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1 Úvod 

Vedlejším p r o d u k t e m fotosyntézy, b e z kterého b y c h o m n e m o h l i e x i s t o v a t , j e kyslík. 

Není třeba dodávat proč j s o u r o s t l i n y v t o m t o o h l e d u p r o nás n a Z e m i důležité. Kyslík j e 

uvolňován malými o t v o r y v pokožce zvanými průduchy, s k r z e které r o s t l i n a primárně přijímá 

o x i d uhličitý p r o fotosyntézu. S k r z e otevřené průduchy ovšem z r o s t l i n uniká i v o d a ( G a o et 

al, 2 0 1 7 ) . R o s t l i n a t a k musí řešit, z d a l i j e p r o n i n a základě aktuálních podmínek výhodné 

průduchy kvůli příjmu o x i d u uhličitéko p r o fotosyntézu otevřít či n i k o l i , a b y se z a m e z i l o 

vysoušení ( B u e n o et al, 2 0 2 0 ) . I samotný počet průduchů ovlivňuje výpar. V y v i n e - l i se 

n a l i s t e c h méně průduchů, zvyšuje se tím t o l e r a n c e k s u c h u ( C a i n e et al, 2 0 1 9 ) . P r o t i 

nadměrnému výparu v o d y také rostlinám pomáhá hydrofobní v r s t v a - k u t i k u l a - pokrývající 

pokožku nadzemních orgánů ( R i e d e r e r a n d S c h r e i b e r , 2 0 0 1 ) . J a k průduchy, t a k k u t i k u l a j s o u 

významným evolučním přizpůsobením suchozemských r o s t l i n ( A r t e a g a - V a z q u e z , 2 0 1 6 ) 

okolním podmínkám prostředí a j e j i c h vývoj b y m o h l být vzájemně koordinován. 

N a základě publikovaných d a t se zdá, že vývoj průduchů a k u t i k u l y má n a molekulární 

úrovni společnou dráhu n e b o alespoň b o d , k d y se obě dráhy potkávají ( G r a y et al, 2 0 0 0 ; Y a n g 

et al, 2 0 1 1 ) . V mé bakalářské práci (Koutková, 2 0 2 0 ) b y l a zmíněna k o r e l a c e m e z i počtem 

průduchů a množstvím vosků v k u t i k u l e l i s t u húseničku rolního (Arabidopsis thaliana, L.). 

T a t o diplomová práce se konkrétně zaměřuje n a úlohu SHN (SHINE) r o d i n y 3 genů (SHN1, 

SHN2, SHN3) fungující v rostlině j a k o transkripční f a k t o r y . Nejvíce studovaným z n i c h j e 

SHN1 (WIN1, WAX INDUCER 1) g e n , jež při zvýšené e x p r e s i snižuje počet průduchů, 

a l e n a druhé straně navyšuje o b s a h vosků v k u t i k u l e l i s t u húseničku ( e k o t y p W a s i l e v s k i j a , 

W S ) . Současně S H N 1 j a k o transkripční f a k t o r mění e x p r e s i řady genů podílející se n a vývoji 

k u t i k u l y . P r o t o se SHN zdá být jedním z genů účastnící se o b o u vývojových d r a h ( A h a r o n i et 

al, 2 0 0 4 ; K a n n a n g a r a et al, 2 0 0 7 ) . Rovněž z našich d o s u d nepublikovaných výsledků 

sekvenování mutantů se změněným počtem průduchů (dvojitý m u t a n t epfl,2 měl vyšší počet 

průduchů, StRNAi měl snížený počet průduchů) vychází SHN g e n y (nejvíce SHN2) 

j a k o klíčové. Následná analýza vosků v k u t i k u l e také ukázala změny v o b s a h u 

epikutikulárních vosků. 

P o k u d j e e x p r e s e SHN1 zvýšena, j s o u r o s t l i n y odolnější vůči s u c h u , patrně díky změněnému 

složení k u t i k u l y a počtu průduchů ( A h a r o n i et al, 2 0 0 4 ) . Větší význam b u d o u mít zřejmě 

průduchy než k u t i k u l a , neboť její p e r m e a b i l i t a b y l a u těchto mutantních r o s t l i n větší než 

u kontrolních r o s t l i n ( S a d l e r et al, 2 0 1 6 ) . Diplomová práce s h r n u j e výsledky z e s t u d i a r o s t l i n 

2 



húseničku rolního (Arabidopsis thaliana, L.) s T - D N A inzercí (Agrobacterium t r a n s f e r r e d 

D N A ) v jednotlivých SHN g e n e c h , získané z e S A L K mutantní k o l e k c e ( A l o n s o et al, 2 0 0 3 ) , 

a rozšiřuje t a k p o z n a t k y o společném vývoji průduchů a k u t i k u l y l i s t u modelové r o s t l i n y . 
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2 Kutikula rostlin 

K u t i k u l a j e tenká ( 0 , 1 - 1 0 u m ) heterogenní v r s t v a pokrývající pokožku ( e p i d e r m i s ) 

nadzemních orgánů r o s t l i n ( C h e n et al, 2 0 1 1 ; R i e d e r e r a n d S c h r e i b e r , 2 0 0 1 ) . Před pár l e t y 

b y l o také zjištěno, že k u t i k u l a se nenachází j e n v nadzemních částech r o s t l i n , a l e pokrývá 

i kořenovou čepičku ( B e r h i n et al, 2 0 1 9 ) . 

K u t i k u l u l z e rozdělit n a v r s t v u sousedící s buněčnou stěnou pokožkové buňky, kutikulární 

v r s t v u ( c u t i c l e l a y e r ) , složenou zejména z k u t i n u a p o l y s a c h a r i d u , a v r s t v u 

n a d ní (vlastní k u t i k u l u , c u t i c l e p r o p e r ) tvořenou k u t i n e m a v o s k y ( Y e a t s a n d R o s e , 2 0 1 3 ) 

(Obr.č. 1). 

Chemické složení k u t i k u l y není u všech r o s t l i n a n i orgánů, které chrání, jednotné. Závisí 

m i m o jiné n a vývojovém stádiu. Například l i s t y mladé kukuřice mají v o s k y obohacené 

o primární a l k o h o l y , kdežto zralé l i s t y o e s t e r y ( B i a n c h i et al, 1 9 8 5 ) . Nicméně dvě složky 

( k u t i n a v o s k y ) , j a k již b y l o řečeno, j s o u vždy přítomné ( J a r v i n e n et al, 2 0 1 0 ; F e r n a n d e z et 

al, 2 0 1 7 ; S h a r m a et al, 2 0 2 0 ) . Dále se v k u t i k u l e nachází g l y c e r o l , p o l y s a c h a r i d y (celulóza, 

hemicelulóza, p e k t i n ) , kután a fenolické sloučeniny (derivát k y s e l i n y ferulové či kávové). 

Samotný k u t i n j e tvořen zejména alifatickými C 1 6 - C 1 8 ro-hydroxy/epoxi mastnými 

k y s e l i n a m i , které se díky esterovým vazbám skládají d o řetězců a tvoří síť ( N i p et al, 1 9 8 6 ; 

H e r e d i a , 2 0 0 3 ; H e r e d i a - G u e r r e r o et al, 2 0 1 4 ; B h a n o t et al, 2 0 2 1 ) . V o s k y j s o u složeny 

zejména z mastných k y s e l i n s dlouhým řetězcem ( V L C F A , v e r y l o n g c h a i n f a t t y a c i d s ) 

( C 2 0 - C 3 4 ) a j e j i c h derivátů, jmenovitě z alkanů, aldehydů, alkoholů, esterů. M o h o u 

se o b j e v i t v menší k o n c e n t r a c i i t r i t e r p e n o i d y , f e n y l p r o p a n o i d y a f l a v o n o i d y ( B e r n a r d a n d 

J o u b e s , 2 0 1 3 ; P e t i t et al, 2 0 1 7 ; B h a n o t et al, 2 0 2 1 ; J e t t e r a n d S c h a f f e r , 2 0 0 1 ) . 

V o s k y , které tvoří 2 0 - 6 0 % h m o t y k u t i k u l y ( H e r e d i a , 2 0 0 3 ) l z e , n a rozdíl o d k u t i n u , 

s n a d n o v y e x t r a h o v a t organickými rozpouštědly ( c h l o r o f o r m e m , a c e t o n e m , ethylacetátem, 

h e x a n e m a m e t h a n o l e m ) ( B h a n o t et al, 2 0 2 1 ) . Nejsnadněji l z e e x t r a h o v a t zejména 

epikutikulární v o s k y ( K o c h a n d E n s i k a t , 2 0 0 8 ; B u s c h h a u s a n d J e t t e r , 2 0 1 1 ) , které se nacházejí 

n a d „vlastní k u t i k u l o u " ( c u t i c l e p r o p e r ) ( Y e a t s a n d R o s e , 2 0 1 3 ) (Obr. č. 1). V o s k y n a p o v r c h u 

pokožky m o h o u tvořit buď f i l m n e b o i k r y s t a l y , které j s o u p r o každý rostlinný d r u h specifické 

( B a r t h l o t t et al, 1 9 9 8 ; B u s c h h a u s a n d J e t t e r , 2 0 1 1 ) . V o s k y se nacházejí i uvnitř kutikulární 

m a t r i c e ( t z v . intrakutikulární v o s k y ) ( K o c h a n d E n s i k a t , 2 0 0 8 ) . Vědci F a r b e r et al. ( 2 0 1 9 ) 

u vosků s t o n k u čiroku (Sorghum) z j i s t i l i , že i epikutikulární v o s k y j s o u heterogenní. 
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J e j i c h vnější p o v r c h j e složen z neuspořádaných alifatických uhlovodíků, zatímco vnitřní 

s t r u k t u r a j e více uspořádaná a krystalizovaná. 

Cuticle 

E p i d e r m a l C e l l s 

Obr. č. 1: V r s t v y k u t i k u l y n a d pokožkovými buňkami ( e p i d e r m a l c e l l s ) . Plazmatická 

membrána ( p l a s m a m e m b a r n e ) a buněčná stěna ( c e l l w a l l ) pokožkových buněk j e p o k r y t a 

k u t i k u l o u skládající se z kutikulární v r s t v y ( c u t i c l e l a y e r ) a vlastní k u t i k u l y ( c u t i c l e p r o p e r ) . 

Nejsvrchnější část k u t i k u l y tvoří epikutikulární v o s k y ( B h a n o t et al, 2 0 2 1 ) . 

Díky voskům j e p o v r c h nadzemních orgánů hydrofobní, dochází z d e k „lotosovému 

e f e k t u " k d y kapičky v o d y omílají p l o c h u l i s t u a tím j i zároveň i očišťují ( E n s i k a t et al, 2 0 1 1 ; 

B a r g e l et al, 2 0 0 6 ; B h a n o t et al, 2 0 2 1 ) a smyjí i potenciálních p a t o g e n y . Přesto však k u t i k u l a 

není 1 0 0 % n e p r o p u s t n o u bariérou. Její p r o p u s t n o s t p r o v o d u se zvyšuje v závislosti 

n a zvyšující se teplotě. R i e d e r a S c h r e i b e r ( 2 0 0 1 ) z k o u m a l i t u t o závislost u listů několika 

druhů r o s t l i n při teplotě p o v r c h u l i s t u o d 15°C d o 55°C. Větší význam při t r a n s p i r a c i mají 

intrakutikulární v o s k y než t y povrchové - epikutikulární, což b y l o dokázáno nezměněnou 

t r a n s p i r a c i p o odstranění epikutikulárních vosků ( Z e i s l e r - D i e h l et al, 2 0 1 8 ; B u e n o et al, 

2 0 2 0 ) . K u t i k u l a má i další protektivní f u n k c e . Jelikož j s o u r o s t l i n y celý svůj život v y s t a v e n y 

slunečním paprskům, ukázala se k u t i k u l a j a k o dobrý pomocník při ochraně před U V zářením, 

které může poškodit D N A i c h l o r o p l a s t ( J a n s e n et al, 1 9 9 8 ) . Buď se U V - B záření a b s o r b u j e 

f l a v o n o i d y v e voskové vrstvě či j e U V jednoduše odraženo ( B h a n o t et al, 2 0 2 1 ; B o r n m a n et 

al, 1 9 9 7 ) . Rovněž i tloušťka k u t i k u l y k o r e l u j e d o jisté míry s d o b o u vystavení r o s t l i n U V 

záření. M e t w a l l y et al. ( 2 0 1 9 ) z j i s t i l i , že p o 4 0 minutách e x p o z i c e áronovité r o s t l i n y 

Spathiphyllum n a U V světle se tloušťka k u t i k u l y téměř ztrojnásobila. Ovšem vystavení r o s t l i n 

U V záření p o u z e n a 3 0 m i n mělo z a následek naměření menší tloušťky k u t i k u l y o p r o t i 

kontrolní variantě. P r o t o se zdá, že tloušťka k u t i k u l y nemá takový význam j a k o její složení. 

T o p o t v r z u j e i f a k t , že tloušťka k u t i k u l y nemá s n e j větší pravděpodobností v l i v n a výraznější 

omezení t r a n s p i r a c e ( R i e d e r e r a n d S c h r e i b e r , 2 0 0 1 ; K e r s t i e n s et al, 2 0 0 6 ) . 
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2.1 Syntéza kutikuly 

K u t i k u l a , j a k o první obranná bariéra m e z i vnitřním prostředím r o s t l i n y a okolním světem, 

j e syntetizována v pokožkových buňkách, ať už listů, plodů, květů či stonků ( B h a n o t et al, 

2 0 2 1 ; N i k l a s a n d K u t s c h e r a , 2 0 1 0 ) . Z časového h l e d i s k a není z c e l a jasné, k d y se k u t i k u l a 

zakládá, a l e její první viditelná s t r u k t u r a b y l a pozorována už v globulární fázi vývoje e m b r y a 

p o barvení lipofilním b a r v i v e m a u r a m i n e m u húseničku rolního {Arabidopsis thaliana) 

( I n g r a m a n d N a w r a t h , 2 0 1 7 ; S z c z u k a a n d S z c z u k a , 2 0 0 3 ) . Složení k u t i k u l y se liší m e z i d r u h y 

r o s t l i n i orgány. Některé sloučeniny, j a k o například sekundární a l k o h o l y či k e t o n y , se m o h o u 

tvořit p o u z e v řapících či s t o n k u a l e v menší míře i v l i s t e c h , j a k b y l o zjištěno u húseničku 

rolního ( G r e e r et al, 2 0 0 7 ) . 

Obecně biosyntéza k u t i n u a vosků vychází z e stejných prekurzorů ( N a t a r a j a n et al, 2 0 2 0 ; 

H e n - A v i v i et al, 2 0 1 4 ) , mastných k y s e l i n ( C 1 6 / C 1 8 ) , které se tvoří v p l a s t i d e c h ( Y e a t s a n d 

R o s e , 2 0 1 3 ) v několika c y k l e c h postupným prodlužováním dvouuhlíkatých A c e t y l - C o A 

( a c e t y l - k o e n z y m A ) j e d n o t e k syntázou mastných k y s e l i n ( F A S , f a t t y a c i d s y n t h a s e ) . 

Každý c y k l u s z a h r n u j e k o n d e n z a c i , r e d u k c i , d e h y d r a t a c i a r e d u k c i , k d e j a k o k o f a k t o r slouží 

A C P ( A c y l C a r r i e r P r o t e i n ) . Následně F a t t y Acyl-thioesteráza A či B ( F A T A , F A T B ) 

h y d r o l y z u j e C 1 6 / C 1 8 - A C P ( B o r i s j u k et al, 2 0 1 4 ) . D e - n o v o vytvářené mastné k y s e l i n y j s o u 

z plastidů přemístěny d o c y t o p l a s m y k endoplasmatickému r e t i k u l u pomocí 

k o m p l e x u e x p o r t u mastných k y s e l i n ( F A X , F a t t y A c i d E x p o r t ) , k d e díky syntetáze L A C S 

( L o n g C h a i n A c y l - C o e n z y m e A S y n t h a s e s , a c y l k o e n z y m A syntetáza s dlouhým řetězcem) 

reagují s k o e n z y m e m A z a t v o r b y F A - C o A ( F a t t y A c y l C o e n z y m A ) ( P u l s i f e r et al, 2 0 1 2 ; 

Y e a t s a n d R o s e , 2 0 1 3 ; B h a n o t et al, 2 0 2 1 ; Z h a o et al, 2 0 1 9 ) . Některé mastné k y s e l i n y m o h o u 

být konjugované n a a c y l - C o A pomocí L A C S už v membráně plastidů ( J e s s e n et al, 2 0 1 5 ; L i 

et al, 2 0 1 6 ) . Přičemž u húseničku rolního j e nepostradatelná a k t i v i t a d v o u z devíti L A C S , 

a t o L A C S 1 a L A C S 2 ( L u et al, 2 0 0 9 ; S c h n u r r et al, 2 0 0 4 ) . 

Poté se dráhy syntézy rozdělují a j s o u zakončené syntézou vosků či k u t i n u . Syntéza vosků 

pokračuje n a membráně endoplazmatického r e t i k u l a aktivací k o m p l e x u elongázy mastných 

k y s e l i n ( F A E , F a t t y A c i d E l o n g a s e ) prodlužující řetězec mastných k y s e l i n , o 2 uhlíky z a 

c y k l u s , n a t z v . mastné k y s e l i n y s v e l m i dlouhým řetězcem ( V L C F A , v e r y l o n g c h a i n f a t t y 

a c i d ) . Konkrétně vzniká V L C F A - a c y l - C o A s , které mají délku C 2 4 - C 3 6 ( Y e a t s a n d R o s e , 

2 0 1 3 ; B h a n o t etal, 2 0 2 1 ) . Membránově vázaný k o m p l e x elongáz se skládá z P - k e t o a c y l - C o A 

syntázy ( K C S ) , P - k e t o a c y l - C o A reduktázy ( K C R ) , 3 - h y d r o x y a c y l - C o A dehydratázy ( H C D ) 
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a e n o y l - C o A reduktázy ( E C R ) ( H a n et al, 2 0 0 2 ; B e a u d o i n et al, 2 0 0 2 ; K o h l w e i n et al, 2 0 0 1 ; 

H e g e b a r t h et al, 2 0 1 7 ; P a u l et al, 2 0 0 6 ; L i et al, 2 0 1 9 ) . Dále se k o m p o n e n t y vosků tvoří 

dvěma metabolickými c e s t a m i . Z a prvé c e s t o u acylové r e d u k c e , j i n a k také z v a n o u 

a l k o h o l o v o u , z e které vznikají primární a l k o h o l y a e s t e r y . Druhá j e dekarbonylační c e s t a , 

n e b o l i t z v . alkanová, k d y vznikjaí a l k a n y , sekundární a l k o h o l y , a l d e h y d y a k e t o n y ( L i et al, 

2 0 1 9 ; J o u b e s a n d D o m e r g u e , 2 0 1 8 ; B r o u n et al, 2 0 0 4 ) . Alkoholová dráha dává v z n i k 

sloučeninám se sudým počtem uhlíků, alkanová s lichým počte uhlíků. N e j častějším v o s k e m 

u húseničku rolního b y l zaznamenán a l k a n C 2 9 - C 3 3 ( S a m u e l s et al, 2 0 0 8 ) . Všechny 

nasyntetizované k o m p o n e n t y k u t i k u l y j s o u poté, d o s u d plně neprozkoumaným m e c h a n i s m e m , 

transponovány k p o v r c h u buňky. S k r z p l a z m a t i c k o u membránu j s o u přenášeny nejspíše A B C 

transportéry - A T P b i n d i n g c a s e t t e s ( D o et al, 2 0 1 8 ) , (známé j s o u u húseničku například 

A B C G 1 1 a A B C G 3 2 ( M c F a r l a n e et al, 2 0 1 0 ; B e s s i r e et al, 2 0 1 1 ) ) . Dalším možným 

způsobem t r a n s p o r t u j e exocytóza či přesun komponentů p r o t e i n y t r a n s p o r t u j ící l i p i d y - L T P 

( D e B o n o et al, 2 0 0 9 ; Y e a t s a n d R o s e , 2 0 1 3 ) (Obr. č. 2). 

Polymerization 
byCUS 

ŕ C e l l W i l l - T 1 
> > t | | | ( | M / | ( M t M i i i M i t i m t i M M i f f i l i i i m i 

PUsma membrane 

ABC transporters 

Obr. č. 2: Biosyntéza k u t i k u l y . Předpokládané dráhy t v o r b y k u t i n u a vosků při syntéze 

k u t i k u l y r o s t l i n . Podrobnější p o p i s v t e x t u ( B h a n o t e t a l . , 2 0 2 1 ) . 

U syntézy k u t i n u se předpokládají d v a možné scénáře, které se s n e j větší pravděpodobností 

doplňují. Enzymatický m e c h a n i z m u s z a h r n u j e a k t i v i t u k u t i n syntázy ( C U S , e u t i n s y n t h a s e ) . 

Druhý, neenzymatický p r o c e s , využívá k u t i n z o m y ( S t e p i n s k i et al, 2 0 2 0 ) . 
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Kutinové p r e k u r z o r y ( C 1 6 a C 1 8 , či F A - C o A ) j s o u v endoplazmatickém r e t i k u l u 

modifikovány n a m o n o a c y l g l y c e r o l y ( M A G ) a d i a c y l g l y c e r o l y ( D A G ) ( S t e p i n s k i et al, 2 0 2 0 ; 

M a n a n et al, 2 0 1 7 ; L i et al, 2 0 1 6 ) , což j e p r o v e d e n o v několika krocích, zahrnujících 

h y d r o x y l a c i konců (OD - uhlík) a středů řetězců mastných k y s e l i n (přesněji hydroxylázou 

c y t o c h r o m P 4 5 0 kódovanou r o d i n o u C Y P 8 6 A 4 a následně C Y P 7 7 A 6 ) či syntézu a c y l - C o A 

meziproduktů ( L i - B e i s s o n et al, 2 0 0 9 ) . Přesné pořadí jednotlivých kroků však není známo. 

Pokračující oxidací koncového uhlíku vznikají dikarboxylové k y s e l i n y , které u r o s t l i n , kromě 

húseničku, n e j s o u běžné ( F i c h et al, 2 0 1 6 ; Y e a t s a n d R o s e , 2 0 1 3 ; K u r d y u k o v et al, 2 0 0 6 b ) . 

N a k o n e c dochází k e s t e r i f i k a c i a vznikají m o n o a c y l g l y c e r o l y ( M A G ) 

a d i a c y l g l y c e r o l y ( D A G ) , katalyzované glycerol-3-fosfát-CoA acyltransferázou ( G P A T ) 

a diacylglycerolacyltransferázou ( D G A T 2 ) ( S t e p i n s k i et al, 2 0 2 0 ; L i et al, 2 0 1 6 ; M a n a n et 

al, 2 0 1 7 ) . G P A T 4 b y l a popsána u húseničku p r o k a t a l y z a c i esterifikační r e a k c e v květu ( L i -

B e i s s o n et al, 2 0 0 9 ) , zatímco G P A T 6 a G P A T 8 v l i s t e c h a s t o n k u ( L i et al, 2 0 0 7 ) . L i p i d y 

j s o u poté transponovány lipidovými tělísky o d endoplazmatického r e t i k u l a k buněčné stěně. 

D o t o h o t o t r a n s p o r t u se zapojují i m i k r o t u b u l y . Následně dochází v místě ukládání k u t i n u 

k p o l y m e r i z a c i pomocí k u t i n syntázy ( C U S , C u t i n S y n t h a s e ) ( S t e p i n s k i et al, 2 0 2 0 ) . Další 

či nověji popsaný přístup t r a n s p o r t u kutinových monomerů z a h r n u j e k u t i n z o m y , což j s o u 

částice o průměru 4 0 - 2 0 0 n m ( S t e p i n s k i et al, 2 0 2 0 ) studované u Ornithogalum 

umbellatum ( K w i a t k o w s k a et al, 2 0 1 4 ) a Arabidopsis thaliana ( S t e p i n s k i et al, 2 0 1 7 ) . T y t o 

částice b y l y poprvé připraveny i n v i t r o , n a základě pozorování samovolného sestavování 

hydroxymastných k y s e l i n d o n a n o s t r u k t u r ( H e r e d i a - G u e r r e r o et al, 2 0 0 8 ; S t e p i n s k i et al, 

2 0 2 0 ) . P o v r c h kutinzomů, oddělující lipidový o b s a h o d vodného prostředí c y t o p l a z m y , j e 

složen s hydrofilních karboxylových sloučenin, zatímco vnitřek z h y d r o x y k y s e l i n . Vytvořené 

k u t i n z o m y , které m o h o u přenášet i e n z y m y , j s o u transponovány m i k r o t u b u l y k buněkční 

stěně. T o , že obě syntetické dráhy k u t i n u spolupracují dosvědčuje f a k t , že v raných fázích 

vývoje k u t i k u l y b y l y identifikovány k u t i n z o m y a v pozdější fázi a k t i v i t a e n z y m u C U S 

( S t e p i n s k i et al, 2 0 2 0 ; Y e a t s et al, 2 0 1 2 ) . 
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2.2 Molekulární aspekty syntézy kutikuly 

D o s u d b y l a popsána řada genů podílející se n a syntéze k u t i k u l y ( P h i l i p p e et al, 2 0 2 0 ) . 

Následující t e x t p o s k y t u j e přehled p o u z e několika málo genů, které j s o u z a p o j e n y d o této 

dráhy. 

Již výše b y l a zmíněná glycerol-3-fosfát-acyltrasferáza ( G P A T ) měnící m o n o m e r y 

mastných k y s e l i n n a 2 - m o n o a c y l g l y c e r i d y ( S t e p i n s k i et al, 2 0 2 0 ; M a n a n et al, 2 0 1 7 ; L i et 

al, 2 0 1 6 ) . P o d t y p y G P A T 4 , G P A T 6 a G P A T 8 se podílejí n a defosforylační r e a k c i v syntéze 

k u t i n u ( P h i l i p p e et al., 2 0 2 0 ; Y a n g et al., 2 0 1 2 ) . O p r o t i t o m u n a s p o j ení monomenů k u t i n u b y l 

identifikován e n z y m D C R ( D E F E C T I N C U T I C U L A R R I D G E S ) , který patří d o stejné r o d i n y 

acyltransferáz ( B A H D ) j a k o B O D Y G U A R D ( B D G ) a C U T I N SYNTÁZA ( C U S ) ( S t e p i n s k i 

et al, 2 0 2 0 ) . D C R se podílí n a začlenění nejhojnější k y s e l i n y kutikulární 

m a t r i c e - 9(10),16-dihydroxy-hexadekanové k y s e l i n y . T a t o k y s e l i n a tvoří v k u t i k u l e 

a s i p o l o v i n u množství k u t i n u . Přitom b y l o zjištěno, že D C R může být aktivní j a k v c y t o s o l u 

n e b o i v plazmatické membráně a má v l i v primárně n a syntézu k u t i n u , jelikož u mutantních 

r o s t l i n s d e f e k t e m D R C b y l o množství epikutikulárních vosků nezměněno. Navíc se D C R 

účastní j a k o l i g o m e r i z a c e , t a k p o l y m e r i z a c e . A k t i v i t a D C R j e také nezbytná při d i f e r e n c i a c i 

epidermálních buněk, vývoji trichomů a zabránění fúze nadzemních orgánů ( P a n i k a s h v i l i et 

al, 2 0 0 9 ) . Další zmíněný g e n B D G kóduje a/p-hydrolázu, j e exprimován v epidermálních 

buňkách, a l e hromadí se v buněčné stěně. M u t a c e v B D G g e n u (bdg) způsobuje zvýšené 

množství vosků až o trojnásobek, a t o zejména alkanů ( C 2 9 , C 3 1 , C 3 3 ) ( K u r d y u k o v et al, 

2 0 0 6 a ) . Navýšení množství alkanů j e zřejmě způsobeno aktivací d e k a r b o n y lační c e s t y , která 

znamená změnu mastných k y s e l i n o sudém počtu uhlíků ( C 2 n ) n a a l d e h y d y a následně n a 

a l k a n y o lichém počtu uhlíků ( C 2 n - 1 ) ( C h e e s b r o u g h a n d K o l a t t u k u d y , 1 9 8 4 ; K u r d y u k o v et 

al, 2 0 0 6 a ) . U r o s t l i n b y l a také pozorována defektní k u r i k u l a (slabší i silnější, místy chybějící) 

p o d m i k r o s k o p e m , a l e následná plynová c h r o m a t o g r a f i e o d h a l i l a dvojnásobné až trojnásobné 

zvýšení množství lipidů. Výsledky s t u d i e naznačují, že B D G se spíše účastní zesíťování 

k u t i k u l y než její syntézy ( K u r d y u k o v et al, 2 0 0 6 a ) . Další s t u d i e ovšem uvádí jiné výsledky. 

Defektní r o s t l i n y b d g - 6 a b d g - 7 mají rovněž více k u t i n u v k u t i k u l e l i s t u , a l e při zkoumání listů 

mladších než 3 6 dní, b y l o množství k u t i n u o p r o t i k o n t r o l e o 6 0 % sníženo. Jestliže b y l BDG 

g e n exprimován p o d konstitutivním p r o m o t o r e m , b y l o množství k u t i n u navýšeno až čtyřikrát. 

B D G se n e j spíš účastní biosyntézy polyesterů, a t o zejména polynenasycených monomerů C 1 8 

( J a k o b s o n et al, 2 0 1 6 ) . 
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E n z y m H O T H E A D ( H T H ) s největší pravděpodobností k a t a l y z u j e další o x i d a c i již 

hydroxylovaného koncového uhlíku mastných k y s e l i n a tvoří t a k a l d e h y d o v o u a d r u h o u 

k a r b o x y l o v o u s k u p i n u ( K u r d y u k o v et al, 2 0 0 6 b ; F i c h et al, 2 0 1 6 ) . G e n KCS1 

( 3 - k e t o a c y l - k o e n z y m A syntáza 1 ) j e součástí r o d i n y dalších 2 0 genů ( j a k o j e např. FDD, 

FIDDLEAHEAD n e b o l i KCS10), které kódují P - k e t o a c y l - C o A syntázu prodlužující řetězec 

mastných k y s e l i n v průběhu biosyntézy k u t i k u l y ( J o u b e s et al, 2 0 0 8 ; P r u i t t et al, 2 0 0 0 ) . 

Dalším g e n e m zapojeným d o t v o r b y k u t i k u l y j e CER. U húseničku rolního b y l o popsáno 

několik CER genů účastnící se t v o r b y vosků ( K u n s t a n d S a m u e l s , 2 0 0 3 ) . G e n CER5 například 

kóduje ABC-transportér, potřebný k přenosu vosků přes p l a z m a t i c k o u membránu ( P i g h i n et 

al, 2 0 0 4 ) . CER2 a CER26 se podílí, stejně j a k o F A E k o m p l e x enzymů, n a prodlužování 

řetězců V L C a c y l - C o A n a řetězce delší než C 2 8 ( K o n g et al., 2 0 2 0 ; W a n g et al., 2 0 2 0 ; H a s l a m 

et al., 2 0 1 2 ; P a s c a l et al., 2 0 1 3 ) , přitom CER6 (CUT1, KCS6) se zdá být v biosyntéze vosků 

j a k o hlavní ( F i e b i g et al, 2 0 0 0 ) . M u t a c e v CER2 způsobuje hromadění voskových esterů, 

primárních alkoholů a C 2 6 a C 2 8 acylových s k u p i n ( K u n s t a n d S a m u e l s , 2 0 0 3 ) . G e n y CER1 

a CER3/WAX2 j s o u nejprobádanější. M u t a c e cerl způsobuje lesklé s t o n k y a sníženou syntézu 

alkanů. CER1 nejspíše kóduje aldehyddekarbonylázu měnící a l d e h y d y a a l k a n y , jelikož 

m u t a n t cerl měl zvýšený o b s a h aldehydů ( B o u r d e n x etal, 2 0 1 1 ; A a r t s etal, 1 9 9 5 ; S m i r n o v a 

et al, 2 0 1 3 ) . M u t a n t cer3 měl rovněž snížený o b s a h alkanů, a l e navíc i ketonů a aldehydů 

( C h e n et al., 2 0 0 3 ; Kuráta et al, 2 0 0 3 ; R o w l a n d et al., 2 0 0 7 ) . O b a g e n y (CER1 a CER3) přitom 

při přeměně V L C a c y l - C o - A n a a l k a n y spolupracují ( B e r n a r d et al, 2 0 1 2 ) . K a n n a n g a r a e t a l . 

( 2 0 0 7 ) v e své práci uvádějí, že t r a n s k r i p c e CER1 ( i CER2 a již zmíněného KCS1) j e 

kontrolována transkripčním f a k t o r e m W I N 1 / S H N 1 ( W A X I N D U C E R 1 / S H I N E 1 ) (dále j e n 

S H N 1 ) . 

3 Transkripční faktory 

Transkripční f a k t o r y j s o u důležitými regulátory genové e x p r e s e ( L u et al, 2 0 1 2 ) 

obsahující 4 domény (DNA-vazebné místo - D B D , doména regulující t r a n s k r i p c i - T R D , 

oligomerizační místo a nukleární lokalizační místo - N L S ) ( L u et al, 2 0 1 2 ; Z h a n g et al, 

2 0 2 0 ) . Transkripční f a k t o r y se váží n a p r o m o t o r cílových genů a j e j i c h přepis z D N A d o R N A , 

n a základě signálů v buňce, buď stimulují a n e b o potlačují ( L u et al, 2 0 1 2 ) . 

Zmíněný transkripční f a k t o r S H N 1 j e j e d e n z více j a k 2 0 0 0 transkripčních faktorů, 

které u húseničku rolního (Arabidopsis thaliana) n a j d e m e ( L u et al, 2 0 1 2 ) . Transkripční 
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f a k t o r y j s o u u húseničku klasifikovány d o několika r o d i n , j a k o j e b H L H ( B a s i c / h e l i x - l o o p -

h e l i x ) ( T o l e d o - O r t i z et al, 2 0 0 3 ) , M Y B ( M y e l o b l a s t o s i s ) ( R i e c h m a n n a n d R a t c l i f f e , 2 0 0 0 ) , 

či A P 2 / E R E B P ( A P E T A L A 2 / e t h y l e n e - r e s p o n s i v e e l e m e n t b i n d i n g p r o t e i n ) ( R i e c h m a n n a n d 

M e y e r o w i t z , 1 9 9 8 ) . A právě d o poslední jmenované r o d i n y patří i S H N 1 ( B r o u n et al, 2 0 0 4 ; 

A h a r o n i et al, 2 0 0 4 ) . 

A P 2 / E R E B P se vyznačuje t y p i c k o u 4 1 - 7 3 a m i n o k y s e l i n d l o u h o u A P 2 - D N A v a z e b n o u 

doménou ( F e n g et al, 2 0 0 5 ) . N a základě počtu této domény se A P 2 / E R E B P r o d i n a člení 

n a čtyři p o d r o d i n y - A P 2 ( A P E T A L A 2 ) , D R E B ( D e h y d r a t i o n - R e s p o n s i v e E l e m e n t B i n d i n g 

p r o t e i n s ) , E R F ( E t h y l e n e - R e s p o n s i v e F a c t o r ) a R A V ( R e l a t e d t o A B I 3 / V P 1 ) ( S a k u m a et al, 

2 0 0 2 ) . U húseničku rolního tvoří r o d i n u A P 2 / E R E B P 1 4 7 genů ( F e n g et al., 2 0 0 5 ) z a p o j ených 

d o růstu a vývoje r o s t l i n y (zejména reprodukčních orgánů) ( R i e c h m a n n a n d M e y e r o w i t z , 

1 9 9 8 ) , g e n y reagující n a s t r e s ( j a k o j e s u c h o , U V , c h l a d , zasolení či p a t o g e n y ) a hormonální 

ošetření (etylén, k y s e l i n a abscisová, k y s e l i n a j asmonová) ( G u t t e r s o n a n d R e u b e r , 2 0 0 4 ; F e n g 

et al, 2 0 0 5 ) . 

3.1 Transkripciu faktory SHN rodiny AP2/EREBP 

S H N l ( S H I N E 1 , W A X I N D U C E R 1 - W I N 1 ) b y l prvním zjištěným transkripčním 

f a k t o r e m podílejícím se n a tvorbě a ukládání vosků d o k u t i k u l y ( B r o u n et al, 2 0 0 4 ; A h a r o n i 

et al, 2 0 0 4 ) . Svůj název d o s t a l p o d l e f e n o t y p u , který t e n t o g e n v y k a z o v a l při nadměrné 

e x p r e s i - zvýšený o b s a h epikutikulárních vosků a l e s k l o s t listů ( B r o u n et al, 2 0 0 4 ) . S H N l má 

d v a h o m o l o g y - S H N 2 a S H N 3 . Proteinová s e k v e n c e S H N l ( 1 9 9 a m i n o k y s e l i n dlouhý 

p r o t e i n ) a S H N 2 ( 1 8 9 a m i n o k y s e l i n ) j e identická z 5 5 %, s e k v e n c e S H N 2 se S H N 3 

( 1 8 6 a m i n o k y s e l i n ) v y k a z u j e vyšší h o m o l o g i i ( 7 1 % ) ( A h a r o n i et al, 2 0 0 4 ; B r o u n et al, 

2 0 0 4 ) . Huseníček rolní má v diploidním s t a v u 1 0 chromozomů ( 2 n = 1 0 ) ( C h e n et al, 2 0 0 4 ) . 

G e n y p r o S H N transkripční f a k t o r y se nacházejí n a prvním (SHNl - A t l g l 5 3 6 0 ) či pátém 

( S f f l V 2 - A t 5 g l l l 9 0 , SHN3 - A t 5 g 2 5 3 9 0 ) c h r o m o z o m u ( T A I R ; B r o u n et al, 2 0 0 4 ) 

a z e sekvenčního h l e d i s k a obsahují p o u z e j e d e n i n t r o n , nacházející se 8 0 b p o d s t a r t k o d o n u 

( A h a r o n i et al, 2 0 0 4 ) . 

Všechny S H N p r o t e i n y mají n a N k o n c i A P 2 doménu, blízko C k o n c e se nachází j e d n a 

konzervovaná doména a uprostřed proteinové s e k v e n c e další ( N a k a n o et al, 2 0 0 6 ; A h a r o n i et 

al, 2 0 0 4 ) . E x p r e s e jednotlivých genů se také liší p o d l e j e j i c h d r u h u . SHNl j e nejvíce 

exprimován v květu a vkoření ( A h a r o n i et al, 2 0 0 4 ; K l e p i k o v a et al, 2 0 1 6 ) . O r t o l o g 
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kAtSHNl (popsaný u húseničku rolního) nalezený u e u k a l y p t u (EgrSHNl) měl také nejvyšší 

e x p r e s i SHN1 g e n u v květu ( M a r q u e s et al, 2 0 1 3 ) . E x p r e s e SHN1 g e n u u húseničku n e b y l a 

detekovatelná v e s t o n k u , l i s t e c h rostoucích n a s t o n k u či zralých l i s t e c h růžice ( A h a r o n i et al, 

2 0 0 4 ; K l e p i k o v a et al, 2 0 1 6 ) . O p r o t i t o m u B r o u n et al. ( 2 0 0 4 ) n e d e t e k o v a l i e x p r e s i S H N 1 

v kořeni. Méně výrazné G U S barvení b y l o pozorováno i u mladých listů růžice a v okolí 

trichomů ( A h a r o n i et al, 2 0 0 4 ) . SHN2 g e n j e hojně exprimován v mladých l i s t e c h ( K l e p i k o v a 

et al, 2 0 1 6 ) , rovněž b y l a j e h o e x p r e s e detekovatelná v šešulích při dozrávání s e m e n 

avprašníku ( A h a r o n i et al, 2 0 0 4 ) . G e n SHN3 v y k a z u j e nejvyšší e x p r e s i v šešulích 

( K l e p i k o v a et al, 2 0 1 6 ) . P o d l e A h a r o n i e t al. j e a l e j e h o e x p r e s e detekovatelná víceméně v e 

všech rostlinných orgánech. J e h o e x p r e s e v květu a v mladých l i s t e c h se nelišila o d oblastí 

e x p r e s e SHN1 g e n u . Výzkumníci také z j i s t i l i , že SHN3 g e n j e exprimován v místě poranění 

n a l i s t e c h s t o n k u , v samotném s t o n k u a v šešuli. 

SHN g e n y b y l y d o s u d studovány zejména v s o u v i s l o s t i s reakcí n a stresové podmínky 

( j a k o j e s u c h o n e b o napadení p a t o g e n e m ) ( H r m o v a a n d H u s s a i n , 2 0 2 1 ; B u x d o r f et al, 2 0 1 4 ; 

L i et al, 2 0 1 9 ) . T o , že se SHN g e n y skutečně účastní těchto i dalších reakcí v rostlině b y l o 

p o t v r z e n o změněnou expresí genů, n a které se S H N j a k o transkripční f a k t o r váže. S t u d i e S h i 

et. al. ( 2 0 1 1 ) i d e n t i f i k o v a l a g e n y u trojitého m u t a n t a s potlačenou expresí v SHN1, SHN2 

a SHN3 g e n e c h . U mutantních r o s t l i n vědci p o z o r o v a l i sfúzované květní orgány a d e f o r m a c i 

buněčné stěny pokožkové buňky. Celkově b y l o detekováno 3 8 diferenciálně exprimovaných 

genů. Vědci rozdělili ovlivněné g e n y d o několika podkategorií. 3 0 transkriptů mělo sníženou 

e x p r e s i , 8 zvýšenou. U 13 transkriptů b y l o zjištěno, že j s o u kontrolovány alespoň jedním S H N 

transkripčním f a k t o r e m . V e s t u d i i b y l y popsány g e n y spojené s m e t a b o l i s m e m m e t h i o n i n u 

j a k o j e BSMT1 ( S A M : k a r b o x y l m e t h y l transferáza) a ARD3 ( A c i d o r e d u k t o n dioxygenáza), 

g e n y spojené s redoxními r e a k c e m i , například GRXC11 ( G l u t a r e d o x i n - C ) a PRX02 

(peroxidáza), A t 2 g 4 3 6 2 0 (chitináza) zapojená d o reakcí při stresové odpovědi. V neposlední 

řadě b y l y detekovány i g e n y kódující e n z y m y vytvářející či degradující p e k t i n v buněčné stěně 

j a k o j e polygalakturonáza ADPG1, g e n y kódující strukturální p r o t e i n y buněčné stěny 

(například GRP - g l y c i n - r i c h - p r o t e i n ) ( S h i et al, 2 0 1 1 ) . T o , že S H N transkripční f a k t o r y mění 

buněčnou stěnu, b y l o pozorováno i u plodů rajčete (Solanum lycopersicum) s potlačenou 

expresí SHN3 g e n u . T y t o p l o d y měly pokožkové buňky se silnější a jasně odlišitelnou 

primární buněčnou stěnou ( S h i et al, 2 0 1 3 ) . 

Dále b y l u húseničku s R N A interferencí v e všech třech SHN g e n e c h detekován H P R P 

(hydroxyproline-bohatý g l y k o p r o t e i n ) také zapojený d o syntézy buněčné stěny. U všech 

1 2 



těchto příkladných genů b y l o p o t v r z e n o , že se n a ně váže alespoň j e d e n transkripční f a k t o r 

S H N . U r o s t l i n se také d e t e k o v a l a snížená e x p r e s e g e n u kódující A B C transportér 

či transportér draslíku. U mutantních r o s t l i n se změnila i e x p r e s e genů podílející se n a 

biosyntéze lipidů ( S h i e t al, 2 0 1 1 ) . 

3.2 SHINE (SHN) transkripční faktory ovlivňují geny 

zapojené do tvorby kutikuly 

F u n k c e SHN genů b y l a nejvíce studována n a húseničku rolním ( B r o u n et al, 2 0 0 4 ; Y a n g 

et al, 2 0 1 1 ) . Dále b y l y např. n a rajčeti (Solanum lycopersicum) ( B u x d o r f et al, 2 0 1 4 ; A l -

A b d a l l a t etal, 2 0 1 4 ) , pšenici {Triticum turgidum) ( D j e m a l a n d K h o u d i , 2 0 1 5 ) či balhovičníku 

(Eucalyptus) ( M a r q u e s et al, 2 0 1 3 ) n a l e z e n y j e j i c h o r t o l o g y ( L i et al, 2 0 1 9 ; B u x d o r f et al, 

2 0 1 4 ) . N a základě změněné e x p r e s e několika genů podílející se n a biosyntéze k u t i n u a vosků 

v k u t i k u l e u mutantních r o s t l i n se předpokládá, že b y S H N m o h l y být transkripčními f a k t o r y 

této dráhy. T o , že se přinejmenším S H N 1 podílí n a biosyntéze k u t i k u l y , nasvědčuje i f a k t , 

že n a základě m i c r o a a r a y analýzy j s o u předpokládané g e n y společně se SHN1 exprimovány 

v pokožkových buňkách, k d e probíhá i syntéza k u t i n u ( K a n n a n g a r a et al, 2 0 0 7 ; S u h et al, 

2 0 0 5 ) . Zvláště silná e x p r e s e b y l a v korunních lístcích ( K a n n a n g a r a et al, 2 0 0 7 ) . 

Zatím p o u z e u několika genů b y l a zjištěna přímá v a z b a alespoň j e d n o h o z e S H N 

transkripčních faktorů n a p r o m o t o r o v o u o b l a s t cíleného g e n u . Prvním, n a základě 

chromatinové i m u n o p r e c i p i t a c e potvrzeným g e n e m , který j e součástí dráhy k u t i n u i v o s k u j e 

LACS2 (LONG CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 2 ) , n a který se váže S H N 1 ( K a n n a n g a r a et 

al, 2 0 0 7 ; S c h n u r r et al, 2 0 0 4 ) . Dalšími cílenými g e n y , zapojenými d o biosyntézy lipidů, 

j s o u p o d l e S h i et. al. ( 2 0 1 1 ) RXF26 ( G D S L m o t i v lipáza/hydroláza), CYP86A7 a CYP86A4 

( c y t o c h r o m P 4 5 0 ) , BDG3 (hydroláza podobná BDG1) a FAR1 (reduktáza mastných k y s e l i n ) . 

Zajímavé j e , že S h i et. al. ( 2 0 1 1 ) n e p o t v r d i l i v a z b u S H N 1 n a LACS2. 

Práce K a n n a n g a r a e t al. ( 2 0 0 7 ) n a húseničku rolním, jež měl zvýšenou e x p r e s i SHN1 g e n u , 

uvádí, že S H N 1 i n d u k u j e nejdříve g e n y spojené s k u t i n e m , kdežto g e n y spojené s dráhou 

syntézy vosků ( j a k o j e CER1, CER2, KCS1) se aktivují se zpožděním čili j e možné, že mají 

i další regulátory t r a n s k r i p c e . V květu i d e n t i f i k o v a l i navýšení voskových složek, zejména 

alkanů C 3 1 a alkoholů C 2 8 . Rovněž i v l i s t u došlo k navýšení o b s a h u vosků. Také zvýšená 

e x p r e s e SHN3 g e n u z rajčete ( o r t o l o g SISHN3) v húseničku v e d l a k navýšení vosků (alkanů, 
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aldehydů, mastných k y s e l i n ) a k u t i n u (mastných k y s e l i n , dikarboxylových mastných k y s e l i n , 

o > hydroxylových mastných k y s e l i n ) v l i s t e c h růžice. T y t o transgenní r o s t l i n y 35S:SISHN3 

měly l i s t y rovněž lesklejší a p o okrajích zvlněné t a k , j a k b y l o popsáno u r o s t l i n se zvýšenou 

expresí SHN1 g e n u ( S h i et al, 2 0 1 3 ; A h a r o n i et al, 2 0 0 4 ) . A h a r o n i et al. ( 2 0 0 4 ) se také 

zabývali f e n o t y p e m u húseničku rolního ( e k o t y p W S , W a s i l e v s k i j a ) se zvýšenou expresí 

SHN1 g e n u . Výsledky také ukázaly, že t y t o r o s t l i n y měly v k u t i k u l e l i s t u více vosků. B r o u n 

e t a l . ( 2 0 0 4 ) také uvádí, že při konstitutivně exprimovaném SHN1 g e n u j e u r o s t l i n húseničku 

až 4 , 5 krát navýšena a k u m u l a c e vosků v k u t i k u l e listů, zvýšení j e také n a stoncích. 

P o d m i k r o s k o p e m b y l y n a p o v r c h u k u t i k u l y k vidění také voskové k r y s t a l y . S navýšením 

vosků při zvýšené e x p r e s i SHN1 g e n u , stejně j a k o v předešlé práci K a n n a n g a r a n et al. ( 2 0 0 7 ) , 

k o r e l u j e i navýšení e x p r e s e genů zapojených d o t v o r b y v o s k u - CER1, CER2, KCS1. 

U kutinových genů s t u d i e K a n n a n g a r a et al. ( 2 0 0 7 ) uvádí navýšení e x p r e s e u LACS2 g e n u , 

zároveň u g e n u podobného HTH (HOTHEAD), u genů kódující e n z y m c y t o c h r o m P 4 5 0 

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

acyltransferáze, stimulující biosyntézu lipidů. E n z y m H T H s n e j větší pravděpodobností 

k a t a l y z u j e o x i d a c i již hydroxylovaného koncového uhlíku mastných k y s e l i n a vytváří t a k 

n a mastných kyselinách a l d e h y d o v o u a d r u h o u k a r b o x y l o v o u s k u p i n u ( K u r d y u k o v et al, 

2 0 0 6 b ; F i c h et al., 2 0 1 6 ) . T o , že b y se všechny t y t o g e n y popsané v článku K a n n a n g a r a e t al. 

( 2 0 0 7 ) m o h l y podílet n a k a t a l y z a c i složek k u t i n u , b y l o navrženo díky d e t e k c i dvojnásobného 

navýšení o b s a h u nejběžnějších složek k u t i n u - ro-hydroxy mastných k y s e l i n 

a mono/polynenasycené dioických k y s e l i n v l i s t e c h a květu húseničku. 

N a p r o t i t o m u b y l o navrženo, že snížení e x p r e s e SHN1 g e n u v květu má n a o b s a h k u t i n u 

opačný účinek, t e d y snížení, v porovnání se zvýšenou expresí SHN1, přestože celkové 

množství k u t i n u ( i vosků) práce neuvádí, p o u z e o b s a h jednotlivých složek. V e voscích b y l 

o b s a h a l k a n u C 3 1 a mastné k y s e l i n y C 3 8 mírně navýšen, stejně j a k o u r o s t l i n se zvýšenou 

expresí SHN1, a l e n a d r u h o u s t r a n u o b s a h mastných k y s e l i n C 2 4 se snížil. Významnější 

snížení kutinových sloučenin ( k y s e l i n y dioové a ro-hydroxymastných k y s e l i n ) b y l detekován 

v korunních lístcích ( o p r o t i zkoumání celého květu), k d e s největší pravděpodobností 

nedochází k r e d u n d a n c i se SHN3 g e n e m ( K a n n a n g a r a et al, 2 0 0 7 ) . T o , že g e n y působí 

redundantně uvádí i S h i e t al. ( 2 0 1 1 ) rovněž při s t u d i u húseničku rolního, a l e n a rostlině, která 

měla potlačenou e x p r e s i v e všech třech g e n e c h SHN (SHN1, SHN2, SHN3). Z j i s t i l i , že S H N 3 

transkripční f a k t o r j e univerzální, neboť nasedá n a p r o m o t o r všech tří SHN genů. E x p r e s i 

SHN1 g e n u také řídí S H N 2 transkripční f a k t o r a SHN2 g e n u S H N 1 transkripční f a k t o r . Vědci 
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u t o h o t o rostlinného m u t a n t a z j i s t i l i také méně k u t i n u v k u t i k u l e . V k u t i k u l e korunních lístků 

b y l stejně j a k o v předchozí práci K a n n a n g a r a e t al. ( 2 0 0 7 ) zaznamenán snížený o b s a h k u t i n u 

( z d e o 4 8 % celkového o b s a h u ) zejména díky menšímu množství k y s e l i n y diové 

a OD - hydroxymastné k y s e l i n y . Změnu o b s a h u vosků v květu či v l i s t e c h , stejně j a k o množství 

k u t i n u v k u t i k u l e l i s t u , n e d e t e k o v a l i . Všechny g e n y podílející se n a m e t a b o l i s m u lipidů 

(CYP86A7 a CYP86A4, BDG3, FAR1, RXF26 a další 2 g e n y kódující G D S L - m o t i v 

lipázu/hydrolázu) měly v mutantních rostlinách sníženou e x p r e s i . Kromě posledních 

zmíněných hydroláz b y l y všechny g e n y aktivovány všemi třemi transkripčními f a k t o r y 

S H N - S H N 1 , S H N 2 , S H N 3 ( S h i e t al, 2 0 1 1 ) . V k u t i k u l e p l o d u rajčete s potlačením 

transkripčního f a k t o r u S H N 3 (SlSHN3),jež b y l a d a l e k o slabší, b y l o naměřeno menší množství 

kutinových monomerů ( o 6 0 % ) , a také vosků, n a rozdíl o d předešlých jmenovaných prací 

n a húseničku rolním. P o t v r z e n o t o b y l o d e t e k o v a n o u inhibicí d v o u cytochromů P 4 5 0 

( C Y P 8 6 A 6 8 , C Y P 8 6 A 6 9 ) , n a něž se přímo vázal S 1 S H N 3 transkripční f a k t o r a také g e n y 

SIHTH, SILACS2 ( S h i et al, 2 0 1 3 ) . 

4 Regulace vývoje pokožkových buněk rostlin 

v souvislosti se SHN transkripčními faktory 

Vědecká práce z r o k u 2 0 0 4 uvádí, že transkripční f a k t o r S H N 1 má v l i v n a pokožkové 

buňky. U mutantů húseničku rolního ( e k o t y p W S ) s navýšenou e x p r e s e SHN1 g e n u z j i s t i l i 

méně vyvinutých průduchů n a spodní straně l i s t u v k o n t r a s t u s divokým t y p e m r o s t l i n y . B y l a 

u n i c h rapidně snížena j a k průduchová h u s t o t a ( S D ) , t a k i průduchový i n d e x ( S I ) , který b y l 

nižší o 4 1 % ( A h a r o n i et al, 2 0 0 4 ) . Snížení S D h o d n o t y p o z o r o v a l i i v další práci n a l i s t e c h 

húseničku p o i n d u k c i e x p r e s e g e n u SHN1 ( Y a n g et al, 2 0 1 1 ) . 

Dráha vývoje průduchů v pokožce r o s t l i n , s k r z e které r o s t l i n a vyměňuje p l y n y s okolním 

prostředím, j e g e n e t i c k y daná a řízená podmínkami vnějšího prostředí. J e známo, že vyšší 

p r o c e n t o o x i d u uhličitého v e v z d u c h u v e d e k vývoji menšího počtu průduchů ( W o o d w a r d , 

1 9 8 7 ; E n g i n e e r et al, 2 0 1 6 ) či že světlo n a o p a k s t u m u l u j e j e j i c h vývoj ( W a n g et al, 2 0 2 1 ) . 

Následující t e x t p o p i s u j e vývoj průduchů p r o huseníček rolní, zástupce dvouděložných r o s t l i n 

(Obr. č. 3). Vývoj průduchů začíná v době, k d y se protodermální buňka d i f e r e n c u j e buď 

n a dlaždicovou buňku ( P v C ) a n e b o n a meristemoidní mateřskou buňku ( M M C ) ( L a u a n d 
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B e r g m a n n , 2 0 1 2 ; T o r i i , 2 0 2 1 ) . O s u d protodermální buňky j e řízen dvěma transkripčními 

f a k t o r y A t M L l a P D F 2 ( L u et al, 1 9 9 6 ; A b e et al, 2 0 0 3 ; T a k a d a et al, 2 0 1 3 ) . V případě, 

že v z n i k n e M M C , začne se a s y m e t r i c k y dělit n a m e r i s t e m o i d a s e s t e r s k o u buňku 

m e r i s t e m o i d u ( S L G C ) . M e r i s t e m o i d se dále několikrát dělí t a k , a b y h o o b k l o p o v a l y j e n S L G C 

a sousední buňkou n e b y l m e r i s t e m o i d , z e kterého b y m o h l v z n i k n o u t průduch ( T o r i i , 2 0 2 1 ; 

P i l l i t t e r i a n d T o r i i , 2 0 1 2 ; L a u a n d B e r g m a n n , 2 0 1 2 ) . N e b y l o b y v t o m t o případě dodrženo 

p r a v i d l o " o n e c e l l s p a c i n g r u l e " ( H a r a et al, 2 0 0 7 ) . M e r i s t e m o i d se poté může d i f e r e n c o v a t 

n a mateřskou buňku průduchů ( G M C ) , která se s y m e t r i c k y rozdělí a dá v z n i k průduchu ( G C ) 

( W a n g et al, 2 0 2 1 ; T o r i i , 2 0 2 1 ; Z h a o a n d S a c k , 1 9 9 9 ) . 

( S E R K B Ä K T ) 
.ERL1 T Í H nu) 

( T M M ) V 

I 
Y D A 

I M K K 4 5 I 
Y D A 

HDG2\ p f 
AtMLl J ^ - - MUTE SPCH 

\ \ 
\ SLGC , — v 

Protoderm MMC 

Pavement ce« 

SCAP1 
FL P MY888 

Merislenvoid 

FAMA 

/ x " I 

Sloma 
(GCs) 

Obr. č. 3: Dráha vývoje průduchů z protodermální buňky j e řízena n a několika místech, 

zahrnující j a k pozitivní (označeno šipkou), t a k negativní (označeno obráceným písmenem T ) 

regulátory. Bližší p o p i s v t e x t u ( T o r i i , 2 0 2 1 ) . 

K r e g u l a c i vývoje průduchů j e potřeba několik transkripčních faktorů. Hlavními z n i c h , 

které pozitivně ovlivňují j e j i c h vývoj, j s o u b H L H ( b a s i c h e l i x - l o o p - h e l i x ) transkripční f a k t o r y 

S P E E C H L E S ( S P C H ) , M U T E a F A M A ( O h a s h i - I t o a n d B e r g m a n n , 2 0 0 6 ; W a k e e l et al, 

2 0 2 1 ) . 

S P C H , který d i m e r i z u j e s I C E 1 ( I N D U C E R O F C B F E X P R E S S I O N 1 ) n e b o se S C R E A M 

( S C R M ) , alternativně s h o m o l o g y I C E 2 či S C R M 2 ( K a n a o k a et al, 2 0 0 8 ) určuje, z d a l i se 
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z protodermální buňky s t a n e M M C a posléze m e r i s t e m o i d . S P C H t e d y p o d p o r u j e první 

asymetrické dělení M M C a také p r o l i f e r a c i m e r i s t e m o i d u ( W a k e e l et al, 2 0 2 1 ; T o r i i , 2 0 2 1 ) . 

A k t i v i t a S P C H j e potlačena kaskádou receptorových komplexů E R ( E R E C T A ) a T M M ( T O O 

M A N Y M O U T H ) ( L a u a n d B e r g m a n n , 2 0 1 2 ) , t y t o r e c e p t o r y navíc spolupracují 

s k o r e c e p t o r e m S E R K / B A K 1 ( S O M A T I C E M B R Y O G E N E S I S R E C E P T O R - L I K E 

K I N A S E S ) ( M e n g et al, 2 0 1 5 ) , a j a k o l i g a n d váží E P F 2 ( E P I D E R M A L P A T T E R N I N G 

F A C T O R 2 ) ( H u n t a n d G r a y , 2 0 0 9 ) . E P F 2 , který j e indukován S P C H , zodpovídá z a t o , 

a b y se v pokožce nevytvořily d v a průduchy v e d l e s ebe ( L a u a n d B e r g m a n n , 2 0 1 2 ) . Následuje 

a k t i v a c e M A P K ( M I T O G E N - A C T I V A T E D P R O T E I N K I N A S E ) , která fosforylací znemožní 

d i f e r e n c i a c e buněk a vývoj průduchu ( L a m p a r d et al, 2 0 0 8 ; P u t a r j u n a n et al, 2 0 1 9 ) . M A P K 

kaskáda se skládá z Y O D A - M K K 4 / 5 - M P K 3 / 6 ( B e r g m a n n et al, 2 0 0 4 ; W a n g et al, 2 0 0 7 ) . 

N a p r o t i t o m u j e S P C H pozitivně regulován S T O M A G E N E M ( n e b o l i E P F L 9 ) , 

který se j a k o l i g a n d váže n a r e c e p t o r místo E P F 2 , čímž se d e a k t i v u j e M A P K reprimující 

kaskáda ( W a n g et al, 2 0 2 1 ; L e e et al, 2 0 1 5 ) . Také b y l o zjištěno, že a k t i v i t a p e p t i d u 

S T O M A G E N u j e závislá n a světle. Z a světla se totiž d e a k t i v u j e C O P 1 ( C O N S T I T U T I V E 

P H O T O M O R P H O G E N I C 1 ) u b i q u i t i n E 3 ligáza, která b y v e tmě v m e z o f y l u r e p r i m o v a l a 

transkripční f a k t o r E L O N G A T E D H Y P O C O T Y L 5 ( H Y 5 ) stimulující e x p r e s i 

S T O M A G E N u . S T O M A G E N se poté v extracelulárním p r o s t o r u j a k o l i g a n d váže n a již 

známý receptorový k o m p l e x E R - T M M ( W a n g et al, 2 0 2 1 ) . 

Poté, c o j e vytvořeno už d o s t S L G C buněk, podpoří transkripční 

f a k t o r y H D - Z I P I V ( H D G 2 a A t M L l ) a k t i v a c i M U T E , který společně s S C R M zastaví 

p r o l i f e r a c i m e r i s t e m o i d u a d o j d e k d i f e r e n c i a c i n a G M C ( P i l l i t t e r i et al, 2 0 0 7 ; K a n a o k a et al, 

2 0 0 8 ; T o r i i , 2 0 2 1 ) . Rovněž i a k t i v i t a M U T E může být p o z a s t a v e n a M A P K kaskádou, a l e z d e 

h r a j e r o l i k o m p l e x l i g a n d - r e c e p t o r E P F 1 - E R L 1 - T M M , k d e rovněž j a k o u E P F 2 dochází 

k zpětnovazebně smyčce ( Q i et al, 2 0 1 7 ; H a n et al, 2 0 1 8 ) . N a k o n e c F A M A - S C R M započne 

symetrické dělení G M C a d o j d e k vytvoření póru průduchu, G C . Omezení přílišného 

symetrického dělení G M C , j e kontrolováno M Y B p r o t e i n e m F L P ( F O U R L I P S ) a j e h o 

p a r a l o g e m M Y B 8 8 ( O h a s h i - I t o a n d B e r g m a n n , 2 0 0 6 ; K a n a o k a et al, 2 0 0 8 ; L a i et al, 2 0 0 5 ) . 

Transkripční f a k t o r S C A P 1 ( S T O M A T A C A R P E N T E R 1 ) , exprimovaný až v e vytvořených 

průduších, z a s e k o n t r o l u j e m o r f o g e n e z i průduchů a podílí se n a kódování genů potřebných 

k j e j i c h správnému fungování j a k o j e např. proteinový kanál p r o draslík K + ( N e g i etal, 2 0 1 3 ) . 
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Kromě průduchů j s o u v pokožce r o s t l i n také t r i c h o m y . T y se rovněž tvoří 

z protodermálních buněk ( B e r n a l - G a l l a r d o et al, 2 0 2 3 ) , a l e přestože j e j i c h vývojová dráha 

se liší o d průduchové, mají i t a k některé společné hráče. Jejím např. T M M , jež při nadměrné 

e x p r e s i snižuje počet trichomů i j e j i c h větvení ( T o r i i , 2 0 2 1 ; Y a n et al, 2 0 1 4 ) . Také S P C H 

b y m o h l hrát v e vývoji trichomů určitou r o l i , jelikož při j e h o zvýšené e x p r e s i se navýšila 

i e x p r e s e genů zapojených d o t v o r b y trichomů {MYCÍ aETC3) ( T o r i i , 2 0 2 1 ; A d r i a n et al, 

2 0 1 5 ) . Autoři K u m a r et al. ( 2 0 1 7 ) v e své p u b l i k a c i též zveřejňují, že u p s t r e a m o b l a s t g e n u 

SHN2 h r a j e při vytváření trichomů u r o s l i n r o l i . 

Dalším f e n o t y p e m u m u t a n t a s potlačenou expresí v SHN1 g e n u , j s o u téměř 

nedetekovatelné t r i c h o m y n a prvních pravých l i s t e c h růžice. T y t o t r i c h o m y n e b y l y navíc 

t y p i c k y p r o huseníček rolní trojvětvené a l e j e n jednovětvené a j e j i c h l o k a c e b y l a primárně 

p o okrajích listů ( A h a r o n i et al, 2 0 0 4 ) . Z e b y S H N transkripční f a k t o r y m o h l y cílit i n a g e n y 

účastnící se d i f e r e n c i a c e pokožkových buněk, b y l o zjištěno v k u t i k u l e p l o d u rajčete, 

k d e transkripční f a k t o r S 1 S H N 3 ( o r t o l o g A T S H N 3 ) o v l i v n i l e x p r e s i g e n u SIMIXTA, podílející 

se n a s p e c i f i k a c i a r e g u l a c i buněčné d i f e r e n c i a c e ( S h i et al, 2 0 1 3 ; B r o c k i n g t o n et al, 2 0 1 3 ) . 

S h i et al. ( 2 0 1 1 ) také p o z o r o v a l i změněný p o v r c h korunních lístků u trojitého m u t a n t a 

húseničku s potlačenou expresí v SHN1, SHN2, SHN3 g e n e c h . Buňky b y l y o p r o t i kontrolní 

rostlině méně protáhlé a l e spíše kompaktní, neměly t a k členitý p o v r c h a měly m e z i s e b o u větší 

m e z e r y . O p r o t i t o m u předchozí zmíněná s t u d i e p o z o r o v a l a u r o s t l i n y se zvýšenou expresí 

SHN1 g e n u n a korunních lístcích buňky j a k protáhlejšího t v a r u , t a k t y p i c k y kužel ovité 

( A h a r o n i et al., 2 0 0 4 ) . 
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5 Praktická část 

5.1 Cíle práce 

1. Potvrdit následující hypotézy: 

1.1 Vývoj průduchů a k u t i k u l y l i s t u ( u Arabidopsis thaliana) má n a molekulární úrovni 

propojené dráhy. SHN (SHINE) j e jedním z genů, který j e d o t o h o t o společného vývoje 

z a p o j e n . 

2 . 2 Zvýšená e x p r e s e SHN g e n u v e d e k vývoj i menšího počtu průduchů v e p i d e r m i s 

a zvýšenému o b s a h u vosků v k u t i k u l e l i s t u . Snížená e x p r e s e S H N g e n u má opačný e f e k t . 

2. Záměry práce: 

2 . 1 I d e n t i f k o v a t homozygotní mutantní r o s t l i n y v S H N g e n e c h (SHN 1; SHN2; SHN3) 

z vytipovaných S A L K linií. 

2 . 2 A n a l y z o v a t u vybraných linií e x p r e s i genů SHN pomocí q P C R a c h a r a k t e r i z o v a t j e j i c h 

f e n o t y p z h l e d i s k a o b s a h u vosků v k u t i k u l e a počtu průduchů n a l i s t u . 

2 . 3 Z j i s t i t relativní e x p r e s i určitých genů zapojených d o vývoje průduchů a k u t i k u l y l i s t u . 

5.2 Materiál a metody 

5.2.1 Rostlinný materiál a podmínky pěstování 

Výše uvedené hypotézy b y l y zkoumány n a l i s t e c h modelové r o s t l i n y húseničku rolního 

(Arabidopsis thaliana (L. Heynh)). Huseníček rolní j e planě rostoucí r o s t l i n a z čeledi 

brukvovité (Brassicaceae) ( K o l e et al, 2011), která měla poprvé osekvenovaný g e n o m v r o c e 

2 0 0 0 ( K a u l et al, 2 0 0 0 ) . P o d l e n e j novějšího sekvenování ( 2 0 1 6 ) b y l o v g e n o m u 

identifikováno 2 7 6 5 5 protein-kódujících genů, které se díky alternativnímu s p l i c i n g u 

přepisují d o 4 8 3 5 9 transkriptů ( C h e n g , 2 0 1 6 ) . R o s t l i n a se vyznačuje malým g e n o m e m , 

rychlým reprodukčním c y k l e m , dostupností celých kolekcí mutantů (např. S A L K ) , a p r o t o 

b y l a z v o l e n a j a k o vhodný kandidát. 
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Homozygotní l i n i e v SHN (SHINE) g e n u - S HNI, SHN2 n e b o SHN3 - b y l y vybrány 

z heterozygotních linií, n a bázi e k o t y p u C o l u m b i a , s T - D N A inzercí (Agrobacterium 

t r a n s f e r r e d D N A ) z k o l e k c e S a l k I n s t i t u t e G e n o m i c A n a l y s i s L a b o r a t o r y . S e m e n a b y l a 

objednána z databáze N A S C i n s t i t u t ( A l o n s o et al, 2 0 0 3 ) . J a k o kontrolní v a r i a n t a ( W T , w i l d 

t y p e ) sloužil e k o t y p C o l u m b i a ( C o l - 0 ) . Následující t a b u l k a (Tab. č. 1) uvádí s e z n a m 

testovaných T - D N A transformovaných linií i l o k a c i jednotlivých SHN genů 

n a c h r o m o z o m e c h . 

Tab. č. 1: S e z n a m testovaných S A L K mutantních linií s T - D N A inzercí, l o k a c e SHN1, 

SHN2 či SHN3 g e n u n a c h r o m o z o m u a komerční název objednaných s e m e n . 

Lokace Gen S A L K název/ NASC ID 
A t l g l 5 3 6 0 SHN1 S A L K _ 0 3 0 9 0 5 / N 5 3 0 9 0 5 
A t l g l 5 3 6 0 SHN1 S A L K 0 5 1 7 0 1 / N 5 5 1 7 0 1 
A t 5 g l l l 9 0 SHN2 S A L K 1 3 5 0 0 5 / N 6 3 5 0 0 5 
A t 5 g l l l 9 0 SHN2 S A L K _ 0 5 0 8 5 3 / N 5 5 0 8 5 3 
A t 5 g l l l 9 0 SHN2 S A L K 0 4 3 8 6 8 C / N 6 6 5 8 8 7 
A t 5 g 2 5 3 9 0 SHN3 S A L K _ 0 4 0 1 9 8 / N 5 4 0 1 9 8 

Před výsevem b y l a semínka ošetřena p r o t i výskytu škůdců (inkubována 2 d n y při 3 7 °C 

a n a další 2 d n y při - 2 0 °C) a povrchově sterilizovaná v l , 5 m l r o z t o k u ( S a v o : destilovaná v o d a 

( 1 : 9 ) , d e t e r g e n t ) 15 m i n u t , poté 3 x p r o m y t a sterilní d e s t i l o v a n o u v o d o u . Následně b y l a s e m e n a 

v y s e t a v e F l o w b o x u ( F l o w F A S T H ) d o P e t r i h o m i s e k s a g a r e m ( 1 / 2 M u r a s h i g e - S k o o g ( M S ) 

médium s vitamíny ( D u c h e f a ) , 1 , 5 % sacharóza ( D u c h e f a ) , 0 , 8 % a g a r ( S i g m a ) ) . S e m e n a klíčila 

v e F y t o t r o n u ( S n i j d e r s S c i e n t i f i c ) n a světle o intenzitě 6 0 u m o l * m ~ 2 * s ~ \ při fotoperiodě 1 6 / 8 h , 

teplotě 2 2 °C v e d n e a 18°C v n o c i , v l h k o s t i 9 0 - 1 0 0 % . Klíční r o s t l i n k y b y l y p o jedné 

přesazeny d o květináčků. R o s t l i n y r o s t l y v e skleníku n a světle o intenzitě 2 0 0 u m o l * m ~ 2 * s ~ \ 

délce d n e 1 6 h o d i n , teplotě 19°C d e n / 18°C n o c a 7 0 % v l h k o s t i . 

Další g e n e r a c e ( T I ) homozygotních r o s t l i n vybraných pomocí genotypování (Tab. č. 2) 

b y l a pěstována v h y d r o p o n i i (světlo zářivky 2 0 0 u m o l * m ~ 2 * s " \ l O h d e n / 1 4 h n o c , t e p l o t a 

2 2 °C d e n / 1 8 °C n o c , v l h k o s t 5 5 % ) v e F y t o t r o n u ( S n i j d e r s S c i e n t i f i c ) (Příloha č. 1 A). 

D o nádob b y l n a l i t VA Hoaglandův r o z t o k ( H o a g l a n d a n d A r n o n , 1 9 5 0 ) , který se měnil 

p o 1 4 d n e c h . Složení H o a g l a n d o v a r o z t o k u j e k d i s p o z i c i v Příloze č. 2. L i n i e 

S A L K _ 1 3 5 0 0 5 / N 6 3 5 0 0 5 b y l a vynechána, kvůli malému počtu získaných s e m e n 

s homozygotními a l e l a m i . 
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Tab. č. 2: T I g e n e r a c e homozygotních r o s t l i n v T - D N A i n z e r c i , u nichž b y l dále zjišťován 

f e n o t y p a e x p r e s e genů. T a b u l k a uvádí i l o k a c i T - D N A i n z e r c e n a c h r o m o z o m u . 

Lokace Gen S A L K název/ NASC ID Lokace T-DNA inzerce 
A t l g l 5 3 6 0 SHN1 S A L K _ 0 3 0 9 0 5 / N 5 3 0 9 0 5 Mezigenová 
A t l g l 5 3 6 0 SHN1 S A L K _ 0 5 1 7 0 1 / N 5 5 1 7 0 1 Mezigenová 
A t 5 g l l l 9 0 SHN2 S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C / N 6 6 5 8 8 7 Mezigenová 
A t 5 g l l l 9 0 SHN2 S A L K _ 0 5 0 8 5 3 / N 5 5 0 8 5 3 Kódující s e k v e n c e 
A t 5 g 2 5 3 9 0 SHN3 S A L K _ 0 4 0 1 9 8 / N 5 4 0 1 9 8 Mezigenová 

V dalším opakování j s m e se soustředili p o u z e n a m u t a n t y v g e n e c h SHN2 

( S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C / N 6 6 5 8 8 7 , S A L K _ 0 5 0 8 5 3 / N 5 5 0 8 5 3 ) a SHN3 ( S A L K _ 0 4 0 1 9 8 / N 5 4 0 1 9 8 ) 

r o s t l i n y . M u t a n t y v g e n u SHN1 b y l y vynechány kvůli v e l m i mírné změně relativní e x p r e s e 

v SHN1 g e n u a f e n o t y p u . R o s t l i n y b y l y rovněž pěstovány v h y d r o p o n i i v VA Hoaglandově 

r o z t o k u ( 1 0 h d e n / 1 4 h n o c , t e p l o t a 2 2 °C d e n / 1 8 °C n o c , v l h k o s t 5 5 %, světlo 

1 5 0 u m o P m - ^ s " 1 ) (Příloha č. 1 B). 

U výše uvedených genotypů b y l a n a l i s t e c h zjišťována průduchová h u s t o t a ( S D , s t o m a t a l 

d e n s i t y ) a průduchový i n d e x ( S I , s t o m a t a l i n d e x ) , množství alkanů a aldehydů v k u t i k u l e , 

relativní e x p r e s e SHN1, SHN2 a SHN3 genů a několika vybraných genů podílející se n a vývoji 

průduchů a k u t i k u l y (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). S t r u k t u r a kutikulární v r s t v y 

( l o m a p o v r c h listů) b y l a pozorována pomocí Kryo-elektronového m i k r o s k o p u ( F E S E M ) . 

P r o porovnání množství alkanů v k u t i k u l e l i s t u a p o v r c h u či l o m u l i s t u 

p o d K r y o - elektronovým m i k r o s k o p e m , b y l pěstován i huseníček rolní n a bázi e k o t y p u 

W a s i l e v s k i j a ( W S ) , jež měl zvýšenou e x p r e s i v SHN1 g e n u . Složení vosků a počet průduchů 

n a l i s t e c h t o h o t o m u t a n t a již z k o u m a l A h a r o n i et al. ( 2 0 0 4 ) , o d něhož b y l a semínka získána. 

V této diplomové práci b y l y t y t o mutantní r o s t l i n y pojmenovány SHN1 Ox. Výsledky b y l y 

vztahovány k e kontrolní rostlině b e z m u t a c e (označeno j a k o W S ) . 
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5.2.2 Genotypování 

5 .2.2 .1 Izolace a amplifikace genomové DNA 

Před samotným určením g e n o t y p u ( h o m o z y g o t či h e t e r o z y g o t v T - D N A i n z e r c i , divoká 

a l e l a ) , b y l o potřeba v y e x t r a h o v a t D N A z plně vyvinutých listů jednotlivých r o s t l i n . K e x t r a k c i 

1 plně vyvinutého l i s t u b y l o použito 4 0 0 u l extrakčního p u f r u ( 2 0 0 m M t r i s H C 1 p H 7 , 5 ; 

2 5 0 m M N a C l , 2 5 m M E D T A , 0 , 5 % S D S ) p o d l e E d w a r d s e t a l . ( 1 9 9 1 ) . P r o t o k o l b y l dále mírně 

u p r a v e n . Než b y l vysušený p e l e t rozpuštěn v e 1 0 0 u l D E P C v o d y ( b e z nukleáz), b y l o b s a h 

každé m i k r o z k u m a v k y se v z o r k e m p r o m y t v 3 0 0 u l 7 0 % e t h a n o l u . 

Vyizolovaná genomováá D N A b y l a amplifikována v 2 5 u l P C R r e a k c i (polymerázová 

řetězová r e a k c e , p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n ) s D r e a m T a q G r e e n D N A polymerázou ( T h e r m o 

F i s h e r S c i e n t i f i c ) v přístroji B i o m e t r a T r i o A n a l y t i c ( J e n a ) . V r e a k c i b y l y použity specifické 

p r i m e r y , které uvádí t a b u l k a v Příloze č. 2 a univerzální levý p r i m e r L B b l . 3 

( A T T T T G C C G A T T T C G G A A C ) p r o T - D N A i n z e r c i . N a c y c l e r u b y l y n a s t a v e n y h o d n o t y 

uvedené v Tabulce č. 3. 

Tab. č. 3: P r o t o k o l P C R . 

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

I n i c i a c e d e n a t u r a c e 9 5 3 1 

D e n a t u r a c e 9 5 1/2 3 5 

Nasedání primerů ( a n n e a l i n g ) 5 5 1/2 

P r o l o n g a c e vláken ( e x t e n s i o n ) 7 2 1 

Finální p r o l o n g a c e 7 2 5 1 

Uchování před vyjmutím z c y c l e r u 6 co 1 

5.2.2.2 Agarová elektroforéza 

K v i z u a l i z a c i D N A fragmentů b y l a použita 1 , 5 % agarová elektroforéza s l x T A E p u f r e m 

( T r i s acetát-EDTA p u f r , S i g m a ; A m r e s c o agarósa), k d e T A E p u f r b y l připraven z 4 0 m M T r i s 

acetátu, p H 8 , 3 ; l m M E D T A . 
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D o jednotlivých j a m e k b y l o n a n e s e n o 2 0 u l P C R p r o d u k t u se 4 u l 6 x l o a d i n g p u f r u ( j e d n a 

j a m k a se specifickým levým a pravým p r i m e r e m , druhá j a m k a s univerzálním L B b l . 3 

a specifickým pravým p r i m e r e m ) . J a k o měřítko testovaných fragmentů D N A b y l o použito 

5 u l P C R M a r k e r u , 5 0 - 2 0 0 0 b p ( S i g m a , katalogové číslo P 9 5 7 7 ) . Elektroforéza běžela při 

7 0 V n a přístroji C l e a v e r . G e l b y l poté b a r v e n 3 0 m i n v r o z t o k u interkalačního b a r v i v a G e l R e d 

( N u c l e i c a c i d G e l S t a i n , 1 0 0 0 0 X , B i o t i u m ) a následná v i z u a l i z a c e g e l u b y l a udělána p o d U V 

světlem pomocí systému V i l b e r L o o u r m a t . 

J a k o h o m o z y g o t v SHN g e n u b y l a určena r o s t l i n a , která měla n a elektroforéze j e n 1 kratší 

p r o d u k t . Větší p r o d u k t značil kontrolní ( w i l d t y p e , d i v o k o u ) nemutantní a l e l u b e z T - D N A 

i n z e r c e . P r o d u k t y v o b o u reakcích označoval h e t e r o z y g o t a . Pomocná l e g e n d a , vysvětlující 

čtení produktů n a g e l u , j e k d i s p o z i c i v Obr. č. 4. 

Obr. č. 4: L e g e n d a k určení t y p u a l e l . W T = w i l d t y p e , divoká nemutantní a l e l a , 

H Z = h e t e r o z y g o t mající j a k m u t o v a n o u , t a k d i v o k o u a l e l u , H M = h o m o z y g o t mající v o b o u 

alelách T - D N A i n z e r c i . N = vzdálenost m e z i inzertním místem a f l a n k i n g sekvencí (SIGNÁL, 

2 0 0 5 ) . 

5.2.3 Určení relativní exprese genů, Real-time R T - P C R 

U identifikovaných homozygotních linií b y l a pomocí R e a l - t i m e R T - P C R s t a n o v e n a 

relativní míra e x p r e s e SHN1, SHN2 a SHN3 genů, a b y se z j i s t i l o , z d a l i j e e x p r e s e zvýšena 

či snížena ( s e z n a m použitých primerů uvádí Příloha, č. 3). K e stanovení b y l o potřeba nejdříve 

v y e x t r a h o v a t t o t a l R N A . Biologický v z o r e k b y l získán z e 3 nejmladších listů 3 r o s t l i n , 

které b y l y p r o zachování nativních podmínek r y c h l e zmrazený v tekutém dusíku. D o h r o m a d y 

b y l y z a s i 4týdenních r o s t l i n analyzovány 3 biologické v z o r k y z každého g e n o t y p u ( l i n i e ) 

v průběhu 1 . pěstování, 4 biologické v z o r k y z 5týdenních r o s t l i n v e 2 . pěstování. 
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Při i z o l a c i t o t a l R N A b y l dodržován p r o t o k o l T o t a l R N A P u r i f i c a t i o n f r o m P l a n t , 

M a c h e r N a g e l . K o n c e n t a c e R N A b y l a ověřena pomocí Q u b i t R N A B R ( B r o a d R a n g e ) 

a k v a l i t a díky Q u b i t R N A I Q ( I n t e g r i t y a n d Q u a l i t y ) o d T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c . R N A b y l a 

dále přečištěna pomocí T U R B O D N A - f r e e K I T ( A m b i o n ) a p a k přepsána d o c D N A ( H i g h 

C a p a c i t y c D N A R e v e r s e T r a n s c r i p t i o n K i t s P r o t o c o l n e b o H i g h - C a a c i t y R N A t o c D N A K i t , 

T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ) . Při samotné R T - P C R ( R E A L T I M E P C R , q P C R ) b y l o postupováno 

p o d l e návodu 5 x H O T F I R E P o l E v a G r e e n q P C R M i x P l u s ( R O X ) , S o l i s B i o D y n e . P r a c o v a l o 

se n a přístroji B I O - R A D ( C F X C o n n e c t , R e a l T i m e Sytém), k d e b y l y o p r o t i originálnímu 

návodu optimalizovány c y k l y (Tab. č. 4) a přidána m e l t i n g analýza. J a k o referenční 

(„house - k e e p i n g " ) g e n b y l použit Actin2. Relativní míra e x p r e s e mutantních r o s t l i n b y l a 

vztažena k hodnotě kontrolního v z o r k u C o l - 0 ( W T ) , přičemž j e m u b y l a přiřazena h o d n o t a 1 . 

Tab. č. 4: P r o t o k o l průběhu R e a l - t i m e R T - P C R r e a k c e . 

Krok Teplota (°C) Cas (min) Počet cyklů 
I n i c i a c e d e n a t u r a c e 9 5 1 2 1 
D e n a t u r a c e 9 5 0 : 1 5 3 9 
Nasedání primerů 
( a n n e a l i n g ) 

6 0 0 : 2 0 

Prodlužování vláken 7 2 0 : 2 0 
( e l o n g a c e ) 

N a základě stanovené míry e x p r e s e genů SHN1, SHN2 či SHN3 g e n u b y l y jednotlivé 

g e n o t y p y p r o lepší přehlednost přejmenovány (Tab. č. 5, Výsledky). 

U r o s t l i n b y l a zjišťována i e x p r e s e genů, které j s o u z a p o j e n y d o r e g u l a c e vývoje 

průduchů. G e n y podporující vývoj průduchů (STOMAGEN - EPFL9, SPCH- SPEECHLESS, 

MUTE, FAMA) a g e n y snižující počet vyvíjejících se průduchů - negativní epidermální 

f a k t o r y (EPF1 EPIDERMAL PATERNING FACTOR 1, EPF2). Rovněž b y l a s t a n o v e n a 

relativní míra e x p r e s e některých genů, které j s o u z a p o j e n y d o t v o r b y k u r i k u l y ajejichž e x p r e s e 

b y m o h l a být regulována transkripčním f a k t o r e m S H N (BDG3 - BODYGUARD3, 

CER1 - ECERIFERUM 1, CER2, KCS1 - 3 - k e t o a c y l - C o A s y n t h a s e 1 ) . Výčet primerů j e 

k d i s p o z i c i v příloze v tabulce č. 3. 
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5.2.4 Kryo-elektronová mikroskopie ( F E S E M ) listu Arabidopsis 

t h a l i a n a 

Snímky l o m u a p o v r c h u listů lOtýdenních r o s t l i n b y l y pořízeny 

p o d K r y o - elektronovým F E S E M J E O L J S M 7 4 0 1 F (napětí 1-4 k V , pracovní vzdálenost 

8 m m , t e p l o t a -135°C) v Laboratoři elektronové m i k r o s k o p i e Biologického c e n t r a A k a d e m i e 

věd a Přírodovědecké f a k u l t y Jihočeské u n i v e r z i t y . T a t o m e t o d a umožňuje v z o r e k z m r a z i t t a k 

r y c h l e , že se preparát zachová relativně v nativním s t a v u . 

V z o r e k střední části l i s t u b y l pomocí l e p i d l a T i s s u e T e k připevněn n a terčík, r y c h l e 

zmražen v tekutém dusíku ( - 1 9 6 °C). Zmrazený l i s t b y l poté z l o m e n , a b y b y l o možné 

p o z o r o v a t n a l o m u tloušťku a vnitřní s t r u k t u r u l i s t u . V z o r e k b y l p a k přemístěn d o v a k u a 

v C r y o A L T O 2 5 0 0 ( G a t a n , U K ) , k d e došlo k s u b l i m a c i krystalků v o d y z p o v r c h u v z o r k u 

( 1 až 2 m i n u t y ) z a nízké t e p l o t y ( - 9 0 °C). N a k o n e c b y l l i s t c c a n a 1 až 2 m i n p o k o v e n směsí 

p l a t i n y a p a l l a d i a při teplotě 1 4 0 °C. 

5.2.5 Analýza vosků v kutikule listu Arabidopsis t h a l i a n a 

Epikutikulární v o s k y z p o v r c h u l i s t u húseničku rolního b y l y extrahovány u 8týdenních 

r o s t l i n z 2 . pěstování ( t j . u C o l , SHN2 - S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C / N 6 6 5 8 8 7 , S A L K _ 0 5 0 8 5 3 / N 5 5 0 8 5 3 

a SHN3 - S A L K _ 0 4 0 1 9 8 / N 5 4 0 1 9 8 ) . Před extrakcí vosků b y l y l i s t y oskenovány a v p r o g r a m u 

I m a g e J b y l a spočítána j e j i c h p l o c h a . N a přípravu j e d n o h o biologického v z o r k u b y l y v o s k y 

s m y t y z o b o u s t r a n 9 mladých listů (vždy 3 l i s t y z e 3 různých r o s t l i n ) o celkové ploše 

c c a 3 5 c m 2 . L i s t y b y l y p o d o b u 1 0 s vymáchaný v e v i a l c e v 1 m l c h l o r o f o r m u . P r o každý 

g e n o t y p b y l o analyzováno 5 biologických vzorků. 

O b s a h alkanů a aldehydů o různých délkách řetězce b y l s t a n o v e n pomocí plynového 

c h r o m a t o g r a f u ( T r a c e 1 3 1 0 , T h e r m o , Brémy, Německo) v e spojení s hmotnostním 

s p e k t r o m e t r e m ( D e l t a V A d v a n t a g e , T h e r m o , Brémy, Německo) n a koloně 

R e s t e k R x i - 5 M S - S i l ( 3 0 m x 0 , 2 5 m m x 0 , 2 5 u m ) s průtokem 1,5 m l / l m i n h e l i a . 

J a k o interní s t a n d a r d b y l použit a l k a n C 2 4 ( n - t e t r a k o s a n ) . V e vzorcích b y l y analyzovány 

a l k a n y o délce 2 7 - 3 3 uhlíků a s u m a aldehydů b y l a počítána z C 2 6 - C 3 4 . H o d n o t y b y l y 

vyjádřeny v u g / c m 2 . 
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5.2.6 Průduchová hustota (SD) a průduchový index (SI) 

H u s t o t a průduchů ( S D ) i průduchový i n d e x ( S I ) b y l y určeny u 4 týdnů/6 týdnů 

( 1 . pěstování/2.pěstování) starých identifikovaných homozygotních r o s t l i n , a t o vždy n a plně 

vyvinutých nesenescentních l i s t e c h . V 1 . pěstování b y l y použity 3 l i s t y z rozdílných r o s t l i n 

stejné v a r i a n t y , o p r o t i t o m u v opakovaném pěstování b y l o odebíráno 6 listů p r o každý 

g e n o t y p . P o l o v i n a l i s t u b y l a vždy použita p r o zjištění S D a S I z horní (adaxiální) a dolní 

(abaxiální) s t r a n y každého l i s t u . O t i s k y l i s t u b y l y pořízeny pomocí bezbarvého l a k u n a n e h t y 

( R i m m e l L o n d o n 6 0 S e c o n d s ) a p o uschnutí b y l y průhlednou lepící páskou n a l e p e n y 

n a podložní sklíčko. Snímky otisků b y l y pořízeny p o d optickým m i k r o s k o p e m O l y m p u s 

B X 6 1 s 5 0 x zvětšením o b j e k t i v u a fotoaparátem 7 5 0 D C a n n o n . Z každé p o l o v i n y l i s t u 

se pořizovalo 5 či 6 snímků ( 1 . pěstování či 2 . pěstování) o v e l i k o s t i p l o c h y 0 , 1 3 0 m m 2 . 

Pořízené snímky b y l y analyzovány v p r o g r a m u I m a g e J a počty průduchů a dlaždicových 

buněk ( P v C D ) b y l y d o s a z e n y p r o výpočet průduchového i n d e x u (Rovnice č. 1). S D b y l a 

vyjádřena j a k o počet průduchů n a 1 m m 2 . 

S I = S D / ( S D + P v C D ) * 1 0 0 [ % ] Rovnice č. 1 

k d e S D znamená průduchovou h u s t o t u (počet průduchů n a l m m 2 ) , P v C D počet 
dlaždicových buněk. 

5.2.7 Statistické vyhodnocení a tvorba grafů 

Výsledky b y l y s t a t i s t i c k y v y h o d n o c e n y v R - s t u d i u dvouvýběrovým t - t e s t e m 

n a 5 % hladině významnosti. Vždy se porovnávala mutantní l i n i e s kontrolní v a r i a n t o u . 

B y l také p r o v e d e n t e s t s h o d y variancí. G r a f y ( b o x - p l o t y ) b y l y vytvořeny v p r o g r a m u 

S t a t i s t i k a . 
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5.3 Výsledky 

5.3.8 Výběr homozygotních linií 

Z pěstovaných r o s t l i n b y l y vybrány homozygotní r o s t l i n y v T - D N A i n z e r c i n a základě 

výsledků v e l i k o s t i produktů v elektroforéze p o d l e l e g e n d y Obr. č. 4. Jestliže se u r o s t l i n y 

o b j e v i l p o u z e 1 delší p r o d u k t ( c c a 9 0 0 b p ) , j e d n a l o se o d i v o k o u a l e l u ( W T , w i l d t y p e ) , 

2 p r o d u k t y , b y l t o h e t e r o z y g o t . Přítomnost j e n 1 kratšího p r o d u k t u ( c c a 5 0 0 b p ) svědčila 

o přítomnosti T - D N A i n z e r c e n a o b o u chromatidách. T a t o r o s t l i n a b y l a p a k vybrána j a k o 

homozygotní základ nové l i n i e ( T I ) . Obr. č. 5 u k a z u j e ilustrativní elektroforézu r o s t l i n 

Arabidopsis thaliana s T - D N A inzercí ovlivňující g e n SHN2 ( S A L K 0 5 0 8 5 3 ) . V konkrétním 

obrázku b y l a j a k o homozygotní identifikována r o s t l i n a č. 1 . 

m i MÉ 

mé 

2 0 0 0 b p 

1 0 0 0 b p 

5 0 0 bp 

5 0 b p 

1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6 7 7 W T W T N K N K M 

Obr. č. 5: Ilustrativní elektroforéza p r o výběr homozygotních r o s t l i n s T - D N A inzercí 

u húseničku rolního (Arabidopsis thaliana). Z d e se jedná o T - D N A i n z e r c i v o b l a s t i g e n u 

SHN2 ( l i n i e S A L K 0 5 0 8 5 3 ) . Čísla představují konkrétní r o s t l i n y , k d e v levé j a m c e j e vždy 

p r o d u k t P C R r e a k c e z a m p l i f i k a c e pomocí specifického levého a pravého p r i m e r u a v pravé 

j a m c e p r o d u k t P C R r e a k c e s univerzálním L B b l . 3 p r i m e r e m a specifickým pravým p r i m e r e m 

v t o m t o případě p r o SHN2. W T j e kontrolní r o s t l i n a ( C o l - 0 ) b e z i n z e r c e , N K negativní 

k o n t r o l a ( s v o d o u n a místo D N A v P C R r e a k c i ) , M značí D N A m a r k e r (směs D N A fragmentů 

o v e l i k o s t i 5 0 - 2 0 0 0 b p ) . 
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5.3.9 Relativní exprese S H N genů u vybraných homozygotů 

Dále b y l a u všech 5 linií, vytvořených z e s e m e n homozygotních r o s t l i n vysetých 

v hydroponické kultuře v e standartních kontrolovaných podmínkách, zjišťována relativní míra 

e x p r e s e S H N transkripčních faktorů (genů SHN1, SHN2, SHN3). N a základě odlišné e x p r e s e 

o d kontrolní v a r i a n t y ( C o l - 0 ) b y l y p r o lepší přehlednost jednotlivé l i n i e přejmenovány - l i n i e 

se zvýšenou expresí mají v názvu O x , l i n i e se sníženou expresí j s o u napsány malými písmeny 

(Tab. č. 5). Obr. č. 6 uvádí d a t a z 1 . pěstování, Obr. č. 7 z opakovaného p o k u s u , k d y b y l y 

v y s e t y p o u z e C o l - 0 , S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C (SHN2 Ox), S A L K _ 0 5 0 8 5 3 (shn2) a S A L K _ 0 4 0 1 9 8 

(SHN3 Ox). S H N 1 l i n i e b y l y v opakovaném pěstování vynechány kvůli neprůkaznému rozdílu 

v relativní e x p r e s i g e n u SHN1 o p r o t i k o n t r o l e (Obr. č. 6 B). 
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Col SHN1 Ox shn1 SHN2 Ox shn2 SHN3 Ox 

Col SHN1 Ox shn1 SHN2 Ox shn2 SHN3 Ox 

Obr. č. 6: Relativní e x p r e s e SHN1, SHN2 a SHN3 genů u vybraných homozygotních r o s t l i n 

húseničku rolního {Arabidopsis thaliana) s T - D N A inzercí (SHN1 Ox S A L K _ 0 5 1 7 0 1 , shnl 

S A L K _ 0 3 0 9 0 5 , SHN2 Ox S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C , shn2 S A L K _ 0 5 0 8 5 3 a SHN3 Ox S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) 

( A ) ; zvětšené měřítko stejného g r a f u ( B ) . Trojúhelníky zobrazují zdrojová d a t a ( n = 3 , k d e n 

j s o u biologické v z o r k y ) , l i n k a v b o x p l o t u znamená medián. Hvězdička představuje s t a t i s t i c k y 

významný rozdíl mutantní r o s t l i n y o d k o n t r o l y ( C o l ) , p < 0 , 0 5 . 
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J a k j e vidět z Obr. č. 6 průkazné rozdíly v e x p r e s i měly p o u z e r o s t l i n y shnl 

( S A L K _ 0 3 0 9 0 5 ) , shn2 ( S A L K _ 0 5 0 8 5 3 ) a SHN3 ( S A L K 0 4 0 1 9 8 ) . Přestože u r o s t l i n 

s T - D N A inzercí v SHN1 g e n u nevyšla e x p r e s e SHN1 g e n u t - t e s t e m odlišně, i t a k b y l y t y t o 

l i n i e p r o zjednodušení přejmenovány n a v a r i a n t u s e zvýšenou a sníženou expresí ( n a základě 

r o z p t y l u zdrojových d a t ) . Stejný p o s t u p b y l p r o v e d e n i u r o s t l i n s T - D N A inzercí v SHN2 

g e n u , k d e b y l a průkazně snížená e x p r e s e v SHN2 g e n u j e n u S A L K _ 0 5 0 8 5 3 (shn2 r o s t l i n y ) , 

které měly navíc sníženou e x p r e s i i v SHN3 g e n u . L i n i e S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C b y l a nazvána j a k o 

SHN20x. U SHN3 Ox r o s t l i n vyšla míra relativní e x p r e s e SHN3 g e n u nadmíru zvýšena. 

Tab. č. 5: Přejmenování pěstovaných linií p o d l e relativní e x p r e s e SHN1, SHN2 či SHN3 g e n u , 

p r o lepší přehlednost v e výsledných g r a f e c h . 

T-DNA inzerce 
v daném genu/linie Relativní míra exprese 

Přejmenování v grafech na základě 
relativní exprese 

C o l u m b i a ( C o l - 0 ) 
Kontrolní e x p r e s e , k e které se 
v z t a h u j e 

Col 

SHN1I 
S A L K _ 0 5 1 7 0 1 

Zvýšená SHN1 Ox 

SHN1I 
S A L K _ 0 3 0 9 0 5 

Snížená shnl 

SHN2I 
S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C 

Zvýšená SHN2 Ox 

SHN2I 
S A L K _ 0 5 0 8 5 3 

Snížená shn2 

SHN3I 
S A L K _ 0 4 0 1 9 8 

Zvýšená SHN3 Ox 
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Col SHN2 Ox shn2 SHN3 Ox 

Obr. č. 7: Relativní e x p r e s e SHN1, SHN2 a SHN3 genů u vybraných homozygotních r o s t l i n 

húseničku rolního {Arabidopsis thaliana) s T - D N A inzercí (SHN2 Ox S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C , shn2 

S A L K _ 0 5 0 8 5 3 a SHN3 Ox S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) . Trojúhelníky zobrazují zdrojová d a t a ( n = 4 , k d e 

n j s o u biologické v z o r k y ) , l i n k a v b o x p l o t u znamená medián, o d c h y l k y značí 5 % - 9 5 % 

k v a n t i l . Hvězdička představuje s t a t i s t i c k y významný rozdíl mutantní r o s t l i n y o d k o n t r o l y 

( C o l ) p < 0 , 0 5 . 

V opakovaném p o k u s u (Obr. č. 7) se p o t v r d i l a snížená e x p r e s e SHN2 g e n u u shn2 

r o s t l i n ( S A L K _ 0 5 0 8 5 3 ) a zvýšená e x p r e s e u SHN3 Ox l i n i e ( S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) . Navíc měly 

SHN3 Ox r o s t l i n y sníženou e x p r e s i i v SHN2 g e n u . O p r o t i prvnímu pěstování n e b y l a míra 

relativní e x p r e s e shn2 l i n i e průkazně vyšší v SHN3 g e n u o p r o t i kontrolní variantě ( C o l ) 

a SHN2 Ox ( S A L K 0 4 3 8 6 8 C ) r o s t l i n y měly sníženou e x p r e s i v SHN3 g e n u . 
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5.4 Kryo-elektronová mikroskopie (FESEM) 

P o v r c h listů húseničku rolního u vybraných r o s t l i n s p o t v r z e n o u změnou v e x p r e s i 

v SHN g e n e c h (SHN2 Ox S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C , shn2 S A L K _ 0 5 0 8 5 3 , SHN3 Ox S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) 

b y l pozorován p o d Kryo-elektronovým m i k r o s k o p e m (Obr. č. 8). F o t o g r a f i e s průduchem 

naznačují, že g e n o t y p se zvýšenou expresí v SHN g e n u (SHN2, SHN3), tvoří n a p o v r c h u více 

s t r u k t u r (Obr. č. 8 B a D), které b y m o h l y představovat k r y s t a l k y epikutikulárních vosků. 

O p r o t i t o m u p o v r c h l i s t u shn2 (Obr. č. 8 C) r o s t l i n y , se sníženou expresí SHN2 g e n u , se více 

podobá kontrolní rostlině C o l (Obr. č. 8 A ) . 

J E O L S E G B L L E I 1 . 5 k V X 4 . 5 0 0 W D 1 0 . 0 m m 1 ^ m | J E O L S E G B L L E I 1 . 5 k V X 4 . 5 0 0 W D 1 0 . 0 m m 1 ŕ i m 

Obr. č.8: Kryo-elektronová m i k r o s k o p i e p o v r c h u l i s t u v okolí průduchu u r o s t l i n húseničku 

rolního {Arabidopsis thaliana) homozygotních v SHN g e n u ( A - C o l - 0 , B - SHN2 Ox 

( S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C ) , C - shn2 ( S A L K _ 0 5 0 8 5 3 ) , D - S H N 3 O x ( S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) ) . Zvětšení 

4 5 0 0 x . 
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S t e j n o u m e t o d o u b y l pozorován i l o m l i s t u kontrolní r o s t l i n y ( C o l ) a SHN3 Ox 

( S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) (Obr. č. 9). 

Obr. č. 9: L o m l i s t u huseníčku rolního {Arabidopsis thaliana) u C o l ( A ) a (B) S H N 3 O x 

( S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) r o s t l i n . Zvětšení 1 5 0 x . 

P o d l e spočteného průměru šířky l i s t u z e 3 měření se l i s t s e zvýšenou expresí v SHN3 

g e n u (Obr. č. 9 B) zdál silnější ( 2 5 9 , 0 3 u m X 2 3 2 , 6 u m ) , indikující silnější k u t i k u l u . 

5.5 Analýza epikutikulárních vosků listu Arabidopsis 

t h a l i a n a 

Následně b y l a p r o v e d e n a analýza smytých epikutikulárních vosků u r o s t l i n 

z 2 . pěstování ( C o l , SHN2 Ox, shn2, SHN3 Ox) v G C - M S ( G a s c h r o m a t o g r a p h y - m a s s 

s p e k t r o m e t r y , plynová c h r o m a t o g r a f i e s hmotnostní spektrometrií), k d e se zaměřilo 

n a množství alkanů (Obr. č. 10 a 11) a aldehydů (Příloha č. 4). 
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0 , 6 0 

0 , 5 5 

0 , 5 0 

0 , 4 5 

3 0 , 3 5 
c 

0 , 2 5 

0 , 2 0 

0 , 1 5 

0 , 1 0 

— Medián 
• 2 5 % - 7 5 % 

Ä
5 % - 9 5 % 

Z d r o j , d a t a 

C o / SHN2 Ox shn2 SHN3 Ox 

Obr. č 10: S u m a alkanů smytých c h l o r o f o r m e m z epikutikulárních vosků l i s t u húseničku 

rolního {Arabidopsis thaliana) u mutantních r o s t l i n s T - D N A inzercí 

(SHN2 O x - S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C , shn2 - S A L K _ 0 5 0 8 5 3 , SHN3 Ox - S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) . 

Kontrolní v a r i a n t a C o l ( C o l - 0 ) . N = 5 , k d e n znamená počet biologických vzorků; hvězdička 

znamená s t a t i s t i c k y významný rozdíl o d k o n t r o l y C o l , p < 0 , 0 5 . 

- 0 , 0 5 
Col SHN2 Ox shn2 SHN3 Ox 

Obr. č. 11: D e t e k c e alkanů o délce řetězce 2 7 - 3 3 uhlíků smytých c h l o r o f o r m e m 

z epikutikulárních vosků l i s t u húseničku rolního (Arabidopsis thaliana) u mutantních r o s t l i n 

s T - D N A inzercí (SHN2 Ox - S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C , shn2 - S A L K _ 0 5 0 8 5 3 , 

SHN3 Ox- S A L K 0 4 0 1 9 8 ) . Kontrolní v a r i a n t a C o l ( C o l - 0 ) . Trojúhelníky v b o x p l o t u 
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znamenají zdrojová d a t a ( n = 5 , k d e n j e počet biologických vzorků), o d c h y l k y v b o x p l o t u 

značí 5 % - 9 5 % k v a n t i l , hvězdička označuje s t a t i s t i c k y významný rozdíl o d k o n t r o l y C o l , 

p < 0 , 0 5 . 

Jediná l i n i e shn2 měla v epikutikulárních voscích prokazatelně více alkanů 

než kontrolní v a r i a n t a C o l (Obr. č. 10). Z p o d r o b n e j šího h l e d i s k a k t o m u přispěly a l k a n y 

o délce uhlíkatého řetězce 2 8 , 2 9 , 3 0 , 3 1 a 3 3 (Obr. č. 11). V celkovém množství aldehydů 

b y l y výsledky obdobné j a k o u alkanů. P o u z e u l i n i e SHN3 Ox b y l o detekováno více aldehydů 

o p r o t i k o n t r o l e (Příloha č. 4). 

5.5.10 Relativní exprese vybraných genů účastnící se vývoje 

průduchů či kutikuly na listu Arabidopsis t h a l i a n a 

Rovněž b y l a zjišťována relativní e x p r e s e genů zapojených d o dráhy vývoje průduchů 

či k u t i k u l y . Míra relativní e x p r e s e genů stimulujících vývoj průduchů SPEECHLESS, MUTE 

a FAMA se nelišila u prvního pěstování u žádné l i n i e (SHN1 Ox, shnl, SHN2 Ox, shn2, 

SHN3 Ox) (Příloha č. 5). U druhého pěstování vyšly výsledky následovně (Obr. č. 12). 
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Col SHN2 Ox shn2 SHN3 Ox 

Obr. č. 12: Relativní míra e x p r e s e u mutantních r o s t l i n húseničku rolního {Arabidopsis 

thaliana) s T - D N A inzercí (SHN2 Ox - S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C , shn2 - S A L K _ 0 5 0 8 5 3 , SHN3 

Ox - S A L K 0 4 0 1 9 8 ) . Trojúhelníky zobrazují zdrojová d a t a ( n = 3 , k d e n j s o u biologické 

v z o r k y ) , l i n k a v b o x p l o t u značí medián. Hvězdička představuje s t a t i s t i c k y významný rozdíl 

mutantní r o s t l i n y o d k o n t r o l y ( C o l ) , p < 0 , 0 5 . 

U r o s t l i n s průkazně sníženou expresí v SHN2 g e n u (shn2) b y l a p o u z e zvýšená e x p r e s e 

v MUTE. Stejný výsledek b y l u SHN3 Ox r o s t l i n . Ostatní g e n y podporující vývoj průduchů 

(SPEECHLESS a FAMA) měly s t e j n o u míru relativní e x p r e s e j a k o C o l . 

Relativní míra e x p r e s e dalšího g e n u podporující vývoj průduchů, STOMAGENu, 

zkoumaného u r o s t l i n z prvního pěstování, b y l a u linií SHN2 Ox a shn2 r o s t l i n stejná j a k o 

u k o n t r o l y ( C o l ) (Obr. č. 13). 
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— Medián 
• 2 5 % - 7 5 % 
I 5 % - 9 5 % 
A Z d r o j , d a t a 

Col SHN2 Ox shn2 

Obr. č. 13: Relativní e x p r e s e STOMAGENu podporujícího vývoj průduchů u C o l , SHN2 Ox 

( S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C ) a shn2 ( S A L K _ 0 5 0 8 5 3 ) . N = 3 , k d e n značí počet biologických vzorků. 

A n i e x p r e s e g e n u EPF1 (EPPIDERMAL PATTERNING FACTOR 1), který potlačuje 

vývoj průduchů, se u T - D N A mutantních r o s t l i n (SHN2 Ox, shn2 a SHN3 Ox) nelišila 

o d kontrolní v a r i a n t y C o l . Totožný závěr b y l i u 2 . pěstovaní, k d e se zjišťovala e x p r e s e u shn2 

a SHN3 Ox (Příloha č. 6). Také e x p r e s e g e n u EPF2 (EPPIDERMAL PATTERNING 

FACTOR 2) u r o s t l i n SHN2 Ox a shn2 n e b y l a s t a t i s t i c k y odlišná o d e x p r e s e kontrolní v a r i a n t y 

C o l (Obr. č. 14). 

12 

1 0 

a 4 
CD 

— Medián 
• 2 5 % - 7 5 % 
I 5 % - 9 5 % 
A Z d r o j , d a t a 

i 

1,6 

1,4 

1,2 

1,0 

0,8 

= 0, 

0,2 

Col SHN2 Ox s/7/72 SHN3 Ox 

— Medián 
• 2 5 % - 7 5 % 
I 5 % - 9 5 % 
A Z d r o j , d a t a 

Col SHN2 Ox shn2 

Obr. č. 14: Relativní e x p r e s e genů potlačující vývoj průduchů (EPF1 - A, EPF2 - B) 

u T - D N A mutantních r o s t l i n SHN2 Ox ( S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C ) , shn2 ( S A L K _ 0 5 0 8 5 3 ) , 

popř. SHN3 Ox ( S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) . Kontrolní v a r i a n t a C o l . N = 3 , k d e znamená počet 

biologických vzorků. 
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Relativní míra e x p r e s e g e n u BDG3 (BODYGURD 3) účastnícího se syntézy k u t i k u l y 

b y l a zvýšená p o u z e v SHN3 Ox rostlinách v porovnání s k o n t r o l o u (Obr. č. 15). 

Ovšem v opakovaném pěstování b y l a e x p r e s e BDG3 u linií stejná j a k o v k o n t r o l e (Příloha č. 

7 ) . 

12 

10 
P) O Q 

OJ 

— Medián 
• 2 5 % - 7 5 % 
I 5 % - 9 5 % 
A Z d r o j , d a t a 

Col SHN2 Ox s/7/72 SHN3 Ox 

Obr. č. 15: Relativní e x p r e s e BDG3 v l i s t e c h húseničku rolního (Arabidopsis thaliana) u linií 

s T - D N A inzercí - SHN2 Ox ( S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C ) , shn2 ( S A L K _ 0 5 0 8 5 3 ) a SHN3 Ox 

( S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) . Hvězdička značí s t a t i s t i c k y významný rozdíl o d k o n t r o l y C o l . p < 0 , 0 5 ; n = 3 , 

k d e n značí počet biologických vzorků. 

E x p r e s e dalšího g e n u CER1, který j e součástí dráhy vytvářející k u t i k u l u , b y l a zvýšena 

v o b o u pěstováních v l i s t e c h r o s t l i n SHN3 Ox (Obr. č. 16). V opakovaném p o k u s u se e x p r e s e 

navýšila i u shn2 r o s t l i n (Obr. č. 16 B). 
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Col shn2 SHN3 Ox 

Obr. č. 1 6 : Relativní míra e x p r e s e CER1 v l i s t e c h húseničku rolního (Arabidopsis thaliana) 

u prvního ( A ) a opakovaného ( B ) pěstování. Hvězdička představuje s t a t i s t i c k y významný 

rozdíl l i n i e (SHN2 Ox - S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C n e b o shn2 - S A L K _ 0 5 0 8 5 3 n e b o 

SHN3 Ox - S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) o d k o n t r o l y ( C o l ) . p < 0 , 0 5 ; n = 3 , k d e n značí počet biologických 

vzorků. 

Posledními sledovanými g e n y zapojenými d o t v o r b y k u t i k u l y b y l y CER2 

(ECCERIFERUM 1) a KCS1 (3-KETOACYL KOENZYM A SYNTHASE 1). J e j i c h e x p r e s e se 

o d divokého t y p u r o s t l i n y ( C o l ) s t a t i s t i c k y nelišila (Obr. č. 1 7 ) . 

Col SHN2 Ox shn2 

Obr. č. 1 7 : Relativní míra e x p r e s e CER2 a KCS1 genů v l i s t e c h húseničku rolního 

(Arabidopsis thaliana) u r o s t l i n s T - D N A inzercí (SHN2 Ox - S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C , 

shn2 - S A L K _ 0 5 0 8 5 3 ) a kontrolní v a r i a n t y (Col, C o l - 0 ) . L i n k a v b o x p l o r u značí medián, 

trojúhelníky zdrojová d a t a ; n = 3 , k d e n j e počet biologických vzorků. 
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5.5.11 Průduchová hustota a průduchový index 

Přestože b y l a u většiny linií zaznamenána j e n mírná změna v e x p r e s i genů SHN 

a t a nezpůsobila s t a t i s t i c k y významnou změnu v o b s a h u vosků k u t i k u l y (alkanů a aldehydů) 

u většiny těchto homozygotních r o s t l i n , zajímalo nás, z d a se projeví nějaká změna v počtu 

průduchů. P o d l e předpokladu se očekávalo, že zvýšená e x p r e s e SHN g e n u v e d e k e snížení 

h u s t o t y průduchů ( S D ) a snížená e x p r e s e , že má opačný účinek. N a l i s t e c h húseničku rolního 

(Arabidopsis thaliana) b y l a zjišťována průduchová h u s t o t a ( S D ) i průduchový i n d e x ( S I ) . 

V prvním pokusném pěstování b y l y n a l e z e n y s t a t i s t i c k y významné rozdíly v S D 

j e n v e třech případech v e v z t a h u k e k o n t r o l e C o l - O . Překvapivě b y l a u SHN1 Ox S D zvýšena 

- n a horní (adaxiální) straně l i s t u , u SHN2 Ox b y l a S D p o d l e očekávání snížena n a o b o u 

stranách l i s t u . U ostatních linií se S D s t a t i s t i c k y významně nelišila o d kontrolní v a r i a n t y 

r o s t l i n (Obr. č. 18). 
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Obr. č. 18: Průduchová h u s t o t a ( S D ) horní (adaxiální) a dolní (abaxiální) s t r a n y l i s t u 

húseničku rolního (Arabidopsis thaliana) u pěti linií (SHN1 Ox - S A L K _ 0 5 1 7 0 1 , 

shnl - S A L K _ 0 3 0 9 0 5 , SHN2 Ox - S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C , shn2 - S A L K _ 0 5 0 8 5 3 

a SHN3 Ox- S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) vztažených k e kontrolní rostlině C o l . Hvězdička označuje 

s t a t i s t i c k y významný rozdíl adaxiální/abaxiální s t r a n y l i s t u o d k o n t r o l y . L i n i e v b o x p l o t u 

značí medián, trojúhelníky zdrojová d a t a ( n = 1 5 analyzovaných p l o c h ) , o d c h y l k y o d mediánu 

značí 5 % - 9 5 % k v a n t i l , p < 0 , 0 5 . 
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V opakovaném pěstování b y l opět průkazný rozdíl v průduchové hustotě v z h l e d e m 

k e kontrolní C o l u SHN2 Ox n a o b o u stranách l i s t u - menší S D . Nově b y l a snížena, n i k o l i 

p o d l e předpokladu zvýšena, průduchová h u s t o t a u shn2 n a horní (adaxiální) straně l i s t u . 

P o d l e očekávání b y l a S D a n a o b o u stranách l i s t u SHN3 Ox r o s t l i n snížena (Obr. č. 19). 
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Obr. č. 19: Průduchová h u s t o t a ( S D ) horní (adaxiální) a dolní (abaxiální) s t r a n y l i s t u 

húseničku rolního {Arabidopsis thaliana) u třech linií (SHN2 Ox - S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C , 

shn2 - S A L K _ 0 5 0 8 5 3 a SHN3 Ox - S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) vztažených k e kontrolní rostlině C o l . 

Hvězdička označuje s t a t i s t i c k y významný rozdíl adaxiální/abaxiální s t r a n y l i s t u o d k o n t r o l y . 

L i n i e v b o x p l o t u značí medián, trojúhelníky zdrojová d a t a ( n = 2 5 - 3 0 analyzovaných p l o c h ) , 

o d c h y l k y o d mediánu značí 5 % - 9 5 % k v a n t i l , p < 0 , 0 5 . 

Jediný průkazný rozdíl v průduchovém i n d e x u ( S I ) vyšel u prvního pěstování 

n a horních (adaxiálních) stranách listů u shn2 a SHN3 Ox r o s t l i n , k d e b y l nižší než u C o l . 

Rovněž u shnl r o s t l i n , se sníženou expresí SHN1 g e n u , vyšel průduchový i n d e x nižší n a dolní 

(abaxiální) straně l i s t u (Obr. č. 20). 
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Obr. č. 20: Průduchový i n d e x ( S I ) horní (adaxiální) a dolní (abaxiální) s t r a n y l i s t u húseničku 

rolního (Arabidopsis thaliana) u pěti linií (SHN1 Ox- S A L K 0 5 1 7 0 1 , shnl — S A L K 0 3 0 9 0 5 , 

SHN2 Ox - S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C , shn2 - S A L K _ 0 5 0 8 5 3 a SHN3 Ox - S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) vztažených 

k e kontrolní rostlině C o l . Hvězdička označuje s t a t i s t i c k y významný rozdíl adaxiální/abaxiální 

s t r a n y l i s t u o d k o n t r o l y . L i n i e v b o x p l o t u značí medián, trojúhelníky zdrojová d a t a ( n = 15 

analyzovaných p l o c h ) , o d c h y l k y o d mediánu značí 5 % - 9 5 % k v a n t i l , p < 0 , 0 5 . 

S I = S D / ( S I + P v C D ) * 1 0 0 . 

V opakovaném p o k u s u b y l průduchový i n d e x opět nižší n a horních (adaxiálních) 

stranách shn2 a SHN3 Ox r o s t l i n j a k o v prvním pokusném pěstování. Nově b y l průduchový 

i n d e x nižší i u SHN2 Ox l i n i e (Obr. č. 21). 
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Obr. č. 21: Průduchový i n d e x ( S I ) horní (adaxiální) a dolní (abaxiální) s t r a n y l i s t u húseničku 

rolního {Arabidopsis thaliana) u třech linií (SHN2 Ox - S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C , 

shn2 - S A L K _ 0 5 0 8 5 3 a SHN3 Ox - S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) vztažených k e kontrolní rostlině C o l . 

Hvězdička označuje s t a t i s t i c k y významný rozdíl adaxiální/abaxiální s t r a n y l i s t u o d k o n t r o l y . 

L i n i e v b o x p l o t u značí medián, trojúhelníky zdrojová d a t a ( n = 2 5 - 3 0 analyzovaných p l o c h ) , 

o d c h y l k y o d mediánu značí 5 % - 9 5 % k v a n t i l , p < 0 , 0 5 . S I = S D / ( S I + P v C D ) * 1 0 0 . 
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6 Diskuze 

R o s t l i n y se při přechodu z v o d y n a souš přizpůsobily novému okolnímu prostředí n e j e d n o u 

změnou vnitřní s t a v b y či p o v r c h u svého těla. M e z i těmito a d a p t a c e m i j e i přítomnost průduchů 

v pokožce, která j e v nadzemních částech r o s t l i n p o k r y t a v r s t v o u k u t i k u l y ( A r t e a g a - V a z q u e z , 

2 0 1 6 ; Y e a t s a n d R o s e , 2 0 1 3 ) . Průduchy rostlinám slouží k r e g u l a c i výparu, příjmu o x i d u 

uhličitého a výdeji kyslíku v průběhu fotosyntézy ( P e t e r s o n et al, 2 0 1 0 ; Cháter et al, 2 0 1 7 ; 

N u n e s et al, 2 0 2 0 ; Y e a t s a n d R o s e , 2 0 1 3 ) . K u t i k u l a má více funkcí - ochraňuje r o s t l i n u 

před nadměrnou ztrátou v o d y , před poškozením a možným napadením škůdcem, 

má protektivní e f e k t vůči U V zážení při dlouhých slunečních d n e c h ( S e r r a n o et al, 2 0 1 4 ) . 

Vytváření k u t i k u l y n a p o v r c h u nadzemích orgánů a průduchů v pokožce r o s t l i n b y m o h l o 

být vzájemně koordinováno a případně kontrolováno společnými g e n y . Některé z n i c h , 

jejichž změněná e x p r e s e se p r o j e v i l a současně j a k změnou v počtu průduchů n a l i s t u , 

t a k s t r u k t u r o u či k v a l i t o u k u t i k u l y , zmiňuje l i t e r a t u r a . Uváděnými g e n y j s o u například 

HIC n e b o l i KCS13, který kóduje 34íetoacyl k o e n z y m A syntázu, známou svým zapojením 

d o syntézy dlouhých řetězců mastných k y s e l i n . R o s t l i n y s mutací v HIC z a zvýšené 

k o n c e n t r a c e o x i d u uhličitého v e v z d u c h u mají v pokožce r o s t l i n až o 4 1 % více průduchů 

(doloženo vyšším S D , průduchovou h u s t o t o u ) ( G r a y et al, 2 0 0 0 ) . Dále například m u t a c e 

v CER6 (CUT1/KCS6) v e d e k vyšší S D a l e k omezení množství vosků v k u t i k u l e ( S a d l e r et 

al, 2 0 1 6 ; M i l l a r et al, 1 9 9 9 ) . Také r o s t l i n a StRNAi má j a k méně průduchů v pokožce, 

t a k snížený o b s a h epikutikulárních vosků v k u t i k u l e l i s t u húseničku rolního {Arabidopsis 

thaliana) ( P e t r u s c h k e , 2 0 1 9 ) . Dalšími důležitými hráči j s o u členové SHN (SHINE) r o d i n y 

genů - SHN1, SHN2 a SHN3 - kódující transkripční f a k t o r y . Nejvíce studovaným 

transkripčním f a k t o r e m z této t r o j i c e j e SHN1 (WIN1, WAXINDUCER 1). Navýšená e x p r e s e 

SHN1 g e n u v e d e v l i s t e c h húseničku rolního n a bázi e k o t y p u W a s i l e v s k i j a k e snížení počtu 

průduchů v pokožce a l e navýšení o b s a h u vosků ( 6 x ) v k u t i k u l e ( A h a r o n i et al, 2 0 0 4 ) . S a d l e r 

et al. ( 2 0 1 6 ) d e t e k o v a l i v k u t i k u l e n e j e n zvýšený o b s a h u vosků ( 2 , 7 x ) a l e i k u t i n u ( 4 , 2 x ) . 

Zatím není kompletně jasné, j a k j e celý vývoj l i s t u a j e h o jednotlivých s t r u k t u r p r o p o j e n 

a která s t r u k t u r a ovlivňuje k t e r o u . 

Cílem této diplomové práce b y l o p o s o u d i t v l i v SHN (SHINE) genů n a vývoj k u t i k u l y 

a průduchů n a l i s t e c h húseničku rolního (Arabidopsis thaliana). G e n y SHN, kódující 

transkripční f a k t o r y , patřící d o r o d i n y A P 2 / E R E B P ( A P E T A L A 2 / e t h y l e n e - r e s p o n s i v e 

e l e m e n t b i n d i n g p r o t e i n ) . Výběr SHN genů vychází z našich předchozích d o s u d 
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nepublikovaných výsledku sekvenování d v o u mutantních linií lišících se primárně v počtu 

průduchů. L i n i e StRNAi má z h r u b a poloviční S D n a l i s t u a méně vosků o p r o t i k o n t r o l e ( W T ) 

a dvojitý m u t a n t v negativních epidermálních f a k t o r e c h epfl,2 má dvojnásobně vyšší S D než 

W T a také významně vyšší o b s a h epikutikulárních vosků. Zejména SHN2 vykázal zvýšenou 

e x p r e s i u epfl,2 a sníženou u StRNAi. P r o t o b y l o jedním z cílů nalézt m u t a n t y se sníženou 

a zvýšenou expresí genů SHN n a bázi e k o t y p u C o l u m b i a . 

Dalším cílem b y l o analýzou f e n o t y p u těchto SHN mutantů p o t v r d i t hypotézu, že vývoj 

průduchů a k u t i k u l y l i s t u húseničku rolního ( e k o t y p C o l u m b i a ) j e vzájemně p r o p o j e n a SHN 

g e n v t o m h r a j e klíčovou r o l i . Zvýšená e x p r e s e SHN g e n u u húseničku rolního s t i m u l u j e 

t v o r b u epikutikulárních vosků, a l e o m e z u j e počet průduchů n a l i s t u ( A h a r o n i et al., 2 0 0 4 ) . 

Má snížená e x p r e s e SHN opačný účinek? 

B y l y použity l i n i e s T - D N A inzercí v jednotlivých SHN g e n e c h z e S A L K i n s t i t u t u ( A l o n s o 

et al, 2 0 0 3 ) . Genotypováním a kvantitativní P C R analýzou SHN genů b y l y n a l e z e n y 

homozygotní l i n i e se zvýšenou (nazvány O x ) či sníženou (pojmenovány malým písmenem) 

expresí SHNla SHN2 g e n u a l i n i e se zvýšenou expresí SHN3 g e n u . C e l k e m t e d y b y l o získáno 

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

N a základě analýzy f e n o t y p u získaných linií se zdá, že S H N transkripční f a k t o r y mají v l i v 

n a e x p r e s i genů ovlivňující syntézu vosků. Relativní e x p r e s e CER1 g e n u , který j e zodpovědný 

z a zvýšení o b s a h u alkanů v e voscích ( B o u r d e n x et al, 2 0 1 1 ; A a r t s et al, 1 9 9 5 ; S m i r n o v a et 

al, 2 0 1 3 ) , b y l a j a k u r o s t l i n se sníženou expresí SHN2 g e n u (shn2), t a k u r o s t l i n se zvýšenou 

expresí v SHN3 g e n u (SHN30x) s t a t i s t i c k y zvýšena (Obr. č. 16). Zároveň i e x p r e s e g e n u 

BDG3, jež také ovlivňuje množství alkanů a l e i k u t i n u v k u t i k u l e l i s t u ( K u r d y u k o v et al, 

2 0 0 6 a ) , b y l a alespoň v prvním opakování zvýšena u SHN3 Ox l i n i e (Obr. č. 15). 

Zvýšená e x p r e s e CER1 g e n u p o d p o r u j e hypotézu, že b y i množství v o s k u v k u t i k u l e m o h l o 

být více. L i s t y linií SHN20x a SHN30x měly p o d Kryo-elektronovým m i k r o s k o p e m více 

epikutikulárních vosků (Obr. č. 8) a zároveň i tloušťka l i s t u SHN30x b y l a větší něž u C o l 

( W T ) (Obr. č. 9). Stejný f e n o t y p v y k a z o v a l y i l i s t y mutantních r o s t l i n se zvýšenou 

expresí g e n u SHN1 v práci B r o u n e t a l . ( 2 0 0 4 ) , A h a r o n i et. al. ( 2 0 0 4 ) a také u transgenních 

r o s t l i n húseničku se zvýšenou expresí SHN1 g e n u z rýže (TaSHNl) ( J a g e r et al, 2 0 1 5 ) . J e j i c h 

r o s t l i n y měly také t y p i c k y lesklejší p o v r c h listů, který u našich r o s t l i n ovšem n e b y l pozorován. 

Zřejmě nedošlo k t a k výraznému ovlivnění biosyntézy vosků, a b y b y l e f e k t viditelný pouhým 

o k e m . E x p r e s e dalších vybraných genů podílejících se n a biosyntéze vosků (CER2, KCS1) 
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zůstala nezměněna (Obr. č. 17), přestože určité s t a t i s t i c k y neprůkazné snížení e x p r e s e 

zejména u KCS1 b y l o u SHN2 Ox a shn2 linií zaznamenáno. O p r o t i t o m u v práci B r o u n e t a l . 

( 2 0 0 4 ) z a z n a m e n a l i e x p r e s i KCS1 a CER2, u r o s t l i n se zvýšenou expresí SHN1 g e n u , 

navýšenou. Stejný t r e n d v e x p r e s i CER1, CER2, KCS1, u r o s t l i n se zvýšenou expresí SHN1, 

uvádí i K a n n a n g a r a e t a l . ( 2 0 0 7 ) , u nichž se také celkové množství vosků v l i s t e c h navýšilo. 

Jelikož se v publikacích ( B r o u n et al, 2 0 0 4 ) uvádí, že n e j vyšší podíl vosků n a l i s t u tvoří 

a l k a n y C 2 9 - C 3 1 ( z 6 5 % ) , měřili j s m e množství zejména těchto alkanů (Obr. č. 10, 11). 

U r o s t l i n se zvýšenou expresí v SHN g e n u se očekávalo navýšení o b s a h u alkanů, j a k o t o m u 

b y l o u SHNIOx r o s t l i n húseničku v práci B r o u n e t a l . ( 2 0 0 4 ) a A h a r o n i e t . a l . ( 2 0 0 4 ) . 

K této změně ovšem v SHN20x a SHN30x liniích nedošlo. U SHN3 Ox b y l o ovšem 

detekováno více aldehydů o p r o t i kontrolní variantě C o l (Příloha č. 4). A n i v disertační práci 

P e t r u s c h k e ( 2 0 1 9 ) se u listů r o s t l i n SHN30x ( e k o t y p W a s i l v s k i j a ) neuvádí navýšení celkového 

množství vosků. Analýza jednotlivých složek v její práci bohužel n e b y l a p r o v e d e n a . O p r o t i 

t o m u v transgenních rostlinách húseničku rolního, k d e b y l a navýšena e x p r e s e SISHN3 g e n u 

z rajčete, došlo k navýšení o b s a h u vosků, a t o j a k alkanů, t a k aldehydů ( S h i et al, 2 0 1 3 ) . 

Očekávané navýšení o b s a h u alkanů b y l o ovšem detekovatelné u húseničku rolního, e k o t y p 

W a s i l e v s k i j a , v SHNIOx rostlinách (Příloha č. 8), jejichž analýza b y l a p r o v e d e n a 

p r o porovnání s huseníčkem e k o t y p u C o l u m b i a . T a t o analýza p o t v r z u j e závěry publikované 

v práci A h a r o n i e t . a l . ( 2 0 0 4 ) a S a d l e r et al. ( 2 0 1 6 ) . Zároveň i tloušťka l i s t u a i k u t i k u l y 

SHN1 Ox l i n i e e k o t y p u W S b y l a silnější v porovnání s k o n t r o l o u (Příloha č. 9,10). 

O p r o t i t o m u u linií se sníženou expresí SHN2 g e n u (shn2) se očekávalo snížené množství 

alkanů, a l e b y l detekován opačný e f e k t (Obr. č. 10). I zvýšená e x p r e s e CER1 napovídala 

t o m u t o opačnému t r e n d u (Obr. č. 16 B). Množství aldehydů n e b y l o u linií se sníženou expresí 

SHN g e n u ovlivněno (Příloha č. 4). K a n n a n g a r a e t . a l . ( 2 0 0 7 ) také n e p o z o r o v a l i v květu 

u shnl mutantů snížení o b s a h u alkanů, a l e n a o p a k mírné zvýšení a l k a n u C 3 1 , stejně j a k o m y 

(Obr. č. 11), a mastné k y s e l i n y C 2 8 , přestože e x p r e s e SHN1 g e n u b y l a u j e j i c h r o s t l i n snížena 

n a třetinu h o d n o t y kontrolní r o s t l i n y . Celkový výtěžek vosků práce bohužel neuvádí. Rovněž 

další s t u d i e , k d e b y l a vědci potlačena e x p r e s e všech tří SHN genů, neuvádí v l i s t e c h změnu 

v celkovém o b s a h u vosků, a l e d o k o n c e došlo k navýšení alkanů C 2 9 a C 3 1 ( S h i et al, 2 0 1 1 ) . 

S H N transkripční f a k t o r y přitom nemusí přímo ovlivňovat g e n y biosyntézy v o s k u , 

a l e změna v množství v o s k u může být vedlejším e f e k t e m či se n a biosyntéze v o s k u m o h o u 

podílet i další hráči. K a n n a n g a r a et. al. ( 2 0 0 7 ) navíc předpokládají, že množství v o s k u 

v k u t i k u l e SHN g e n y mění buď cíleně s k r z změnu e x p r e s e genů zapojených d o biosyntézy 
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vosků (CER1, CER2, KCS1) a n e b o s k r z ovlivnění dráhy k u t i n u , neboť složení či a k u m u l a c e 

k u t i n u má v l i v n a v o s k y . J e známo, že j s o u obě dráhy k u t i n u a vosků p r o p o j e n y . Syntéza v o s k u 

a k u t i n u vychází z e stejných prekurzorů a sdílí i část dráhy ( N a t a r a j a n et al, 2 0 2 0 ; H e n - A v i v i 

et al, 2 0 1 4 ) . Zároveň b y l o p o t v r z e n o , že S H N transkripční f a k t o r y (konkrétně S H N 1 ) přímo 

ovlivňují e x p r e s i g e n u LACS2, který kóduje a c y l - C o A syntetázu, e n z y m , který j e z a p o j e n 

j a k d o biosyntézy k u t i n u , t a k vosků. ( J a g e r et al, 2 0 1 5 ) . 

Kromě t o h o o b s a h vosků v k u t i k u l e n e k o r e l u j e většinou s její propustností p r o v o d u . 

M u t a n t y v práci S a d l e r et al. ( 2 0 2 6 ) , SHN1 Ox a SHN3 Ox ( e k o t y p W S ) , s vyšším podílem 

epikutikulárních vosků mají propustnější k u t i k u l u . A h a r o n i et al. ( 2 0 0 4 ) z j i s t i l i , že navýšená 

e x p r e s e SHN1 g e n u v húseničku rolním ( e k o t y p W S ) v e d e k větší s u c h o v z d o r n o s t i r o s t l i n . 

K vyšší s u c h o v z d o r n o s t i b u d o u a l e pravděpodobně přispívat spíše průduchy než k u t i k u l a , 

kterých b y l o u zmíněných SHN1 Ox r o s t l i n v y v i n u t o méně. S D b y l a snížena n a třetinu 

a S I (průduchový i n d e x ) s k o r o n a p o l o v i n u ( A h a r o n i et al, 2 0 0 4 ) . T e n t o předpoklad 

p o d p o r u j e i f a k t , že menší počet průduchů n a l i s t u zvyšuje W U E ( w a t e r - u s e e f f i c i e n c y ) , 

což b y l o zjištěno u r o s t l i n s navýšením e x p r e s e d v o u negativních epidermálních faktorů EPF1 

a EPF2 ( F r a n k s et al, 2 0 1 5 ) . Rovněž při vystavení r o s t l i n vodnímu d e f i c i t u , k d y se snížila 

průduchová v o d i v o s t , zvýšila se W U E ( S o n g s r i et al, 2 0 1 3 ) . 

T a t o diplomová práce se nezabývá odolností r o s t l i n vůči s u c h u , a l e j e n v l i v e m S H N 

transkripčních faktorů n a vývoj průduchů. E f e k t se vyjadřoval pomocí průduchové h u s t o t y 

( S D ) a průduchového i n d e x u ( S I ) a relativní mírou e x p r e s e vybraných genů zapojených 

d o t v o r b y průduchů. Předpokládali j s m e , že h o d n o t y se S D a S I b u d o u u linií se zvýšenou 

expresí SHN g e n u snižovat, j a k b y l o u v e d e n o v e zmíněné práci A h a r o n i et al. ( 2 0 0 4 ) . 

O p r o t i t o m u j s m e b y l i zvědaví, z d a l i u linií se sníženou expresí v SHN g e n u se b u d e S D a S I 

zvyšovat. T a t o hypotéza b y l a p o t v r z e n a j e n částečně. U l i n i e SHN2 Ox a SHN3 Ox skutečně 

došlo k e snížení S D n a o b o u stranách l i s t u a i S I b y l o sníženo (alespoň n a adaxiální straně 

l i s t u ) (Obr. č. 19, 21). P e t r u s c h k e et al. ( 2 0 1 9 ) také u r o s t l i n SHN3 Ox ( e k o t y p W S ) z j i s t i l a 

menší h o d n o t u S D , a l e j e n n a adaxiální straně l i s t u , h o d n o t y S I b y l y totožné s kontrolními 

h o d n o t a m i . U SHN1 Ox l i n i e b y l o S D d o k o n c e navýšeno n a adaxiální straně l i s t u (Obr. č. 18). 

U linií se sníženou expresí v SHN2 g e n u (shn2 l i n i e ) došlo k e snížení j a k S D , t a k S I 

n a adaxiální straně l i s t u . Očekával se však opačný t r e n d (Obr. č. 19, 21). U shnl l i n i e 

se změna v počtu pokožkových buněk p r o j e v i l a p o u z e sníženou h o d n o t o u S I n a abaxiální 

straně l i s t u (Obr. č. 20). 
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Relativní e x p r e s e negativních epidermálních faktorů (EPF1, EPF2), které potlačují vývoj 

průduchů, ovšem n e b y l a s t a t i s t i c k y významně změněna u žádné l i n i e (Obr. č. 14, 

Příloha č. 6). Přestože e x p r e s e EPF1 g e n u u SHN3 Ox l i n i e v prvním pěstování, která měla 

nižší S I (Obr. č. 20), b y l a navýšena. O p r o t i t o m u e x p r e s e g e n u , který p o d p o r u j e vývoj 

průduchů, MUTE, b y l a navýšena u shn2 a SHN3 Ox linií (Obr. č. 12), které měly snížené S D 

(Obr. č. 19). E x p r e s e MUTE však n e b y l a změněna u SHN1 Ox l i n i e , k d e b y l o n a adaxiální 

straně l i s t u zjištěno vyšší S D (Příloha č. 5 , Obr. č. 18). A n i e x p r e s e dalších genů stimulující 

vývoj průduchů, SPEECHLESS, FAMA, STOMAGEN (EPFL-9), n e b y l a s t a t i s t i c k y významně 

změněna n a 5 % hladině významnosti (Obr. č. 12, 13, Příloha č. 5 ) . Míra relativní e x p r e s e 

g e n u FAMA u SHN2 Ox a shn2 l i n i e b y l a o p r o t i k o n t r o l e zvýšena n a hladinách významnosti 

p = 0 , 0 9 a p = 0 , 0 7 (Obr. č. 12, Příloha č. 5 ) . Také e x p r e s e SPEECHLESS u SHN3 Ox l i n i e 

a STOMAGENu u SHN2 Ox v y k a z o v a l a s t a t i s t i c k y nevýznamné zvýšení ( n a hladinách 

významnosti p = 0 , 0 6 7 a p = 0 , 0 8 9 ) . O p r o t i t o m u Y a n g et al. ( 2 0 1 1 ) u r o s t l i n s e zvýšenou 

expresí SHN1 g e n u u húseničku rolního z j i s t i l i o p r a v d u snížení počtu průduchů ( S D i S I ) , 

ovšem snížení b y l o detekovatelné j e n p o i n d u k c i e x p r e s e SHN1 g e n u u mladých a nově 

se vyvíjejících listů. I n d u k c e e x p r e s e SHN1 n a plně vyvinutých l i s t e c h neměla n a počet 

průduchů v l i v . V této práci zároveň měřili relativní e x p r e s i genů SPEECHLESS, MUTE 

a FAMA, a l e snížení b y l o s t a t i s t i c k y významné až p o uplynutí tří dnů p o i n d u k c i . 

Autoři navrhují, že S H N 1 transkripční f a k t o r ovlivňuje g e n y zapojené d o vývoje průduchů 

j e n nepřímo. Ovšem t o , že S H N transkripční f a k t o r může mít v l i v n a vývoj pokožkových 

buněk, z j i s t i l i u mutantních r o s t l i n v SHN1 g e n u n e b o v potlačení f u n k c e všch tří SHN genů 

( R N A interferencí) u húseničku rolního vědci A h a r o n i et al. ( 2 0 0 4 ) a S h i e t al. ( 2 0 1 1 ) . Vědci 

n a l e z l i defektní t v a r pokožkových buněk korunních lístků (protáhlejší čí kompaktní, s méně 

členitým p o v r c h e m ) . A h a r o n i e t al. ( 2 0 0 4 ) u SHN1 Ox r o s t l i n ( e k o t y p W S ) p o z o r o v a l i 

n a l i s t e c h růžice menší počet trichomů a navíc jednovětvených n i k o l i t y p i c k y p r o huseníček 

t r o j větvených. S h i et al. ( 2 0 1 1 ) v e své práci s huseníčkem rolním s R N A interferencí v e všech 

třech g e n e c h SHN také z j i s t i l i změněnou e x p r e s i několika genů. V s e z n a m u uvádějí i g e n y 

účastnící se t v o r b y buněčné stěny, p r o t o se zdá, že S H N transkripční f a k t o r y ovlivňují vývoj 

pokožkových buněk j a k o vedlejší e f e k t . 

Zapojení transkripčních faktorů S H N v r e g u l a c i vývoje k u r i k u l y a průduchů v pokožce 

r o s t l i n a detailní propojení metabolických d r a h j e nutné ještě důkladněji p r o z k o u m a t . 

K e s t u d i u b y b y l o vhodnější použít mutantní r o s t l i n y se změněnou mírou e x p r e s e 

v jednotlivých SHN g e n e c h , případně i d o u b l e či t r i p l e m u t a n t y vytvořené např. C R I S P R - C a s 9 
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systémem, neboť S H N transkripční f a k t o r y působí redundantně ( S h i et al, 2 0 1 1 ) . 

Použité mutantní r o s t l i n y v této práci mají T - D N A i n z e r c i n e j e n v o b l a s t i studovaných SHN 

genů, a l e v některých případech i v další l o k a c i g e n o m u . Navíc nevíme, z d a l i detekovaná 

změna v relativní míře e x p r e s e g e n u SHN je dostatečná k i n d u k c i očekávané fenotypové 

změny. Zároveň d e t e k c e změny v e x p r e s i genů pomocí R T - P C R ( R e a l T i m e P C R ) 

n i c nevypovídá o t o m , z d a l i se e x p r e s e přepíše d o syntézy funkčního p r o t e i n u . Možná i měření 

e x p r e s e genů j e n z e třech biologických vzorků m o h l o být v některých případech nedostatečné. 

Z těchto důvodů n e l z e z výsledků učinit jednoznačný závěr. 
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7 Závěr 

Vývoj k u t i k u l y a průduchů b y m o h l být koordinován n a molekulární úrovni společnými 

g e n y . M e z i ně patří i t r o j i c e genů kódující transkripční f a k t o r y S H I N E ( S H N 1 , S H N 2 , S H N 3 ) . 

Z d e b y l o identifikováno c e l k e m 5 homozygotních linií húseničku rolního {Arabidopsis 

thaliana) s T - D N A inzercí v jednotlivých SHN g e n e c h , které měly sníženou i zvýšenou 

e x p r e s i v SHN1 n e b o v SHN2 g e n u a l i n i e se zvýšenou expresí v SHN3 g e n u . U r o s t l i n b y l 

analyzován celkový o b s a h alkanů a aldehydů, a také průduchová h u s t o t a ( S D ) i průduchový 

i n d e x ( S I ) n a l i s t e c h růžice. Zvýšená e x p r e s e jednotlivého SHN g e n u v e d l a v některých 

případech p o d l e očekávání k e snížení počtu průduchů. O p r o t i t o m u snížená e x p r e s e 

buď neměla n a vývoj počtu průduchů v l i v n e b o měla stejný e f e k t j a k o t a zvýšená. 

U mutantních linií n e b y l o celkové množství alkanů a n i aldehydů v k u t i k u l e významně 

ovlivněno, přestože mikroskopická pozorování ukázala n a p o v r c h u linií se zvýšenou expresí 

v SHN2 či v SHN3 g e n u více epikutikulárních vosků. D o k o n c e u l i n i e se sníženou expresí 

v SHN2 g e n u (shn2) došlo k navýšení o b s a h u alkanů, t e d y k opačnému e f e k t u , než který se 

předpokládal. Také změny v e x p r e s i vybraných genů účastnících se vývoje průduchů (MUTE) 

a syntézy vosků v k u t i k u l e l i s t u (CER1, BDG3) p o d l e našeho názoru podporují hypotézu, 

že se S H N transkripční f a k t o r y pravděpodobně účastní o b o u vývojových d r a h . Nicméně 

k důkladnější analýze, a možná i k jasnějšímu výsledku, b y b y l o vhodné použít podrobnější 

analýzu jednotlivých složek vosků a také k u t i n u . A zároveň použít r o s t l i n y s umlčením 

n e b o zvýšenou expresí SHN genů pomocí sofistikovanější m e t o d y j a k o j e 

např. C R I S P R - C a s 9 . 
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8 Přílohy 

Příloha č. 1: Zvolené homozygotní r o s t l i n y huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) 

s T - D N A inzercí v SHN1 g e n u ( S A L K 0 5 1 7 0 1 , S A L K _ 0 3 0 9 0 5 ) , v SHN2 g e n u 

( S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C , S A L K _ 0 5 0 8 5 3 ) a v SHN3 g e n u ( S A L K 0 4 0 1 9 8 ) pěstované při prvním 

pěstování ( A ) ; a v e 2 . pěstování ( B ) , k d y b y l y pěstovány r o s t l i n y s T - D N A inzercí v SHN2 

g e n u ( S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C , S A L K _ 0 5 0 8 5 3 ) a v SHN3 g e n u ( S A L K 0 4 0 1 9 8 ) . Kontrolní r o s t l i n o u 

b y l a v y s e t a C o l u m b i a - 0 . 
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Příloha č. 2: S e k v e n c e levého a pravého p r i m e m u SHNrostlin použité při P C R r e a k c i během 

genotypování. 

Lokace Gen (SALK název/ NASC 
ID) 

Levý primer Pravý primer 

A t l g l 5 3 6 0 SHN1 S A L K _ 0 3 0 9 0 5 / N 5 3 0 9 0 5 A T C A T A G G G 
T C C C C A C T T C 
C 

A C A T T T C G C A 
G T G A T T C A C G 

A t l g l 5 3 6 0 SHN1 S A L K _ 0 5 1 7 0 1 / N 5 5 1 7 0 1 A T T C G A C C T A 
T T G G A G A C G 
G 

T C G T A C C C A T 
A G C C T A A G C 
C 

A t 5 g l l l 9 0 SHN2 S A L K _ 1 3 5 0 0 5 / N 6 3 5 0 0 5 G T G G T T C G T C 
C C C A A C T A A 
C 

C T A T C C A T C C 
C A T A G C G T C 
G 

A t 5 g l l l 9 0 SHN2 S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C / N 6 6 5 8 8 
7 

G A T A A A C A A 
A G C T G C A C C 
A G G 

G C A T G C A T G 
G T T G G T T T T A 
A C 

A t 5 g l l l 9 0 SHN2 S A L K _ 0 5 0 8 5 3 / N 5 5 0 8 5 3 A C C A A C A A A 
A T T G T A G G C C 
C 

C C A T T G T T T A 
C T G T T T T C C T 
G C 

A t 5 g 2 5 3 9 0 SHN3 S A L K _ 0 4 0 1 9 8 / N 5 4 0 1 9 8 G C C A A C C T T T 
T C C T G T C T T G 

A C A G T G A C G 
T G A A A A C G T 
C G 

Příloha č. 3: S e k v e n c e primerů (levého - f o r w a r d , F ; pravého - r e v e r s e , R ) použitých 
při R T - P C R . 

Název genu a typ primem (forward - F , 
reverse - R) 

Sekvence primem 

ACTIN2F C A A G G C C G A G T A T G A T G A G G 

ACTIN 2 R G A A A C G C A G A C G T A A G T A A A A A C 

SHN1 F C G C T G A G A T T C G T C A T C C T C 

SHN 1 R C C T C G T C G T A T G C T C T T G C T 

SHN2 F C C G C C A G C G A C A A T G G 

SHN2R T C G A A A G T T C C A A G C C A C A C T 

SHN3 F G T T C C G A G G T G T C C G C C A G C G T C A 

SHN3R G T C G T A G G C T C T A G C C G C T G 

SPCHV T C C A A T C T T T G G A A G C C A A G 

SPCHR G C T T A G A A C A G G C G G T G A A G 

MUTE V A T C G C T G T T G A A A G G A A T C G 
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MUTER A A G G G A A A G A T G G T C G G T T T 

FAMA F G G A A C A A A C C G T C C T C T A C T C 

FAMA R C A A A T G C T T G G A G A A T A A A A C C 

EPF1 F C G T C G A A G A G G C T G A G A C T T 

EPF1 R G C T G A T C A A G G G A C A G G G T A 

EPF2 F C T C A G T C G C C G A A T C A T G T A 

EPF2R C G C C A G C C A A A A C T G A T A T T 

CER1 F G G T G G G A G A A G G A A C A A C A A 

CER1 R T C A A T G C T G G T G T G G T A T G A 

CER2 F T A C G T C C G A G C C G T C T A C T T 

CER2R G A A G T G T C G T T G T C G T T G T C 

KCS1F T C T A A C C A G G C G G T T C A A C T 

KCS1 R C C G G T T T G T A G C A G G A G A A A 

BDG3 F C A A T A G C T C T C G G A G C G T C G 

BDG3 R G G C G A T G A A T T G C C A A A C A C 

Příloha č. 4: S u m a aldehydů z epikutikulárních vosků l i s t u húseničku rolního (Arabidopsis 

thaliana) smytých c h l o r o f o r m e m u mutantních r o s t l i n s T - D N A inzercí (SHN2 Ox 

S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C , shn2 S A L K _ 0 5 0 8 5 3 , SHN3 Ox S A L K 0 4 0 1 9 8 ) . Kontrolní v a r i a n t a C o l 

( C o l u m b i a ) . N = 5 , k d e n znamená počet biologickcých vzorků. 

0 , 7 

0 . 6 

E 0 , 5 
. o 

0 , 3 

0 , 2 

— Medián 
• 2 5 % - 7 5 % 

Í
5 % - 9 5 % 

Z d r o j , d a t a 

Col Shn2 Ox shn2 SHN3 Ox 
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Příloha č. 5: Relativní e x p r e s e genů podporující vývoj průduchů u r o s t l i n húseničku rolního 

(Arabidopsis thaliana) s T - D N A inzercí (SHN1 Ox S A L K 0 5 1 7 0 1 , shnl S A L K _ 0 3 0 9 0 5 , 

SHN2 Ox S A L K _ 0 4 3 8 6 8 C , shn2 S A L K _ 0 5 0 8 5 3 , SHN3 Ox S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) , kontrolní 

v a r i a n t a C o l u m b i a ( C o l ) . Trojúhelníky zobrazují zdrojová d a t a ( n = 3 , k d e n j s o u biologické 

v z o r k y ) , l i n k a v b o x p l o t u znamená medián, hvězdička s t a t i s t i c k y významný rozdíl 

o d k o n t r o l y , p < 0 , 0 5 . 

C D 0) 
C D 
L_ 
CL 
X 
C D 

' E > 
'•4—• 

C D 

CĹ 

Col SHN1 Ox shnl shn2 SHN2 Ox SHN3 Ox 
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P ř í l o h a č. 6 : Relativní e x p r e s e g e n u potlačující vývoj průduchů (EPF1 - EPIDERMAL 

PATTERNING FACTOR 1) u T - D N A mutantních r o s t l i n húseničku rolního (Arabidopsis 

thaliana) shn2 ( S A L K _ 0 5 0 8 5 3 ) , SHN3 Ox ( S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) . N = 3 , k d e n znamená počet 

biologických vzorků. 

•5 0,7 

— Medián 
• 2 5 % - 7 5 % 
I 5 % - 9 5 % 
A Z d r o j , d a t a 

0 . 6 

0 , 5 

0 , 4 

Příloha 

u linií s 

v a r i a n a t 

Col shnž SHN3 Ox 

č. 7 : Relativní e x p r e s e BDG3 v l i s t e c h húseničku rolního {Arabidopsis thaliana) 

T - D N A inzercí - shn2 ( S A L K _ 0 5 0 8 5 3 ) a SHN3 Ox ( S A L K _ 0 4 0 1 9 8 ) , kontrolní 

C o l u m b i a ( C o l ) , n = 3 , k d e n znamenená počet biologickcýh vzorků. 

1,2 

n 1 . 0 

Q 
C Q m w „ „ o 0 , 8 

• S 0 , 6 

0 , 4 

0 , 2 

— Medián 
• 2 5 % - 7 5 % 
I 5 % - 9 5 % 
A Z d r o j , d a t a 

Col shn2 SHN3 Ox 
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Příloha č. 8: Celkové množství alkanů u húseničku rolního (Arabidopsis thaliana) e k o t y p 

W a s s i l e w s k i j a ( W S ) u SHN1 Ox r o s t l i n y , která má zvýšenou e x p r e s i SHN1 g e n u . Hvězdička 

znamená s t a t i s t i c k y významný rozdíl o d k o n t r o l y ( W S ) , p < 0 , 0 5 . 

— Medián 
• 2 5 % - 7 5 % 

Í
5 % - 9 5 % 

Z d r o j , d a t a 

ws SHN1 Ox (WS) 
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Příloha č. 9: L o m l i s t e m húseničku rolního (Arabidopsis thaliana) e k o t y p W a s s i l e w s k i j a 

( W S ) u kontrolní r o s t l i n y ( A ) , SHN1 Ox r o s t l i n y s epikutikulárními v o s k y n a p o v r c h u ( B ) 

p o d Kryo-elektronovým m i k r o s k o p e m se změřenou tloušťkou k u t i k u l y . 
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Příloha č. 10: L o m l i s t e m húseničku rolního (Arabidopsis thaliana) e k o t y p W a s i l e v s k i j a 

( W S ) s j e h o změřenou šířkou u kontrolní r o s t l i n y ( A ) a SHN1 Ox r o s t l i n y ( B ) 

p o d K r y o - elektronovým m i k r o s k o p e m . 
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