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1 Uvod a cile prace

Vyvoj listu vSech suchozemskych rostlin je doprovazen vyvojem pridducht. Vysledkem je
pokozka dospélého listu s urcitou Cetnosti vyskytu dvojic specializovanych tzv. svéracich
bunék tvoficich priduch a Cetnosti ostatnich, tzv. dlazdicovych bunck. Vice nez 50 let je
z experimentll zndmo, Ze pocet priilduchil na jednotce plochy listu (hustota priducht) a jejich
velikost je ovliviiovdna koncentraci CO, v atmosféfe okolo listu. Koncem 80-tych let se
navic zjistilo, Ze zminény vztah plati i pro voln¢ v piirod¢ rostouci rostliny a zacal byt
vyuzivan jako alternativni zptsob rekonstrukce paleokoncentrace CO,. Z hlediska fyziologie
funkce priduchli ma ale zminény piistup slabiny. Napf. neni pravdépodobné, Ze by vyvijejici
se list reagoval na vné€j$i atmosférickou koncentraci CO, za situace, kdy jsou listova
primordia ,,izolovdna‘* od volné atmosféry rychle rostoucimi tkdnémi a organy produkujicimi
velké mnozstvi respiratniho CO,. Tuto slabinu odstranilo ptekvapivé zjisténi, Ze signdl o
CO, v atmosféfe se transportuje z dospélych listi do mladych primordii. Latkova podstata
ani mechanismus percepce CO; signdlu ale dosud nejsou zndmy. Nenf{ ani jasnd odpoveéd’ na
otdzku jaky mechanismus se bude uplatnovat pii vyvoji pritduchli na prvnich asimilacnich
orgdnech rostliny, na d€lohach. Pfedchozi experimenty provadéné v laboratoii Skolitele
naznacily, Ze Cetnost a velikost praduchti spiSe neZ na vnéjs$i atmosférické koncentraci CO,
zévisi na koncentraci CO, uvnitf listu: pii stdlé atmosférické koncentraci CO, a proménné
vnitini listové koncentraci byla zachovana CO, zdvislost hustoty priducht. Koncentrace
CO; uvnitf listu se pfitom ménila nejCasteji pomoci zmén v ozafenosti listu v oblasti PAR, a
tedy rychlosti fotosyntetické fixace CO,. Vysledky tedy napovidaly, Ze vyvoj priduchi je
prostifednictvim koncentrace CO, uvniti bunék sprazen s rychlosti fotosyntézy. Protoze se ale
k emisi fotonli v experimentech pouzivaly zdroje s vice-méné spojitym nebo

polychromatickym spektrem, nelze vyloucit ani moznost tucasti nechlorofylovych receptort.



Tuto prici jsem vypracovala jako pokraCovani vySe zminénych experimentii a jejimi

hlavnimi cili bylo:

1. Zjistit zda vyvoj praduchii zavisi spiSe na kvantité svétla (hodnoté ozafenosti), nebo
na svételné kvalité (vlnové délce).

2. Pokud se prokaze vliv kvality svétla (chromati¢nosti) pokusim se rozlisit jeji ucinek
na hustotu priduchti u pravych a déloznich lista.

3. Testovat hypotézu, zZe d€lozni listy, jakoZto prvni asimilacni orgén rostliny, nereaguji
ve vyvoji priduchli na zmény ve vnitini listové koncentraci CO, (Ci) na rozdil od

pravych listi.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Struktura a funkce priuduchi

Kolonizace souSe rostlinami byla provdzena vyvojem novych strategii k ziskani a zadrzeni
vody. Vyvinul se kofenovy a cévni systém. Na povrchu, vzduchu exponovanych orgdnti jako
napt. listli, doSlo k syntéze voskii a vodé-nepropustné kutikuly. Ta neslouzi pouze jako
prevence pied ztrdtou vody, ale také jako bariéra vstupu nejriznéjSich latek a
mikroorganismt z atmosféry (Kerstiens, 1996). SniZeni permeability (tj. propustnosti)
povrchu listd pro vodu ale zdrovein snizilo pfijem oxidu uhli¢itého (CO,) jako substratu pro
fotosyntetickou asimilaci uhliku. K udrZeni rovnovdhy mezi dostateCnym piijmem uhliku z
atmosféry a pfijatelnou ztritou vody do atmosféry pfispél zdsadnim zplsobem vyvoj
praduchti, (angl. stomat). Prosttednictvim priduchti dochazi k vyméné plyna (hlavné oxidu
uhli¢itého, vodni pdry, ¢astecné i kysliku, dalSich sloZek atmosféry a volatilnich produktt
metabolismu) mezi rostlinou a okolni atmosférou. Vstup CO, skrz pruduchy je dileZity pro
fotosyntézu a vystup vodni pary je casto prezentovan jen jako nevyhnutelny doprovodny jev.
Vypar vody z listli (transpirace) s sebou ale piinasi i dvé velice dualezité funkce. Transpirace
umoziuje ochlazovani povrchu listu a vypar ze submikroskopickych interfibrilarnich péra
stén mezofylovych bunék pohdni transpiracni tok, ktery je stéZejni pro distribuci vody a

rozpusténych latek v rostliné (MacAlister & Bergmann, 2007).

Priiduchy se obvykle nachdzeji na spodni (abaxiélni) zastinéné stran¢ listu. U rostlin, které
maji pruduchy pouze na spodni strané listu (tzv. hypostomatické listy) je horni (adaxidlni)
povrch pokryt celistvou kutikulou. U listovych povrchi, které obsahuji stomata, kutikula
pokryva vnéjsi stény epidermalnich bunék, periklindlni stény svéracich bunék, rozsifuje se
doli k ventrdlnim sténdm a lemuje priduchovou a podpriduchovou dutinu (viz. Obr. 1)
(Appleby & Davies, 1983b; Jeffrey, Osborn, & Taylor, 1990; Pesacreta & Hasenstein, 1999;
Waullschleger & Oosterhuis, 1989).
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Obrazek 1: Pfi¢ny fez typickym pruduchem znazornujici polohu svéracich bunék k epidermalnim nebo podplirnym bunkam
a rozdilnou tloustku stén svéracich bunék. Pfevzato a poupraveno z (Colin & Fricker, n.d.).

Za ptiznivych vnéjSich podminek se uskuteciiuje pies pruaduchy 94-99,7 % vymény vSech
plynt (Korner, 1994). Avsak pfi stresu suchem kdyz jsou priduchy uzavieny, pteZiti rostlin
zéavisi na transportnich vlastnostech kutikuly, které ucinné omezuji ztratu vody. Kutikula
rostlinnych druhti adaptovanych na suchd stanovist¢ ma o fdd az dva nizsi propustnost pro
vodu nez kutikula mezofytl z vlh¢ich klimatickych podminek (Schreiber & Riederer, 1996).

Piimad odpovéd’ pruaduchli na vzduSnou vlhkost predpoklddd vyssi propustnost kutikuly

pokryvajici stény svéracich bunék a priduchové dutiny (Appleby & Davies, 1983a, 1983b).

2.2 Zastoupeni priduchi u ruznych skupin rostlin

Priduchy jsou struktury, zndmé z fosilnich nédlezit 400 milionii let starych vyskytujici se
napfic¢ celym systémem suchozemskych rostlin (Edwards, Kerp, & Hass, 1998). Zachovéni
si téchto struktur béhem celého evolu¢niho vyvoje svéd¢i o jejich vyznamnosti. Kromé
jatrovek (Marchantiophyta), které jako jediné pruduchy postrddaji, je muZeme najit u
relativné primitivnich mechtt (Bryophyta) ¢i hlevikl (Anthocerotopsida) az po semenné
rostliny (Spermatophyta). U nekterych skupin rostlin doslo k sekundarni ztrat¢ praduchi u

druhti rostoucich na trvale vlhkych stanovistich ¢i ponofenych ve vodé.
U druhti, které maji praduchy, je nachdzime pouze na epidermdlnich povrsich piimo
vystavenych okolni atmosféfe. Proto je nenachdzime na kofenech, potopenych listech

vodnich rostlin, ani na hlizdch (MacAlister & Bergmann, 2007).



2.3 Anatomie a funkce priuduchi

Nejjednodussi pruduch se skldda z priduchové Stérbiny obklopené dvémi epidermdlnimi
svéracimi bunkami, které reguluji otevirdni a zavirdni péru v zdvislosti na vnéjSich
(environmentdlnich) a vnitinich signdlech, vcetné svétla, koncentrace CO, a fytohormont
(Assmann & Wang, 2001; Kang, Lian, Wang, Huang, & Yang, 2009; Schroeder, Allen,
Hugouvieux, Kwak, & Waner, 2001).

Dospélé svéraci buiikky (SB) jsou odliSené tvarem (ledvinovité, nebo €inkovité) s odliSnym

zesilenim stény (viz. Obr. 2). SB vznikaji délenim matefské svéraci bunky (ang. Guard

Mother Cell, GMC).

Obrazek 2: Schémata ledvinovitych (a) a ¢inkovitych (b) svéracich bun€k s vyzna¢enym zesilenim stén a s pferuSovanymi
¢arami, naznacujicimi orientaci mikrofibril. Sipky poukazuji na smér expanze a pohybu SB pfi oteviran{ priiduchtl. Pfevzato
z (Weyers & Meidner, 1990).

U nckterych rostlin jsou praduchy funkéné spojené s podplrnymi specializovanymi
epidermdlnimi bunkami (Angl. Subsidiary cells), sousedicimi s bunkami svéracimi a
tvoticimi s nimi tzv. praduchovy komplex. Svéraci bunky jsou vysoce specializované, co se
tyCe morfologie a metabolismu. U dvoudé€loZznych rostlin maji ledvinovity tvar a jejich
cytoskelet a bunécné stény jsou polarizované. Organizované paprsky mikrotubulli a

mikrofibril vychdzeji z ventrdlni stény priduchu (tj. obracené smérem ke Stérbing, viz obr.



1). Tato sténa je také signifikantné siln¢j$i a tuzsi neZ sténa dorzalni (tj. obrdcend smérem

k epidermdlni bunice, viz. Obr. 1). Svéraci buiikky nejsou soucasti kontinua symplastu v listu

e, o ee

Tyto strukturni modifikace jsou vyznamné pro funkci SB, jakoZto turgorem fizeného
,ventilu“. Priiduchy se diky tomuto systému mohou otevirat a zavirat a tim aktivn¢ reagovat
na podnéty vngjSiho prostfedi jako je napiiklad svétlo nebo sucho. Dnes se v zdkladnich
rysech znd mechanismus otevirdni a zavirdni praduchii na subbunécné trovni. Svétlo
stimuluje transport protonti ven ze svéracich bunék, coz vyZaduje aktivni adenosin
trifosfatizu (ATPazu). Nové vznikly gradient ndboje pfes membranu stimuluje otevieni
draselnych (K") kandld pro tok K" iontti dovnitt bun&k a vysoké koncentrace K* iontl ve SB
vede k piitoku vody z okolnich epidermdlnich bunc¢k. Vysoky osmoticky tlak vytvofeny
uvnitt SB zapfiCini rozsifeni (expanzi) bunky. JelikoZz je bunéfnd sténa sméfujici do
pruduchové Stérbiny zesilend, dochdzi primarné k expanzi tenci vnéjs$i stény SB, kterd
tvaruje ventrdlni stény do tvaru pilmeésice a tim otevie priduch. Jakmile SB ztrati turgor,
elastické vnitfni stény zaujmou svij ptivodni tvar a praduch se zavie (MacAlister &

Bergmann, 2007).

Podobné jako funkce, i vyvoj priducht v ontogenezi rostliny a listu je komplexni a je
ovlivnén jak environmentdlnimi faktory (kvalita 1 kvantita svétla, koncentrace CO,), tak
geneticky zaloZenymi vyvojovymi programy (Gray et al., 2000; Hetherington & Woodward,
2003; Lake, Quick, Beerling, & Woodward, 2001).

2.4 Rozmisténi pruduchi (angl. stomatal pattern)

Pfestoze nemtzeme u dvoudé€loZznych rostlin stanovit pfesny model rozmisténi priduchi,
muZeme fici, Ze jejich vyskyt neni ndhodny. Nejvice studii na toto téma bylo provdadéno na
modelové rostlin€ Arabidopsis thaliana. Dva blizké praduchy se jen velmi vzacné nachdzeji
v pfimém kontaktu (signifikantné mén¢ Castéji nez by vyzadovalo Cisté ndhodné rozmisténi)
(Larkin, Marks, Nadeau, & Sack, 1997) a namisto toho jsou oddé¢lené alespont jednou
epidermdlni buiikou. Tento model rozmisténi priduchti byl popsin jako ,,pravidlo jedné
vmezetené buiiky*, neboli ,,one cell spacing rule* (Geisler, Nadeau, & Sack, 2000; T. Sachs,
1991). Takové rozmisténi umoznuje, aby co nejmenSi pocet pruduchu zajistil co
nejefektivnéjsi vymenu plyni, tedy aby se pomyslné objemy vzduchu (a izo¢ary koncentraci

vody a CO,) pro sousedici priduchy neptekryvaly (Bird & Gray, 2003).



Priduchy obvykle chybi kolem Zil cévnich svazkl a u nékterych rostlin se nevytvareji ani
nad misty s riznymi specidlnimi butikami mezofylu (J Croxdale, Smith, Yandell, & Johnson,
1992; Larkin et al., 1997; Rasmussen, 1986). Podle price (Serna, Torres-Contreras, &
Fenoll, 2002) se vétSina stomat u Arabidopsis thaliana nachazi nad mistem, kde se setkava
n¢kolik mezofylovych bunék (nad tzv. ,uzlem®) a jen 10 % meristemoidi (bunéénych
primordii budoucich priducht) a 6 % dospélych stomat je umisténo pouze nad jednou
mezofylovou buiikou. AvSak zndmy jsou i mutanti, ktefi maji zminéné pravidlo porusené a

vytvaieji shluky (klastry) praduchii (napi. tmm, sdd, flp; viz. popsdno nize).

2.5 Vyvoj priduchi

Ke vzniku praducht dochdazi ¢asové az po dalSich specializovanych epidermalnich butikach,
jako jsou trichomy (,,chlupy*). SB se vyvijeji podle rezimu ristu organd, ktery je v listech
niZ$ich cévnatych rostlin, nahosemennych rostlin a jednod€loZnych rostlin polarizovany a u

dvoudéloznych rostlin mozaikovy.

Pojmem priiduch nazyvame jeden par svéracich bun¢k a pér mezi nimi, zatimco praduchovy
(stomatalni) komplex zahrnuje 1 epidermalni buniky funkéné spojené s bunikami svéracimi.
Tyto buiiky se nazyvaji buiikami piidatnymi. OdliSuji se od ostatnich epidermélnich (tzv.
dlaZzdicovych) bunék velikosti, tvarem a jsou pravidelné umistény kolem praduchu. Sdileji
mechanickou vazbu s buiikami svéracimi, a jakmile dojde k poskozeni jedné buiiky, dalsi typ
buiiky se rozprostie do nové vzniklého prostoru. K takovému propojeni nedochédzi mezi
epidermélnimi buiikkami, ani epidermalni a pfidatnou bunkou (MacAlister & Bergmann,

2007).

Priduchy vznikaji ve specializované epidermalni vyvojové linii, ve které dochéazi k nékolika
po sobé nasledujicim bunéénym délenim a kazdé mezistiddium prokazuje zmény
v morfologii buiiky a v lokalizaci proteinti (Dong, MacAlister, & Bergmann, 2009; Zhao &
Sack, 1999). Sled bunécnych déleni pti vyvoji priduchu ukazuje schéma na obr. 3, (viz.
nize). Pomoci mechanismu, ktery neni stdle zcela objasnén, se podmnozina protodermalnich
bunék stdva tzv. matefskymi meristemoidnimi bunikami, (ang. meristemoid mother cells,
MMC), které ,,vstupnim‘ asymetrickym délenim vytvafeji malou trojihelnikovitou bunku
nazyvanou meristemoid a vétsi sesterskou buiikku nazyvanou stomatal-lineage ground cell

(SLGC).



SLGC se muze findln¢ diferenciovat v buniku dlazdicovou, neboli pavement cell (PC),
poptipadé se asymetricky délit za vzniku satelitntho meristemoidu umisténého vzdalené od

existujictho primarniho meristemoidu nebo praduchu (Pillitteri & Dong, 2013).

Povaha déleni MMC je zavisla na sousednich bunkéch. Pokud MMC nesousedi s Zzadnym jiz
existujicim stomatem ¢i prekurzorem, plan déleni (tj. urCeni kterd cast bunck se stane
meristemoidem) je vybirdn zcela ndhodné. AvSak pokud MMC té€sné€ sousedi se dvémi ¢i
vice stomaty (nebo jejich prekurzory, tj. meristemoidy nebo matefskou svéraci buiikou,
GMC) dochdzi k inhibici déleni a MMC se nemohou vyvijet stomatdlni vyvojovou cestou
(MacAlister & Bergmann, 2007). Pokud dvé sousedni MMC bunky vytvofi meristemoidy
v bezprostiednim kontaktu, dojde k pozdéjsi oprave, kdy se jeden z meristemoidd prostorove
odd¢li od vychozi vyvojové linie (Geisler et al., 2000; Hara et al., 2009; Hara, Kajita, Torii,
Bergmann, & Kakimoto, 2007; Tsvi Sachs, 1991).

Vsechny meristemoidy (primdrni i satelitni) maji charakter kmenovych bunék. Déleni
meristemoidu je nazyvano tzv. amplifikacnim délenim a muze prob&hnout vice jak Ctyfikrat
po sob¢ (Pillitteri & Dong, 2013). Pocet déleni meristemoidu zavisi jednak na vyvojové
informaci (specifickém orgdnu a véku rostliny, tak na environmentdlnich podnétech;
(MacAlister & Bergmann, 2007). Pti kazdém dé¢leni vznikd jeden meristemoid a zvySuje se,
neboli amplifikuje celkovy pocet SLGC produkovanych jednotlivou vyvojovou linii.
Celkové lze fici, ze asymetrické déleni meristemoidl je zodpovédné za produkci vétSiny
bunék utvarejicich povrch listu. Zhruba polovina dlazdicovych bunc¢k a tii cCtvrtiny
celkového poctu epidermdlnich bun€k maji svlij pivod v meristemoidech (MacAlister &

Bergmann, 2007).

Kone¢nd pireména meristemoidu na matefskou svéraci buiku (GMC) je provazena
vyraznymi zménami tvaru bunék a kapacitou bunééného déleni. GMC je v epidermis
jednoduse rozpoznatelnd svym ovalnym tvarem, odrdzejicim konecny vzhled svéracich
bunck. Matefskd svéraci buitka (GMC) se symetricky rozd€li na dvé bunky, ze kterych se
nakonec vytvafeji diferenciované svéraci buitky SB (angl. guard cells, GC). ProtoZe finalni
dé€leni vedouci k produkci svéracich bun¢k je symetrické, obé dcefinné bunky jsou totoZné
stomatédlniho vyvoje klicovou roli. Rozmisténi stomat v prostoru kontroluje signdlni draha a
mezibunéénd komunikace zajist'ujici vmezeteni alesponl jedné epidermdlni buniky mezi dvé

praduchové bunky (Geisler et al., 2000; Hara et al., 2009, 2007).
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Obrézek 3: Diagram vyvoje pruduchl u Arabidopsis. Protodermalni builky jsou vyznaceny Sede, matei'ské meristemoidni b.
(MMC) oranZove, meristemoid cervené, matetskd svéraci b. (GMC) Zluté a svéraci buiiky (GC) zelené. Pievzato z (Pillitteri
& Dong, 2013).

2.6 Molekularni podstata vyvoje priduchi

Spravné rozmistovani priduchi zajistuje velké mnozZstvi gentl. Rada z nich byla objevena
sledovanim mutantl, které maji nékterou fazi normdlniho vyvoje zablokovanou. Ze zatim
znamych genl mdji nejvétsi vliv na regulaci tvorby pruducha geny: TOO MANY MOUTHS
(TMM), STOMATAL DENSITY AND DISTRIBUTIONI (SSDI), YODA, ERECTA (ER) a
ERECTA-LIKE (ERLI a ERL?2).

Mutace v genu TOO MANY MOUTHS (TMM) zptsobuje u d€loznich i pravych listi narist
hustoty priiduchti a jejich seskupeni do velkych klastrii. Oproti divokému typu dochézi u
mutantnich rostlin asymetrickym délenim k ndhodnému rozmisténi{ satelitnich meristemoida
a buiiky sousedici se dvémi bunami stomatalnimi ¢i prekurzory nejsou inhibovany ke vstupu
do stomatélni vyvojové linie. Findlni stddium stomatdlni vyvojové cesty - pteména z GMC
na svéraci bunky priaduchu — neni ovlivnéna a jsou vytvéareny funkéni parové svéraci bunky

(MacAlister & Bergmann, 2007). Efekt TMM se vSak vyrazné liS§i v zdvislosti na typu



orgdnu. U huseni¢ku maji rostliny s defektem TMM genu v porovndni s divokymi typy vice
meristemoidd na dé€loznich listech, abaxidlni strané kaliSnich listd i na listech v listové
ruzici. Ostatni Casti rostliny (lodyha, adaxidlni epidermis kaliSnich listi a vrchol SeSule)
postradaji priduchy i meristemoidy, pfestoze se u divokych typt rostliny na téchto ¢astech
vyskytuji (Geisler et al., 2000; Larkin et al., 1997). TMM kdéduje receptoru podobny protein
s extracelularni doménou deseti repetic bohatych na leucin (leucine-rich-repeat -LLR) a
transmembranovy region (MacAlister & Bergmann, 2007; Shpak, McAbee, Pillitteri, &
Torii, 2005). Nepfitomnost cytoplasmatické domény u TMM naznacuje, ze uvolnéni signalu
do cytoplasmy a ovlivnéni déleni buné€k zavisi na dcasti minimdln€ jednoho dalsiho proteinu,

se kterym by mohl interagovat.

Nedavné objeveni klastrovani praduchii a defekt nadmérné proliferace u trojitych mutant
erecta (er) a genu erecta-like (erll a erl2) naznacuji, Ze tyto geny mohou hrat vyznamnou
roli jakoZto partnefi pro TMM (Shpak et al., 2005). Tyto proteiny se sklddaji nejen
z extracelularni LRR domény, ale obsahuji navic jeSté cytoplastickou katalytickou
kindzovou doménu. Kombinacemi mutaci TMM a dalSich ¢lenti ER rodiny byla odhalena
komplexni sit’ genetickych interakci. Funkce genu ERECTA neni limitovdna pouze na efekt
rozmisténi priducht, ale ma také velky vliv na rast a vyvoj rostliny a jeji reakci na bioticky
a abioticky stres. Jeho mutanti se projevuji narlistem poctu priduchti ve vSech organech

(Bergmann & Sack, 2007; Shpak et al., 2005).

Dalsi gen podilejici se na rozmisténi praduchii je gen STOMATAL DENSITY AND
DISTRIBUTIONI (SDD1). Mutantni rostliny sdd] taktéZz zapfic¢inuji vstup vétSiho mnozstvi
bunck do stomatdlni vyvojové linie, ale jejich fenotyp neni totoZny s mutanty tmm. sddl
mutanti zvySuji hustotu praduchii ve vSech orgdnech produkujicich praduchy a defekt
v rozmisténi se projevuje primarné jako ,zdvojeni‘ priduchti, nezli shlukovani do velkych
klastrii, jako je pozorovano u mutantli tmm, nebo er, erll ¢i erl2 (MacAlister & Bergmann,

2007).

Asymetrické déleni meristemoidu negativné reguluje kindzova kaskdada MAPKKK a
transkripéni faktor YODA. Fenotyp yoda mutantl je podobny jako u er, erll, erl2 mutantl a
zahrnuje redukci celkové vysky rostliny, zkraceni internodii a zvétSenou produkci svéracich

bunék (Bergmann & Sack, 2007).

Findlni pfeména ve vyvoji pruduchi (tj. konverze z GMC na par funk¢nich svéracich bunék

prostiednictvim symetrického dé€leni) je kontrolovéna trojici transkripénich faktordt. FOUR
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LIPS (FLP), MYB88 a helix loop helix (bHLH). Dva myb-type transkripcni faktory,
kooperativné€ fungujici pii regulaci poctu déleni GMC. U fIp mutantnich rostlin ndsleduji na
rozdil od divokého typu dv¢ déleni, coZ dava vznik praduchu s bunkami navic. Nazev ,four
lips‘ neboli ,Ctyii pysky‘ odkazuje na nejbeznéjsi fenotyp vyskytujici se u téchto mutanti —
stomata obklopené ¢tyfmi ptilehlymi svéracimi buikami. Toto se stdva zhruba u 20 % bunck
(Lai et al., 2005). Tfetim transkripénim faktorem vyZadovanym k preméné GMC na svéraci
buniky je basic helix loop helix (bHLH) obsahujici protein FAMA. Na rozdil od flp nebo
flp;myb88, fama klastry nemaji charakteristiky svéracich bun¢k a nevytvaii por. Pozorovani
uplatnéni a aktivné podporuje bunécnou diferenciaci, stejné tak jako inhibici bunécného

dé€leni (Bergmann, D. C., Lukowitz, W., Somerville, 2004).

Dal$im nedavno objevenym pozitivnim signdlnim faktorem ovliviiujicim vyvoj priducht je
STOMAGEN. Nadmérnd exprese STOMAGEN genu zvysuje pocet pridducht a jeho suprese
jejich pocet naopak snizuje (Kondo et al., 2010; Shimada, Sugano, & Hara-Nishimura,
2011).

2.7 Vliv vnéjsich faktoru na vyvoj priduchi

Experimentalnimi pokusy zaméfenymi na ,,vyvojové geny*, které v epidermis hraji klicovou
roli pfi kontrole bunécné identity a vyvoji déleni, bylo identifikovdino mnoho autonomnich
bunécnych faktori, které jsou potfebné pro vyvoj a rozmisténi priduchi. Nicméné interakce
vngjstho prostiedi a tkdné nachdazejici se pod priduchy (mezofylu), md na findlni hustotu
priduchi (tj. pocet priiduchi na jednotku plochy), jejich rozmisténi a praduchovy index (t;.
pomér poctu praduchti a po¢tu vsech bunék epidermis) taktéz vliv. Tyto signdly pfendSené
mezi tkinémi se mohou projevovat regulaci aktivity gend, jako jsou TMM, YODA, SDDI a
ER genov4 rodina, nebo mohou piimo ovliviiovat mechanismus bunécného cyklu ¢i dalsi
cilové pochody (Obr. 5, viz. nize). Samotné snizeni pruduchové hustoty by mélo za nasledek
pokles priiduchové vodivosti. Tuto veli¢inu vSak kromé vlastni hustoty priiduchti ovliviiuje i
velikost priduchovych pérti. Obecné plati, Ze srostoucim poctem priduchli se jejich
velikost, a tedy i velikost priduchového péru, zmensSuji (Franks & Beerling, 2009; Wagner

et al., 1996).

Paleontologové a ekofyziologové si jiz ddvno povSimli korelace mezi hustotou priiducht a

environmentalnimi parametry jako jsou teplota, ptidni i vzdusna vlhkost, ozafenost (hustota
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toku fotonu fotosynteticky aktivniho zéafeni, PPFD PAR), ¢i koncentrace oxidu uhlicitého

(Obr. 5, viz. nize) (Woodward 1987).

2.7.1 Vliv koncentrace CO, na vyvoj priaduchii

Rostliny ovliviiuji a jsou zédrovenl ovliviiované prosttedim, které je obklopuje. Soucasna
kyslikata atmosféra je vysledkem oxygenni fotosyntézy. Zmény sloZeni atmosféry piindSené
lidskou ¢innosti a vedouci k narGstu koncentrace oxidu uhli¢itého CO, maji vyznamny vliv
na rust rostlin. Fotosyntetickou fixaci CO, se v globdlnim méfitku odc¢erpa pfiblizné 1/7
celkového atmosférického uhliku ro¢n€, zatimco transpiraci se recykluje celkové mnoZstvi
obsahu atmosférické vody kazdych Sest mésicti (Hetherington & Woodward, 2003). Nové
vyzkumy pfichéazeji s detekci pfimého vlivu koncentrace CO, na celosvétové hydrologické
cykly. Pii zvySené koncentraci CO, v atmosféfe dochdzi k ¢astecnému uzavirdni praduchi
(Morison, 1998) a potlaceni transpirace, ¢imZ vice vody ziistdva v ptidé. Konecny piebytek
pudni vlhkosti poté vede ke zvySeni odtoku a tim i zvySeni Cetnosti zdplav (Gedney et al.,

2006).

v s

Priduchy odpovidaji na environmentdlni zmény v kratkodobém méfitku (béhem desitek
vtefin aZ minut) otevienim nebo uzavienim. AvSak pokud trvd zména prostiedi po delsi
casové obdobi (po dobu Zivota rostliny, ¢i mnoha generaci) rostliny jevi schopnost reagovat
na okolni prostiedi (aklimovat a adaptovat se) a upravit pocet a rozmisténi praduchti tak, aby

vyména plyna byla vhodna pro prevladajici environmentdlni podminky.

Studie fosilnich a recentnich rostlin ukazuji silnou korelaci mezi atmosférickou koncentraci
CO; a hustotou praducht (tj. po¢tem praduchti na jednotku plochy listu) - pii zvySeném
mnozstvi CO; se sniZila hustota priduchti a naopak (Woodward, 1987). Amfistomatické
druhy rostlin (tj. s priduchy na spodni i horni stran¢ listu) vykazuji v ambientnich a
zménénych podminkdch vétsi rozdil v hustoté praduchi oproti rostlindm hypostomatickym
(j. s priduchy na spodni stran¢ listu). VIiv na intenzitu reakce ma také zakladni hustota
praduchii. Intenzivnéji reaguji rostliny, které maji pti béZné koncentraci CO, vétsi hustotu
priduchi (Woodward & Kelly, 1995). Vyzkumy provadéné u rostlin s panaSovanymi listy
prokazaly, Ze zvySend koncentrace CO, ovlivituje hustotu priaduchti na pokoZce jak zelenych
tak bilych ¢asti listi. CoZ nepiimo ukazuje na to, Ze regulace poctu priiduchii nesouvisi
s rychlosti fotosyntézy (Beerling & Woodward, 1995). Poole a jeho kolegové pii pokusech
provadénych na olSi (Alnus glutinosa) dospéli k zavéru, Ze jedinci péstovani pfi zvySené
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koncentraci CO,, v porovnani s jedinci za ambientnich podminek, vykazuji zlepSeni
sledovanych ristovych parametrii. Pocet vétvicek na jednotlivych rostlinich se ve
zménénych podminkdch zvysil, ackoliv absolutni listova plocha, pocet listli a celkova vyska
rostlin zGstdva nezménéna. S tvrzenim, Ze zvyseni atmosférické koncentrace CO, podporuje
komplexni rtst rostliny pfisli i jini (McKee, Farage, & Long, 1995). U rostlin péstovanych
pfi vySsi koncentraci CO, v atmosféfe, na rozdil od rostlin rostoucich v ambientnich
podminkach, dochdzi k negativni korelaci mezi hustotou epidermdlnich bunck a
praduchovym indexem. Priikazna je i pozitivni korelace mezi hustotou praduchti a hustotou
epidermélnich bun¢k. Tyto vysledky poukazuji na to, Ze jednim z faktori ovliviujicich
variabilitu priduchového indexu je mira expanze epidermdlnich bunc¢k (Jelinkova Irena,

2011; Poole, Lawson, Weyers, & Raven, 2000).

V poslednich letech se podaftilo identifikovat genetickou slozku vyvoje priiducht reagujici
na zvySenou koncentraci atmosférického CO, (Gray et al., 2000). U pokusnych rostlin
Arabidopsis péstovanych pii dvojndsobné koncentraci CO,, dochazelo k produkci mensiho
poctu praduchii na jednotku plochy, neZ u rostlin péstovanych pii standartni okolni
koncentraci CO, (Lake et al., 2001). Tato odpovéd’ zavisi na aktivité¢ genu HIGH CARBON
DIOXIDE (HIC), kédujici enzym pottebny pro syntézu dlouhého fetézce mastnych kyselin,
které jsou soucasti kutikuly. HIC gen ovliviiuje pocet pruduchti formujicich se na listu, ale
neovliviiuje jejich rozmisténi. U mutantl hic nedochdzi k Zddnym poruchdm v rozmisténi
praduchii, jako napft. tvorbé klastrti (Gray et al., 2000). BohuZel od té doby, kdy bylo toto
prilomové zjisténi publikovédno, se neobjevily dal$i zpravy, které by jej podpoftily nebo

vyvrétily.

Vyvoj priuducht je fizen uz od Casnych fazi vyvoje listu (Donnelly, Bonetta, Tsukaya,
Dengler, & Dengler, 1999; Woodward & Bazzaz, 1988). U mnoha rostlin mladé listy
obklopuji vrcholovy meristém a jsou kryty starSimi listy. Paradoxné¢ tkané¢ kde se priduchy
vyvijeji v reakci na vnéjsi prostredi, nejsou vystaveny pfimému kontaktu s timto prostiedim.
Toto zjisténi vedlo Lake a kolegy k hypotéze, Ze starSi listy slouzi jako environmentalni
senzory k pfenosu signdlu na dlouhou vzdilenost az do novych listii. Tato hypotéza se
ukdzala byt pravdivou pomoci jednoduchého, ale elegantniho experimentu, ve kterém byla
sestrojena komora s vysokou koncentraci CO,, té€sné€ obepinajici pouze jeden list rostliny
Arabidopsis, zatimco zbytek rostliny zustal rst v okolni atmosféte (Lake er al., 2002).
Jakmile byla komora umisténa kolem dospé€lého listu, hustota praduchi nové rasicich listt

byla totozna s listy rostoucimi piimo pti vysoké koncentraci CO, . A opacné vystaveni pouze
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mladych listd vysoké koncentraci CO, m¢lo za nésledek totoZnou stomatdlni hustotu jako u
rostlin rostoucich za béZnych okolnich podminek. DalSi novéjsi studie rozsitily tyto
vysledky na dal$i rody a druhy rostlin véetné topolu (Populus) (Miyazawa, Livingston, &
Turpin, 2006). Vysledky téchto studii ukazuji, Ze vnimani vné&jSich okolnich podminek
dosp€lymi listy a odpovéd na tyto podminky listy mladymi, je univerzdlni. Zatim neni
znamo jaky typ latkového nebo energetického signédlu se z dospélych do mladych listii
predava. Jeden rys, ktery velmi dobfe koreluje s hustotou praduchii u novych listd, je mira
vypafené vody skrz priduchy dospélych listd (Miyazawa et al., 2006), naznacujici, Ze
vytvofeni novych praduchi by mohlo byt spojené s mirou funkéni Gcinnosti starych listd

(MacAlister & Bergmann, 2007).

2.7.2 Vliv ozarenosti na vyvoj priaduchi

ZvysSeni ozarenosti listu (hustoty toku fotonil v oblasti fotosynteticky aktivni radiace 400-
700 nm, PPFD) pozitivné ovliviiuje zmény v poctu pruduchi. Rostliny rostouci pti vysoké
PPFD produkuji vice priducht, nez rostliny pfi nedostate¢ném ozafeni (Schoch, Jacques,
Lecharny, & Sibi, 1984). Vysledkem je nejen narGst hustoty praduchi SD (tj. pocet
priduchi na jednotku plochy listu, napf. mm?), ale obvykle dochazi také ke zvySeni
priduchového indexu SI (tj. poméru poctu priaduchti k celkovému poctu vSech
epidermdlnich bunék, tedy priducht a dlazdicovych bun€k, na jednotce plochy listu:
SI=SD/(SD+PCD) kde PCD je hustota dlazdicovych buné€k). Prestoze mnozstvi svétla
ovliviiuje ,,rozhodnuti* protodermdlni buiiky v jejim osudu, tyto zmény neporusuji pravidlo
vmezeteni alesponl jedné dlazdicovité buniky mezi jednotlivé priiduchy (tzv. one cell spacing

rule) (Casson & Hetherington, 2010).

Rozdilné vinové délky svétla maji kontrastni efekt na hustotu praduchti. Vysokd ozafenost
cervenym svétlem o kratsi vinové délce (red) zvySuje priduchovy index, zatimco ozareni
dlouhovinnym ¢ervenym svétlem (far-red) priduchovy index sniZuje. Rostliny péstované pfi
vys§i ozéfenosti monochromatickym c¢ervenym svétlem (o vlnové délce 665 nm)
prokazovaly, v porovnani s rostlinami rostoucimi pfi nizsi ozafenosti, zvySeny priduchovy
index (Casson et al., 2009). Ozéareni dlouhovlnnym cervenym svétlem (far-red), pfi zapadu
slunce na konci dne, pruduchovy index opét sniZilo (Boccalandro et al., 2009). Skute¢nost,
Ze k této reakci dochdzi ptfi pusobeni Cerveného svétla a dd se vyvratit vlivem far-red,

naznacuje, Ze nutnym fotoreceptorem je fytochrom. Nasledné prace prokazuji, Ze
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dominantnim fotoreceptorem rozhodujicim o osudu epidermdlni buiiky v souvislosti se
svételnou kvalitou je fytochrom B (Casson et al., 2009). Rostliny s absenci phyB za vySsi
intenzity Cerveného svétla neprodukuji vice stomat. Fotoaktivovany fytochrom B je
translokovan z cytoplasmy do jadra, kde muiZe interagovat s fytochromovymi interakénimi
faktory (PIFs), coz je maléd rodina bHLH transkripcnich faktort, hrajicich vyznamnou roli pfi
nckolika svételné ovliviiovanych déjich (Monte, Al-Sady, Leivar, & Quail, 2007). Pif4
mutanti jevili za vys§i fotonové ozarenosti redukci SI, coZ vedlo k mozZnosti, Ze by PIF4
mohl byt zapojeny v regulaci vyvoje pruduchi zavislé na svételnych podminkach (Casson et
al., 2009). Analyzou dvojitého mutanta phyB a pif4, bylo v dalSich vyzkumech potvrzeno, Ze
PIF4 a phyB funguji ve stejné regulacni draze. Zajimavé je, ze PIF4 se ukdzal byt sté€Zejnim
také pfi odpovédi rostliny na zvySenou teplotu, coZ naznaCuje, Ze by mohl byt centrem

odpovédi rostlin na vnéjsi prostiedi (Casson & Hetherington, 2010; Koini et al., 2009).
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Obrazek 4: Environmentdlni kontrola stomatdlniho vyvoje. Pfevzato z (Casson & Hetherington, 2010).

Kromé fytochromu B podporuji vznik praduchti pii velké ozéienosti i receptory modrého
svétla, jako jsou CRYPTOCHROM 1 (CRY1), CRYPTOCHROM 2 (CRY2) a red/far-red
fotoreceptor fytochrom A (phyA) (Kang et al., 2009). Propojeni mezi svételnymi signdly a
vyvojem pruduchii vede ptfes E3 ubiquitin-protein ligdzu a represor svételn¢ zdvislého
vyvoje CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1). COP1 predstavuje hlavni
smér CRY signalizace a copl mutanti jevi, za jakychkoliv svételnych podminek (svétla i
tmy), ndpadnou nadprodukci priduchii a klastrovity fenotyp. Tento fenotyp se silné¢ podoba
yda mutantu, ktery vykazuje ve vyvoji priduchi negativni vliv na COP1(Liu et al., 2008;
Yang, Tang, & Cashmore, 2001) Genetické analyzy naznacuji, ze COP1 se spolu s TMM

podileji na regulaci aktivity YDA. Mechanismus jejich regulace neni doposud znam, ale bylo
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zjisténo, ze YDA MAPK negativné ovliviiuje SPCH (Lampard, Macalister, & D.C., 2008)
tak, Ze se pocet priduchti za riznych svételnych podminek méni. Detailnim sledovanim
Casové Skdly pfi déleni priduchové linie u dalSiho ubiquitin-protein ligdzového mutanta,
CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 10 (COP10), bylo objeveno n¢kolik
klastrovitych fenotypt zptisobenych proliferaci a defekty v prostorovém dé€leni (Delgado,
Ballesteros, Torres-Contreras, Mena, & Fenoll, 2012). Ac¢koliv nebyla zatim objevena zZadna
dal§i draha, vSechny dikazy naznacuji, Ze svételn¢ zdvisld drdha miZe byt dolad’ovdna

dal$imi, které zahrnuji SDD1 (Coupe et al., 2006; Pillitteri & Dong, 2013).
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Obrézek 5: Souhrn hormonaln{ a environmentaln{ signalizace podilejici se na vyvoji praducha.
Jednotliva stidia vyvoje z protodermalni buiiky aZ po bufiky svéraci jsou zakresleny v dolni &dsti obrazku. Sipky naznacuji

pozitivni regulaci, zatimco slepé dsecky regulaci negativni. Experimentdlné potvrzené genetické interakce jsou vyznaceny
plnou ¢érou, spekulované informace jsou naznaceny ¢arou preruSovanou. Prevzato z (Pillitteri & Dong, 2013).

ev s

Jak jiz bylo uvedeno, o vyvinu priduchii na novém listu rozhoduji vnéj$i podminky listu
star$tho, jiz dospé€lého listu. Rozhodujicich je Sest dni pted objevenim se listu (Schoch et al.,
1984). Pti pokusech u rostliny Vigny ¢inské (Vigna sinensis L.) bylo zjiSténo, Ze u rostliny
adaptované na stinné podminky stai, aby byla vystavena vySsi ozafenosti alesponl jeden

z téchto Sesti dnli na to, aby se zvySil pocCet priduchti na ocekdvaném listu. Pfi zastinéni
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dospélych listd tabdku a soucasném vystaveni novych, vyvijejicich se listi vysoké
ozatenosti, byl zjistén 12,7% pokles priduchového indexu oproti kontrole vystavené pouze
vysoké ozaienosti. Naopak zastinéni nové vyvijejicich se listli, jinak intenzivné ozaiené
rostliny, zptisobilo 24,2% néartst praduchového indexu (Thomas, Woodward, & Quick,

2003).

2.8 Signaly

Stomata vnimaji a reaguji na ¢ervené a modré svétlo pomoci chlorofylu a receptoru modrého
svétla, zeaxanthinu (Zeiger & Zhu, 1998). Fytochrom, ktery taktéZ vnima Cervené svétlo a je
zapojen do cirkadidnniho rytmu aktivity praduchi, se vSak netcastni pohybt priiducht jako
takovych. Praduchova vodivost koreluje s fotosynteticky aktivni radiaci (PAR) a asimilaci
z fotosyntézy. Chlorofyl ve svéracich bunkdch sice absorbuje Cervené a modré svétlo,
nicméné k nédslednému otevirani dochdzi pomoci receptoru modrého svétla. Svétlo aktivuje
protonovou pumpu v plasmatické membrané a kaskdda iontovych pohybu zac¢ind. Médium
obklopujici protoplasty svéracich bun¢k, se pod ozdfenim modrym svétlem stava kyselejsi.
DalSi experimenty potvrdili, Ze modré svétlo vytvéii v plasmatické membrané€ svéraci bunky
elektrické proudéni a mira pumpovani protond zavisi na mife modrého svétla. Cervené
svétlo taktéZ stimuluje pumpovani protonii, zablokované inhibitory fotosyntézy, naznacuje,
Ze tuto odpoveéd zprostfedkovava chloroplast. Kromé chlorofylu a zeaxanthinu nejsou

znamy jiné signélni receptory svéracich bunck na svétlo (Croxdale, 2007).

2.9 Kaskada senzorického pienosu modrého svétla vedouci Kk otevieni

praduchu

Excitace zeaxanthinu modrym svétlem zapfiCini fotochemickou reakci, pravdépodobné
izomeraci z trans na cis (Frechilla, Talbott, Bogomolni, & Zeiger, 2000), kterd je prvnim
krokem v kaskddé. Nékolik zatim nezndmych dalSich krokd pfenese tento signdl ptes obal
chloroplastu a aktivuje serin/threoninovou kindzu, ktera fosforyluje C-konec H* ATPazy a
aktivuje enzym (Kinoshita & Shimazaki, 1999). 14-3-3 protein se navdZe na fosforylovanou
H" ATPazu a stabilizuje ji. Délka Cerpani protoni je zévisld na délce fosforylace, kterd je
uréena koncentraci zeaxanthinu ve svéracich bunkach chloroplastu a mnoZstvim

dopadajicich modrych fotoni (Kinoshita & Shimazaki, 1999; Zeiger & Zhu, 1998).
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Cerpanim protonii dochdzi k pifjmu rozpusténych litek a otevieni priduchtl. Defosforylaci

disociuje 14-3-3 protein a deaktivuje se H" ATPéza (Zeiger, 2000).
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3 Material a metody

3.1 Material

Pokusnou rostlinou byla Reficha zahradni (Lepidium sativum L.) z Celedi Brukvovitych

(Brasicaceae).
Tyto konkrétni rostliny jsme zvolili hlavné proto, Ze:
1) na nich byly provddény pfedchozi méfeni (a byly publikovany jejich vysledky),
zname, jak se vyviji jejich priduchy na ,,bilém* svétle.
2) rychle rostou a vyvijeji se tak, Ze Ize béhem 7-21 dnu dosahnout ustdlené hodnoty

hustoty praducht na déloZnich i pravych listech.

3) lze je dobte kultivovat v fizenych podminkach a malych prostorech, které poskytuje

komer¢ni Multi-Cultivator fi. PSI, pfi malych objemech protékajiciho vzduchu.

3.2 Kultivace rostlin

Rostliny jsem péstovala ze semen v laboratofi v fizenych podminkdch v upraveném
kultivatoru (Multi-Cultivator MC 1000, PSI s.r.0., CZ) ur¢eném vyrobcem pro kultivaci fas a
sinic. Rostliny byly péstovany individudlné v osmi oddélenych sklenénych kyvetach
ponofenych ve vodni ldzni sfizenou teplotou (viz Obr. 9) a ventilovanych vzduchem
cerpanym z volné atmosféry mimo budovu. Detaily svételnych, teplotnich a atmosférickych

podminek uvedu pozdéji.

3.2.1 ZaloZeni experimentu

Osm sklenénych kyvet jsem ditkladné vymyla detergentnim piipravkem, poté destilovanou
vodou a nechaly se vysuSit v laboratorni suSarn€ na 3 hodiny pfi teploté¢ 60 °C. Po vysuSeni

byla spodni ¢ast kyvet, ve vzdalenosti 12,8 cm od horniho okraje, oblepena alu-izolepou.

Do kazdé kyvety jsem navazila cca 3 g jemného perlitu, aby ,hladina* perlitu odpovidala

hrang tvofené alu-izolepou. Poté jsem do kazdé kyvety pridala 25 ml Zivného roztoku (0,5 g
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komeréniho KRISTALONU START rozpusténého v l1litru destilované vody) a pomoci

buniCiny peclive zacistila vnitini stény kyvet.

A
12.8 cm
v
% alu-izolepa
\\U/
Obrézek 7: Tercik na
Obrézek 6: Kyveta s naznaCenym umisténim alu- seminka
izolepy

Na zivnou pudu byly polozeny plastové ter¢iky a do tif otvord pro rostliny zasezena po
jednom semena Refichy zahradni (osivo od firmy SEMO a.s.). Teréiky byly ndsledné
zatizeny ,,zadvazim* (v podob& 20 K¢ mince), které bylo po 2 dnech vytaZzeno magnetem.

Zavazi umoznuje kli¢icim sementim ziskat kontakt s perlitem a kotinku vriist do né;.

3.2.2 Svételné, teplotni a atmosférické podminky kultivace

Takto ptipravené kyvety byly vloZzeny do vodni 14zn€ barevného kultivitoru (Multi-
Cultivator MC 1000, PSI s.r.o., CZ) ze zadni strany osazené panelem s LED diodami
emitujicimi fotony, izkého pasu cerveného (A=632 nm) nebo modrého svétla (A=462 nm) o
nastavitelné hustoté toku fotoni (Obr. 8). U vSech kyvet byla nastavena 10-ti hodinova
temnotni perioda (od 20 do 6" hod SEC) s teplotou ldzn& 19 °C a 14-ti hodinové svételna
perioda (od 6% do 20%) s teplotou 1dzn& 24°C. Pfechod ztmy do svétla a naopak byl
skokovy (,,pulzni amplituda“ v terminologii software piistroje). Spektrdlni sloZeni obou typt
svétla je zndzornéno na Obr. 10 AB. U kyvet €. 1, 2, 3, 4 bylo pii svételné fazi emitovano
ervené svétlo s amplitudou 850, 700, 400, 100 (umol-m™>s™). Kyvety &. 5, 6, 7, 8 byly pfi

svételné fézi ozafeny modrym svétlem s amplitudou 100, 300, 500, 700 (umol-m™>s™).

Ke kultivatoru byla pfipojena externi chladici jednotka (AC-90) zajist'ujici cirkulaci chladici

vody. Membrédnové vzduchovd pumpa (KNF Neuberger)cerpala vzduch z volné atmosféry

20



na stfeSe budovy a tim bylo zajiSténo stalé izotopové sloZeni a koncentrace CO; na vstupu
kyvet. U kazdé kyvety byl samostatn¢ regulovan pritok vzduchu kyvetou a pohyboval se

v rozmezi od 50 do 200 ml/min podle staf{ rostlin a ozafenosti.

2 o W S < 8

e e resl tme .y
gl U B8 - ;'“4
e “:u o i.'. knu
2R R R .

DANGER

Obrazek 8: Barevny kultivator (Multi-Cultivator MC 1000, PSI s.r.0., CZ) s pokusnymi rostlinami Lepidium sativum L.
(fotografie Mgr. Martina Drtinovd 2014)

Obrazek 9: Kyveta s pokusnou rostlinou Lepidium sativum L.
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V Cerveném spektru mély LED diody absorpéni maximum kolem 632 nm, zatimco

v modrém kolem 462 nm.
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Obrazek 10: Zméfena absorpéni maxima Cerveného (A) a modrého (B) zafeni emitovaného LED diodami kultivatoru
(Multi-Cultivator MC 1000)

V intervalech 2-3 dnll byla pomoci pfenosného otevieného gazometrického systému LI-6400
(LI-COR, Nebrasca, USA) méfena koncentrace CO, [umol mol'l] ve vstupnim vzduchu

(spole¢ném pro vSech osm kyvet) a ve vzduchu proudicim z kazdé jednotlivé kyvety.
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Po tydnu od zaloZeni jsem vyjednotila rostliny (v kazdé kyveté jsem nechala pouze jednu
nejvitdlngjsi rostlinu). V pribéhu pokusu jsem prubézné do vsSech kyvet dopipetovdvala
destilovanou vodu tak, aby se hmotnost kyvet neménila a aby rostliny netrpély suchem.
Mnozstvi pfiddvané vody jsem zaznamendvala. Pokusné rostliny byly takto péstovany po
dobu 21 dnti a cely pokus byl opakovan 3x (v terminech 6.11.2013-27.11.2013; 29.11.2013-
20.12.2013 a 24.1.2014-14.2.2014).

3.3 Odbér a nasledné vyhodnoceni otisku priuduchu

3-tydenni pokusné rostliny jsem vyjmula zkyvet. Kofenovy systém rostlin peclivé
proplachla v destilované vodé¢, zbavila vSech ¢asti perlitu a pfipravila k dalsi analyze. Od
kazdé rostliny jsem odebrala vZdy jeden déloZni a jeden prvni pravy list, slouZici k sejmuti
otiski. JelikoZ Lepidium patii mezi amfistomatické druhy rostlin (s pruduchy na abaxidlni i

adaxidln{ strané listu), byly odebrany otisky vZdy z horni i spodnf strany listu.

Cerstvé odebrané listy jsem pfipevnila na list papiru pomoci oboustranné lepici pasky tak,
aby od kazdého typu listu (d€lozni, pravé), byla polovina pfilepena rubem a druhd polovina
licem. Na povrch listu jsem nanesla kapku komercéniho bezbarvého laku na nehty (Rimmel
London-Lycra, UK) a jednim smérem rozetiela StéteCkem. Po zaschnuti (fddové nékolik
minut), se lak pomoci prihledné péasky opatrné prenesl na podloZni sklicko. Takto
piipravené otisky jsou stdlé a lze je prohlizet v mikroskopu i po delsi dobé. Pii pozorovani
v mikroskopu je moZzné vidét povrchové nerovnosti listu otiSténé do laku, jako obrysy

epidermélnich bunék, priduchii, popiipad¢ trichomi apod.

Z kazdé strany listu jsem pod mikroskopem (Olympus BX61, Japan) s piipojenym
digitdlnim zrcadlovym fotoaparatem (Canon EOS 1000D, Japan) poftidila 10 fotografii
ruznych ¢asti listu, pii zvétSeni 50x. V téchto polich jsem pomoci volné dostupného
programu ImageJ, pocitala priduchy a epidermdlni bunky. Jejich poéty jsem ndsledné
vyhodnotila v programu Microsoft Excel 2007 (Microsoft, USA) a primérnou hodnotu

prepocitdna na Imm?.

3.4 Analyza stabilnich izotopi uhliku

Po odebrani otisk listii jsem pomoci analytickych vah (KERN 770-14) stanovila hmotnost

vSech pokusnych rostlin. Do pfedem zvadZenych a oznaenych mikrozkumavek, byly zvIast
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separovany koteny, délozni a pravé listy jednotlivych rostlin, rostoucich za rizné svételné
intenzity. Vzorky byly vlozeny do laboratorni suSarny a suSeny po dobu 48 hodin pfi teploté

80°C.

Po usuSeni ndsledovalo opétovné zvdzeni pro vypocet obsahu suSiny. Do kazdé
mikrozkumavky jsem pfidala 2 nerezové kulicky, peclivé ociSténé v 70% etanolu, aby se
pfedchédzelo kontaminaci. Takto pfipravené mikrozkumavky se vzorky a kulickami byly
vlozeny do kulového mlynku (Retch, MM 200, DE) a homogenizovany (pii frekvenci
tfepani 30 ot.s™' po dobu 1min 30s). Do cinovych kapsli 8x5mm (SerCon, UK) byla zabalena
navazka v rozmezi 0,200-0,300 mg vzorku (na vahach Mettler Toledo MT 5, d=1 pg).

Vlastni analyza byla provddéna na izotopovém pomérovém hmotnostnim spektrometru
Delta®" plus (Finnigan, DE) spojeném s jednotkou ConFlolll (Finnigan, DE) zaji§tujici
kontinudlni tok nosného plynu (helium) Ccistoty 4.6. V prvkovém analyzdtoru Vario
MicroCube (Elementar Analysen systeme, DE) byly vzorky spalovany na CO, pfi teploté
950°C. Jako pracovni standard byla pfi analyze pouzita sachar6za (IAEA-CH-6)
(International Atomic Energy Agency, A), kterd byla méfena vzdy pied a po sérii deseti
vzorki. Obsah izotopti uhliku byl vyjadien pomoci jejich poméru ve vzorku
RVZOREK:13C:12C a nasledn¢ jako hodnoty diskriminace BC vztazené k mezindrodnimu

standardu VPDB (Vienna PeeDee Belemnite).

8"C=(Ryzorex/Rstanparp-1)- 1000[]

Vypocet vniti'ni listové koncentrace CO,

Pro stanoveni vnitini listové koncentrace CO, (Ci) jsme pouzili o listové suSiny.
Diskriminace '*C b&hem fotosyntetické fixace CO,. A, se d4 vyjadiit vztahem (Farquhar,

Ehleringer, & Hubick, 1989):

Ci
A=a+(b—a)-a

Kde a a b jsou konstanty, pfiCemZz a=4.4 %o a b=27 %o. A Ca je ambientni listova

koncentrace CO,.

24



Statistické vyhodnoceni

V barevném kultivatoru (Multi-Cultivator MC 1000) bylo, za ozafenosti cervenym (A=632
nm) a modrym svétlem (A=462 nm), po dobu 21 dntl, p&stovano 8 rostlin Refichy zahradni
(Lepidium sativum L.). V &erveném svétle byly amplitudy 850, 700, 400, 100 (umol-m™s™),
v modrém pak 100, 300, 500, 700 (pmol-m’z-s'l). Pokus byl takto opakovan tfikrat, data byla

nasledné zpracovdna a statisticky vyhodnocena v programu Microsoft Excel 2007.
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4 Vysledky

4.1 Charakteristika rastu a alokace asimilata

4.1.1 Zavislost produkce suché hmoty na ozarenosti

V experimentu byl zkoumén vliv rozdilné svételné kvantity (ozéarenosti) a kvality (Cervené a
modré svétlo) na mnoZstvi suSiny. Kyvety 1, 2, 3, 4 byly ozafovany zdrojem cerveného
svétla s maximem 632 nm a hustoty toku fotoni (PPED) 850, 700, 400, 100 (umol m™ s™).
Zatimco kyvety 5, 6, 7, 8 byly ozatoviny svétlem modrym s maximem emise kolem 462 nm
a PPFD 100, 300, 500, 700 (umol m> s'l). ZvIast byla analyzovédna susina nadzemni ¢ésti
rostliny, obsahujici veskerou nadzemni biomasu vcetné dé€loznich listi (viz. Obr. 11A) a

zv1ast susina kofent (viz. Obr. 11B). Vysledky jsou primérem tfech nezdvislych méteni.
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Obrazek 11: Mnozstvi susiny nadzemni ¢ésti rostliny (A) a kofenti (B) v zdvislosti na rozdilné ozatrenosti ervenym a
modrym svétlem. Je uveden primér ze tiech méfeni a standartni chyba. Inverzni orientace ozafenosti ervenym a modrym
svétlem na horizontalni ose je zvolena ve shod€ s prostorovym rozmisténim kyvet v kultivatoru.

Vysledky uvedené v Obr. 11 A,B naznacuji, Ze se vzristajici ozdfenosti, jak ¢ervenym, tak

modrym svétlem, stoupd mnoZstvi rostlinné biomasy. A to jak v pfipad€ nadzemni rostlinné

&ésti, tak kofend. Signifikantng vyznamny je rozdil mezi nejniZsi ozafenosti 100 umol m~s™
. Ceeve oy PR c ¥ 2 - <

v porovnani s druhou nejnizsi ozafenosti na ¢erveném svétle 400 umol m™ s~ a na svétle

modrém s 300 umol m™ s™. Zd4 se, Ze ozédfenost vyrazn&ji ovliviiuje biomasu kofent, neZ

nadzemnich rostlinnych &sti. U vyssich ozéafenosti nez 400 pmol m™ s na &erveném a 300

2 -l ‘ “ . o o x
(umol m™ s™') na modrém svétle nedochdzelo k pritkazné zméné.
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4.1.2 Zavislost poméru hmotnost koren/pryt na ozaienosti

V nésledujicim grafu (Obr. 12) je vynesen pomé&r hmotnosti kofenli k nadzemni ¢4sti rostliny
(root/shoot ratio) v zdvislosti na svételné kvantité a kvalité. Vysledky jsou primérem tfech

nezdvislych méfeni.
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Obrazek 12: Pomér hmotnosti kofentl a nadzemni ¢asti rostliny (root/shoot ratio) v zavislosti na rozdilné ozafenosti
cervenym a modrym svétlem. Je uveden prumer ze tfech méfeni a standartni chyba. Inverzni orientace hodnot ozéfenosti v
grafu podle barvy svétla je zvolena proto, aby ukazovala rozmistén{ kyvet v kultivéatoru.

Z grafu reprezentujiciho pomér kofenti k nadzemni biomase (Obr. 12) je patrné, Ze rostliny
pFi nejniZ3i ozafenosti 100 pmol m™ s™ relativng vice investuji do tvorby nadzemnich &sti

neZ kofent. Plati to jak pro ¢ervené tak i modré svétlo.

4.1.3 Zavislost transpira¢niho poméru (spotiebovana voda/vyprodukovana

susina) na ozaienosti

V grafu na Obr. 13 je zndzornéno mnoZstvi spotfebované vody béhem celého ristu jedince
na mg vytvoiené suSiny v zdvislosti na kvantité a kvalit¢ dopadajici fotosynteticky aktivni

radiace. Vysledky jsou primérem tiech nezdvislych méfeni.
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Obrazek 13: Mnozstvi spotfebované vody v g v poméru k vyprodukované susiné v mg (g H,O/mg suSiny) v zdvislosti na
rozdilné ozéfenosti cervenym nebo modrym svétlem. Je uveden primér ze tfech méfeni a standartni chyba.

Nejvice spotfebované vody na mg susiny jevili (aZ na vyjimku nejvyssi ozaifenosti modrym
svétlem pti 700 (umol m?s™)) jedinci, rostouci za nejniZsi ozafenosti. Rostliny, rostouci pfi
nejvyssi ozafenosti modrym svétlem s amplitudou 700 (umol m?sh, vykazovaly témét ve

vSech piipadech rozdilnou zavislost, nez byl celkovy trend.

4.2 Zavislost SD, PCD a SI pravych listli na ozarenosti

4.2.1 Vliv ozarenosti na SD a PCD

Obr. 14,15 AB ukazuji zdvislost hustoty praduchti (SD) a hustoty dlaZzdicovych
epidermalnich bun¢k (PCD) pravych listi na fotosynteticky aktivni radiaci PAR v ¢ervené a
modré (Obr. 14A) oblasti spektra. Pro porovnani jsem zafadila i vysledky ziskané
z obdobnych pokust, kde zdrojem fotonti byly LED emitujici ,,bilé* svétlo (Obr. 14B,
detaily v Santricek et al. 2014). Na (Obr. 14 AB) je zndzornéna abaxidlni, neboli spodni

strana listu a na (Obr. 15 AB) adaxidlni, neboli horni.
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Obrizek 14: Vliv ozdienosti (PPFD, phytosynthetic photon flux density, pmol m™ s™') na hustotu priduchi (SD, stomatal
density v mm™) a hustotu dlaZdicovych epidermdlnich bun&k (PCD, pavement cells density v mm™) za ozéfenosti ervenym
(R) a modrym (B) svétlem (A) a bilym (W) svétlem (B) na ABAXIALNI strand pravych listd. U barevného svétla je uveden
prumér ze tfech méfeni, u bilého primér ze sedmi.
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Obrizek 15: Vliv ozdienosti (PPFD, phytosynthetic photon flux density, pumol m? s™') na hustotu priduchii (SD, stomatal
density v mm™) a hustotu dlaZdicovych epidermdlnich bungk (PCD, pavement cells density v mm™) za ozafenosti ervenym
(R) a modrym (B) svétlem (A) a bilym (W) svétlem (B) na ADAXIALNT strang pravych listd. U barevného svétla je
uveden prumér ze tfech méfeni, u bilého primér ze sedmi.

praduchii (SD) a dlazdicovych epidermalnich bunék (PCD). Tato zavislost je zfetelnéjsi na
ABAXIALNI strang listu, nez na strané ADAXIALNi, coZ naznacuje, Ze mechanismus fidici

vyvoj praduchi je na ABAXIALNI strang listu.

Celkovy pocet bun¢k (priduchovych i dlazdicovych) je na jednotku plochy listu vétsi na

vvvvv

"Bilé" svétlo ma na zmény hustoty pruduchii (SD) s ozéatenosti kvalitativné podobny vliv

jako "monochromaticka" svétla.
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4.2.2 Vliv ozarenosti na SI u pravych listi

V nasledujicich grafech (Obr. 16,17 AB) je vynesena zdvislost priduchového indexu (angl.

Stomatal index (SI)) na ozéienosti PAR ¢ervenym, modrym (Obr. 16,17A) a bilym svétlem

(Obr. 16,17B) u pravych listd. K porovnani sbilym svétlem byly pouZity vysledky

z (Santracek et al., 2014). Na (Obr. 16 AB) je zndzornéna abaxidlni, neboli spodni strana

listu a na (Obr. 17 AB) adaxialni, neboli horni.
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Obrizek 16: Zavislost praduchového indexu (SI, %) na ozéfenosti (PPFD, phytosynthetic photon flux density, pmol m?s™)

za ozéfenosti Gervenym a modrym svétlem (A) a bilym svétlem (B) na ABAXIALNI strané pravych listil. U barevného

svétla je uveden primeér ze tfech méfenti, u bilého primér ze sedmi.
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Obrazek 17: Zavislost praduchového indexu (SI, %) na ozafenosti (PPFD, phytosynthetic photon flux density, pmol m?s™t)
za ozatenosti ¢ervenym a modrym svétlem (A) a bilym svétlem (B) na ADAXIALNI strané pravych listd. U barevného
svétla je uveden primeér ze tfech méfenti, u bilého primér ze sedmi.

Z grafii vyplyvd, Ze priduchovy index (SI) na Cerveném svétle roste, zatimco zdvislost

Vv

priduchového indexu na modrém svétle je nejasnd, ¢i dokonce s vyssi fotosynteticky aktivni

radiaci klesa.
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4.3 Zavislost SD, PCD a SI délohy na ozarenosti

4.3.1 Vliv ozarenosti na SD a PCD u déloh

U nésledujicich grafti (Obr. 18,19 AB) je stejné jako u graft predchozich zanesen vliv PAR

na SD a PCD pod ¢ervenym a modrym osvétlenim (Obr. 18A) a osvétlenim bilym (Obr.

18B), tentokrat u déloh. Na Obr. 18 AB je zndzornéna abaxidlni, neboli spodni strana listu a

na Obr. 19 AB adaxialni, neboli horni.
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Obrizek 18: Vliv ozdienosti (PPFD, phytosynthetic photon flux density, pmol m™ s™') na hustotu praduchii (SD, stomatal
density v mm™) a hustotu dlaZdicovych epidermdlnich bungk (PCD, pavement cells density v mm™) za ozafenosti ervenym
(R) a modrym (B) svétlem (A) a bilym (W) svétlem (B) na ABAXIALNI stran déloh. U bilého svétla je uveden prumér ze
sedmi opakovani, u barevného svétla je pocet opakovan{ variabiln{ (1-3).
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Obrézek 19: Vliv ozétenosti (PPFD, phytosynthetic photon flux density, pmol m™ s™') na hustotu priduchi (SD, stomatal
density v mm™) a hustotu dlaZdicovych epidermdlnich bun&k (PCD, pavement cells density v mm™) za ozéfenosti Gervenym
(R) a modrym (B) svétlem (A) a bilym (W) svétlem (B) na ADAXIALNT strang déloh. U bilého svétla je uveden prumér ze

sedmi opakovani, u barevného svétla je pocet opakovani variabiln{ (1-3).

Pro maly pocet opakovani (n=1-3) nemlizeme o vlivu barevného svétla na délohy
interpretovat Zadny spolehlivy zavér. Nicméné nezd4 se, Ze by hustota priducht a hustota
dlaZzdicovych epidermélnich bunck, v ¢erveném a modrém svétle, vykazovaly néjakou

systematickou zdvislost na ozaienosti. Obdobné vysledky jevi délohy na svétle bilém.

35



Hustota dlaZdicovych epidermalnich bunék na ADAXIALNI strang déloh byla v obou

monochromatickych svétlech asi 0 50% vy3§i nez na ADAXIALNI strané ve svétle bilém.

4.3.2 Vliv ozarenosti na SI déloh

Obrazek 20 a 21 ukazuje zavislost SI na PAR pod monochromatickym osvétlenim (Obr.
20,21A) a osvétlenim bilém (Obr. 20,21B), u déloh. Na Obr. 20AB je zndzornéna abaxialni

strana listu a na Obr. 21 AB adaxialni.
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Obrézek 20: Zavislost priaduchového indexu (SI, %) na ozétenosti (PPFD, phytosynthetic photon flux density, pmol m? s™)
za ozéfenosti Cervenym a modrym svétlem (A) a bilym svétlem (B) na ABAXIALNI strané déloh. U barevného svétla je
uveden pramér ze tfech méfenti, u bilého primér ze sedmi.
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Obrézek 21: Zavislost praduchového indexu (SI, %) na ozétenosti (PPFD, phytosynthetic photon flux density, pmol m™ s™)
za ozdfenosti ¢ervenym a modrym svétlem (A) a bilym svétlem (B) na ADAXIALNI strané pravych listi. U barevného

svétla je uveden prumér ze tfech méfenti, u bilého primér ze sedmi.

Stejné jako pro SD a PCD nelze, u dé€loZnich listli za monochromatického svétla, pro pfilis
velky rozptyl hodnot a maly pocet opakovani (n=1-3) stanovit, jakykoliv spolehlivy zav¢r,

potvrzujici zavislost priduchového indexu SI na mnoZstvi fotosynteticky aktivni radiace.
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4.4 Zavislost SD, PCD a SI pravych listii na koncentraci CO, uvnitf listu
(C1)

V grafech na obr. 22,23 AB jsou vyneseny zdvislosti hustoty praduchli a hustoty
dlaZzdicovych epidermélnich bun¢k pravych listii rostlin péstovanych v ¢erveném, modrém
(Obr. 22A) a bilém svétle (Obr. 22B) na koncentraci CO, v interceluldrnich vzduSnych
prostorech (Ci) pocitané z izotopového sloZeni suSiny listd. V grafech na Obr. 23AB pak
zavislost priaduchového indexu na Ci ¢ervenym, modrym (Obr. 23A) a bilym svétlem (Obr.
23B). U vsech grafti (Obr. 22,23 AB) jsou vyneseny hodnoty SD a PCD jako soucty z obou

stran (abaxidlni + adaxidlni) pravych listt.
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4.4.1 Vliv vniti'ni koncentrace Ci na SD a PCD u pravych lista
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Obrézek 22: Zavislost hustoty priducht (SD, stomatal density) a hustoty dlazdicovych epidermélnich bun¢k (PCD,

pavement cells density) na vnitini listové koncentraci CO, (Ci) zji§téné vypoétem z izotopového poméru *C/'*C v susing

rostlin péstovanych na Cerveném, modrém svétle (A) a bilém svétlem (B). U obou grafti (AB) jsou vynesena data jako
soucet ABAXIALNI+ADAXIALNI strany pravych listii. U bilého svétla je uveden primér ze sedmi opakovéni, u

barevného svétla je primeér ze tfech opakovani.
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4.4.2 Utinek koncentrace Ci na SI pravych lista
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Obrézek 23: Zavislost priduchového indexu (SI, %) na vnitin{ listové koncentraci CO, (Ci) zjisténé vypoctem
z izotopového poméru *C/">C v susing rostlin p&stovanych na cerveném, modrém svétle (A) a bilém svétlem (B). V grafech
jsou vyneseny hodnoty dohromady z ABAXTALNI+ADAXIALNI strany pravych listd. U bilého svétla je uveden primér
ze sedmi opakovani, u barevného svétla je primér ze tfech opakovani.

Vysledky naznacuji negativni regresni zdvislost mezi hustotou praduchi a vnitini listovou
koncentraci CO,, obdobné¢ jako mezi priduchovym indexem a vnitini listovou koncentraci u
rostlin péstovanych v ¢erveném svétle., Podobnd zdvislost byla nalezena dfive pro bilé svétlo
(viz. Obr. 22B,23B). Tato zdvislost je konsistentni spiSe s reakci na cervené svétlo, nez na

modré.
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Hustota priduchti SD i priduchovy index SI se u pravych listll, v zdvislosti na vzrlstajici
vnitini listové koncentraci Ci, pfi Cerveném svétle sniZuji, zatimco pii modrém se zvySuji
(viz. Obr. 22A,23A). V modrém svétle Cetnost pruducht ani epidermalnich bunék s klesajici

vnitini listovou koncentraci Ci nestoupd, ale naopak ma tendenci klesat.

Priduchovy index SI se pfi modrém svétle v zdvislosti na vnitini listové koncentraci Ci

neméni.
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5 Diskuze

NP

M4 price by méla navazovat na predchozi studie (Santrtigek et al., 2014) a rozsifit dosavadni
poznani rustu listu a vyvoje pruduchi na ,bilém* svétle o svétla barevna,

,monochromaticka“, emitujici proud fotonii v izkém pasu cerveného nebo modrého svétla.

5.1 Charakterizace rustu rostlin na monochromatickém svétle

Vysledky mého experimentu potvrzuji oCekavani, ze se vzrustajici ozarenosti listh PAR
stoupd i mnoZstvi (podzemni i1 nadzemni) rostlinné biomasy. Nejsignifikantnéji se projevuje
rozdil mezi nejnizsi a naslednou vySssi ozérenosti, v piipad¢ cerveného svétla mezi 100 a 400
umol m? s a v piipadé svétla modrého mezi 100 a 300 umol m™ s™'. Rostliny rostouci za
nejnizsi ozarenosti jevily vyrazn¢ snizenou fitness (méfeno kumulaci suché hmoty na jednu
rostlinu). Rozdil mezi ozfenosti 400 umol m? s v &erveném a 300 umol m™? s™' ve svétle
modrém, oproti ozdfenostem vysSim se nezdal byt pro rust rostlin (tj. celkovou kumulaci
biomasy za 21 dnia) signifikantné¢ vyznamny. Fotony cerveného svétla byly pro tvorbu
rostlinné biomasy vyuZzity efektivnéji, protoze stejnd hustota toku dopadajicich fotont
v ¢ervené oblasti vedla k vét§i kumulaci biomasy neZz v oblasti modré (Obr. 11AB), coz
podporuje 1 mnoho dalSich publikaci (Ponton, Dupouey, Bréda, & Dreyer, 2002;
Samuolien¢, Brazaityté, & Urbonaviciiité, 2010). Nicméné nachézeji se i prace podporujici
naopak vysledky opacné (Muneer, Kim, Park, & Lee, 2014). Ze sledovaného poméru suché
hmoty kofenti ku nadzemni rostlinné biomase vyplyvd, Ze rostliny v ¢erveném i modrém
svétle pii nizké ozarenosti investovaly vice asimilovaného uhliku do rdstu nadzemni ¢asti,
nez kotend. Preferencni alokace uhliku do lista je typicka pro rostliny vystavené zastinéni

(Cruz, 1997; Naidu & Delucia, 1997).

Co se tyce spotfeby H,O na mg suSiny, nejvétsi hodnoty vykazovali (aZ na vyjimku nejvyssi
ozdfenosti modrym svétlem pii 700 umol m™ s™' jedinci rostouci za nejniZii ozatenosti 100
umol m™ s™'. To naznaduje, 7e pii nedostatku zafivé energie, a to jak na Gerveném, tak
modrém svétle, na jednotku suSiny rostlina spotiebuje vyssi mnozstvi vody (viz Obr. 13).
Ucinnost vyuZiti vody rostlinou (WUE=1/transpiraéni pomér) byla tedy pii malé ozafenosti

niZs$i nez pii vysoké ozdrenosti, coz mimo jiné ukazuje na to, Ze rostliny byly dostate¢né

zasobené vodou ale limitujici pro jejich rlst byla zafiva energie. V literatufe je moZno nalézt
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fadu méteni hodnot WUE pro kontrastni ozdtenost a dostupnost pudni vody, které tuto

zévislost potvrzuji (Ponton et al., 2002).

5.2 Charakteristiky vyvoje priduchi na pravych listech a délohach pri

péstovani v monochromatickém svétle: 1. efekt ozarenosti

Naméiené vysledky potvrzuji diive zjiStovany korela¢ni vztah mezi hustotou priducht (SD)
nebo hustotou dlazdicovych epidermdlnich bun¢k (PCD) a ozéfenosti pravych listl (Lake et
al., 2001; Schoch et al., 1984; Ticha, 1982). Tento efekt ozarenosti na vyvoj bunék epidermis
byl v mych métenich patrny hlavné pti kultivaci rostlin v ¢erveném, méné pak v modrém
svétle (viz obr. 14A). Srovnani s pfedchozimi méfenimi fefichy v ,,bilém* svétle (gantrﬁéek
et al. 2014) naznacuje, Ze bilé svétlo ma na zmény hustoty praduchti s ozafenosti podobny
vliv jako cervené svétlo: s rostouci ozarenosti rostl také pocCet bun€k na jednotce plochy
epidermis, buiiky epidermis (pruduchy i dlazdicové buiiky) se stdvaly mensSi a Cetnéjsi.
Vysledky ziskané na modrém svétle byly podobné pro dlazdicové buiiky ale nejednoznacné
pro pruduchy (viz obr. 14A). Vyraznéjsi zavislost SD a PCD na ozafenosti se projevila na
spodni (abaxidlni) stran¢ listu, z ¢ehoz vyplyva, Ze spodni epidermis pravych listi reaguje na
fotosynteticky aktivni radiaci citlivéji nez horni epidermis. Hustota praduchi u ¢erveného i
modrého svétla ve vSech piipadech koreluje s hustotou dlazdicovych epidermdlnich bungk,
tak jako to bylo prokazano v jinych pracich (Poole et al., 2000).

Z vysledkl vyplyva, Ze celkovy pocet bunck (praducht i dlazdicovych) na jednotku plochy
pravého listu (je s vyjimkou nejnizsi ozaienosti) vétsi na ¢erveném, nezZ na modrém svétle.
S ozétenosti ¢ervenym svétlem priidduchovy index (SI) roste (podobné jako v bilém svétle),

zatimco na svétle modrém je zavislost nejasnd, €i jevi zndmky negativni korelace.

Pro d€lohy mohu obtizné vyvodit jakykoliv zavér, jelikoZ jsou vysledky zatiZeny malym
poctem opakovani (n=1-3), zptsobenym technickou naro¢nosti odbéri otiski. Nicméné
nezda se, Ze by hustota pruduchu a dlazdicovych epidermdlnich bun¢k vykazovaly néjakou
systematickou zavislost na ozafenosti. Obdobny trend byl opét prokdzan pii ozafenosti
,bilym* svétlem (gantrﬁéek et al., 2014). Pozoruhodné je, Ze hustota dlazdicovych bunék
byla na adaxidlni stran¢ déloh v obou ,,monochromatickych* svétlech asi o 50% vyssi nez na

adaxialni strané ve svétle ,,bilém*.
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Obdobné jako u SD a PCD nemohu u zdvislosti priduchového indexu déloh na ozéafenosti
stanovit jakykoli spolehlivy zavér, jelikoZ je rozptyl hodnot piili§ velky (maly pocet

opakovani, n=1-3).

5.3 Charakteristiky vyvoje pruduchii na pravych listech a délohach pri
péstovani v monochromatickém svétle: 2. efekt koncentrace CO,

uvnitr listu

Vysledky mého experimentu naznacuji, Ze negativni zavislost mezi hustotou praduchii SD i
dlazdicovych buné€k PCD a vnitini listovou koncentraci CO, (Ci), stejné tak jako mezi
priduchovym indexem SI a Ci, nalezené diive pro ,,bilé* svétlo, odpovidaji u pravych listii
spiSe reakci na Cervené nez na modré svétlo. Hustota priiduchovych buné€k i dlaZzdicovych
epidermdlnich bunc¢k se vzristajici koncentraci CO, v mezibunéCnych prostorech a v
chloroplastech klesd v cerveném i bilém svétle, zatimco v modrém svétle se zvySuje. Tedy
odpovéd’ na modré svétlo jevi opacny trend, nez odpovéd na svétlo Cervené, nebo ,,bilé".
Stejné tak priduchovy index, ktery pii zvySujici se vnitini koncentraci Ci v Cerveném i
,,bilém* svétle klesa, zustava v modrém svétle konstantni. Pfitom citlivost SD a PCD na
zmény Cj je podstatn€ vyssi v bilém nez v ¢erveném svétle. Coz by mohlo naznaCovat, Ze pfi
vyvoji epidermdlnich bunck v zavislosti na Cj budou hrat vyznamngjsi roli fotoreceptory
¢erveného svétla, nezZ modrého. Z ptedchoziho Ize také vyvodit, Ze uc¢inek C; na SD a PCD
v bilém svétle neni souctem obou uUc¢inkli v monochromatickych svétlech. Tento zavér je
pozoruhodny protoZze emisni spektrum zdroje bilého svétla ma bimodalni rozdé¢leni
s maximy v podobnych oblastech jako pouzité Cervené a modré LED zdroje. Pro srovnani

prikladam jesté graf bilého spektra LED zdroje s maximy v 458 nm a 549 nm (Obr. 24).
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Obrazek 24: Zméfend absorpéni maxima bilého zafeni emitovaného LED diodami kultivatoru (Multi-Cultivator MC 1000)
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6 Zavér

Z vysledki pokust, které jsem provadéla na rostlindch fefichy zahradni (Lepidium sativum
L.) vyplyva, Ze vyvoj pruduchl zdvisi nejen na svételné kvantité, vyjddfené mnozstvim
fotosynteticky aktivni radiace dopadajici na list, ale i jeho kvalité, neboli vinové délce. Se
zvySujici se ozafenosti rostla u pravych listii jak hustota priiduchii (SD), tak dlaZzdicovych
bun¢k (PCD). Pfi ristu rostlin v ¢erveném svétle dochdzelo, oproti svétlu modrému (s
vyjimkou nejniZ$i ozéfenosti), k tvorbé vétSitho celkového poctu bunék (praducha i
dlaZzdicovych) na jednotku plochy pravého listu. Se zvySujici se ozafenosti Cervenym
svétlem, na rozdil od svétla modrého, rostl i priduchovy index, tedy podil bunék epidermis,
které se staly sv€racimi buiikami priduchd. Abaxidlni (spodni) strana listu reagovala na

zmény fotosynteticky aktivni radiace citlivéji nez adaxidlni (horni) strana.

U d¢€loznich listi jsme z divodu malého poctu opakoviani nemohli stanovit Zadnou
prokazatelnou zdvislost. Ale nezdd se, Ze by ozafenost ¢i rozdilnd chromati¢nost hrala pii

vlivu na hustotu priducht u déloh né&jakou zasadn{ roli.

Vysledky naSich experimenti dédle prokédzaly rozdilny vztah hustoty pruducht, hustoty
dlazdicovych bunék a praduchového indexu ke koncentraci CO, uvnitt listu C; v zavislosti
na tom zda rostliny rostly v cerveném a modrém svétle. Hustota priduchovych bunék,
dlazdicovych epidermalnich buné€k a priduchovy index se vzristajici koncentraci CO, uvniti
listu ozafenosti na Cerveném svétle klesd, zatimco pod modrym zlstava konstantni, nebo se

zvysuje.
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