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Seznam použitých zkratek 

Zkratka Význam Jednotka 

FESEM 
Technika skenovací elektronové mikroskopie 

(Field Emission Scanning Electron Microscopy) 
 

GCs Svěrací buňky (Guard Cells)  

GMC Mateřská buňka průduchů (Guard Mother Cell)  

GC-MS 

Plynová chromtaografie s hmotnostní 

spektrometrií (Gas chromatography – mass 

spectroscopy) 

 

MMC 
Mateřská buňka meristemoidu (Meristemoid 

Mother Cell) 
 

PvC Dlaždicové buňky (Pavement Cell)  

PvCD 
Hustota dlaždicových buněk (Pavement Cell 

Density) 
mm-2 

SD Průduchová hustota (Stomatal Density) mm-2 

SI Průduchový index (Stomatal Index) % 

SLGC 
Sesterská buňka meristemoidu, typ PvC 

(Stomatal-lineage ground cell) 
 

WT Rostlina bez mutace (wild type, divoká forma)  
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1 Úvod 

Vedlejším produktem fotosyntézy, bez kterého bychom nemohli existovat, je kyslík. 

Není třeba dodávat proč jsou rostliny v tomto ohledu pro nás na Zemi důležité. Kyslík je 

uvolňován malými otvory v pokožce zvanými průduchy, skrze které rostlina primárně přijímá 

oxid uhličitý pro fotosyntézu. Skrze otevřené průduchy ovšem z rostlin uniká i voda (Gao et 

al., 2017). Rostlina tak musí řešit, zdali je pro ni na základě aktuálních podmínek výhodné 

průduchy kvůli příjmu oxidu uhličitéko pro fotosyntézu otevřít či nikoli, aby se zamezilo 

vysoušení (Bueno et al., 2020). I samotný počet průduchů ovlivňuje výpar. Vyvine-li se 

na listech méně průduchů, zvyšuje se tím tolerance k suchu (Caine et al., 2019). Proti 

nadměrnému výparu vody také rostlinám pomáhá hydrofobní vrstva – kutikula – pokrývající 

pokožku nadzemních orgánů (Riederer and Schreiber, 2001). Jak průduchy, tak kutikula jsou 

významným evolučním přizpůsobením suchozemských rostlin (Arteaga-Vazquez, 2016) 

okolním podmínkám prostředí a jejich vývoj by mohl být vzájemně koordinován. 

Na základě publikovaných dat se zdá, že vývoj průduchů a kutikuly má na molekulární 

úrovni společnou dráhu nebo alespoň bod, kdy se obě dráhy potkávají (Gray et al., 2000; Yang 

et al., 2011). V mé bakalářské práci (Koutková, 2020) byla zmíněna korelace mezi počtem 

průduchů a množstvím vosků v kutikule listu huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana, L.). 

Tato diplomová práce se konkrétně zaměřuje na úlohu SHN (SHINE) rodiny 3 genů (SHN1, 

SHN2, SHN3) fungující v rostlině jako transkripční faktory. Nejvíce studovaným z nich je 

SHN1 (WIN1, WAX INDUCER 1) gen, jež při zvýšené expresi snižuje počet průduchů, 

ale na druhé straně navyšuje obsah vosků v kutikule listu huseníčku (ekotyp Wasilevskija, 

WS). Současně SHN1 jako transkripční faktor mění expresi řady genů podílející se na vývoji 

kutikuly. Proto se SHN zdá být jedním z genů účastnící se obou vývojových drah (Aharoni et 

al., 2004; Kannangara et al., 2007). Rovněž z našich dosud nepublikovaných výsledků 

sekvenování mutantů se změněným počtem průduchů (dvojitý mutant epf1,2 měl vyšší počet 

průduchů, StRNAi měl snížený počet průduchů) vychází SHN geny (nejvíce SHN2) 

jako klíčové. Následná analýza vosků v kutikule také ukázala změny v obsahu 

epikutikulárních vosků. 

Pokud je exprese SHN1 zvýšena, jsou rostliny odolnější vůči suchu, patrně díky změněnému 

složení kutikuly a počtu průduchů (Aharoni et al., 2004). Větší význam budou mít zřejmě 

průduchy než kutikula, neboť její permeabilita byla u těchto mutantních rostlin větší než 

u kontrolních rostlin (Sadler et al., 2016). Diplomová práce shrnuje výsledky ze studia rostlin 
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huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana, L.) s T-DNA inzercí (Agrobacterium transferred 

DNA) v jednotlivých SHN genech, získané ze SALK mutantní kolekce (Alonso et al., 2003), 

a rozšiřuje tak poznatky o společném vývoji průduchů a kutikuly listu modelové rostliny.  
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2 Kutikula rostlin 

Kutikula je tenká (0,1-10 µm) heterogenní vrstva pokrývající pokožku (epidermis) 

nadzemních orgánů rostlin (Chen et al., 2011; Riederer and Schreiber, 2001). Před pár lety 

bylo také zjištěno, že kutikula se nenachází jen v nadzemních částech rostlin, ale pokrývá 

i kořenovou čepičku (Berhin et al., 2019).  

Kutikulu lze rozdělit na vrstvu sousedící s buněčnou stěnou pokožkové buňky, kutikulární 

vrstvu (cuticle layer), složenou zejména z kutinu a polysacharidů, a vrstvu 

nad ní (vlastní kutikulu, cuticle proper) tvořenou kutinem a vosky (Yeats and Rose, 2013) 

(Obr. č.  1).  

Chemické složení kutikuly není u všech rostlin ani orgánů, které chrání, jednotné. Závisí 

mimo jiné na vývojovém stádiu. Například listy mladé kukuřice mají vosky obohacené 

o primární alkoholy, kdežto zralé listy o estery (Bianchi et al., 1985). Nicméně dvě složky 

(kutin a vosky), jak již bylo řečeno, jsou vždy přítomné (Jarvinen et al., 2010; Fernandez et 

al., 2017; Sharma et al., 2020). Dále se v kutikule nachází glycerol, polysacharidy (celulóza, 

hemicelulóza, pektin), kutan a fenolické sloučeniny (derivát kyseliny ferulové či kávové). 

Samotný kutin je tvořen zejména alifatickými C16-C18 ω-hydroxy/epoxi mastnými 

kyselinami, které se díky esterovým vazbám skládají do řetězců a tvoří síť (Nip et al., 1986; 

Heredia, 2003; Heredia-Guerrero et al., 2014; Bhanot et al., 2021). Vosky jsou složeny 

zejména z mastných kyselin s dlouhým řetězcem (VLCFA, very long chain fatty acids) 

(C20 - C34) a jejich derivátů, jmenovitě z alkanů, aldehydů, alkoholů, esterů. Mohou 

se objevit v menší koncentraci i triterpenoidy, fenylpropanoidy a flavonoidy (Bernard and 

Joubes, 2013; Petit et al., 2017; Bhanot et al., 2021; Jetter and Schaffer, 2001). 

Vosky, které tvoří 20-60 % hmoty kutikuly (Heredia, 2003) lze, na rozdíl od kutinu, 

snadno vyextrahovat organickými rozpouštědly (chloroformem, acetonem, ethylacetátem, 

hexanem a methanolem) (Bhanot et al., 2021). Nejsnadněji lze extrahovat zejména 

epikutikulární vosky (Koch and Ensikat, 2008; Buschhaus and Jetter, 2011), které se nacházejí 

nad „vlastní kutikulou“ (cuticle proper) (Yeats and Rose, 2013) (Obr. č. 1). Vosky na povrchu 

pokožky mohou tvořit buď film nebo i krystaly, které jsou pro každý rostlinný druh specifické 

(Barthlott et al., 1998; Buschhaus and Jetter, 2011). Vosky se nacházejí i uvnitř kutikulární 

matrice (tzv. intrakutikulární vosky) (Koch and Ensikat, 2008). Vědci Farber et al. (2019) 

u vosků stonku čiroku (Sorghum) zjistili, že i epikutikulární vosky jsou heterogenní. 
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Jejich vnější povrch je složen z neuspořádaných alifatických uhlovodíků, zatímco vnitřní 

struktura je více uspořádaná a krystalizovaná.  

 

Obr. č. 1: Vrstvy kutikuly nad pokožkovými buňkami (epidermal cells). Plazmatická 

membrána (plasma membarne) a buněčná stěna (cell wall) pokožkových buněk je pokryta 

kutikulou skládající se z kutikulární vrstvy (cuticle layer) a vlastní kutikuly (cuticle proper). 

Nejsvrchnější část kutikuly tvoří epikutikulární vosky (Bhanot et al., 2021). 

 

Díky voskům je povrch nadzemních orgánů hydrofobní, dochází zde k „lotosovému 

efektu“ kdy kapičky vody omílají plochu listu a tím ji zároveň i očišťují (Ensikat et al., 2011; 

Bargel et al., 2006; Bhanot et al., 2021) a smyjí i potenciálních patogeny. Přesto však kutikula 

není 100% nepropustnou bariérou. Její propustnost pro vodu se zvyšuje v závislosti 

na zvyšující se teplotě. Rieder a Schreiber (2001) zkoumali tuto závislost u listů několika 

druhů rostlin při teplotě povrchu listu od 15°C do 55°C. Větší význam při transpiraci mají 

intrakutikulární vosky než ty povrchové - epikutikulární, což bylo dokázáno nezměněnou 

transpirací po odstranění epikutikulárních vosků (Zeisler-Diehl et al., 2018; Bueno et al., 

2020). Kutikula má i další protektivní funkce. Jelikož jsou rostliny celý svůj život vystaveny 

slunečním paprskům, ukázala se kutikula jako dobrý pomocník při ochraně před UV zářením, 

které může poškodit DNA i chloroplast (Jansen et al., 1998). Buď se UV-B záření absorbuje 

flavonoidy ve voskové vrstvě či je UV jednoduše odraženo (Bhanot et al., 2021; Bornman et 

al., 1997). Rovněž i tloušťka kutikuly koreluje do jisté míry s dobou vystavení rostlin UV 

záření.   Metwally et al. (2019) zjistili, že po 40 minutách expozice áronovité rostliny 

Spathiphyllum na UV světle se tloušťka kutikuly téměř ztrojnásobila. Ovšem vystavení rostlin 

UV záření pouze na 30 min mělo za následek naměření menší tloušťky kutikuly oproti 

kontrolní variantě. Proto se zdá, že tloušťka kutikuly nemá takový význam jako její složení. 

To potvrzuje i fakt, že tloušťka kutikuly nemá s největší pravděpodobností vliv na výraznější 

omezení transpirace (Riederer and Schreiber, 2001; Kerstiens et al., 2006). 
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2.1 Syntéza kutikuly 

Kutikula, jako první obranná bariéra mezi vnitřním prostředím rostliny a okolním světem, 

je syntetizována v pokožkových buňkách, ať už listů, plodů, květů či stonků (Bhanot et al., 

2021; Niklas and Kutschera, 2010). Z časového hlediska není zcela jasné, kdy se kutikula 

zakládá, ale její první viditelná struktura byla pozorována už v globulární fázi vývoje embrya 

po barvení lipofilním barvivem auraminem u huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) 

(Ingram and Nawrath, 2017; Szczuka and Szczuka, 2003). Složení kutikuly se liší mezi druhy 

rostlin i orgány. Některé sloučeniny, jako například sekundární alkoholy či ketony, se mohou 

tvořit pouze v řapících či stonku ale v menší míře i v listech, jak bylo zjištěno u huseníčku 

rolního (Greer et al., 2007). 

Obecně biosyntéza kutinu a vosků vychází ze stejných prekurzorů (Natarajan et al., 2020; 

Hen-Avivi et al., 2014), mastných kyselin (C16/C18), které se tvoří v plastidech  (Yeats and 

Rose, 2013) v několika cyklech postupným prodlužováním  dvouuhlíkatých Acetyl-CoA 

(acetyl-koenzym A) jednotek syntázou mastných kyselin (FAS, fatty acid synthase). 

Každý cyklus zahrnuje kondenzaci, redukci, dehydrataci a redukci, kde jako kofaktor slouží 

ACP (Acyl Carrier Protein). Následně Fatty Acyl-thioesteráza A či B (FATA, FATB) 

hydrolyzuje C16/C18-ACP  (Borisjuk et al., 2014). De-novo vytvářené mastné kyseliny jsou 

z plastidů přemístěny do cytoplasmy k endoplasmatickému retikulu pomocí 

komplexu exportu mastných kyselin (FAX, Fatty Acid Export), kde díky syntetáze LACS 

(Long Chain Acyl-Coenzyme A Synthases, acyl koenzym A syntetáza s dlouhým řetězcem) 

reagují 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). Některé mastné kyseliny mohou 

být konjugované na acyl-CoA pomocí LACS už v membráně plastidů (Jessen et al., 2015; Li 

et al., 2016). Přičemž u huseníčku rolního je nepostradatelná aktivita dvou z devíti LACS, 

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

Poté se dráhy syntézy rozdělují a jsou zakončené syntézou vosků či kutinu. Syntéza vosků 

pokračuje na membráně endoplazmatického retikula aktivací komplexu elongázy mastných 

kyselin (FAE, Fatty Acid Elongase) prodlužující řetězec mastných kyselin, o 2 uhlíky za 

cyklus, na tzv. mastné kyseliny s velmi dlouhým řetězcem (VLCFA, very long chain fatty 

acid). Konkrétně vzniká VLCFA-acyl-CoAs, které mají délku C24-C36 (Yeats and Rose, 

2013; Bhanot et al., 2021). Membránově vázaný komplex elongáz se skládá z β-ketoacyl-CoA 

syntázy (KCS), β-ketoacyl-CoA reduktázy (KCR), 3-hydroxyacyl-CoA dehydratázy (HCD) 
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a enoyl-CoA reduktázy (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). Dále se komponenty vosků tvoří 

dvěma metabolickými cestami. Za prvé cestou acylové redukce, jinak také zvanou 

alkoholovou, ze které vznikají primární alkoholy a estery. Druhá je dekarbonylační cesta, 

neboli tzv. alkanová, kdy vznikjaí alkany, sekundární alkoholy, aldehydy a ketony (Li et al., 

2019; Joubes and Domergue, 2018; Broun et al., 2004). Alkoholová dráha dává vznik 

sloučeninám se sudým počtem uhlíků, alkanová s lichým počte uhlíků. Nejčastějším voskem 

u huseníčku rolního byl zaznamenán alkan C29-C33 (Samuels et al., 2008). Všechny 

nasyntetizované komponenty kutikuly jsou poté, dosud plně neprozkoumaným mechanismem, 

transportovány k povrchu buňky. Skrz plazmatickou membránu jsou přenášeny nejspíše ABC 

transportéry – ATP binding casettes (Do et al., 2018), (známé jsou u huseníčku například 

ABCG11 a ABCG32 (McFarlane et al., 2010; Bessire et al., 2011)). Dalším možným 

způsobem transportu je exocytóza či přesun komponentů proteiny transportující lipidy – LTP 

(DeBono et al., 2009; Yeats and Rose, 2013) (Obr. č. 2).  

 

Obr. č. 2: Biosyntéza kutikuly. Předpokládané dráhy tvorby kutinu a vosků při syntéze 

kutikuly rostlin. Podrobnější popis v textu (Bhanot et al., 2021). 

 

U syntézy kutinu se předpokládají dva možné scénáře, které se s největší pravděpodobností 

doplňují. Enzymatický mechanizmus zahrnuje aktivitu kutin syntázy (CUS, cutin synthase). 

Druhý, neenzymatický proces, využívá kutinzomy (Stepinski et al., 2020). 
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Kutinové prekurzory (C16 a C18, či FA-CoA) jsou v endoplazmatickém retikulu 

modifikovány na monoacylglyceroly (MAG) a diacylglyceroly (DAG) (Stepinski et al., 2020; 

Manan et al., 2017; Li et al., 2016), což je provedeno v několika krocích, zahrnujících 

hydroxylaci konců (ω- uhlík) a středů řetězců mastných kyselin (přesněji hydroxylázou 

cytochrom P450 kódovanou rodinou CYP 86A4 a následně CYP77A6) či syntézu acyl-CoA 

meziproduktů (Li-Beisson et al., 2009). Přesné pořadí jednotlivých kroků však není známo. 

Pokračující oxidací koncového uhlíku vznikají dikarboxylové kyseliny, které u rostlin, kromě 

huseníčku, nejsou běžné (Fich et al., 2016; Yeats and Rose, 2013; Kurdyukov et al., 2006b). 

Nakonec dochází k esterifikaci a vznikají monoacylglyceroly (MAG) 

a diacylglyceroly (DAG), katalyzované glycerol-3-fosfát-CoA acyltransferázou (GPAT) 

a diacylglycerolacyltransferázou (DGAT2) (Stepinski et al., 2020; Li et al., 2016; Manan et 

al., 2017). GPAT4 byla popsána u huseníčku pro katalyzaci esterifikační reakce v květu (Li-

Beisson et al., 2009),  zatímco GPAT6 a GPAT8 v listech a stonku (Li et al., 2007). Lipidy 

jsou poté transportovány lipidovými tělísky od endoplazmatického retikula k buněčné stěně. 

Do tohoto transportu se zapojují i mikrotubuly. Následně dochází v místě ukládání kutinu 

k polymerizaci pomocí kutin syntázy (CUS, Cutin Synthase) (Stepinski et al., 2020). Další 

či nověji popsaný přístup transportu kutinových monomerů zahrnuje kutinzomy, což jsou 

částice o průměru 40 - 200 nm (Stepinski et al., 2020) studované u Ornithogalum 

umbellatum  (Kwiatkowska et al., 2014) a Arabidopsis thaliana (Stepinski et al., 2017). Tyto 

částice byly poprvé připraveny in vitro, na základě pozorování samovolného sestavování 

hydroxymastných kyselin do nanostruktur (Heredia-Guerrero et al., 2008; Stepinski et al., 

2020). Povrch kutinzomů, oddělující lipidový obsah od vodného prostředí cytoplazmy, je 

složen s hydrofilních karboxylových sloučenin, zatímco vnitřek z hydroxykyselin. Vytvořené 

kutinzomy, které mohou přenášet i enzymy, jsou transportovány mikrotubuly k buněkční 

stěně. To, že obě syntetické dráhy kutinu spolupracují dosvědčuje fakt, že v raných fázích 

vývoje kutikuly byly identifikovány kutinzomy a v pozdější fázi aktivita enzymu CUS 

(Stepinski et al., 2020; Yeats et al., 2012). 
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2.2 Molekulární aspekty syntézy kutikuly  

Dosud byla popsána řada genů podílející se na syntéze kutikuly (Philippe et al., 2020). 

Následující text poskytuje přehled pouze několika málo genů, které jsou zapojeny do této 

dráhy.  

Již výše byla zmíněná glycerol-3-fosfát-acyltrasferáza (GPAT) měnící monomery 

mastných kyselin na 2-monoacylglyceridy (Stepinski et al., 2020; Manan et al., 2017; Li et 

al., 2016). Podtypy GPAT4, GPAT6 a GPAT8 se podílejí na defosforylační reakci v syntéze 

kutinu (Philippe et al., 2020; Yang et al., 2012). Oproti tomu na spojení monomenů kutinu byl 

identifikován enzym DCR (DEFECT IN CUTICULAR RIDGES), který patří do stejné rodiny 

acyltransferáz (BAHD) jako BODYGUARD (BDG) a CUTIN SYNTÁZA (CUS) (Stepinski 

et al., 2020). DCR se podílí na začlenění nejhojnější kyseliny kutikulární 

matrice – 9(10),16- dihydroxy-hexadekanové kyseliny. Tato kyselina tvoří v kutikule 

asi polovinu množství kutinu. Přitom bylo zjištěno, že DCR může být aktivní jak v cytosolu 

nebo i v plazmatické membráně a má vliv primárně na syntézu kutinu, jelikož u mutantních 

rostlin s defektem DRC bylo množství epikutikulárních vosků nezměněno. Navíc se DCR 

účastní jak oligomerizace, tak polymerizace. Aktivita DCR je také nezbytná při diferenciaci 

epidermálních buněk, vývoji trichomů a zabránění fúze nadzemních orgánů (Panikashvili et 

al., 2009). Další zmíněný gen BDG kóduje α/β-hydrolázu, je exprimován v epidermálních 

buňkách, ale hromadí se v buněčné stěně. Mutace v BDG genu (bdg) způsobuje zvýšené 

množství vosků až o trojnásobek, a to zejména alkanů (C29, C31, C33) (Kurdyukov et al., 

2006a). Navýšení množství alkanů je zřejmě způsobeno aktivací dekarbonylační cesty, která 

znamená změnu mastných kyselin o sudém počtu uhlíků (C2n) na aldehydy a následně na 

alkany o lichém počtu uhlíků (C2n-1) (Cheesbrough and Kolattukudy, 1984; Kurdyukov et 

al., 2006a). U rostlin byla také pozorována defektní kutikula (slabší i silnější, místy chybějící) 

pod mikroskopem, ale následná plynová chromatografie odhalila dvojnásobné až trojnásobné 

zvýšení množství lipidů. Výsledky studie naznačují, že BDG se spíše účastní zesíťování 

kutikuly než její syntézy (Kurdyukov et al., 2006a). Další studie ovšem uvádí jiné výsledky. 

Defektní rostliny bdg-6 a bdg-7 mají rovněž více kutinu v kutikule listu, ale při zkoumání listů 

mladších než 36 dní, bylo množství kutinu oproti kontrole o 60 % sníženo. Jestliže byl BDG 

gen exprimován pod konstitutivním promotorem, bylo množství kutinu navýšeno až čtyřikrát. 

BDG se nejspíš účastní biosyntézy polyesterů, a to zejména polynenasycených monomerů C18 

(Jakobson et al., 2016).  
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Enzym HOTHEAD (HTH) s největší pravděpodobností katalyzuje další oxidaci již 

hydroxylovaného koncového uhlíku mastných kyselin a tvoří tak aldehydovou a druhou 

karboxylovou skupinu (Kurdyukov et al., 2006b; Fich et al., 2016). Gen KCS1 

(3  -  ketoacyl - koenzym A syntáza 1) je součástí rodiny dalších 20 genů (jako je např. FDD, 

FIDDLEAHEAD neboli KCS10), které kódují β-ketoacyl-CoA syntázu prodlužující řetězec 

mastných kyselin v průběhu biosyntézy kutikuly (Joubes et al., 2008; Pruitt et al., 2000). 

Dalším genem zapojeným do tvorby kutikuly je CER. U huseníčku rolního bylo popsáno 

několik CER genů účastnící se tvorby vosků (Kunst and Samuels, 2003). Gen CER5 například 

kóduje ABC-transportér, potřebný k přenosu vosků přes plazmatickou membránu (Pighin et 

al., 2004). CER2 a CER26 se podílí, stejně jako FAE komplex enzymů, na prodlužování 

řetězců VLC acyl-CoA na řetězce delší než C28 (Kong et al., 2020; Wang et al., 2020; Haslam 

et al., 2012; Pascal et al., 2013), přitom CER6 (CUT1, KCS6) se zdá být v biosyntéze vosků 

jako hlavní (Fiebig et al., 2000). Mutace v CER2 způsobuje hromadění voskových esterů, 

primárních alkoholů a C26 a C28 acylových skupin (Kunst and Samuels, 2003). Geny CER1 

a CER3/WAX2 jsou nejprobádanější. Mutace cer1 způsobuje lesklé stonky a sníženou syntézu 

alkanů. CER1 nejspíše kóduje aldehyddekarbonylázu měnící aldehydy a alkany, jelikož 

mutant cer1 měl zvýšený obsah aldehydů (Bourdenx et al., 2011; Aarts et al., 1995; Smirnova 

et al., 2013). Mutant cer3 měl rovněž snížený obsah alkanů, ale navíc i ketonů a aldehydů 

(Chen et al., 2003; Kurata et al., 2003; Rowland et al., 2007). Oba geny (CER1 a CER3) přitom 

při přeměně VLC acyl-Co-A na alkany spolupracují (Bernard et al., 2012). Kannangara et al. 

(2007) ve své práci uvádějí, že transkripce CER1 (i CER2 a již zmíněného KCS1) je 

kontrolována transkripčním faktorem WIN1/SHN1 (WAX INDUCER1/SHINE1) (dále jen 

SHN1). 

3 Transkripční faktory 

Transkripční faktory jsou důležitými regulátory genové exprese (Lu et al., 2012) 

obsahující 4 domény (DNA-vazebné místo – DBD, doména regulující transkripci – TRD, 

oligomerizační místo a nukleární lokalizační místo – NLS) (Lu et al., 2012; Zhang et al., 

2020). Transkripční faktory se váží na promotor cílových genů a jejich přepis z DNA do RNA, 

na základě signálů v buňce, buď stimulují anebo potlačují (Lu et al., 2012). 

Zmíněný transkripční faktor SHN1 je jeden z více jak 2000 transkripčních faktorů, 

které u huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) najdeme (Lu et al., 2012). Transkripční 
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faktory jsou u huseníčku klasifikovány do několika rodin, jako je bHLH (Basic/helix-loop-

helix) (Toledo-Ortiz et al., 2003), MYB (Myeloblastosis) (Riechmann and Ratcliffe, 2000), 

či AP2/EREBP (APETALA 2/ethylene-responsive element binding protein) (Riechmann and 

Meyerowitz, 1998). A právě do poslední jmenované rodiny patří i SHN1 (Broun et al., 2004; 

Aharoni et al., 2004).  

AP2/EREBP se vyznačuje typickou 41-73 aminokyselin dlouhou AP2-DNA vazebnou 

doménou (Feng et al., 2005). Na základě počtu této domény se AP2/EREBP rodina člení 

na čtyři 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 huseníčku rolního tvoří rodinu AP2/EREBP 147 genů (Feng et al., 2005) zapojených 

do růstu a vývoje rostliny (zejména reprodukčních orgánů) (Riechmann and Meyerowitz, 

1998), geny reagující na stres (jako je sucho, UV, chlad, zasolení či patogeny) a hormonální 

ošetření (etylén, kyselina abscisová, kyselina jasmonová) (Gutterson and Reuber, 2004; Feng 

et al., 2005).  

3.1 Transkripční faktory SHN rodiny AP2/EREBP  

SHN1 (SHINE1, WAX INDUCER1 – WIN1) byl prvním zjištěným transkripčním 

faktorem podílejícím se na tvorbě a ukládání vosků do kutikuly (Broun et al., 2004; Aharoni 

et al., 2004). Svůj název dostal podle fenotypu, který tento gen vykazoval při nadměrné 

expresi – zvýšený obsah epikutikulárních vosků a lesklost listů (Broun et al., 2004). SHN1 má 

dva homology – SHN2 a SHN3. Proteinová sekvence SHN1 (199 aminokyselin dlouhý 

protein) a SHN2 (189 aminokyselin) je identická z 55 %, sekvence SHN2 se SHN3 

(186 aminokyselin) vykazuje vyšší homologii (71 %) (Aharoni et al., 2004; Broun et al., 

2004). Huseníček rolní má v diploidním stavu 10 chromozomů (2n = 10) (Chen et al., 2004). 

Geny pro SHN transkripční faktory se nacházejí na prvním (SHN1 – At1g15360) či pátém 

(SHN2 – At5g11190, SHN3 – At5g25390) chromozomu (TAIR; Broun et al., 2004) 

a ze sekvenčního hlediska obsahují pouze jeden intron, nacházející se 80 bp od start kodonu 

(Aharoni et al., 2004). 

Všechny SHN proteiny mají na N konci AP2 doménu, blízko C konce se nachází jedna 

konzervovaná doména a uprostřed proteinové sekvence další (Nakano et al., 2006; Aharoni et 

al., 2004). Exprese jednotlivých genů se také liší podle jejich druhu. SHN1 je nejvíce 

exprimován v květu a v kořeni (Aharoni et al., 2004; Klepikova et al., 2016). Ortolog 
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k AtSHN1 (popsaný u huseníčku rolního) nalezený u eukalyptu (EgrSHN1) měl také nejvyšší 

expresi SHN1 genu v květu (Marques et al., 2013). Exprese  SHN1 genu u huseníčku nebyla 

detekovatelná ve stonku, listech rostoucích na stonku či zralých listech růžice (Aharoni et al., 

2004; Klepikova et al., 2016). Oproti tomu Broun et al. (2004) nedetekovali expresi SHN1 

v kořeni. Méně výrazné GUS barvení bylo pozorováno i u mladých listů růžice a v okolí 

trichomů (Aharoni et al., 2004). SHN2 gen je hojně exprimován v mladých listech (Klepikova 

et al., 2016), rovněž byla jeho exprese detekovatelná v šešulích při dozrávání semen 

a v prašníku (Aharoni et al., 2004). Gen SHN3 vykazuje nejvyšší expresi v šešulích 

(Klepikova et al., 2016). Podle Aharoni et al. je ale jeho exprese detekovatelná víceméně ve 

všech rostlinných orgánech. Jeho exprese v květu a v mladých listech se nelišila od oblastí 

exprese SHN1 genu. Výzkumníci také zjistili, že SHN3 gen je exprimován v místě poranění 

na listech stonku, v samotném stonku a v šešuli.  

SHN geny byly dosud studovány zejména v souvislosti s reakcí na stresové podmínky 

(jako je sucho nebo napadení patogenem) (Hrmova and Hussain, 2021; Buxdorf et al., 2014; 

Li et al., 2019). To, že se SHN geny skutečně účastní těchto i dalších reakcí v rostlině bylo 

potvrzeno změněnou expresí genů, na které se SHN jako transkripční faktor váže. Studie Shi 

et. al. (2011) identifikovala geny u trojitého mutanta s potlačenou expresí v SHN1, SHN2 

a SHN3 genech. U mutantních rostlin vědci pozorovali sfúzované květní orgány a deformaci 

buněčné stěny pokožkové buňky. Celkově bylo detekováno 38 diferenciálně exprimovaných 

genů. Vědci rozdělili ovlivněné geny do několika podkategorií. 30 transkriptů mělo sníženou 

expresi, 8 zvýšenou. U 13 transkriptů bylo zjištěno, že jsou kontrolovány alespoň jedním SHN 

transkripčním faktorem. Ve studii byly popsány geny spojené s metabolismem methioninu 

jako je BSMT1 (SAM:karboxyl methyl transferáza) a ARD3 (Acidoredukton dioxygenáza), 

geny spojené s redoxními reakcemi, například GRXC11 (Glutaredoxin-C) a PRX02 

(peroxidáza), At2g43620 (chitináza) zapojená do reakcí při stresové odpovědi. V neposlední 

řadě byly detekovány i geny kódující enzymy vytvářející či degradující pektin v buněčné stěně 

jako je polygalakturonáza ADPG1, geny kódující strukturální proteiny buněčné stěny 

(například GRP – glycin-rich-protein) (Shi et al., 2011). To, že SHN transkripční faktory mění 

buněčnou stěnu, bylo pozorováno i u plodů rajčete (Solanum lycopersicum) s potlačenou 

expresí SHN3 genu. Tyto plody měly pokožkové buňky se silnější a jasně odlišitelnou 

primární buněčnou stěnou (Shi et al., 2013).   

Dále byl u huseníčku s RNA interferencí ve všech třech SHN genech detekován HPRP 

(hydroxyproline-bohatý glykoprotein) také zapojený do syntézy buněčné stěny. U všech 
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těchto příkladných genů bylo potvrzeno, že se na ně váže alespoň jeden transkripční faktor 

SHN. U rostlin se také detekovala snížená exprese genu kódující ABC transportér 

či transportér draslíku. U mutantních rostlin se změnila i exprese genů podílející se na 

biosyntéze lipidů (Shi et al., 2011).  

3.2 SHINE (SHN) transkripční faktory ovlivňují geny 

zapojené do tvorby kutikuly  

Funkce SHN genů byla nejvíce studována na huseníčku rolním (Broun et al., 2004; Yang 

et al., 2011). Dále byly např. na rajčeti (Solanum lycopersicum) (Buxdorf et al., 2014; Al-

Abdallat et al., 2014), pšenici (Triticum turgidum) (Djemal and Khoudi, 2015) či balhovičníku 

(Eucalyptus) (Marques et al., 2013) nalezeny jejich ortology  (Li et al., 2019; Buxdorf et al., 

2014). Na základě změněné exprese několika genů podílející se na biosyntéze kutinu a vosků 

v kutikule u mutantních rostlin se předpokládá, že by SHN mohly být transkripčními faktory 

této dráhy. To, že se přinejmenším SHN1 podílí na biosyntéze kutikuly, nasvědčuje i fakt, 

že na základě microaaray analýzy jsou předpokládané geny společně se SHN1 exprimovány 

v pokožkových buňkách, kde probíhá i syntéza kutinu (Kannangara et al., 2007; Suh et al., 

2005). Zvláště silná exprese byla v korunních lístcích (Kannangara et al., 2007). 

Zatím pouze u několika genů byla zjištěna přímá vazba alespoň jednoho ze SHN 

transkripčních faktorů na promotorovou oblast cíleného genu. Prvním, na základě 

chromatinové imunoprecipitace potvrzeným genem, který je součástí dráhy kutinu i vosků, je 

LACS2 (LONG CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 2), na který se váže SHN1 (Kannangara et 

al., 2007; Schnurr et al., 2004). Dalšími cílenými geny, zapojenými do biosyntézy lipidů, 

jsou podle Shi et. al. (2011) RXF26 (GDSL motiv lipáza/hydroláza), CYP86A7 a CYP86A4 

(cytochrom P450), BDG3 (hydroláza podobná BDG1) a FAR1 (reduktáza mastných kyselin). 

Zajímavé je, že Shi et. al. (2011) nepotvrdili vazbu SHN1 na LACS2.  

Práce Kannangara et al. (2007) na huseníčku rolním, jež měl zvýšenou expresi SHN1 genu, 

uvádí, že SHN1 indukuje nejdříve geny spojené s kutinem, kdežto geny spojené s dráhou 

syntézy vosků (jako je CER1, CER2, KCS1) se aktivují se zpožděním čili je možné, že mají 

i další regulátory transkripce. V květu identifikovali navýšení voskových složek, zejména 

alkanů C31 a alkoholů C28. Rovněž i v listu došlo k navýšení obsahu vosků. Také zvýšená 

exprese SHN3 genu z rajčete (ortolog SlSHN3) v huseníčku vedla k navýšení vosků (alkanů, 
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aldehydů, mastných kyselin) a kutinu (mastných kyselin, dikarboxylových mastných kyselin, 

ω- hydroxylových mastných kyselin) v listech růžice. Tyto transgenní rostliny 35S:SlSHN3 

měly listy rovněž lesklejší a po okrajích zvlněné tak, jak bylo popsáno u rostlin se zvýšenou 

expresí SHN1 genu (Shi et al., 2013; Aharoni et al., 2004). Aharoni et al. (2004) se také 

zabývali fenotypem u huseníčku rolního (ekotyp WS, Wasilevskija) se zvýšenou expresí 

SHN1 genu. Výsledky také ukázaly, že tyto rostliny měly v kutikule listu více vosků. Broun 

et al. (2004) také uvádí, že při konstitutivně exprimovaném SHN1 genu je u rostlin huseníčku 

až 4,5 krát navýšena akumulace vosků v kutikule listů, zvýšení je také na stoncích. 

Pod mikroskopem byly na povrchu kutikuly k vidění také voskové krystaly. S navýšením 

vosků při zvýšené expresi SHN1 genu, stejně jako v předešlé práci Kannangaran et al. (2007), 

koreluje i navýšení exprese genů zapojených do tvorby vosku – CER1, CER2, KCS1.  

U kutinových genů studie Kannangara et al. (2007) uvádí navýšení exprese u LACS2 genu, 

zároveň u genu podobného HTH (HOTHEAD), u genů kódující enzym cytochrom P450 

monooxygenázu (CYP86A4 a CYP86A7) a GPAT4 podobnému glycerol-3-fosfát 

acyltransferáze, stimulující biosyntézu lipidů. Enzym HTH s největší pravděpodobností 

katalyzuje oxidaci již hydroxylovaného koncového uhlíku mastných kyselin a vytváří tak 

na mastných kyselinách aldehydovou a druhou karboxylovou skupinu (Kurdyukov et al., 

2006b; Fich et al., 2016). To, že by se všechny tyto geny popsané v článku Kannangara et al. 

(2007) mohly podílet na katalyzaci složek kutinu, bylo navrženo díky detekci dvojnásobného 

navýšení obsahu nejběžnějších složek kutinu – ω-hydroxy mastných kyselin 

a mono/polynenasycené dioických kyselin v listech a květu huseníčku.  

Naproti tomu bylo navrženo, že snížení exprese SHN1 genu v květu má na obsah kutinu 

opačný účinek, tedy snížení, v porovnání se zvýšenou expresí SHN1, přestože celkové 

množství kutinu (i vosků) práce neuvádí, pouze obsah jednotlivých složek. Ve voscích byl 

obsah alkanu C31 a mastné kyseliny C38 mírně navýšen, stejně jako u rostlin se zvýšenou 

expresí SHN1, ale na druhou stranu obsah mastných kyselin C24 se snížil. Významnější 

snížení kutinových sloučenin (kyseliny dioové a ω-hydroxymastných kyselin) byl detekován 

v korunních lístcích (oproti zkoumání celého květu), kde s největší pravděpodobností 

nedochází k redundanci se SHN3 genem (Kannangara et al., 2007). To, že geny působí 

redundantně uvádí i Shi et al. (2011) rovněž při studiu huseníčku rolního, ale na rostlině, která 

měla potlačenou expresi ve všech třech genech SHN (SHN1, SHN2, SHN3). Zjistili, že SHN3 

transkripční faktor je univerzální, neboť nasedá na promotor všech tří SHN genů. Expresi 

SHN1 genu také řídí SHN2 transkripční faktor a SHN2 genu SHN1 transkripční faktor. Vědci 
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u tohoto rostlinného mutanta zjistili také méně kutinu v kutikule. V kutikule korunních lístků 

byl stejně jako v předchozí práci Kannangara et al. (2007) zaznamenán snížený obsah kutinu 

(zde o 48 % celkového obsahu) zejména díky menšímu množství kyseliny diové 

a ω - hydroxymastné kyseliny. Změnu obsahu vosků v květu či v listech, stejně jako množství 

kutinu v kutikule listu, nedetekovali. Všechny geny podílející se na metabolismu lipidů 

(CYP86A7 a CYP86A4, BDG3, FAR1, RXF26 a další 2 geny kódující GDSL-motiv 

lipázu/hydrolázu) měly v mutantních rostlinách sníženou expresi. Kromě posledních 

zmíněných hydroláz byly všechny geny aktivovány všemi třemi transkripčními faktory 

SHN  –  SHN1, SHN2, SHN3 (Shi et al., 2011). V kutikule plodu rajčete s potlačením 

transkripčního faktoru SHN3 (SlSHN3), jež byla daleko slabší, bylo naměřeno menší množství 

kutinových monomerů (o 60 %), a také vosků, na rozdíl od předešlých jmenovaných prací 

na huseníčku rolním. Potvrzeno to bylo detekovanou inhibicí dvou cytochromů P450 

(CYP86A68, CYP86A69), na něž se přímo vázal SlSHN3 transkripční faktor a také geny 

SlHTH, SlLACS2 (Shi et al., 2013). 

 

4 Regulace vývoje pokožkových buněk rostlin 

v souvislosti se SHN transkripčními faktory 

Vědecká práce z roku 2004 uvádí, že transkripční faktor SHN1 má vliv na pokožkové 

buňky. U mutantů huseníčku rolního (ekotyp WS) s navýšenou exprese SHN1 genu zjistili 

méně vyvinutých průduchů na spodní straně listu v kontrastu s divokým typem rostliny. Byla 

u nich rapidně snížena jak průduchová hustota (SD), tak i průduchový index (SI), který byl 

nižší o 41 % (Aharoni et al., 2004). Snížení SD hodnoty pozorovali i v další práci na listech 

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

Dráha vývoje průduchů v pokožce rostlin, skrze které rostlina vyměňuje plyny s okolním 

prostředím, je geneticky daná a řízená podmínkami vnějšího prostředí. Je známo, že vyšší 

procento oxidu uhličitého ve vzduchu vede k vývoji menšího počtu průduchů (Woodward, 

1987; Engineer et al., 2016) či že světlo naopak stumuluje jejich vývoj (Wang et al., 2021). 

Následující text popisuje vývoj průduchů pro huseníček rolní, zástupce dvouděložných rostlin 

(Obr. č. 3). Vývoj průduchů začíná v době, kdy se protodermální buňka diferencuje buď 

na dlaždicovou buňku (PvC) anebo na meristemoidní mateřskou buňku (MMC) (Lau and 
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Bergmann, 2012; Torii, 2021). Osud protodermální buňky je řízen dvěma transkripčními 

faktory AtML1 a PDF2 (Lu et al., 1996; Abe et al., 2003; Takada et al., 2013). V případě, 

že vznikne MMC, začne se asymetricky dělit na meristemoid a sesterskou buňku 

meristemoidu (SLGC). Meristemoid se dále několikrát dělí tak, aby ho obklopovaly jen SLGC 

a sousední buňkou nebyl meristemoid, ze kterého by mohl vzniknout průduch (Torii, 2021; 

Pillitteri and Torii, 2012; Lau and Bergmann, 2012). Nebylo by v tomto případě dodrženo 

pravidlo “one cell spacing rule“ (Hara et al., 2007). Meristemoid se poté může diferencovat 

na mateřskou buňku průduchů (GMC), která se symetricky rozdělí a dá vznik průduchu (GC) 

(Wang et al., 2021; Torii, 2021; Zhao and Sack, 1999).  

 

 

Obr. č. 3: Dráha vývoje průduchů z protodermální buňky je řízena na několika místech, 

zahrnující jak pozitivní (označeno šipkou), tak negativní (označeno obráceným písmenem T) 

regulátory. Bližší popis v textu (Torii, 2021). 

 

K regulaci vývoje průduchů je potřeba několik transkripčních faktorů. Hlavními z nich, 

které pozitivně ovlivňují jejich vývoj, jsou bHLH (basic helix-loop-helix) transkripční faktory 

SPEECHLES (SPCH), MUTE a FAMA (Ohashi-Ito and Bergmann, 2006; Wakeel et al., 

2021).  

SPCH, který dimerizuje s ICE1 (INDUCER OF CBF EXPRESSION 1) nebo se SCREAM 

(SCRM), alternativně s homology ICE2 či SCRM2 (Kanaoka et al., 2008) určuje, zdali se 
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z protodermální buňky stane MMC a posléze meristemoid. SPCH tedy podporuje první 

asymetrické dělení MMC a také proliferaci meristemoidu (Wakeel et al., 2021; Torii, 2021). 

Aktivita SPCH je potlačena kaskádou receptorových komplexů ER (ERECTA) a TMM (TOO 

MANY MOUTH) (Lau and Bergmann, 2012), tyto receptory navíc spolupracují 

s koreceptorem SERK/BAK1 (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE 

KINASES) (Meng et al., 2015), a jako ligand váží EPF2 (EPIDERMAL PATTERNING 

FACTOR 2) (Hunt and Gray, 2009). EPF2, který je indukován SPCH, zodpovídá za to, 

aby se v pokožce nevytvořily dva průduchy vedle sebe (Lau and Bergmann, 2012). Následuje 

aktivace MAPK (MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE), která fosforylací znemožní 

diferenciace buněk a vývoj průduchu (Lampard et al., 2008; Putarjunan et al., 2019). MAPK 

kaskáda se skládá z YODA–MKK4/5–MPK3/6 (Bergmann et al., 2004; Wang et al., 2007).  

Naproti tomu je SPCH pozitivně regulován STOMAGENEM (neboli EPFL9), 

který se jako ligand váže na receptor místo EPF2, čímž se deaktivuje MAPK reprimující 

kaskáda (Wang et al., 2021; Lee et al., 2015). Také bylo zjištěno, že aktivita peptidu 

STOMAGENu je závislá na světle. Za světla se totiž deaktivuje COP1 (CONSTITUTIVE 

PHOTOMORPHOGENIC 1) ubiquitin E3 ligáza, která by ve tmě v mezofylu reprimovala 

transkripční faktor ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5) stimulující expresi 

STOMAGENu. STOMAGEN se poté v extracelulárním prostoru jako ligand váže na již 

známý receptorový komplex ER-TMM (Wang et al., 2021).  

Poté, co je vytvořeno už dost SLGC buněk, podpoří transkripční 

faktory  HD - ZIP  IV  (HDG2 a AtML1) aktivaci MUTE, který společně s SCRM zastaví 

proliferaci meristemoidu a dojde k diferenciaci na GMC (Pillitteri et al., 2007; Kanaoka et al., 

2008; Torii, 2021). Rovněž i aktivita MUTE může být pozastavena MAPK kaskádou, ale zde 

hraje roli komplex ligand-receptor EPF1-ERL1–TMM, kde rovněž jako u EPF2 dochází 

k zpětnovazebné smyčce (Qi et al., 2017; Han et al., 2018). Nakonec FAMA-SCRM započne 

symetrické dělení GMC a dojde k vytvoření póru průduchu, GC. Omezení přílišného 

symetrického dělení GMC, je kontrolováno MYB proteinem FLP (FOUR LIPS) a jeho 

paralogem MYB88 (Ohashi-Ito and Bergmann, 2006; Kanaoka et al., 2008; Lai et al., 2005). 

Transkripční faktor SCAP1 (STOMATA CARPENTER 1), exprimovaný až ve vytvořených 

průduších, zase kontroluje morfogenezi průduchů a podílí se na kódování genů potřebných 

k jejich správnému fungování jako je např. proteinový kanál pro draslík K+ (Negi et al., 2013). 
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Kromě průduchů jsou v pokožce rostlin také trichomy. Ty se rovněž tvoří 

z protodermálních buněk (Bernal-Gallardo et al., 2023), ale přestože jejich vývojová dráha 

se liší od průduchové, mají i tak některé společné hráče. Je jím např. TMM, jež při nadměrné 

expresi snižuje počet trichomů i jejich větvení (Torii, 2021; Yan et al., 2014). Také SPCH 

by mohl hrát ve vývoji trichomů určitou roli, jelikož při jeho zvýšené expresi se navýšila 

i exprese genů zapojených do tvorby trichomů (MYC1 a ETC3) (Torii, 2021; Adrian et al., 

2015). Autoři Kumar et al. (2017) ve své publikaci též zveřejňují, že upstream oblast genu 

SHN2 hraje při vytváření trichomů u roslin roli. 

Dalším fenotypem u mutanta s potlačenou expresí v SHN1 genu, jsou téměř 

nedetekovatelné trichomy na prvních pravých listech růžice. Tyto trichomy nebyly navíc 

typicky pro huseníček rolní trojvětvené ale jen jednovětvené a jejich lokace byla primárně 

po okrajích listů (Aharoni et al., 2004). Že by SHN transkripční faktory mohly cílit i na geny 

účastnící se diferenciace pokožkových buněk, bylo zjištěno v kutikule plodu rajčete, 

kde transkripční faktor SlSHN3 (ortolog ATSHN3) ovlivnil expresi genu SlMIXTA, podílející 

se na specifikaci a regulaci buněčné diferenciace (Shi et al., 2013; Brockington et al., 2013). 

Shi et al. (2011) také pozorovali změněný povrch korunních lístků u trojitého mutanta 

huseníčku s potlačenou expresí v SHN1, SHN2, SHN3 genech. Buňky byly oproti kontrolní 

rostlině méně protáhlé ale spíše kompaktní, neměly tak členitý povrch a měly mezi sebou větší 

mezery. Oproti tomu předchozí zmíněná studie pozorovala u rostliny se zvýšenou expresí 

SHN1 genu na korunních lístcích buňky jak protáhlejšího tvaru, tak typicky kuželovité 

(Aharoni et al., 2004). 
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5 Praktická část 

5.1 Cíle práce 

1. Potvrdit následující hypotézy:  

1.1 Vývoj průduchů a kutikuly listu (u Arabidopsis thaliana) má na molekulární úrovni 

propojené dráhy. SHN (SHINE) je jedním z genů, který je do tohoto společného vývoje 

zapojen. 

2.2 Zvýšená exprese SHN genu vede k vývoji menšího počtu průduchů v epidermis 

a zvýšenému obsahu vosků v kutikule listu. Snížená exprese SHN genu má opačný efekt. 

2. Záměry práce: 

2.1 Identifkovat homozygotní mutantní rostliny v SHN genech (SHN 1; SHN2; SHN3) 

z vytipovaných SALK linií. 

2.2 Analyzovat u vybraných linií expresi genů SHN pomocí qPCR a charakterizovat jejich 

fenotyp z hlediska obsahu vosků v kutikule a počtu průduchů na listu.  

2.3 Zjistit relativní expresi určitých genů zapojených do vývoje průduchů a kutikuly listu. 

 

5.2 Materiál a metody 

5.2.1 Rostlinný materiál a podmínky pěstování 

Výše uvedené hypotézy byly zkoumány na listech modelové rostliny huseníčku rolního 

(Arabidopsis thaliana (L. Heynh)). Huseníček rolní je planě rostoucí rostlina z čeledi 

brukvovité (Brassicaceae) (Kole et al., 2011), která měla poprvé osekvenovaný genom v roce 

2000 (Kaul et al., 2000). Podle nejnovějšího sekvenování (2016) bylo v genomu 

identifikováno 27 655 protein-kódujících genů, které se díky alternativnímu splicingu 

přepisují do 48 359 transkriptů (Cheng, 2016). Rostlina se vyznačuje malým genomem, 

rychlým reprodukčním cyklem, dostupností celých kolekcí mutantů (např. SALK), a proto 

byla zvolena jako vhodný kandidát. 
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Homozygotní linie v SHN (SHINE) genu – SHN1, SHN2 nebo SHN3 – byly vybrány 

z heterozygotních linií, na bázi ekotypu Columbia, s T-DNA inzercí (Agrobacterium 

transferred DNA) z kolekce Salk Institute Genomic Analysis Laboratory. Semena byla 

objednána z databáze NASC institut (Alonso et al., 2003). Jako kontrolní varianta (WT, wild 

type) sloužil ekotyp Columbia (Col-0). Následující tabulka (Tab. č. 1) uvádí seznam 

testovaných T-DNA transformovaných linií i lokaci jednotlivých SHN genů 

na chromozomech.  

 

Tab. č. 1: Seznam testovaných SALK mutantních linií s T-DNA inzercí, lokace SHN1, 

SHN2 či SHN3 genu na chromozomu a komerční název objednaných semen. 

Lokace Gen SALK název/ 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 

 

Před výsevem byla semínka ošetřena proti výskytu škůdců (inkubována 2 dny při 37 °C 

a na další 2 dny při -20 °C) a povrchově sterilizována v 1,5ml roztoku (Savo: destilovaná voda 

(1:9), detergent) 15 minut, poté 3x promyta sterilní destilovanou vodou. Následně byla semena 

vyseta ve Flowboxu (FlowFAST H) do Petriho misek s agarem (1/2 Murashige-Skoog (MS) 

médium s vitamíny (Duchefa), 1,5% sacharóza (Duchefa), 0,8% agar (Sigma)). Semena klíčila 

ve Fytotronu (Snijders Scientific) na světle o intenzitě 60 µmol*m-2 *s-1, při fotoperiodě 16/8h, 

teplotě 22 °C ve dne a 18°C v noci, vlhkosti 90-100%. Klíční rostlinky byly po jedné 

přesazeny do květináčků. Rostliny rostly ve skleníku na světle o intenzitě 200 µmol*m-2 *s-1, 

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

Další generace (T1) homozygotních rostlin vybraných pomocí genotypování (Tab. č. 2) 

byla pěstována v hydroponii (světlo zářivky 200 µmol*m-2 *s-1, 10h den/14h noc, teplota 

22 °C den/18 °C noc, vlhkost 55 %) ve Fytotronu (Snijders Scientific) (Příloha č. 1 A). 

Do nádob byl nalit ¼ Hoaglandův roztok (Hoagland and Arnon, 1950), který se měnil 

po 14 dnech. Složení Hoaglandova roztoku je k dispozici v Příloze č. 2. Linie 

SALK_135005/N635005 byla vynechána, kvůli malému počtu získaných semen 

s homozygotními alelami.  



21 
 

Tab. č. 2: T1 generace homozygotních rostlin v T-DNA inzerci, u nichž byl dále zjišťován 

fenotyp a exprese genů. Tabulka uvádí i lokaci T-DNA inzerce na chromozomu. 

 

V dalším opakování jsme se soustředili pouze na mutanty v genech SHN2 

(SALK_043868C/N665887, SALK_050853/N550853) a SHN3 (SALK_040198/N540198) 

rostliny. Mutanty v genu SHN1 byly vynechány kvůli velmi mírné změně relativní exprese 

v SHN1 genu a fenotypu. Rostliny byly rovněž pěstovány v hydroponii v ¼ Hoaglandově 

roztoku (10h den/14h noc, teplota 22 °C den/18 °C noc, vlhkost 55 %, světlo 

150 µmol*m- 2 *s- 1) (Příloha č. 1 B). 

U výše uvedených genotypů byla na listech zjišťována průduchová hustota (SD, stomatal 

density) a průduchový index (SI, stomatal index), množství alkanů a aldehydů v kutikule, 

relativní exprese SHN1, SHN2 a SHN3 genů a několika vybraných genů podílející se na vývoji 

průduchů a kutikuly (SPCH – SPEECHLESS, MUTE, FAMA, STOMAGEN – EPFL9, 

EPF1 – EPIDERAM PATTERNING FACTOR 1, EPF2, CER1 – ECERIFERUM 1, CER2, 

KCS1 – 3-ketoacyl-CoA synthase 1, BDG3 – BODYGUARD 3). Struktura kutikulární vrstvy 

(lom a povrch listů) byla pozorována pomocí Kryo-elektronového mikroskopu (FESEM).  

Pro porovnání množství alkanů v kutikule listu a povrchu či lomu listu 

pod Kryo - elektronovým mikroskopem, byl pěstován i huseníček rolní na bázi ekotypu 

Wasilevskija (WS), jež měl zvýšenou expresi v SHN1 genu. Složení vosků a počet průduchů 

na listech tohoto mutanta již zkoumal Aharoni et al. (2004), od něhož byla semínka získána. 

V této diplomové práci byly tyto mutantní rostliny pojmenovány SHN1 Ox. Výsledky byly 

vztahovány ke kontrolní rostlině bez mutace (označeno jako WS). 

 

 

 

Lokace Gen SALK název/ NASC ID Lokace T-DNA inzerce 

At1g15360 SHN1 SALK_030905/N530905  Mezigenová  

At1g15360 SHN1 SALK_051701/N551701 Mezigenová 

At5g11190 SHN2 SALK_043868C/N665887 Mezigenová  

At5g11190 SHN2 SALK_050853/N550853 Kódující sekvence  

At5g25390 SHN3 SALK_040198/N540198 Mezigenová  
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5.2.2 Genotypování 

5.2.2.1 Izolace a amplifikace genomové DNA 

Před samotným určením genotypu (homozygot či heterozygot v T-DNA inzerci, divoká 

alela), bylo potřeba vyextrahovat DNA z plně vyvinutých listů jednotlivých rostlin. K extrakci 

1 plně vyvinutého listu bylo použito 400 µl extrakčního pufru (200 mM tris HCl pH 7,5; 

250mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5% SDS) podle Edwards et al. (1991). Protokol byl dále mírně 

upraven. Než byl vysušený pelet rozpuštěn ve 100 µl DEPC vody (bez nukleáz), byl obsah 

každé mikrozkumavky se vzorkem promyt v 300 µl 70% ethanolu.  

Vyizolovaná genomováá DNA byla amplifikována v 25 µl PCR reakci (polymerázová 

řetězová reakce, polymerase chain reaction) s Dream Taq Green DNA polymerázou (Thermo 

Fisher Scientific) v přístroji Biometra Trio Analytic (Jena). V reakci byly použity specifické 

primery, které uvádí tabulka v Příloze č. 2 a univerzální levý primer LBb1.3 

(ATTTTGCCGATTTCGGAAC) pro T-DNA inzerci. Na cycleru byly nastaveny hodnoty 

uvedené v Tabulce č. 3. 

 

Tab. č. 3: Protokol PCR. 

Krok Teplota (°C) Čas (min) Počet cyklů 

Iniciace denaturace 95 3 1 

Denaturace 95 1/2 35 

Nasedání primerů (annealing) 55 1/2 

Prolongace vláken (extension) 72 1 

Finální prolongace 72 5 1 

Uchování před vyjmutím z cycleru 6 ∞ 1 

 

 

5.2.2.2 Agarová elektroforéza 

K vizualizaci DNA fragmentů byla použita 1,5% agarová elektroforéza s 1x TAE pufrem 

(Tris acetát-EDTA pufr, Sigma; Amresco agarósa), kde TAE pufr byl připraven z 40mM Tris 

acetátu, pH 8,3; 1mM EDTA. 
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Do jednotlivých jamek bylo naneseno 20 µl PCR produktu se 4 µl 6x loading pufru (jedna 

jamka se specifickým levým a pravým primerem, druhá jamka s univerzálním LBb1.3 

a specifickým pravým primerem). Jako měřítko testovaných fragmentů DNA bylo použito 

5 µl PCR Markeru, 50-2000 bp (Sigma, katalogové číslo P9577). Elektroforéza běžela při 

70 V na přístroji Cleaver. Gel byl poté barven 30 min v roztoku interkalačního barviva GelRed 

(Nucleic acid Gel Stain, 10 000X, Biotium) a následná vizualizace gelu byla udělána pod UV 

světlem pomocí systému Vilber Loourmat. 

Jako homozygot v SHN genu byla určena rostlina, která měla na elektroforéze jen 1 kratší 

produkt. Větší produkt značil kontrolní (wild type, divokou) nemutantní alelu bez T-DNA 

inzerce. Produkty v obou reakcích označoval heterozygota. Pomocná legenda, vysvětlující 

čtení produktů na gelu, je k dispozici v Obr. č. 4. 

 

 

Obr. č. 4: Legenda k určení typu alel. WT = wild type, divoká nemutantní alela, 

HZ = heterozygot mající jak mutovanou, tak divokou alelu, HM = homozygot mající v obou 

alelách T-DNA inzerci. N = vzdálenost mezi inzertním místem a flanking sekvencí (SIGNAL, 

2005). 

 

5.2.3 Určení relativní exprese genů, Real-time RT-PCR 

U identifikovaných homozygotních linií byla pomocí Real-time RT-PCR stanovena 

relativní míra exprese SHN1, SHN2 a SHN3 genů, aby se zjistilo, zdali je exprese zvýšena 

či snížena (seznam použitých primerů uvádí Příloha. č. 3). Ke stanovení bylo potřeba nejdříve 

vyextrahovat total RNA. Biologický vzorek byl získán ze 3 nejmladších listů 3 rostlin, 

které byly pro zachování nativních podmínek rychle zmrazeny v tekutém dusíku. Dohromady 

byly z asi 4týdenních rostlin analyzovány 3 biologické vzorky z každého genotypu (linie) 

v průběhu 1. pěstování, 4 biologické vzorky z 5týdenních rostlin ve 2. pěstování. 
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Při izolaci total RNA byl dodržován protokol Total RNA Purification from Plant, 

Macher Nagel. Koncentace RNA byla ověřena pomocí Qubit RNA BR (Broad Range) 

a kvalita díky Qubit RNA IQ (Integrity and Quality) od ThermoFisher Scientific. RNA byla 

dále přečištěna pomocí TURBO DNA-free KIT (Ambion) a pak přepsána do cDNA (High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kits Protocol nebo High-Caacity RNA to cDNA Kit, 

ThermoFisher Scientific). Při samotné RT-PCR (REAL TIME PCR, qPCR) bylo postupováno 

podle návodu 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (ROX), Solis BioDyne. Pracovalo 

se na přístroji BIO-RAD (CFX Connect, Real Time Sytem), kde byly oproti originálnímu 

návodu optimalizovány cykly (Tab. č. 4) a přidána melting analýza. Jako referenční 

(„house - keeping“) gen byl použit Actin2. Relativní míra exprese mutantních rostlin byla 

vztažena k hodnotě kontrolního vzorku Col-0 (WT), přičemž jemu byla přiřazena hodnota 1. 

 

Tab. č. 4: Protokol průběhu Real-time RT-PCR reakce. 

Krok Teplota (°C) Čas (min) Počet cyklů 

Iniciace denaturace 95 12 1 

Denaturace  95 0:15 39 

Nasedání primerů 

(annealing) 

60 0:20 

Prodlužování vláken 

(elongace) 

72 0:20 

 

Na základě stanovené míry exprese genů SHN1, SHN2 či SHN3 genu byly jednotlivé 

genotypy pro lepší přehlednost přejmenovány (Tab. č. 5, Výsledky). 

 

U rostlin byla zjišťována i exprese genů, které jsou zapojeny do regulace vývoje 

průduchů. Geny podporující vývoj průduchů (STOMAGEN – EPFL9, SPCH – SPEECHLESS, 

MUTE, FAMA) a geny snižující počet vyvíjejících se průduchů – negativní epidermální 

faktory (EPF1 – EPIDERMAL PATERNING FACTOR 1, EPF2). Rovněž byla stanovena 

relativní míra exprese některých genů, které jsou zapojeny do tvorby kutikuly a jejichž exprese 

by mohla být regulována transkripčním faktorem SHN (BDG3 – BODYGUARD3, 

CER1 – ECERIFERUM 1, CER2, KCS1 - 3-ketoacyl-CoA synthase 1). Výčet primerů je 

k dispozici v příloze v tabulce č. 3. 
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5.2.4 Kryo-elektronová mikroskopie (FESEM) listu Arabidopsis 

thaliana 

Snímky lomu a povrchu listů 10týdenních rostlin byly pořízeny 

pod  Kryo - elektronovým FESEM JEOL JSM 7401F (napětí 1-4 kV, pracovní vzdálenost 

8 mm, teplota -135°C) v Laboratoři elektronové mikroskopie Biologického centra Akademie 

věd a Přírodovědecké fakulty Jihočeské univerzity. Tato metoda umožňuje vzorek zmrazit tak 

rychle, že se preparát zachová relativně v nativním stavu. 

Vzorek střední části listu byl pomocí lepidla Tissue Tek připevněn na terčík, rychle 

zmrazen v tekutém dusíku (-196 °C). Zmrazený list byl poté zlomen, aby bylo možné 

pozorovat na lomu tloušťku a vnitřní strukturu listu. Vzorek byl pak přemístěn do vakua 

v CryoALTO 2500 (Gatan, UK), kde došlo k sublimaci krystalků vody z povrchu vzorku 

(1 až 2 minuty) za nízké teploty (-90 °C). Nakonec byl list cca na 1 až 2 min pokoven směsí 

platiny a palladia při teplotě 140 °C.  

 

5.2.5 Analýza vosků v kutikule listu Arabidopsis thaliana 

Epikutikulární vosky z povrchu listu huseníčku rolního byly extrahovány u 8týdenních 

rostlin z 2. pěstování (tj. u Col, SHN2 – SALK_043868C/N665887, SALK_050853/N550853 

a SHN3 - SALK_040198/N540198). Před extrakcí vosků byly listy oskenovány a v programu 

ImageJ byla spočítána jejich plocha. Na přípravu jednoho biologického vzorku byly vosky 

smyty z obou stran 9 mladých listů (vždy 3 listy ze 3 různých rostlin) o celkové ploše 

cca 35 cm2. Listy byly po dobu 10 s vymáchány ve vialce v 1 ml chloroformu. Pro každý 

genotyp bylo analyzováno 5 biologických vzorků.  

Obsah alkanů a aldehydů o různých délkách řetězce byl stanoven pomocí plynového 

chromatografu (Trace 1310, Thermo, Brémy, Německo) ve spojení s hmotnostním 

spektrometrem (Delta V Advantage, Thermo, Brémy, Německo) na koloně 

Restek Rxi - 5MS - Sil (30m x 0,25 mm x 0,25 µm) s průtokem 1,5 ml/1 min helia. 

Jako interní standard byl použit alkan C24 (n-tetrakosan). Ve vzorcích byly analyzovány 

alkany o délce 27-33 uhlíků a suma aldehydů byla počítána z C26-C34. Hodnoty byly 

vyjádřeny v µg/cm2.  
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5.2.6 Průduchová hustota (SD) a průduchový index (SI) 

Hustota průduchů (SD) i průduchový index (SI) byly určeny u 4 týdnů/6 týdnů 

(1. pěstování/2.pěstování) starých identifikovaných homozygotních rostlin, a to vždy na plně 

vyvinutých nesenescentních listech. V 1. pěstování byly použity 3 listy z rozdílných rostlin 

stejné varianty, oproti tomu v opakovaném pěstování bylo odebíráno 6 listů pro každý 

genotyp. Polovina listu byla vždy použita pro zjištění SD a SI z horní (adaxiální) a dolní 

(abaxiální) strany každého listu. Otisky listu byly pořízeny pomocí bezbarvého laku na nehty 

(Rimmel London 60 Seconds) a po uschnutí byly průhlednou lepící páskou nalepeny 

na podložní sklíčko. Snímky otisků byly pořízeny pod optickým mikroskopem Olympus 

BX61 s 50x zvětšením objektivu a fotoaparátem 750D Cannon. Z každé poloviny listu 

se pořizovalo 5 či 6 snímků (1. pěstování či 2. pěstování) o velikosti plochy 0,130 mm2. 

Pořízené snímky byly analyzovány v programu ImageJ a počty průduchů a dlaždicových 

buněk (PvCD) byly dosazeny pro výpočet průduchového indexu (Rovnice č. 1). SD byla 

vyjádřena jako počet průduchů na 1 mm2. 

 

SI = SD/(SD+PvCD) ∗ 100 [%]  Rovnice č. 1 

kde SD znamená průduchovou hustotu (počet průduchů na 1mm2), PvCD počet 

dlaždicových buněk. 

 

5.2.7 Statistické vyhodnocení a tvorba grafů 

Výsledky byly statisticky vyhodnoceny v R-studiu dvouvýběrovým t-testem 

na 5% hladině významnosti. Vždy se porovnávala mutantní linie s kontrolní variantou. 

Byl také proveden test shody variancí. Grafy (box-ploty) byly vytvořeny v programu 

Statistika. 
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5.3 Výsledky 

5.3.8 Výběr homozygotních linií 

Z pěstovaných rostlin byly vybrány homozygotní rostliny v T-DNA inzerci na základě 

výsledků velikosti produktů v elektroforéze podle legendy Obr. č. 4. Jestliže se u rostliny 

objevil pouze 1 delší produkt (cca 900 bp), jednalo se o divokou alelu (WT, wild type), 

2 produkty, byl to heterozygot. Přítomnost jen 1 kratšího produktu (cca 500 bp) svědčila 

o přítomnosti T-DNA inzerce na obou chromatidách. Tato rostlina byla pak vybrána jako 

homozygotní základ nové linie (T1). Obr. č. 5 ukazuje ilustrativní elektroforézu rostlin 

Arabidopsis thaliana s T-DNA inzercí ovlivňující gen SHN2 (SALK 050853). V konkrétním 

obrázku byla jako homozygotní identifikována rostlina č. 1. 

 

 

 

 

Obr. č. 5: Ilustrativní elektroforéza pro výběr homozygotních rostlin s T-DNA inzercí 

u huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana). Zde se jedná o T-DNA inzerci v oblasti genu 

SHN2 (linie SALK 050853). Čísla představují konkrétní rostliny, kde v levé jamce je vždy 

produkt PCR reakce z amplifikace pomocí specifického levého a pravého primeru a v pravé 

jamce produkt PCR reakce s univerzálním LBb1.3 primerem a specifickým pravým primerem 

v tomto případě pro SHN2. WT je kontrolní rostlina (Col-0) bez inzerce, NK negativní 

kontrola (s vodou na místo DNA v PCR reakci), M značí DNA marker (směs DNA fragmentů 

o velikosti 50-2000bp). 

2000 bp 

1000 bp 

500 bp 

 

50 bp 

      1      1       2      2     3      3       4      4     5     5      6      6     7      7     WT  WT   NK  NK   M  



28 
 

5.3.9 Relativní exprese SHN genů u vybraných homozygotů  

Dále byla u všech 5 linií, vytvořených ze semen homozygotních rostlin vysetých 

v hydroponické kultuře ve standartních kontrolovaných podmínkách, zjišťována relativní míra 

exprese SHN transkripčních faktorů (genů SHN1, SHN2, SHN3). Na základě odlišné exprese 

od kontrolní varianty (Col-0) byly pro lepší přehlednost jednotlivé linie přejmenovány – linie 

se zvýšenou expresí mají v názvu Ox, linie se sníženou expresí jsou napsány malými písmeny 

(Tab. č. 5). Obr. č. 6 uvádí data z 1. pěstování, Obr. č. 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 pěstování vynechány kvůli neprůkaznému rozdílu 

v relativní expresi genu SHN1 oproti kontrole (Obr. č. 6 B). 
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Obr. č. 6: Relativní exprese SHN1, SHN2 a SHN3 genů u vybraných homozygotních rostlin 

huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) s T-DNA inzercí (SHN1 Ox SALK_051701, shn1 

SALK_030905, SHN2 Ox SALK_043868C, shn2 SALK_050853 a SHN3 Ox SALK_040198) 

(A); zvětšené měřítko stejného grafu (B). Trojúhelníky zobrazují zdrojová data (n = 3, kde n 

jsou biologické vzorky), linka v boxplotu znamená medián. Hvězdička představuje statisticky 

významný rozdíl mutantní rostliny od kontroly (Col), p <0,05. 

 

* * * 

* 

A 

B 

* 
* * 
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 Jak je vidět z Obr. č. 6 průkazné rozdíly v expresi měly pouze rostliny shn1 

(SALK_030905), shn2 (SALK_050853) a SHN3 (SALK_040198). Přestože u rostlin 

s T- DNA inzercí v SHN1 genu nevyšla exprese SHN1 genu t-testem odlišně, i tak byly tyto 

linie pro zjednodušení přejmenovány na variantu se zvýšenou a sníženou expresí (na základě 

rozptylu zdrojových dat). Stejný postup byl proveden i u rostlin s T-DNA inzercí v SHN2 

genu, kde byla průkazně snížená exprese v SHN2 genu jen u SALK_050853 (shn2 rostliny), 

které měly navíc sníženou expresi i v SHN3 genu. Linie SALK_043868C byla nazvána jako 

SHN2Ox. U SHN3 Ox rostlin vyšla míra relativní exprese SHN3 genu nadmíru zvýšena. 

 

Tab. č. 5: Přejmenování pěstovaných linií podle relativní exprese SHN1, SHN2 či SHN3 genu, 

pro lepší přehlednost ve výsledných grafech. 

T-DNA inzerce 

v daném genu/linie 
Relativní míra exprese 

Přejmenování v grafech na základě 

relativní exprese 

Columbia (Col-0) 
Kontrolní exprese, ke které se 

vztahuje 
Col 

SHN1/ 

SALK_051701 
Zvýšená SHN1 Ox 

SHN1/ 

SALK_030905 
Snížená shn1 

SHN2/ 

SALK_043868C 
Zvýšená SHN2 Ox 

SHN2/ 

SALK_050853 
Snížená shn2 

SHN3/ 

SALK_040198 
Zvýšená SHN3 Ox 
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Obr. č. 7: Relativní exprese SHN1, SHN2 a SHN3 genů u vybraných homozygotních rostlin 

huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) s T-DNA inzercí (SHN2 Ox SALK_043868C, shn2 

SALK_050853 a SHN3 Ox SALK_040198). Trojúhelníky zobrazují zdrojová data (n = 4, kde 

n jsou biologické vzorky), linka v boxplotu znamená medián, odchylky značí 5%- 95% 

kvantil. Hvězdička představuje statisticky významný rozdíl mutantní rostliny od kontroly 

(Col) p <0,05. 

 

 V opakovaném pokusu (Obr. č. 7) se potvrdila snížená exprese SHN2 genu u shn2 

rostlin (SALK_050853) a zvýšená exprese u SHN3 Ox linie (SALK_040198). Navíc měly 

SHN3 Ox rostliny sníženou expresi i v SHN2 genu. Oproti prvnímu pěstování nebyla míra 

relativní exprese shn2 linie průkazně vyšší v SHN3 genu oproti kontrolní variantě (Col) 

a SHN2 Ox (SALK_043868C) rostliny měly sníženou expresi v SHN3 genu. 

  

* 

* 

* 

* 
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5.4 Kryo-elektronová mikroskopie (FESEM) 

Povrch listů huseníčku rolního u vybraných rostlin s potvrzenou změnou v expresi 

v SHN genech (SHN2 Ox SALK_043868C, shn2 SALK_050853, SHN3 Ox SALK_040198) 

byl pozorován pod Kryo-elektronovým mikroskopem (Obr. č. 8). Fotografie s průduchem 

naznačují, že genotyp se zvýšenou expresí v SHN genu (SHN2, SHN3), tvoří na povrchu více 

struktur (Obr. č. 8 B a D), které by mohly představovat krystalky epikutikulárních vosků. 

Oproti tomu povrch listu shn2 (Obr. č. 8 C) rostliny, se sníženou expresí SHN2 genu, se více 

podobá kontrolní rostlině Col (Obr. č. 8 A). 

 

 

 

Obr. č.8: Kryo-elektronová mikroskopie povrchu listu v okolí průduchu u rostlin huseníčku 

rolního (Arabidopsis thaliana) homozygotních v SHN genu (A – Col-0, B – SHN2 Ox 

(SALK_043868C), C – shn2 (SALK_050853), D – SHN3 Ox (SALK_040198)). Zvětšení 

4500x. 

 

 

A B 

C D 
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 Stejnou metodou byl pozorován i lom listu kontrolní rostliny (Col) a SHN3 Ox 

(SALK_040198) (Obr. č. 9). 

 

Obr. č. 9: Lom listu huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) u Col (A) a (B) SHN3 Ox 

(SALK_040198) rostlin. Zvětšení 150x. 

 

 Podle spočteného průměru šířky listu ze 3 měření se list se zvýšenou expresí v SHN3 

genu (Obr. č. 9 B) zdál silnější (259,03µm X 232,6µm), indikující silnější kutikulu. 

 

5.5 Analýza epikutikulárních vosků listu Arabidopsis 

thaliana 

Následně byla provedena analýza smytých epikutikulárních vosků u rostlin 

z 2. pěstování (Col, SHN2 Ox, shn2, SHN3 Ox) v GC-MS (Gas chromatography–mass 

spektrometry, plynová chromatografie s hmotnostní spektrometrií), kde se zaměřilo 

na množství alkanů (Obr. č. 10 a 11) a aldehydů (Příloha č. 4). 

 

B A 



34 
 

 

Obr. č 10: Suma alkanů smytých chloroformem z epikutikulárních vosků listu huseníčku 

rolního (Arabidopsis thaliana) u mutantních rostlin s T-DNA inzercí 

(SHN2 Ox – SALK_043868C, shn2 – SALK_050853, SHN3 Ox – SALK_040198). 

Kontrolní varianta Col (Col-0). N = 5, kde n znamená počet biologických vzorků; hvězdička 

znamená statisticky významný rozdíl od kontroly Col, p <0,05. 

 

Obr. č. 11: Detekce alkanů o délce řetězce 27-33 uhlíků smytých chloroformem 

z epikutikulárních vosků listu huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana)  u mutantních rostlin 

s T- DNA inzercí (SHN2 Ox – SALK_043868C, shn2 – SALK_050853, 

SHN3 Ox – SALK_040198). Kontrolní varianta Col (Col-0). Trojúhelníky v boxplotu 

* 

* 

* 

* 

* 

* 
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znamenají zdrojová data (n = 5, kde n je počet biologických vzorků), odchylky v boxplotu 

značí 5%-95% kvantil, hvězdička označuje statisticky významný rozdíl od kontroly Col, 

p <0,05. 

 

 Jediná linie shn2 měla v epikutikulárních voscích prokazatelně více alkanů 

než kontrolní varianta Col (Obr. č. 10). Z podrobnějšího hlediska k tomu přispěly alkany 

o délce uhlíkatého řetězce 28, 29, 30, 31 a 33 (Obr. č. 11). V celkovém množství aldehydů 

byly výsledky obdobné jako u alkanů. Pouze u linie SHN3 Ox bylo detekováno více aldehydů 

oproti kontrole (Příloha č. 4).  

 

5.5.10 Relativní exprese vybraných genů účastnící se vývoje 

průduchů či kutikuly na listu Arabidopsis thaliana 

Rovněž byla zjišťována relativní exprese genů zapojených do dráhy vývoje průduchů 

či kutikuly. Míra relativní exprese genů stimulujících vývoj průduchů SPEECHLESS, MUTE 

a FAMA se nelišila u prvního pěstování u žádné linie (SHN1 Ox, shn1, SHN2 Ox, shn2, 

SHN3 Ox) (Příloha č. 5). U druhého pěstování vyšly výsledky následovně (Obr. č. 12). 
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Obr. č. 12: Relativní míra exprese u mutantních rostlin huseníčku rolního (Arabidopsis 

thaliana) s T-DNA inzercí (SHN2 Ox – SALK_043868C, shn2 – SALK_050853, SHN3 

Ox – SALK_040198). Trojúhelníky zobrazují zdrojová data (n=3, kde n jsou biologické 

vzorky), linka v boxplotu značí medián. Hvězdička představuje statisticky významný rozdíl 

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

 

 U rostlin s průkazně sníženou expresí v SHN2 genu (shn2) byla pouze zvýšená exprese 

v MUTE. Stejný výsledek byl u SHN3 Ox rostlin. Ostatní geny podporující vývoj průduchů 

(SPEECHLESS a FAMA) měly stejnou míru relativní exprese jako Col.  

 

 Relativní míra exprese dalšího genu podporující vývoj průduchů, STOMAGENu, 

zkoumaného u rostlin z prvního pěstování, byla u linií SHN2 Ox a shn2 rostlin stejná jako 

u kontroly (Col) (Obr. č. 13). 

 

* 

* 
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Obr. č. 13: Relativní exprese STOMAGENu podporujícího vývoj průduchů u Col, SHN2 Ox 

(SALK_043868C) a shn2 (SALK_050853). N=3, kde n značí počet biologických vzorků. 

 

 Ani exprese genu EPF1 (EPPIDERMAL PATTERNING FACTOR 1), který potlačuje 

vývoj průduchů, se u T-DNA mutantních rostlin (SHN2 Ox, shn2 a SHN3 Ox) nelišila 

od kontrolní varianty Col. Totožný závěr byl i u 2. pěstovaní, kde se zjišťovala exprese u shn2 

a SHN3 Ox (Příloha č. 6). Také exprese genu EPF2 (EPPIDERMAL PATTERNING 

FACTOR 2) u rostlin SHN2 Ox a shn2 nebyla statisticky odlišná od exprese kontrolní varianty 

Col (Obr. č. 14). 

  

 

Obr. č. 14: Relativní exprese genů potlačující vývoj průduchů (EPF1 – A, EPF2 – B) 

u T- DNA mutantních rostlin SHN2 Ox (SALK_043868C), shn2 (SALK_050853), 

popř.  SHN3 Ox (SALK_040198). Kontrolní varianta Col. N=3, kde znamená počet 

biologických vzorků. 

A B 
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 Relativní míra exprese genu BDG3 (BODYGURD 3) účastnícího se syntézy kutikuly 

byla zvýšená pouze v SHN3 Ox rostlinách v porovnání s kontrolou (Obr. č. 15). 

Ovšem v opakovaném pěstování byla exprese BDG3 u linií stejná jako v kontrole (Příloha č. 

7). 

  

Obr. č. 15: Relativní exprese BDG3 v listech huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) u linií 

s T-DNA inzercí – SHN2 Ox (SALK_043868C), shn2 (SALK_050853) a SHN3 Ox 

(SALK_040198). Hvězdička značí statisticky významný rozdíl od kontroly Col. p <0,05; n=3, 

kde n značí počet biologických vzorků. 

 

 Exprese dalšího genu CER1, který je součástí dráhy vytvářející kutikulu, byla zvýšena 

v obou pěstováních v listech rostlin SHN3 Ox (Obr. č. 16). V opakovaném pokusu se exprese 

navýšila i u shn2 rostlin (Obr. č. 16 B). 

 

* 
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Obr. č. 16: Relativní míra exprese CER1 v listech huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) 

u prvního (A) a opakovaného (B) pěstování. Hvězdička představuje statisticky významný 

rozdíl linie (SHN2 Ox – SALK_043868C nebo shn2 – SALK_050853 nebo 

SHN3 Ox – SALK_040198) od kontroly (Col). p <0,05; n=3, kde n značí počet biologických 

vzorků. 

 

 Posledními sledovanými geny zapojenými do tvorby kutikuly byly CER2 

(ECCERIFERUM 1) a KCS1 (3-KETOACYL KOENZYM A SYNTHASE 1). Jejich exprese se 

od divokého typu rostliny (Col) statisticky nelišila (Obr. č. 17). 

 

Obr. č. 17: Relativní míra exprese CER2 a KCS1 genů v listech huseníčku rolního 

(Arabidopsis thaliana) u rostlin s T-DNA inzercí (SHN2 Ox – SALK_043868C, 

shn2 – SALK_050853) a kontrolní varianty (Col, Col-0). Linka v boxplotu značí medián, 

trojúhelníky zdrojová data; n=3, kde n je počet biologických vzorků. 

* 

* 

* 

A B 
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5.5.11 Průduchová hustota a průduchový index 

Přestože byla u většiny linií zaznamenána jen mírná změna v expresi genů SHN 

a ta nezpůsobila statisticky významnou změnu v obsahu vosků kutikuly (alkanů a aldehydů) 

u většiny těchto homozygotních rostlin, zajímalo nás, zda se projeví nějaká změna v počtu 

průduchů. Podle předpokladu se očekávalo, že zvýšená exprese SHN genu vede ke snížení 

hustoty průduchů (SD) a snížená exprese, že má opačný účinek. Na listech huseníčku rolního 

(Arabidopsis thaliana) byla zjišťována průduchová hustota (SD) i průduchový index (SI).  

V prvním pokusném pěstování byly nalezeny statisticky významné rozdíly v SD 

jen ve třech případech ve vztahu ke kontrole Col-O. Překvapivě byla u SHN1 Ox SD zvýšena 

– na horní (adaxiální) straně listu, u SHN2 Ox byla SD podle očekávání snížena na obou 

stranách listu. U ostatních linií se SD statisticky významně nelišila od kontrolní varianty 

rostlin (Obr. č. 18). 

 

Obr. č. 18: Průduchová hustota (SD) horní (adaxiální) a dolní (abaxiální) strany listu 

huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) u pěti linií (SHN1 Ox – SALK_051701, 

shn1 – SALK_030905, SHN2 Ox – SALK_043868C, shn2 – SALK_050853 

a SHN3 Ox – SALK_040198) vztažených ke kontrolní rostlině Col. Hvězdička označuje 

statisticky významný rozdíl adaxiální/abaxiální strany listu od kontroly. Linie v boxplotu 

značí medián, trojúhelníky zdrojová data (n= 15 analyzovaných ploch), odchylky od mediánu 

značí 5% -95% kvantil, p<0,05.  

* 

* 

* 
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V opakovaném pěstování byl opět průkazný rozdíl v průduchové hustotě vzhledem 

ke kontrolní Col u SHN2 Ox na obou stranách listu – menší SD. Nově byla snížena, nikoli 

podle předpokladu zvýšena, průduchová hustota u shn2 na horní (adaxiální) straně listu. 

Podle očekávání byla SD a na obou stranách listu SHN3 Ox rostlin snížena (Obr. č. 19). 

 

 

Obr. č. 19: Průduchová hustota (SD) horní (adaxiální) a dolní (abaxiální) strany listu 

huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) u třech linií (SHN2 Ox – SALK_043868C, 

shn2  –  SALK_050853 a SHN3 Ox –SALK_040198) vztažených ke kontrolní rostlině Col. 

Hvězdička označuje statisticky významný rozdíl adaxiální/abaxiální strany listu od kontroly. 

Linie v boxplotu značí medián, trojúhelníky zdrojová data (n= 25-30 analyzovaných ploch), 

odchylky od mediánu značí 5%- 95% kvantil, p <0,05. 

 

 Jediný průkazný rozdíl v průduchovém indexu (SI) vyšel u prvního pěstování 

na horních (adaxiálních) stranách listů u shn2 a SHN3 Ox rostlin, kde byl nižší než u Col. 

Rovněž u shn1 rostlin, se sníženou expresí SHN1 genu, vyšel průduchový index nižší na dolní 

(abaxiální) straně listu (Obr. č. 20). 

* 

* * 

* * 
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Obr. č. 20: Průduchový index (SI) horní (adaxiální) a dolní (abaxiální) strany listu huseníčku 

rolního (Arabidopsis thaliana) u pěti linií (SHN1 Ox – SALK_051701, shn1 –-SALK_030905, 

SHN2 Ox – SALK_043868C, shn2 – SALK_050853 a SHN3 Ox –SALK_040198) vztažených 

ke kontrolní rostlině Col. Hvězdička označuje statisticky významný rozdíl adaxiální/abaxiální 

strany listu od kontroly. Linie v boxplotu značí medián, trojúhelníky zdrojová data (n= 15 

analyzovaných ploch), odchylky od mediánu značí 5%-95% kvantil, p<0,05. 

SI = SD/(SI+PvCD)*100. 

 

 V opakovaném pokusu byl průduchový index opět nižší na horních (adaxiálních) 

stranách shn2 a SHN3 Ox rostlin jako v prvním pokusném pěstování. Nově byl průduchový 

index nižší i u SHN2 Ox linie (Obr. č. 21). 

* 

* 

* 
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Obr. č. 21: Průduchový index (SI) horní (adaxiální) a dolní (abaxiální) strany listu huseníčku 

rolního (Arabidopsis thaliana) u třech linií (SHN2 Ox – SALK_043868C, 

shn2 – SALK_050853 a SHN3 Ox –SALK_040198) vztažených ke kontrolní rostlině Col. 

Hvězdička označuje statisticky významný rozdíl adaxiální/abaxiální strany listu od kontroly. 

Linie v boxplotu značí medián, trojúhelníky zdrojová data (n= 25-30 analyzovaných ploch), 

odchylky od mediánu značí 5% -95% kvantil, p <0,05. SI = SD/(SI+PvCD)*100. 

 

  

* 

* 
* 
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6 Diskuze 

Rostliny se při přechodu z vody na souš přizpůsobily novému okolnímu prostředí nejednou 

změnou vnitřní stavby či povrchu svého těla. Mezi těmito adaptacemi je i přítomnost průduchů 

v pokožce, která je v nadzemních částech rostlin pokryta vrstvou kutikuly (Arteaga-Vazquez, 

2016; Yeats and Rose, 2013). Průduchy rostlinám slouží k regulaci výparu, příjmu oxidu 

uhličitého a výdeji kyslíku v průběhu fotosyntézy (Peterson et al., 2010; Chater et al., 2017; 

Nunes et al., 2020; Yeats and Rose, 2013). Kutikula má více funkcí – ochraňuje rostlinu 

před nadměrnou ztrátou vody, před poškozením a možným napadením škůdcem, 

má protektivní efekt vůči UV zážení při dlouhých slunečních dnech (Serrano et al., 2014). 

Vytváření kutikuly na povrchu nadzemích orgánů a průduchů v pokožce rostlin by mohlo 

být vzájemně koordinováno a případně kontrolováno společnými geny. Některé z nich, 

jejichž změněná exprese se projevila současně jak změnou v počtu průduchů na listu, 

tak strukturou či kvalitou kutikuly, zmiňuje literatura. Uváděnými geny jsou například 

HIC neboli KCS13, který kóduje 3-ketoacyl koenzym A syntázu, známou svým zapojením 

do syntézy dlouhých řetězců mastných kyselin. Rostliny s mutací v HIC za zvýšené 

koncentrace oxidu uhličitého ve vzduchu mají v pokožce rostlin až o 41 % více průduchů 

(doloženo vyšším SD, průduchovou hustotou) (Gray et al., 2000). Dále například mutace 

v CER6 (CUT1/KCS6) vede k vyšší SD ale k omezení množství vosků v kutikule (Sadler et 

al., 2016; Millar et al., 1999). Také rostlina StRNAi má jak méně průduchů v pokožce, 

tak snížený obsah epikutikulárních vosků v kutikule listu huseníčku rolního (Arabidopsis 

thaliana) (Petruschke, 2019). Dalšími důležitými hráči jsou členové SHN (SHINE) rodiny 

genů – SHN1, SHN2 a SHN3 – kódující transkripční faktory. Nejvíce studovaným 

transkripčním faktorem z této trojice je SHN1 (WIN1, WAX INDUCER 1). Navýšená exprese 

SHN1 genu vede v listech huseníčku rolního na bázi ekotypu Wasilevskija ke snížení počtu 

průduchů v pokožce ale navýšení obsahu vosků (6x) v kutikule (Aharoni et al., 2004). Sadler 

et al. (2016) detekovali v kutikule nejen zvýšený obsahu vosků (2,7x) ale i kutinu (4,2x). 

Zatím není kompletně jasné, jak je celý vývoj listu a jeho jednotlivých struktur propojen 

a která struktura ovlivňuje kterou. 

Cílem této diplomové práce bylo posoudit vliv SHN (SHINE) genů na vývoj kutikuly 

a průduchů na listech huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana). Geny SHN, kódující 

transkripční faktory, patřící do rodiny AP2/EREBP (APETALA 2/ethylene-responsive 

element binding protein). Výběr SHN genů vychází z našich předchozích dosud 
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nepublikovaných výsledků sekvenování dvou mutantních linií lišících se primárně v počtu 

průduchů. Linie StRNAi má zhruba poloviční SD na listu a méně vosků oproti kontrole (WT) 

a dvojitý mutant v negativních epidermálních faktorech epf1,2 má dvojnásobně vyšší SD než 

WT a také významně vyšší obsah epikutikulárních vosků. Zejména SHN2 vykázal zvýšenou 

expresi u epf1,2 a sníženou u StRNAi. Proto bylo jedním z cílů nalézt mutanty se sníženou 

a zvýšenou expresí genů SHN na bázi ekotypu Columbia. 

Dalším cílem bylo analýzou fenotypu těchto SHN mutantů potvrdit hypotézu, že vývoj 

průduchů a kutikuly listu huseníčku rolního (ekotyp Columbia) je vzájemně propojen a SHN 

gen v tom hraje klíčovou roli. Zvýšená exprese SHN genu u huseníčku rolního stimuluje 

tvorbu epikutikulárních vosků, ale omezuje počet průduchů na listu (Aharoni et al., 2004). 

Má snížená exprese SHN opačný účinek? 

Byly použity linie s T-DNA inzercí v jednotlivých SHN genech ze SALK institutu (Alonso 

et al., 2003). Genotypováním a kvantitativní PCR analýzou SHN genů byly nalezeny 

homozygotní linie se zvýšenou (nazvány Ox) či sníženou (pojmenovány malým písmenem) 

expresí SHN1a SHN2 genu a linie se zvýšenou expresí SHN3 genu. Celkem tedy bylo získáno 

5 linií – SHN1 Ox, shn1, SHN2 Ox, shn2 a SHN3 Ox (Obr. č. 6, Tab. č. 5). 

Na základě analýzy fenotypu získaných linií se zdá, že SHN transkripční faktory mají vliv 

na expresi genů ovlivňující syntézu vosků. Relativní exprese CER1 genu, který je zodpovědný 

za zvýšení obsahu alkanů ve voscích (Bourdenx et al., 2011; Aarts et al., 1995; Smirnova et 

al., 2013), byla jak u rostlin se sníženou expresí SHN2 genu (shn2), tak u rostlin se zvýšenou 

expresí v SHN3 genu (SHN3Ox) statisticky zvýšena (Obr. č. 16). Zároveň i exprese genu 

BDG3, jež také ovlivňuje množství alkanů ale i kutinu v kutikule listu (Kurdyukov et al., 

2006a), byla alespoň v prvním opakování zvýšena u SHN3 Ox linie (Obr. č. 15).  

Zvýšená exprese CER1 genu podporuje hypotézu, že by i množství vosku v kutikule mohlo 

být více. Listy linií SHN2Ox a SHN3Ox měly pod Kryo-elektronovým mikroskopem více 

epikutikulárních vosků (Obr. č. 8) a zároveň i tloušťka listu SHN3Ox byla větší něž u Col 

(WT) (Obr. č. 9). Stejný fenotyp vykazovaly i listy mutantních rostlin se zvýšenou 

expresí genu SHN1 v práci Broun et al. (2004), Aharoni et. al. (2004) a také u transgenních 

rostlin huseníčku se zvýšenou expresí SHN1 genu z rýže (TaSHN1) (Jager et al., 2015). Jejich 

rostliny měly také typicky lesklejší povrch listů, který u našich rostlin ovšem nebyl pozorován. 

Zřejmě nedošlo k tak výraznému ovlivnění biosyntézy vosků, aby byl efekt viditelný pouhým 

okem. Exprese dalších vybraných genů podílejících se na biosyntéze vosků (CER2, KCS1) 
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zůstala nezměněna (Obr. č. 17), přestože určité statisticky neprůkazné snížení exprese 

zejména u KCS1 bylo u SHN2 Ox a shn2 linií zaznamenáno. Oproti tomu v práci Broun et al. 

(2004) zaznamenali expresi KCS1 a CER2, u rostlin se zvýšenou expresí SHN1 genu, 

navýšenou. Stejný trend v expresi CER1, CER2, KCS1, u rostlin se zvýšenou expresí SHN1, 

uvádí i Kannangara et al. (2007), u nichž se také celkové množství vosků v listech navýšilo. 

Jelikož se v publikacích (Broun et al., 2004) uvádí, že nejvyšší podíl vosků na listu tvoří 

alkany C29 - C31 (z 65 %), měřili jsme množství zejména těchto alkanů (Obr. č. 10, 11). 

U rostlin se zvýšenou expresí v SHN genu se očekávalo navýšení obsahu alkanů, jako tomu 

bylo u SHN1Ox rostlin huseníčku v práci Broun et al. (2004) a Aharoni et. al. (2004). 

K této změně ovšem v SHN2Ox a SHN3Ox liniích nedošlo. U SHN3 Ox bylo ovšem 

detekováno více aldehydů oproti kontrolní variantě Col (Příloha č. 4). Ani v disertační práci 

Petruschke (2019) se u listů rostlin SHN3Ox (ekotyp Wasilvskija) neuvádí navýšení celkového 

množství vosků. Analýza jednotlivých složek v její práci bohužel nebyla provedena. Oproti 

tomu v transgenních rostlinách huseníčku rolního, kde byla navýšena exprese SlSHN3 genu 

z rajčete, došlo k navýšení obsahu vosků, a to jak alkanů, tak aldehydů (Shi et al., 2013). 

Očekávané navýšení obsahu alkanů bylo ovšem detekovatelné u huseníčku rolního, ekotyp 

Wasilevskija, v SHN1Ox rostlinách (Příloha č. 8), jejichž analýza byla provedena 

pro porovnání s huseníčkem ekotypu Columbia. Tato analýza potvrzuje závěry publikované 

v práci Aharoni et. al. (2004) a Sadler et al. (2016). Zároveň i tloušťka listu a i kutikuly 

SHN1 Ox linie ekotypu WS byla silnější v porovnání s kontrolou (Příloha č. 9, 10). 

Oproti tomu u linií se sníženou expresí SHN2 genu (shn2) se očekávalo snížené množství 

alkanů, ale byl detekován opačný efekt (Obr. č. 10). I zvýšená exprese CER1 napovídala 

tomuto opačnému trendu (Obr. č. 16 B). Množství aldehydů nebylo u linií se sníženou expresí 

SHN genu ovlivněno (Příloha č. 4). Kannangara et. al. (2007) také nepozorovali v květu 

u shn1 mutantů snížení obsahu alkanů, ale naopak mírné zvýšení alkanu C31, stejně jako my 

(Obr. č. 11), a mastné kyseliny C28, přestože exprese SHN1 genu byla u jejich rostlin snížena 

na třetinu hodnoty kontrolní rostliny. Celkový výtěžek vosků práce bohužel neuvádí. Rovněž 

další studie, kde byla vědci potlačena exprese všech tří SHN genů, neuvádí v listech změnu 

v celkovém obsahu vosků, ale dokonce došlo k navýšení alkanů C29 a C31 (Shi et al., 2011).  

SHN transkripční faktory přitom nemusí přímo ovlivňovat geny biosyntézy vosku, 

ale změna v množství vosku může být vedlejším efektem či se na biosyntéze vosku mohou 

podílet i další hráči. Kannangara et. al. (2007) navíc předpokládají, že množství vosku 

v kutikule SHN geny mění buď cíleně skrz změnu exprese genů zapojených do biosyntézy 
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vosků (CER1, CER2, KCS1) anebo skrz ovlivnění dráhy kutinu, neboť složení či akumulace 

kutinu má vliv na vosky. Je známo, že jsou obě dráhy kutinu a vosků propojeny. Syntéza vosku 

a kutinu vychází ze stejných prekurzorů a sdílí i část dráhy (Natarajan et al., 2020; Hen-Avivi 

et al., 2014). Zároveň bylo potvrzeno, že SHN transkripční faktory (konkrétně SHN1) přímo 

ovlivňují expresi genu LACS2, který kóduje acyl-CoA syntetázu, enzym, který je zapojen 

jak do biosyntézy kutinu, tak vosků. (Jager et al., 2015). 

Kromě toho obsah vosků v kutikule nekoreluje většinou s její propustností pro vodu. 

Mutanty v práci Sadler et al. (2026), SHN1 Ox a SHN3 Ox (ekotyp WS), s vyšším podílem 

epikutikulárních vosků mají propustnější kutikulu. Aharoni et al. (2004) zjistili, že navýšená 

exprese SHN1 genu v huseníčku rolním (ekotyp WS) vede k větší suchovzdornosti rostlin. 

K vyšší suchovzdornosti budou ale pravděpodobně přispívat spíše průduchy než kutikula, 

kterých bylo u zmíněných SHN1 Ox rostlin vyvinuto méně. SD byla snížena na třetinu 

a SI (průduchový index) skoro na polovinu (Aharoni et al., 2004). Tento předpoklad 

podporuje i fakt, že menší počet průduchů na listu zvyšuje WUE (water-use efficiency), 

což bylo zjištěno u rostlin s navýšením exprese dvou negativních epidermálních faktorů EPF1 

a EPF2 (Franks et al., 2015). Rovněž při vystavení rostlin vodnímu deficitu, kdy se snížila 

průduchová vodivost, zvýšila se WUE (Songsri et al., 2013).  

Tato diplomová práce se nezabývá odolností rostlin vůči suchu, ale jen vlivem SHN 

transkripčních faktorů na vývoj průduchů. Efekt se vyjadřoval pomocí průduchové hustoty 

(SD) a průduchového indexu (SI) a relativní mírou exprese vybraných genů zapojených 

do tvorby průduchů. Předpokládali jsme, že hodnoty se SD a SI budou u linií se zvýšenou 

expresí  SHN genu snižovat, jak bylo uvedeno ve zmíněné práci Aharoni et al. (2004). 

Oproti tomu jsme byli zvědaví, zdali u linií se sníženou expresí v SHN genu se bude SD a SI 

zvyšovat. Tato hypotéza byla potvrzena jen částečně. U linie SHN2 Ox a SHN3 Ox skutečně 

došlo ke snížení SD na obou stranách listu a i SI bylo sníženo (alespoň na adaxiální straně 

listu) (Obr. č. 19, 21). Petruschke et al. (2019) také u rostlin SHN3 Ox (ekotyp WS) zjistila 

menší hodnotu SD, ale jen na adaxiální straně listu, hodnoty SI byly totožné s kontrolními 

hodnotami. U SHN1 Ox linie bylo SD dokonce navýšeno na adaxiální straně listu (Obr. č. 18). 

U linií se sníženou expresí v SHN2 genu (shn2 linie) došlo ke snížení jak SD, tak SI 

na adaxiální straně listu. Očekával se však opačný trend (Obr. č. 19, 21). U shn1 linie 

se změna v počtu pokožkových buněk projevila pouze sníženou hodnotou SI na abaxiální 

straně listu (Obr. č. 20).  
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Relativní exprese negativních epidermálních faktorů (EPF1, EPF2), které potlačují vývoj 

průduchů, ovšem nebyla statisticky významně změněna u žádné linie (Obr. č. 14, 

Příloha č. 6). Přestože exprese EPF1 genu u SHN3 Ox linie v prvním pěstování, která měla 

nižší SI (Obr. č. 20), byla navýšena. Oproti tomu exprese genu, který podporuje vývoj 

průduchů, MUTE, byla navýšena u shn2 a SHN3 Ox linií (Obr. č. 12), které měly snížené SD 

(Obr. č. 19). Exprese MUTE však nebyla změněna u SHN1 Ox linie, kde bylo na adaxiální 

straně listu zjištěno vyšší SD (Příloha č. 5, Obr. č. 18). Ani exprese dalších genů stimulující 

vývoj průduchů, SPEECHLESS, FAMA, STOMAGEN (EPFL-9), nebyla statisticky významně 

změněna na 5% hladině významnosti (Obr. č. 12, 13, Příloha č. 5) . Míra relativní exprese 

genu FAMA u SHN2 Ox a shn2 linie byla oproti kontrole zvýšena na hladinách významnosti 

p = 0,09 a p = 0,07 (Obr. č. 12, Příloha č. 5). Také exprese SPEECHLESS u SHN3 Ox linie 

a STOMAGENu u SHN2 Ox vykazovala statisticky nevýznamné zvýšení (na hladinách 

významnosti p = 0,067 a p = 0,089). Oproti tomu Yang et al. (2011) u rostlin se zvýšenou 

expresí SHN1 genu u huseníčku rolního zjistili opravdu snížení počtu průduchů (SD i SI), 

ovšem snížení bylo detekovatelné jen po indukci exprese SHN1 genu u mladých a nově 

se vyvíjejících listů. Indukce exprese SHN1 na plně vyvinutých listech neměla na počet 

průduchů vliv. V této práci zároveň měřili relativní expresi genů SPEECHLESS, MUTE 

a FAMA, ale snížení bylo statisticky významné až po uplynutí tří dnů po indukci. 

Autoři navrhují, že SHN1 transkripční faktor ovlivňuje geny zapojené do vývoje průduchů 

jen nepřímo. Ovšem to, že SHN transkripční faktor může mít vliv na vývoj pokožkových 

buněk, zjistili u mutantních rostlin v SHN1 genu nebo v potlačení funkce všch tří SHN genů 

(RNA interferencí) u huseníčku rolního vědci Aharoni et al. (2004) a Shi et al. (2011). Vědci 

nalezli defektní tvar pokožkových buněk korunních lístků (protáhlejší čí kompaktní, s méně 

členitým povrchem). Aharoni et al. (2004) u SHN1 Ox rostlin (ekotyp WS) pozorovali 

na listech růžice menší počet trichomů a navíc jednovětvených nikoli typicky pro huseníček 

trojvětvených. Shi et al. (2011) ve své práci s huseníčkem rolním s RNA interferencí ve všech 

třech genech SHN také zjistili změněnou expresi několika genů. V seznamu uvádějí i geny 

účastnící se tvorby buněčné stěny, proto se zdá, že SHN transkripční faktory ovlivňují vývoj 

pokožkových buněk jako vedlejší efekt.  

Zapojení transkripčních faktorů SHN v regulaci vývoje kutikuly a průduchů v pokožce 

rostlin a detailní propojení metabolických drah je nutné ještě důkladněji prozkoumat. 

Ke studiu by bylo vhodnější použít mutantní rostliny se změněnou mírou exprese 

v jednotlivých SHN genech, případně i double či triple mutanty vytvořené např. CRISPR-Cas9 
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systémem, neboť SHN transkripční faktory působí redundantně (Shi et al., 2011). 

Použité mutantní rostliny v této práci mají T-DNA inzerci nejen v oblasti studovaných SHN 

genů, ale v některých případech i v další lokaci genomu. Navíc nevíme, zdali detekovaná 

změna v relativní míře exprese genu SHN je dostatečná k indukci očekávané fenotypové 

změny. Zároveň detekce změny v expresi genů pomocí RT-PCR (Real Time PCR) 

nic nevypovídá o tom, zdali se exprese přepíše do syntézy funkčního proteinu. Možná i měření 

exprese genů jen ze třech biologických vzorků mohlo být v některých případech nedostatečné. 

Z těchto důvodů nelze z výsledků učinit jednoznačný závěr.  
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7 Závěr 

Vývoj kutikuly a průduchů by mohl být koordinován na molekulární úrovni společnými 

geny. Mezi ně patří i trojice genů kódující transkripční faktory SHINE (SHN1, SHN2, SHN3). 

Zde bylo identifikováno celkem 5 homozygotních linií huseníčku rolního (Arabidopsis 

thaliana) s T - DNA inzercí v jednotlivých SHN genech, které měly sníženou i zvýšenou 

expresi v SHN1 nebo v SHN2 genu a linie se zvýšenou expresí v SHN3 genu. U rostlin byl 

analyzován celkový obsah alkanů a aldehydů, a také průduchová hustota (SD) i průduchový 

index (SI) na listech růžice. Zvýšená exprese jednotlivého SHN genu vedla v některých 

případech podle očekávání ke snížení počtu průduchů. Oproti tomu snížená exprese 

buď neměla na vývoj počtu průduchů vliv nebo měla stejný efekt jako ta zvýšená. 

U mutantních linií nebylo celkové množství alkanů ani aldehydů v kutikule významně 

ovlivněno, přestože mikroskopická pozorování ukázala na povrchu linií se zvýšenou expresí 

v SHN2 či v SHN3 genu více epikutikulárních vosků. Dokonce u linie se sníženou expresí 

v SHN2 genu (shn2) došlo k navýšení obsahu alkanů, tedy k opačnému efektu, než který se 

předpokládal. Také změny v expresi vybraných genů účastnících se vývoje průduchů (MUTE) 

a syntézy vosků v kutikule listu (CER1, BDG3) podle našeho názoru podporují hypotézu, 

že se SHN transkripční faktory pravděpodobně účastní obou vývojových drah. Nicméně 

k důkladnější analýze, a možná i k jasnějšímu výsledku, by bylo vhodné použít podrobnější 

analýzu jednotlivých složek vosků a také kutinu. A zároveň použít rostliny s umlčením 

nebo zvýšenou expresí SHN genů pomocí sofistikovanější metody jako je 

např. CRISPR - Cas 9. 

  



51 
 

8 Přílohy 

Příloha č. 1: Zvolené homozygotní rostliny huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) 

s T - DNA inzercí v SHN1 genu (SALK_051701, SALK_030905), v SHN2 genu 

(SALK_043868C, SALK_050853) a v SHN3 genu (SALK_040198) pěstované při prvním 

pěstování (A); a ve 2. pěstování (B), kdy byly pěstovány rostliny s T-DNA inzercí v SHN2 

genu (SALK_043868C, SALK_050853) a v SHN3 genu (SALK_040198). Kontrolní rostlinou 

byla vyseta Columbia-0. 

 

 

 

A 

B 
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Příloha č. 2: Sekvence levého a pravého primeru u SHN rostlin použité při PCR reakci během 

genotypování. 

 

 

Příloha č. 3: Sekvence primerů (levého – forward, F; pravého – reverse, R) použitých 

při RT - PCR. 

Název genu a typ primeru (forward – F, 

reverse – R) 
Sekvence primeru 

ACTIN 2 F CAAGGCCGAGTATGATGAGG 

ACTIN 2 R GAAACGCAGACGTAAGTAAAAAC 

SHN1 F CGCTGAGATTCGTCATCCTC 

SHN 1 R CCTCGTCGTATGCTCTTGCT 

SHN2 F CCGCCAGCGACAATGG 

SHN2 R TCGAAAGTTCCAAGCCACACT 

SHN3 F GTTCCGAGGTGTCCGCCAGCGTCA 

SHN3 R GTCGTAGGCTCTAGCCGCTG 

SPCH F TCCAATCTTTGGAAGCCAAG 

SPCH R GCTTAGAACAGGCGGTGAAG 

MUTE F ATCGCTGTTGAAAGGAATCG 

Lokace Gen (SALK název/ NASC 

ID) 

Levý primer Pravý primer 

At1g15360 

 

SHN1 SALK_030905/N530905  

 

ATCATAGGG

TCCCCACTTC

C 

ACATTTCGCA

GTGATTCACG 

At1g15360 

 

SHN1 SALK_051701/N551701 ATTCGACCTA

TTGGAGACG

G 

TCGTACCCAT

AGCCTAAGC

C 

At5g11190 

 

SHN2 SALK_135005/N635005 GTGGTTCGTC

CCCAACTAA

C 

CTATCCATCC

CATAGCGTC

G 

At5g11190 

 

SHN2 SALK_043868C/N66588

7 

GATAAACAA

AGCTGCACC

AGG 

GCATGCATG

GTTGGTTTTA

AC 

At5g11190 

 

SHN2 SALK_050853/N550853 ACCAACAAA

ATTGTAGGCC

C 

CCATTGTTTA

CTGTTTTCCT

GC 

At5g25390 

 

SHN3 SALK_040198/N540198 GCCAACCTTT

TCCTGTCTTG 

ACAGTGACG

TGAAAACGT

CG 
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MUTE R AAGGGAAAGATGGTCGGTTT 

FAMA F GGAACAAACCGTCCTCTACTC 

FAMA R CAAATGCTTGGAGAATAAAACC 

EPF1 F CGTCGAAGAGGCTGAGACTT 

EPF1 R GCTGATCAAGGGACAGGGTA 

EPF2 F CTCAGTCGCCGAATCATGTA 

EPF2 R CGCCAGCCAAAACTGATATT 

CER1 F GGTGGGAGAAGGAACAACAA 

CER1 R TCAATGCTGGTGTGGTATGA 

CER2 F TACGTCCGAGCCGTCTACTT 

CER2 R GAAGTGTCGTTGTCGTTGTC 

KCS1 F TCTAACCAGGCGGTTCAACT 

KCS1 R CCGGTTTGTAGCAGGAGAAA 

BDG3 F CAATAGCTCTCGGAGCGTCG 

BDG3 R GGCGATGAATTGCCAAACAC 

 

 

Příloha č. 4: Suma aldehydů z epikutikulárních vosků listu huseníčku rolního (Arabidopsis 

thaliana) smytých chloroformem u mutantních rostlin s T-DNA inzercí (SHN2 Ox 

SALK_043868C, shn2 SALK_050853, SHN3 Ox SALK_040198). Kontrolní varianta Col 

(Columbia). N = 5, kde n znamená počet biologickcých vzorků. 

 

* 
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Příloha č. 5: Relativní exprese genů podporující vývoj průduchů u rostlin huseníčku rolního 

(Arabidopsis thaliana) s T-DNA inzercí (SHN1 Ox SALK_051701, shn1 SALK_030905, 

SHN2 Ox SALK_043868C, shn2 SALK_050853, SHN3 Ox SALK_040198), kontrolní 

varianta Columbia (Col). Trojúhelníky zobrazují zdrojová data (n=3, kde n jsou biologické 

vzorky), linka v boxplotu znamená medián, hvězdička statisticky významný rozdíl 

od kontroly, p<0,05.  
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Příloha č. 6: Relativní exprese genu potlačující vývoj průduchů (EPF1 – EPIDERMAL 

PATTERNING FACTOR 1) u T-DNA mutantních rostlin huseníčku rolního (Arabidopsis 

thaliana) shn2 (SALK_050853), SHN3 Ox (SALK_040198). N=3, kde n znamená počet 

biologických vzorků. 

 

Příloha č. 7: Relativní exprese BDG3 v listech huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) 

u linií s T-DNA inzercí – shn2 (SALK_050853) a SHN3 Ox (SALK_040198), kontrolní 

varianat Columbia (Col), n=3, kde n znamenená počet biologickcýh vzorků. 
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Příloha č. 8: Celkové množství alkanů u huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) ekotyp 

Wassilewskija (WS) u SHN1 Ox rostliny, která má zvýšenou expresi SHN1 genu. Hvězdička 

znamená statisticky významný rozdíl od kontroly (WS), p<0,05. 

 

 

 

* 
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Příloha č. 9: Lom listem huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) ekotyp Wassilewskija 

(WS) u kontrolní rostliny (A), SHN1 Ox rostliny s epikutikulárními vosky na povrchu (B) 

pod Kryo-elektronovým mikroskopem se změřenou tloušťkou kutikuly. 

 

 

 

A 

B 
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Příloha č. 10: Lom listem huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) ekotyp Wasilevskija 

(WS) s jeho změřenou šířkou u kontrolní rostliny (A) a SHN1 Ox rostliny (B) 

pod Kryo - elektronovým mikroskopem. 

 

B 

A 
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