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Abstrakt

Aby mohly rostliny rist a reprodukovat se, musi se pfizptisobovat ménicim se
faktorti je dostupnost vody. Hlavni ulohu pfi regulaci transpirace maji praduchy -
drobné pory, diky nimZ je umoznéna fizena vymeéna plynd (zejména CO,, H,0, O,)
mezi vnitinim a vnéj§im prostiedim listu. Mnozstvi pruduchti na listech rostlin ovliviuji
vnéjsi faktory prostiedi, zejména koncentrace CO, v atmosféte, ozatenost, vlhkost nebo
teplota. Ve své praci jsem se zaméfila na vyzkum vlivu koncentrace CO, v atmosféfe na
vyvoj pruduchd u fefichy seté (Lepidium sativum L.) a vliv ozafenosti na vyvoj

priaduchti u jeémene setého (Hordeum vulgare L.).

Kli¢ova slova:

Praduchy, CO,, svétlo, epidermis



Summary

It is necessary for plants to adapt to variable environment conditions to be able to
grow and to propagate themselves. One of the most important environmental factors is
water availability. The main role in regulation of transpiration play stomata —
microscopic pores, which control gas exchange (mainly CO,, H,0, O,) between internal
and external leaf environment. Number of stomata at the leaf epidermis is influenced by
lots of environmental factors, e.g. atmospheric CO, concentration, irradiance, air
humidity, temperature etc. In this thesis | was aiming to study the influence of
atmospheric CO, concentration on stomatal development of Lepidium sativum L. and

the influence of irradiance on stomatal development in Hordeum vulgare L.
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1. Cile prace

Zhodnotit vliv vybranych faktori vn¢jSiho prostiedi, zejména ozatrenosti a CO,, na

vyvoj priducht vybranych modelovych druhd.

2. Uvod

Pti prechodu rostlinnych organismii z vodniho prostiedi na sous se vyskytl problém
—smrt v dasledku vyschnuti. Proto byly rostliny nuceny vytvofit si takovou povrchovou
strukturu, kterd nepropousti vodu. Bohuzel nepropustnost pro vodu znamenala také
nepropustnost pro oxid uhli¢ity, tedy hlavni zdroj stavebniho materialu. Dilema vyfesila
evoluce tim, ze na povrchu listi vznikly priaduchy, kterymi mohou rostliny regulovat
vyménu plynti mezi listem a vné&jSim prostiedim (Prochazka et al., 1998). Pii plném
otevieni pokryvaji praduchové pory asi 0,5-5% povrchu listu (Lawson et al., 2008).
Mechanismus priduchové regulace se vyskytuje prakticky u vSech rostlinnych druhti od

jatrovek az po vyssi rostliny (Prochazka et al., 1998).

V soucasné dob¢ pribyva slechtitelskych programti zaméfenych na ucinnost vyuziti
vody rostlinami, protoze zasoby povrchové i1 podzemni sladké vody se zmenSuji.
Schopnost rostliny regulovat vypar a tim ztraty vody, souvisi také s pruduchy. Proto je

dilezité studovat tyto struktury, jejich rozmisténi na listech a zplsob jejich fungovani.

3. Teoreticka Cast

3.1. Epidermis

Pokozka rostlin je tvofend jednou vrstvou relativné nespecializovanych tzv.
dlazdicovych bun¢k a mezi nimi rozptylenymi bunikami rizné stavby a funkce (napf.
trichomy, praduchy).

Trichomy jsou specializované buniky, které vycnivaji z povrchu epidermis a mohou

list chranit pfed mechanickym poskozenim a nadmérnou ozafenosti, mohou slouzit jako

tepelna 1izolace, pifipadné¢ jako obranny mechanismus rostliny (Zahavé, Zzlaznaté



trichomy). Mohou byt jednobunécné ale i1 vicebunécné. Jsou obklopeny specidlnimi

podpérnymi epidermalnimi buitkami (socket cells).

3.2. Priduchy

Priduchy jsou drobné pory, diky nimz je umoznéna fizena vymena plynti (zejména
CO,, H0, O2) mezi vnitinim a vnéjSim prostiedim listu. Objevuji se na vSech
nadzemnich ¢astech rostliny, ale nejvic se jich vyskytuje na listech. Jsou tvoiené dvémi
svéracimi bunikami ohranicujicimi priduchovou §térbinu. Pod kazdym priduchovym
pérem se nachazi velky intercelularni prostor, tzv. podpriduchova dutina. U mnoha
rostlinnych druhli se kolem svéracich bunck nachazeji epidermalni bunky, které se
morfologicky li§i od ostatnich epidermalnich bunék. Tyto buniky nazyvame buiikami

podplrnymi.

3.2.1. Funkce priduchu

Primarni funkci priduchid je optimalizovat vyménu CO, a vodni pary mezi
mezibunéénymi prostory v listu a atmosférou pii ménicich se vné&jSich podminkach
(Hashimoto et al., 2006). Velikost pruduchové S§térbiny a tim i vyména plynd je
regulovana turgorem svéracich bunék (Brownlee, 2001). Akumulace iontd (K*, CI,
aniont kys. jable¢né) v téchto buiikach zvysuje osmoticky tlak — snizuje vodni potencial,
¢imZz do nich zacne proudit voda z okolniho apoplastu, turgor bunék se zvySuje a
priduchova $térbina se otevird (Willmer, Fricker, 1996). Velikost priiduchové §térbiny
ovlivituje mnoho vnitinich 1 vnéjSich environmentalnich faktorti a miize se ménit v Case
v fadu sekund az hodin (Lawson, 2008). Podnétem k regulaci velikosti $térbiny mize
byt dostupnost vody v pidé, mnozstvi vodni pary a jinych plynt v atmosféie (napf.
COg, 0z6n, etylén, oxid dusnaty, oxid uhelnaty, H,S), mnozstvi a spektralni slozeni

dopadajiciho svétla aj. (Desikan, 2010).

Pii stresu suchem se pruduchy pfiviraji na zakladé¢ poklesu turgoru, vodniho
potencidlu nebo nizké vlhkosti vzduchu. Pfivienim priduchy snizi transpiraci. Pfi
extrémnim stresu se dokonce uzaviraji upln¢ (Brownlee, 2001). Nékteré experimenty
ukazaly, ze pruduchy reaguji citlivéji na vlhkost pidy, nez na mnozstvi vody v listu.

Toto nasvédCuje tomu, ze praduchy jsou fizeny vice chemickymi signéaly (napf.



kyselinou abscisovou) z dehydratujicich se kofenti, nez vlhkostnimi poméry v listu,
které jsou stale jest¢ konstantni (Chaves et al., 2002). Horko, pokud pisobi samostatné,
ma opacny ucinek na chovani priduchd. Pii vysokych teplotich dochdzi k poskozeni
fotosyntetického aparatu. V teplém a vlhkém prostedi se stomata Siroce oteviraji a tak
dochdzi k ochlazovani listu. Naopak pfi nizkych teplotdch maji tendenci se piivirat.
Pokud je rostlina vystavena obéma stresovym faktorim soucasné (sucho i vysoka
teplota), snazi se o kompromis mezi velkou ztratou vody a ochranou pied piehiatim,
v extrémnim piipad¢ dochazi k otevieni praduchii a rostlina ob&tuje vodu pro udrzeni

ptiznivé teploty listu (Reynolds-Henne et al., 2010).

Dalsim fyziologickym podnétem pro otevirani ¢i zavirani pruduchi je oxid uhlicity.
Pii nizkych koncentracich CO; se priiduchy oteviraji, pfi vysokych koncentracich se
ptiviraji (Hashimoto et al., 2006; Israelson et al., 2006). Vyznamny podil na pohybu
praducht jako reakce na koncentraci CO; ma ziejm¢é HT1 proteinova kindsa
(Hashimoto et al., 2006). V nedavné dobé byla navrzena hypotéza, ze CO, mize do
svéracich bun¢k pronikat ptes aquaporiny (Uehlein et al., 2008). To, ze CO; signalizace
sdili fadu mechanismt transportu iontd s kyselinou abscisovou (ABA) miize naznacovat
spojitost mezi obémi drahami. AvSak myslence absolutni spojitosti odporuje fakt, Ze
mutanty Arabidopsis ostl (necitlivé ke kyseliné abscisové) vykazovaly pohyby
vyvolané CO; a Ze nebyly identifikovany zadné mutanty necitlivé k CO, (Israelson et
al., 2006).

Pohyby praduchii ovliviiuje i intenzita a spektralni slozeni svétla. Oteviraji se po
rozednéni a na noc se opét zaviou. Vlastni otevieni priduchu trva minuty az desitky
minut. Zavieni je rychlejsi (fadové minuty). Piedpoklada se, ze existuji dva rtzné
fotosenzory. Jeden znich je citlivy na fotosynteticky aktivni svétlo (PAR) diky
fotosyntéze, ktera probiha v chloroplastech svéracich bun¢k (Prochazka et al., 1998).
Druhy je ovlivnén modrou slozkou svétla. U¢inek modré &asti barevného spektra svétla
na otevirani priiduchti je odvozen od faktu, Ze reakce pruduchii na Cervené svétlo je o
mnoho slabsi v porovnani s u¢inkem celého spektra svétla (Eckert, Kaldenhoft, 2000).
Regulace c¢innosti priducht modrym spektrem svétla je zplisobena funkci

kryptochromt a fototropint (Kang et al., 2009).

Vétsina rostlinnych druhfi, u kterych byla studovana anatomie praduchli, ma ve
svéracich bunikach umisténé chloroplasty. Jejich primérny pocet je 10 — 15 na bunku

(Humble, Raschke, 1971), zatimco u bun¢k palisdidového parenchymu se jejich
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primérny pocet pohybuje okolo 30 — 70. Chloroplasty svéracich bun¢k jsou ¢asto mensi
a méné¢ grandln¢ vrstvené, nckteré jsou hife vyvinuté nez ty, které se nachazeji
v bunkdch mezofylu. Ve tmé se vnich hromadi Skrob, na svétle opét mizi (u
mezofylovych bunék je to opacné). U nékterych rostlinnych druhti to neplati, naptiklad
u Arabidopsis thaliana se Skrob v chloroplastech akumuluje az béhem dne. Vyznam
Skrobu mize spocivat v tom, Ze se rozStépi na malat nebo cukry, které funguji jako
osmotikum, a tim praduchy oteviraji. Dalsi funkci chloroplast, ktera mize byt spojena
S pohyby praducht, je transport elektront, ktery ma za nasledek produkci ATP a / nebo

reduktantd, které jsou nasledné pouzity opét jako osmotikum (Lawson, 2008).

Otevirani praducht u¢inkem modrého svétla je pravdépodobné spojeno s aktivaci
H'ATPasy. Dochazi k pfeéerpavani protoni a tim k hyperpolarizaci plasmatické
membrany, coz vede ke vtoku iontd, odbouravani Skrobu a syntéze malatu. Nasledkem
toho do svéraci buiky proudi voda, zvySuje se tedy jeji turgor a pruduch se otevira

(Eckert, Kaldenhoff, 2000).

Predpoklada se, Ze ozatenéjsi strana rostlinného organu, kterd ma diky oteviencjSim
praduchim vétsi ztraty vody transpiraci, pomaleji roste, coz Spolu s nehomogennim
rozlozenim auxinll pfispiva k tomu, Ze se rostlina ohybad smérem ke zdroji svétla

(Willmer, Fricker, 1996).

3.2.1.1. Vliv hormonti na funkci priaduchu

Mezi fytohormony ma zéasadni regulacni funkci ABA, kterd ovliviiuje velikost
priduchové Stérbiny v reakci na stres suchem. DalSimi latkami, které maji podil na
fizeni pohybu praduchi, jsou auxiny, cytokininy, etylén, brassinosteroidy, jasmonaty a

kyselina salicylova (Acharya, Assmann, 2009).

Kyselina abscisova

ABA je terpenoid, ktery je syntetizovan z prekurzoru karotenoidt. Pfi stresu suchem
muze jeji koncentrace v rostliné stoupnout az tficetinasobné. Jeji biosyntézu a
akumulaci krom¢ sucha spousti i ostatni druhy stresu, jako salinita nebo nizké teplota.

Kromé tlohy klicového stresového hormonu zastdva jeste funkci ve vyvojovych
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procesech rostliny, jako je napt. bunééné deleni, dozravani semen, dormance semen,

kli¢eni a rast kli¢nich rostlin (Prochazka et al., 1998).

Vodni deficit spousti biosyntézu ABA, jeji akumulaci a distribuci xylémem kotenii
do celé rostliny (Wilkinson, Davies, 2002). Ztraty vody se snizi tim, ze ABA zavie
priduchy a zamezi jejich znovuotevieni. Modulace priduchové Stérbiny je spojena se
souborem bunécnych biochemickych procest — aktivaci G-proteini (Coursoul et al.,
2003), produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) (Pei et al., 2000), syntézou oxidu
dusnatého (Bright et al., 2006), zvySovanim cytosolického pH (Irving et al., 1992),
zvySovanim obsahu Ca?*, a to jak vtokem pres plasmatickou membranu, tak
uvoliiovanim z cytosolickych rezerv (Pei et al.,, 2000), proteinovou fosforylaci i
defosforylaci a preskupenim cytoskeletu (Hwang, Lee, 2001). Vysledkem téchto
udalosti je otevieni iontovych kanalti a odtok K* , CI” a malatovych iontd ze svéracich

bungk, a tim uzavieni priduchu a zamezeni jeho znovuotevieni (Li et al., 2006).

V souvislosti s ptisobenim kyseliny abscisové produkuji svéraci bunky oxid dusnaty
(NO). Vn¢jsi aplikace donort oxidu dusnatého u mnoha rostlinnych druhii zptsobuje
zavieni pruduchi, zaroven aplikace latky vychytavajici NO inhibuje zavieni priduchu

vlivem ABA (Acharya, Assmann, 2009).

Auxiny

Auxin je nejdéle znamym rostlinnym hormonem. Byl objeven v letech 1926 — 28,
kdy bylo zjisténo, Ze koleoptile ovsa produkuji latku, kterd stimuluje prodluzovaci riist.
Jedna se o kyselinu indolyl-3-octovou (IAA) a jeji slouceniny, kyselinu indolyl-3-
maselnou (IBA), 4-chlor-1AA, kyselinu fenyloctovou (PAA) a dalsi synteticky vyrabéné
slouceniny. Tyto fytohormony stimuluji prodluzovaci rist, coz také souvisi s regulaci
tropizma (gravitropizmus, fototropizmus). Gravitace nebo nerovnomérné osvétleni
zpusobuje nerovnomérnou distibuci [AA, coz vede k nerovnomérnému ristu a ohybu
rostliny. IAA jsou dulezit¢é pro apikdlni dominanci, opad listh ¢i plodi, stimulaci

zakofenovani a déleni bun¢k (Prochazka et al., 1998).

Zjisténi vychdzejici z riznych vyzkuml jsou protichidnd. V listech okurky a
podde€loznich ¢lancich dyné bylo zjiSténo, Ze stres suchem provazi zvySeny obsah [AA.

V jiné studii ale rostliny okurky vystavené pidnimu suchu vykazovaly prvni 4 dny
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snizené hodnoty IAA, které se od patého dne zvySovaly. U rajcete nebyly zjistény zadné

vyznamné rozdily v obsahu IAA v souvislosti se stresem suchem.

Obecn¢ auxiny reguluji otevirani priducht pozitivné, ackoli vysoka exogeni
koncentrace auxini muze otevieni praduchii naopak inhibovat. Reakci na auxin je
aktivace H*ATPasy vazané na plasmatickou membranu svéracich bun&k. Odgerpani
protoni vede k hyperpolarizaci membrany a usnadiiuje pifjem K" iontd. Nizka aktivita
auxinu aktivuje iontové kanaly pro vstup K" ionti, zatimco vysoka koncentrace aktivuje
iontové kanaly pro jejich vystup. Antagonistické ptisobeni bylo prokazano mezi ABA a
auxiny. Auxiny totiz potlacuji zavieni priduchu spojené s ABA (prokdzano u oddé€lené

epidermis Commelia communis) (Acharya, Assmann, 2009).

Cytokininy

K jejich objevu doslo rozvojem technik tkanovych kultur. Nejbohat$im zdrojem
cytokinini je autoklavovana DNA. Jako u¢inna latka byl identifikovan 6-
furfurylaminopurin, ktery Vv pfitomnosti auxinu stimuluje bunééné déleni. Uginek
cytokininli ve spojeni sauxiny je zakladem regeneracnich procesi. Pomér jejich
koncentraci rozhoduje o typu pletiva, které bude regenerovat. Cytokininy zplsobuji

vétveni stonku a zpomaluji starnuti (Prochazka et al., 1998).

Zvysend hladina cytokinind v xylému spousti otevirani praduchii a sniZuje citlivost
k ABA. Stres suchem snizuje syntézu cytokininii v kofenech a jejich transport do prytu.
Odpovéd’ priduchii na exogenni aplikaci cytokinind zavisi na jejich koncentraci a
druhu. Syntetické 1 pfirodni cytokininy zptsobuji otevirani priduchti u travy
Anthephora. Ve tmé také zpisobuji otevirani stomat tim, ze snizuji mnozstvi H,O; a

NO ve svéracich buiikach (Acharya, Assmann, 2009).

Etylén

Nejjednodussi uhlovodik s dvojnou vazbou vznika ve vysSich rostlinach a vétSiné
niz§ich z L-methioninu. Je to jediny znamy plynny hormon. Jeho koncentrace
Vv buiikach je velmi nizka, rychle difunduje do okolni atmosféry a tim mliZze ovliviiovat i

okolni rostliny. Jeho nejvyraznéjsi funkci je stimulace dozravani plodi — degradace
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celulozy, pektini, Skrobu. Zaroven stimuluje také starnuti a opad listd a kvétd. Jeho

produkce je jednou z prvnich reakci rostliny na stres (Prochazka et al., 1998).

U suchozemskych rostlin se pii zaplaveni produkuje etylén a dochazi k uzavirani
pruduchti. U dvoudéloznych druhti jako je fazol (Phaseolus vulgaris L.), bavlnik
(Gossypum hirsutum L.) a ruze (Rosa hybrida L.) bylo zjisténo, Ze mnozstvi
produkovaného etylénu neni ovlivilovdno vysuSovanim pudy, piestoze u pSenice
navozeni silného stresu suchem k jeho zvysené produkci vede. U kukufice se snizenou
schopnosti produkce ABA byla zjisténa vySsi produkce etylénu v souvislosti se snahou
snizit nasledky stresu suchem, ale nebyla prokazana jako reakce na velky vodni deficit.
Z téchto poznatkll vyplyva, Ze spojitost mezi stresem suchem a produkci etylénu je

vysoce druhové specificka (Acharya, Assmann, 2009).

Jasmonaty

Kyselina jasmonova a jeji metylester jsou obsazeny ve vSech organech mnoha
rostlinnych druhii. Uginkem kyseliny jasmonové je urychlovani starnuti listovych
segmentl, inhibice riistu listovych pochev, hypokotyli, brzdi rist kalusu s¢ji a inhibuje
kliceni a rtst kofenti i pfesto, Ze Casto aktivuje jejich iniciaci. Nejvyznamnéjsi je ziejme
jejich uloha jako signal pii reakci na dotyk u rostlin s tponky, na patogeny a na

poranéni (Prochazka et al., 1998).

Piedpoklada se, ze kyselina jasmonova mize zpusobovat zavirani priduchii béhem
stresu suchem, a to svou akumulaci. AvSak pohyb svéracich bun¢k zplisobeny jasnonaty
vyzaduje ptitomnost kyseliny abscisové. U s6ji exogenni aplikace metylesteru kyseliny
jasmonové neovliviiuje vnitini koncentraci ABA, ale u suchem stresovanych kli¢nich
rostlin je¢mene, které byly pfedem oSetieny kyselinou jasmonovou, vykazuji vice jak
Ctyfndsobny nariist koncentrace ABA oproti stresovanym rostlindam bez oSetfeni

(Acharya, Assmann, 2009).

3.2.2. Priuduchy jako vstupni brana pro patogenni organismy

Mnoho bakterii, v¢éetné rostlinnych a lidskych patogenti, je schopno pfezivat na
povrchu rostlin. Aby se staly vlastnim patogenem, musi nejdiiv vstoupit do rostlinného

pletiva. Narozdil od hub, které jsou schopny narusit epidermis, bakterie jsou zavislé na
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pfirozenych otvorech nebo poSkozenich, kterymi mohou do hostitelské rostliny vstoupit.
Rostliny se vSak umi tomuto napadeni branit. U Arabidopsis pfi rozpoznani
specifickych molekul bakteridlniho obalu dochazi ke spusSténi fetézce reakei
zpusobujicich uzavieni priduchu. Avsak bakterie, které jsou rostlinnymi patogeny,
vyvinuly specifické virulentni faktory, které¢ zplsobuji znovuotevieni priduchu a tim

zpiistupiiuji vnitini prostedi rostliny dal$im patogentim (Melotto et al., 2006).

3.2.3. Vznik priduchii

Praduchy jsou nezbytné pro pieziti vétSiny suchozemskych rostlin, proto byla
evoluce gent kodujicich jejich vyvoj kli¢ovou udalosti. Hlavnim rysem vzoru, podle
kterého jsou priduchy na listu rozmistény, je pravidlo jedné vmezetené bunky (One-cell
spacing rule), tzn., Ze pruduchy jsou jeden od druhého oddéleny minimalné jednou
epidermalni butikou. Cetnost piipadd, kdy se jeden priiduch dotyka druhého je mnohem
niz$i, nez by tomu bylo pfi ndhodném rozmisténi (Larkin et al., 1997). Toto rozmisténi
umoznuje, aby co nejmensi pocet pruduchii zajistil co nejefektivnéjsi vymeénu plyni,
tedy aby se pomysiné objemy vzduchu pro jednotlivé priduchy nepiekryvaly (Bird,
Gray, 2003).

Praduchy, které lezi na okrajich listu, ve srovnani s témi, které lezi ve stfedu listu,
maji uz8i priaduchovou Stérbinu a zaviraji se rychleji. I kdyz ty, které lezi blizko
hlavnich zilek, maji také tendenci se méné¢ se otevirat. Pravdépodobné je to kvili
odlisné dostupnosti a ztratdm vody v téchto riiznych castech pletiva (Willmer, Fricker,

1996).

Vyvoj priduchu u dvoudéloznych rostlin je charakteristicky sérii asymetrického
déleni bunék nasledovanou jednim symetrickym délenim (Obr.1). Vstupni déleni
nastartuje béh udalosti vedouci ke vzniku priduchu vytvofenim dvou rtzné velkych
bun¢k — mensi nazyvanou meristemoidem a vétsi sesterské bunky, kterd dava zaklad
dlazdicové epidermalni buiice, pfipadné milze pozd&ji podstoupit dalsi asymetrické
déleni. Meristemoid podstupuje dalsi sérii asymetrickych (amplifikacnich) déleni
(Bergmann, 2006), obvykle jedno az tfi, ale mize se délit i pétkrat (Bird, Gray, 2003).
Utelem t&chto déleni neni jen regenerace meristemoidu, ale také se tim zvysuje pocet
vétsich sesterskych bunék, tudiz i pocet bunc¢k epidermalnich. Bunky se zaroven déli

tak, aby tato v¢tSi bunka byla vzdy situovand mezi dvéma praduchy, nebo mezi
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priduchem a jeho prekurzorem (Bergmann, 2006). V moment¢, kdy je meristemoid
obklopen dostatecnym mnozstvim dlazdicovych bun¢k, pfeméni se na matefskou buiiku
sveracich bun¢k (guard mother cell), zméni sviij tvar z trojihelnikového na ovalny a
podstupuje symetrické d€leni. Vznikaji dvé sesterské svéraci buiiky, které ohranicuji

priduchovy pér (Bird, Gray, 2003).

pavement cell

proliferative ®
cell division symmetric

cell division
asymmetric
cell division @
/ : GMC stoma GC
meristemoid
SLGC

Obrazek 1: Déleni meristemoidu (Torii, 2006)

Praduchy obvykle chybi okolo zilek cévnich svazkl a nékteré rostliny nevytvareji
priduchy ani nad misty s rznymi specidlnimi buiikami mezofylu. Serna a Fenoll
(2000) také uvadéji, Zze vétsina stomat se u Arabidopsis thaliana nachazi nad mistem,
kde se setkavd nékolik mezofylovych bun¢k (nad tzv. ,uzlem™) a jen 10 %
meristemoidd a 6 % dospélych stomat je umisténo pouze nad jednou mezofylovou
bunikou. Z toho se da usuzovat, Ze polohu priducht ovlivituje bud’ pozice vnitinich

bungk listu, a nebo Ze se obé¢ Casti listu vyvijeji spolecné (Larkin et al., 1997).

U déloznich lista huseni¢ku (Arabidopsis thaliana) je 52% epidermis tvoieno
dlazdicovymi bunkami, které nepro§ly asymetrickym délenim. Existence téchto bunék
muze také pfispivat k predchazeni vytvafeni praduchovych klastri (Von Groll,

Altmann, 2001).

Spravné rozmist'ovani pruduchd zajistuje velké mnozstvi gent. Rada z nich byla
nalezena sledovanim mutantti, které maji nckterou fazi normalniho vyvoje

zablokovanou. Ze zatim znamych genti ma asi nejvétsi vliv na regulaci tvorby priaducht
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gen TMM (TOO MANY MOUTHS). Jeho mutace zptsobuje na déloznich i pravych
listech seskupovani praduchi do velkych klastrid. U huseni¢ku maji rostliny s defektem
TTM genu VvV porovnani s divokymi typy vice meristemoidii na déloznich listech,
abaxialni strané kali$nich listd i na listech v listové ruzici. Ostatni ¢asti rostliny (lodyha,
adaxialni epidermis kali$nich listii a vrchol SeSule) postradaji priduchy i meristemoidy i

ptesto, ze u divokych typu rostliny se na téchto ¢astech vyskytuji (Larkin et al., 1997).

Dalsimi geny potiebnymi k inhibici nadmérného déleni meristemoidii jsou
STOMATAL DENSITY AND DISTRIBUTION (SDD-1) a genova rodina ERECTA. SDD-
1 ovliviluje distribuci praducht také negativng, zaroven vsak pro svou funkci vyzaduje
funkénost genu TMM (Kylee et al., 2010). Rostliny s mutaci SDD-1 genu maji zvySenou
hustotu pruduchit a vykazuji vétsi pocet praducht v Kklastrech (Brownlee, 2001).
ERECTA (ER) koduje receptoru podobny protein, ktery obsahuje extracellularni
doménu s repetici bohatou na leucin (LRR) — jednoduchou transmembranovou doménu
a cytoplasmatickou kindzu (receptoru podobnou kinasu — RLK). Tento protein ma velky
ucinek na riist a vyvoj rostliny, a reakce na bioticky i abioticky stres. Jeho mutanty se
projevuji velkym narGstem poctu priduchii na vSech organech, které je bézné vytvaieji

(Bergmann, 2006).

Asymetrické déleni meristemoidu negativné reguluje MAPKKK a jeji gen YODA
(Gan et al., 2010). Fenotyp yoda mutantl je podobny mutantim skupiny genit ERECTA
je zvySena (Bergmann, 2006). FOUR LIPS a jeho homolog MYB88 kontroluji
symetrické déleni svéracich bun¢k. Jejich mutace mize zplsobit priduchové klastry

raznych velikosti a frekvence (Gan et al., 2010).

Geny KAT1 a KST1 u Arabidopsis thaliana usmériiuji funkci K* iontovych kanald,
které maji rozhodujici funkci pfi otevirani priduchd. Tomu pravdépodobné také
napomaha PEPC (fosfoenolpyruvat karboxylaza), jako jeden z klicovych enzym (Von

Groll, Altmann, 2001).

Jako gen, ktery hraje urcitou roli v regulaci mnozstvi priduchd formujicich se na
listu, byl u Arabidopsis identifikovan HIGH CARBON DIOXIDE (HIC). Tento gen
ovlivituje pocet priduchti formujicich se na listu, ale neovliviluje vzor jejich
rozmistovani, tzn. u mutant tohoto genu nedochézi k poruchdm rozmistovani stomat

napt. tvorbé klastri (Gray et al., 2000). Mechanismus jeho funkce neni zatim znam.

17



Podle jednoho z modelti HIC inhibuje pocet satelitnich priiduchi, které se tvoti kolem
jednoho meristemoidu. Tak by exprese HIC genu ve svéraci bufice znamenala produkci
specifického VLCFA-derivat inhibitoru, ktery ostatni typy epidermalnich bunck
nevytvaii a ktery by interagoval s okolnimi epidermalnimi bunkami jako soucast
kutikuldrnich voskd. Alternativou by mohl byt difusibilni inhibitor, produkovany

sveéraci bunkou a Sifici se kutikulou, inhibujici okolni bunky (Bird, Gray, 2003).

3.2.4. Odlisnosti ve vyvoji priduchii u jednodéloZnych rostlin

Vyvoj priduchlt u jednodéloznych rostlin je odlisny od vyvoje dvoudéloznych
rostlin. U jednodé€loznych rostlin probiha bunééné déleni jen v bazalni ¢asti listu. Tam
se také vytvareji zdkladni buiiky priduchii a prodluzovanim listu se tyto builky déli
jednou asymetricky. Vytvori se dvé odlisné velké bunky. Vétsi buika je situovana
bazalné. Mensi buiika, situovana apikalné, podstupuje symetrické déleni, ¢imz vytvori

par svéracich bun¢k (Larkin et al., 1997).

3.2.5. Typy pruduchi

Existuji dva typy priduchi. Nejbéznéjsi typ se nazyva Amaryllis — ledvinovity typ
— své@raci bunky maji tvar ledviny ¢i fazole, a byvaji obklopeny souborem podptrnych
bunék. Antiklinalni bunécna sténa svéraci buiiky, vné poru, je konvexni, tenka a pruzna.
Vnitini bunécna sténa, smétujici do stfedu poru, je tenkd v misté spojeni dvou svéracich
bun¢k, avSak v mist¢ priduchového péru je nerovnomérné ztlustla, celulozové
mikrofibrily sméfuji od stfedu k obvodu bunék. Toto uspofddani bunécné stény a
celulozovych mikrofibril zamezuje zvétSeni bunky smérem do prostoru poru pii piijmu
vody bunikou. Naopak, tenkd dorzalni sténa se snadno prodluzuje a muze ,,zatdhnout*
silngjsi sténu, kterd tak otevira pér. V momenté tbytku vody a poklesu turgoru se buniky
,»zhrouti” smérem k sob€ a praduchovy por se tak uzavie. Tento mechanismus pruduchu
je typicky pro dvoudélozné rostliny, ale vyskytuje se 1 u nékterych jednodéloznych.

Druhym typem priduchu je typ Gramineae - Cinkovity, vyskytujici se u Celedi
Poaceae a Cyperaceae. Svéraci builkky maji tvar ¢inky — jejich konce jsou vypouklé,

s tenkou bunécnou sténou a radidlnim uspofadanim celulézovych mikrofibril. Stiedni

¢asti bun€k jsou prodlouzené a extrémné tlustosténné, takze lumen v této ¢asti bunky je
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velmi Uzky. Pokud svéraci buiiky nasaji vodu, jejich tenkosténné konce nabobtnaji a
zatahnou ztlustlé stiedové stény a tim oteviou por. Tento typ praduchu mé vzdy soubor

podptrnych bun¢k.

3.2.6. Vnéjsi faktory ovliviiujici vyvoj praduchi

Aby mohly rostliny rist a reprodukovat se, musi se pfizplisobovat ménicim se
faktori je dostupnost vody. Hlavni ulohu pii regulaci vyparu z rostliny maji pruduchy.
Ovliviyji transpiraci nejen velikosti priduchové Stérbiny, ale také vlastnim poctem

priducht v epidermis na nové se vyvijejicich listech (Casson, Hetherington, 2010).

Je dokdzano, Ze hustota praduchi (pocet priduchti na jednotku plochy) a
praduchovy index (pomér poctu priduchti a poctu vsech bunék, tedy praduchu i
epidermélnich bunék) na vyvijejicim se listu je fizen signaly z jiz dospélych listi.
Podstata téchto signalli zatim neni zndmé a je nejasné, jakym zplsobem jsou tyto

signaly vyvolavany (Miyazawa, Livingston et al., 2006).

SniZeni priiduchové hustoty méa za nasledek sniZeni pridduchové vodivosti. Tuto
veli¢inu v§ak kromé¢ vlastni hustoty pruducht ovlivituje i velikost pridduchovych pori.
Obecné plati, Ze ¢im vic je priduchi na listu, tim se jejich velikost zmensSuje (Wagner et
al., 1996).

3.2.6.1. Svételna regulace vyvoje priuduchu

Rostliny vyvinuly nékolik systémt fotoreceptorli, kterymi monitoruji kvalitu,
mnozstvi i smér svétla. U huseni¢ku (Arabidopsis thaliana) se jedna o kryptochrom 1 a
2, fototropiny a fytochromy (Kang et al., 2009). ZvySena ozafenost pozitivné ovliviiuje
pocet priidduchil u rostlin a to jak jejich hustotu (pocet priduchti na jednotku plochy), tak
priduchovy index (pomér poctu priidduchii a celkového poctu vSech bun¢k epidermis, tj.
praduchii a epidermalnich bunék) (Salisbury, 1928). Mnozstvi svétla tedy ovliviiuje
,,yozhodnuti protodermélni buiiky, zda se zni stane praduch ¢i dlazdicova burika.
Nutno zdiraznit, Ze tyto zmeény neporuSuji pravidlo vmezefeni alesponl jedné
dlazdicovité buiiky mezi jednotlivymi priiduchy (tzv. one cell spacing rule) (Casson,

Hetherington, 2010).
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Jak jiz bylo zminéno, o vyvinu priducht na novém listu rozhoduji vnéjsi podminky
listu starsiho, jiz dosp€lého. Podle Schocha et al. (1980) jsou rozhodujici podminky Sest
dni pied objevenim se listu. Pii pokusech s vignou ¢inskou (Vigna sinensis L.) zjistili,
ze u rostliny adaptované na stinné podminky staci, aby byla vystavena vyssi ozaienosti
jeden z téchto Sesti dnli na to, aby se zvysil pocet priduchti na o¢ekdvaném listu. Pti
zastinéni dospé€lych listd tabaku a soucasném vystaveni novych, vyvijejicich se listt
vysoké ozafenosti, byl zjistén 12,7% pokles priduchového indexu oproti kontrole
vystavené pouze vysoké ozaienosti. Naopak zastinéni tvoticich se listl jinak intenzivné

ozaiené rostliny zpusobilo 24,2% narist priduchového indexu (Thomas et al., 2003).

Rostliny péstované pii vyssi ozafenosti monochromatickym cervenym svétlem
vykazuji zvySeny priaduchovy index ve srovnani s rostlinami péstovanymi pfi ozarenosti
niz8§i. Ozareni dlouhovinnym cervenym svétlem (far-red) pii zapadu slunce na konci
dne (sta¢i 30 minut) naopak zpusobuje snizeni priaduchového indexu. Efekt far-red
svétla lze vyvratit, pokud okamzité nasleduje 30 minutové plisobeni Cerveného svétla.
Opacny efekt svétla téchto vinovych délek ukazuje, Ze tato reakce je vyvoldna
fotoreceptory fytochromu. Vyzkumy naznacuji, Ze dominantnim fotoreceptorem
rozhodujicim o osudu epidermalni buiiky v souvislosti s mnozstvim svétla je fytochrom
B (Casson, Franklin, 2009). Fytochrom B je po aktivaci fotonem translokovan z
cytoplazmy do jadra, kde mize interagovat s interakénimi faktory (PIFs), u kterych se
ukazalo, ze hraji urcitou roli pfi n€kolika d&jich ovliviiovanych svétlem (Monte et al.,

2007).

3.2.6.2. Vliv koncentrace CO, na vyvoj priaduchii

Jiz dlouho je znamo, ze zmény v koncentraci CO, maji vliv na mnozstvi pruduchi,
které se formuji na novych listech (Woodward, 1987). Se zvySujici se koncentraci CO,
VvV atmosféte se u vetSiny druha hustota priiduchti a priduchovy index snizuje, a to jak

Vv geologickém c¢ase (dlouhodobg), tak v laboratornich podminkach (kratkodobg).

Pti zdvojnasobeni koncentrace CO; se hustota praduchii na listu snizi v priméru o
22%, tato hodnota je vSak vysoce druhové specifickd. Hodnota byla vypocitina na
zéklad¢ pozorovani 110 druhii rostlin. Bylo také zjiSténo, ze vétSi rozdil v hustoté
priduchi v ambientnich a zménénych podminkdch vykazuji amfistomatické¢ druhy

rostlin oproti hypostomatickym. VIiv na intenzitu reakce ma také zakladni hustota
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priduchid. Intenzivnéji reaguji rostliny, které maji pti bézné koncentraci CO, vétsi

hustotu priduchi na listu (Woodward, Kelly, 1995).

Stejné jako svétlo, i CO, ovliviiuje rozmisténi priaduchti na formujicim se listu
signalem z jiz vyvinutych dospélych listt. U Arabidopsis byly provadény pokusy, kdy
byla pomoci kyvetového systému aplikovdna na dospélé a mladé vyvijejici se listy
rozdilna koncentrace CO,. Rist vyvijejicich se listil pfi ambientni koncentraci CO, pii
soucasném vystaveni dospélych listi zvySené koncentraci zplsobuje sniZeni
praduchového indexu. Kupodivu, pfi opatném experimentu, kdy byly dospélé listy
vystavené¢ ambientnim podminkdm a vyvijejici se listy byly vystaveny zvySené

koncentraci CO,, byl praduchovy index u novych lista zvySen (Lake et al., 2001).

Vyzkumy provadéné na rostlinidch s panaSovanymi listy ukdzaly, Ze pfi zvySené
koncentraci CO, se zvySuje mnozstvi praduchi jak na pokozce zelenych tak i bilych
¢asti listd. To dokazuje, ze regulace poc¢tu priaduchll nesouvisi s intenzitou fotosyntézy
(Beerling, Woodward, 1995). Pii pokusech provadénych na olsi (Alnus glutinosa)
péstované pii zvySené koncentraci CO, V atmosféfe bylo zaznamenano zlepSeni
sledovanych rustovych parametri v porovnani s jedinci péstovanymi v ambientnich
podminkach. Pocet vétvicek na jednotlivych rostlinach se ve zménénych podminkach
zvysil. Naproti tomu, listova plocha jednotlivych listd byla ve srovnani s kontrolou
niz8i. Absolutni listova plocha, pocet listi a celkova vyska rostlin se vSak nezménila
(Poole et al., 2000). To podporuje tvrzeni McKeeho et al., (1995), ze zvySeni

atmosférické koncentrace CO; podporuje rust rostliny komplexné.

Poole et al. si také povsimli korelace mezi hustotou priuduchii a priduchovym
indexem u rostlin ze zménénych i ambientnich podminek a zaroven negativni korelace
mezi hustotou epidermélnich bunék a priduchovym indexem pouze u rostlin
Vv atmosféfe s vySsi koncentraci CO,. Pozitivni korelace byla prikazna i mezi hustotou
priduchil a hustotou epidermalnich bunck. Tyto vysledky poukazuji na to, Ze jednim
z faktorti ovliviiyjicich variabilitu priduchového indexu je mira expanze epidermalnich

bunék.

Pocet stomat utvofenych na listu u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana)
ovliviiuje HIGH CARBON DIOXIDE gen (HIC), jak jiz bylo zminéno (kap. 3.2.2).
Tento gen funguje pouze V navaznosti na zménéné podminky prostiedi, hlavné

koncentrace CO..
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3.2.6.3. Vlhkost a teplota

Zatimco u téchto faktort prostfedi je velmi dobie znam jejich ucinek na otevienost
priduchového poru, jen velmi malo se doposud vi o jejich schopnosti regulovat pocet
priduchi tvoricich se na listech. Stres suchem zplsobeny nizkou vlhkosti pudy
zpusobuje redukci priduchového indexu u blatouchu bahenniho (Caltha palustris) a
pSenice (Triticum aestivum) (Casson, Gray, 2008). Avsak u podzemnice olejné (Arachis
hypogea) nema sucho na pruduchovy index vliv (Clifford et al., 1995). U ladonky
(Scilla nutans) bylo dokonce zjisténo, Ze pruduchovy index klesa pii zvySené vlhkosti
(Salisbury, 1928).

Je mozné, Ze ABA jako rostlinny hormon regulujici otevirani a zavirani praducht,
muze také ovliviiovat vyvoj priduchti v ndvaznosti na vlhkostni poméry prostredi

(Casson, Hetherington, 2010).
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4. Material a metody

4.1. Vliv rozdilné koncentrace CO, ve dne a v noci na vyvoj

pruduchu

Material

Pokusnou rostlinou byla zvolena feficha seta (Lepidium sativum L.) z Celedi
Brasicaceae, zejména pro své ristové schopnosti. Kli¢ivost semen je velmi vysoka a
rostliny velmi rychle rostou. Jiz tieti den po vysevu jsou délozni listy zelené a po tydnu
jsou jiz plné vyvinuté. Po 14-ti dnech rlstu jsou jiz vyvinuté pravé listy a zacinaji se

objevovat 2. pravé listy.

Podminky péstovani

Rostliny byly péstovany ve dvou sklenénych exsikatorech (objem 0,7 1). Pouzitym
substratem byl perlit, ktery byl piiklopen keramickou destickou s 24 otvory pro
jednotlivé rostliny. Kviili sniZeni vyparu na minimum byl stfedni otvor desticky piikryt
hlinikovou folii. Exsikatory s rostlinami ve fazi dospélych déloznich listd (6. den po
zaseti) byly hermeticky uzavieny vikem (sty¢na plocha vika a exsikatoru byla natfena
silikonovou pastou), do kterého byla nainstalovana ptivodovéa a odvodova hadicka pro
plyn.

Pouzitym plynem byla smés dusiku (79 %), kysliku (21 %) a oxidu uhli¢itého (400
ppm), kterd byla zvlh¢ovana prichodem ptes promyvacku naplnénou destilovanou
vodou a generator vlhkosti (relativni vlhkost se pohybovala kolem 80%). Tato smés
byla beze zmény piivadéna k rostlindm v kontrolnim exsikéatoru po celou dobu trvéani
pokusu. V plynu privadéném do pokusného exsikatoru byla ménéna koncentrace CO;
bud ve dne, nebo vnoci. Koncentrace CO; vV jednotlivych exsikatorech b&hem
jednotlivych opakovanich pokusu je pro piehlednost znazornéna v nasledujici tabulce

(Tab.1).
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Tabulka 1: Koncentrace CO, ve dne a vnoci Vjednotlivych exsikatorech b&hem jednotlivych

opakovani.

1. opakovani (koncentrace CO,) 2. opakovani (koncentrace CO,)

exsikator ¢.0 exsikator ¢.1 exsikator ¢.0 exsikator ¢.1

den noc den noc den noc den noc

400 ppm | 400 ppm | 400 ppm | O ppm 400 ppm | 400 ppm | 200 ppm | 400 ppm

Smés plynli byla michana z 50 1 tlakovych lahvi O,, Nz, CO, (Messer, CR, plyny
Cistoty 3.5 (O,) nebo 4.6 (ostatni)) systémem prutokomért s pocitacovym fizenim (Easy
Control Ltd., CR a Tylan, USA). Pritok plynu ¢&inil 500 ml. min“do kazdého
exsikatoru. Koncentrace CO; byla upravovana pomoci SODALIME (Sigma, D).

Oba exsikatory byly umistény v klimaboxu (Fitotron, Sanyo, UK). Teplota byla ve
dne 23 °C, vnoci 21 °C. Ozafenost se pohybovala kolem 500 pmol.m?.s™
s fotoperiodou 12 hodin. Rostliny byly podle potieby zalévany vodou z vodovodniho

fadu jednou za dva dny.

Po dvoutydennim ristu byly rostliny ,,sklizeny*, tj. ustfiZeny tésn¢ nad substratem
a zvazeny v &erstvém stavu. Cést rostlin byla usuiena na analyzu zastoupeni izotopu
uhliku C. Ze zbylych rostlin byly sejmuty otisky epidermis, vzdy z d&loznich i 1.

pravych listi.

Vyse uvedeny postup popisuje pokus provadény v roce 2011. Podobny postup byl
provadén i pii pokusu v roce 2010, ale rostliny byly v ménicich se podminkach hned od

zaseti a byly sklizeny po sedmi dnech, tedy ve fazi déloznich listi.

Otisky listii

Po usttizeni rostliny tésné€ nad substratem a zvazeni byly délozni a prvni pravé listy
otrhany a pfipevnény na list papiru pomoci oboustranné lepici pasky tak, aby od
kazdého typu listu (d€lozni, pravé) byl jeden pfilepen rubem a jeden licem. Listy byly
thned natfeny bezbarvym lakem na nehty (Rimmel — Lycra Pro, UK), oznaceny

pofadovym cislem a vyfoceny s métitkem pro vypocet plochy listu. Vrstva laku musi
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byt tenkd a musi se natfit co nejrychleji po utrzeni listu, nez buiiky ztrati turgor. Po
zaschnuti se lak z listu pfenese pomoci prihledné lepici pasky na podlozni sklicko. Pti
pozorovani v mikroskopu jsou vidét povrchové nerovnosti listu otisténé do laku — tedy

obrysy epidermalnich bunék, praduchi, popt. trichomii apod.

Z kazdého listu bylo pod mikroskopem (Olympus BX61, Japan) vyfoceno 5 poli o
velikosti cca 0,13 mm? pii zvétseni 500x. V t&chto polich byly pogitany priduchy a
epidermalni buiiky, jejich podty byly nasledné prepo¢itavany na 1 mm? a na plochu
celého listu. Plocha listu byla vypocitana v programu MideBMP (Ordiales-Plaza, ES)
podle fotky listu nalepeného na oboustranné lepici pasce s pfilozenym meéfitkem.
Vysledna data byla zpracovana v programu STATISTICA 6 (StatSoft, USA) a
Microsoft Excel 2007 (Microsoft, USA).

Analyza stabilnich izotopit uhliku

Rostliny byly ustfizeny tésné nad substratem a ihned byla stanovena jejich Cerstva
hmotnost. Poté jim byly odstfizeny délozni a 1. pravé listy a byly vloZeny do oznacené
mikrozkumavky (1 par déloznich do jedné, 1 par pravych do druhé). Takto odebrané
listy ze 4 — 5 rostlin z kazdého exsikatoru byly usuSeny do konstantni hmotnosti (suseni
4,5 hodiny, 70 °C).

Po usuSeni byly vzorky znovu zvaZeny pro vypocet obsahu suSiny. Poté byly do
kazdé mikrozkumavky ptidany 2 nerezové kuli¢ky. Takto pfipravené mikrozkumavky
se vzorky a kulickami byly vlozeny do kulového mlynku (Retsch, MM 200, DE) a
homogenizovany (pfi frekvenci tiepani 30 ot.s™ po dobu 20 s). Do cinovych kapsli 8x5
mm (SerCon, UK) byla zabalena navazka v rozmezi 0,35 — 0,45 mg vzorku (na vahach

Mettler Toledo MT 5, d =1 pg).

Vlastni analyza byla provadéna na izotopovém pomérovém hmotnostnim
spektrometru Delta™" plus (Finnigan, DE) spojeném s jednotkou ConFloIll (Finnigan,
DE) zajistujici kontinudlni tok nosného plynu (helium) cistoty 4.6. V prvkovém
analyzatoru Vario MicroCube (Elementar Analysen systeme, DE) byly vzorky
spalovany na CO; pfi teploté 950°C. Jako pracovni standard byla pfi analyze pouzita
celuloza (IAEA-C3) (International Atomic Energy Agency, A), ktera byla méfena vzdy
pted a po sérii deseti vzorkli. Obsah izotopi uhliku byl vyjadien pomoci jejich poméru

ve vzorku Ryzorek= Be12c a2 nasledns jako hodnoty diskriminace BC vztazené k
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mezinarodnimu standardu VPDB (Vienna PeeDee Belemnite)

8130 = (RVzorek / RStandard _1) -1000 [%0]

4.2. Vliv rozdilné ozarenosti na vyvoj pruduchi u

jednodéloznych

Material

Zvolenou rostlinou pro tento pokus byl je¢men sety (Hordeum vulgare L.) z ¢eledi
lipnicovitych (Poaceae). Listy je¢mene pfirtstaji velmi rychle. V podminkach tohoto

pokusu se list prodlouzil v priméru o 5 — 6 cm za den.

Podminky péstovani

Semena jeCmene byla zaseta do 3 kvétinadct (2x objem 2 1, 1x 1,2 1) naplnénych
komer¢né ptipravenym substratem (Zahradnicky substrat, ASB-Griinland sro, CZ). Do
vétSich kvétinadca bylo zaseto po 12 semenech a do mensiho kvétinadce 7 semen. Mensi
kvétinac slouzil jako kontrola. Po sedmi dnech (rostliny byly ve fazi druhého listu), byly
dva vétsi (pokusné€) kvétinace zastinény Ctyfmi vrstvami bilého tylu (Tab.2). Pii
objeveni tfetiho listu byl tento list odebran u 4 rostlin z velkych kvétinact a u jedné
rostliny z kvétinace kontrolniho, zaroven byla odstranéna jedna vrstva tylu a dalsi odbér
listt byl proveden za 24 hodin. Baze rostoucich listi byla oznacena fixem s inkoustem
na bazi alkoholu (Whiteboard marker), aby bylo mozné rozlisit ptirtstky v jednotlivych
dnech. V nasledujici tabulce jsou rozepsany jednotlivé hodnoty ozatenosti v souvislosti

S poctem vrstev tylu:
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Tabulka 2: Hodnoty ozatenosti podle vrstev stinéni listii je¢mene setého.

Den v potadi | PocCet vrstev tylu | Ozéfenost (umol.m'z.s'l)
1. 4 300

2. 3 314

3. 2 346

4. 1 381

5. 0 = kontrola 485

Otisky listi

Kazdy odebrany usek listu byl ihned po odtrzeni rozdélen podél hlavni zilky na dvé
poloviny. Jedna polovina byla nalepena na papir pomoci oboustranné lepici pasky a
adaxialni strana byla natfena bezbarvym lakem na nehty (stejné jako vySe popsana
technika u fefichy, viz. Kap. 4.1). Druha polovina listu byla roziezana na Useky
jednotlivych dni (Cast Gseku, kterd byla znecisténa od fixu, byla odstranéna), ususena a
pouzita jako vzorek pro analyzu stabilnich izotopti uhliku (metodika stejnd jako u

fefichy, viz. Kap. 4.1).

Otisky byly foceny v mikroskopu (BX61, Olympus, Japan) s pouzitim objektivu
s 20-ti nasobnym zvétSenim. Z kazdého tseku listu bylo vyfoceno 5 ploch o velikosti
0,325 mm% ve kterych bylo naslednd po¢itano mnozstvi priiduchi. Tento podet
priducht byl nasledné pfepocitan na jednotku plochy. Vysledna ¢isla byla porovnavéana

v programu STATISTICA 6 (StatSoft, USA) a Microsoft Excel 2007 (Microsoft, USA).
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5. Vysledky

5.1. Vliv rozdilné koncentrace CO, ve dne a v noci na vyvoj

pruduchu

Cilem tohoto pokusu bylo sledovani vlivu snizené koncentrace oxidu uhli¢itého
Vv atmosféfe ve dne ¢i vnoci na vyvoj praduchii na listu fefichy seté. U tohoto
amfistomatického druhu se lisi pocet priduchti na adaxidlni a abaxialni stran¢ listu.
Obecné plati, ze na stran¢ abaxialni je pruduchu asi o 30 % vice. Trend sledujici zménu
hustoty priducht ¢i epidermalnich bunék pii zasahu je vSak u obou stran stejny. Proto
je mozné pii interpretaci vysledk pocitat s primérem mezi obéma stranami listu.
Grafickd zobrazeni V této praci znazoriiuji pravé tyto priméry, pii vyhodnocovani
zdrojovych dat vSak byly brany v uvahu vSechny moznosti a statisticky byly

zpracovavany abaxidlni a adaxialni strany listu zvIast'.

V nasledujici skupiné grafii (obr.2) jsou zndzornény primérné hodnoty hustoty
priduché na mm? listu. Cést rostlin byla p&stovana v ambientni atmosféie s koncentraci
CO, 400 ppm ve dne i v noci (oznaceno jako ,,Kontrola®), dalsi rostliny byly péstovany
v atmosféfe pres den ambientni (400 ppm CO;) a v noci se snizenou koncentraci CO; (0
ppm CO;) (oznaceno jako ,,Noc*, obr.2 A-C). Ve druhé ¢asti pokusu byla ¢ast rostlin
péstovana opét v ambientni atmosféfe (,,Kontrola®) a ¢ast rostlin v atmosféfe ambientni

V noci a se snizenou koncentraci CO (200 ppm) ve dne (,,Den*, obr.2 D-F).
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Obrazek 2: Hustota priduchi na listech a délohach fFefichy u kontrolnich (ambientni

atmosféra) a pokusnych rostlin (snizena koncentrace CO, Vv noci (,Noc*) nebo ve dne (,,Den*));

A a D: pocet priduchii na mm? dé&loh 7 dni starych; B a E: po&et priduchii na mm? d&loh p&stovanych 14

dni; C aF: pocet priduchti na mm? prvnich pravych listii; uveden primeér z6 — 10 listi a smérodatna

odchylka.

V prvni ¢asti pokusu, kdy byla koncentrace CO, snizovana v noci, byla hustota

praducht na mm? dé&loh sklizenych po 7 dnech rastu, vyssi, nez u déloh rostoucich 14

dnti (obr.1A,B). Sedm dni staré pravé listy maji velmi podobnou hodnotu priaduchové
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hustoty jako sedmidenni délohy (Obr. 2C,A), coz je zpusobeno tim, Zze na rozdil od
starSich list dosud nedoslo k expanzi epidermalnich bun¢k a tim k oddéleni praducht
od sebe. U vsSech tfi skupin listi je zjevny trend zvysujici se hustoty praduchi

v dasledku snizené no¢ni koncentrace CO; i kdyz efekt neni statisticky prukazny.

V druhé casti pokusu, kdy byla koncentrace CO; snizovana ve dne, byla hustota
pridduchti na mm? sedmidennich d&loh vy3§i, nez u &trnactidennich déloh a nelisila se
vyznamné u kontroly i zdsahu sedmidenni d€lohy nebo byla vyznamné sniZzena u
¢trnactidenni délohy. U d€loh a prvych pravych listi c¢trnactidennich rostlin Ize
pozorovat statisticky prukazny pokles hustoty praduchii vyvolany snizenou denni

koncentraci CO, oproti kontrole.
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Obriazek 3: Hustota epidermalnich bunék na listech a délohach u kontrolnich (ambientni
atmosféra) a pokusnych rostlin (snizena koncentrace CQO,) v noci (,Noc*) nebo ve dne (,,Den*);
A + D) pocet epidermélnich bungk na mm? listu u d&loh p&stovanych 7 dni; B + E) pocet epidermélnich
bungk na mm? listu u déloh p&stovanych 14 dni; C + F) pocet epidermélnich bungk na mm? listu u

1.pravych listi; uveden primér z 6 — 10 listd a smérodatna odchylka.

Primérné hodnoty hustoty epidermalnich bundk na mm? listu se pohybovaly v
rozmezi 220 — 900 (Obr.3). V prvni ¢asti pokusu (koncentrace CO; snizovana v noci)

byla hustota epidermalnich bun¢k na mm? dé&loh sklizenych po 7 dnech ristu, vyssi nez
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u déloh rostoucich 14 dnt (obr.3A,B), stejné jako tomu bylo pfi pozorovani hustoty
pruducht. Délozni listy rostouci na snizeném noc¢nim CO; mély statisticky prikazné
vysSi hustotu epidermalnich bunék na mm® neZ jejich kontrola. Podobny, ale

neprikazny trend lze vidét u starSich déloh a pravych lista (Obr. 3B,C).

V druhé c¢asti pokusu (koncentrace CO, snizovana ve dne) byla hustota
epidermélnich bungk na mm? mladych d&loh nepatrn& vyssi, neZ u kontroly (Obr. 3D).
U starSich d€loh a pravych listi Ize pozorovat klesajici trend hustoty epidermalnich

bunék zasahu oproti kontrole, ktery vSak neni statisticky prikazny.

Pocet pruducht byl dale vyjadien jako priduchovy index (tj. pomér poctu praduchi
K po¢tu praducht a epidermalnich bunék na jednotku plochy) u jednotlivych skupin
lista (obr.4).
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Obrazek 4: Priduchovy index u kontrolnich (ambientni atmosféra) a pokusnych rostlin (sniZena
koncentrace CO2) v noci (,Noc) nebo ve dne (,,Den*); A + D) pruduchovy index u déloh péstovanych
7 dni; B + E) pruduchovy index u d€loh u d€loh péstovanych 14 dni; C + F) praduchovy index u déloh u

1.pravych listl; uveden primér z x méfeni a smérodatna odchylka.

Pti sniZené koncentraci CO; ve dne je u pravych listl statisticky prokazatelné nizsi
praduchovy index nez u kontroly. V ostatnich skupinach listi se od sebe ptislusné

zasahy a kontroly statisticky neliSily. Nejnizsi priduchovy index mély mladé délohy.
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Obrazek 5: Korelace hustoty epidermalnich bunék a hustoty priduchi na jednotku plochy

Mezi hustotou pruduchi a epidermdlnich bunék byla nalezena linedrni zavislost
(obr.5). Korela¢ni vztah mezi hustotou priduchti a hustotou epidermalnich bun¢k je
velmi podobny u star§ich déloh a pravych listi. Linearni regrese pravych listi jakoby
navazovala na regresi starSich déloh. Mladsi délohy se odklani od ptedchozich skupin

diky niz$imu poctu pruduchii na jednotku plochy.

Plocha listu [em?]

kontrola noc noc kontrola den den

‘Mladéi délohy ’staréi délohy ‘l pravé listy 2011

Obrazek 6: Primérna plocha déloh a listii u kontrolnich (ambientni atmosféra) a pokusnych
(snizena koncentrace CO2 v noci nebo ve dne) rostlin iefichy seté. Uveden primér z 6-10 listi a

smérodatna odchylka.
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Plochy list zdsahu v noci se nijak neli§i od ploch listl kontroly, a to ani u
mladSich a starS§ich déloh ani u pravych listd (obr.6). Listy z druhé casti pokusu
(koncentrace CO; byla snizovana ve dne) jsou celkové mensi, nez listy z ¢asti prvni
(koncentrace CO; byla snizovana v noci). Mladsi délohy maji pfiblizné stejnou plochu
ve vsech kategoriich. StarSi délohy jsou si svou velikosti také hodné¢ podobné, jen
kontrola z druhé ¢asti pokusu (tj. u zasahu byla snizovana koncentrace CO; ve dne) je
pomérné mensi, nez listy ostatnich kategorii. Plocha 1.pravych listi se v prvni ¢asti

pokusu nelisi, v druhé ¢asti pokusu maji pravé listy rostlin zasahu, tj. ve dne se sniZenou

koncentraci COy, o néco vétsi plochu, nez jejich kontrola.
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Obrazek 7: Obsah suSiny v mg pi‘epocteny na jednu rostlinu u kontrolnich (ambientni atmosféra) a

pokusnych rostlin (sniZena koncentrace CO2) v noci nebo ve dne. Uveden primér z 6 méieni.

Stejné jako plocha listti, tak 1 obsah suSiny je vys$si v rostlinach z prvni ¢asti pokusu
(snizené CO; V noci + kontrola), nez v rostlinach z ¢asti druhé (snizené CO, ve dne +
kontrola). Nejmensi obsah suSiny maji pravé listy péstované v atmosféte se snizovanou
koncentraci CO, ve dne. Nejvétsi obsah suSiny maji pravé listy péstované v atmosféie
se snizovanou koncentraci CO, v noci.

Hodnoty &"C se u jednotlivych skupin listd pohybuji v rozmezi od -46 do -29 %o
(obr.8 az 10). Tyto velmi nizké hodnoty jsou zpuisobeny nizkym signalem pouzitého

zdrojového plynu (-30 %eo).
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Obrizek 8: Diskriminace izotopu *C v sedmidennich délohach kontrolnich (ambientni

atmosféra) a pokusnych (sniZena koncentrace CO2 v noci nebo ve dne) rostlin fefichy seté. Uveden

prumeér z 6 méfeni, smérodatna odchylka, rozptyl

-28

-30

-32

-34

-36

-38

5 13C [%o]

-40

-42
-44

-46

kontrola noc noc kontrola den den
kategorie
Obrazek 9: Diskriminace izotopu **C ve &trnactidennich délohach kontrolnich (ambientni
atmosféra) a pokusnych (sniZena koncentrace CO2 v noci nebo ve dne) rostlin fefichy seté.

Uvedeny priméry z 6 méfeni, smérodatna odchylka, rozptyl
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Obrazek 10: Diskriminace izotopu **C v pravych listech kontrolnich (ambientni atmosféra) a
pokusnych (sniZena koncentrace CO2 v noci nebo ve dne) rostlin Fefichy seté. Uveden primér z 6

mérfeni, smérodatna odchylka, rozptyl

Sedmidenni délohy se pii jednotlivych zéasazich v izotopovém signalu od sebe
prikazné neliSily (obr.8). U starSich déloh a pravych listi je zjevné, Ze sniZena
koncentrace CO, v noci neovlivnila diskriminaci **C, protoze vnoci neprobiha
asimilace CO, (obr.9,10). Naopak, snizena koncentrace CO, v atmosféfe ve dne
zpusobila mensi diskriminaci (vy$$i zastoupeni) téz$iho izotopu oproti kontrolnim
rostlinam, jinymi slovy obohaceni listd o B3¢C. Trend vyvoje u déloh je stejny jako u

pravych listd, ale je posunuty ptiblizné o 2 %eo.
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5.2. Vliv rozdilné ozarenosti na vyvoj pruduchi u

jednodéloznych
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Obrazek 11: Hodnoty 8C stejné starych tsekii listii jeémene setého p¥i postupné rostouci
ozafenosti a prodluZovani listu. Cisla uvedena u jednotlivych sloupcii oznaéuji hodnoty oza¥enosti,
pri které dany usek listu vyrostl. Jednotlivé aseky listu jsou Fazeny zleva do skupin od $picky po

bazi listu. Uveden priamér z 3-4 méreni a smérodatna odchylka.

Jednotlivé sloupce grafu (Obr.11) znézorfuji praimémé hodnoty 8'°C useki, které
vyrostly ve stejny ¢as na listu ustfizeném ve stejny den. Kazda skupina sloupct popisuje
useky listil (rostoucich rtizné dlouho), které vyrostly pfi stejné ozatrenosti a kontrolu.

Ttidenni listy (oznaCeny tmaveé oranzovou barvou) byly ustfiZeny a rozstfihany na
useky podle znaCek, které byly vyznaCeny kazdy veCer na bazi. U hodnot §3C
jednotlivych dilkti vyrostlych pfi zvySujici se ozafenosti mizeme pozorovat mirné
sestupny trend.

U listt, které rostly o jeden den déle (svétle oranzova barva), mizeme pozorovat, ze
hodnoty &"C jsou vyssi, a to 1 u usekd, které rostly ve stejny den a pfi stejné ozatenosti
jako useky u ttidenniho listu.

Listy, které rostly 5 dni (modra barva), vykazuji nejvyssi hodnoty 83C, ve viech
usecich, 1 v téch, které rostly ve stejnych podminkéach jako useky listii ustfizenych o

jeden nebo dva dny diive. Hodnoty 83C kontrolnich listd, tedy listt, které rostly celou
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dobu pfi nejvyssi ozafenosti, jsou shodné s §3C listéi, které rostly pii snizené, postupné
se zvySujici ozafenosti (posledni den tedy byla jejich ozafenost stejna jako u kontroly).
Pro jednotlivé useky listi byla pocitdna hustota priduchti. Mezi jednotlivymi Gseky

vsak nebyl statisticky vyznamny rozdil. Data nejsou uvedena.
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6. Diskuze

6.1. Vliv rozdilné koncentrace CO, ve dne a v noci na vyvoj

pruduchu

Vysledky mého pokusu naznacuji, Ze sniZzena koncentrace oxidu uhli¢itého v noci
mirné zvysuje hustotu priduchi na listu, z ¢ehoz se da usuzovat, ze buiilky se déli cely
den a rostlina reaguje na denni i no¢ni koncentraci CO;, v atmosféie. V literatute je
uvadéno, Ze snizena koncentrace CO; Vv atmosféfe vSeobecné pocet priaducht na listu
zvySuje (Woodward, 1987). Z vysledkii mého pokusu vSak vyplyva, ze v ptipadé, Ze je
koncentrace CO; niz$i pouze ve dne, je hustota priduchd na listu naopak nizsi. Trend
hustoty praducht u rostlin s nizkou koncentraci CO; ve dne, ktery se u starSich (2-
tydennich) déloh a pravych listii sniZzuje a u tydennich déloh mirné zvySuje, odpovida
trendu plochy listl, ktera se u starSich déloh a pravych listi zvySuje a u mladsich déloh
snizuje. Snizujici se hustota priduchii pii zvysujici se plose listd je zplisobena expanzi
epidermalnich bun¢k, které tak odtlacuji praduchy od sebe.

Zmény hustoty epidermalnich bunék na listu jsou shodné se zmé&nami hustoty
pruducht, tzn. ze podminky prostiedi ovliviiuji stejné déleni i diferenciaci bunék
epidermis. Hustota priduchi vzdy koreluje s hustotou epidermalnich bunék, jak je vidét
na obrazku 5, to odpovida i tvrzeni Poolea et al., (2000). Z toho vyplyva, Ze v literatuie
Casto upfednostiiovany priduchovy index neni dobrym ukazatelem pro popis vlivu
podminek prostfedi na vyvoj priduchti. Dukazem tohoto tvrzeni mohou byt data
ziskana pro 7-mi denni d€lohy S nizkou denni i no¢ni koncentraci CO,, které maji oproti
své kontrole niz$i plochu listu, podle ¢ehoz se da ptedpokladat (skutecny vysledek
odpovida tomuto piedpokladu), Ze hustota epidermalnich bunék a priiduchti na jednotku
plochy bude vyssi nez u kontroly, nebot’ epidermalni buniky jesté zcela neexpandovaly.
Avsak pruduchovy index téchto listi se oproti kontrole snizil. Proto je nutné vénovat
pozornost vyvoji hustoty praduchtl, epidermélnich bunék i plochy listu komplexné.

Diskriminace t€z$iho izotopu uhliku 3¢ u daloh i pravych listi vykazuje stejny
trend. Pokud je koncentrace CO, v atmosféfe sniZend v noci, 8 *C je shodna s & **C
kontrolnich rostlin, protoze v noci nedochazi k asimilaci CO, a tudiz ani k jeho

diskriminaci. Snizena koncentrace CO» v atmosféie ve dne snizi diskriminaci 13C, coZ je
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pravdépodobné zpiisobeno limitaci mnozstvi CO, V listovém pletivu. Diskriminace **C
je ptimo imérna poméru ci/C,, tj. poméru koncentrace CO, V podpriuduchové duting a
koncentrace CO;, v atmosféie (Farquhar, 1980).

Obsah susiny v listu odpovidd mife diskriminace B3C. V nasich pokusech listy
koncentrace CO, v atmosféie béhem svétlé Casti fotoperiody dochazi ke snizeni suché
hmotnosti listi  (déloznich 1 pravych) v dutsledku limitace substratem pro
fotosyntetickou asimilaci. Plocha listd pfitom v tomto piipadé roste. VéEtsi plocha a
naopak niz$i obsah suSiny d€loznich i1 pravych listi pifi snizené koncentraci CO;
pravdépodobné poukazuje na adaptaci rostlin ztencenim listi pro usnadnéni difuze CO;
v listu.

Pokus provadény v roce 2010 pouze na mladych déloznich listech, kdy byla do
danych podminek prostfedi umisténa jiz semena, neprokazal vyrazny efekt snizené
koncentrace CO; ve dne ani v noci na hustotu pruduchi. Stejné tak data z analyzy
stabilnich izotopd uhliku nenaznacovala vyraznéji zménu v difuzi a asimilaci CO; pfi
snizené koncentraci CO, v atmosféfe oproti kontrole. Nepritkazny rozdil v 8*3C jsem si
vysvétlovala nedostatecné dlouhou dobou pisobeni danych podminek na mladé listy,
které byly z velké ¢asti ,,postaveny* ze zasobnich latek ze semene. Semena fefichy seté
pritom méla izotopovy signal uhliku -27.7 %o. Tato hodnota je vSak jen primérem
méfeni nékolika semen. 8°C kazdého semene muZe byt mirn€ odlisné, protoze tato
hodnota je proménliva v zavislosti na tom, z jaké konkrétni rostliny byla semena
odebrana, nebo dokonce zjaké casti prytu. Izotopovy signal zdrojového CO; pro
fotosyntézu se ptitom pohyboval okolo -30 %o. Diskriminace téZkého uhliku u C3
rostlin (A'*C) rostoucich ve volné atmosféte s 8**CO, okolo -8 %o se pohybuje pFiblizng
okolo 20 %o (Vogel, 1980), a proto relativni izotopovy pomér v suSin¢ téchto rostlin
(8*C) dosahuje hodnot cca -28 %o. Pii diskriminaci vzhledem k substratu (A™C)
pfitom nezélezi na signalu zdrojového plynu. Uhlik zabudovéavany pii fotosyntéze proto
musi mit i vnaSem pfipadé hodnotu o mnoho zipornéjsi, nez je hodnota 83C
zdrojového plynu. Toho vSak pifi prvnim opakovani pokusu dosazeno nebylo. Navic
mezi kontrolami a rostlinami péstovanymi pii snizeném CO, ve dne nebo v noci nebyly
statisticky prokazatelné rozdily. Variabilita §°C rostlin v ramci skupin byla ne¢ekand
velka, pravdépodobné zplisobend pravé tim, Ze rostliny jeSté nefixovaly dostate¢né

mnozstvi uhliku na to, aby mohly ,,nafedit* signal semen, jak jiz bylo zminéno.
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Tyto nesrovnalosti byly divodem k opakovani pokusu a k pozménéni metodiky.
Podruhé byly rostliny péstovany az do faze prvych pravych listl, ¢imz mél byt
eliminovan vliv 8**C semen. Rostliny byly z diivodu finanéni nakladnosti prvni tyden
pestovany v ambientnich podminkach a navic jsem ptredpokladala, ze se variabilni
izotopovy signal jednotlivych rostlin vyrovnd a nasledné, po rozdéleni na skupinu
kontrol a rostlin se snizenou koncentraci CO, v noci nebo ve dne, se u prvych pravych
listl zacne ménit podle novych podminek, v kterych se rostliny ,,0Citly“. Zaroven jsem
ocekavala, Ze hustota praduchii na déloznich listech uz se s novymi podminkami nebude
meénit nijak vyrazné, tedy Ze bude u vSech 4 skupin d€loznich listli stejnd. D€lozni listy
viak reagovaly stejné jako prvé pravé listy, a to jak v 83C, tak v hustoté praduchi a
epidermalnich bun¢k.

Dalsim faktem, ktery povazuji za nutné komentovat, byla odliSnost ziskanych dat
pro kontrolni rostliny. Kontrola byla péstovdna soucasné s rostlinami se sniZzenou
koncentraci CO2 v noci a o dva tydny pozdgji i s rostlinami se snizenou koncentraci
CO; ve dne. Podminky péstovani byly nastaveny v obou opakovanich pokusu stejné,
presto se kontroly od sebe liSily jak v hustoté pruduchi, tak i v hustoté epidermalnich
bunék, obsahu susiny a Vv izotopovém signalu. Tento jev miiZze byt vysvétlen tim, Ze se
péstebni podminky zménily vlivem néjakého dalsiho, neznamého faktoru. DalSi moznou
variantou vysvétleni miiZze byt i to, Ze soubor rostlin, ze kterého byla data ziskdvana, je

moc maly na to, aby se dal statisticky priikazné zpracovavat.

6.2. Vliv rozdilné ozafenosti na vyvoj pruduchud u

jednodéloznych

Podle dat ziskanych pro kontrolni listy, tedy listy, které byly po celou dobu svého
ristu vystaveny stejné, nejvyssi ozafenosti (485 pmol m?2 s, je patrné, ze hodnoty
813C se smérem od $picky ke stiedu listu snizuji (stied epele je ochuzendjsi o 3C) aod
stiedu listu k bazi se op&t mirn& zvysuji. Stejny trend hodnot §*3C opisuji i ostatni listy,

1 a7 na

u kterych se ozatrenost postupné zvySovala (z pocate¢nich 300 pumol m? s
kone&nych 485 pmol m? s™) a zaroveii se posouvaji v grafu tim niz, ¢im rostly kratsi
dobu. To odpovida faktu, ze diskriminace tézsiho izotopu uhliku je u slunnych list

obecné mensi, nez u list stinnych, protoZe intenzita fotosyntézy u slunnych listi stoupa
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a snizuje tak pomér ci/C; (pomér koncentrace CO, V podpriduchové dutiné ke
koncentraci CO; v okolni atmosféte) (Duursma, Marshall, 2006).

Neda se tedy fict, ze kazda cast listu, ktera se ristem postupné posouva smérem od
baze, se uz dal neméni a nevyviji. Izotopovy signal jiz fixovaného uhliku se bé¢hem
rustu ,,fedi“ signdlem odpovidajicim stavajici atmosfére. Buiky listového meristému se
sice déli a vznikaji nové stale jen u baze, ale po celé délce se list jesté rozsifuje a
prodluzuje a v celém listu neustdle probiha fotosyntéza, pii které se tvoii rozpustné
cukry, které také mohou ovlivnit izotopovy signal listu. Tomu odpovida i fakt, ze
kontrola vykazuje stejné vysledky jako listy, které m¢ly stejnou ozafenost jako kontrola

pouze posledni den.
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7. Zaver

Vysledky pokusu, pii kterém jsem testovala vliv snizené koncentrace oxidu
uhli¢itého v atmosféfe ve dne nebo v noci na vyvoj pruduchtl na listu fefichy seté
naznacuji, ze pokud se koncentrace snizi pouze v noci, hustota pruduchti se mirné
zvysuje. Pokud se koncentrace CO, snizi pouze ve dne, hustota priduchti na listu
Klesne. To je piekvapivé a nové zjisténi vzhledem k pivodni hypotéze, ze o vyvoji
priduchi rozhoduje vyhradné denni vnitini listova koncentrace CO».

Ve druhém pokusu jsem testovala vliv zvySujici se ozatfenosti na vyvoj priduchii na
listu je¢mene setého. Zjistila jsem, Ze pokud se ozarenost méni v rdmci jednoho listu,

nelze tyto podminky zpétné ,,vyCist® zhustoty priduchi na listu, ani z hodnot

diskriminace *C.
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