je soucasti drahy kutinu i voskd, je
LACS2 (LONG CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 2), na ktery se vaze SHN1 (Kannangara et
al., 2007; Schnurr et al., 2004). Dalsimi cilenymi geny, zapojenymi do biosyntézy lipidd,
jsou podle Shi et. al. (2011) RXF26 (GDSL motiv lipaza/hydrolaza), CYP86A7 a CYP86A4
(cytochrom P450), BDG3 (hydrolaza podobna BDG1) a FAR1 (reduktaza mastnych kyselin).
Zajimavé je, ze Shi et. al. (2011) nepotvrdili vazbu SHN1 na LACS2.

Prace Kannangara et al. (2007) na husenic¢ku rolnim, jez mél zvySenou expresi SHN1 genu,
uvadi, Ze SHNI indukuje nejdiive geny spojené s kutinem, kdezto geny spojené s drahou
syntézy voskl (jako je CER1, CER2, KCS1) se aktivuji se zpozdénim ¢ili je mozné, Ze maji
I dalsi regulatory transkripce. V kvétu identifikovali navyseni voskovych slozek, zejména
alkand C31 a alkoholt C28. Rovnéz i v listu doslo k navySeni obsahu voskt. Také zvySena

exprese SHN3 genu z rajéete (ortolog SISHN3) v huseni¢ku vedla k navyseni vosku (alkant,
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aldehydi, mastnych kyselin) a kutinu (mastnych kyselin, dikarboxylovych mastnych kyselin,
- hydroxylovych mastnych kyselin) v listech ruzice. Tyto transgenni rostliny 35S:SISHN3
mély listy rovnéz lesklejsi a po okrajich zvinéné tak, jak bylo popsano u rostlin se zvySenou
expresi SHN1 genu (Shi et al., 2013; Aharoni et al., 2004). Aharoni et al. (2004) se také
zabyvali fenotypem u husenicku rolniho (ekotyp WS, Wasilevskija) se zvySenou expresi
SHN1 genu. Vysledky také ukéazaly, Ze tyto rostliny mély v kutikule listu vice voskii. Broun
et al. (2004) také uvadi, ze pii konstitutivné exprimovaném SHN1 genu je u rostlin huseni¢ku
az 4,5 krat navySena akumulace voskt v Kutikule listt, zvySeni je také na stoncich.
Pod mikroskopem byly na povrchu kutikuly K vidéni také voskové krystaly. S navySenim
vosku pii zvysené expresi SHN1 genu, stejné jako v predeslé praci Kannangaran et al. (2007),

koreluje i navySeni exprese genti zapojenych do tvorby vosku — CER1, CER2, KCS1.

U kutinovych gent studie Kannangara et al. (2007) uvadi navySeni exprese u LACS2 genu,
zaroven U genu podobného HTH (HOTHEAD), u gent kodujici enzym cytochrom P450
monooxygenazu (CYP86A4 a CYP86A7) a GPAT4 podobnému glycerol-3-fosfat
acyltransferaze, stimulujici biosyntézu lipidi. Enzym HTH s nejvétsi pravdépodobnosti
katalyzuje oxidaci jiz hydroxylovaného koncového uhliku mastnych kyselin a vytvafii tak
na mastnych kyselinach aldehydovou a druhou karboxylovou skupinu (Kurdyukov et al.,
2006b; Fich et al., 2016). To, ze by se vSechny tyto geny popsané v ¢lanku Kannangara et al.
(2007) mohly podilet na katalyzaci slozek kutinu, bylo navrzeno diky detekci dvojnasobného

navySeni obsahu nejbéZngjSich slozek kutinu — o-hydroxy mastnych kyselin

a mono/polynenasycené dioickych kyselin v listech a kvétu husenicku.

Naproti tomu bylo navrZeno, ze sniZeni exprese SHN1 genu v kvétu ma na obsah kutinu
opacny ucinek, tedy snizeni, v porovnani se zvysSenou expresi SHN1, piestoze celkové
mnozstvi kutinu (i voskd) prace neuvadi, pouze obsah jednotlivych slozek. Ve voscich byl
obsah alkanu C31 a mastné kyseliny C38 mirn€ navysen, stejné jako u rostlin se zvySenou
expresi SHN1, ale na druhou stranu obsah mastnych kyselin C24 se snizil. Vyznamné&;jsi
snizeni kutinovych sloucenin (kyseliny dioové a m-hydroxymastnych kyselin) byl detekovan
V korunnich listcich (oproti zkoumdni celého kvétu), kde s nejvétsi pravdépodobnosti
nedochazi k redundanci se SHN3 genem (Kannangara et al., 2007). To, Zze geny pusobi
redundantné uvadi i Shi et al. (2011) rovnéz pfti studiu husenic¢ku rolniho, ale na rostling, ktera
m¢éla potlacenou expresi ve vsech tfech genech SHN (SHN1, SHN2, SHN3). Zjistili, Ze SHN3
transkripcni faktor je univerzalni, nebot’ naseda na promotor vSech tfi SHN genii. Expresi

SHN1 genu také fidi SHN2 transkripcni faktor a SHN2 genu SHN1 transkripéni faktor. Védci
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u tohoto rostlinného mutanta zjistili také méné kutinu v kutikule. V kutikule korunnich listki
byl stejné jako v predchozi praci Kannangara et al. (2007) zaznamenan snizeny obsah kutinu
(zde o 48 % celkového obsahu) zejména diky menSimu mnozstvi kyseliny diové
a o - hydroxymastné kyseliny. Zménu obsahu vosku v kvétu ¢i v listech, stejné jako mnozstvi
kutinu v kutikule listu, nedetekovali. VSechny geny podilejici se na metabolismu lipida
(CYP86A7 a CYP86A4, BDG3, FAR1, RXF26 a dalsi 2 geny kodujici GDSL-motiv
lipazu/hydrolazu) mély v mutantnich rostlinach snizenou expresi. Kromé poslednich
zminénych hydrolaz byly vSechny geny aktivovany vSemi tfemi transkripénimi faktory
SHN — SHN1, SHN2, SHN3 (Shi et al., 2011). V kutikule plodu rajcete s potlacenim
transkrip¢niho faktoru SHN3 (SISHN3), jez byla daleko slabsi, bylo naméfeno mensi mnozstvi
kutinovych monomert (o 60 %), a také voskl, na rozdil od ptedeslych jmenovanych praci
na huseni¢ku rolnim. Potvrzeno to bylo detekovanou inhibici dvou cytochromd P450
(CYP86A68, CYP86A69), na néz se ptimo vazal SISHN3 transkripéni faktor a také geny
SIHTH, SILACS2 (Shi et al., 2013).

4 Regulace vyvoje pokozkovych bunék rostlin

Vv souvislosti se SHN transkrip¢nimi faktory

Védecka prace z roku 2004 uvadi, Ze transkripéni faktor SHN1 ma vliv na pokozkové
bunky. U mutanti husenicku rolniho (ekotyp WS) s navySenou exprese SHN1 genu zjistili
méné vyvinutych priduchti na spodni strané listu v kontrastu s divokym typem rostliny. Byla
u nich rapidné¢ sniZena jak praduchova hustota (SD), tak i praduchovy index (SI), ktery byl
nizsi 0 41 % (Aharoni et al., 2004). Snizeni SD hodnoty pozorovali i v dalsi praci na listech

husenicku po indukci exprese genu SHN1 (Yang et al., 2011).

Draha vyvoje pruduchti v pokozce rostlin, skrze které rostlina vyménuje plyny s okolnim
prostredim, je geneticky dana a fizena podminkami vnéjsiho prostiedi. Je znamo, ze vyssi
procento oxidu uhli¢itého ve vzduchu vede k vyvoji mensiho poctu priducht (Woodward,
1987; Engineer et al., 2016) ¢i ze svétlo naopak stumuluje jejich vyvoj (Wang et al., 2021).
Nasledujici text popisuje vyvoj pruduchti pro husenicek rolni, zastupce dvoudéloznych rostlin
(Obr. &. 3). Vyvoj priducht zacina v dob¢, kdy se protodermalni bunka diferencuje bud’

na dlazdicovou bunku (PvC) anebo na meristemoidni matefskou buinku (MMC) (Lau and
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Bergmann, 2012; Torii, 2021). Osud protodermalni bunky je fizen dvéma transkripénimi
faktory AtML1 a PDF2 (Lu et al., 1996; Abe et al., 2003; Takada et al., 2013). V ptipadg,
ze vznikne MMC, =zafne se asymetricky d¢lit na meristemoid a sesterskou buiku
meristemoidu (SLGC). Meristemoid se dale nékolikrat d¢li tak, aby ho obklopovaly jen SLGC
a sousedni bunkou nebyl meristemoid, ze kterého by mohl vzniknout priduch (Torii, 2021;
Pillitteri and Torii, 2012; Lau and Bergmann, 2012). Nebylo by v tomto pfipadé¢ dodrzeno
pravidlo “one cell spacing rule” (Hara et al., 2007). Meristemoid se poté mize diferencovat
na matefskou bunku pruduchti (GMC), ktera se symetricky rozd¢li a da vznik praduchu (GC)
(Wang et al., 2021; Torii, 2021; Zhao and Sack, 1999).
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Obr. ¢ 3: Draha vyvoje pruduchii z protodermalni buiiky je fizena na nékolika mistech,
zahrnujici jak pozitivni (oznaceno Sipkou), tak negativni (oznaceno obracenym pismenem T)

regulatory. Blizsi popis v textu (Torii, 2021).

K regulaci vyvoje pruducht je potieba nékolik transkripénich faktort. Hlavnimi z nich,
které pozitivné ovliviiuji jejich vyvoj, jsou bHLH (basic helix-loop-helix) transkrip¢ni faktory
SPEECHLES (SPCH), MUTE a FAMA (Ohashi-Ito and Bergmann, 2006; Wakeel et al.,
2021).

SPCH, ktery dimerizuje s ICE1 (INDUCER OF CBF EXPRESSION 1) nebo se SCREAM
(SCRM), alternativné¢ s homology ICE2 ¢i SCRM2 (Kanaoka et al., 2008) urcuje, zdali se
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z protodermalni buiky stane MMC a posléze meristemoid. SPCH tedy podporuje prvni
asymetrické déleni MMC a také proliferaci meristemoidu (Wakeel et al., 2021; Torii, 2021).
Aktivita SPCH je potlacena kaskadou receptorovych komplextt ER (ERECTA) a TMM (TOO
MANY MOUTH) (Lau and Bergmann, 2012), tyto receptory navic spolupracuji
s koreceptorem SERK/BAK1 (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE
KINASES) (Meng et al., 2015), a jako ligand vazi EPF2 (EPIDERMAL PATTERNING
FACTOR 2) (Hunt and Gray, 2009). EPF2, ktery je indukovan SPCH, zodpovida za to,
aby se v pokozce nevytvotily dva praduchy vedle sebe (Lau and Bergmann, 2012). Nasleduje
aktivace MAPK (MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE), ktera fosforylaci znemozni
diferenciace bunék a vyvoj pruduchu (Lampard et al., 2008; Putarjunan et al., 2019). MAPK
kaskada se sklada z YODA-MKK4/5-MPK3/6 (Bergmann et al., 2004; Wang et al., 2007).

Naproti tomu je SPCH pozitivné regulovin STOMAGENEM (neboli EPFL9),
ktery se jako ligand vaze na receptor misto EPF2, ¢imz se deaktivuje MAPK reprimujici
kaskada (Wang et al., 2021; Lee et al., 2015). Také bylo zjisténo, Zze aktivita peptidu
STOMAGENu je zavisla na svétle. Za svétla se totiz deaktivuje COP1 (CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC 1) ubiquitin E3 ligaza, ktera by ve tmé¢ v mezofylu reprimovala
transkripéni  faktor ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5) stimulujici expresi
STOMAGENu. STOMAGEN se poté v extracelularnim prostoru jako ligand véze na jiz
znamy receptorovy komplex ER-TMM (Wang et al., 2021).

Pot¢é, co je vytvofeno uz dost SLGC bunék, podpofi transkripéni
faktory HD - ZIP IV (HDG2 a AtML1) aktivaci MUTE, ktery spole¢né s SCRM zastavi
proliferaci meristemoidu a dojde k diferenciaci na GMC (Pillitteri et al., 2007; Kanaoka et al.,
2008; Torii, 2021). Rovnéz i aktivita MUTE muze byt pozastavena MAPK kaskadou, ale zde
hraje roli komplex ligand-receptor EPF1-ERL1-TMM, kde rovnéz jako u EPF2 dochazi
k zpétnovazebné smycce (Qi et al., 2017; Han et al., 2018). Nakonec FAMA-SCRM zapocne
symetrické déleni GMC a dojde k vytvofeni poru priduchu, GC. Omezeni pfiliSného
symetrického déleni GMC, je kontrolovano MYB proteinem FLP (FOUR LIPS) a jeho
paralogem MYB88 (Ohashi-I1to and Bergmann, 2006; Kanaoka et al., 2008; Lai et al., 2005).
Transkripéni faktor SCAP1 (STOMATA CARPENTER 1), exprimovany az Ve vytvofenych
prudusich, zase kontroluje morfogenezi priaduchii a podili se na kodovani gent potiebnych

k jejich spravnému fungovani jako je napf. proteinovy kanal pro draslik K™ (Negi et al., 2013).
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Krom¢ praduchit jsou v pokozce rostlin také trichomy. Ty se rovnéz tvofi
z protodermalnich bun¢k (Bernal-Gallardo et al., 2023), ale ptestoze jejich vyvojova draha
se lisi od praduchové, maji i tak nékteré spole¢né hrace. Je jim napt. TMM, jez pii nadmérné
expresi snizuje pocet trichomu i jejich vétveni (Torii, 2021; Yan et al., 2014). Také SPCH
by mohl hrat ve vyvoji trichomi urcitou roli, jelikoz pfi jeho zvySené expresi se navysila
I exprese genl zapojenych do tvorby trichomd (MYC1 a ETC3) (Torii, 2021; Adrian et al.,
2015). Autofi Kumar et al. (2017) ve své publikaci téZ zvefejnuji, Ze upstream oblast genu

SHNZ2 hraje pii vytvareni trichomi u roslin roli.

Dalsim fenotypem u mutanta S potlaCenou expresi vV SHN1 genu, jsou témért
nedetekovatelné trichomy na prvnich pravych listech razice. Tyto trichomy nebyly navic
typicky pro husenicek rolni trojvétvené ale jen jednovétvené a jejich lokace byla primarné
po okrajich listi (Aharoni et al., 2004). Ze by SHN transkripéni faktory mohly cilit i na geny
ucastnici se diferenciace pokozkovych bunék, bylo zjisténo v kutikule plodu rajcete,
kde transkripéni faktor SISHN3 (ortolog ATSHNS3) ovlivnil expresi genu SIMIXTA, podilejici
se na specifikaci a regulaci bunééné diferenciace (Shi et al., 2013; Brockington et al., 2013).
Shiet al. (2011) také pozorovali zménény povrch korunnich listkd u trojitého mutanta
husenicku s potlaéenou expresi v SHN1, SHN2, SHN3 genech. Bunky byly oproti kontrolni
rostlin€ mén¢ protahlé ale spiSe kompaktni, nemély tak ¢lenity povrch a mély mezi sebou vétsi
mezery. Oproti tomu piedchozi zminéné studie pozorovala u rostliny se zvySenou expresi
SHN1 genu na korunnich listcich buiiky jak protahlejsiho tvaru, tak typicky kuzelovité
(Aharoni et al., 2004).
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5 Prakticka c¢ast

5.1 Cile prace

1. Potvrdit nasledujici hypotézy:

1.1 Vyvoj praduchti a kutikuly listu (u Arabidopsis thaliana) ma na molekularni Grovni
propojené drahy. SHN (SHINE) je jednim z gend, ktery je do tohoto spole¢ného vyvoje

zapojen.

2.2 Zvysena exprese SHN genu vede Kk vyvoji menSiho poctu praduchii v epidermis
a zvySenému obsahu voska v kutikule listu. Snizena exprese SHN genu ma opacny efekt.

2. Zaméry prace:

2.1 ldentifkovat homozygotni mutantni rostliny v SHN genech (SHN 1; SHN2; SHN3)
z vytipovanych SALK linii.

2.2 Analyzovat u vybranych linii expresi gentit SHN pomoci qPCR a charakterizovat jejich

fenotyp z hlediska obsahu vosku v kutikule a poc¢tu priduchti na listu.

2.3 Zjistit relativni expresi urcitych gent zapojenych do vyvoje priaducht a kutikuly listu.

5.2  Material a metody

5.2.1 Rostlinny material a podminky péstovani

Vyse uvedené hypotézy byly zkoumany na listech modelové rostliny husenicku rolniho
(Arabidopsis thaliana (L. Heynh)). Huseni¢ek rolni je plané rostouci rostlina z celedi
brukvovité (Brassicaceae) (Kole et al., 2011), ktera méla poprvé osekvenovany genom v roce
2000 (Kaul et al., 2000). Podle nejnovéjsiho sekvenovani (2016) bylo v genomu
identifikovano 27 655 protein-kodujicich geni, které se diky alternativnimu splicingu
prepisuji do 48 359 transkripti (Cheng, 2016). Rostlina se vyznacuje malym genomem,
rychlym reprodukénim cyklem, dostupnosti celych kolekci mutant (napt. SALK), a proto
byla zvolena jako vhodny kandidat.
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Homozygotni linie v SHN (SHINE) genu — SHN1, SHN2 nebo SHN3 — byly vybrany
Z heterozygotnich linii, na bazi ekotypu Columbia, s T-DNA inzerci (Agrobacterium
transferred DNA) z kolekce Salk Institute Genomic Analysis Laboratory. Semena byla
objednana z databaze NASC institut (Alonso et al., 2003). Jako kontrolni varianta (WT, wild
type) slouzil ekotyp Columbia (Col-0). Nasledujici tabulka (Tab. €. 1) uvadi seznam
testovanych T-DNA transformovanych linii 1 lokaci jednotlivych SHN gen

na chromozomech.

Tab. ¢&. 1: Seznam testovanych SALK mutantnich linii s T-DNA inzerci, lokace SHN1,

SHNZ2 ¢i SHN3 genu na chromozomu a komeréni nazev objednanych semen.

Lokace Gen SALK nazev/ NASC ID
At1g15360 SHN1 SALK 030905/N530905
At1g15360 SHN1 SALK 051701/N551701
At5g11190 SHN2 SALK 135005/N635005
At5g11190 SHN2 SALK 050853/N550853
At5g11190 SHN2 SALK 043868C/N665887
At5g25390 SHN3 | SALK 040198/N540198

Pfed vysevem byla seminka oSetiena proti vyskytu Skidct (inkubovana 2 dny pii 37 °C
a na dalsi 2 dny pfi -20 °C) a povrchové sterilizovana v 1,5ml roztoku (Savo: destilovana voda
(1:9), detergent) 15 minut, poté 3x promyta sterilni destilovanou vodou. Nasledné byla semena
vyseta ve Flowboxu (FIowFAST H) do Petriho misek s agarem (1/2 Murashige-Skoog (MS)
médium s vitaminy (Duchefa), 1,5% sachardza (Duchefa), 0,8% agar (Sigma)). Semena klicila
ve Fytotronu (Snijders Scientific) na svétle o intenzité 60 pmol*m™2*s, pii fotoperiodé 16/8h,
teplot¢ 22 °C ve dne a 18°C v noci, vlhkosti 90-100%. Kli¢ni rostlinky byly po jedné
presazeny do kvétinackd. Rostliny rostly ve skleniku na svétle o intenzité 200 pmol*m2*s,

délce dne 16 hodin, teploté 19°C den/ 18°C noc a 70 % vlhkosti.

Dalsi generace (T1) homozygotnich rostlin vybranych pomoci genotypovani (Tab. €. 2)
byla péstovana v hydroponii (svétlo zafivky 200 umol*m2*s™, 10h den/14h noc, teplota
22 °C den/18 °C noc, vihkost 55 %) ve Fytotronu (Snijders Scientific) (Piiloha ¢. 1 A).
Do nadob byl nalit ¥4 Hoaglandiv roztok (Hoagland and Arnon, 1950), ktery se ménil
po 14 dnech. Slozeni Hoaglandova roztoku je kdispozici v Priloze ¢&. 2. Linie
SALK_135005/N635005 byla vynechana, kvili malému poctu ziskanych semen

s homozygotnimi alelami.
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Tab. ¢ 2: T1 generace homozygotnich rostlin v T-DNA inzerci, u nichz byl dale zji§tovan

fenotyp a exprese genti. Tabulka uvadi i lokaci T-DNA inzerce na chromozomu.

Lokace Gen SALK nizev/ NASC ID Lokace T-DNA inzerce
Atl1g15360 SHN1 SALK 030905/N530905 Mezigenova

At1g15360 SHN1 SALK 051701/N551701 Mezigenova

At5g11190 SHN2 SALK 043868C/N665887 Mezigenova

At5g11190 SHN2 | SALK 050853/N550853 Kéduyjici sekvence
At5925390 SHN3 | SALK 040198/N540198 Mezigenova

V dal§im opakovani jsme se soustfedili pouze na mutanty v genech SHN2
(SALK_043868C/N665887, SALK_050853/N550853) a SHN3 (SALK_040198/N540198)
rostliny. Mutanty v genu SHN1 byly vynechany kvuli velmi mirné zméné relativni exprese
v SHN1 genu a fenotypu. Rostliny byly rovnéz péstovany v hydroponii v ¥4 Hoaglandové
roztoku (10hden/14h noc, teplota 22 °C den/18 °C noc, vlhkost 55 %, svétlo
150 pmol*m 2 *s 1) (PFiloha &. 1 B).

U vyse uvedenych genotypt byla na listech zjistovana priduchova hustota (SD, stomatal
density) a priduchovy index (SI, stomatal index), mnozstvi alkant a aldehyda v kutikule,
relativni exprese SHN1, SHN2 a SHN3 genti a n€ékolika vybranych genti podilejici se na vyvoji
priduchti a kutikuly (SPCH — SPEECHLESS, MUTE, FAMA, STOMAGEN - EPFLY,
EPF1 - EPIDERAM PATTERNING FACTOR 1, EPF2, CER1 - ECERIFERUM 1, CERZ2,
KCS1 — 3-ketoacyl-CoA synthase 1, BDG3 — BODYGUARD 3). Struktura kutikularni vrstvy

(lom a povrch listi) byla pozorovana pomoci Kryo-elektronového mikroskopu (FESEM).

Pro porovnani mnozstvi alkant v kutikule listu a povrchu ¢ lomu listu
pod Kryo - elektronovym mikroskopem, byl péstovan i huseni¢ek rolni na bazi ekotypu
Wasilevskija (WS), jez mé¢l zvysenou expresi v SHN1 genu. SloZeni voskii a pocet priduchi
na listech tohoto mutanta jiz zkoumal Aharoni et al. (2004), od néhoz byla seminka ziskana.
V této diplomové praci byly tyto mutantni rostliny pojmenovany SHN1 Ox. Vysledky byly

vztahovany ke kontrolni rostlin¢ bez mutace (oznaceno jako WS).
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5.2.2 Genotypovani

5221 Izolace a amplifikace genomové DNA

Pted samotnym urcenim genotypu (homozygot ¢i heterozygot v T-DNA inzerci, divoka
alela), bylo potieba vyextrahovat DNA z pln¢ vyvinutych listd jednotlivych rostlin. K extrakci
1 plné vyvinutého listu bylo pouzito 400 ul extrak¢niho pufru (200 mM tris HCI pH 7,5;
250mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5% SDS) podle Edwards et al. (1991). Protokol byl dale mirné
upraven. Nez byl vysuseny pelet rozpustén ve 100 pl DEPC vody (bez nukleaz), byl obsah
kazdé mikrozkumavky se vzorkem promyt v 300 ul 70% ethanolu.

Vyizolovand genomovaa DNA byla amplifikovana v 25 pl PCR reakci (polymerazova
fetézova reakce, polymerase chain reaction) S Dream Taq Green DNA polymerazou (Thermo
Fisher Scientific) v ptistroji Biometra Trio Analytic (Jena). V reakci byly pouzity specifické
primery, které uvadi tabulka v Priloze €. 2 a univerzalni levy primer LBbI.3
(ATTTTGCCGATTTCGGAAC) pro T-DNA inzerci. Na cycleru byly nastaveny hodnoty

uvedené v Tabulce é&. 3.

Tab. &. 3: Protokol PCR.

Krok Teplota (°C) Cas (min) | Pocet cykli
Iniciace denaturace 95 3 1
Denaturace 95 1/2 35
Nasedani primert (annealing) 55 1/2

Prolongace vladken (extension) 72 1

Finalni prolongace 72 5 1

Uchovéani pfed vyjmutim z cycleru 6 0 1

5.2.2.2 Agarova elektroforéza

K vizualizaci DNA fragmenti byla pouzita 1,5% agarova elektroforéza s 1x TAE pufrem
(Tris acetat-EDTA pufr, Sigma; Amresco agarosa), kde TAE pufr byl ptipraven z 40mM Tris
acetatu, pH 8,3; ImM EDTA.

22



Do jednotlivych jamek bylo naneseno 20 ul PCR produktu se 4 pl 6x loading pufru (jedna
jamka se specifickym levym a pravym primerem, druha jamka S univerzalnim LBDb1.3
a specifickym pravym primerem). Jako méfitko testovanych fragmenti DNA bylo pouzito
5 ul PCR Markeru, 50-2000 bp (Sigma, katalogové ¢islo P9577). Elektroforéza bézela pti
70 V na piistroji Cleaver. Gel byl poté barven 30 min v roztoku interkala¢niho barviva GelRed
(Nucleic acid Gel Stain, 10 000X, Biotium) a nasledna vizualizace gelu byla udélana pod UV

svétlem pomoci systému Vilber Loourmat.

Jako homozygot v SHN genu byla uréena rostlina, ktera méla na elektroforéze jen 1 kratsi
produkt. Vétsi produkt znacil kontrolni (wild type, divokou) nemutantni alelu bez T-DNA
inzerce. Produkty v obou reakcich oznacoval heterozygota. Pomocna legenda, vysvétlujici

¢teni produkti na gelu, je k dispozici v Obr. €. 4.

wWT HZ HM
(I [ S [y E—

900 NN NN

410+N BN

*N=0~300

Obr. ¢ 4: Legenda kuréeni typu alel. WT = wild type, divokd nemutantni alela,
HZ = heterozygot majici jak mutovanou, tak divokou alelu, HM = homozygot majici v obou
alelach T-DNA inzerci. N = vzdalenost mezi inzertnim mistem a flanking sekvenci (SIGNAL,
2005).

5.2.3 Urdceni relativni exprese gent, Real-time RT-PCR

U identifikovanych homozygotnich linii byla pomoci Real-time RT-PCR stanovena
relativni mira exprese SHN1, SHN2 a SHN3 gentl, aby se zjistilo, zdali je exprese zvysena
¢i snizena (seznam pouzitych primerti uvadi PFriloha. €. 3). Ke stanoveni bylo potieba nejdiive
vyextrahovat total RNA. Biologicky vzorek byl ziskan ze 3 nejmladsich listd 3 rostlin,
které byly pro zachovani nativnich podminek rychle zmrazeny v tekutém dusiku. Dohromady
byly z asi 4tydennich rostlin analyzovany 3 biologické vzorky z kazdého genotypu (linie)

Vv pritbéhu 1. péstovani, 4 biologické vzorky z Stydennich rostlin ve 2. péstovani.
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Pii izolaci total RNA byl dodrzovan protokol Total RNA Purification from Plant,
Macher Nagel. Koncentace RNA byla ovéfena pomoci Qubit RNA BR (Broad Range)
a kvalita diky Qubit RNA IQ (Integrity and Quality) od ThermoFisher Scientific. RNA byla
dale precisténa pomoci TURBO DNA-free KIT (Ambion) a pak ptfepsana do cDNA (High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kits Protocol nebo High-Caacity RNA to cDNA Kit,
ThermoFisher Scientific). Pti samotné RT-PCR (REAL TIME PCR, qPCR) bylo postupovano
podle navodu 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (ROX), Solis BioDyne. Pracovalo
se na piistroji BIO-RAD (CFX Connect, Real Time Sytem), kde byly oproti originalnimu
navodu optimalizovany cykly (Tab. €. 4) a pfidana melting analyza. Jako referencni
(,.,house - keeping®) gen byl pouzit Actin2. Relativni mira exprese mutantnich rostlin byla

vztazena k hodnoté kontrolniho vzorku Col-0 (WT), pficemz jemu byla pfifazena hodnota 1.

Tab. ¢. 4: Protokol prubéhu Real-time RT-PCR reakce.

Krok Teplota (°C) Cas (min) Pocet cykla
Iniciace denaturace | 95 12 1
Denaturace 95 0:15 39
Nasedéani primert 60 0:20

(annealing)

Prodluzovani vlaken | 72 0:20

(elongace)

Na zaklad¢ stanovené miry exprese genit SHN1, SHN2 ¢i SHN3 genu byly jednotlivé
genotypy pro lepsi piehlednost pfejmenovany (Tab. €. 5, Vysledky).

U rostlin byla zjistovana i exprese gend, které jsou zapojeny do regulace vyvoje
priduchi. Geny podporujici vyvoj priduchit (STOMAGEN — EPFL9, SPCH — SPEECHLESS,
MUTE, FAMA) a geny snizujici pocet vyvijejicich se pruduchti — negativni epidermalni
faktory (EPF1 — EPIDERMAL PATERNING FACTOR 1, EPF2). Rovnéz byla stanovena
relativni mira exprese né¢kterych gent, které jsou zapojeny do tvorby kutikuly a jejichZ exprese
by mohla byt regulovana transkripénim faktorem SHN (BDG3 — BODYGUARDS3,
CER1 - ECERIFERUM 1, CER2, KCS1 - 3-ketoacyl-CoA synthase 1). Vycet primera je

k dispozici v priloze v tabulce €. 3.
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5.24 Kryo-elektronova mikroskopie (FESEM) listu Arabidopsis

thaliana

Snimky lomu a povrchu listd  10tydennich rostlin  byly pofizeny
pod Kryo - elektronovym FESEM JEOL JSM 7401F (napéti 1-4 KV, pracovni vzdalenost
8 mm, teplota -135°C) v Laboratoii elektronové mikroskopie Biologického centra Akademie
véd a Prirodovédecké fakulty JihoCeské univerzity. Tato metoda umoznuje vzorek zmrazit tak

rychle, Ze se preparat zachova relativné v nativnim stavu.

Vzorek stiedni ¢asti listu byl pomoci lepidla Tissue Tek pfipevnén na tercik, rychle
zmrazen V tekutém dusiku (-196 °C). Zmrazeny list byl poté zlomen, aby bylo mozné
pozorovat na lomu tloustku a vnitini strukturu listu. Vzorek byl pak pfemistén do vakua
v CryoALTO 2500 (Gatan, UK), kde doslo k sublimaci krystalkd vody z povrchu vzorku
(1 az 2 minuty) za nizké teploty (-90 °C). Nakonec byl list cca na 1 az 2 min pokoven smési

platiny a palladia pfi teploté 140 °C.

5.2.5 Analyza voskii v kutikule listu Arabidopsis thaliana

Epikutikularni vosky z povrchu listu husenic¢ku rolniho byly extrahovany u 8tydennich
rostlin z 2. péstovani (tj. u Col, SHN2 — SALK_043868C/N665887, SALK _050853/N550853
a SHN3 - SALK_040198/N540198). Pied extrakci voski byly listy oskenovany a v programu
Imagel byla spocitana jejich plocha. Na ptipravu jednoho biologického vzorku byly vosky
smyty z obou stran 9 mladych listi (vzdy 3 listy ze 3 raznych rostlin) o celkové plose
cca 35 cm?. Listy byly po dobu 10 s vymachany ve vialce v 1 ml chloroformu. Pro kazdy

genotyp bylo analyzovano 5 biologickych vzorkd.

Obsah alkani a aldehydt o riznych délkach fetézce byl stanoven pomoci plynového
chromatografu (Trace 1310, Thermo, Brémy, Némecko) ve spojeni Shmotnostnim
spektrometrem  (Delta V Advantage, Thermo, Brémy, Némecko) na koloné
Restek Rxi - 5MS - Sil (30m x 0,25 mm x 0,25 um) Sprutokem 1,5 ml/l1 min helia.
Jako interni standard byl pouzit alkan C24 (n-tetrakosan). Ve vzorcich byly analyzovany
alkany o délce 27-33 uhlikii a suma aldehydt byla pocitana z C26-C34. Hodnoty byly

vyjadfeny v pg/cm?.
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5.2.6 Priduchova hustota (SD) a priduchovy index (SI)

Hustota priducht (SD) i praduchovy index (SI) byly urceny u 4 tydni/6 tydna
(1. péstovani/2.péstovani) starych identifikovanych homozygotnich rostlin, a to vzdy na pln¢
vyvinutych nesenescentnich listech. V 1. péstovani byly pouzity 3 listy z rozdilnych rostlin
stejné varianty, oproti tomu Vv opakovaném péstovani bylo odebirano 6 listd pro kazdy
genotyp. Polovina listu byla vzdy pouzita pro zjisténi SD a SI z horni (adaxialni) a dolni
(abaxialni) strany kazdého listu. Otisky listu byly pofizeny pomoci bezbarvého laku na nehty
(Rimmel London 60 Seconds) a po uschnuti byly prthlednou lepici paskou nalepeny
na podlozni sklicko. Snimky otiski byly pofizeny pod optickym mikroskopem Olympus
BX61 s 50x zvétSenim objektivu a fotoaparatem 750D Cannon. Z kazdé poloviny listu
se pofizovalo 5 ¢ 6 snimkd (1. péstovani &i 2. péstovani) o velikosti plochy 0,130 mm?.
Pofizené snimky byly analyzovany v programu ImageJ a pocty praducht a dlazdicovych
bun¢k (PvCD) byly dosazeny pro vypocet pruduchového indexu (Rovnice ¢&. 1). SD byla

vyjadiena jako pocet priduchi na 1 mm?,

SI = SD/(SD+PvCD) * 100 [%] Rovnice ¢&. 1

kde SD znamena priiduchovou hustotu (poéet priduchi na 1mm?), PvCD pocet
dlazdicovych bungk.

5.2.7 Statistické vyhodnoceni a tvorba grafi

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny v R-studiu dvouvybérovym t-testem
na 5% hladin¢ vyznamnosti. Vzdy se porovnavala mutantni linie s kontrolni variantou.
Byl také proveden test shody varianci. Grafy (box-ploty) byly vytvofeny v programu
Statistika.
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5.3  Vysledky

5.3.8 Vybér homozygotnich linii

Z péstovanych rostlin byly vybrany homozygotni rostliny v T-DNA inzerci na zaklad¢
vysledki velikosti produktt v elektroforéze podle legendy Obr. €. 4. Jestlize se u rostliny
objevil pouze 1 delsi produkt (cca 900 bp), jednalo se o divokou alelu (WT, wild type),
2 produkty, byl to heterozygot. Piitomnost jen 1 kratSsiho produktu (cca 500 bp) svédcila
0 pfitomnosti T-DNA inzerce na obou chromatidach. Tato rostlina byla pak vybrana jako
homozygotni zaklad nové linie (T1). Obr. €. 5 ukazuje ilustrativni elektroforézu rostlin
Arabidopsis thaliana s T-DNA inzerci ovliviigjici gen SHN2 (SALK 050853). V konkrétnim

obrazku byla jako homozygotni identifikovana rostlina ¢. 1.

2000 bp

1000 bp

500 bp

50 bp

1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6 7 7 WTWT NKNK M

Obr. & 5: Ilustrativni elektroforéza pro vybér homozygotnich rostlin s T-DNA inzerci
U husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Zde se jedna o T-DNA inzerci v oblasti genu
SHN2 (linie SALK 050853). Cisla ptedstavuji konkrétni rostliny, kde v levé jamce je vzdy
produkt PCR reakce z amplifikace pomoci specifického levého a pravého primeru a v pravé
jamce produkt PCR reakce s univerzalnim LBb1.3 primerem a specifickym pravym primerem
v tomto piipadé¢ pro SHN2. WT je kontrolni rostlina (Col-0) bez inzerce, NK negativni
kontrola (s vodou na misto DNA v PCR reakci), M zna¢i DNA marker (smés DNA fragmenti
o0 velikosti 50-2000bp).
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5.3.9 Relativni exprese SHN genii u vybranych homozygotu

Déle byla u vSech 5 linii, vytvoifenych ze semen homozygotnich rostlin vysetych
Vv hydroponické kultufe ve standartnich kontrolovanych podminkach, zjistovana relativni mira
exprese SHN transkrip¢nich faktord (gent SHN1, SHN2, SHN3). Na zaklad¢ odlisné exprese
od kontrolni varianty (Col-0) byly pro lepsi piehlednost jednotlivé linie pfejmenovany — linie
se zvySenou expresi maji v nazvu Ox, linie se snizenou expresi jsou napsany malymi pismeny
(Tab. €. 5). Obr. &. 6 uvadi data z 1. péstovani, Obr. €. 7 Z opakovaného pokusu, kdy byly
vysety pouze Col-0, SALK _043868C (SHN2 Ox), SALK 050853 (shn2) a SALK 040198
(SHN3 Ox). SHN1 linie byly v opakovaném péstovani vynechany kvili neprikaznému rozdilu
v relativni expresi genu SHN1 oproti kontrole (Obr. ¢&. 6 B).
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Obr. &. 6: Relativni exprese SHN1, SHN2 a SHN3 genti u vybranych homozygotnich rostlin
husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) s T-DNA inzerci (SHN1 Ox SALK 051701, shnl
SALK_030905, SHN2 Ox SALK_043868C, shn2 SALK_050853 a SHN3 Ox SALK_040198)

(A); zvétsené metitko stejného grafu (B). Trojuhelniky zobrazuji zdrojova data (n = 3, kde n

jsou biologické vzorky), linka v boxplotu znamena median. Hvézdicka ptedstavuje statisticky

vyznamny rozdil mutantni rostliny od kontroly (Col), p <0,05.
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Jak je vidét z Obr. & 6 prikazné rozdily v expresi mély pouze rostliny shnl
(SALK_030905), shn2 (SALK_050853) a SHN3 (SALK 040198). Piestoze u rostlin
s T- DNA inzerci v SHN1 genu nevysla exprese SHN1 genu t-testem odlisné, 1 tak byly tyto
linie pro zjednoduseni pfejmenovany na variantu se zvySenou a sniZzenou expresi (na zakladé
rozptylu zdrojovych dat). Stejny postup byl proveden i u rostlin s T-DNA inzerci v SHN2
genu, kde byla prikazné snizena exprese V SHN2 genu jen u SALK_050853 (shn2 rostliny),
které mély navic snizenou expresi i v SHN3 genu. Linie SALK 043868C byla nazvana jako

SHN20x. U SHN3 Ox rostlin vysla mira relativni exprese SHN3 genu nadmiru zvysena.

Tab. ¢. 5: Piejmenovani péstovanych linii podle relativni exprese SHN1, SHN2 ¢i SHN3 genu,
pro lepsi ptehlednost ve vyslednych grafech.

T-DNA inzerce . Piejmenovani v grafech na zakladé
. . . [Relativni mira exprese .,
vV daném genu/linie relativni exprese
Columbia (Col-0) Kontrqlm exprese, ke které se Col
vztahuje
SHN1/ o,
SALK_051701 Zvysena SHN1 Ox
SHN1/ Y
SALK_030005 | nizend shnl
SHN2/ o,
SALK_043868C Zvysena SHN2 Ox
SHN2/ Y,
SALK_ 050853 | niZend shn2
SHN3/ o,
SALK_040198 Zvysena SHN3 Ox
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Obr. ¢&. 7: Relativni exprese SHN1, SHN2 a SHN3 genti u vybranych homozygotnich rostlin
huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) s T-DNA inzerci (SHN2 Ox SALK_043868C, shn2
SALK_050853 a SHN3 Ox SALK_040198). Trojuhelniky zobrazuji zdrojova data (n = 4, kde
n jsou biologické vzorky), linka v boxplotu znamena median, odchylky znaci 5%- 95%
kvantil. Hvézdicka piedstavuje statisticky vyznamny rozdil mutantni rostliny od kontroly

(Col) p <0,05.

V opakovaném pokusu (Obr. €. 7) se potvrdila sniZzena exprese SHN2 genu u shn2
rostlin (SALK 050853) a zvySena exprese u SHN3 Ox linie (SALK 040198). Navic mély
SHN3 Ox rostliny snizenou expresi i v SHN2 genu. Oproti prvnimu péstovani nebyla mira
relativni exprese shn2 linie prukazné vyssi v SHN3 genu oproti kontrolni varianté (Col)
a SHN2 Ox (SALK 043868C) rostliny mély snizenou expresi v SHN3 genu.
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5.4  Kryo-elektronova mikroskopie (FESEM)

Povrch listl huseni¢ku rolniho u vybranych rostlin s potvrzenou zménou Vv expresi
v SHN genech (SHN2 Ox SALK_043868C, shn2 SALK_050853, SHN3 Ox SALK_040198)
byl pozorovan pod Kryo-elektronovym mikroskopem (Obr. €. 8). Fotografie s priduchem
naznacuji, Ze genotyp se zvysenou expresi v SHN genu (SHN2, SHN3), tvoii na povrchu vice
struktur (Obr. ¢. 8 B a D), které by mohly ptedstavovat krystalky epikutikularnich voska.
Oproti tomu povrch listu shn2 (Obr. €. 8 C) rostliny, se sniZzenou expresi SHN2 genu, se vice
podoba kontrolni rostliné Col (Obr. ¢. 8 A).

~

LEI 1.5kV ¥4,500 WD 10.6mm 1m SE GB-L LEI 1.5kV

Obr. &.8: Kryo-elektronova mikroskopie povrchu listu v okoli praduchu u rostlin huseni¢ku
rolniho (Arabidopsis thaliana) homozygotnich v SHN genu (A — Col-0, B — SHN2 Ox
(SALK_043868C), C —shn2 (SALK_050853), D — SHN3 Ox (SALK_040198)). Zvétseni
4500x.
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Stejnou metodou byl pozorovan i lom listu kontrolni rostliny (Col) a SHN3 Ox
(SALK_040198) (Obr. €. 9).

246.4um

239.6pm

SE LM LEI 1.5kvV X150 WD 226mm 100um SE LM LEI 1.5kv X150 WD 226mm 100um

Obr. ¢&. 9: Lom listu husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) u Col (A) a (B) SHN3 Ox
(SALK_040198) rostlin. Zvétseni 150x.

Podle spocteného primeéru $itky listu ze 3 méfeni se list se zvySenou expresi v SHN3

genu (Obr. & 9 B) zdal silngjsi (259,03um X 232,6um), indikujici silngjsi kutikulu.

5.5 Analyza epikutikularnich voskiu listu Arabidopsis

thaliana

Nasledné byla provedena analyza smytych epikutikularnich voskd u rostlin
z 2. péstovani (Col, SHN2 Ox, shn2, SHN3 Ox) v GC-MS (Gas chromatography—mass
spektrometry, plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii), kde se zaméfilo
na mnozstvi alkanti (Obr. €. 10 a 11) a aldehydu (P¥iloha &. 4).
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Obr. ¢ 10: Suma alkanti smytych chloroformem z epikutikularnich voskd listu huseni¢ku
rolniho  (Arabidopsis  thaliana) u  mutantnich  rostlin s T-DNA  inzerci
(SHN2 Ox — SALK_043868C, shn2 — SALK_050853, SHN3 Ox - SALK_040198).
Kontrolni varianta Col (Col-0). N = 5, kde n znamena pocet biologickych vzorki; hvézdicka

znamena statisticky vyznamny rozdil od kontroly Col, p <0,05.
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Obr. ¢. 11: Detekce alkani o délce fetézce 27-33 uhliki smytych chloroformem
z epikutikularnich voskt listu husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) u mutantnich rostlin
sT-DNA inzerci (SHN2 Ox - SALK 043868C, shn2 - SALK_050853,
SHN3 Ox — SALK 040198). Kontrolni varianta Col (Col-0). Trojuhelniky v boxplotu
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znamenaji zdrojova data (n = 5, kde n je pocet biologickych vzorkt), odchylky v boxplotu
znaci 5%-95% kvantil, hvézdicka oznacuje statisticky vyznamny rozdil od kontroly Col,
p <0,05.

Jedind linie shn2 méla v epikutikularnich voscich prokazatelné¢ vice alkant
nez kontrolni varianta Col (Obr. ¢. 10). Z podrobnéjsiho hlediska K tomu piispély alkany
0 délce uhlikatého fetézce 28, 29, 30, 31 a 33 (Obr. ¢&. 11). V celkovém mnozstvi aldehyda
byly vysledky obdobné jako u alkand. Pouze u linie SHN3 Ox bylo detekovano vice aldehyda
oproti kontrole (P¥iloha €. 4).

5.5.10 Relativni exprese vybranych gent ucastnici se vyvoje

priduchi ¢i kutikuly na listu Arabidopsis thaliana

Rovnéz byla zjistovana relativni exprese genti zapojenych do drahy vyvoje praduchi
¢i kutikuly. Mira relativni exprese gent stimulujicich vyvoj praduchi SPEECHLESS, MUTE
a FAMA se nelisila u prvniho péstovani u zadné linie (SHN1 Ox, shnl, SHN2 Ox, shn2,
SHN3 Ox) (Priloha ¢. 5). U druhého péstovani vysly vysledky nasledovné (Obr. &. 12).
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Obr. ¢. 12: Relativni mira exprese u mutantnich rostlin huseni¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana) s T-DNA inzerci (SHN2 Ox — SALK_043868C, shn2 — SALK_050853, SHN3
Ox —SALK 040198). Trojuhelniky zobrazuji zdrojovd data (n=3, kde n jsou biologické
vzorky), linka v boxplotu zna¢i median. Hvézdicka predstavuje statisticky vyznamny rozdil

mutantni rostliny od kontroly (Col), p <0,05.

U rostlin s priikazné sniZzenou expresi v SHN2 genu (shn2) byla pouze zvysSena exprese
v MUTE. Stejny vysledek byl u SHN3 Ox rostlin. Ostatni geny podporujici vyvoj priduchii
(SPEECHLESS a FAMA) m¢ly stejnou miru relativni exprese jako Col.

Relativni mira exprese dalSiho genu podporujici vyvoj priaduchi, STOMAGENu,
zkoumaného u rostlin z prvniho péstovani, byla u linii SHN2 Ox a shn2 rostlin stejna jako
u kontroly (Col) (Obr. €. 13).
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Obr. ¢. 13: Relativni exprese STOMAGENuU podporujiciho vyvoj priducht u Col, SHN2 Ox
(SALK _043868C) a shn2 (SALK_050853). N=3, kde n znaci pocet biologickych vzorkd.

Ani exprese genu EPF1 (EPPIDERMAL PATTERNING FACTOR 1), ktery potlacuje
vyvoj priuducht, se u T-DNA mutantnich rostlin (SHN2 Ox, shn2 a SHN3 Ox) nelisila

od kontrolni varianty Col. Totozny zavér byl i u 2. péstovani, kde se zjistovala exprese u shn2
a SHN3 Ox (Priloha ¢. 6). Také exprese genu EPF2 (EPPIDERMAL PATTERNING
FACTOR 2) u rostlin SHN2 Ox a shn2 nebyla statisticky odlisna od exprese kontrolni varianty
Col (Obr. ¢. 14).
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Obr. ¢&. 14: Relativni exprese geni potlacujici vyvoj pruduchu (EPF1 — A, EPF2 — B)
uT-DNA mutantnich rostlin SHN2 Ox (SALK_043868C), shn2 (SALK_050853),
popt. SHN3 Ox (SALK 040198). Kontrolni varianta Col. N=3, kde znamena pocet

biologickych vzork.
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Relativni mira exprese genu BDG3 (BODYGURD 3) ucastniciho se syntézy kutikuly
byla zvySena pouze v SHN3 Ox rostlinach v porovnani s kontrolou (Obr. ¢. 15).

Ovsem V opakovaném péstovani byla exprese BDG3 u linii stejna jako v kontrole (PFiloha ¢.
7).
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Obr. ¢. 15: Relativni exprese BDG3 v listech husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) u linii
S T-DNA inzerci — SHN2 Ox (SALK_043868C), shn2 (SALK_050853) a SHN3 Ox
(SALK_040198). Hvézdicka znadi statisticky vyznamny rozdil od kontroly Col. p <0,05; n=3,

kde n znaci pocet biologickych vzork.

Exprese dals$iho genu CER1, ktery je souc¢asti drahy vytvatejici kutikulu, byla zvySena
Vv obou péstovanich v listech rostlin SHN3 Ox (Obr. €. 16). V opakovaném pokusu se exprese
navysila i u shn2 rostlin (Obr. €. 16 B).
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Obr. ¢&. 16: Relativni mira exprese CER1 v listech huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana)
u prvniho (A) a opakovaného (B) péstovani. Hvézdicka predstavuje statisticky vyznamny
rozdil linie (SHN2 Ox — SALK _043868C nebo shn2 - SALK_ 050853 nebo
SHN3 Ox — SALK_040198) od kontroly (Col). p <0,05; n=3, kde n znaci pocet biologickych

vzorkd.

Poslednimi sledovanymi geny zapojenymi do tvorby kutikuly byly CER2
(ECCERIFERUM 1) a KCS1 (3-KETOACYL KOENZYM A SYNTHASE 1). Jejich exprese se
od divokého typu rostliny (Col) statisticky nelisila (Obr. ¢&. 17).
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Obr. ¢ 17: Relativni mira exprese CER2 a KCS1 gent v listech husenicku rolniho
(Arabidopsis thaliana) u rostlin s T-DNA inzerci (SHN2 Ox - SALK_043868C,
shn2 — SALK_050853) a kontrolni varianty (Col, Col-0). Linka v boxplotu zna¢i median,

trojuhelniky zdrojova data; n=3, kde n je pocet biologickych vzorkd.
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5.5.11 Pruduchova hustota a priduchovy index

Prestoze byla u vétSiny linii zaznamenana jen mirna zména v expresi geni SHN
a ta nezpiisobila statisticky vyznamnou zménu v obsahu vosku kutikuly (alkanti a aldehydit)
u vétsiny téchto homozygotnich rostlin, zajimalo nas, zda se projevi n¢jakd zména v poctu
praduchii. Podle piedpokladu se ocekavalo, ze zvySena exprese SHN genu vede ke snizeni
hustoty pruduchii (SD) a snizena exprese, Ze ma opacny ucinek. Na listech husenic¢ku rolniho

(Arabidopsis thaliana) byla zjistovana priduchova hustota (SD) i praduchovy index (SI).

V prvnim pokusném péstovani byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v SD
jen ve tiech ptipadech ve vztahu ke kontrole Col-O. Piekvapivé byla u SHN1 Ox SD zvysena
— na horni (adaxialni) stran€ listu, u SHN2 Ox byla SD podle ocekavani snizena na obou
stranach listu. U ostatnich linii se SD statisticky vyznamné neliSila od kontrolni varianty

rostlin (Obr. ¢&. 18).
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Obr. ¢ 18: Pruduchova hustota (SD) horni (adaxialni) a dolni (abaxialni) strany listu
husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) u péti linii (SHN1 Ox — SALK_051701,
shnl — SALK_030905, SHN2 Ox - SALK_043868C, shn2 — SALK_050853
a SHN3 Ox — SALK _040198) vztazenych ke kontrolni rostliné Col. Hvézdi¢ka oznacuje
statisticky vyznamny rozdil adaxialni/abaxialni strany listu od kontroly. Linie v boxplotu
zna¢i median, trojuhelniky zdrojova data (n= 15 analyzovanych ploch), odchylky od medianu

znaci 5% -95% kvantil, p<0,05.
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V opakovaném péstovani byl opét prikazny rozdil v priduchové hustoté vzhledem

ke kontrolni Col u SHN2 Ox na obou stranach listu — mensi SD. Nov¢ byla snizena, nikoli

podle piedpokladu zvysSena, praduchova hustota u shn2 na horni (adaxialni) strané listu.

Podle o¢ekavani byla SD a na obou stranach listu SHN3 Ox rostlin sniZzena (Obr. €. 19).
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Obr. €. 19: Priduchova hustota (SD) horni (adaxialni) a dolni (abaxialni) strany listu
huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) u tfech linii (SHN2 Ox — SALK_043868C,
shn2 — SALK 050853 a SHN3 Ox —SALK _040198) vztazenych ke kontrolni rostliné Col.

Hvézdicka oznacuje statisticky vyznamny rozdil adaxialni/abaxidlni strany listu od kontroly.

Linie v boxplotu zna¢i median, trojuhelniky zdrojova data (n=25-30 analyzovanych ploch),

odchylky od medianu znaci 5%- 95% kvantil, p <0,05.

Jediny prikazny rozdil v priduchovém indexu (SI) vysel u prvniho péstovani

na hornich (adaxialnich) stranach list u shn2 a SHN3 Ox rostlin, kde byl nizsi nez u Col.

Rovnéz u shnl rostlin, se snizenou expresi SHN1 genu, vysel priduchovy index nizsi na dolni

(abaxialni) strané listu (Obr. &. 20).
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Obr. €. 20: Praduchovy index (SI) horni (adaxialni) a dolni (abaxialni) strany listu huseni¢ku
rolniho (Arabidopsis thaliana) u péti linii (SHN1 Ox — SALK_051701, shn1 —-SALK_030905,
SHN2 Ox — SALK_043868C, shn2 — SALK_050853 a SHN3 Ox —SALK_040198) vztazenych
ke kontrolni rostliné Col. Hvézdicka oznacuje statisticky vyznamny rozdil adaxialni/abaxialni
strany listu od kontroly. Linie v boxplotu zna¢i median, trojihelniky zdrojova data (n= 15
analyzovanych ploch), odchylky od medianu zna¢i 5%-95% kvantil, p<0,05.
SI = SD/(S1+PvCD)*100.

V opakovaném pokusu byl priduchovy index opét niz$i na hornich (adaxialnich)
stranach shn2 a SHN3 Ox rostlin jako v prvnim pokusném péstovani. Nové byl praduchovy
index niz§i i u SHN2 Ox linie (Obr. ¢&. 21).
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Obr. €. 21: Praduchovy index (SI) horni (adaxialni) a dolni (abaxialni) strany listu huseni¢ku
rolniho (Arabidopsis thaliana) u tfech linii (SHN2 Ox - SALK_043868C,
shn2 — SALK 050853 a SHN3 Ox —SALK _040198) vztazenych ke kontrolni rostliné Col.
Hvézdicka oznacuje statisticky vyznamny rozdil adaxidlni/abaxidlni strany listu od kontroly.
Linie v boxplotu zna¢i median, trojuhelniky zdrojova data (n=25-30 analyzovanych ploch),
odchylky od medianu znaci 5% -95% kvantil, p <0,05. SI = SD/(S1+PvCD)*100.
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6 Diskuze

Rostliny se pfi pfechodu z vody na sous ptizpiisobily novému okolnimu prostfedi nejednou
zmé&nou vnitini stavby ¢i povrchu svého téla. Mezi témito adaptacemi je i piitomnost praduchi
Vv pokozce, ktera je v nadzemnich ¢astech rostlin pokryta vrstvou kutikuly (Arteaga-Vazquez,
2016; Yeats and Rose, 2013). Praduchy rostlinam slouzi k regulaci vyparu, piijmu oxidu
uhli¢itého a vydeji kysliku v prib¢hu fotosyntézy (Peterson et al., 2010; Chater et al., 2017;
Nunes et al., 2020; Yeats and Rose, 2013). Kutikula ma vice funkci — ochranuje rostlinu
pfed nadmérnou ztrdtou vody, pfed poskozenim a moznym napadenim Skidcem,

ma protektivni efekt vii¢i UV zazeni pii dlouhych slune¢nich dnech (Serrano et al., 2014).

Vytvareni kutikuly na povrchu nadzemich organti a priduchi v pokoZce rostlin by mohlo
byt vzajemné koordinovano a pfipadné kontrolovano spoleénymi geny. Né&které z nich,
jejichz zménéna exprese se projevila souCasné jak zménou v po¢tu praduchd na listu,
tak strukturou ¢&i kvalitou kutikuly, zmifuje literatura. Uvadénymi geny jsou naptiklad
HIC neboli KCS13, ktery koduje 3-ketoacyl koenzym A syntazu, znamou svym zapojenim
do syntézy dlouhych fetézci mastnych kyselin. Rostliny s mutaci v HIC za zvySené
koncentrace oxidu uhli¢itého ve vzduchu maji v pokoZce rostlin az o 41 % vice priducht
(dolozeno vys§im SD, pruduchovou hustotou) (Gray et al., 2000). Dale napfiklad mutace
v CER6 (CUT1/KCS6) vede k vyssi SD ale k omezeni mnozstvi voska v kutikule (Sadler et
al., 2016; Millar et al., 1999). Také rostlina StRNAI ma jak méné priduchti v pokozce,
tak snizeny obsah epikutikularnich voskt v kutikule listu husenicku rolniho (Arabidopsis
thaliana) (Petruschke, 2019). Dalsimi dilezitymi hraci jsou ¢lenové SHN (SHINE) rodiny
geni — SHNI1, SHN2 a SHN3-koédujici transkripéni faktory. Nejvice studovanym
transkripcnim faktorem z této trojice je SHN1 (WIN1, WAX INDUCER 1). Navysena exprese
SHN1 genu vede v listech husenicku rolniho na bazi ekotypu Wasilevskija ke snizeni poctu
pruducht v pokozce ale navyseni obsahu voskt (6x) v kutikule (Aharoni et al., 2004). Sadler
et al. (2016) detekovali v kutikule nejen zvyseny obsahu voski (2,7x) ale i kutinu (4,2x).
Zatim neni kompletné jasné, jak je cely vyvoj listu a jeho jednotlivych struktur propojen

a kterd struktura ovliviiuje kterou.

Cilem této diplomové prace bylo posoudit vliv SHN (SHINE) gent na vyvoj kutikuly
a priaduchtt na listech husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana). Geny SHN, koédujici
transkripéni faktory, patfici do rodiny AP2/EREBP (APETALA 2/ethylene-responsive
element binding protein). Vybér SHN gend vychazi znaSich piedchozich dosud
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nepublikovanych vysledkii sekvenovani dvou mutantnich linii liSicich se primarné v poctu
pruducht. Linie StRNAI méa zhruba poloviéni SD na listu a méné vosk oproti kontrole (WT)
a dvojity mutant v negativnich epidermalnich faktorech epfl,2 ma dvojnasobné vyssi SD nez
WT a také vyznamné vyssi obsah epikutikularnich voskii. Zejména SHN2 vykazal zvySenou
expresi u epfl,2 a snizenou u StRNAI. Proto bylo jednim z cilti nalézt mutanty se sniZzenou

a zvySenou expresi gentt SHN na bazi ekotypu Columbia.

Dalsim cilem bylo analyzou fenotypu téchto SHN mutant potvrdit hypotézu, ze vyvoj
pruduchu a kutikuly listu husenic¢ku rolniho (ekotyp Columbia) je vzajemné propojen a SHN
gen v tom hraje klicovou roli. Zvysena exprese SHN genu u husenicku rolniho stimuluje
tvorbu epikutikularnich vosku, ale omezuje pocet praduchti na listu (Aharoni et al., 2004).

Ma snizend exprese SHN opacny Uc¢inek?

Byly pouzity linie s T-DNA inzerci v jednotlivych SHN genech ze SALK institutu (Alonso
et al., 2003). Genotypovanim a kvantitativni PCR analyzou SHN geni byly nalezeny
homozygotni linie se zvysenou (nazvany Ox) ¢i sniZzenou (pojmenovany malym pismenem)
expresi SHN1a SHN2 genu a linie se zvySenou expresi SHN3 genu. Celkem tedy bylo ziskano
5 linii — SHN1 Ox, shnl, SHN2 Ox, shn2 a SHN3 Ox (Obr. ¢. 6, Tab. ¢. 5).

Na zakladé¢ analyzy fenotypu ziskanych linii se zd4, ze SHN transkripcni faktory maji vliv
na expresi gend ovliviujici syntézu voski. Relativni exprese CER1 genu, ktery je zodpovédny
za zvySeni obsahu alkanti ve voscich (Bourdenx et al., 2011; Aarts et al., 1995; Smirnova et
al., 2013), byla jak u rostlin se snizenou expresi SHN2 genu (shn2), tak u rostlin se zvySenou
expresi v SHN3 genu (SHN3OXx) statisticky zvySena (Obr. & 16). Zaroven i exprese genu
BDG3, jez také ovliviiuje mnozstvi alkant ale i kutinu v kutikule listu (Kurdyukov et al.,

20064a), byla alespon v prvnim opakovani zvysena u SHN3 Ox linie (Obr. &. 15).

Zvysena exprese CER1 genu podporuje hypotézu, Ze by i mnozstvi vosku v kutikule mohlo
byt vice. Listy linii SHN20x a SHN3Ox m¢ly pod Kryo-elektronovym mikroskopem vice
epikutikularnich voskd (Obr. ¢. 8) a zaroven i tloustka listu SHN3Ox byla vétsi néz u Col
(WT) (Obr. €. 9). Stejny fenotyp vykazovaly i listy mutantnich rostlin se zvysenou
expresi genu SHN1 v praci Broun et al. (2004), Aharoni et. al. (2004) a také u transgennich
rostlin husenicku se zvySenou expresi SHN1 genu z ryze (TaSHN1) (Jager et al., 2015). Jejich
rostliny mély také typicky lesklejsi povrch listd, ktery u naSich rostlin ov§em nebyl pozorovan.
Ztejmé nedoslo k tak vyraznému ovlivnéni biosyntézy voski, aby byl efekt viditelny pouhym

okem. Exprese dalSich vybranych gent podilejicich se na biosyntéze voska (CER2, KCS1)
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zlstala nezménéna (Obr. €. 17), piestoze urCité statisticky neprikazné snizeni exprese
zejména u KCS1 bylo u SHN2 Ox a shn2 linii zaznamenano. Oproti tomu Vv praci Broun et al.
(2004) zaznamenali expresi KCS1 a CER2, u rostlin se zvySenou expresi SHN1 genu,
navysenou. Stejny trend v expresi CER1, CER2, KCS1, u rostlin se zvySenou expresi SHN1,
uvadi i Kannangara et al. (2007), u nichzZ se také celkové mnozstvi vosk Vv listech navysilo.
Jelikoz se v publikacich (Broun et al., 2004) uvadi, ze nejvyssi podil voski na listu tvoii
alkany C29 - C31 (z 65 %), m¢fili jsme mnozstvi zejména téchto alkand (Obr. €. 10, 11).
U rostlin se zvySenou expresi v SHN genu se o¢ekavalo navySeni obsahu alkanu, jako tomu
bylo u SHN1Ox rostlin huseni¢ku v praci Broun et al. (2004) a Aharoni et. al. (2004).
K této zméné¢ ovSem v SHN20x a SHN3Ox liniich nedoslo. U SHN3 Ox bylo ovSem
detekovano vice aldehyda oproti kontrolni varianté Col (P¥iloha €. 4). Ani v diserta¢ni praci
Petruschke (2019) se u listt rostlin SHN3Ox (ekotyp Wasilvskija) neuvadi navyseni celkového
mnozstvi voskii. Analyza jednotlivych slozek V jeji praci bohuzel nebyla provedena. Oproti
tomu v transgennich rostlinach huseni¢ku rolniho, kde byla navysena exprese SISHN3 genu
z rajéete, doslo k navySeni obsahu vosku, a to jak alkant, tak aldehydd (Shi et al., 2013).
Ocekavané navySeni obsahu alkant bylo ovSem detekovatelné u husenicku rolniho, ekotyp
Wasilevskija, v SHN1Ox rostlinach (Priloha ¢&. 8), jejichz analyza byla provedena
pro porovnani s husenickem ekotypu Columbia. Tato analyza potvrzuje zavéry publikované
v praci Aharoni et. al. (2004) a Sadler et al. (2016). Zaroven i tloustka listu a i kutikuly
SHN1 Ox linie ekotypu WS byla silné&jsi v porovnani s kontrolou (P¥iloha ¢. 9, 10).

Oproti tomu u linii se snizenou expresi SHN2 genu (shn2) se o¢ekavalo snizené mnozstvi
alkant, ale byl detekovan opacny efekt (Obr. €. 10). I zvySena exprese CER1 napovidala
tomuto opac¢nému trendu (Obr. €. 16 B). Mnozstvi aldehydd nebylo u linii se snizenou expresi
SHN genu ovlivnéno (PFiloha ¢&. 4). Kannangara et. al. (2007) také nepozorovali v kvétu
u shnl mutantd snizeni obsahu alkanii, ale naopak mirné zvyseni alkanu C31, stejné jako my
(Obr. ¢. 11), a mastné kyseliny C28, ptestoze exprese SHN1 genu byla u jejich rostlin snizena
na tfetinu hodnoty kontrolni rostliny. Celkovy vytézek voskt prace bohuzel neuvadi. Rovnéz
dalsi studie, kde byla védci potlacena exprese vsech tii SHN gent, neuvadi v listech zménu

Vv celkovém obsahu voskd, ale dokonce doslo k navyseni alkani C29 a C31 (Shi et al., 2011).

SHN transkripéni faktory pfitom nemusi piimo ovliviiovat geny biosyntézy vosku,
ale zména v mnozstvi vosku muze byt vedlej$im efektem ¢i se na biosyntéze vosku mohou
podilet i dal$i hraci. Kannangara et. al. (2007) navic ptfedpokladaji, ze mnozstvi vosku

v kutikule SHN geny méni bud’ cilené skrz zménu exprese genti zapojenych do biosyntézy
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voskli (CER1, CER2, KCS1) anebo skrz ovlivnéni drahy kutinu, nebot’ slozeni ¢i akumulace
kutinu ma vliv na vosky. Je zndmo, ze jsou obé drahy kutinu a voski propojeny. Syntéza vosku
a kutinu vychazi ze stejnych prekurzort a sdili i ¢ast drahy (Natarajan et al., 2020; Hen-Avivi
et al., 2014). Zaroven bylo potvrzeno, ze SHN transkrip¢ni faktory (konkrétné SHN1) piimo
ovliviuji expresi genu LACS2, ktery koduje acyl-CoA syntetazu, enzym, ktery je zapojen
jak do biosyntézy kutinu, tak vosku. (Jager et al., 2015).

Kromé¢ toho obsah voski v kutikule nekoreluje vétSinou s jeji propustnosti pro vodu.
Mutanty v praci Sadler et al. (2026), SHN1 Ox a SHN3 Ox (ekotyp WS), s vyssim podilem
epikutikularnich voskti maji propustnéjsi kutikulu. Aharoni et al. (2004) zjistili, ze navySena
exprese SHN1 genu Vv husenicku rolnim (ekotyp WS) vede k vétsi suchovzdornosti rostlin.
K vyssi suchovzdornosti budou ale pravdépodobné piispivat spiSe priaduchy nez kutikula,
kterych bylo u zminénych SHN1 OX rostlin vyvinuto méné. SD byla sniZzena na tietinu
a Sl (priaduchovy index) skoro na polovinu (Aharoni et al., 2004). Tento ptedpoklad
podporuje i fakt, Ze mensi pocet pruduchti na listu zvySuje WUE (water-use efficiency),
coz bylo zji§téno u rostlin s navySenim exprese dvou negativnich epidermalnich faktor EPF1
a EPF2 (Franks et al., 2015). Rovnéz pii vystaveni rostlin vodnimu deficitu, kdy se snizila
priduchova vodivost, zvysila se WUE (Songsri et al., 2013).

Tato diplomova prace se nezabyva odolnosti rostlin vici suchu, ale jen vlivem SHN
transkrip¢nich faktorti na vyvoj priaducht. Efekt se vyjadioval pomoci pruduchové hustoty
(SD) a priaduchového indexu (SI) a relativni mirou exprese vybranych genti zapojenych
do tvorby pruduchi. Piedpokladali jsme, Ze hodnoty se SD a Sl budou u linii se zvysenou
expresi SHN genu snizovat, jak bylo uvedeno ve zminéné praci Aharoni et al. (2004).
Oproti tomu jsme byli zvédavi, zdali u linii se snizenou expresi v SHN genu se bude SD a Sl
zvySovat. Tato hypotéza byla potvrzena jen ¢aste¢né. U linie SHN2 Ox a SHN3 Ox skute¢né
doslo ke snizeni SD na obou stranach listu a i SI bylo snizeno (alespon na adaxialni strané
listu) (Obr. €. 19, 21). Petruschke et al. (2019) také u rostlin SHN3 Ox (ekotyp WS) zjistila
mensi hodnotu SD, ale jen na adaxialni strané listu, hodnoty SI byly totozné s kontrolnimi
hodnotami. U SHN1 Ox linie bylo SD dokonce navyseno na adaxialni strané listu (Obr. €. 18).
U linii se snizenou expresi v SHN2 genu (shn2 linie) doslo ke snizeni jak SD, tak Sl
na adaxialni strané listu. Ocekaval se vsak opacny trend (Obr. €. 19, 21). U shnl linie
se zména v poctu pokozkovych bunék projevila pouze snizenou hodnotou SI na abaxidlni

stran¢ listu (Obr. ¢&. 20).
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Relativni exprese negativnich epidermalnich faktort (EPF1, EPF2), které potlacuji vyvoj
pruduchli, ovSem nebyla statisticky vyznamné zménéna u zadné linie (Obr. ¢&. 14,
Piiloha ¢. 6). Piestoze exprese EPF1 genu u SHN3 Ox linie v prvnim péstovani, ktera méla
niz§i SI (Obr. €. 20), byla navySena. Oproti tomu exprese genu, ktery podporuje vyvoj
pruduchti, MUTE, byla navysSena u shn2 a SHN3 Ox linii (Obr. €. 12), které mély snizené SD
(Obr. €. 19). Exprese MUTE vsak nebyla zménéna u SHN1 Ox linie, kde bylo na adaxialni
stran€ listu zjiSténo vyssi SD (Priloha €. 5, Obr. €. 18). Ani exprese dalSich genti stimulujici
vyvoj priaducht, SPEECHLESS, FAMA, STOMAGEN (EPFL-9), nebyla statisticky vyznamné
zménéna na 5% hladiné vyznamnosti (Obr. €. 12, 13, Priloha €. 5) . Mira relativni exprese
genu FAMA u SHN2 Ox a shn2 linie byla oproti kontrole zvysena na hladinach vyznamnosti
p=0,09 ap=0,07 (Obr. & 12, Priloha ¢. 5). Také exprese SPEECHLESS u SHN3 Ox linie
a STOMAGENu u SHN2 Ox vykazovala statisticky nevyznamné zvySeni (na hladinich
vyznamnosti p = 0,067 a p =0,089). Oproti tomu Yang et al. (2011) u rostlin se zvysenou
expresi SHN1 genu u husenicku rolniho zjistili opravdu snizeni poctu praducht (SD i Sl),
ovsem sniZzeni bylo detekovatelné jen po indukci exprese SHN1 genu u mladych a nové
se vyvijejicich listh. Indukce exprese SHN1 na pln€ vyvinutych listech nemé¢la na pocet
pruduchii vliv. V této praci zaroven méfili relativni expresi gent SPEECHLESS, MUTE
a FAMA, ale snizeni bylo statisticky vyznamné az po uplynuti tfi dnt po indukci.
Autofi navrhuji, Ze SHN1 transkripcni faktor ovliviiuje geny zapojené do vyvoje priduchii
jen nepiimo. OvSem to, ze SHN transkripéni faktor mize mit vliv na vyvoj pokozkovych
bungk, zjistili u mutantnich rostlin v SHN1 genu nebo v potlaceni funkce vsch tii SHN gent
(RNA interferenci) u huseni¢ku rolniho védci Aharoni et al. (2004) a Shi et al. (2011). Védci
Clenitym povrchem). Aharoni et al. (2004) u SHN1 Ox rostlin (ekotyp WS) pozorovali
na listech rizice mensi pocet trichomil a navic jednovétvenych nikoli typicky pro husenicek
trojvétvenych. Shi etal. (2011) ve své praci s husenickem rolnim s RNA interferenci ve vSech
ttech genech SHN také zjistili zménénou expresi nékolika genti. V seznamu uvadeéji i geny
ucastnici se tvorby bunécné stény, proto se zda, ze SHN transkrip¢ni faktory ovliviiuji vyvoj

pokozkovych bunék jako vedlejsi efekt.

Zapojeni transkripcnich faktort SHN v regulaci vyvoje kutikuly a priduchti v pokoZzce
rostlin a detailni propojeni metabolickych drah je nutné jest¢ dikladnéji prozkoumat.
Ke studiu by bylo vhodnéjsi pouzit mutantni rostliny se zménénou mirou exprese

Vv jednotlivych SHN genech, ptipadn¢ i double ¢i triple mutanty vytvoiené napt. CRISPR-Cas9
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systémem, nebot SHN transkripéni faktory pusobi redundantné (Shi et al., 2011).
Pouzité mutantni rostliny v této praci maji T-DNA inzerci nejen v oblasti studovanych SHN
gend, ale v né€kterych piipadech i v dalsi lokaci genomu. Navic nevime, zdali detekovana
zména v relativni mife exprese genu SHN je dostatecnd k indukci ocekévané fenotypové
zmény. Zaroven detekce zmény v expresi geni pomoci RT-PCR (Real Time PCR)
nic nevypovida o tom, zdali se exprese piepise do syntézy funkéniho proteinu. Mozna i méfeni
exprese gent jen ze tiech biologickych vzorkit mohlo byt v nékterych piipadech nedostatecné.

Z téchto duvodu nelze z vysledki u€init jednoznaény zavér.
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[ Zavér

Vyvoj kutikuly a priducht by mohl byt koordinovan na molekularni Grovni spolecnymi
geny. Mezi né patii i trojice gent kodujici transkripéni faktory SHINE (SHN1, SHN2, SHN3).
Zde bylo identifikovano celkem 5 homozygotnich linii husenicku rolniho (Arabidopsis
thaliana) s T - DNA inzerci v jednotlivych SHN genech, které mély snizenou i zvySenou
expresi v SHN1 nebo v SHN2 genu a linie se zvySenou expresi v SHN3 genu. U rostlin byl
analyzovan celkovy obsah alkanti a aldehydi, a také priduchova hustota (SD) i praduchovy
index (SI) na listech rizice. ZvySena exprese jednotlivého SHN genu vedla v nékterych
piipadech podle ocekavani ke sniZzeni poctu pruduchd. Oproti tomu snizena exprese
bud’ neméla na vyvoj poctu priduchti vliv nebo méla stejny efekt jako ta zvySena.
U mutantnich linii nebylo celkové mnozstvi alkant ani aldehydia v kutikule vyznamné
ovlivnéno, piestoze mikroskopicka pozorovani ukézala na povrchu linii se zvySenou expresi
v SHN2 ¢i v SHN3 genu vice epikutikularnich voskt. Dokonce u linie se snizenou expresi
v SHN2 genu (shn2) doslo k navyseni obsahu alkand, tedy k opaénému efektu, nez ktery se
predpokladal. Také zmény v expresi vybranych gent u¢astnicich se vyvoje priduchi (MUTE)
a syntézy vosku v kutikule listu (CER1, BDG3) podle naseho nazoru podporuji hypotézu,
ze se SHN transkripéni faktory pravdépodobné ucastni obou vyvojovych drah. Nicméné
k dukladné&jsi analyze, a mozna i k jasnéjSimu vysledku, by bylo vhodné pouzit podrobnéjsi
analyzu jednotlivych slozek voskli a také kutinu. A zaroven pouzit rostliny s uml¢enim
nebo zvySenou expresi SHN genl pomoci sofistikovangjsi metody jako je

napt. CRISPR - Cas 9.
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8 Prilohy

Piiloha €. 1: Zvolené homozygotni rostliny husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana)
sT-DNA inzerci v SHN1 genu (SALK 051701, SALK_030905), v SHN2 genu
(SALK_043868C, SALK_050853) a v SHN3 genu (SALK 040198) péstované pii prvnim
pestovani (A); a ve 2. péstovani (B), kdy byly péstovany rostliny s T-DNA inzerci v SHN2
genu (SALK_043868C, SALK_050853) av SHN3 genu (SALK_040198). Kontrolni rostlinou
byla vyseta Columbia-0.
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Piiloha €. 2: Sekvence levého a pravého primeru u SHN rostlin pouzité pti PCR reakci béhem

genotypovani.
Lokace Gen (SALK nazev/ NASC | Levy primer Pravy primer
ID)
At1g15360 SHN1 | SALK_030905/N530905 | ATCATAGGG | ACATTTCGCA
TCCCCACTTC | GTGATTCACG
C
At1g15360 SHN1 | SALK 051701/N551701 | ATTCGACCTA | TCGTACCCAT
TTGGAGACG | AGCCTAAGC
G C
At5g11190 SHN2 | SALK 135005/N635005 | GTGGTTCGTC | CTATCCATCC
CCCAACTAA | CATAGCGTC
C G
At5g11190 SHN2 | SALK_043868C/N66588 | GATAAACAA | GCATGCATG
7 AGCTGCACC | GTTGGTTTTA
AGG AC
At5g11190 SHN2 | SALK _050853/N550853 | ACCAACAAA | CCATTGTTTA
ATTGTAGGCC | CTGTTTTCCT
C GC
At5925390 SHN3 | SALK _040198/N540198 | GCCAACCTTT | ACAGTGACG
TCCTGTCTTG | TGAAAACGT
CG

Priloha €. 3: Sekvence primert (levého — forward, F; pravého — reverse, R) pouzitych

pti RT - PCR.
Nazev genu a typ primeru (forward — F, | Sekvence primeru
reverse — R)
ACTIN 2 F CAAGGCCGAGTATGATGAGG
ACTIN2R GAAACGCAGACGTAAGTAAAAAC
SHN1F CGCTGAGATTCGTCATCCTC
SHN 1R CCTCGTCGTATGCTCTTGCT
SHN2 F CCGCCAGCGACAATGG
SHN2 R TCGAAAGTTCCAAGCCACACT
SHN3 F GTTCCGAGGTGTCCGCCAGCGTCA
SHN3 R GTCGTAGGCTCTAGCCGCTG
SPCHF TCCAATCTTTGGAAGCCAAG
SPCHR GCTTAGAACAGGCGGTGAAG
MUTE F ATCGCTGTTGAAAGGAATCG
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MUTER AAGGGAAAGATGGTCGGTTT
FAMA F GGAACAAACCGTCCTCTACTC
FAMAR CAAATGCTTGGAGAATAAAACC
EPF1F CGTCGAAGAGGCTGAGACTT
EPF1R GCTGATCAAGGGACAGGGTA
EPF2 F CTCAGTCGCCGAATCATGTA
EPF2 R CGCCAGCCAAAACTGATATT
CER1F GGTGGGAGAAGGAACAACAA
CER1R TCAATGCTGGTGTGGTATGA
CER2 F TACGTCCGAGCCGTCTACTT
CER2R GAAGTGTCGTTGTCGTTGTC
KCS1 F TCTAACCAGGCGGTTCAACT
KCS1R CCGGTTTGTAGCAGGAGAAA
BDGS3 F CAATAGCTCTCGGAGCGTCG
BDG3 R GGCGATGAATTGCCAAACAC

Priloha ¢. 4: Suma aldehydi z epikutikularnich voska listu huseni¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana) smytych chloroformem u mutantnich rostlin s T-DNA inzerci (SHN2 Ox
SALK 043868C, shn2 SALK_ 050853, SHN3 Ox SALK 040198). Kontrolni varianta Col

(Columbia). N = 5, kde n znamena pocet biologickcych vzorkd.
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Piiloha €. 5: Relativni exprese gent podporujici vyvoj praduchi u rostlin huseni¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana) s T-DNA inzerci (SHN1 Ox SALK 051701, shnl SALK_ 030905,
SHN2 Ox SALK_043868C, shn2 SALK_050853, SHN3 Ox SALK_040198), kontrolni
varianta Columbia (Col). Trojthelniky zobrazuji zdrojova data (n=3, kde n jsou biologické
vzorky), linka vboxplotu znamend median, hvézdicka statisticky vyznamny rozdil

od kontroly, p<0,05.
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Priloha €. 6: Relativni exprese genu potlacujici vyvoj pruducht (EPF1 — EPIDERMAL
PATTERNING FACTOR 1) u T-DNA mutantnich rostlin huseni¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana) shn2 (SALK_050853), SHN3 Ox (SALK_040198). N=3, kde n znamena pocet
biologickych vzorkd.
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Piiloha €. 7: Relativni exprese BDG3 v listech husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana)
u linii s T-DNA inzerci — shn2 (SALK_050853) a SHN3 Ox (SALK _040198), kontrolni

varianat Columbia (Col), n=3, kde n znamenena pocet biologickcyh vzorku.
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Piiloha ¢&. 8: Celkové mnozstvi alkant u husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) ekotyp
Wassilewskija (WS) u SHN1 Ox rostliny, ktera ma zvySenou expresi SHN1 genu. Hvézdicka
znamena statisticky vyznamny rozdil od kontroly (WS), p<0,05.
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Piiloha €. 9: Lom listem husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) ekotyp Wassilewskija
(WS) u kontrolni rostliny (A), SHN1 Ox rostliny s epikutikularnimi vosky na povrchu (B)

pod Kryo-elektronovym mikroskopem se zméfenou tloustkou kutikuly.
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Piiloha €. 10: Lom listem huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) ekotyp Wasilevskija
(WS) sjeho zmétenou Sitkou ukontrolni rostliny (A) a SHN1 Ox rostliny (B)

pod Kryo - elektronovym mikroskopem.

LEI 1.5kV X200 WD 10.0mm 100um

SE GB-I LEI 1.5kV X200 WD 10.0mm 100um
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