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1  Uvod

Priduchy jsou drobné mikroskopické pory v pokozce listl, ale 1 ostatnich
nadzemnich organi rostliny tvoiené dvéma svéracimi buiikami, které por obklopuji, zajistuji
vyménu plyna s okolim. V zavislosti na vnéjSich podminkach prostiedi jsou na svétle vice ¢i
méné oteviené a umoziuji tak piijem CO; pro fotosyntézu. Skrze otevieny pruduch se do
okolniho prostiedi transpiraci uvoliluje vodni para, coz je pro rostlinu vyhodné z hlediska
potieby chlazeni listu a udrzovani jeho optimalni teploty. Pfi odpafovani vody z povrchu listu
se totiz spotfebovava energie ve formée skupenského tepla, mize to v§ak znamenat neimérnou
ztratu vody na ukor vys$iho piijmu CO». Diky vybaveni svéracimi bunikami, které reguluji
propustnost praduchu, mize rostlina regulovat piijem CO> a vydej vodni pary podle
aktudlnich potieb rostliny a podle aktualni situace v okoli. Z dlouhodobého hlediska mohou
byt transpirace a pfijem CO; fizeny i zménou poctu a velikosti priduchd. Obecné se
predpoklada, ze mladé (vyvijejici se) listy dostavaji informaci o potiebé vytvoftit prislusny
pocet priduchii v epidermis vyvijejicich se listl na zaklad¢ informace naptiklad o intenzité
svétla a mnozstvi CO2 ze starSich (dospélych) listi (Lake et al., 2001). Hustota praducht
(pocet pruduchti na plose listu) je taktéz druhové specificka vlastnost, napiiklad suchomilné

rostliny jsou obecné na priduchy chudsi.

V bezprostfednim kontaktu s okolim je i kutikula. Tato voskova vrstva pokryva list,
ucinné brani vyparu vody mimo praduchy, nepropousti nezadouci latky dovnitf listu
k mezofylu a predstavuje ochrannou vrstvu viaci UV zéafeni a ochranu rostliny pied
nepiiznivymi abiotickymi a biotickymi faktory. Tvofena je komplexem latek sloZenych
z nerozpustného polymeru kutinu a vicero chemicky riznorodych skupin rozpustnych lipidi,
souhrnné oznacenych jako vosky. Lze ji Clenit na dvé vrstvy, vnitini intrakutikularni
s pfevahou kutinu a vné&jsi epikutikularni tvofenou prevazné vosky. Spole¢né s praduchy a
cévnim systémem vznikly jako adaptace rostlin v priibéhu jejich piechodu na sous pied vice

nez 400 miliony let.

Spojenim mezi vyvojem praduchii a vyvojem kutikuly se zabyvalo nékolik malo
praci britskych autort v letech 2002-2003. Gen HIC (KCS13), jeden ¢len rodiny KCS, ktera
u Arabidopsis ¢ita 21 ¢lentl, koduje enzym 3-ketoacyl Co-A syntazu pro tvorbu kutikuly a
zaroven patrné reguluje pocet praduchii na listu v zavislosti na koncentraci CO> (Gray et al.,
2002). hic mutanti neomezuji pocet pruduchii pii vysoké koncentraci CO> jako wild-type

rostliny. Nabizi se tak otazka provazani mechanismt tvorby kutikuly, zakladani praducht v



epidermis, komunikace mezi vrstvami listu: mezofylem, epidermis a kutikulou. Souvisi spolu
zakladani praducht a vysledna podoba epidermis a tvorba a vysledna tloustka a struktura
kutikuly a jak? Ptedavaji si pletiva listu informace o vnéjSim 1 vnitinim prostiedi, coz by
napomahalo efektivnimu pfizplisobovani rostliny k podminkdm prostfedi, v nichz rostlina

roste?



2 Teoreticka cast

2.1 Priduchy

2.1.1 Obecné informace

Rostlinné¢ priduchy na listu i1 dalSich nadzemnich organech rostlin tvofi
specializované svéraci buniky, u dvoudéloznych rostlin vétSinou eliptického (ledvinovitého)
tvaru velké fadoveé setiny milimetru, které vznikly jako evolu¢ni uzplsobeni piti prechodu
rostlin na sou$. Byvaji doprovdzeny podpirnymi buiikami a dohromady tvofi praduchovy

komplex.

Zacalo byt nezbytné nutné regulovat mnozstvi unikajici vody, pro rostlinu neni
pfijatelné, aby se voda vypatrovala volné€ celym povrchem listu, ¢emuz ostatné 1 brani kutikula.
Zaroven se tak povrch listu uzavftel pred pfistupem vzduchu, ktery do rostliny také proudi z
vétSiny pies pruduchy, kutikularni transpirace je podstatné nizsi nez stomatalni (Kerstiens et

al., 1996).

Pokud by tento por ziistdval neménny, rostlina by nemohla pruzné reagovat na
aktualni vykyvy pocasi, vodni pary by unikaly bud’ malo, nebo pfiliS. Za tmy, kdy neprobiha
fotosyntéza, rostlina nepotiebuje Zadny CO- jako substrat pro fotosyntézu, proto je zbyte¢né,
aby byly priduchy otevieny, uzavienim priiduchl se zamezi i vyparu vody. Naopak za svétla
se pruduchy oteviou, aby rostlina mohla fotosyntetizovat na maximum, navic vypar vody
chladi listy. Na druhou stranu za pfiliSného vedra a sucha, kdy jiz rostlina nemiiZe ztracet tolik
vody, zvlasté kdyz ji neni v pidé dostatek, pfivie priiduchy. Tim se také snizi rychlost
fotosyntézy, ktera je stejné pro piehiivani listi méné efektivni. Udava se, ze u C3 rostlin je na
kazdou jednu molekulu CO; zafixovanou do cukru ztraceno kolem 500 molekul H>O, u C4
rostlin je to kolem 250 a u CAM rostlin je to ve vysledku kolem 50 molekul vody. Tento
pomér vychézi z transpiraéniho indexu (Taiz and Zeiger, c2006 pp 66—69). Propustnost
(otevienost) praduchu reguluje turgor svéracich bunék priidduchu, diky némuz se méni jejich
tvar a tim 1 velikost Stérbiny mezi nimi ithned po obdrzeni signalu Reakce je velmi rychla, trva

pouze fadoveé minuty (Kriedemann et al., 1972).

U mechti jsou praduchy ptfitomné jen na tobolce, tzn. na sporofytu, u vyssich rostlin
chybi nékterym hlevikiim, vSem jatrovkam a primitivhim mechiim na bazi fylogenetického
stromu (Edwards et al., 2000). Dulezitou soucasti svéracich bunék jsou celulozové

mikrofibrily, které najdeme v kazdé rostlinné bunice, kde maji za tikol udrzovat tvar. Vnitini
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¢ast bunééné stény svéracich bunck, kterd sousedi s porem je oproti bunééné sténé v ostatnich
¢astech bunék az pétkrat silngjsi, vytvaii pevnou listu (Taiz and Zeiger, c2006). Zajimavy je
zvyseny pocet chloroplastli ve svéraci buiice ve srovnani s epidermalnimi buiikami, které
chloroplasty nemaji. Vyhodné to mize byt z mnoha diivodu, svéraci buiiky reaguji mimo jiné
1 na svétlo, tudiz fotosynteticky aparat muze slouzit jako zdroj signalu, reakce jsou také

zdrojem osmoticky aktivnich latek (Zeiger et al., 2002).

2.1.2 Rizeni otevirani priduchi

Vnéj$i podminky, jako napiiklad intenzita a kvalita svétla, teplota a obsah vody
v listu, vnitrobunéénd koncentrace CO, jsou vnimany svéracimi bunikami, signaly jsou
integrovany a vysledkem jejich integrace je odpovidajici otevieni S$térbiny praduchu.
Mechanika otevirani priduchi je zaloZena predevSim na transportu draselnych iontd pies
membranu a zménach jejich koncentrace ve svéracich buitkach priduchd. Protonova pumpa
vy&erpa H' z prostoru svéracich bunék, ¢imz se vytvori negativni naboj. Nasledné reakce na
membrang aktivuji nabojem fizené draselné kandly, které za¢nou propoustét draselné kationty
dovniti svéraci bunky. SouCasné svéraci buiika zacne piijimat chloridové ionty ¢i zacne
produkovat malat. Osmoticky potencial uvnitf buiiky klesa, sniZuje se vodni potencial, bunika
nasava vodu, zacne zvétSovat objem. Slabsi bunééna sténa na vnéj$i strané sveéracich bunék se

vyklene, coz zvétSuje Stérbinu poru a priduch se otevird (Ward and Schroeder, 1994).

Jednim ze signall, ktery otevird praduchy, je svétlo. Reakce priducht je tak
vysledkem piisobeni svétla riznych vinovych délek. Modré svétlo aktivuje protonové pumpy,
coZ umozni vstup draselnym iontim (Shimazaki et al., 2007). Na modré svétlo reaguji 1
vyizolované svéraci bunky, coZ ukazuje, Ze vSechny signdly a mechanismy pro reakce na
modré svétlo jsou uvnitt svéraci bunky (Zeiger and Hepler, 1977). Jako senzor pro modré
svétlo plisobi zeaxanthin, to bylo dokdzano pomoci mutanta, ktery toto barvivo neprodukoval,
tudiz jeho priduchy nereagovaly na modré svétlo (Frechijia et al., 1999). Cervena slozka
sveételného spektra posiluje fotosyntézu v mezofylu a ve svéracich buikach a snizuje
koncentraci CO; v cytoplasmé, coz mlize indukovat zménu stavu priilduchu (Shimazaki et al.,
2007. Aby doslo k reakci na ¢ervené svétlo, jeho intenzita musi byt vys$si nez u svétla modrého,
a1doba trvani ozafeni musi byt fadové delsi. Paprsek Cerveného svétla presné cileny na svéraci
buniku nezptsobi reakci, signal tedy musi ptichazet z okoli. Jednou z teorii je, Ze rychlejsi
fotosyntéza v okolnim mezofylu plisobi snizeni koncentrace CO; ve svéraci buiice (Roelfsema
et al., 2002). Kazdopadné ale vlivem cCervené¢ho svétla dochazi v priiduchu k akumulaci

draselnych iontl a cukrti (Hsiao et al., 1973; Talbott and Zeiger, 1998).



Dalsim hra¢em v regulaci otevieni pruduchii je kyselina abscisova. Jeji zvySena
koncentrace zavira priduchy, coz koresponduje s jejimi inhibi¢nimi funkcemi. Svéraci bunky
pro ni maji extra i intraceluldrni receptory. Navazani aktivuje kandaly pro vapenaté ionty
v cytoplasmatické membrané, které¢ zastavi pfistup draselnych iont z okoli, zato stimuluji
ptechod draselnych, vapenatych, ale i chloridovych iontd z vakuol. Déle vapenaté ionty
zpusobi otevieni vytokovych kandli pro chloridové ionty, které zatnou opoustét buiku, coz
zpusobi depolarizaci membrany. Kaskada pokracuje aktivaci draselnych kanald, diky kterym
K+ za¢nou opoustét svéraci bunku. Pro zkraceni jsem neuvadél nékteré mediatory, pies které
mohou ionty ptsobit. ABA se jako stresovy hormon syntetizuje v rostliné v reakci na snizeny
obsah vody v piid¢ a zavird priduchy diive, nez dojde k vadnuti rostlin v disledku snizeni

vodniho potencidlu rostliny (Desikan, 2003).

2.1.3 Evoluce vyvoje priduchi

Podle fosilnich nélezii priduchy vznikly pouze jednou v dobé zhruba pied 450
miliony let s tim, jak rostliny zacaly pfechazet na sous. Vzhledem ke stavu atmosféry, kdy
bylo ve vzduchu vice CO> nez dnes, bylo zapotiebi vyrazné¢ méné paropropustnych pori.
Priduchovy index postupné stoupal s ubyvanim oxidu uhli¢itého v atmosféfe. Prvni utvary
pro vyménu vzduchu na listu vznikly patrné pted 450 miliony let na ptivodnich Charophytes,
pfedchiidcich dnesSnich bezcévnatych rostlin, mecht a hleviki. Prava stomata tfizena bHLH a
EPF faktory se vyvinula pied 430 miliony let u kapradin. Nasvédcuje tomu fakt, ze praduchy
modernich vranecku také reaguji na ABA (Ruszala et al., 2011). (Moderni) jatrovky nemaji
priduchy, ale pouhé pokozkové pory, které se od pruducht lisi stavbou 1 morfologii (Vatén
and Bergmann, 2012). Dnes$ni mechy maji pruduchy vyhradné na sporangiich sporofytu a o
jejich funkénosti se vedou spory, u mechti a hleviki jde ¢asto o pseudostomata nebo dochazi

k druhotné ztraté priducht (Merced and Renzaglia, 2017; Vatén and Bergmann, 2012).

2.1.4 Molekularni zaklad vyvoje priaduchi

Svéraci buniky jsou specializované epidermalni builky. Z protodermu se vyvine
nejdiive meristemoidni matefska builka (meristemoid mother cell, MMC). Tato burka je
schopna se asymetricky rozdélit na meristemoid (M), ktery si ponechavéa vlastnosti kmenové
buiiky, a na stomatal-lineage ground cell (SLGC). Meristemoid se dale asymetricky dé€li a dava
vzniknout dal§im SLGC. Po n¢kolika cyklech ztrati vlastnosti kmenové buiiky a specializuje
se v matetskou svéraci bunku (GMC), ktera se symetricky rozdéli na dvé svéraci buiiky (GC),

obklopujici por.



Ptechod do dalsiho stddia vyvoje buiky fidi signaly z okolnich bun¢k, které tak
mohou ovliviiovat, jestli se z dané matetské buiiky stane funkéni priduch. Ustiedni roli zde
hraji transkripcni faktory SPEECHLESS (SPCH), MUTE a FAMA. Jedna se o transkripcni
faktory typu bHLH (basic-helix-loop-helix). Tyto proteiny dimerizuji se SCREAM (SCRM,
diive oznacované jako ICE1) a se SCRM2, coz jsou také bHLH transkrip¢ni faktory. Vyvoj
priuduchu tak mtzeme rozdélit do tii fazi. Cely tento proces je znazornén na Obr. 1, véetné

vyznamnych faktort, které se ho ucastni.

Prvni faze iniciace probihd za ptitomnosti faktoru SPCH a reguluje déleni MMC.
SPCH dimer indukuje tvorbu faktort EPF2 a TMM, EPF2 soutézi se STOMAGENEM
(EPFL9), pozitivnim epidermalnim faktorem o pozici na receptorovém komplexu tvofeném
ERECTA a TMM, ptfes MAP kinazovou kaskadu reguluje funkci dimeru SPCH/SCRM,
vznikd tak zpétnovazebnd regulacni smycka. Druhou fazi, pfechod meristemoidu v GMC,
reguluje dimer s faktorem MUTE. Jeho syntézu fidi epidermalni faktor EPF1, jez o pozici na
receptorovém komplexu soutézi opét se STOMAGENEM. A nakonec treti faze, diferenciace
kone¢né svéraci buiiky z matetské svéraci bunky (GMC) je fizena bHLH transkrip¢nim

faktorem FAMA (Han and Torii, 2016).
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Obr. 1 — Schéma vyvoje praduchi od protodermalnich ke svéracim bunkam. Pfevzato z Han and Torii, 2016.

Epidermaélni faktory EPFI1 i 2, které zasahuji do regulace diferenciace priiducht,
funguji na principu aktivace MAP kinazové drahy, kterd ve findle brani syntéze bHLH
transkripcnich faktort SPCH, MUTE a FAMA, jeZ vedou k diferenciaci priiduchu. Dalsi
zajimavou regulaci pfedstavuje pfima vazba SPCH na promotor genu MUTE. Tyto drahy jsou
dale fizeny mnoha signaly z vice stran, nékterym se v pribéhu textu jest¢ budu vénovat (Han

and Torii, 2016).



U Arabidopsis byly detekovany signalni epidermalni faktory STOMAGEN (EPFL9)
— pozitivni a EPF1 a 2, které jsou negativni, a fada dalSich ¢leni komplexni rodiny
epidermalnich faktora (napt. EPFL6), které reguluji tvorbu priducht. Napiiklad faktor EPF2
je syntetizovan vyvijejicimi se buitkami praduchti, konkrétné¢ v MMC (Hara et al., 2009), zato
STOMAGEN je patrné syntetizovan v mezofylu (Sugano et al, 2010). Jejich receptorem je
komplex proteinti na membrané tvorenych mimo jiné TMM (TOO MANY MOUTH protein,
receptor-like serine/threonine-protein bez kinazové aktivity) a ERECTA (LRR receptor-like
serine/threonine-protein kinase), ptipadné dalsimi ERECTA-like proteiny (Shpak, 2013).

2.1.5 Vliv vnéjSich podminek na vyvoj priduchi

Také vznik praducht, jejich pocet a velikost je fizena vnéjSimi podminkami. Ve
vztahu k priduchiim rostliny nejvice reaguji na koncentraci CO; a Groven svétla, dale reaguji
na vlhkost, teplotu a brassinosteroidy. Tyto vné&jsi 1 vnitini faktory aktivuji ¢i inhibuji rizné
molekularni signalni drahy, které jsou popsany vyse (Pillitteri and Dong, 2013). Na Obr. 2 je
schéma, které znazorinuje riizné faktory ptisobici na vyvoj pruducht a také znamé cesty, pies

které ptisobi.

2.1.5.1 Vliv svétla na vyvoj priduchi

Rostliny péstované na svétle tvoii vice priiduchli na plochu, maji totiz vyssi hustotu
praducht (SD), a také maji vyssi praduchovy index (SI, podil priduchii na celkovém poctu
epidermélnich bun€k) (Schoch, et al., 1980). Rozdil uz ale miZzeme vidét pii oSetfeni
kratkovinnym ¢ervenym svétlem, které SI zvySuje, zato dlouhovinné cervené svétlo se chova
naopak. V regulaci vyvoje pruduchti se tedy patrné uplatiiuje fytochrom B (Casson et al.,
2009). Ptsobeni modrého svétla je zprostiedkovano pies jeho receptor kryptochrom 1 a 2,
efekt cerveného svétla prenasi fytochrom B a dlouhovinné ¢ervené svétlo plisobi na fytochrom
A. Receptory pro Cervené a modré svétlo inhibuji faktor COP1, ktery pravdépodobné blokuje
MAP kindzovou fosforylaéni drahu ptes enzym YDA, nasledné¢ MKK4 a 5 a nakonec MPK3
a 6 az na uroven SPCH a piedpokladany 1 zbyvajicich naslednych signalnich faktort MUTE
a FAMA. Vice svétla tedy znamend méné¢ MPK3/6, coz zvySuje mnozstvi transkripcniho

faktoru SPCH a mozné i dalSich dvou.
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Obr. 2 — Schéma popisujici externi i intern{ faktory, které ovliviuji tvorbu praduchu véetné drah, na které pasobi.

Pfevzato z Han and Torri, 2016.

2.1.5.2 Vliv COz2 na vyvoj pruduchi

Vzhledem k tomu, Ze jsou pruduchy hlavnim mistem, kudy se CO: do listu dostava,
chtélo by se fici, Ze vSechny rostliny tedy budou reagovat na mnozstvi CO2 v okoli. Zda se
u 75 % druht vetné€ Arabidopsis, a to tim zpusobem, ze se zvysujici se koncentraci CO; se

snizuje pocet praducht.

StéZejni roli v procesu vniméani koncentrace CO> zde patrn¢ hraji geny pro B-
carbonic-anhydrazu, ato CA/ a CA4 (Hu et al., 2010). Lze pozorovat vyrazné zvyseni exprese
genu EPF2, negativniho epidermalniho faktoru u kontrolnich wild-type rostlin, pfi zvySeni
koncentrace CO2 spojené se snizenim hustoty priduchii na listu. U mutant v genech CA/ a
CA4 tento efekt nebyl pozorovan, naopak se hustota priaducht zvySovala (Engineer et al.,

2014).

Za pozornost stoji dalsi gen s podobnym chovanim v zavislosti na koncentraci CO2,

kterym je HIC. Mutanti v tomto genu nereaguji na zvySenou koncentraci CO; ve svém okoli



snizenim, ale naopak zvySenim priduchového indexu. Tento gen koduje enzym 3ketoacyl-
CoA syntazu, jez se ucastni syntézy dlouhych mastnych kyselin pro kutikularni vosky (Gray
et al., 2000). HIC se patrn¢ exprimuje jen ve svéracich buiikach, neni tedy pfili§ jasné, jak
muze fidit 1 mnozstvi voskl v kutikule a diferenciaci svéracich bunék. Miize byt ovlivnéna
bud’ propustnost svéracich bunék, ¢i syntaza muze fungovat jako signal. Déle bylo dokdzano,
Zze mutanti 1 v jinych genech pro tvorbu kutikuly, tudiz rostliny s pozménénou strukturou

kutikuly, maji odlisny priduchovy index (Zeiger and Stebbins, 1972).

2.1.5.3 Dalsi faktory ovliviiujici vyvoj priduchi

Vi se, ze faktory jako vlhkost, teplota ¢i ABA méni priiduchovy index ¢i stomatalni
densitu. Déje se tak pravdépodobné stale na urovni regulace vyse popsanych drah, vlhkost by
mela indukovat MPK3/6, ktery inhibuje transkripcni faktory potiebné pro diferenciaci
praduchti. Stejné se draha chova pfi puisobeni chladu, kde byla navic jesté zjisténa stimulace
tvorby SCRM, ktery je tieba do duplexu k faktorim potiebnym pro diferenciaci priaducht
(Pillitteri and Dong, 2013). Do regulace vyvoje priduchii je z hormonii zapojen auxin
(Balcerowicz et al., 2014) jako negativni faktor ve vyvoji. Zde se zminim jes§té o
brassinosteroidech, inhibujicich BIN2, ktery dale inhibuje SPCH piimo a nepiimo pres YDA
i MKK4/5. Ptitomnost brassinosteroidu tedy ovliviiuje mnozstvi priaduchi na stejné draze
(Pillitteri and Dong, 2013), ale efekt je rozdilny na kotyledonu, kde SI sniZuje, a na
hypokotylu, kde SI zvySuje (Gudesblat et al., 2012).

2.2  Vnitini koncentrace CQOz v listu

Musime vzit do uvahy, Ze koncentrace CO, uvnitt listu se od koncentrace v atmosféte
1i8i. Tato koncentrace je ovliviiovdna nejen vngj$i (atmosférickou) koncentraci CO> vné listu,
ale také ostatnimi podminkami vné&jSiho prostiedi, naptiklad svétlem a zavlahou. Rostlina
mnozstvi CO» aktivné reguluje pomoci otevirani a zavirani priducht (Farquhar et al., 1989).
K méfeni vnitini koncentrace CO> v listu, ktera se nedd jednoduse zméfit ptimo, se vyuziva
skute¢nosti, ze enzym RUBISCO (ribulézobisfosfat karboxyldza-oxygenaza) diskriminuje
t&7ky izotop uhliku *C a ptednostné zpracovdvd '*C. Mezi koncentraci COz v listu a
izotopovym signdlem (pomérem '3C/'’C vztazenym ke standardu —38'’C) je negativni
korelace. Je-li CO, dostatek, je podil *C velmi maly, vyjadieny v zadpornych hodnotach %o.
mezofylu. Pii rychlejsi fotosyntéze nebo nedostate¢ném piisunu CO2, kdy se nedostava tolik

12C, tudiz si RUBISCO nemtize tolik vybirat, se zvy$uje pomér *C/!2C. Nutno ale dodat, Ze



stejné vysledky dostaneme i u rostlin stresovanych suchem, u rostlin s pfivienymi praduchy
z jinych diivodil, neZ je sucho & u jedinct s méné priiduchy (Farquhar et al., 1982; Santriicek

and Santrackova, 2018, pp. 53, 150-).

2.3 Kutikula

2.3.1 Obecné informace o kutikule

Pti vstupu rostlin na sous bylo potfeba zamezit ztratdim vody pouhym vypafovanim
z povrchu, patrné proto se u rostlin vyvinula kutikula, voskovita vrstva témét nepropustnd pro
vodu 1 plyny. Ale neni to jedina funkce kutikuly, hraje diilezitou roli ve fyziologii, vyvoji
rostliny a jejim vztahu k okoli (Yeats and Rose, 2013). Slozena je z makromolekularni sité
kutinu, ve které jsou rizné lipidy, zde nazyvané vosky. Kutikulu Ize rozdé€lit na dve€ vrstvy na
zaklad¢ jejich slozeni. Nize polozend ,intrakutikuldrni vrstva®“ je bohatd na kutin a
polysacharidy, pfimo navazuje na bunécnou sténu pokozky (epidermis). Horni epikutikularni
vrstva je bohata na vosky pii mens$im zastoupeni sacharidii a na povrchu vytvari Casto

charakteristické krystalické struktury z epikutikularnich voski (Yeats and Rose, 2013).

Kutikularni vosky jsou nej€astéji derivaty dlouhych fetézcl mastnych kyselin Citajici
20-34 uhlikd, které zahrnuji vlastni mastné kyseliny, aldehydy, ketony, primarni i sekundérni
alkoholy, alkany a estery voskl (Yeats and Rose, 2013). Biosyntéza byva zahajena z 16 ¢i
18uhlikatych mastnych kyselin v plastidech pokozkovych bun€k. Pomoci acyl-koenzym A
syntazy jsou fetézce preménény na CoA thioestery, které jsou transportovany do
endoplasmatického retikula (Pulsifer, et al., 2012). C16 acyl-koenzym A je substratem pro
komplex beta-ketoacyl-CoA syntdzy, reduktdzy, dehydratazy a reduktazy. V Arabidopsis se
povazuje CER6 (znadmy téz jako CUTI ¢i KCS 6), dale jsou pfitomny dalsi geny skupiny CER,
dale KCS1 ¢i PAS?2 (Fiebig et al., 2000).

Kutin je sloZen z hydroxylovanych mastnych kyselin s malym mnoZstvim glycerolu,
propanoidil a dikarboxylovych kyselin (Kolattukudy, 2001). Syntéza opét zacina v plastidu v
pokozkovych bunikach a pokracuje v jejich endoplasmatickém retikulu, kde probéhne

hydroxylace na nékolika mistech a syntéza acyl-CoA prekurzoru (Li-Beisson et al., 2009).

Prekurzory voskii a kutinu jsou transportovany z endoplasmatického retikula pies
cytoplasmatickou membranu a buné¢nou sténu. V pienosu hraji roli ABC pienasece zavislé

na ATP (Pighin, 2004). Posledni krok syntézy kutinu je inkorporace hydroxyacyl monomert.
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O tomto procesu se vi malo, ptitomny je gen CDI, coz bylo detekovéano na rajceti (Girard et
al., 2012). Syntéza voskil u Arabidopsis je podporovana nedostatkem vody, chloridi a

kyselinou abscisovou, syntéza kutinu reaguje jen na deficit vody (Kosma et al., 2009).

Bylo detekovano mnoho transkrip¢nich faktord, které se podileji na tvorbé kutikuly
(Yeats and Rose, 2013). WINI/SHNI patti do rodiny tii gend, které se podileji na syntéze
kutinu, ale ne voska (Shi et al., 2013). SHN faktor dale tidi expresi gent, které modifikuji
pektin, soucast bunécné stény. Patrné tak dochazi ke vzajemné interakci syntézy kutinu a
bunécné stény (Shi et al., 2013). MYB96 zavisi na koncentraci ABA a m¢l by fidit slozeni
kutikuly podle sucha (Seo et al., 2009). CFLI inhibuje funkci HDG1, ktery patti do skupiny
HD-ZIP IV, ¢imz inhibuje nékolik genil pro syntézu kutinu (Wu et al., 2011). Tato skupina

faktori dale reguluje diferenciaci mimo jiné i svéracich bunck (Takada et al., 2013).

2.3.2 Vztah kutikuly a priaduchu

Pocet priducht a slozeni kutikuly se navzajem ovliviiuji, poprvé to bylo popsano
Zeigerem a Stebbinsem (1972). Vlivy nékterych faktord na oba tyto d&je jsem jiz nastinil
v predchozim textu, jednd se naptiklad o HIC. Praduchovy index je zna¢n¢ sniZzen u mutanti
defektnich v genech CERI a CER6/CUTI. CERG se na rozdil od HIC exprimuje na celé plose
listu (Holroyd et al.,, 2002). Pravé pro tyto vzajemné ulinky se zacalo spekulovat o
propojenosti signalnich drah v kutikule, pokoZce a mezofylu a o existenci signalnich molekul,

které prostupuji do riznych ¢asti rostliny (Bird and Gray, 2003).

2.4 Cile prace

Za pomoci ,,praduchovych® a ,kutikularnich® mutantdi, dale popsanych v kapitole
Material a metody, analyzovat vzajemné vztahy mezi vyvojem praducht ve smyslu jejich
poctu (SD) a podilu na celkovém poctu pokozkovych bunék (SI) a vyvojem kutikuly,
respektive mnozstvim epikutikularnich voskll v zavislosti na intenzité svétla. Zjistit, jak na
tyto zmény na transkripéni Grovni reaguji dva klicovi predstavitelé EPF faktora (EPF2 a
STOMAGEN). Pomoci analyzy izotopového poméru & '*C nepiimo ,zméFit“ vnitini
koncentraci COz v listech pouZitych genotypil. A nakonec, najit rostliny s homozygotni mutaci

v genu HIC (KCS13) pro dalsi pokusy.

11



3  Material a metody

3.1 Podminky péstovani a rostlinny material

Pokusné rostliny byly péstovany dle jejich ucelu. Rostliny Arabidopsis uréené pro
ziskani semen byly péstovany v klimatizované sklenikové koji orientované na vychodni stranu
pii teploté¢ 18 °C a bud’ pod piirozenym svétlem, ¢i pod LED pro generalni osvétlovani.
Vysevy na Petriho miskach byly umistény v kultivaéni mistnosti klimatizované na 21 °C
v policich osvétlenych z boku pomoci zativkovych trubic s ¢asovanim 16 hodin den/8 hodin
noc. Pokusy provadéné ve standardizovanych podminkach probihaly v boxu Snijders
Scientific (Nizozemsko). Jako vysoké svétlo je oznaCovana hladina 250 pmol m?s™!, jako
nizké svétlo je oznaCovéana hladina 80 pumol m?s! z T8 zafivek NARVA uréenych pro

pestovani rostlin.

V praci bylo pouzito n€kolik mutantnich linii s defektnimi geny. Jako a##/ mutant je
popisovana rostlina s mutaci v genu A77, ktery produkuje cytochrom CYP86A2, ktery je
nezbytny pro spravnou syntézu kutinu. Tento mutant tak ma nizs$i mnozstvi kutinu, kutikula
je dale propustnéjsi pro vodu (Xiao et al., 2004). Jako cutl je znaCen mutant s mutaci v genu
CUT]I, ktery ma vazné poruchy ve voskové vrstvé (Millar et al., 1999). StRNAi (Stomagen
RNA interference) mutant ma na posttranskripcni urovni blokovanou aktivitu STOMAGENu,
diky ¢emuz ma rostlina vyrazn¢ snizen pocet priduchi (Sugano et al., 2010). Double mutant
epfl,2 méa mutaci v negativné pusobicich epidermalnich faktorech, které reguluji vznik
priducht, ma jich tak zvySené mnoZstvi. VSechny tyto rostliny v ramci pokusii byly péstované

v hydroponii v Hoaglandové ¢inidle 4x fedéném.

3.2 Stanoveni po¢tu priduchii a priuduchového indexu

Z mnohych metod, které umoziuji vytvaret otisk povrchu listu tak preciznég, aby bylo
mozné pod mikroskopem pocitat buniky a priduchy, byla zvolena jedna z nejjednodussich, a

to otisk do bezbarvého laku na nehty. Metoda neumoznuje vytvaret otisky na Zivém listu pfimo

N 24

Ve stanoveny den bylo ze vSech rostlin ndhodné€ odebrano 5 listt pro kazdou skupinu
a pro rubovou a licovou stranu zvlast. Listy nasledné byly zafixovdny na papir pomoci
oboustranné lepici pasky (neni vyzadovano v ptipadé, kdy jsou listy dostatecné staré a pevné.
Na povrch byl nanesen bezbarvy rychleschnouci lak Rimmel London 60 Seconds, ktery se

nechal n€kolik minut zaschnout (dle mé zkuSenosti 60 sekund z nazvu nestaci, 3 minuty ale
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byly dostatecné). Po zaschnuti byla na vrstvu laku nalepena obycejna lepici paska, na které po

sloupnuti zlstal otisk. Paska byla nakonec nalepena na podlozni mikroskopické sklo.

Snimky pro analyzu poctu praduchti byly potizeny na mikroskopu BX61 (Olympus,
Japonsko) s jednookou zrcadlovkou EOS 5100 (Canon, Japonsko) s rozliSenim omezenym na
10 Mpx na trinokuldrni hlavici. Pocitani bylo provadéno na vyslednych fotografiich
v programu FIJI (nastavba programu Imagel, open source) a v aplikaci pro OS Android
Colony Counter (Promega, Madison, Wisconsin). Hodnoty byly piepocitany na stomatalni
index (SI, pomér poctu pruduchti a poctu bunék) a na stomatalni densitu (pocet priduchii na
jednotku plochy). Vysledky byly déle zpracovany statisticky v programu Statistica v. 13.3
(TIBCO, Palo Alto, Kalifornie) metodou faktoridlni ANOVY pro stanoveni signifikance
rozdilti mezi skupinami a Bartlettovo testem pro stanoveni miry homogenity variance, ktera
je pozadovana pro testy ANOVA. Grafy byly vytvofeny v programu SigmaPlot (Systat, San

Jose, Kalifornie).
3.3 Méreni relativni miry exprese metodou qPCR

3.3.1 1Izolace RNA

Pro izolaci ¢isté RNA byla zvolena metoda organické extrakce a vazby RNA molekul
na kolonku s kfemelinovou membranou, kterd je schopnid vazat RNA za ptitomnosti
chaotropniho ¢inidla. Pouzit byl kit NucleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel, Diirren,

Némecko).

Pro izolaci vzorki je tfeba zajistit rychlou homogenizaci za nizké teploty, aby se
RNA degradovala co nejméné. Listy z rostlin (maximalné 100 mg) byly hned po odebrani
zmrazeny tekutym dusikem v kryozkumavce €i zabalené do alobalu. Nasledné byly vzorky
homogenizovany v misce v tekutém dusiku, do kterého se prendaly listy. Co nejrychleji po
rozmélnéni byl prach pifenesen do zkumavky s350pul pufru RAT s3,5pul beta-

merkaptoethanolu, coz je irreverzibilni inhibitor RNz, diky ¢emuz je lyzat stabilni.

Vsechny centrifugaéni kroky byly provadény pii rychlosti 11000 g. Homogenizovany
roztok byl pfeveden do kolonky s fialovym vickem, ktera odfiltruje pevné Ccastice.
Centrifuguje se 1 minutu, po pouziti mize byt kolonka vyhozena. Do sbérné zkumavky bylo
ptidano 350 pl 70% ethanolu a promichdno pipetou. Tato smés byla pfevedena na izolacni
kolonku s modrym vickem a byla centrifugovana 30 sekund. RNA (a trochu odpadni DNA)

se navaze na povrch castic na membrané diky pfitomnosti chaotropniho Cinidla guanidium
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thiokyanatu. V dalSich pufrech je pfitomny guanidin hydrochlorid pro udrzeni vazby a
stabilizaci roztokt (reverzibiln¢ denaturuje RNazy). Dale se kolonka stocila s 350 ul MDB

pufru po dobu 1 minuty pro odsoleni.

Prvni DNézovani bylo provedeno piimo na kolonce pomoci s kitem dodavané
DNazy. Lyofilizovanou DNézu je tieba rozpustit ve vodé a pro pouziti smichat 10 pl
rekonstituované DNazy s 90 pl dodaného reakéniho pufru. Tato smés byla nakapana
doprostied filtru kolonky a pii pokojové teploté byl vzorek inkubovan 15 minut. DNaza byla
inaktivovana 200 ul pufru RAW2, ktery byl pfidan na kolonku a stocen 30 sekund. Nésledn¢
bylo ptidano 600 ul pufru RA3 a stoceno 30 sekund, nasledované ptidanim 250 ul RA3 pufru.
V tomto stddiu je nutné vysusSit membranu, proto se kolonka centrifuguje 2 minuty, sbérna
zkumavka byla vyhozena a nahrazena v kitu doddvanou 1,5ml centrifugacni zkumavkou
prostou nukledz. Na vysuSenou membranu bylo pfidano 50 ul vody zahtaté na 50 °C. Diky
nepiitomnosti chaotropnich ¢inidel a vyssi teploté (neni vyzadovana) se RNA uvolni a prejde

do vodného roztoku.

Kvantita a Cistota vyextrahované RNA byla testovana spektrofotometricky na
vlnovych délkach 230 nm (odhali zbytky chemikalii jako naptiklad guanidinu), 260 nm
(stanovi koncentraci nukleovych kyselin, nerozliSuje RNA a DNA) a 280 nm (stanovi
mnozstvi zbytkovych proteint). Pouze vzorky, které vykazaly dostatecnou ¢istotu v poméru
Aoe601280, kde je pozadovan vysledek 1,8 €i vySe a v poméru Azeo230 2 a vice byly pouZity pro
dalsi postupy. Kvalita RNA a jeji celistvost byla testovdna pomoci elektroforézy
v denaturacnim pufru. PouzZit byl FA (formaldehyde-agarose) pufr 1x koncentrovany ve
sloZzeni 20 mM MOPS ve formé volné kyseliny, 5 mM acetatu sodného, | mM EDTA ve formé
sodné soli (EDTA baze se jen velmi Spatné rozpousti, je pak tieba pouzit vice hydroxidu).
Vsechny chemikalie byly od vyrobce Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri) v Cistoté pro
molekularni biologii. Pufr byl pfipraven nejdiive jako 10x zasobni roztok, jehoz pH bylo
upraveno hydroxidem sodnym na hodnotu 7. FA pufr se pouziva na béh elektroforézy, tak i
k ptipravé agar6zového gelu o koncentraci 1,2 % s obsahem barviva GelRed (Biotium,
Fremont, Kalifornie), 1x koncentrovaného. 5 pl vzorku bylo smichano s denatura¢nim pufrem
RNA Sample Loading Buffer (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri), pfedtim byly vzorky
zahtaty na 50 °C. Elektroforéza béZela pfi napéti 4 V/ecm (vzdélenosti elektrod) zhruba 90

minut. Pod UV svétlem musel byt vidét jeden ¢i vice pruhli nedegradované ribozomalni RNA.
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3.3.2 DNazovani

Jeden krok pro degradaci DNA je soucasti samotné izolace, ale v nasem pokusu byl
testovan gen, ktery neobsahuje exony, tudiz nemohla byt pouzita technika intron-splicing,
kterd zabranuje detekci kontaminacni DNA, kterd nemé plvod v reverzni transkripci. Byl
pouzit kit TURBO DNA-free (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornie). Kit obsahuje komercni
modifikovanou DN4azu, ktera ma mit zvySenou afinitu, coz je v pfipad¢, kdy je tieba vzorek
zbavit absolutn¢ veskeré DNA, velmi Zadouci. E nzym neni inaktivovan béznou metodou
ptidani EDTA a zahtatim na 75 °C, ale kit obsahuje roztok specialnich ¢astic tézsich nez voda,
které na sebe navazi nejen enzym, ale i dvojmocné soli z pufru, které by mohli interferovat

s dal$imi postupy. Vzorek RNA tak zlistava velmi Cisty a reakci téméf neovlivnény.

Maximaln€ 5 pg nukleovych kyselin bylo roztedéno do 17 pul vody. V piipade, kdy
vzorek neobsahoval tolik nukleovych kyselin, bylo odebrano 17 pl vzorku bez ohledu na
mnozstvi. K tomu byly pfidany 2 pl pufru a 1 pl enzymu. Po ptlhodinové inkubaci v suchém
bloku pfi 37 °C byly pfidany 2 pl deaktivacniho reagentu, ktery byl nejdiive dukladné
promichan. Za stalého michani tak, aby byly inaktiva¢ni mikroc¢éstice stale v roztoku (maji
mlécné zabarveni) byl vzorek po 5 minutach sto¢en po dobu 1 minuty pti 13 000 g, inaktiva¢ni
¢astice udélaly pevny pelet na dné. Nakonec bylo odebrano 20 pl vzorku tak, aby vzorek nebyl
kontaminovan inaktivatorem, ktery podle vyrobce inhibuje reakce PCR. RNA byla skladovana

pii teploté -80 °C.

3.3.3 Reverzni transkripce

Reakce reverzni transkripce, ktera zajisti prevedeni sekvenci RNA do cDNA, ktera
je vhodna pro dalsi zpracovani, byla provedena pomoci kitu High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Waltham, Messachusetts). Jedna se o rekombinantni
reverzni polymerazu z viru mysi leukémie (MoMuLV, MMLYV ¢i jen MLV polymeraza)
s redukovanou ribonukledzovou aktivitou, coZ je schopnost polymerazy likvidovat RNA-
DNA duplexy. Syntéza probiha pfti teploté 37 °C, coz je béZna teplota, pti které funguje vétSina
transkripénich enzymil, u modernich rekombinantnich polymeraz je ale snaha, aby syntéza
probihala za vyssi teploty. Jednofetézcova RNA totiz tvoii smycky a sekundarni struktury,
které maji tendenci branit enzymu v ¢innosti. Vy$si teplota tyto smycky drzi rozvolnéné. Jako
primery lze u reverzni transkripce pouzit ndhodné 6nukleotidové sekvence, tzv. random
(ndhodné) hexamery, které syntetizuji kratsi i1 delsi nahodné tuseky. Vzhledem k
délce produktt, které vznikaji v qPCR, to nevadi. Vyhodou je, ze se piepiSe veSkera RNA ve
vzorku. Dal$i moznosti je pouzit primer obsahujici alespoil 16x thymin, ktery naseda na polyA
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fetézec mRNA. Takhle v idedlnim pfipadé dostaneme ptrepsany cely transkript (v praxi je to
limitovano schopnosti polymerazy tvofit dlouhé fetézce), reakce je ale omezena jen na mRNA.
Posledni moznosti je dé€lat syntézu s genové specifickym primerem, je mozné pouzit tieba
reverzni primer pro (q)PCR. V naSich pokusech byla pouzivana prvni moznost, random

hexamery.

Kit je stavén na az 2 ug RNA, které byly do reakce pouzity i u nas, pokud bylo toto
mnozstvi dostupné, jinak bylo pouzito méné RNA. Reakce se skladala ze 2 ul 10 RT Buffer,
0,8 ul 100mM dNTP mixu, 2 pl 10x RT Random Primers, 4.2 pl vody a 1 pl Multiscribe
Reverse Transcriptase. Z tohoto byl pfipraven master mix pro kazdy vzorek. 10 ul master mixu
bylo ptfidano k 10 pl vzorku, ve kterém byly az 2 pg RNA. Reakce méla teplotni kroky 10
minut 25 °C (pokojova teplota) pro nasedani primert, dvé hodiny pro samotnou reakci a 85 °C

pro irreverzibilni denaturaci polymerazy. Tento vzorek mohl byt pouzit pro dalsi kroky.

334 ¢PCR

K provadéni vlastni kvantitativni PCR reakce se pouzivaji dva zékladni typy chemie.
SYBR Green ¢i vylepSeny EVA Green jsou interkalacni barviva, které maji schopnost se
selektivné vazat na dvouvldknovou DNA, pfi€emz jen takto vdzany SYBR Green pii osviceni
modrym svétlem vlnové délky kolem 497 nm emituje zafeni o vlnové délce 520 nm (Zipper,
2004). V prubéhu reakce PCR je v roztoku dvojtetézcovda DNA pfitomna jen ve stadiu
elongace, jindy je denaturovana. V pribéhu reakce jsou pouZity primery, které davaji vznik
produktu o délce 70—150 bazi (lze i vice, ale je tfeba davat pozor na délku elongace v PCR
reakci vzhledem k rychlosti polymerazy). Cim vice templatu je v PCR reakci, tim vice
excitovaného svétla 1ze detekovat a mnozstvi svétla v pribéhu reakce stoupé az do vycerpani
nékteré komponenty. Pokud se stanovi mnoZstvi excitovaného svétla pro vSechny vzorky
stejné, kazdy vzorek ho dosidhne v jiny cyklus podle vychoziho mnozstvi. Pii vztazeni

k referencni hodnoté/genu tak dostaneme mnozstvi templatu ve vzorku (Bustin, 2000).

Druhou mozZnosti je pouziti detekénich sond. Usek je opét kopirovan pomoci primert,
ale detekce probiha diky sond¢, kterd hybridizuje dovnitt useku, kde syntetizuje polymeraza.
Sonda obsahuje zabudované dvé molekuly, fluorofor, ktery emituje na specifické vinové
délce, a zhasSec, ktery toto excitacni zafeni pifednostné pohlcuje. Pokud se ozafi cela sonda,
zhéSe€ pohlti energii a fluorofor nezafi. Tim, jak v pribéhu PCR polymerdza narazi na sondu,
tak svou hydrolyza¢ni schopnosti sondu zlomi. Zhasec a fluorofor se oddali a fluorofor zacne

byt aktivni. Dale je princip totozny s interkalacnimi barvivy (Holland et al., 1991). Toto feSeni
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ma vyhodu ve vysoké selektivité. U barviv totiz dochazi k nespecifickym vazbam na dimery
primert, jejich smycky a na nespecifické vazby na templat. Tento Sum na pozadi u technologie

sond odpada. Nevyhodou je vyssi cena (Bustin, 2000).

V této praci byla pouzita druha metoda, a to za pouziti komeréné dostupnych sond
TagMan (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts). Eseje pro libovolné geny lze
objednat pies webovou stranku thermofisher.com. Vyhodou je, ze dodané reakce jsou predem
ovéfené vyrobcem, zakaznik tak dostane zaruc¢ené funkcni kit vhodny pro okamzité pouziti.
V praci byly pouzity kity pro detekci transkript pro ACTIN 8, EPF2 a STOMAGEN. Pro
detekci STOMAGENu (At4g12970) byla pouzita esej ¢islo At02219575 g1, pro detekci EPF2
(Atl1g34245) esej cislo At02193517 gl a pro ACTIN 8 (At1g49240) esej Cislo
At02270958 gH.

Esej pfichazi jako 20x koncentrovany roztok nadepsany TagMan Gene Expression
Assay, kde je obsaZena polymerdza, sonda i1 primery, do 20ul reakce se dava 1 pl. Reakce
reverzni transkripce mize byt do reakce ptidana az do doporu¢ené¢ho mnozstvi 20 % v/v, a to
tak, aby se v reakci vyskytovalo 1-100 ng cDNA. V nasich pokusech byly pouzity 4 ul cDNA
20x fedeéné ultracistou vodou u vSech vzorki bez pfedchoziho méfeni. Do mnozstvi 10 pl na
1 reakci byla pfidana voda a nasledné& byl pfidan 2x koncentrovany TagMan Gene Expression

Master Mix, takze objem reakce byl 20 ul. Veskeré vzorky byly testovany v duplikatech.

Testované geny byly standardizovany na referencni gen Actin 8. Vzhledem k tomu,
Ze se jeden experiment neveSel na jednu reak¢ni desku, moznost porovnani byla zajiSténa
srovnanim s jednim vzorkem, ktery bézel na vSech deskach. Pomoci permutacni analyzy
z hodnoty cyklu, kdy fluorescence piekrocila ur€itou mez stanovenou obsluznym programem,
bylo ziskéno v programu Excel 2016 (Microsoft, Redmont, Washington) s doplitkem Daniel’s
XL Toolbox (Kraus, 2014) procentualni zastoupeni transkriptu ve vzorku oproti kontrole, a to

pomoci metodiky upravené podle Livak and Schmittgen, 2001.

Pro gPCR byl pouzit pfistroj StepOne (Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts). Cyklus byl nastaven podle dodavatele eseji, 2 minuty temperacni krok 50 °C
a 10 minut denaturace pii 95 °C, dale 40x opakované denaturace 15 sekund piti 95 °C a
kombinovaného kroku nasedani primerti a elongace pii 60 °C, kde dochdzelo ke snimani
fluorescence. Jako fluorofor byl pouzit FAM. V experimentech byly pouzivany desky
MicroAmp Fast Optical 48-Well Reaction Plate uzaviené¢ adhezni folii MicroAmp 48-Well
Optical Adhesive Film.
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3.4 Analyza vosku

Izolace a testovani voskové vrstvy byla provedena zaméstnancem UMBR. Izolace
byla provedena pomoci 30s namaceni v chloroformu v kvalit¢ pro vysokotlakou plynovou
chromatografii, do kterého se voskova vrstva smyje. Nasledn¢ byla pouzita metoda kapilarni
plynové chromatografie s porovnanim se standardem. Metoda byla podrobné popsana v Hauke

and Schreiber, 1998.

3.5 Detekce mnozstvi 1*C v rostlinném materialu

Analyza 6C byla provedena na suchém materidlu na analyzatoru EA1110
(ThermoQuest, Italy) s pfistrojem DeltaXLplus (ThermoFinnigan, Bremen, Germany). Jako
standard byl pouzit materidl VPDB (Vienna Pee Dee Belemnite), materidl s velmi vysokym

mnozstvim uhliku *C. Hodnota relativniho mnozstvi byla ziskana podle vzorce:
§13C = (RR—td" — 1) x 1000(%o)

kde R znamena namétenou koncentraci.

3.6  Vybér linii s homozygotni mutaci v genu HIC

3.6.1 Pouzité databaze

Nejenze je u Arabidopsis zmapovan cely genom, jsou také dostupni inzertni mutanti
defektni v ur¢itém genu. Takto je pokryta vétSina genomu Arabidopsis. Pro praci s genomem
Arabidopsis byl pouzit TAIR na webové strance arabidopsis.org. Konkrétné byl pouzit nastroj
GBrowse, ktery na schématu zobrazuje genom rostliny a je v ném mozné vyhledat urcity gen.
Piimo je také znazornéna pozice polymorfizml a mist inzerce u konkrétnich dostupnych
mutantd. Staci tedy vybrat mutanta, jehoZ inzert zasahuje do pozadovaného genu. Semena
mutant byla objednéna z organizace NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre), ktera
poskytuje mimo jiné linie SALK (inzertni T-DNA mutanti ze Salkova institutu), SAIL
(inzertni T-DNA mutanti poskytnuti spole¢nosti Syngenta) a JIC SM (taktéZ inzertni mutanti
vytvofeni v John Innes Centre). V naSich pokusech jsme pracovali pravé s témito tfemi

liniemi.
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3.6.2 Genotypizace mutantii

3.6.2.1 Péstovani

NASC mutanty dodava ve form¢ nékolika desitek semen, u kterych neruci za mutaci
a za to, jestli je mutace homozygotni, je tedy na uzivateli, aby tyto informace ziskal. Vzhledem
k mensimu poctu semen byly tyto vysety na misky s rastovym médiem Murashige & Skoog
medium including vitamins (Duchefa, Haarlem, Nizozemi), kde byla u vSech linii zjiSténa
vysoka kli¢ivost blizici se 100 %. Pfed vysazenim byla semena sterilizovdna v roztoku Sava
a vody 1:1 po dobu ptl hodiny, nac¢ez byla 4x proplachnuta sterilni ¢istou vodou. Péstovany
byly v komoie ve 21 °C a s 16hodinovou délkou dne. Poté byly pfesazeny do zeminy,
v klimatizované sklenikové koji pii teploté 18 °C. V tomto stadiu byla provedena
genotypizace. Na genotypovani byly pouziti mutanti SAIL 205 E06, JIC SM 3 19849,
SALK 144809 a SALK 024901.

3.6.2.2 Extrakce DNA

DNA pro genotypizaci byla extrahovana primitivni metodou pomoci Edwardsova
pufru (Edwards et al., 1991). Extrakéni pufr je tvofen 200 mM Tris-HCI pii pH 7,5, 250 mM
NaCl, 25 mM EDTA, 0,5 mM SDS. Déle je tfeba isopropanol. Kousek listu byl odebran do
1,5ml centrifuga¢ni zkumavky a byl zalit 400 ul extrakéniho pufru. Pomoci homogeniza¢niho
kopicka bylo pletivo rozdrceno a zkumavka byla sto¢ena 1 minutu pii 13 000 rpm. Odpad
klesnul na dno a 300 pl roztoku bylo pfesunuto do jiné zkumavky s 300 pl isopropanolu pro
vysrazeni DNA a byl ponechan deset minut pfi pokojové teploté. Poté byl stocen 5 minut pii
13 000 rpm. Isopropanol byl odebran, vzorek se nechal pfimétené vysusit a pelet byl rozpustén

ve 100 pl ultracisté vody.

3.6.2.3 PCR

Ke genotypovani byla pouzita metoda PCR. Bylo vyuzito faktu, Ze T-DNA insert
obsahuje svou specifickou sekvenci, reakce s primerem v insertu a druhym v genu tedy
nepobézi u nemutovanych wild-type rostlin. Wild-type varianta se miize testovat bud’ pomoci
dvou genovych primert, které jsou pies potencialni misto insertu, produkt pak bude delsi,
pfipadné je mozné jeden z primert udé€lat do hrany insertu. U alely bez inzertu bude primer
normaln¢ nasedat, u alely s inzertem tato sekvence nebude existovat, bude v ni vklinén insert.
Primery pouZité pro genotypizaci jsou shrnuty v Tabulce 1 na dalsi strané. VSechny primery
v praci byly syntetizovany u spoleénosti Generi Biotech (Hradec Kralové, CR). Teplota téni
(Tm) udava teplotu reakce, kdy je na DNA vazana polovina dostupnych primera (Owczarzy

et al.,, 2008). Vypocitana byla ve webové aplikaci OligoAnalyser (Integrated DNA
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Technologies, Coralville, Iowa) se zadanou koncentraci Mg?" ionti 1,5 mM. K piepoétu Tm

vzhledem k mnozstvi hotfecnatych iontl aplikace vyuziva informace z prace Owczarzyho

(Owczarzy et al., 2008).

Tabulka 1: Seznam primert pouzitych pro genotypizaci

Mutant Nazev Ugel Sekvence Tm [°C]
SALK LBB1,3 Detekce insertu, revers ATTTTGCCGATTTCGGAAC 59
SALK 024901 | - Gen, forward GCGTTCCATGTCATACTCCAC | 62
SALK 024901 Gen, revers CTGTGGTACGAGCTGGCTTAC | 64
SALK 144809 Gen, forward GCTCTTGCCACAAATCAATTC | 60
SALK 144809 Gen, revers GCTGGTGACTCGTTAAAGACG | 62
SAIL LB3 Detekce insertu, revers CTGAATTTCATAACCAATCTC | 59
SAIL 205 E06 Gen, forward iéTAACATTGACCGGTCGTTG 62
SAIL 205 E06 Gen, revers CCCATGGGAAACAATCATAAC | 59
JIC SM 3> dSpm | Detekce insertu, forward | TACGAATAAGAGCGTCCATTT | 65

TAGAGTGA
SM_3 19849 Gen, forward ACTTGCGGTAACGATTTTGTG | 61
SM 3 19849 Gen, revers GAGTGCGACTCCAACGATACC | 64

U linii SALK a SAIL se provadély nasledujici reakce:

1. Forward + revers — pokud reakce dala produkt, rostlina ma wild-type alelu.

2. LBB1,3/LB3 + revers — pokud reakce dala produkt, rostlina ma mutovanou alelu.
Pokud rostlina dala produkt v obou reakcich, byla heterozygotni.
U linii SM se provadély nasledujici reakce

1. Forward + revers — pokud reakce dala produkt, rostlina ma wild-type alelu.

2. 3’ dSpm + forward — pokud reakce dala produkt, rostlina m& mutovanou alelu.
Pokud DNA rostliny dala produkt v obou reakcich, rostlina byla heterozygotni.

Pro provedeni PCR byla pouzita polymerdaza Dreamtaq Green (Thermo Fisher,
Waltham, Massachussets) o obsahem 2 mM MgCI*" v pufru a dNTP mix 10umol (Bioline,
Londyn, Velka Britanie). Pouzit byl pfistroj Biometra Trio (Biometra, Jena, Némecko). Pro
test SAIL mutantl byl pouzit program 95 °C 3 minut pro ivodni denaturaci, dale 40x 95 °C
30 sekund, 48 °C 30 sekund a 72 °C 1 minuta, zakoncené 72 °C 5 minut. Pro test dalSich
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mutantd byl pouzit podobny program, ktery se lisil pouze v teploté nasedani primerd. pro SM
mutanty byla pouzita teplota 50 °C, u reakce pro SALK mutanty s primerem LBBI1,3 byla
pouzita teplota 51 °C.

3.6.2.4 Elektroforéza

Pro detekci PCR produktt byla pouzita metoda elektroforézy. Pouzit byl 1x TAE pufr a bézna
agardza Agarose Electrophoresis Grade (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornie). Pouzité napéti
¢inilo 6 V/cm vzdalenosti elektrod pii dosahovaném proudu maximalné 120 mA. Gely byly
barveny az po elektroforéze pomoci barviva GelRed (Biotium, Fremont, Kalifornie). Jako

ladder byl pouzivan 100 bp DNA Ladder (NEB, Ipswich, Massachusetts).
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4  Vysledky

4.1 Vliv svétla na vyvoj priduchii a mnozZstvi epikutikularnich

vosku

4.1.1 Pocet priduchii a priiduchovy index zavisi na mutaci i svétle

Z rostlin, které byly péstované v testovacich podminkach popsanych v metodologii,

byly ziskany hodnoty poctu priduchii, které byly zpracovany do nésledujicich grafi. Pocet

priduchi (SD) a priduchovy index — podil priiduchii na celkovém poctu epidermélnich bunék

(SI) byl stanoven na obou stranach listi (adaxidlni a abaxialni) zvlast’. Na Obr. 3 jsou vyneseny

hodnoty pro pocet priaduchti, na Obr. 4 jsou vyneseny praduchové indexy v zavislosti na mite

osvétleni a mutantu. Statistické zpracovani dat z analyzy poctu priduchti bylo provadéno na

vlastnich datech, statistiky u stomatalniho indexu musely byt provadény na logaritmicky

transformovanych datech ztoho divodu, Ze podle Bartlettova testu homogenity varianci

nebyla splnéna podminka homogenity varianci pro tento typ statistiky. Po transformaci jiz

parametrické metody bylo mozné pouzit.
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Obr. 3 — Hustota praducha (SD) na adaxialn{ a abaxidln{ strané listd wt (Columbia) a mutantd. Bily box pfedstavuje

rostlinu péstovanou na vysokém svétle (250 pmol m2s1), Sedy na nizkém svétle (80 umol m2s1). Cara v boxplotu

znazornuje median, box zobrazuje standartnf odchylku a usecky znazornuji 1,5nasobek kvartilu, tzn. mezikvartilové

rozpeti. Graf je vytvofen z pavodnich, netransformovanych dat.
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Pouzita faktoridlni analyza variance zjistila rozdil mezi skupinami. Hodnota testové

statistiky F(3, 402) = 123,27; p <0,0001.

Podle Fisherovy LSD analyzy (parové t-testy kazdy s kazdym) pii 402 stupnich
volnosti mame prikazny rozdil (p <0.001) od kontroly Columbia u stomatalni density u vSech
mutanti péstovanych na vysokém svétle. U rostlin péstovanych na nizkém svétle nebyl zjistén
statisticky vyznamny rozdil od kontrolnich rostlin u att/ a cutl mutanti. Miizeme zde tedy
vidét riizné reakce mutantll pfi riznych urovnich osvétleni. Z grafu lze vycist, Ze hustoty
praducht na vysokém svétle jsou vyssi nez na nizkém svétle, ale mutanti (StRNAi a cutl)
daleko méné reaguji na vyssi intenzitu svétla zvySenim poctu priduchi nez kontrolni rostliny,

zatimco att] mutant se co do poctu priducht a své reakce nelisi od kontroly.
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Obr. 4 — Praduchovy index (SI) na adaxialn{ a abaxialni strané listu wt (Columbia) a mutantt. Bily box pfedstavuje
rostlinu péstovanou pii vysokém svétle (250 umol m2s1), $edy pfi nizkém svétle (80 umol m2s). Cara v boxplotu
znazornuje median, box zobrazuje standartni odchylku a Gsecky znazornuji 1,5nasobek kvartilu, tzn. mezikvartilové

rozpéti. Graf je vytvofen z ptvodnich, netransformovanych dat.

Podle Fisherovy LSD analyzy transformovanych hodnot priduchovych indext jsou
signifikantni rozdily na hladin¢ statistické vyznamnosti nejhiife p = 0,02 u vSech mutantnich
rostlin, v ramci stejné hladiny osvétleni. Hodnota testové statistiky pro cely soubor F(3, 402)

=322,02, p <0,0001.
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Kontrolni rostliny ekotypu Columbia dle oekavani na niz§im svétle tvofily méné
pruducht. Tento fenomén se opakoval i u mutantnich rostlin. Mutant s potlacenou expresi
STOMAGENu tvofil mensi pocet priduchti a mél mensi priduchovy index na obou stranach
listu, silencing je v rostlin€ tedy stale aktivni. Mutant v genu 477, ktery ma porusenou syntézu
kutinu, mirné, snizuje pocet i praducht i priduchovy index. Mutant s poruchou tvorby voski
v genu CUT1/CERG reagoval snizenim poctu praduchi. Zajimavy je minimalni rozdil v poctu
praduchii v obou svételnych rezimech u tohoto mutantu. Podobné sniZenou reakci na svétlo

vykazal 1 StRNAi mutant s interferenci ve STOMAGENu, zvIasté na adaxialni stran¢ listu.

4.1.2 Pocet priuduchii u epf1,2 mutanti

Z technickych diivoda nebyla provedena analyza poc¢tu pruduchii u tohoto mutanta
spole¢n¢ s ostatnimi. Pro porovnani charakteristického fenotypu mutanta epf7,2 tedy v Obr. 5

a Obr. 6 piikladam vysledky z jiného pokusu pii optimalni intenzité svétla (150 umol m2s™).
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Obr. 5 — Pocet praduchu (SD) mutantnich rostlin se zahrnutou skupinou ¢pf 1,2 mutanti. Chybové usecky
znamenaj{ smérodatnou odchylku praméru z péti rostlin a celkem 25 listovych plosek. Razna pismena vyjadiuji
statistickou odlisnost genotyptd v ramci adaxialn{ strany listu (velka pismena) a abaxidlnf strany listu (mala pismena)

pti optimélni intenzité svétla (150 pmol m2s).
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Obr. 6 — Praduchovy index (SI) mutantnich rostlin se zahrnutou skupinou epf7,2 mutantia. Chybové usecky
predstavuji smérodatnou odchylku praméru z péti rostlin a celkem 25 listovych plosek. Rizna pismena vyjadfuji
statistickou odlisnost genotypua v ramci adaxialn{ strany listu (velka pismena) a abaxidln{ strany listu (mala pismena)

pii optimaln{ intenzité svétla (150 pmol m=2s1).

4.1.3 Analyza exprese geni
Déle byly stanoveny hodnoty relativni miry exprese dvou vybranych genti nutnych

pro vyvoj pruduchti, a to STOMAGENu (EPFL9) a EPF2. Oba jsou popsany vyse v textu.

4.1.3.1 STOMAGEN

Vysledky miry exprese tohoto genu jsou vyobrazeny na Obr. 7, kde jsou srovnany

relativni miry exprese oproti kontrolni skupiné rostlin Col-0.
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Obr. 7 — Relativni mira exprese STOMAGENu u ekotypu Columbia a mutantnich rostlin. Chybové usecky
znazornuji smérodatnou odchylku praméru tif reakef ze tif riznych biologickych vzorki, u kterych byla qPCR
provadéna. HL = vysoké svétlo (250 umol m2s), LI = nizké svétlo (80 pmol m-2sT).

StRNAi mutant vykazuje statisticky vyznamné snizeni exprese STOMAGENu. Bez
ohledu na Groven svétla. Vyraznou reakci na svétlo ukazal mutant cut/, kdy pti vysokém svétle
mél zvysSenou expresi STOMAGENu, avSak nizké svétlo jeho expresi silné¢ inhibovalo. att
mutant zato mél nizsi expresi STOMAGENu v obou urovnich svétla. Mutant epf7,2 ma lehce

zvySenou expresi STOMAGENu, ktera se nelisi v zavislosti na svétle.

4.1.3.2 EPF2

Podobny graf pro gen EPF2 je na Obr. 8, exprese je opét vyjadiena relativnimi
hodnotami ve srovnanim s kontrolni skupinou (ekotyp Columbia pii vysokém svétle).
Exprese EPF2 byla vesmés niz§i na nizkém svétle. Vyrazné snizeni exprese EPF2 bylo
zaznamenano opét u attl mutanta, relativné mensi a nezadvisld na svétle se ukazuje exprese

v listech epf1,2.
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Obr. 8 — Relativni mira exprese genu EPF2 u mutantd a kontroly. Chybové usecky znazornuji smérodatnou
odchylku prameéru tif reakci ze tif biologickych vzorka. Bily sloupec = vysoké svétlo (250 umol m2s), Sedy

sloupec = nizké svetlo (80 umol m2s).

4.1.4 Analyza vosku

Vramci tohoto pokusu zde ukazujeme pouze celkové mnozstvi vSech
epikutikuldrnich voskli smytych z celych listid (obou stran) piepoctené na plochu listu bez
déleni do chemickych skupin, a to pro oba svételné rezimy. Analyza byla provedena J.
Neuwirthovou v laboratofi L. Schreibera na univerzit¢ v Bonnu. Vysledky jsou vidét na Obr.
9. Pokud se zastavime u miry osvétleni rostlin, bylo zjisténo, Ze mutant v CUT! jako jediny
nereaguje na zmeénu svétla, jinde vidime signifikantni rozdily. Mutant se sniZenou expresi
gent EPF1 a 2 jako jediny vykdzal vysS$i mnozstvi epikutikularnich voskti oproti kontrole
v obou svételnych rezimech v souladu s vy$§im poctem priiduchti a zvySenym SI. K ovéfeni
byla pouzita jednocestnd ANOVA. Pro vysoké svétlo u rostliny s posilenou expresi EPF vysla
testova statistika F(4,1) = 14,58, p = 0,019. Pro nizkou hladinu svétla byla dosazena hodnota
F(4,1)=41,65, p <0,01.
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Obr. 9 — Graf ukazuje celkova mnozstvi epikutikularnich voski na obou stranach celych lista Arabidopsis thaliana.
Chybové usecky znazornuji smerodatnou odchylku primeéru tif nezavislych biologickych vzorkd. Ruzna pismena
predstavuji statisticky vjznamné odlisné hodnoty oddélené pro vysoké svétlo (250 umol m2s! — velka pismena a

nizké svétlo (80 umol m2s!) — mald pismena.

4.1.5 Vysledky izotopové analyzy

Analyzy izotopového poméru &°C byly provedeny v laboratofi KEBR
Ptirodovédecké fakulty Jihoceské univerzity. Vysledky jsou vyneseny do grafu na Obr. 10.

Pro provedeni analyz variance byl tento soubor dat rozdélen na rostliny péstované na
vysokém a nizkém svétle zvlast. F statistika jednocestné ANOVY pro vyssi hladinu ozafeni
vysla nasledovné: F(4,13) = 20,32, p <0,001. Nasledny Bonferrontiv-Holmtv posthoc test
ukézal na signifikantni rozdil oproti kontrolni Columbii pouze u jednoho mutanta, a to u
StRNAi, p <0,0001 pii pozadované kritické hodnoté 0,006. Ostatni se v hodnotach §'3C

neliSily od kontrolnich rostlin ekotypu Columbia.
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Obr. 10 - Graf ukazuje hodnoty izotopového poméru & izotopu 13C u riiznych mutantnich rostlin ve srovnani
s kontrolnimi rostlinami ekotypu Columbia pfi dvou drovnich osvétleni (HL odpovida ozafenosti 250 wmol m2 s!
a LL 80 umol m s!). Sloupce jsou pramérem hodnot ze 3 biologickych vzorka susiny listt. Chybové usecky

pedstavuji smérodatnou odchylku praméru,

Pro nizsi hladinu osvétleni vysly podobné vysledky — F(4,130 = 22,08, p <0,0001.
Bonferrontiv-Holmilv posthoc test zjistil signifikantni rozdil opét pouze u StRNAi, a to
signifikanci p =0,0005 pifi pozadované kritické hodnoté 0,006. Z téchto analyz miiZeme
vyvodit, ze vnitini koncentrace CO» v listu se snizila pouze u mutantu StRNAi s vyrazné
snizenym mnoZstvim praducha. Kutikularni mutanti a piekvapivé ani dvojity epfI,2 mutant

se nelisili statisticky vyznamné od kontrolnich rostlin Col-0.
4.2  Vybér linii s homozygotni mutaci v genu HIC

4.2.1 Linie SM

Semena mutantni linie SM byla ziskana z laboratote prof. Julie Gray a prof. Stuarta
Cassona z Univerzity v Sheffieldu, VB. A¢koliv bylo deklarovano, Ze se jedna o homozygotni
linii s mutaci v genu HIC, chtéli jsme si ovétit, Ze se skuteéné jednd o homozygotni mutantni
linii. Ovéteni jsme provedli na vzorcich DNA z jednotlivych rostlin metodou PCR s naslednou

vizualizaci produkti reakce na agar6zovém gelu, jak je popsano v metodologii. Vzhledem ke
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stafi semen a horSi klicivosti bylo vypéstovano pouze 6 rostlin, které byly otestovany
genotypovacimi primery (viz tabulka v kapitole Materidl a metody). Snimek vysledného
elektroforetického gelu je zachycen na Obr. 11. VSech 6 rostlin je tedy homozygotnich

v mutaci v genu HIC.

Obr. 11 - Snimek elektroforetického gelu zachycujici PCR produkty genotypovani mutantni linie SM. Col je
kontrolni rostlina ekotypu Columbia bez mutace. Cisla oznacuji jednotlivé rostliny. V kazdé éasti oddélené svétlou
carou jsou PCR reakce z izolatu jedné rostliny. Vpravo byla nanesena reakce detekujici mutantni konstrukt, vlevo

reakce detekujici wild-type alelu. V kazdé ¢asti oddélené svétlou ¢arou jsou PCR reakee z izolatu jedné rostliny.
Vpravo byla nanesena reakce detekujici mutantni konstrukt, vlevo byla nanesena reakce detekujici wild-type alelu.

Vsech 6 rostlin je tedy homozygotnich v mutaci.

4.2.2 Linie SAIL

Semena linie SAIL205 E06 pochdzi z NASC (Nottingham Arabidopsis Stock
Centre), semenné banky ve Velké Britanii. Semena méla dobrou kli¢ivost, proto bylo ziskano
nckolik desitek rostlin. Na Obr. 12 je ukdzka jednoho z n€kolika elektroforetickych gel, ktery
byl ziskan pti genotypovani mutantti této linie stejn¢ jako v ptipad¢ piedchozi linie s vyuzitim
specifickych primert (viz tabulka v kapitole Materidl a metody). Bylo ziskdno vice nez deset
homozygotnich mutanti, vytvofili jsme si tedy homozygotni mutantni linii v genu HIC, kterou

budeme dale pouzivat v nasich pokusech.

30



Obr. 12 - Snimek elektroforetického gelu zachycujici PCR produkty genotypovéani mutantni linie SATL. Cast

oznacena ,,mutant® slouzi jako ukazka zachytu homozygotniho mutanta v HIC, ¢ast oznacena ,,H* zobrazuje
zachyt heterozygotni rostliny, kde je mutaéni konstrukt pouze v jedné alele. Col je kontrolni rostlina ekotypu

Columbia bez mutace. NTC oznacuje kontrolu bez templatu, kdy byla do reakce misto vzorku pfidana voda.

4.2.3 Linie SALK

K dispozici jsme méli dvé linie SALK (SALK 024901 a SALK 144809) z NASC
(Nottingham, VB). Rostliny dobfe kli¢ily a rostly. Pfi genotypovani bylo zjisténo, Ze dodana
semena neobsahovala homozygotniho mutanta. V linii SALK 024901 byla vétSina rostlin bez
mutantni alely, v ptipadé SALK 144809 jsme nalezli vétSinu heterozygotti. Ukazka gelu je na
Obr. 13. Pokud bychom chtéli z této linie ziskat mutantni homozygotni linii, museli bychom
pockat do dal8i generace. Semena heterozygotii znovu vyset a testovat, zda se nam vystépi

recesivni homozygot.
4.3 Fenotyp hic mutanti za atmosférickych podminek

4.3.1 Pocet priuduchii ve srovnani s wt rostlinou

Pro uptfesnéni mi byla poskytnuta data o poctu priducht u mutantni linie SM v genu

HIC. Z nich zpracovany graf je na Obr. 14.
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Obr. 13 - Snimek elektroforetického gelu zachycujicif PCR produkty genotypovani mutantni linie SALK 144809.
¢ast oznacena ,,H” pfedstavuje heterozygotni rostliny, kde je muta¢ni konstrukt pouze v jedné alele. WT oznacuje
nemutovanou rostlinu vypéstovanou ze semen mutantni linie. Col pfedstavuje kontrolni rostlinu ekotypu

Columbia. NTC oznacuje kontrolu bez templatu, kdy byla do reakce misto vzorku pfidana voda.
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Obr. 14 — Data o stomataln{ densité a stomatalnim indexu u kontrolnf rostliny a u mutanta v genu HIC. Cara
v boxplotu znazornuje median, box zobrazuje standartni odchylku a dsecky znazornuji 1,5nasobek kvartilu, tzn.

mezikvartilové rozpeti.

4.3.2 Analyza voski
V ramci prace byly mimo jiné vyhledavany mutantni rostliny defektni v genu
HIC/KCS13, ktery koduje 3-ketoacyl-CoA syntdzu 13. Jiz diive publikovany efekt je popsan

v souhrnu literatury. Vysledky analyzy naSich mutantnich rostlin jsou na Obr. x. Analyza byla
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provedena J. Neuwirthovou v laboratofi L. Schreibera na univerzit¢ v Bonnu (Némecko).
Vysledky analyzy nasich mutantnich rostlin jsou na Obr. 15. Mutant obsahuje mén¢ voskli a

z konkrétniho sloZeni Ize vycist, Ze je to na tkor vSech soucasti kromé mastnych kyselin.
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Obr. 15 — Graf zndzorfiuje mnozstvi jednotlivych soucasti kutikuly u genotypu wt Columbia a u mutantd
defektnich pro tvorbu HIC/KCS13. Chybova tsecka znazotfiuje smérodatnou odchylku praméru tif biologickych

vzorkd.

4.3.3 Izotopova analyza

Na Obr. 16 je vynesen graf ukazujici miru diskriminace '*C. Rozdil mezi kontrolnim
genotypem a mutantem v HIC neni prikazny. K porovnani primérti byla pouzita jednocestna

ANOVA. Hodnota F testov¢ statistiky F(1,4)=0,83, p=0,41.
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Obr. 16 - Graf porovnava mnozstvi izotopu '3C vztazené ke kontrole u Columbie a mutantu HIC. Chybové usecky

pfedstavuji smérodatnou odchylku priameéru tif hodnot, ze kterych byl pocitan pramer.
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5 Diskuze

5.1 Vliv svétla na vyvoj priuduchii a kutikuly

Je znamo, ze vyvoj pruduchl je zavisly mimo jiné i na podminkach vné&jsiho
prostiedi, v nichZ rostliny rostou. Vzajemné interakce s molekularnimi drahami fidicimi vyvoj
svétlo, jeho intenzita i spektralni slozeni. VI1iv intenzity svétla jsme zde pouzili jako nastroj ke

zméné poctu priduchi u mutantt z kategorie ,,priduchovych a , kutikularnich®.

Kontrolni rostliny genotypu Col-0 reagovaly podle ocekdvani na zvySenou intenzitu
svétla vyznamnym zvySenim hustoty priaduchti i priiduchového indexu. Mutant s potlacenou
expresi STOMAGENu, ktery ma vyznamné sniZzenou hustotu praduchd na listu (zhruba
¢tvrtina ve srovnani s kontrolnimi wt roslinami ekotypu Col-0) i priduchovy index (Sugano
et al., 2010), reagoval i v naSem pokusu na svétlo méné nez rostliny kontrolni v souladu s jiz
publikovanymi vysledky (Hronkova et al., 2015), pfesto si zachoval rozdil v poc¢tu priduchii
i priduchovém indexu mezi obéma Grovnémi svétla. Rozdil jde vidét hlavné pii vyjadieni
pomoci density, kdy maji wt rostliny péstované na vyssim svétle 2,5krat vice priduchti, zato

u StRNAi mutanti rozdil nedosahuje ani dvojnéasobku.

Dvojnasobny mutant v genech pro negativni EPF faktory (EPFI a EPF?2) epfl,2 ma
naopak zhruba dvojnasobnou hustotu priaduchii na listu (Obr. 5) a zvySeny praduchovy index
(Obr. 6). Zména v poctu praduchil je u mutantu epf7,2 v naSich pokusech spojena také
s vyznamnou zménou ve slozeni kutikuly. Rostliny maji vyznamn€ vétsi mnoZstvi
epikutikularnich voskii nez kontrola ¢i ostatni mutanti pfi obou Urovnich svétla (Obr. 9).
Mnozstvi epikutikuldrnich voskti (Obr. 9) je vysledkem meéfeni J. Neuwirthové v laboratoii
prof. L. Schreibra v Bonnu. V literatufe jsou sice uvedena obecnd tvrzeni o zménach kutikuly
v zavislosti na svétle, ale konkrétni data pro Arabidopsis jsme nenalezli. Ukazuje se, Ze se
zvySenim poctu praduchii u rostlin péstovanych na vysokém svétle je spojeno rovnéz se
zvySeni mnozstvi epikutikularnich voskili u vSech testovanych genotyptli ve srovnani s nizkou

intenzitou svétla (Obr. 9).

U , . kutikuldrniho* mutantu cut! (cer6) s narusenou syntézou voski, ktery byl popsan
Millarem et al., (1999) a charakterizovan v Sadler et al., 2016, kde se uvadi 2,4nasobné snizeni
mnozstvi epikutikularnich voskt, vidime v regulaci vyvoje praduchti vyrazné snizenou reakci

na svétlo ve srovnani s kontrolnimi rostlinami (Obr. 3). Tento mutant tvoii méné priduchti na
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vysokém svétle, ale pocet priduchti na nizkém svétle je dot€eny minimalné. Na rozdil od ngj
mutant v syntéze kutinu attl, popsany Xiao et al. (2004), jehoz Sadlerova et al. (2016)
charakterizuje 2,3nasobnym sniZzenim mnozstvi kutinu v kutikule a jen nevyznamnym
rozdilem v obsahu epikutikularnich voski, se chova z hlediska vyvoje priduchti velmi
podobn¢ jako wt rostliny ekotypu Columbia. Co se tyka mnozstvi epikutikularnich voskd, byly
vysledky nasSich analyz ve shodé¢ s témi, které se uvadi v Sadler et al., 2016. Podle naSich
vysledkii tedy zména v mnozstvi epikutikuldrnich voskii souvisi s vyvojem pruduchi a
rostliny defektni v jejich syntéze méné reaguji na zvysSeni intenzity svétla ve srovnani
s rostlinami kontrolnimi, a to jak v hustot¢ priduchi a priduchovém indexu, tak i v mnozstvi

syntetizovanych epikutikularnich vosku (Obr. 3, 4 a 9).

Me¢ftili jsme také relativni miru exprese STOMAGENu (EPFLY), coZ jediny znamy
pozitivni EPFL faktor, a EPF2 negativni faktor, a to pomoci qPCR. Tyto geny jsou soucasti
regulacni drahy pro vyvoj praduchi, a zatimco STOMAGEN patrn€ souvisi s vhimanim svétla
rostlinou (Hronkova et al, 2015), je EPF2 spojovan s vnimdnim koncentrace CO> (Engineer et
al., 2014). Proto také byly v pokusu pouzity mutanti v téchto genech k ovlivnéni poctu
praduchti na listu. Exprese STOMAGENu se ukazala byt ovlivnéna i u kutikularnich mutantu,
exprese byla inhibovéana u rostlin péstovanych na nizkém svétle (Obr. 7). U EPF2 byl vliv
svétla na expresi nizsi (Obr. 8), ale bude potfeba ziskané vysledky potvrdit opakovanim

pokusu.

Je tedy mozné, ze jsou drahy pro vyvoj pruducht a kutikuly, obzvlasté pro syntézu
epikutikuldrnich voski, néjak propojené? A mohou byt drdhy propojeny skrze regulaci
nékterého z téchto epidermalnich faktori? Zadné literarni zdroje na toto téma se nam
nepodaftilo nalézt, mechanismus pifipadného spojeni vyvoje epidermis a kutikuly neni znam.
Jedinym literarnim pramenem popisujicim vzajemnou interakci vyvoje kutikuly a epidermis
je n€kolik praci z pielomu tisicileti o iloze genu HIC, coZ je jeden €len rozsahlé rodiny KCS
(koduje 3-ketoacylkoenzym A syntazu). Rostlina diky genu HIC reaguje na vysokou
koncentraci CO; v okolni atmosféte zvySenim poctu praduchii a praduchového indexu ve
srovnani s kontrolnimi rostlinami, které na vysokou koncentraci CO; reaguji naopak snizenim

poctu pruducht (Gray et al., 2000).

U CUT1 bylo jiz diive zjiSténo, Ze reaguje na intenzitu svétla (Qin et al., 2007), ale
nebylo to dano do dalSich souvislosti. V nasem pokusu mutant cut/ skutecné produkoval

stejné mnozstvi voskll nezavisle na svétle, tento gen tedy mtize fungovat jako jakysi ,,detektor*
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okolniho svétla pro dalsi procesy. CUT! zasahuje do elongace bunék pies aktivaci syntézy
ethylenu (Qin et al., 2007). CUT1 (CER®6) je dal$im ¢lenem rodiny KCS (KCS6). Na rozdil
od genu HIC (KCS 13), ktery je patrné exprimovan jen ve svéracich bunlkach priduchi,
syntéza CUT1(CERG6) je lokalizovana v epidermis.

STOMAGEN je podle Konda et al., 2010 a Sugana et al., 2010 produkovan v
mezofylu, ¢imz se mezofyl podili na regulaci vyvoje a utvareni pokozky a mozna i kutikuly.
STOMAGEN miize byt teoreticky ovliviiovan na své cesté k cilovému receptoru nejen na

urovni transkripce, ale i na posttranskripcni ¢i posttransla¢ni arovni.

Podle dostupnych udaji geny EPFI 1 EPF2 aktivuji MAP kindzu MPK6, zatimco
STOMAGEN ji inaktivuje, vSechny tyto faktory zasahuji do regulace vyvoje priduchi soutézi
o0 vazebné misto na komplexu membranového receptoru (Jewaria et al., 2013). Jiny efekt téchto
epiderméalnich faktorti samotnych dosud nebyl popsén, na druhou stranu MPK6 kinaza, na
kterou ptisobi, je znacné multifunkéni protein. Z mnohych funkci bych zde vyzdvihnul reakce
na UV-B, kdy je mpk6 mutant méné citlivy na UV-B stres (Gonzélez Besteiro et al., 2011).
Zaroven kutikula dokéze uc¢inné chranit rostlinu pred UV zéafenim (Jansen et al., 1998). Byl
pozorovan i efekt expozice UV-B svétlu, kdy bylo zaznamenano vy$§i mnozstvi voskli na
listech. UV zafeni tedy tvorbu voskové vrstvy stimuluje (naptiklad Steinmiiller and Tevini,
1985). To naznacuje, Ze by se teoreticky mohlo jednat o néjaky vedlej$i mechanismus ochrany.
Bohuzel ale prace Gonzalesové-Besteirové neobsahuje data o obsahu vosku v kutikule, takze

nezname v tomto smyslu fenotypovy projev jejich mutantd.

5.2  Vliv poctu praduchi na izotopovou diskriminaci uhliku

6 °C)

Je zndmo, Ze koncentrace CO: v listu neni dana jen mnoZzstvim CO: v okolni
atmosféie, ale naptiklad i intenzitou svétla. I proto byly provedeny analyzy izotopového
slozeni uhliku susiny rostlinné biomasy listd (8 1*C) jako indikator vnitini koncentrace COs.
Rozdil oproti kontrole pfi stejné intenzité svétla nebyl nalezen ani u aft/ (mutanta v syntéze
kutinu), ani u cut/ mutanta (v tvorbé epikutikularnich voski). A dokonce ani u dvojitého
mutanta epf1,2, ktery mé vyrazn¢ vice priduchti i epikutikularnich vosk, jsme nezaznamenali
statisticky vyznamnou zménu izotopového poméru § '*C. Tento fakt je zajimavy, pokud
piihlédneme k rozdilnému poctu priducht kontrolnich rostlin a priduchovych mutanti.
Jednou z moznych variant je, Ze rostliny epf7,2 maji praduchy ¢aste¢né piiviené nebo maji
rychlejsi fotosyntézu a spotiebovavaji vice CO». Rychlost fotosyntézy jsme neméfili.
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Jeding StRNAi mutant vykazuje zvyseni & 1°C a tedy snizenou koncentraci CO» v listu
ve srovnani s rostlinami kontrolnimi, coz mizeme odvodit z Farquharovy teorie izotopové
diskriminace. K tomuto jevu dochazi u rostlin, které rostou ve stresovych podminkach, vliv
na to maji environmentalni faktory, pfevazné mira osvétleni a sucho, dale 1 naptiklad zasoleni
¢1 pritomnost Skodlivin v ovzdusi, jako je ozon ¢i oxid sifiCity (Farquhar et al., 1989). Nase
rostliny byly péstovany v idedlnich a standardnich podminkach (v hydroponii), proto Ize
predpokladat, Ze nebyly vystaveny stresu. Nabizi se logické vysvétleni, Ze pocet priducht je
nizky, a tudiz do rostliny proudi diky tomu méné& CO,. Za sniZenim & *C u vSech genotypii na
vysokém svétle ve srovnani s nizkym svétlem stoji zvySena rychlost fotosyntézy. Mald zména
poctu pritduchii u ,.kutikuldrnich® mutantt a ani zména ve struktute kutikuly nevedla ke zméné
8 13C a tedy ani vnitfni koncentrace CO,. Také je tieba vzit v Givahu, Ze se jedna o nepfimou

metodu stanoveni vnitini koncentrace COxs.

5.3  Charakteristika fenotypu Ahic mutanti

Grayova ve svém c¢lanku z roku 2000 uvadi zvySeni poctu priaducht u voskového
mutanta hic, zvlasté za zvySené koncentrace CO> v okolni atmosféfe, na niz kontrolni wt
rostliny reaguji snizenim poctu priduchi. V naSich pokusech jsme neovliviiovali mnozstvim

COz v okolni atmosféte, rostliny jsme péstovali pii atmosférické koncentraci CO».

Byl hodnocen fenotyp mutanta defektniho v genu HIC. Ukazuje se, Ze tento mutant ma
poné¢kud méné epikutikularnich voski, mirné sniZeni jednotlivych sloZek jsme zaznamenali s
vyjimkou mastnych kyselin (Obr. 15). Vysledky analyzy vosk nebyly v ptivodni préci
provedeny. Co se tyka hustoty praduchti, u naSich /ic rostlin byla na obou stranach nizsi nez u
kontrol, ale priduchovy index byl na abaxidlni stran€ vyssi ve srovnani s Columbii, coz
koresponduje s vysledky v Gray et al., 2000. U vétSiny starSich praci jsou uvadény jen hodnoty
poctu priduchti (SD) a SI na abaxialni, tedy dolni strané¢ listu. Mald zména v poctu priducht

neméla odezvu ve zméné & 13C.

Uvadi se, ze se HIC exprimuje pouze ve svéracich bunkach, je tedy zajimavé se
zamyslet nad tim, co a ¢emu tedy signalizuje. Z dostupnych dat nelze zjistit, jestli je praveé sam
HIC tim faktorem, ktery reguluje priduchy, nebo se tak déje sekundarné diky jinému slozeni
voskt. Nepodatilo se dohledat, jestli se HIC exprimuje v protodermalnich bunkéch, které dava;ji
vzniknout praduchim, pfipadné jak tyto buniky na HIC reaguji. Na druhou stranu se praduchy
zdaji jako strategické misto, kde detekovat mnozstvi CO; v okoli, a to vzhledem k tomu, Ze tudy

COz do rostliny vstupuje.
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6 Zavér

Provazani riznych biochemickych a molekularné-biologickych déjti je nezbytnou
soucasti fyziologie vSeho zivého. Nekontrolovany rist, zbyte¢nd inhibice, nepomér riznych
soustav, nekoordinovany pfijem zivin, to je jen par piikladd, kdy nespoluprace vede
k vyraznému omezeni fitness &i k zaniku organismu véetné rostlin. Ukolem této prace bylo
sledovani vzajemného ovliviiovani poctu (hustoty) priducht a struktury kutikuly (mnozstvi
epikutikuldrnich voskt), a to u Arabidopsis thaliana genotypu Col-0 a u rostlin s mutaci v

genech souvisejicich s vyvojem priuduchtl (StRNAi a epf1,2) i kutikuly (cutl, attl).

Testovany byly rostliny s vyrazné snizenym poctem pruduchtl, se zvySenym poctem
praduchd, rostliny s defektem v genu pro syntézu epikutikularnich voski a s defektem v genu
pro syntézu kutinu. Déle byly zapocaty prace s mutantem v genu HIC, u néjz byl pted dvaceti
lety popsan vliv kutikuly na vyvoj priducht v zévislosti na vn&j§im prostfedi. Porovnavany
byly rostliny péstované pii dvou riznych intenzitach osvétleni — na vysokém svétle pii

250 pmol m?s! a na nizkém svétle pii 80 pmol m2s!.

V ramci prace bylo zjiSténo nékolik zajimavych skute¢nosti. U rostlin, které byly
péstovany pii vyssi hladin€ osvétleni, s ¢imZ souvisi vy$§i mnoZzstvi priaducht, bylo zjiSténo,
Ze maji na svych listech vice voskl. Tento efekt ale nebyl pozorovén u rostlin s mutaci v genu
CUT1 pro syntézu 3-ketoacyl syntazy. Tento mutant je také méné¢ citlivy na svétlo. Na druhou
stranu se mutace v genech pro tvorbu kutikuly neprojevuji vyznamnymi zménami v poctu

praduchd.

U mutantt se zvySenym poctem priidduchti diky mutaci v EPF faktorech byla zjiSténa
také vyznamna zména v mnozstvi kutikuldrnich voskli. Tyto zmény byly dany do
molekularné-biologickych souvislosti, ty naznacuji, kam se zamé&fit v dalSim vyzkumu
vzdjemného ovliviiovani téchto dvou struktur. Dale bylo zjiSténo, ze vyrazné sniZeni
praduchového indexu/hustoty mutaci ve STOMAGENu vede k ovlivnéni izotopového poméru

8 13C v susing biomasy listd a, coz svéd&i pro nizkou koncentraci CO2 v mezofylu.

Nakonec nase prvni testy mutantii /ic, u nichZ se v literatufe uvadi zména ve vyvoji
priducht pfi zvySené koncentraci COz, které byly v ramci této prace vyselektovany, ukazaly
mirné snizeni mnoZstvi epikutikularnich voskii oproti kontrole, provazené mirnym zvySenim
praduchového indexu na abaxialni strané listu, a to bez vlivu na izotopovou diskriminaci

uhliku.
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