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Anotace: Leaves of the plants communicate with their environment on the interface formed
by epidermis with stomata and cuticle. Cuticle layer, composed of cutin and waxes, represents
a barrier, which protects a plant from excessive water loss, but not only this. The changes
of these boundaries are dependent on the environmental conditions, especially light (PPFD)
and ambient CO> concentration (Ca). This work tries to answer these questions: How is
the availability of CO: inside the leaf (C;) altered? How is the development of epidermis
related to cuticle formation?
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Seznam pouzitych zkratek

Zkratka Vyznam Jednotka
C. Koncentrape COz2 v atmosféte (atmospheric wmol*mol
concentration)
Ci Koncentrace CO> v listu (internal concentration) pmol*mol™?
FESEM Technika skenovaci elektronové mikroskopie
(Field Emission Scanning Electron Microscopy)
GCs Svéraci bunky (Guard Cells)
GMC Matetska bunka pruduchi (Guard Mother Cell)
M Meristemoid
MMC Matetska buiika meristemoidu (Meristemoid
Mother Cell)
Hustota toku fotosyntetickych fotonti |
PPFD (Photosynthetic Photon Flux Density) pmol*m™™s
PvC Dlazdicova burnka (Pavement Cell)
PVCD Hustc_>ta dlazdicovych bunék (Pavement Cell mm-2
Density)
SD Priduchova hustota (Stomatal Density) mm2
Sl Priiduchovy index (Stomatal Index) %
Sesterska buiika meristemoidu, typ PvC
SLGC .
(Stomatal-lineage ground cell)
Povrchova plasmonova rezonance (Surface
SPR
Plasmon Resonance)
TF Transkripéni faktor
VPDB Vienna Pee Dee Belemnite
wt Rostlina bez mutace (wild type, divoka forma)
Efektivita vyuziti vody (Water Use Efficiency),
WUE N :
pomér asimilace COy/transpirace
513C Izotopovy pomér *C/*2C vzorku vzhledem o
00

ke standardu VVPDB




1 Uvod

Pfred vice nez 400 miliony let se objevily prvni rostliny na sousi.
Odlisné okolni podminky, oproti tém ve vodé, je donutily se adaptovat. Vyvinul se u nich
nejen koten a systém vodivych pletiv, které pfivadi vodu a ziviny k fotosyntetickému pletivu,
mezofylu v listech, ale také drobné, pouhym okem neviditelné pohyblivé pory — praduchy
(zvané také stomata) V pokozce listu (epidermis) a pifevazné z ptirodniho polymeru kutinu
avosku slozena kutikula, ktera pokryva vSechny okolnimu vzduchu vystavené povrchy
rostlin. Tyto dva ,vynalezy” a jejich vzajemna interakce jsou piredmétem zkoumani

této bakalarské prace.

Kutikula je vngjsi vrstva nachazejici se na nezdievnatélych ¢astech vyssich rostlin.
Je témét nepropustna pro polarni molekuly (vodu — H20) a plyny (oxid uhli¢ity — COs,
kyslik — O2). Proto primarnim mistem, kudy tyto latky unikaji/vstupuji do listu, jsou praduchy,
které se s jistou pravidelnosti tvofi v pokozce mezi ostatnimi pokozkovymi bunikami
(Pavement Cells, PvCs). Rostlina si jejich oteviranim a zaviranim reguluje transpiraci,

respiraci a fotosyntézu, aby si zajistila optimalni podminky.

Vzijemnd komunikace mezi pokoZzkovymi buitkami a pfilehlou kutikulou neni dosud
pofadné¢ prozkoumédna. Prvni zminky pochazi z prelomu 19. a 20. stoleti.
V nasledujicim prehledu literatury jsem se snazila nastinit dosud zjisténé informace

0 vzajemné regulaci vyvoje priduchi a kutikuly a také faktory ovliviujici jejich vyvo;j.



2  Kutikula jako bariéra mezi vnitikem listu
a okolnim prostredim

Rostlinna kutikula je tenka vrstva (od setin po desitky um) pokryvajici pokozku
na listech, stoncich ¢i na kvétech a plodech (Riederer and Schreiber, 2001),
napi. U modelové rostliny husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) je silna 0,03 um
(Schnurr et al., 2004). Byla také nalezena na povrchu trichomt u dubu cesminového (Quercus
ilex), kde zvySovala hydrofobicitu listu (Fernandez et al., 2014). Také mulze zasahovat

az do podpraduchové dutiny (Pesacreta and Hasenstein, 1999).

Mez predni funkce kutikuly patii jeji schopnost vytvaiet bariéru proti vyschnuti
(Riederer and Schreiber, 2001). Dale jeji povrch omezuje pfilnavost prachovych ¢astic
(Barthlott and Neinhuis, 1997) a kapek desté (Neinhuis and Barthlott, 1997), chrani rostlinu
ptred napadenim riznymi patogeny (Serrano et al., 2014) ¢i hmyzem (Eigenbrode and Jetter,

2002) a ochranuje ji pfed nadmérnym UV zafenim (Krauss et al., 1997).

2.1 Struktura, chemické sloZeni a syntéza kutikuly

Kutikula neni od pocatku vrstevnatd, méni se s vyvojem a rustem listu. Mladé listy
maji tzv. prokutikulu sloZzenou pfevazné z amorfnich (beztvarych) voskt, pozdéji se objevuji
| zpeviujici lamely pfidanim ostatnich slozek kutikuly (Jeffree, 1996). U zralych listd
se struktura kutikuly déli na kutikularni vrstvu (cuticle layer), ktera je bohata na kutin
a polysacharidy a na vlastni kutikulu (cuticle proper) s hojnym poétem voskii (Yeats and Rose,
2013). Vosky mohou byt zabudované v kutinovém polymeru (zvané intrakutikularni vosky)
anebo tvofi na povrchu voskovy film (epikutikularni vosky) zodpovédny za leskly vzhled
(Yeats and Rose, 2013; Zeisler-Diehl et al., 2018). Nad epikutikarnim voskovym filmem
mohou byt navic epikutikularni voskové krystaly (Obr. €. 1), které davaji povrchu
matny vzhled (Yeats and Rose, 2013). Vlastnost voskového filmu je dobie vidét na jablkach,
kdy se pii jejich lesténi mechanicky odstranuji vnéjsi krystaly a tak se pak plody
krasn¢ lesknou (Yang et al., 2017).
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Obr. ¢ 1: Schématicky fez listem S trichomem (trichome) a priiduchem (stomate). Pokozka
(epidermis) je na horni (adaxial) a dolni (abaxial) stran¢ listu kryta kutikulou.
Na detailu: epikutikularni vosky (EW), vlastni kutikula (C), kutikularni vrstva (CL), stfedni lamela
(ML), primarni sténa (PW), plazmaticka membrana (PM), cytoplazma (CY), vakuola (V) (Pollard et
al., 2008).

Epikutikuldrni vosky mohou nabyvat rozmanitych tvari — desticky, trubicky, rozety,
vlakna ¢i hranoly (Barthlott et al., 1998). Pomér mezi intra- a epikutikularnimi vosky
je druhové specificky — od 1:9 u hrachu setého (Pisum sativum) (Gniwotta et al., 2005)
az po 4:1 u ptaciho zobu (Ligustrum vulgare) (Buschhaus et al., 2007).

Z chemického hlediska obsahuje kutikula, jak jiz bylo zminéno, kutin (Kolattukudy,
1970), vosky (Wen et al., 2006), polysacharidy (Philippe et al., 2020) a u nékterych druhi také
kutan (Boom et al., 2005). Kutin je polyester sloZzeny z C16 (Kyselina palmitova) a C1s (kKyselina
stearova) hydroxylovanych mastnych kyselin (Kolattukudy, 1970) a alkohold
(napt. glycerolu) (Graca et al., 2002). Vosky se skladaji z dlouhych fetézci mastnych kyselin
(C20-Cs4) (Pulsifer et al., 2012), uhlovodikt, esterti, primarnich alkohold, mastnych kyselin,
aldehydi, v mens$i mife z ketonli a sekundarnich alkohold, triterpenoidd a flovonoida
(Barthlott et al., 1998). Slozeni epikutikularnich voskd je rozdilné i na stranach listt. Gniwotta
et al. (2005) zjistili po extrakci vosku v chloroformu, Zze vrchni strana listu tfech ekotypt
hrachu setého je tvofena ze 71 % primarnimi alkoholy a spodni strana ze 73 % alkany.
Celkové mnozstvi voskii se pohybovalo v rozmezi od 14,7+0,9 pg*cm?
do 24,3+29 pg*cm 2 Kutan je acyklicky biopolymer, ktery byl primdrné nalezen
u agave americké (Agave americana). Védci pozdéji zjistili, ze se tento polymer vyskytuje
pfedevSim u rostlin s CAM typem fotosyntézy — S adaptaci na sucho ale také
u C3 rostlin — rostliny vyskytujici se VnaSich podminkach (Boom et al., 2005).

Z bunécné stény se do spodni vrstvy kutikuly prolinaji polysacharidy (pektin, hemiceluldza,



celuldza) (Lopez-Casado et al., 2007), které¢ se zabudovavaji do kutinu a tvofi az 30 %
kutikularni vrstvy. Na rozdil od polysacharidd v bunécné sténé¢ jsou metylované
nebo acetylované (Philippe et al., 2020). Celuldza je ve vétsi mife krystalizovana a ptidava

kutikule zpevnujici vlastnosti (Agarwal et al., 2010; Philippe et al., 2020).

Prekurzory kutikularniho vosku a kutinu (mastné kyseliny) se tvoii v plastidech
pokozkovych buné¢k, které ptes endoplazmatické retikulum, kde dochazi k prodlouzeni
uhlikatych fetézci a po modifikaci v cytoplazmé, opoustéji buiku smérem k jejimu
vngjSimu povrchu (Alkio et al., 2012). Znamymi pfenaseci pies plazmatickou membranu jsou
ABC-transportéry zavislé na ATP (adenosintrifosfat). Prvnim popsanym typem pienasece
lipidové molekuly byl AtABCGI12 (Pighin et al., 2004), dale byly identifikovany
napt. AtABCGI13 nebo AtABCG32 pienaSeCe prekurzorti kutikuly v okvétnich listcich
(Sanchez-Fernandez et al., 2001; Bessire et al., 2011). Nguyen et al. (2018) nasli u ryze
transportér OsABCG9, ktery je z 80 % podobny AtABCG11 nalezenému u modelové rostliny
huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Bez jeho piitomnosti se obsah vosku v kutikule
snizil o 53 %. Sjinym typem tohoto pienaSecCe se nevytvofily voskové krystaly.
Dalsim znamym transportérem je lipidovy transportér (LTP, lipid transfer protein)

ALLTPI - 4, ktery pfemist'uje mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (Deeken et al., 2016).

2.2 Propustnost kutikuly

Bylo zjisténo, ze se zvySujici se teplotou propustnost kutikuly pro vodu
a organické slouceniny stoupa — zménou teploty z 15°C na 35°C byla propustnost 2x vyssi.
ze Stiedomofti a nejveétsi rostliny z mirného pasu (Baur and Schonherr, 1995; Riederer and
Schreiber, 2001), napt. propustnost kutikuly jedle b&lokoré (Abies alba) je 140*10° m*s?
(Lendzian et al., 1986). Také se zvysujici se relativni vlhkosti propustnost stoupa (Fernandez
and Eichert, 2009). Schreiber et al. (2001) potvrdili tuto skute¢nost gravimetrickou metodou
na slivoni (Prunus). Becker et al. (1986) zkoumali elektrolytickou metodou propustnost vody
Vv zavislosti na tloust’ce kutikuly, ale pfimou uméru nepotvrdili. Schreiber a Riederer (1996;
2001) dospéeli ke stejnému zavéru a doplnili, Ze na propustnost nema vliv mnozstvi voskt
v kutikule ani obsah kutinu (Vogg et al., 2004). Propustnost kutikuly pro vodu je dana spise
chemickym sloZenim vosku. Grncarevic a Radler (1967) uvedli, Zze hydrofobni slozkou vosku
jsou uhlovodiky, alkoholy a aldehydy. Zejména dlouh¢ acyklické fetézce tvofi uc¢innou bariéru

(Vogg et al., 2004). Cheng et al. (2019) srovnavali slozeni voskl korunnich listkti a list razi
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a dospeli ke stejnému zjisténi. Listy, které mély vyznamné vice delSich acyklickych
uhlovodikii (C29 @ Cazsz X Vkorunnich listcich Czs a Czg), mély mensi propustnost.
Celkové mnozstvi voskll bylo od 4,9 pg*cm™2 do 13,2 pg*cm 2 pro korunni listky
a od 58 pg*em 2 do 6,7 pg*em 2 pro listy. Studie Zeisler-Diehl et al. (2016; 2018) také
potvrdila piedchozi tvrzeni — hlavni transpiraéni bariéru tvofi intrakutikularni vosky

bohaté na dlouhé fetézce alifatickych molekul a na triterpenoidy.

U rostlin preferujicich vodni prostfedi se vymeéna plynt zajisStuje predevSim
ptes kutikulu, protoze se u nich vyviji mén¢ pruduchti anebo zcela chybi ¢i nefunguji (Aulio,
1986; Mommer and Visser, 2005). Kutikularni vrstva je v tomto prostiedi ten¢i (Frost-
Christensen et al., 2003). Boyer (2015) zjistil, ze kutikula je pro oxid uhli¢ity daleko mén¢
propustnd nez pro vodu. Pfesto zajiStuje pro vodni rostliny dostate¢nou difizi oxidu
uhli¢itého, substratu limitujiciho fotosyntézu (Sand-Jensen and Frost-Christensen, 1998).
Jeji tloustka napiiklad u mokianky vzpiimené (Hygrophila corymbosa) je na listech
rostoucich na vzduchu 52 + 2 nm ale ve vodé€ je o 22 nm mensi. VE&dci také zméftili rezistenci
kutikularni membrany vuci difazi kysliku na kyslikové elektrodé a zjistili, ze pro listy

na vzduchu je vétsi nez pro listy ponofené (Frost-Christensen et al., 2003).

3  Pruduchy

Priduchy jsou malé regulovatelné otvory v pokozce rostlin. Listy mohou mit priduchy
jen na dolni (abaxialni) stran¢ (hypostomatické listy) — napt. stromy (Lawson, 2009),
¢inaobou stranach listu (amfistomatické listy), kde je pocet priduchti na dolni strané
listu — napt. blahovi¢nik (Eucalyptus) (Richardson et al., 2017) nebo jen na horni (adaxialni)
strané listu (epistomatické listy) — napt. leknin (Nymphaea sp.) (Lawson, 2009).
Priduchové Stérbina, tvofend dvéma svéracimi buiikami (Guard Cells, GCs), umoziuje
vyménu plynl (zejména kysliku a oxidu uhli¢itého) nutnych pro fotosyntézu a dychani
a uvolnuje vodu, ktera ve formé vodni pary unika do okoli (Serna, 2011; Nunes et al., 2019).
Béhem dne (na svétle) maji rostliny vétsinou své pruduchy oteviené a rychleji transpiruji
(vypafuji vodu) nez v noci (Boyer, 2015). Rozlisuji se dva zakladni tvary praduchi
podle systémového zafazeni rostlin. U dvoud€loznych (Eudicots) rostlin jsou GCs
ledvinitého tvaru (Lee and Bergmann, 2019), utrav ¢inkového tvaru a jsou obklopené
pomocnymi bufikami (Nunes et al., 2019). Buné¢na sténa priaduchtt musi odolavat turgoru

(tlaku), proto musi byt pevna ale zaroven ohebna. Je slozena z celuldzy, pektint, u trav navic



z glukani a u dvoudéloznych rostlin z xyloglukant (Shtein et al., 2017). Rozmisténi praduchti
na listu také neni jednotné. Pro travy a dalsi jednodé€lozné rostliny je typické usporadani
praduchii v podélnych fadach po délce listu, podél vodivych drah, zatimco u dvoud€loznych

jsou pruduchy nepravidelné rozmisténé po celé listové ¢epeli (Rudall et al., 2017).

3.1 Vyvoj pruduchu

Podobn¢ jako u zvifat, je tvorba novych bunék fizena prostiednictvim
peptidovych signalt (Fukuda and Higashiyama, 2011). Ve vyvoji praduchii je dodrzovano
pravidlo “one cell spacing rule“, které znamena, ze dva priaduchy se nevytvoii tésné
vedle sebe, ale je mezi nimi alespoii jedna dlazdicova buiika (Pavement Cell, PvC) (Akita et
al., 2013). Tento princip vyvoje je ob&as porusen mutaci, napt. u mutanta TMM (TOO MANY
MOUTHYS), ktery na dolni (abaxialni) strané listt tvoii priaduchy v klastrech (Yang and Sack,
1995; Hronkova et al., 2015) a na horni strané (adaxialni) omezi jejich pocet v porovnani

s kontrolnimi (wt, wild type, divoka forma) rostlinami (Hronkova et al., 2015).

Na pocatku vyvoje dvoudéloznych rostlin je protodermalni bunka pokozky,
ktera se muze diferencovat bud’ v PvC anebo ve specializovanou bunku — praduch (Holroyd
et al., 2002). U rostlin jsou znamé tfi hlavni transkripéni faktory (TF) — bHLH
(basic helix —loop - helix), které se pozitivné podileji na vyvoji praduchi — SPEECHLESS
(SPCH), MUTE a FAMA. SPCH diferencuje protodermalni bunku v matetskou bunku
meristemoidu (Meristemoid Mother Cell, MMC) a dale iniciuje prvni asymetrické déleni
MMC - vznika meristemoid (M) a sesterska buiikka meristemoidu (stomatal-lineage ground
cell, SLGC) (Peterson et al., 2010; Serna, 2011), typ PvC. V okamziku, kdy TF MUTE
da signal k expresi gent zahajujicich diferenciaci M v matefskou burniku pruducht (Guard
Mother Cell, GMC), ztraci M charakter kmenové bunky a piestava se neustale délit (Serna,
2011). Aktivaci TF FAMA se GMC symetricky de€li ve dvé svéraci buiky a vznika priduch
(Ohashi-Ito and Bergmann, 2006). FAMA zaroven funguje jako represor gent bunééného cyklu,
takze se pruduch dale nedéli (Han and Torii, 2016). K celému procesu jsou potieba dalsi bHLH
proteiny — SCREAM (SCRM), které iniciuji piepis jiz uvedenych TFs (Kanaoka et al., 2008)
(Obr. ¢. 2).

Aktivita nékterych uvedenych TFs je fizena tzv. epidermalnimi faktory EPIDERMAL
PATTERNING FAKTORs (EPFs), které negativné (EPF1 a/nebo EPF2) nebo pozitivné
(EPFL9) ovliviwuji vyvoj pruduchti (Hunt et al., 2010; Jewaria et al., 2013). U husenicku



rolniho byla popsana cela rodina téchto EPFs (Doheny-Adams et al., 2012). EPFs se jako
ligandy vazi na receptor na membrané pokozkovych bunck, slozeny z nékolika
proteini — ERECTA (ER) a ERECTA-LIKE (ERL) a spousti kindzovou proteinovou kaskadu
(MAPK cascade). MAPK fosforylaci SPCH negativné ovlivni pocet pruducht (Jewaria et al.,
2013). Soucasti komplexu je i TMM, ktery koduje leucin bohaty protein bez kinazové aktivity
(Yang and Sack, 1995; Serna and Fenoll, 2002; Jewaria et al., 2013). EPF2 se exprimuje
v MMC a stimuluje tvorbu PvC (Hara et al., 2009). EPF1 je exprimovan v M a GMC a jeho
ukolem je rozmist'ovani priduchti na listu a také tvorba PvC (Hara et al., 2007). SPCH, EPF2
a TMM tvoii zpétnovazebnou smycku (Obr. €. 2). SPCH vazbou na promotor EPF2 a TMM
podporuje piepis jejich genetické informace a tim omezuje akumulaci SPCH, ktery by dal

vzniknout pfiliSnému mnozstvi praduchia (Han and Torii, 2016).
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Obr. €. 2: Schéma vyvoje pruduchi. Transkripéni faktory SPCH, MUTE, FAMA se aktivuji proteiny
také z rodiny bHLH — SCRM a SCRM2 a uréuji nasledny vyvoj bunék pokozky. SPCH diferencuje
protodermalni buiiku (protoderm) v matefskou buiiku meristemoidu (MMC), ktera se asymetricky déli
v meristemoid (M) a sesterskou bunku meristemoidu (SLGC), své déleni né€kolikrat opakuje.
Protodemalni bunka, které se neméni v MMC, se stava bunkou dlazdicovou (pavement cell).
Diferenciaci M v matefskou bunku priduchii (GMC) fidi MUTE a nasledné symetrické déleni ve dvé
svéraci bunky (GCs) transkripéni faktor FAMA. Vyvoj priaduchi potlacuji proteiny EPF (EPF1
je exprimovan v MMC, EPF2 v GMC), které se vazi na TMM a kinazovou rodinu ER a spousti MAPK

kinazovou kaskadu. Upraveno podle Peterson et al. (2010).

O vazebné misto na receptoru si s EPF1 a 2 konkuruje STOMAGEN (Jewaria et al., 2013),
znamy také pod nazvem EPFL9 (Hunt et al., 2010). Na rozdil od negativnich EPF faktord,
exprimovanych v pokoZce, jak jiz bylo zminéno, pozitivn€¢ ovliviiuje pocet vyvinutych priduchd,
exprimuje se v mezofylu listu a také se ticastni lokalizace priaducht (Sugano et al., 2010; Jewaria et
al., 2013).



Jednod€lozné rostliny maji vyvoj priiduchti o néco jednodussi. Na bazi listi jsou vzdy
nejstarSi  buiky, smérem kapexu (Spicce listu) se tvoii nové bunky. Na pocatku
se protodermalni buika asymetricky déli. Mensi buiika (GMC) se znovu asymetricky déli
a vytvari si po okrajich dvé pomocné buriky. Vétsi burka zistane pak mezi dvéma priduchy,
aby bylo zachovano pravidlo “one cell spacing rule“. GMC podstoupi symetrické déleni, aby dala
vznik praduchu (Hepworth et al., 2018).

3.2 Faktory ovliviiujici vyvej praduchu a kutikuly

Aby rostliny mohly tvofit biomasu, rist a nakonec se rozmnozit, musi reagovat
na podminky prostiedi. Mezi znamé vnégjsi faktory, které ovliviiuji rostliny, patii dostupnost
vody (Casson and Hetherington, 2010), ozafenost (jeho intenzita — PPFD (hustota toku
fotosyntetickych fotont,, Photosynthetic Photon Flux Density) a kvalita svétla) (Lake et al.,
2001), slozeni vzduchu (pfedevsim koncentrace oxidu uhli¢itého — C,) (Woodward and Kelly,
1995). Za zminku stoji také regulace vyvoje fytohormony. Dosavadni ptehled literatury uvadi
jak pozitivni, tak negativni vliv jednotlivych fytohormonti, zalezi, na jaké proteiny
regulujici vyvoj pruduchi ptsobi. Naptiklad hormon ABA (kyselina abscisova) inhibuje
SPCH a MUTE, ale aktivuje rodinu ER (Qi and Torii, 2018).

Rostliny se snaZi za sucha eliminovat ztratu vody uzavienim priduchd, ale zaroven tim
omezuji piijjem uhliku (oxidu uhli¢itého) pro fotosyntézu (Peters et al., 2018).
Z dlouhodobého hlediska vede snaha omezit ztratu vody ke sniZzovani priduchové hustoty
(SD, pocet priduchti*mm- listu) (Hughes et al., 2017), priiduchy jsou mensich rozméra (Xu
and Zhou, 2008) a listy v kutikule maji az o 9-15 % vice voskt (Jenks et al., 2001).
Kratkodoby nebo mirny vodni deficit v§ak takovou odezvu v SD nevyvolava, napiiklad u trav

se v téchto podminkach SD zvysuje (Xu and Zhou, 2008).

Pii zvysené PPFD je SD vyssi (Gay and Hurd, 1975). Svétlo zvySuje expresi
STOMAGENu a soucasné se tak vytvari vice praduchu (Hronkova et al., 2015). Vysoké PPFD
se projevi i na praduchovém indexu (S, procentualni podil priaducht k celkovému poctu
pokozkovych bunék), ktery se také zvysuje (Casson et al., 2009) spole¢né s mnozstvim voskl
asilou kutikuly (Reed and Tukey, 1982). Bylo zjisténo, Zze vyvoj pruduchi
ovlivituje hlavné cervené svétlo, které je vnimano fytochromem B. Ten, indukovan
svétlem, putuje z cytoplazmy do jadra buiky a =zde interaguje s TFs PIF
(PHYTOCHROME - INTERACTING FACTORS). PIF je skupina proteind rodiny bHLH.



Naptiklad mutace v PIF4 pii vys§im PPFD snizuje Sl (Casson et al., 2009). Svétlo ma také
vliv na rychlost fotosyntézy — ve stinu se zpomaluje (Terashima et al., 2006). Je prokazano,
7e signal o aktualnich podminkach je pfedavan ze zralych (vyvinutych) listi do nové
se vyvijejicich (Lake et al., 2001). Pokud se starsi listy zastini, mladé listy na vysoké PPFD
maji snizené SI (Casson and Hetherington, 2010).

Ze je signal o vngjsich podminkach vniman pIné vyvinutymi listy a pfedavan do nové
se tvoricich, se také zjistilo pii reakci na rozdilnou koncentraci oxidu uhli¢itého ve vzduchu
(Ca) (Lake et al., 2001). Oxid uhli¢ity je na molekularni trovni vniman CRSP (CO2
RESPONSE SECRETED PROTEASE), ktera je sprostiedkovatelem mezi plynem a EPF2
(Engineer et al., 2014), ktery dale ovlivituje vyvoj praducht (Peterson et al., 2010).
Jestlize byly mladé listy vystaveny pfirozené se vyskytujici Ca (400 pmol*mol™),
ale star$i listy skoro dvojnasobné koncentraci, hodnoty SD a SI na novych listech byly nizsi.
Naopak, byly-li listy vystaveny obracenym Ca, hodnoty SD a SI byly u mladych listt vyssi
(Lake et al., 2001). Na zvySené Ca Se obecné u vétsiny druhi rostlin vyvine méné priaducht
(snizena SD). Vyjimkou je naptiklad pryskyinik ledovcovy (Ranunculus glacialis)
(Woodward and Kelly, 1995). Paoletti et al. (1998) vystavili dub cesminovy (Quercus ilex) Ca
od 360-2600 pmol*mol™* a zjistili, Ze se SD stromu snizovala jen do 750 umol*mol™ a déle
uz se pocet priduchi na podminky prostiedi neménil. Podobny ucinek zaznamenali také
v mnozstvi voskl (intrakutikuldrni a epikutikuldrni) — mmnozZstvi sice linearné stoupalo
se zvysujici se Ca ale do 750 pmol*mol? bylo mnozstvi voskii vice variabilni.
Podle Berryman et al. (1994) se za vys§i Ca (700 pmol*mol™) u blahovi¢niku (Eucalyptus)
SD také snizuje a priduchovd vodivost je za téchto podminek obecné niZsi
(+ 300 mmol*m%*s!) nez v podminkach pfirozené Ca, kdy naméfili priduchovou vodivost
+600 mmol*m?*s?. Anatomicky se listim za zvysené Ca zvétsi buiiky mezofylu (Radoglou
and Jarvis, 1990), stejné jako za vyssi PPFD (Terashima et al., 2006) a tloustka listu se tim
zvEtsi. Roste také velikost priducht, a to nejenom v reakci na zvySenou Cs, ale také na PPFD

(Lomax et al., 2009).

Gray et al. (2000) zjistili souvislost mezi Ca a vyvojem pruducht a potvrdili tak
koordinaci vyvoje pokozky s tvorbou kutikuly. Objevili gen HIC (HIGH CARBON
DIOXIDE), ktery je exprimovan ve svéracich bunkach priduchti a koduje 3-ketoacyl koenzym
A syntazu (KCS13). KCS je enzym, ktery je soucasti syntézy dlouhych fetézct
mastnych Kyselin, které se transportuji do kutikuly. Mutace v tomto genu zpisobi

za zvysené Ca navyseni SD az 0 41,8 % a SI az 0 27,6 %. Dalsim genem z rodiny genti KCS,
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zodpovédnym za syntézu voski je CER (ECERIFERUM), ktery se exprimuje
v pokozkovych bunkach (Jenks et al., 1995; Millar et al., 1999; Joubes et al., 2008).
Mutace v genu CER6 (nékdy nazyvany CUT1 ¢i KCS6) vede k tvorbé mensiho mnozstvi
voskl na povrchu listd a stonkd (s men$im mnozstvim alkant a primarnich alkoholt) (Jenks
et al., 1995; Fiebig et al., 2000; Sampangi-Ramaiah et al., 2019). Protoze CER6 koduje enzym
(KCS6) (Lokesh et al., 2013), zodpovédny za prodlouzeni slozek voskt (mastnych kyselin),
dochazi k redukci dlouhych fetézci (od Czg) (Sampangi-Ramaiah et al., 2019).
Na zvySenou Ca reaguji rostliny s touto mutaci zvySenim SI (o 30,5 %) (Gray et al., 2000).
Dalsim genem, ktery spojuje vyvoj pokozkovych bun¢k a kutikuly, je FDH (FIDDLEHEAD).
Téz patii do rodiny KCS a jeho mutaci se iniciuje mensi mnozstvi trichoma (Yephremov et

al., 1999).

4 Transport CO2 do listu a jeho vnitini
koncentrace, °C

Rostliny béhem fotosyntézy zabudovavaji do své biomasy uhlik z oxidu uhli¢itého.
Oxid uhli¢ity se do listu dostava pies fadu difuznich odpord — putuje pfes tzv. hrani¢ni vrstvu
(nachazi se tésn¢ nad listem), priduch, do podpriduchové dutiny, dale ptes mezibunétny
prostor, bunénou sténu mezofylové buiky, jeji cytoplazmatickou membranu a cytosol,
pfes dv€ membrany chloroplastu az k enzymu RUBISCO (ribuldéza 1,5bisfosfat
karboxylaza/oxygenaza) do stromatu chloroplastu (Evans and Von Caemmerer, 1996;
Terashima et al., 2006; Evans et al., 2009), kde probiha fotosyntéza. Koncentrace
oxidu uhli¢itého se tedy smérem do vnitiku listu (do stromatu chloroplastu) postupné snizuje
(Terashima and Ono, 2002). Uvadi se, ze pro oxid uhli¢ity je hlavni pfekazkou vrstva
mezofylovych bunék listu. RozliSuje se transport skrz plynnou fazi (mezibunéénymi prostory)
a kapalnou fazi (od bunééné stény naplnéné vodou do chloroplastu) (Evans et al., 2009).
Aby se transport urychlil, putuje oxid uhli¢ity skrz plazmatickou membranu aquaporiny

(membranové kanaly) (Terashima and Ono, 2002).

Enzym RUBISCO m4 také afinitu ke kysliku. V disledku toho dochdzi v buiice
k fotorespiraci, tedy k ,,prodychani* produkti fotosyntézy. Reakce probihaji ¢astecné také
mimo chloroplast — v peroxizomu a mitochondrii (Terashima et al., 2006; von Caemmerer,
2013). Oxid uhlicity se pak uvoliiuje z mitochondrie, stejné jako pii dychani a putuje
do cytosolu (Evans et al., 2009).
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Ve vzduchu je 98,9 % uhliku 2C a 1,1 % *C (Farquhar et al., 1989). B&hem
fotosyntézy se k enzymu RUBISCO piednostné vaze leh&i izotop uhliku *2C. Rika se,
ze enzym t&z§i uhlik diskriminuje — zéavisi na pH a teploté. Diky tomuto jevu je mozné
vypoditat izotopovou frakcionaci (izotopovy signal, 8'°C), ktery uvadi pomér *C/*C
ke standardu (viz Rovnice 4, Materidl a metody). Hodnoty §*3C pro rostliny s C3 typem

fotosyntézy se pohybuji v rozmezi -30 az -22%o (Farquhar et al., 1982).

Castg&ji se ve védeckych ¢lancich uvadi tzv. velka delta (A), tedy diskriminace *3C,
ktera piedstavuje relativni rozdil 3C v rostlin oproti okolnimu vzduchu (Santricek et al.,

201443):
A=a+(b—a)=* g— [%o] Rovnice 1

kde a je tzv. difizni koeficient zahrnujici limitaci priichodu *CO; plynnou fazi
skrz hrani¢ni vrstvu a praduchy (4,4 %o), b je tzv. karboxyla¢ni koeficient, tedy diskriminace
pfi karboxylaci enzymem RUBISCO (27 %o), Ci je koncentrace oxidu uhli¢itého uvnitf listu

a C, koncentrace ve vngjsi atmosféte (Farquhar et al., 1982).

Hodnota A je kladna veli¢ina a u C3 rostlin vychazi v rozmezi 17-25. Lze ji také trochu

nepiesné vypoéitat jako rozdil obsahu §3C v okolnim vzduchu (8,) a uvnitf rostliny (6p)

(Santrtigek et al., 2014a). Tim se da Rovnice 1 vyjadfit jako:
8, =8, —a— (b—a) g— [%o] Rovnice 2

Z Rovnice 2 pak lze vypocitat Ci (viz Rovnice 5, Material a metody) (Farquhar et al.,
1982).

12



5 Cile prace

1. Ovérit nasledujici hypotézy:
1.1. Zména intenzity zafeni (PPFD) vede ke zméné poctu pruduchtt na listu (SD).
Vnitini koncentrace oxidu uhli¢itého (Ci) v listu se snizuje se zvySujici se PPFD.
1.2. Cetnost priduchi koresponduje s mnozstvim voskt v ptilehlé kutikule.
1.3. ZvySena koncentrace oxidu uhli¢itétho (CO2) v okolnim vzduchu (Cj)
(provazena zvySenou C;) snizuje pocet pruducht na listu (SD) ve srovnani s listy
péstovanymi v bézné atmosférické Ca, naopak snizena Ca a Ci vede ke zvyseni SD.

1.4. Mutace v genu HIC (KCS13) naopak vede ke zvyseni SD pii vyssi Ca.

2. Zvladnout nasledujici laboratorni metody:

2.1. Svételna mikroskopie, mikroreliéfova metoda — zhotovit otisky listd, pofidit
fotografie a pomoci programu pro analyzu obrazu ImageJ zjistit priduchovou hustotu
(SD) a ur¢it praduchovy index (SI).

2.2. Zjistit vnitini koncentraci oxidu uhli¢itého (Ci) pomoci méfeni poméru izotopu
13C/12C v biomase listi.

2.3. Pokusit se izolovat kutikulu husenic¢ku rolniho (Arabidopsis. thaliana) a vyzkouset si
méfeni propustnosti kutikuly metodou SPR (Povrchova plasmonova rezonance).
Potfidit snimky povrchu listu a izolované kutikuly rostlin  pomoci

skenovaci elektronové mikroskopie za nizkych teplot (FESEM).
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6 Material a metody

6.1 Pouzity material a zpiisob péstovani

V prvnim pokusu byl pouzit hrach sety/cukrovy (Pisum sativum var. saccharatum)
a tfi urovné ozarenosti (PPFD, hustota toku fotosyntetickych fotont, Photosynthetic Photon
Flux Density) — zvysena 450 umol*m™2*s? a snizend 50 pmol*m2*s?, jako kontrolni byla
pouzita PPFD 250 umol*m?*s™. Pro kazdou svételnou variantu jsme mély Sest kvétinaca
o velikosti 5*5*6 cm. Hrach byl nejprve vyset do perlitu. Po vykli¢eni byl pfesazen
do univerzalniho zahradnického substratu (Forestina) a péstovan tfi tydny v kultivaénim boxu
Sanyo (UK) pii vlhkosti cca 50 %, teplot¢ 25°C ve dne a 18°C v noci. Fotoperioda
(délka dne/noci) byla stanovena na 16/8 hodin. Listy byly otisknuty do bezbarvého laku
na nehty, spoftena SD (praduchova hustota) a Sl (priduchovy index) (Rovnice 3)

a piipraveny vzorky pro analyzu izotopového poméru § 1*C/*2C (§13C) (Rovnice 4).

Ve vsech dalSich pokusech byla pouzita modelova rostlina — huseni¢ek rolni

(Arabidopsis thaliana), ktery je ¢asto pouZzivan pro svij rychly rist a maly genom.

Spole¢né s divokou formou (wild type, wt) Col-0 byly v hydroponii (1/4 koncentrace
plného Hoaglandova roztoku) péstovany i mutantni rostliny (tmm-1 a epfl,2; StRNAI
(Stomagen RNA interference) — tedy tzv. ,,pruduchovi® mutanti). Rostliny byly péstovany
v kontrolovanych podminkach v klimaboxu Snijders (Holandsko) jeden mésic. Byla zvolena
PPFD 250 umol*m™2*s?, pro huseni¢ek optimdlni ozafenost, teplota pies den/noc
22°C/18°C, délka dne/noci 14/10 hodin, relativni vlhkost vzduchu nebyla regulovéna a Cinila
asi 50 %. Byly pripraveny trvalé preparaty (otisky) povrchu listi (mikroreliéfovou metodou)
a zjistén pocet praducht v programu ImagelJ pro vypocet SD a Sl, dale byly odebrany vzorky
voski, které analyzovala Mgr. Jitka Neuwirthova v laboratoti prof. Lukase Schreibera
v Bonnu. Povrch a struktura celych listti na lomu, rovnéz také vzorky izolované kutikuly, byly

pozorovany pod kryo-elektronovym mikroskopem metodou FESEM.

Pro zjisténi vlivu zvySené koncentrace oxidu uhli¢itého (CO2) ve vzduchu (Ca)
na frekvenci vyvoje pruduchi a na vnitini koncentraci oxidu uhlicitého Vv listech (Ci) byl opét
vybran modelovy huseniéek rolni —ekotyp Columbia (Col-0) a také mutanti v genu HIC
(hic — SM linie (semena poskytli Casson S. a Gray J., UK) a SAIL2055E06 (z databaze
NASC — homozygotni v genu HIC — Hroni¢ek (2019)). Rostliny byly vystaveny jeden mésic

ttem riiznym C, (200, 400 a 800 pmol*mol™?), ve vzduchotésném riistovém boxu se tiemi
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oddily, kde v kazdém byla piislusni Ca. Rostliny péstované pii 400 pmol*mol™ predstavovaly
kontrolni variantu. Ostatni podminky (viz nize) byly stejné, protoze box byl umistén
do fytotronu Percival. Vzduch byl nejdiive zbaven oxidu uhli¢itého, poté obohacen o oxid
uhligity z tlakové lahve (Messer, CR, izotopovy signal -28,4 %o) Vv pozadované koncentraci
(200, 400, 800 pmol*mol 1) a systémem ventild piiveden do péstebnich boxti. Oxid uhligity
z tlakové lahve byl dodévan do jednotlivych komirek péstebniho boxu pomoci zafizeni
vyrobeného svépomoci. Dodavana Ca byla pravideln¢ kontrolovana pomoci
otevieného gazometrického systému Li-6400 XT (Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA).
Teplota byla pies den nastavena na 20°C a Vv noci na 18°C, PPFD byla 200 umol*m2*s!
a relativni vlhkost byla asi 50 %. Podminky péstovani (teplota, vihkost) byly kontrolovany
pomoci Datalogerd Minikin (EMS Brno, CR). V kazdém kvétina¢i (rozméry totozné
s piedchozimi pokusy) byly vzdy ponechany tfi rostliny rozmisténé tak, aby si nekonkurovaly,
z nich se pak odebraly vzorky na spo¢teni SD a SI a také na analyzu izotopového signalu §*3C.
K péstovani byl pouzit univerzalni zahradnicky substrat Forestina. Pokus se opakoval celkem
dvakrat (duben, zaii). Beéhem prvniho péstovani byly pouzity kromé wt rostlin (Col-0) jiz
uvedené linie hic (SM_3_19849) a SAIL205E06 (Hronicek, 2019). Délka dne/noci byla
12/12 hodin. Ve druhém opakovani bylo cilem ovéfit vysledky prvniho pokusu na rostlinach
wt — (Col-0), délka svételné periody byla o ¢tyfi hodiny delsi, 16/8 hodin (den/noc).

6.2 Priiduchova hustota a pruduchovy index

Pomoci zminéné mikroreliéfové metody byly vytvofeny otisky list (postup viz nize).
Dale byla na uvedenych plochach listd pocitana priduchova hustota (SD) a i hustota
ostatnich pokozkovych bun¢k (PvCD), jejichz hodnoty byly dosazeny do vzorce
pro pridduchovy index (SI):

SD

SI =
SD+PvCD

* 100 [%] Rovnice 3

kde SD =zna¢i pocet priaduchi piepodtenych na 1 mm? a PvCD pocet

dlazdicovych bungk na 1 mm?, SI byl vyjadien jako podil priiduchii na celkovém po&tu bunék

v procentech.

Z kazdé varianty bylo odebrano ve vSech pokusech po jednom mésici péstovani 5-7
pIn¢ vyvinutych listi z riznych rostlin. Polovina stiedni ¢asti kazdého listu byla pouzita

pro vytvoreni kopie horni (adaxialni) a dolni (abaxialni) strany listu. Poté byl list otisknut
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do bezbarvého laku na nehty (Rimmel London 60 Seconds) a prihlednou lepici paskou
nalepen na podlozni sklicko — byl vytvofen mikroreliéf. Otisky byly pozorovany
pod optickym mikroskopem (Olympus BX61) s objektivem 50x (ilustra¢ni obrazek
viz priloha obr. P1). Digitalnim fotoaparatem (750D Cannon) byly pofizeny fotografie
listovych plosek o velikosti 0,130 mm? listu — u hrachu bylo z kazdé varianty potizeno
42 fotografii, v pokusu s vosky 15-26 fotografii a v prvnim pokusu, jez sledoval vliv s oxidu
uhli¢itého na vyvoj priducht 20-25 fotografii a ve druhém pokusu 42 fotografii. Plosky byly
analyzovany Vv programu ImageJ, kde byly stanoveny pocty pruduchi a PvCs.
Ziskané hodnoty byly prepoéteny na mm? (SD a PvCD) a pak byl vypoéitin
priduchovy index (SI) podle Rovnice 3.

6.3 Postup méfeni 6'3C a stanoveni vnitini koncentrace
COgz v listu

Byla stanovena izotopova frakcionace uhliku *C k uhliku *2C v suginé listu (§*3C),
diky diskriminaci izotopu uhliku *C pted *C béhem fotosyntézy:

§13C = (22w — 1) 4 1000 [%o] Rovnice 4

Rstandard

kde R znamena pomér *C/*?C ve vzorku rostlinného materidlu a ve standardu.

Jako standard byl pouzit VPDB (Vienna Pee Dee Belemnite).

Vzorky pro stanoveni 8'3C, plné vyvinuté listy, byly vzdy odebrany ze tfech
odlisnych rostlin v kazdé studované varianté (rizna PPFD ¢i Ca, genotyp) pro jednotlivy
smésny vzorek. V uvedenych pokusech byly z kazdé varianty analyzovany celkem
tii  biologické vzorky. Za teploty 80°C byly listy béhem 24 hodin vysuseny
do konstantni hmotnosti a pak byly rozemlety na jemny prasek — 1 minutu
v mikrozkumavkach Eppendorf za pomoci dvou nerezovych kuli¢ek na kulovém mlynku
(Retch, MM200, Haan, Némecko) pfi frekvenci 30 kmitid/s. Na analytickych vahach Sartorius
bylo navazeno 0,083-0,117 mg vzorku do cinové kapsle, ktera byla poté peclivé zabalena.
Za samotné analyzy izotopového poméru v susing rostlinné biomasy vdécim Mgr. Ladislavu
Markovi. Vzorky byly spaleny pii 950°C v proudu kysliku za vzniku plynného oxidu
uhli¢itého. Jeho izotopové slozeni bylo analyzovano na izotopovém hmotnostnim
spektrometru IRMS (Delta plus XL, ThermoFinnigan, Brehmen, DE) pfipojeném
k prvkovému analyzatoru (NC2100, ThermoQuest CE Instruments, Rodano, Italie).
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Z hodnot 8!3C je mozno spocitat vnitfni koncentraci oxidu uhli¢itého Vv listu (Ci),
jestlize zname C, (koncentraci oxidu uhli¢ittho ve vzduchu) a izotopovy signal
vstupujiciho oxidu uhli¢itého, ktery rostlina vyuzivala pro tvorbu biomasy. Ci u huseni¢ku
rolniho, vystaven¢ho ve tfech boxech odlisSnym Ca, a hrachu, na tfech rozdilnych PPFD
(intenzitach svétla), bylo spocteno podle vzorce, ktery uvadi Rovnice 5:

8, —8p—a

Ci - Ca * b-a

[umol*mol ] Rovnice 5

kde se za Ca dosazovaly tii zkoumané koncentrace oxidu uhli¢itého v atmosféie
(200, 400 nebo 800 umol*mol?), za §, zméieny izotopova pomér pro vzduch -28,4 %o
U pokusu s husenickem a -11 %o u pokusu s hraskem, &, piedstavovala ke kazdému vzorku
rostlinné biomasy hodnotu 83C podle vyse uvedené Rovnice 4. Konstanty a
(difazni koeficient, 4,4 %o) a b (karboxyla¢ni koeficient, 27 %o) zohlediiuji pomalejsi difazi
t&z§tho izotopu uhliku *C do listu a také jeho mensi afinitu k enzymu RUBISCO
(ribuloza - 1,5 - bisfosfat karboxylaza oxygenaza) (Farquhar et al., 1982; Santracek et al.,
2014a).

6.4 lzolace kutikuly

Byla pouzita modifikovana metoda Schonherra a Riederra (1986). Ve 300 ml vody
(H20) bylo rozpusténo 0,645g kyseliny citronové (CeHsO7), bylo pfidano 6 ml 2% celulazy
a6 ml 2% pektinazy (Fruikozyme Combi), pH bylo upraveno na 3,0 a roztok byl konzervovan
3 ml 1M azidu sodného (NaN). Roztok byl pied pouzitim natedén 10x. Terciky nebo kousky
listi, jejichz kutikula byla velmi opatrné na jedné strané porusena pomoci jemného
smirkového papiru, byly poskozenou stranou polozeny na hladinu izola¢niho roztoku,
takZe doSlo k izolaci neporusené kutikuly z pfislusné strany listu. Roztok se meénil velmi
opatrn€ cca po tydnu, dokud nedoslo k izolaci kutikuly, kdy zbytek pletiva klesl ke dnu.
Izola¢ni roztok byl vyménén za supercistou vodu. Kratce byly kutikuly skladovany v lednicce.

Ty, které klesly ke dnu, neslo pouzit.

6.5 Stanoveni mnozstvi vosku v kutikule

Pro analyzu vosku z jednotlivych stran listu (adaxialni a abaxialni) byly vosky smyty
pomoci chloroformu (CHCI3) do vialek opakovanym kontaktem s pfislusnymi stranami listd

v trvani souhrnné 10 s, z celkové plochy listd vzdy 7,5 cm?. Vosky analyzovala Mgr. Jitka
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Neuwirthova v laboratofi prof. Lukase Schreibera v Bonnu. Vosky rozpusténé v chloroformu
doplnila adekvatnim mnozstvim vnitiniho standardu tetrakosanu (C24Hso) (5 pg tetrakosanu
v25ul chloroformu, Fluka) pro kvantifikaci voskd. Obsah chloroformu byl
redukovan na kone¢ny objem 200 pul jemnym proudem dusiku pfi zahfivani
na 60°C v termobloku. Polarni hydroxylové a karboxylové skupiny alkohold a kyselin
byly pfevedeny na odpovidajici trimethylsilylethery a estery derivatizaci pomoci
N, O- Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu (BSTFA; Macherey-Nagel, Duren, Germany)
a Pyridinu (Sigma Aldrich) 45 min pii 70 °C. Mnozstvi voskil bylo stanoveno z nasttiku
1 ulvzorku do GC-FID (CG-Hewlett Packard 5890 series H, kolona: 30 m DB-1 i.d.
0,32 mm, film 0,2 um; J&W Scientific, Folsom, CA, USA). Mnozstvi vosku bylo vyjadieno
v absolutnich hodnotach (ug) na plochu (cm?).

6.6 Statistické vyhodnoceni

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny v programu RStudio jednocestnou analyzou
variance (one-way ANOVA). Pokus s vosky byl testovan dvoucestnou analyzou variance
(two-way ANOVA). Tyto metody byly aplikovany za piedpokladu normalniho rozlozeni dat
a homogenity varianci a tak byla ¢isla pii pouziti Bartlettova testu a ANOVY upravena
zlogaritmovanim. Statistickd prikaznost rozdilii hodnot byly stanoveny na 5% hladiné
vyznamnosti. Pfi mnohonasobném porovnani byl pouzit post-hoc Tukeyho HSD test. Grafy

byly vytvoreny v programu Microsoft Office Excel.

6.7 Kryo-elektronova mikroskopie (FESEM - Field
Emission Scanning Electron Microscopy)

FESEM je vysoce uc¢inna rozliSovaci technika skenovaci elektronové mikroskopie
(SEM) spojena s kryo technikou pro pfipravu vzorku a umoznujici lamani preparatu
za nizkych teplot (odpovidajici teploté tekutého dusiku). Vyhodou metody je pozorovani

vzorkll tém¢ét v ptirodnim stavu.

Malé kousky zivych listi huseni¢ku byly specialnim lepidlem Tissue-Tek O.C.T.
Compound (EMS) nalepeny na hlinikovy ter¢ik. Vzorky izolované kutikuly,
plovouci na hladiné vody, byly umistény na silikonovy “wafer* (platek). Déle se postupovalo
béhem ptipravy preparatd stejné. Vzorek byl rychle zmrazen ponotfenim do tekutého dusiku

a pak ihned umistén do vakua v zafizeni CryoALTO 2500 (Gatan, UK), kde byly
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zmrazené vzorky sublimovany (1-2 minuty) za nizké teploty (-90°C), coz vedlo k odstranéni
krystali vody z povrchu preparatu. Nakonec byl vzorek pokoven ¢asteckami slitiny platiny
a palladia pfi 140°C cca 2 minuty. Preparat byl pozorovan mikroskopem FESEM JEOL JSM

7401F pii napéti v rozmezi 1-4 KV v pracovni vzdalenosti 8 mm pii teploté -135°C.

Snimky lomt a povrchu listd a také izolované kutikuly byly pofizeny v Laboratofi
elektronové mikroskopie Biologického centra Akademie véd a Prirodovédecké fakulty

JihoCeské univerzity.

7 Vysledky

7.1 Vliv svétla na vyvoj pokozky listu

7.1.1 Pocet pruduchiu na listu hrachu (Pisum sativum) zavisi
na svétle

Vyvoj kutikuly a pruduchi je ovlivnén fadou faktori — svétlo je jednim z nich.
Cim jsou rostliny huseni¢ku (Arabidopsis thaliana Heynh) vystaveny intenzivngj§imu svétlu,
tim vice pruduchii se na listech tvoii (Hronkova et al., 2015). Plati to i pro jiny druh rostlin?
Pro ovéfeni této hypotézy byla pouzita modelova rostlina J. G. Mendela — hrach (Pisum).

V nasem piipad¢ $lo o hrach sety/cukrovy (Pisum sativum var. saccharatum).

Vzhled pokusnych rostlin se v zavislosti na intenzité svétla (PPFD, Photosynthetic
Photon Flux Density) liSil — na vysoké PPFD (hodnota niZe) byl vyvoj rychlejsi, rostliny
rychleji dozravaly a starly, spodni listy zezloutly, viz pFiloha Obr. P2.

V pokusu byl zjistovan vliv tfech riznych PPFD na hustotu priduchi na mm? (SD)
a praduchovy index (SI) (viz Rovnice 3) na obou stranach listu hrachu. Jako kontrolni byla
zvolena stiedni hodnota (250 pmol*m?2*s?). Na zikladé jednocestné analyzy variance,
ktera hodnotila vliv svétla na SD a SI oddé€lené€ pro horni (adaxidlni) a dolni (abaxidlni) stranu
listl, bylo zjisténo, ze SD stoupala statisticky vyznamné na obou stranach listu se zvySujici
se PPFD (Obr. €. 3, A), az na jednu vyjimku (niz$i PPFD na adaxialni stran¢), byly rozdily
statisticky vyznamné i v ptipadé SI (Obr. &. 3, B).
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Obr. €. 3: Hustota pruduchtd — SD (A) a priaduchovy index — Sl (B) na horni (adaxialni) strané listu
(oznageno velkymi pismeny) a dolni (abaxialni) strané listu (ozna¢eno malymi pismeny) hrachu
(Pisum) v zavislosti na intenzité svétla — (PPFD, Photosynthetic Photon Flux Density). Statisticky
vyznamné rozdily od kontroly (250 pmol*m?*s, oznagena pismeny A ¢&i a) jsou oznaceny odlisnymi
pismeny. Cervend barva znamené statisticky vyznamny rozdil mezi adaxialni a abaxialni stranou listu.
Sloupce jsou primérné hodnoty (n =42, kde n je pocet analyzovanych ploch). Chybova tsecka
zobrazuje smérodatnou odchylku od priméru (s. d.), p < 0,05. SI = (SD)/(SD+PvCD)*100.

Pro adaxialni stranu listu byla hodnota testového kritéria pro SD F (2; 123)= 25,34
a pro abaxialni F (2; 123) = 21,89. Nasledny Tukeyho post-hoc test pro prokazal rozdil SD vsech
studovanych tirovni PPFD od kontrolni PPFD (250 umol*m-?*s'1). Lisily se jak adaxialni
strany (p<0,026), tak abaxialni strany (p<0,0058) listl, zaroven se lisila SD u listi
péstovanych pii nizké a vysoké PPFD (p<0,0001). Na 5% hladin¢ vyznamnosti nebyl ov§em
zjistén rozdil SD mezi adaxialni a abaxialni stranou listu (Obr. €. 3, A). Toovsem neplatilo
u SI. Na vSech intenzitach svétla byla pritkazna odlisnost od kontroly — (p<0,0003). V' piipadé
Sl na adaxialni strané, doslo ke zméné oproti kontrole pouze na nizké PPFD (p = 0). PPFD
mela vétsi vliv na Sl u abaxialnich stran listii — zde Sl stoupalo se zvySujici se PPFD stejné

jako u SD (p<0,003).
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7.1.2 Stanoveni 6'3C a vniti'ni koncentrace CO: v listu hrachu
(Pisum sativum)

Bylo zjiténo, ze PPFD ma vliv na § 13C a ovliviiuje také koncentraci oxidu uhli¢itého

(CO2) uvnitt listu (Ci) (Obr. & 4). Data byla ziskana podle Rovnice 4 a 5 (viz Material

a metody).
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Obr. &. 4: I1zotopovy pomér *C/*2C vzhledem ke standardu VPDB (5'*C) (A) a vnitini koncentrace
CO; (Ci) (B) v listu hrachu (Pisum) v zavislosti na tfech urovnich ozafenosti (PPFD). Statisticky
vyznamné rozdily od kontrolni PPFD (250 pmol*m2*s™, oznatena pismenem A) jsou oznaceny
odlisnymi pismeny, p <0,05. Sloupce predstavuji primérné hodnoty (n=3, kde n je pocet

smésnych biologickych vzorkt). Chybova usecka zobrazuje smérodatnou odchylku od praméru (s. d.).

Podle Tukeyho testu se izotopovy signal (813C) vzajemné lisil mezi viemi testovanymi
PPFD (p<0,01). S klesajici PPFD se do biomasy listu hrachu zabudovalo vice leh¢iho izotopu
uhliku 2C (Obr. & 4, A), §°C byl vice diskriminovan. Celkem ale mély listy hrachu,
péstovaného pii nizké PPFD, nejvyssi Cia naopak pii vysoké PPFD bylo Cinejnizsi (Obr. €. 4,
B). Mnohonasobné porovnani prokazalo rozdil na 5% hladin¢ vyznamnosti opét mezi vSemi

testovanymi urovnémi svétla (p<0,01).
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7.2 Mnozstvi voskii v kutikule koresponduje s vyvojem
priduchi v pokoZce listu huseni¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana)

7.2.1 Pocet pruduchi na listech rostlin s mutaci ve vyvoji priduchi

Na listech riznych rostlin husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana), péstovanych
za optimélni PPFD 250 pmol*m™2*s, byly zjistény hodnoty SD a Sl (Obr. &. 5). Col-0 jsou
kontrolni rostliny bez mutace; tmm, StRNAI a epf1,2 jsou mutantni rostliny v genech pro vyvoj

praduchi (,,praduchovi* mutanti), které se lisi poctem priiduchii alespon na jedné strané listu.
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Obr. ¢. 5: Priduchova hustota — SD (A) a pruduchovy index — SI (B) na horni (adaxialni) strané listu
(oznaceno velkymi pismeny) a dolni (abaxialni) stran¢ listu (oznaceno malymi pismeny)
u divoké formy (Col-0) a tfech mutanti (S mutaci ve vyvoji praduchtt — tmm, StRNAI, epfl,2)
huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Statisticky odli$né hodnoty od kontrolniho genotypu
(Col - 0, oznadeny pismeny A ¢&i a) jsou oznaleny odlisnym pismenem. Cervena barva znamena
statisticky vyznamny rozdil mezi adaxialni a abaxialni stranou listu. Sloupce jsou primérné hodnoty
(n = 15-26, kde n je pocet analyzovanych ploch). Chybova usec¢ka zobrazuje smérodatnou odchylku
od prameéru (s. d.), p < 0,05. SI = (SD)/(SD+PvCD)x100.

Od piirozené se vyskytujiciho husenicku rolniho (Col-0) se podle o¢ekavani odlisovala
SD a Sl na obou stranach listu jak u dvojnasobného mutanta epfl,2 (mutace ve faktorech EPF1
a EPF2, které v tésném sousedstvi negativné ovliviiuji vyvoj praduchi, porucha jejich exprese

vedla ke zvySeni SD a SI), tak u mutanta StRNAi (mutace v pozitivnim EPF faktoru
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STOMAGENU/EPFL9 vedla naopak ke snizeni SD a SI). Jen SD na adaxialni strané tmm
mutanta (s vyraznym rozdilem SD na obou stranach listu) se od Col-0 statisticky neliSila
(Obr. €. 5). SD se mezi adaxialni a abaxialni stranou liSila u v§ech mutanti kromé kontrolnich
rostlin (Obr. €. 5, A), naopak Vv Sl se rozdil mezi obéma stranami listu projevil u kontrolnich
rostlin a tmm mutantt (Obr. €. 5, B). Testova statistika pro SD vysla: F (3;127)= 29,44,
p<0,0002 a pro SI: F (3; 127) = 47,619; p<0,01.

7.2.1 Mnozstvi voskii se méni vlivem mutace ve vyvoji priduchi

Celkové mnozstvi voskll bylo stanoveno oddélen¢ z adaxialni a abaxialni strany listu
rostlin s mutaci ve vyvoji praducht (tmm, StRNAI, epfl,2) a v porovnani s kontrolnimi

rostlinami husenic¢ku rolniho (Col-0) (Obr. €. 6).
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Obr. ¢&. 6: Celkové mnozstvi voskt v kutikule na horni (adaxialni) (oznaceno velkymi pismeny)
a dolni (abaxidlni) strané (znaceno malymi pismeny) listu u divoké formy (Col-0) a tfech mutantd
husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) s mutaci ve vyvoji pruducht (tmm, StRNAI, epfl,2).
Statisticky vyznamné rozdily od kontroly (Col-0) jsou oznageny odlisnym pismenem. Cervena barva
znamena statisticky vyznamny rozdil mezi adaxidlni a abaxialni stranou listu. Sloupce
jsou pramérné hodnoty (n =3, kde n je pocet smésnych biologickych vzorkd). Chybova usecka

zobrazuje smérodatnou odchylku od priméru (s. d.), p < 0,05.

Nejvice voskll bylo zaznamenano u dvojnasobného mutanta epfl,2, ktery mél zhruba
dvojnasobnou SD oproti wt (Col-0), naopak nejméné u mutanta v pozitivnim EPF faktoru
Stomagenu StRNAI, jehoz SD byla piiblizn¢ polovi¢ni ve srovnani s wt. Obsah voski

na adaxialni strané (u epfl,2 také na abaxialni strané) listli se statisticky vyznamné lisil
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od kontrolnich rostlin. Mezi adaxialni a abaxialni stranou listd se mnozstvi vosku nelisilo,

az na kontrolni Col-0. Tukeyho test prokazal rozdily s p<0,031.

Priiduchova hustota (SD) ¢i priduchovy index (SI) pozitivné korelovala s mnozstvim

vosku v prilehlé kutikule (Obr. €. 7 a pFiloha Obr. P3).
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Obr. €. 7: Zavislost mnozstvi voski v pfislusné kutikule na po¢tu priducht (SD) na horni (adaxialni)
a dolni (abaxialni) strané¢ listu u mutanti v genech fidicich vyvoj priduchi (tmm — Zluté,
StRNAI — zelené, epfl,2 — oranZzove€) a divoké formy (Col-0 — bile) huseni¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana). Znac¢ky piedstavuji praimérné hodnoty (n=3, kde n je pocet smésnych biologickych vzorka
pro analyzu voski, n = 15-26, kde n je pocet analyzovanych ploch u SD). Chybova usecka zobrazuje

smérodatnou odchylku od priméru (s. d.). R? je koeficient determinace.

Tésnéjsi korelace byla vzdy prokazana na adaxialni strané listu, tedy s SD ¢i s SI rostlo

I celkové mnozstvi voskt v kutikule (Obr. ¢. 7 a priloha Obr. P3).

7.3 Povrch listu, struktura a tloust’ka kutikuly
pod elektronovym mikroskopem

Metodou FESEM pod kryo-elektronovym mikroskopem byly pozorovany pruduchy
na povrchu listu, lom a tloustka kutikuly huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana)
jak u Col -0, tak u vyse zminénych ,,priduchovych* mutanti. P¥iloha Obr. P4 ukazuje
nepravidelné rozmisténi praduchti u divoké formy husenicku rolniho (Col-0) a pruduchy

na abaxialni stran¢ listu tmm mutanta po ¢tyfech v Klastru. V priloze Obr. P5 je zobrazen
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lom listem kontrolni Col-0 a listem mutanta epfl,2, ktery ma vyznamné vice voski. Bohuzel
neslo odlisit vrstvu kutikuly od bunécné stény a urcit tak tlouStku kutikuly. Byl také potizen
snimek izolované kutikuly huseni¢ku (pFiloha Obr. P6). Lom izolované kutikuly,

ktery by umoznil zméfit jeji tloust'’ku, se zatim nezdafil.

7.4 VIiv vnéjSiho a vnitiniho CO2 na vyvej pokozky listu

7.4.1 Pocet pruduchii na listu huseni¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana) pri zméné koncentrace CO:

Dal$im dilezitym faktorem, ktery miZze ovlivnit stavbu kutikuly a pokozky,
je koncentrace oxidu uhli¢itétho ve vzduchu (Ca). Jak se méni SD a S| v zavislosti
na okolni Ca? Vysledky v literatufe jsou zna¢né rozdilné. Zde byla zkouméana SD a Sl
v zavislosti na tfech Ca u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) ve dvou pokusech
s odlisnou fotoperiodou. V prvnim pokusu (Obr. ¢ 8) byla stejna délka dne a noci
(12/12 hodin) a kromé rostlin Col-0, tj. wt rostlin, byly pouzity také dva genotypy s mutaci
v genu HIC (hic — SM linie a SAIL2055E06). U nich se pfedpokladala opaéna reakce na Ca
oproti Col-0 podle <¢lanku Gray et al. (2000). Fotografie pokusnych rostlin
viz p¥iloha Obr. P7 - P9.
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Obr. ¢. 8: Pruduchova hustota — SD (A) a priaduchovy index — Sl (B) na horni (adaxialni) strané listu
(oznaceno velkymi pismeny) a dolni (abaxialni) strané listu (oznaceno malymi pismeny) husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana, Col-0) ve tfech rGznych koncentracich CO; v atmosféte — C..
Odligné hodnoty od kontroly (400 umol*mol~?, oznagena pismeny A ¢&i a) jsou oznadeny odlisnymi

pismeny. Cervena barva znamena statisticky vyznamny rozdil mezi adaxialni a abaxialni stranou listu.
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Sloupce jsou primérné hodnoty (n =25, kde n je pocet analyzovanych ploch). Chybova tsecka

zobrazuje smérodatnou odchylku od praméru (s. d.), p < 0,05. SI = (SD)/(SD+PvCD)x100.

Abaxialni strany listd rostlin na odlisné podminky péstovani vibec nereagovaly.
Snizena SD na rozdil od kontrolnich rostlin péstovanych za Ca (400 pmol*mol ) byla
zaznamenana pouze na adaxialni stran¢ listu u rostlin péstovanych pfi polovicni koncentraci
Ca (p<0,002) (Obr.¢.8, A). Dané listy vSsak mély na adaxialni strané zvySeny SI.
Prikazné jiny SI (snizeny) byl také na abaxialni strané za vysoké Ca (p<0,0026) (Obr. ¢&. 8,
B). SD se mezi stranami listu odliSovala pouze za kontrolni Ca (p=0,00748) (Obr. &. 8, A),
ovSem SI se lisil na opaénych stranach jak za vysoké, tak nizké Ca (p<0,0001) (Obr. ¢. 8, B).

U druhého pokusu s husenickem rolnim (Col-0) s delsi svételnou periodou

0 ¢tyfi hodiny (16h den/8h noc) vysla SD a SI nasledovné (Obr. €. 9):
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Obr. 9: Praduchova hustota — SD (A) a pruduchovy index — SI (B) na horni (adaxialni) strané listu
(oznaceno velkymi pismeny) a dolni (abaxialni) strané listu (ozna¢eno malymi pismeny) husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana, Col-0) ve tfech raznych koncentracich CO, v atmosféte — Ca.
Odlisné hodnoty od kontroly (400 umol*mol?, oznatena pismeny A ¢&i a) jsou oznaleny
odlisnymi pismeny. Cervena barva znamena statisticky vyznamny rozdil mezi adaxialni a abaxialni
stranou listu. Sloupce jsou primérné hodnoty (n =42, kde n je pocet analyzovanych ploch).
Chybova tseCka =zobrazuje smérodatnou odchylku od priméru (s. d.), p<0,05.

SI = (SD)/(SD+PvCD)*100.
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Zde se SD oproti pfedchozimu pokusu snizila na adaxialnich stranach listi nejen
zanizké ale i za vysoké Ca (p<0,0005) (Obr. €. 9, A). Pokles byl u obou zminénych
koncentraci navic o piiblizné stejnou hodnotu. Na abaxialni strané listu doSlo ke zméné SD
pouze pii péstovani za snizené C, (p<0,0108). Strany listd se v SD neliSily pouze
u kontrolnich rostlin. Graf SI byl obdobny jako v pfedchozim pokusu, zde ovSem nedoslo
na adaxialnich stranach list ke zvySeni za nizké Ca, ale ke snizeni (p<0,0435). Strany listi se

v Sl nelisily jen za nizké Ca (p>0,05).

U hic mutanta (SM linie) huseni¢ku rolniho S§lo o ovéfeni odlisné reakce
na zvysenou Ca na SD a Sl v porovnani s hodnotami za kontrolni Ca (400 pmol*mol™)
(Obr. &. 10).
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Obr. €. 10: Priduchova hustota — SD (A) a priduchovy index — SI (B) na horni (adaxialni) stran¢ listu
(oznaceno velkymi pismeny) a dolni (abaxialni) strané listu (oznaceno malymi pismeny) husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana, hic mutant) ve tfech riznych koncentracich CO; Vv atmosféfe — C..
Odlisné hodnoty od kontroly (400 umol*mol™?, oznatena pismeny A & a) jsou oznadeny
odlisnymi pismeny. Cervena barva znamena statisticky vyznamny rozdil mezi adaxialni a abaxialni
stranou listu. Sloupce jsou pramérné hodnoty (n=25, kde n je pocet analyzovanych ploch).
Chybova tseCka =zobrazuje smérodatnou odchylku od priméru (s. d.), p<0,05.
SI = (SD)/(SD+PvCD)x100.

Doslo vsak jen ke snizeni SD za nizké Ca. LiSila se jak adaxialni, tak abaxialni strana

listu. Ve vSech testech bylo p<0,002. SD v zavislosti na strané listu byla pritkkazné jina pouze
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za nizké a kontrolni Ca (p<0,0084), pii vysoké Ca byla SD totozna (Obr.¢. 10, A).
Sl se od kontrolnich rostlin snizil (oproti SD) za vysoké Ca a to na obou stranach listu
(Obr. ¢.10,B) — pro adaxialni stranu bylo p<0,0262 a pro abaxialni stranu p<0,001.
Jednocestna ANOVA prokazala rizny SI mezi adaxialni a abaxidlni stranou listu jen
za nizké (p = 0,001) a vysoké (p = 0,032) C..

Nakonec se stejny pokus opakoval i pro mutantni rostliny huseni¢ku rolniho
(SAIL - SAIL2055E06) (Obr. ¢&. 11), které m¢ly mutaci ve stejném genu jako mutant hic.

Ocekaval se proto stejny efekt.
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Obr. €. 11: Priduchova hustota — SD (A) a priduchovy index — SI (B) na horni (adaxialni) stran¢ listu
(oznaceno velkymi pismeny) a dolni (abaxialni) stran¢ listu (ozna¢eno malymi pismeny) husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana, SAIL mutant) v zavislosti na tfech rdznych koncentracich CO-
v atmosféfe — C,. Odligné hodnoty od kontroly (400 pmol*mol?, oznacena pismeny A & a) jsou
oznadeny odlisnymi pismeny. Cervend barva znamena statisticky vyznamny rozdil
mezi adaxialni a abaxialni stranou listu. Sloupce jsou prumérné hodnoty (n = 20-25, kde n je pocet
analyzovanych ploch). Chybova usecka zobrazuje smérodatnou odchylku od praméru (s. d.), p < 0,05.
Sl = (SD)/(SD+PvCD)x100.

U SD byla hodnota testové statistiky pro adaxialni strany listi F ;67) = 36,25;
p<0,00001 a nasledny Tukeyho test prokazal rozdil SD mezi nizkou a kontrolni Ca (p = 0).
Na abaxialni stran¢ se navic lisila SD pii vysoké Ca azaroven pii nizké a vysoké Ca
(p<0,0413). Jednofaktorova analyza variance prokazala vliv strany listu pouze za nizké Ca
(p<0,00001) (Obr. ¢. 11, A). Vliv sniZzené a zvySené Ca na SI u mutanta SAIL (Obr. ¢. 11, B)
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ukazuje zvySeni hodnot oproti kontrole jak na adaxialni (p<0,0218), tak abaxialni (p<0,0080)
stran¢ listu. S| se prikazné 1iSil mezi adaxiadlni a abaxialni stranou listu ve vSech tfech

studovanych Cj, (p<0,0345).

7.4.2 Méfeni 6'3C a vnitini koncentrace CO: Vv listu huseni¢ku

rolniho (Arabidopsis thaliana)

Na nasledujicim grafu (Obr. ¢ 12) je zobrazeno, jaky je u jednotlivych genotypt
huseni¢ku rolniho péstovanych pii tiech Ca izotopovy pomér 13C/*2C vzhledem ke standardu

VPDB. Hodnoty byly ziskany dosazenim do Rovnice 4 (viz Material a metody).
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Obr. &. 12: 1zotopovy pomér C/*?C vzhledem ke standardu VPDB (5*3C) u divoké formy husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana, Col-0) a dvou jeho mutanti (hic, SAIL) v zavislosti
na rozdilné atmosférické koncentraci CO; (C,). 400 pmol*mol? znamen4 kontrolni C, (pismeno A)
a odli$na pismena znamenaji statisticky vyznamny rozdil, p < 0,05. Sloupce jsou primérné hodnoty
(n=3, kde n je pocCet biologickych vzorkd). Chybova useCka zobrazuje smérodatnou odchylku

od praméru (s. d.).

Jak je vidét, v biomase bylo 3C tim méné (hodnota je tim zaporngjsi), ¢im se zvySovala
atmosféricka C, a to bez ohledu na genotyp. Cim mél enzym RUBISCO (enzym Vv chloroplastu
vazici k sobé oxid uhli¢ity) k dispozici vice oxidu uhlicitého, tim vice diskriminoval

t&781 uhlik 3C. Statistické vyhodnoceni pro vsechny testy bylo s p<0,0014.
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Vnitini koncentrace oxidu uhli¢itétho v listu (Ci) (Obr. 13) byla vypocitana
podle Rovnice 5, (uvedena v Materidlech a metodach). Tukeyho test vzdy prokazal
vyznamny rozdil mezi rostlinami péstovanymi v poloviéni ¢i dvojnasobné Ca vici

kontrolnim rostlinam.
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Obr. ¢&. 13: Vnitini koncentrace CO- (Cj) v listu husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) pro Col-0
(kontrolni rostlina) a mutanty hic a SAIL pfi tiech vnéjSich koncentracich CO, (C,). Pismeno A
piedstavuje pfirozenou kontrolni C, (400 pmol*mol?), odlisnd pismena znamenaji statisticky
vyznamny rozdil, p < 0,05. Sloupce jsou primérné hodnoty (n =3, kde n je pocet biologickych

vzorktl). Chybova usecka zobrazuje smérodatnou odchylku od priméru (s. d.).

Zmény v SD ¢i SI v zavislosti na Cj, jehoz zména je disledkem zmény Ca, jSOU ukazany
v priloze (Obr. P10 a P11). Se stoupajici Ci se SD nepatrné zvySovalo na obou stranach listu,

SI naopak nepatrné klesalo, korelace ov§em nebyla prokazana.

V opakovaném pokusu s kontrolnimi rostlinami huseni¢ku rolniho (Col-0), které byly
péstovany s jinou fotoperiodou (16h den/8h noc), mél izotopovy signal (8*3C) a Ci stejny trend

jako v ptedchozim pokusu (Obr. ¢. 14).
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Obr. & 14: Izotopovy pomér C/*?C vzhledem ke standardu VPDB (8*3C) (A) a vnitini koncentrace
CO- (Cj) (B) v listu husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana, Col-0) v zavislosti na tfech koncentracich
CO; ve vzduchu (C,). Statisticky vyznamné rozdily od kontrolni Ca (400 pmol*mol?, oznacena
pismenem A) jsou oznaceny odlisSnymi pismeny, p < 0,05. Sloupce predstavuji primérné hodnoty

(n=3, kde n je pocet smésnych biologickych vzorki). Chybova usecka zobrazuje smérodatnou

odchylku od priméru (s. d.).

S rostouci Ca rostla opét vnitini koncentrace oxidu uhli¢itého (C;) v biomase listu

husenic¢ku, (p = 0) (Obr. ¢. 14, B) a do biomasy rostlin se zabudovalo méné tézsiho izotopu

uhliku 2*C (p<0,0001) (Obr. & 14, A).

31




8 Diskuze

Rostliny se béhem svého zivota pfizpusobuji  okolnimu  prostiedi,
ve kterém ziji — aby si zajistily vhodné podminky pro svijj rist a reprodukci. Zménou
turgoru ve svéracich bunkach praduchi se snazi udrzet optimalni pomér mezi pfijmem oxidu
uhli¢ittho (CO2) a vydejem vody (H20) pro zachovani biochemickych procesu.
Z dlouhodobého hlediska reaguji rostliny na okolni prostiedi mimo jiné zménou ve vyvoji
poctu a velikosti pruduchd. Tento vyvoj ovliviiuji vnéjsi biotické i abiotické faktory — z nich
nejvyznamnéjsi je intenzita svétla (PPFD) a jeho kvalita, dostupnost oxidu uhlicitého,
ale také napiiklad vlhkost pudy i vzduchu (Bakker, 1991; Lee et al., 2007; Casson and
Hetherington, 2010). Vnimani téchto signal z vnéjsiho prostiedi je zprostiedkovano
rostlinnymi peptidy (jako jsou EPF faktory), jejichz informace jsou pak zpracovany
na molekularni arovni (Peterson et al., 2010; Takata et al., 2013). Na pokusnych rostlinach
hrachu (Pisum sativum var saccharatum) a husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) byly
na listech zkouméany zmény Vv priduchové hustoté (SD, pocet priduchi*mm2)
a Vv praduchovém indexu (Sl, podil priaduchii na celkovém poctu pokozkovych bungk)
azmeény ve vnitini koncentraci oxidu uhli¢itého Vv listu (Ci) s vyuzitim méfeni poméru
stabilnich izotopt uhliku. Také se zjistovalo celkové mnozstvi voskl v kutikule husenicku,

ktera tvoii spolu s pokozkou bariéru pro komunikaci s okolnim prostfedim.

Prvnim faktorem vnéjSiho prostiedi, ktery utvaii rostlinu, je svétlo. Vysokd PPFD
(450 umol*m™?*s) u hrachu stimulovala vyvoj praduchti (vyssi SD) a naopak nizka PPFD
(50 pmol*m?*s’!) vedla ke snizeni SD (Obr. & 3, A). Stejny trend byl popsan
I U modelové rostliny huseni¢ku rolniho (Hronkova et al., 2015), ale také naptiklad na listech
tropickych rostlin jako je vernonie (Vernonia amygdalina) (ldris et al., 2018) nebo Tridax
procumbens (ldris et al., 2019), ackoliv se liSily absolutni hodnoty PPFD (huseni¢ek
na 50 a 250 umol*m™2*s, ostatni rostliny na 100 a 1800 pmol*m™2*s). Baroli et al. (2008)
provedli pokus s tabakem (Nicotiana) a zjistili, ze zastinéni (nizké PPFD) ma vliv také na SI,
ktery byl snizen na obou stranach listu, stejn¢ jako SD. Vliv svétla na SI byl u hrachu potvrzen
na dolni (adaxiélni) strané listu, horni (adaxialni) strana listu reagovala na zastinéni snizenim
Sl, ale zvySena PPFD SI dale nezvysovala (Obr. &. 3, B). Odezva SI na svétlo u husenic¢ku
ale také nebyla naprosto jednotna, v jednom pokusu reagovaly pouze adaxialni strany
a ve druhém pokusu obé¢ strany listu (Hronkova et al., 2015). Zda se, ze SD je na svétlo

citlivéjsi nez SI a Ze rizné rostliny reaguji odlisné.
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S vyssi SD stoupa také priduchova vodivost (Baroli et al., 2008), coz muze byt
pro rostliny nepfiznivé, protoze klesa jejich efektivita vyuziti vody (WUE, pomér asimilace
oxidu uhli¢itého Kk transpiraci) (Franks et al., 2015), jez si rostliny reguluji kratkodobé
oteviranim a zaviranim praduchi. Kdyby ovSem nemély na svém povrchu vrstvu kutikuly,
slozenou z kutinu a voskt, ktera chrani povrch listu nejen proti nadmérnym ztratam vody,

byla by WUE jesté nizsi (Boyer, 2015).

Vztahem mezi pokozkou a kutikulou a jejich vzajemnou komunikaci se mnoho praci
dosud nezabyvalo. Nase dalsi pokusy byly inspirovany vysledky ziskanymi Gray et al. (2000),
kteti popsali produkt genu HIC (KCS13), jez kdduje enzym 3-keto acyl koenzym A syntazu
jako kli¢ovy enzym v komunikaci mezi kutikulou a pokozkou. Listy rostlin husenicku,
smutaci v tomto genu, v jejich pokusu reagovaly na zvySenou C, (koncentrace oxidu

uhli¢itého ve vzduchu), na rozdil od kontrolnich rostlin, zvySenim SD i SI.

Oxid uhli¢ity je povazovan za jeden z dulezitych signali vnéjsiho prostiedi,
ktery ovliviiuje otevirani a zavirani pruduchi i jejich pocet na listu (Casson and Hetherington,
2010; Engineer et al., 2016). Uvadi se, ze priaduchova vodivost se za zvySené Ca snizuje
(Tomimatsu et al., 2014) a odekava se, Ze ve srovnani se sou¢asnym stavem (400 pmol*mol 1)
se pii zvySovani Ca vytvoii na listu méné pruduchi (niz§i SD) (Lake and Wade, 2009).
Woodward a Kelly (1995) ve své praci shrnuji vysledky pokust s nékolika rostlinnymi druhy
a vliv zvySené Ca na SD uvadi jako nejednotny, piestoze se vétSinou SD snizovala. Paoletti et
al. (1998) zjistili, ze se SD na listech dubu cesminového (Quercus ilex) pfi zvySovani Ca
nad 750 pmol*mol™ jiz dale nesniZuje a je konstantni. V nasich dvou pokusech s huseni¢kem
rolnim, byl studovéan vliv jak snizené (200 pmol*mol™?), tak zvysené (800 pmol*molt) C,
(Obr. ¢. 8 a 9). Nebyl nalezen opakovatelny statisticky prukazny rozdil v SD ani v Sl
pii zvySené Ca. Snizenim SD reagovala pouze adaxialni strana u druhého opakovani
a snizenim SI abaxialni strana u prvniho pokusu. Caldera et al. (2017) také vystavili husenicek
rolni pfirozené a zvysené (800 umol*mol™) Ca a i ostatni podminky byly podobné podminkam
jako v nasem druhém opakovani. Hodnoty SD i Sl se v jejich ptipadé za zvySené Ca prukazné

zvysily a to na obou stranach lista.

Snizenim Ca na polovinu soucasné atmosferické Ca, doSlo v naSich dvou pokusech
s huseni¢kem vzdy alespon na adaxialni stran¢ listu ke snizeni SD (Obr. ¢.8, Aa 9, A), coz je
ale opacny efekt, nez byl o¢ekavan a ktery ukazuje napi. Yuanyuan et al. (2014). Autoii oviem

huseni¢ek vystavili Ca 100 pmol*mol™, tedy poloviéni, nez jsme pouzily my. Ale velikost
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listové plochy byla na nizké Ca, oproti pfirozené (atmosferické) Ca, mensi. To jsme v naSem
pokusu pozorovaly i my (p¥iloha Obr. P7). Hodnota SI se pfi nizsi Ca V nasem prvnim pokusu
podle ocekavani naopak zvysila. Zda se, Ze reakce rostlin na zménu Ca neni tak jednozna¢na

jako v ptipadé PPFD.

DalSim cilem bylo ovéfit roli genu HIC, ktery zfejmé predstavuje spojeni
mezi vyvojem pokozky a kutikuly a podle dostupné literatury souvisi i se zménou Ca. Mutace
Vv tomto genu zpusobi, Zze se na listech pii zvySené Ca vytvaii vice priducht (vyssi SD)
a zvySuje se i Sl, jak uvadi (Gray et al., 2000). V naSich pokusech byly pouzity dvé
mutantni linie v tomto genu — prvni (hic-SM — Obr. €. 10) na zménu Ca prakticky
nereagovala, SI pii zvysené Ca (800 pmol*mol ') se dokonce snizil, druha linie (SAIL,
Obr. €. 11) reagovala jak pii zvySené Ca ale také na snizené Ca zvySenim SD i SI. Bude tedy

potieba pokus jesté zopakovat.

Engineer et al. (2014) zjistili zvyseni SI se zvysujici se Ca(ze 150 na 500 pmol*mol 1)
na listech u mutantu v B-carbonic anhydraze (dvojity mutant calca4). Popsali tak novou
specifickou proteazu CRSP, ktera je spolu s negativnim epidermalnim faktorem EPF2
zapojena do mechanizmu vnimani oxidu uhli¢itého a za zvySené Ca vede u kontrolnich rostlin
ke snizeni SI. Santriiéek et al. (2014b) navrhli, Ze by vyvoj priduchti v pravych listech mohl
byt zprosttedkovan vnimanim wvnitini koncentrace oxidu uhli¢itého uvnité listu (Cj).
Na vysoké PPFD (250 umol*m2*s™!) a v ptirozené Ca, kdy se zvysil pocet praduchi (SD i SI)
byla v listu huseni¢ku zjisténa pomoci izotopového poméru BC/2C mensi Ci
(240 pmol*mol 1) neZ na nizké PPFD 25 pmol*m2*s™ (320 umol*mol 1). | v nasem pokusu
s hrachem, byly hodnoty SD a SI na vysoké PPFD vyssi a doprovazené snizenim C;i (Obr. €. 3
a 4, B). Baroli et al. (2008) vysvétluji snizeni Ci pti vyssi PPFD vyssi asimilaci oxidu
uhlicitého. Autofi ovSem uvadéji, ze pokles Ci nastdva jen do wurcité intenzity

PPFD — napf. U tabaku od cca 300 umol*m?*s™ k dalsimu sniZzovani nedochazi.

Cije obecné vyssi se stoupajici Ca (Tomimatsu et al., 2014). Zavislost mezi SD (i Sl),
Ci a Ca uvadi Santricek et al. (2014b). U fefichy seté (Lepidum sativum) bylo pii vysoké Ca
Vv listech zjiSténo vyssi Ci a nizsi SD ale SI bylo opacné. Stejné trend byl prokazan i v nasem
pokusu s husenickem (p¥iloha Obr. P10 a P11). Santriigek et al. (2014b) viak také uvadi,
7e Kk ovéfeni mechanizmu zapojeni Ci do biochemickych drah ve vyvoji praducht, je potieba

jeste provést vice pokusii.
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Byla také testovana hypotéza, ze existuje spoluprace ve vyvoji praduchi a tvorbé
kutikuly. Pfikladem vzdjemného propojeni by mohl byt jiz nékolikrat zminény gen HIC
(KCS13), ktery koduje enzym zapojeny do syntézy dlouhych fetézci mastnych kyselin,
jez se vyuzivaji v syntéze kutikuly (Jenks et al., 1995; Millar et al., 1999; Gray et al., 2000)
a ktery by soucasné¢ mohl predstavovat spojeni s mechanizmem vnimani koncentrace oxidu
uhlic¢itého listem at’ uz na tirovni Ca nebo Ci. Souvislost mezi vyvojem pruduchii a mnozstvim
vosku v kutikule jsme hledaly pomoci naseho pokusu s ,,priduchovymi* mutanty huseni¢ku
(tmm, StRNAI a epf1,2).

Bylo zjisténo, ze s vys$sim poétem praducht na listu (SD i Sl) se v prilehlé kutikule
vytvoii vétsi mnozstvi vosku (Obr. & 5, 6 a 7, priloha Obr. P3), viz dvojity mutant
v negativnich EPF faktorech 1 a 2 (epfl,2) a Zze na adaxialni stran¢ mnozstvi voski koreluje
s poc¢tem praducht (Obr. &. 7, pFiloha Obr. P3). Jedina prace na toto téma je disertacni prace
Petruschke (2019). Stanovila SD a SI a také mnozstvi a sloZeni voskd na obou stranach listl
huseni¢ku u dvou ekotypti (Col-0 a Wassilewskija) a n€kolika mutantii s fenotypovym
projevem ve zméné poctu pruduchi (StRNAI, StOx, tmm a flp) nebo v obsahu voskl (wax2
a shn3) ¢i kutinu (attl), ale korelaci mnozstvi voskd s SD ani s SI ze vSech téchto genotypt
nepotvrdila. S cilem ukazat, Ze s vy$$imi hodnotami SD (¢i SI) stoupa i mnozstvi voski
v prilehlé kutikule, byl zafazen mutant tmm, jezZ ma na abaxialni stran¢ daleko vice pruducht
nez na adaxialni (Obr. €. 5), to bylo potvrzeno ve vice pracich (Hronkova et al., 2015;
Vrablova et al., 2017; Petruschke, 2019). Mnozstvi voskid bylo vSak na obou stranach
viceméné stejné a Srovnatelné s Col-0 (Obr. & 6) stejné jako u (Petruschke, 2019).
Oproti tomu mutant ve STOMAGENu (StRNAi) mél na rozdil od Col-0 asi polovi¢ni SD a to
na obou stranach listu (Obr. ¢ 5, A). Vysledky byly v souladu s publikovanymi daty (Sugano
et al., 2010; Tanaka et al., 2013). Mensi mnozstvi voskti bylo naméfeno na adaxialni strané
(Obr. ¢. 6). Petruschke (2019) vsak uvadi snizeni SD ale i mnozstvi voskd na obou stranach
listd u StRNAI mutantd. U Col-0 (wt) spocitala mensi SD na adaxialni stran¢ listu, ale nezjistila
rozdil v mnozstvi voskli mezi adaxialni a abaxialni kutikulou. Z nasich dat vyplyva, ze SD
bylo na obou stranach listi stejné, ale mnozstvi voskil bylo na adaxidlni stran¢ vyssi
(Obr. €. 5, A a 6). Rozdily ve vysledcich by mohly byt zptisobeny odlisSnymi kultiva¢nimi
podminkami, protoZe zvlasté svétlo, jeho kvantita a kvalita, hraje diileZitou roli. Zavislost SD
(¢i SI) a mnozstvi voskll tedy bude také potifeba jeSt€ podrobnéji ovéfit, a hlavné hledat

podstatu molekularniho mechanizmu tohoto vztahu.
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Také nas zajimalo, zda by bylo mozné zmétit pomoci kryo-elektronové mikroskopie
(FESEM) tloustku kutikuly a zda se tloustka zméni, kdyz se zméni mnozstvi vosk.
Tato metoda umoziiuje pozorovat listy v podminkach, které se jen velmi malo lisi
od prirozenych (rychlé zmrazeni zivého listu pii teploté tekutého dusiku). Na celych listech
vSak neslo odlisit vrstvu kutikuly od bunééné stény (pFiloha Obr. P5) a udélat fez izolované

kutikuly (povrch viz p¥iloha Obr. P6) se nam zatim nepodatilo.

Chtéla jsem se rovnéz pokusit zméfit propustnost kutikuly husenicku pro vodu
metodou SPR (Povrchova plasmonova rezonance, Surface Plasmon Resonance), ale jelikoz
byly listy izolované kutikuly pfili$ tenké a kiehké a navic jsou listy husenicku amfistomatické,

nebylo to mozné.
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9 Zavér

Podatilo se potvrdit hypotézu, Ze zvysend intenzita zafeni (PPFD) (450 pmol*m2*st)
vede ke zvyseni po¢tu priducht na listu hrachu (Pisum) (SD) a vnitini koncentrace oxidu
uhli¢it¢tho v listu (Ci) se snizuje a zaroven, Ze nizkda PPFD (50 pmol*m?*s?)
ma opacny ucinek. Znamena to tedy, ze zvySujici se PPFD obecné zvySuje SD 1 podil SD
na celkovém poétu pokozkovych bunék (SI), podil izotopu uhliku *C v biomase listu se také

zvySuje s PPFD, coz svéd¢i o snizujici se Ci.

Nebyla vSak potvrzena hypotéza, ze zvySenda koncentrace oxidu uhlicitého
v okolnim vzduchu (Ca) (800 pmol*mol™) snizuje SD huseni¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana) (Col-0) a Ze nizkd Ca (200 umol*mol !) naopak vede ke zvyseni SD.
Se stoupajici/klesajici Case zvySovala/snizovala i koncentrace COz uvnitf listu (Ci), zméfena
pomoci poméru izotopti 13C/*2C. Snizeni Ci v listu viak nevedlo ke zvyseni SD a nebude tedy
asi hlavnim signalem pro rist po¢tu pruducht a jeji zvyseni také samo o sobé nezplisobilo

vyznamné omezeni jejich vyvoje.

U mutantnich rostlin v genu HIC/KCS13 (hic, SAIL) jsme na zakladé publikovanych
dat ptfedpokladaly, ze budou na zvySenou Ca reagovat opacnym zpusobem

nez kontrolni Col - 0. To bylo ov§em potvrzeno jen ¢aste¢né u SAIL mutantd.

U kontrolnich wt (Col-0) i tzv. ,,praduchovych® mutantt huseni¢ku rolniho (tmm,
StRNAI, epfl,2) byla potvrzena hypotéza, ze mnozstvi voskii v ptilehlé kutikule koresponduje
s po¢tem vyvinutych priducht v piilehlé pokozce. Korelace byla prokazana na adaxialni

strané listu.
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11 Prilohy

Obr. P1: 500x zvétseny otisk spodni strany listu huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Bila sipka

ukazuje na praduch, Zlut4 na dlazdicovou buriku (PvC) v pokozce listu.

Obr. P2: Hrach (Pisum) vystaveny (zleva) vysoké (450 pmol*m2*s-1), kontrolni (250 pmol*m-?*s-1)

a nizké (50 umol*m2*s?) ozafenosti.
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Obr. P3: Zavislost mnozstvi voski v pfislusné kutikule na praduchovém indexu (SI)
na horni (adaxiani) a dolni (abaxialni) strané listu u mutantti s riznym podilem praduchii diky mutaci
Vv genech fidicich vyvoj praduchi (tmm — zluté, epfl,2 — oranzove; SIRNAI — zelené) a divoké formy
(Col- 0 — bile) huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Znacky ptedstavuji primérné hodnoty (n=3,
kde n je pocet smesnych biologickych vzorkt pro analyzu voskl, n =15-26, kde n je pocet
analyzovanych ploch u SI). Chybova tsefka zobrazuje smérodatnou odchylku od praméru (s. d.).
Vypo&et hodnot SI = SD/(SD+PvCD)*100. R? je koeficient determinace.

N
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Obr. P4: Snimky z Kryo-elektronové mikroskopie (FESEM) po sublimaci ukazuji povrch listu
husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Nepravidelné rozmisténi praduchd u divoké formy
husenic¢ku (Col-0) (A) (350x zvétseno), Sipka ukazuje priduchovy klastr na dolni (abaxialni) strané

listu ,,priduchového® mutanta tmm husenicku (B) (600X zvétseno).
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Obr. P5: Snimky z Kryo-elektronové mikroskopie (FESEM) po sublimaci. Lom listem husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana). Na obrazku A je zobrazen lom listu huseni¢ku Col-0. Dalsi obrazek B

znazorhiuje lom listem u ,,praduchového® mutanta epfl,2. Zvétseno 3500x.
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Obr. P6: Snimky izolované kutikuly z Kryo-elektronové mikroskopie (FESEM) po sublimaci
a pokoveni u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana, Col-0). Na obrazku A je zobrazena izolovana
kutikula huseni¢ku (zvétseno 2000x) a na obrazku B detail priduchu (zvétseno 5000x).

49



Obr. P7: Huseni¢ek rolni (Arabidopsis thaliana) péstovany na (zleva) nizké (200 pmol*mol-?),
kontrolni (400 umol*mol?) a vysoké (800 umol*mol) koncentraci CO, ve vzduchu.

Obr. P8: hic mutant husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) vystaveny (zleva)
nizké (200 umol*mol ), kontrolni (400 pumol*mol™) a vysoké (800 pmol*mol™) koncentraci CO
ve vzduchu.

Obr. P9: Kvétinace se SAIL mutanty husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) péstované na tfech
riznych  koncentracich CO, ve vzduchu — (zleva) na nizké (200 pmol*mol?),

kontrolni (400 pmol*mol?) a vysoké (800 pmol*mol?).
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Obr. P10: Zavislost hustoty pruduch (SD) na vnitini koncentraci CO2 (Ci) u husenic¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana) péstovaného pii trech rozdilnych atmosférickych koncentracich CO:
(L — 200 pmol*mol?, M — 400 pmol*mol?, H—800 umol*mol™?) a fotoperiodé 12 hodin den
a 12 hodin noc (Col-0 ¢erna barva, hic zelena, SAIL Zluta barva). Znacky predstavuji pramérné
hodnoty (n = 3, kde n je pocet smésnych biologickych vzorki pro analyzu voskd, n = 20-25, kde n je
pocet analyzovanych ploch u SD). Chybova usecka zobrazuje smérodatnou odchylku od praméru

(s. d.). R? je koeficient determinace.
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Obr. P11: Zavislost priduchového indexu (SI) na vnitini koncentraci CO; (C;) u husenicku rolniho
(Arabidopsis thaliana) péstovaného pii trech rozdilnych atmosférickych koncentracich CO:
(L — 200 umol*mol?, M —400 umol*mol?, H—800 pmol*mol™) a fotoperiodé 12 hodin den
a 12 hodin noc (Col-0 ¢erna barva, hic zelen, SAIL Zluta barva). Znacky piedstavuji primérné

hodnoty (n = 3, kde n je pocet smésnych biologickych vzorkt pro analyzu voski, n = 20-25, kde n je
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pocet analyzovanych ploch u SI). Chybova tise¢ka zobrazuje smérodatnou odchylku od priméru (s. d.).

Vypocet hodnot SI = SD/(SD+PvCD)*100. R? je koeficient determinace.
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