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Anotace

The cuticle, a thin extracellular layer on the aboveground surface of terrestrial plants, is the
first physical barrier between the plant and the outer environment. It consists of a polyester
cutin matrix and a mixture of cuticular waxes in two forms. Epicuticular waxes (EW) are
placed on the outermost surface of plants and intracuticular waxes (IW) are embedded in the
cutin matrix alongside the cell wall. The main aim of this study was to elucidate whether the
epicuticular waxes of Clusia rosea are synthesized both in young and mature leaves, whether
the rate of wax synthesis differ between these two types of leaves, and whether the rate of wax

synthesis differ after the disruption of EW takes place.
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Seznam pouzitych zkratek

Zkratka Nazev Jednotka
VLC | very-long-chain — slozky kutikuly svelmi dlouhym -
uhlikovym fetézcem (vice nez 20 uhlik)
VLCFA | very-long-chain fatty acid— mastné kyseliny s velmi -
dlouhym uhlikovym fetézcem (vice nez 20 uhlikl)
ROS | reactive oxygen species — reaktivni formy kysliku -
ABA | abscisic acid — rostlinny fytohormon kyselina abscisova -
EW Epicuticular waxes — epikutikularni vosky -
IW Intracuticular waxes — intrakutikularni vosky -
MX Kutinova matrix -
FA Fatty acids — mastné kyseliny -
SD Stomatal density mm-
12¢ 13C | stabilni izotopy uhliku liSici se obsahem 1 neutronu -
) relativni zastoupeni izotopu, vyjadiujici mnozstvi izotopu %0
vzhledem ke standardu
at% procentudlni zastoupeni minoritniho stabilniho izotopu ve %
vzorku
ti polocas obratu uhliku, tedy ¢as pottebny na vyménu 50% h
uhlikovych atomt v zdsobniku
T primérnd doba zdrzeni, tedy cas, ktery stravi primérny h
atom uhliku v zasobniku
k rychlostni konstanta udavajici ztratu znacky 3C -
Ft pi frakce 13C v pletivech listu udava relativni obsahu uhliku -
13C v pletivech, tedy podil izotopu uhliku *C na celkovém
obsahu uhliku v biomase listu ziskaného rostlinnymi
pletivy ze sta procent obohacené atmosféry (zdroje) o 13C
Fiew | frakce 13C v epikutikularnich voscich listu udava relativni -

obsahu uhliku 3C v epikutikularnich voscich, tedy tedy
podil izotopu uhliku **C na celkovém obsahu uhliku v EW

listu ziskaného z rostlinnych pletiv




A fixace CO2 odpovidajici rychlosti isté fotosyntézy ngC-cm?-ht
umol (CO2) - m?2 - s
D tok uhliku z listu do epikutikularnich voskt ngC -cm?-ht
D/A pomér uhliku asimilovaného fotosyntézou a pienesené¢ho %
do epikutikularnich voski
LMA leaf mass per area - primérna hmotnostni plocha listu, g/ cm?
tedy hmotnost susiny pletiv listu na plochu listu
WaxMA | wax mass per area - primérna hmotnost EW na plochu g/ cm?

listu




Uvod

Suchozemské rostliny (Embryophyta) se vyvinuly ze zelenych fas (Charophyceae)
(Waters, 2003; Niklas et al., 2010) a poprvé vystoupily na sous asi pred 450 az 500 miliony
lety (Niklas et al., 2017; Bhanot et al., 2021). Od té doby kolonizovaly vétSinu terestrickych
prostiedi a vyznamné pozmeénily geochemické slozeni planety, atmosféry i ekologii na Zemi
(Delwiche et al., 2015; Philippe et al., 2020). S vystupem na sous se rostliny musely vyrovnat
snovymi podminkami okolniho prostfedi jako naptiklad vystaveni UV zéfeni, teplotnim
vykyvim, Vétru a zejména vysychani. Vystup na sous byl proto podminén vznikem nékolika
evolu¢nich novinek umoznujicich kontrolovanou vyménu plynd a vody mezi rostlinou
a okolnim prosttedim (Philippe et al., 2020) a fungovani rostlin v homoiohydrickém stavu
(Edwards, 1993). Tedy ve stavu, kdy rostliny udrzuji pomérné stabilni vodni prostiedi uvnitt
svého téla a nejsou tolik zavislé na aktualnim mnozstvi vody v okolnim prostiedi. Mezi nova
evoluéni feSeni umoznujici vystup na sous patifi predevSsim hydrofobni kutikula a
regulovatelné praduchy usmériujici piijem a vydej vody. Dale také vodiva pletiva (xylém a
floém) a mezibun&éné prostory zajist'ujici rozvod a dostupnost vody i v ni rozpusténych latek

a udrzeni stabilniho vodniho prostiedi uvnitf téla rostlin (Edwards, 1993).

Hydrofobni kutikula se vytvaii na vnéjSim povrchu pfedev§im nadzemnich casti rostlin a
tvoii rozhrani rostliny a okolniho prostfedi. Tato prace se zabyva obnovou jeji nejzevné&jsi
Casti, tedy epikutikularnich voskd, b&éhem Zivota listu. Pta se na to, zda k obnové
epikutikularnich voskli dochazi nejen béhem mladi listu, ale také v pozdé;jsSich fazich vyvoje

listu. Byly formulovany tfi zakladni hypotézy:

a) Kobnove epikutikularnich voskti dochazi po celou dobu zivota listu, tedy i u plné

vyvinutych dospélych listi.

b) Obnova epikutikularnich voskt je u mladych listii rychlejsi, protoze u mladych listi stale

jeste probiha aktivné vyvoj celého listu.

¢) Odstranéni vrstvy epikutikularnich voskt z listu rostlin urychli obnovu epikutikularnich

vosku.



1. Kutikula

Kutikula je extracelularni hydrofobni membrana vyskytujici se na povrchu nadzemnich
¢asti rostlin. Prikryva vnéjsi bunéénou sténu epidermalnich, priduchovych i trichomovych
bunék (Samuels et al., 2008) v tloust’ce od stovek nm po jednotky um. Jeji struktura a slozeni
se lisi jak mezi riznymi druhy rostlin, tak i v ramci jednoho druhu rostlin mezi organy,
riznymi vyvojovymi stadii, roénimi obdobimi, podminkami okoli a stafim jedince (Hauke et
al., 1998; Jetter et al., 2001; Karbulkova et al., 2008; Mackova et al., 2013; Ingram et al.,
2017). Zakladni komponenty kutikuly jsou ale pro vSechny rostliny stejné. Vzdy se piedevsim
sklada ze dvou lipofilnich skupin latek, a to kutinu a kutikularnich voskt (Samuels et al., 2008;
Bhanot et al., 2021). Konstrukce tvoiena nerozpustnym polyesterem kutinem tvoii kutinovou
matrix, kterd je obklopena a prostoupena rozpustnymi V nepolarnich rozpoustédlech
rozpustnymi kutikularnimi vosky. Kutikularni vosky byly na zaklad¢ svého umisténi a pozdéji
i chemického slozeni rozd€leny na intrakutikularni vosky (intracuticular waxes - IW), vnofené
do kutinové matrix (MX), a epikutikularni vosky (epicuticular waxes - EW), rozlozené na
vné&j§im povrchu kutikularni membrany (Buschhaus et al., 2011). Toto rozdé€leni kutikularnich
voskii bylo zaznamenano u vSech doposud zkoumanych cévnatych rostlin (Buschhaus et al.,

2011; Jetter et al., 2016; Zeisler et al., 2016; Zeisler-Diehl et al., 2018).

Kutikula, typicky 1 — 10 um S$iroka, oddéluje rostliny od okolniho vzdu$ného prostiedi,
svoji strukturou reguluje vyménu vody a rozpusténych latek s atmosférou, vyrazné¢ omezuje
vypar vody z rostlin (Hauke et al., 1998; Santracek et al., 2004; Lewandowska et al., 2020).
Soucasn¢ tvoii komunikaéni rozhrani a zabranuje fizi organti béhem jejich vyvoje (Sinha et
al., 1998; Miiller et al., 2013; Fich et al., 2016; Ingram et al., 2017; Mazurek et al., 2017;
Philippe et al., 2020). V neposledni fad¢ kutikula brani vstupu patogentl, mikroorganismu ¢i
cizorodych sloucenin (Pfeilmeier et al., 2016; Aragon et al., 2017; Lewandowska et al., 2020;
Wang et al., 2020). Zabranuje poskozeni rostlin vysokymi intenzitami UV zafeni, teplotou a
mechanickym ¢i chemickym poskozenim (Lewandowska et al., 2020). Spolu s dalsimi
povrchovymi strukturami jako jsou rizné trichomy, trny, ostny ¢i emergence tvoii fyzickou
bariéru, kterd chrani rostlinu pfed vnéjSimi stresy, mimo jiné i pfed herbivornim hmyzem

(Lewandowska et al., 2020; Wang et al., 2020).

Na povrchu epidermalnich buné¢k se kutikula nové zaklada brzo po zacatku vyvoje embrya

a poté je udrzovana po cely zivot rostliny (Ingram et al., 2017). Prvni viditelna kutikula byla



u husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) i dalSich rostlin zaznamenana v globularni fazi
Epidermalni buniky se vyvijeji diive nez kutikula a jako prvni od sebe oddé€luji jednotlivé
organy. Zda se, ze kutikula pokryva cely povrch vyvijejiciho se embrya kromé suspenzoru
(drzi embryo béhem vyvoje, vznika z bazalni buniky dvoubuné¢ného embrya, a pozdéji béhem
vyvoje zanikd) a povrchu hypofyzy (kofenového polu embrya) (Szczuka et al., 2003; Ingram
et al., 2017). Kutikula roste a vyviji se s rostlinou, méni své vlastnosti a strukturu v reakci na
okolni prostiedi a vyvoj rostliny. Kdyz rostlinné organy dosahnou pIné velikosti a epidermalni
buniky se prestanou zvétSovat dochazi k pozménéni struktury kutikuly a propojeni vnitinich

polymerta (Riederer et al., 1988; Heide-Jorgensen, 1991; Ingram et al., 2017).

Dle nové studie (Berhin et al., 2019) na rostlinach huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana)
se kutikularni membrana vyskytuje i Vv prvnich fazich vyvoje kofenovych ¢epicek a ve
vrcholech lateralnich kofenti. Chrani vrchol kotfene podobné jako kutikula na povrchu
nadzemnich organt. Pfi proristani lateralnich kofent ven z hlavniho kofene zabranuje fuzi

organt a zajist'uje spravny rist nového kotene.

1.1 Vyvoj kutikuly béhem evoluce

Molekularni  studie na Charophytech (Klebsormidiophyceae, Charophyceae a
Zygnematophyceae), linii fas ze kterych se suchozemské rostliny vyvinuly, ukazuji, ze se
kutikula ¢i ji podobna hydrofobni vrstva na povrchu stélky vyvinula jesté pred vystupem
rostlin na sous (Hori et al., 2014; Kondo et al., 2016; Nishiyama et al., 2018; Cheng et al.,
2019; Philippe et al., 2020; Bhanot et al., 2021). U Klebsormidium flaccidum (Hori et al.,
2014) a Chara braunii (Nishiyama et al., 2018), které se z linie Charophyt oddélily evolu¢né
diive, nebyl zaznamenan zadny naznak biosyntetické drahy polymert podobnych kutinu,
suberinu nebo ligninu. Zatimco vyvoj hydrofobni povrchové vrstvy slozené z lipidd
podobajicich se voskim suchozemskych rostlin u Klebsormidium flaccidum (dnes
Klebsormidium nitens; Ohtaka et al., 2017) zaznamenan byl (Kondo et al., 2016). Zde jsou
lipidy tvotici hydrofobni povrchovou membranu namisto na kutinové konstrukci ulozené na
konstrukci z glykoproteina (Kondo et al., 2016). Oproti tomu u Zygnematophyceae, sesterské
linie suchozemskych rostlin, byly jiz zaznamenany i vyvinuté zaklady biosyntetické drahy
polymeri, vedouci k syntéze kutinu, suberinu a pozdé&ji i ligninu vyssich rostlin (Cheng et al.,

2019; Jiao, 2019; Philippe et al., 2020). Tyto fasy ziji na pfechodu mezi suchozemskym a



vodnim prostfedim. Pravdépodobné proto pro né¢ bylo dulezité vyvinout obranu proti
vysychani, kterou je pravé hydrofobni membrana na povrchu stélky (Jiao, 2019; Philippe et
al., 2020).

Pfesny evolu¢ni vyvoj kutikularni membrany jesté neni zcela znam a dolozen. Pivodni
hydrofobni membrana se pravdépodobné dale vyvijela postupné béhem kolonizace
suchozemského prostiedi rostlinami (Kong et al., 2020; Philippe et al., 2020). Obecné se podle
fylogenetickych analyz zda, Ze klicové geny hlavnich slozek kutikuly, tedy kutinu
a kutikularnich vosku, vznikaly nedlouho po sobé (Kong et al., 2020). Podle soucasnych
znalosti tvofila pavodni kutikulu nejprve kutinu podobna ochranna vrstva z hydrofobnich
polymerti obsahujicich alifatické prekurzory s malym obsahem fenoll a sbirkou rtznych
voskii. Pozdéji se vyvinula v hustsi a pevnéjsi ochranou vrstvu s vys$§im obsahem fenold, ktera
byla Iépe pripojend k bunécné sténé a vice se podobala struktuie dneSniho suberinu. Postupem
¢asu vznikaly polymery vice podobné dne$nimu ligninu a ¢asem i samotny lignin, ktery uz je
sloZen pievazné z fenoli (Renault et al., 2017; Philippe et al., 2020). Dnes je lignin soucasti
sekundérnich bunéénych stén cévnatych rostlin. Tento scénai postupného vyvoje kutinovych
a suberinovych polymera podporuje napiiklad studie provadéna na genech patticich do rodiny
genti GPAT (glycerol-3-phosphat acyltransferaz) (Yang et al., 2012). Také u dnesnich rostlin
je dolozeno, Ze evolucné mladsi semenné rostliny maji oproti evolu¢né stra§im mechorostiim
ucinnéjsi kutikuldrni membrany se zvySenou hydrofobicitou a schopnosti zadrzovat vodu
(Fich et al., 2016; Kong et al., 2020). Kutikuly semennych rostlin jsou silngjsi s vy$$im
obsahem di- a trihydroxykyselin, dikarboxylovych kyselin, alkant s velmi dlouhymi
uhlikovymi fetézci (vic nez 20 uhlik®; very-long-chain alkane — VLC alkany) a dalSich
lipofilnich sloucenin del§ich nez 28 uhlika (>28C) (Kong et al., 2020).

Vyvoj slozeni a strukturni komplexity kutikuly po vystupu rostlin na sous dokladaji i
nékteré paleontologické studie (Guignard, 2019). Nebot’ kutikula, ackoliv je to tenka a
pomérné kiehka struktura, zistava casto zachovana i u fosilnich rostlin. Podle studie Guignard
(2019) odpovida nejjednodussi strukturni komplexita kutikul nalezenych ve fosilnim zaznamu
araukariim (Araucariaceae), coz je jedna z evoluéné nejstarSi skupin semennych rostlin.
Naproti tomu u jedné z evoluéné nejmladsich fosilnich skupin rostlin Miroviaceae byli

vvvvvv

kutikul dneSnich rostlin je posun ke strukturnéji komplexnéj§im kutikuldm také dobfte patrny
(Guignard, 2019).



1.2 Struktura kutikuly

Ve struktuie kutikuly 1ze rozlisit nejméné dvé casti (Obr.1). Nejvnitin€jsi ¢ast kutikuly
byva nazyvana kutikularni vrstva (cuticular layer). Kutikularni vrstva pfiseda shora na stfedni
lamely bunécnych stén epidermis. Sklada se z kutinu, mize obsahovat intrakutikularni vosky,
a pravdépodobné obsahuje i nékteré polysacharidy, které ji propojuji s bunétnou sténou.
Vrstva lezici nad kutikuldrni vrstvou se nazyva Vlastni kutikula (cuticular proper) je slozena
z kutinu vyplnéného intrakutikularnimi vosky. Béhem vyvoje kutikuly vznikd nejprve
embryonalni prokutikula, kterd pravdépodobné cCasem prechazi ve vlastni kutikulu.
Kutikuldrni vrstva se vytvaii ve vyvoji kutikuly o néco pozdé€ji pod vlastni kutikulou. Na
povrchu vlastni kutikuly se vytvaii vrstva epikutikuldrnich voskt, které mohou tvorit
povrchové krystaly riznych tvarl v zavislosti na svém chemickém slozeni. Slozky vytvarejici
EW musi patrné pii vzniku a obnové EW projit obéma vrstvami kutikuly lezicimi pod vrstvou

epikutikularnich voska (Yeats et al., 2013; Ohlrogge et al., 2015).

Dnes obecné uznavany model, ktery mluvi o kutikule jako o hydrofobni lipidické vrstveé
tvorici samostatnou strukturou nad bunécnou sténou, vznikl pocatkem devatenactého stoleti.
Objevuji se ale i prace, které mluvi o kutikule jako o0 kontinualni vrstvé navazujici na bunéénou

sténu, a tvorici tak soucast bunéénych stén epidermalnich bunék (Fernandez et al., 2016).

| P epikutikularni vosky

vlastni kutikula (kutin +
intrakutikularni vosky) = kutikula

kutikularni vrstva (kutin +
~Vvosky + karbohydraty)

stfedni lamela
— —primarni bunécna sténa

et

plasmaticka membrana
cytoplazma
- vakuola

Obr. 1: Strukturni rozdéleni kutikularni membrany (upraveno podle The American Qil Chemists' Society,

2020 - https://lipidlibrary.aocs.org/chemistry/physics/plant-lipid/biosynthesis-of-plant-lipid-polyesters)




1.3 Slozeni kutikuly

Kutikula se sklada predevsim z (v béznych nepolarnich rozpoustédlech) nerozpustného
hydrofobniho polymeru kutinu a kutikularnich voskGi snadno rozpustnych napt.
v chloroformu. Kutin tvoii konstrukci (matrix), ktera je prosycena kutikularnimi vosky.
Kromé kutinu a kutikularnich vosku je kutikula u nékterych druhi rostlin tvofena kutanem,
obecné pak také polysacharidy jako je celuloza, hemiceluldza ¢i riznymi pektiny, terpenoidy
a fenolovymi slouceninami jako jsou derivaty kyseliny skoficové, ferulové a kavové (Bhanot

etal., 2021)

Béhem vyvoje rostliny je kutikula spolu s epidermalnimi buiikami vystavovana zna¢nym
tlakiim vnitfnich rostoucich tkani. Proto je tfeba aby byla pevna a mechanicky odolna. Svoji
pevnosti a mechanickou odolnosti Kutikula reguluje a omezuje rychlost ristu a prodluzovani
vnitinich organl. Zaroven je také potieba, aby kutikula byla elasticka tak, aby pfi rustu
vnitinich tkani nebo diurndlnich zménach objemu builkky nedochazelo k jejimu praskani a
naruseni (Dominguez et al., 2011; Fich et al., 2016). Zda se, ze hustotu a elasticitu kutikuly
ovliviiuji hlavné polysacharidové, kutanové a voskové slozky (Takahashi et al., 2012; Tsubaki
et al., 2012). Zatimco viskoelasticita kutikuly je zajisténa v prvni fad¢ kutinem (Dominguez
etal., 2011; Takahashi et al., 2012; Tsubaki et al., 2012; Fich et al., 2016). K pevnosti kutikuly
ptispivaji predevsim voskové slozky kutikuly a kutin ji spise snizuje. Mechanické vlastnosti
kutikuly nereaguji jen na vnitini podnéty rostoucich tkani, ale jsou ovliviiovany také vné&jsimi

environmentalnimi podminkami a stresory (Dominguez et al., 2011; Fich et al., 2016).

1.3.1 Kutin

Kutin je amorfni, viskoelasticky polyester slozeny piedev$im z hydroxylovanych,
epoxidovanych a pfipadné karbonylovanych, alifatickych Cis a C1s @-mastnych kyselin (fatty
acid — FA) a glycerolu (Samuels et al., 2008; Fich et al., 2016; Ingram et al., 2017; Bhanot et
al., 2021). Kutin muze tvotit az 80%celkové hmotnosti kutikuly (Bhanot et al., 2021).
Polyhydroxylované FA jsou propojeny esterovymi vazbami a tvofi linedrni fetézec
(Dominguez et al., 2011; Bhanot et al., 2021). Jednotlivé monomery kutinu jsou nejcastéji
tvofeny w-hydroxykyselinami s jednou ¢i dvéma pfidanymi epoxy, hydroxyl ¢i karbonyl
skupinami uprostied fetézce uhlikid. MiZou také obsahovat malé mnozstvi nesubstituovanych
mastnych kyselin, mastnych aldehydii, dikarboxylovych kyselin, primarnich alkoholl ¢i

fenylpropanoidu (Fich et al., 2016). | kdyz je zjevna urcita variabilita kutinovych monomert
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napfi¢ druhy, organy ¢i vyvojovymi fdzemi rostlin, zda se, Ze urcité vlastnosti kutinovych
monomertt  jsou evoluéné konzervované. U krytosemennych rostlin v kutinovych
monomerech Casto pievazuji mastné kyseliny s délkou fetézct C18, které u nahosemennych
rostlin tvoii mensinu a u vytrusnych rostlin jSOu zastoupeny jen ve stopovych mnozstvich
(Holloway, 1982). Oproti tomu u vytrusnych rostlin ptevazuji kyseliny s délkou fetézctu C14,
které jsou u nahosemennych zastoupeny méné a u krytosemennych se nevyskytuji viibec.
Obecn¢ se zda, ze délka kutinovych monomert roste u evolu¢né odvozenéjsich skupin rostlin

(Fich et al., 2016).

Kutin tvofi na povrchu rostlinnych pletiv amorfni vrstvu, ktera ale ma urcité prostorové
usporadani, kuptikladu se li$i jeji vrchni a spodni strana (Dominguez et al., 2011; Fich et al.,
2016). Vétsina primarnich hydroxyld obsazenych v kutikule a tvoficich polymer kutinu je
propojena esterovymi vazbami. Velka vétSina kutinovych monomert skladajicich polymer
kutinu se vétvi uprostied fetézce, coz ukazuje, Ze polymerovany kutin tvoii nejspi§ dosti
vétvenou 3D strukturu. Kutin utvati zakladni konstrukci kutikularni membrany, ktera ale neni
husté propletend a spiSe tvofi fidsi sit’ s dutinami prostoupenymi kutikuldrnimi vosky a dal$imi
kutikularnimi slozkami. Detailnéjsi strukturalni uspofadani monomert kutinu do polymerii
v kutikularni membran¢ ale neni znamo (Pollard et al., 2008; Fich et al., 2016). Neni jasné,
zda jsou specificky usporfddadny naptiklad na zékladé chemickych vlastnosti (délka c¢i
substituce fetézce) v polymeru jako celku nebo uvnitt uréitych specifickych oblasti polymeru.
Take je zde otazka, zda se polymerové molekuly kutinu, které se pfipojuji na bunécnou sténu,

tvoti jednotlivé v né€kolika mistech ¢i zda tvofi jedno propletené kontinuum.

1.3.2 Kautikularni vosky

Kutikularni vosky jsou sloZzené predev§Sim z mastnych kyselin s velmi dlouhymi
uhlikatymi fetézci (vice nez 20 uhlikt; very-long-chain fatty acid — VLCFA) a jejich derivata
jako jsou aldehydy a ketony, alkany, primarni a sekundarni alkoholy a estery (Kunst et al.,
2009; Aragén et al., 2017; Bhanot et al., 2021). U nekterych rostlin obsahuji i sekundarni
metabolity: flavonoidy, fenylpropanoidy, pentacyklické terpenoidy ¢i tokoferoly (Jetter et al.,
2008; Wang et al., 2020; Bhanot et al., 2021).

Kutikularni vosky se podle umisténi rozliSuji na epikutikularni (EW), rozlozené na
vné&jsim povrchu kutikuldrni membrany, a intrakutikularni vosky (IW), vnotené do kutinové

konstrukce kutikuly. Strukturné mohou byt slozky EW i IW rozdéleny do dvou skupin,



na slouceniny s cyklickymi nebo linearnimi fetézci. Buschhaus et al. (2011) porovnavali
slozeni IW a EW zudaji deviti rlznych studii zkoumajicich rizné druhy rostlin (listy
Kalanchoé daigremontiana, ptaciho zobu (Ligustrum vulgare), Macaranga tanarius, hrachu
seté¢ho (Pisum sativum cv Avanta), bobkovisné l1ékaiské (Prunus laurocerasus), rize Sipkové
(Rosa canina), zita setého Secale cereale, jehlice tisu Cerveného (Taxus baccata), lacky riiznych
druhti Lackovek (Nephenthes) a plody rajcete (Solanum lycopersicum)). Jejich porovnani
ukézalo, Ze v IW cyklické slouc¢eniny piedstavuji 0-75 % celkového mnozstvi voski, kdezto
linearni slouceniny byvaji zastoupeny 25-100 % Vv zavislosti na druzich. V EW oproti tomu
cyklické slouceniny predstavuji jen 0 - 35 % celkového mnozstvi voskl, kdezto linearni
slouceniny byvaji zastoupeny 65 - 100 % (Buschhaus et al., 2011). Primarni alkoholy a dioly
se ve vysSich koncentracich spiSe hromadi v IW. Kdezto alkany, volné FA a sekundarni
alkoholy maji tendenci hromadit se v EW. U aldehydu a esterti nebyl v ramci porovnavanych
druht zjistén zadny jasny trend (Buschhaus et al., 2011). Mezi porovnavanymi druhy nebylo
zjisténo jednotné slozeni EW a IW jen preference urcitych trendii. Porovnavané druhy
se od sebe hodné lisily také morfologii, fylogeneticky ¢i adaptaci na podminky prostiedi, coz
muze ovlivilovat slozeni kutikuldrnich voskii. Je mozné, Ze by slozeni jednotlivych vrstev
voskti mohlo byt vice podobné v ramci urcitych fylogenetickych skupin u evoluéné blizkych
druht rostlin. Buschhaus et al. (2011) dale u porovnavanych druhi zjistovali zda, se vrstva
IW nelisi od EW v zastoupeni sloZek o urcité délce uhlikového fetézce. Odlisnost v délce
uhlikového fetézce se ukazala u FA a alkohold u ptac¢iho zobu (Ligustrum vulgare) a tisu
cerveného (Taxus baccata) a u FA zita setého (Secale cereale), které ve vrstvé IW obsahovalo
veétsi procento slozek s krat§im fetézcem uhlikd (Wen et al., 2006; Buschhaus et al., 2007,
2011; Ji et al., 2008).

Slozeni kutikuldrni membrany, jeji tloustka a struktura se pfizptisobuje vlivim podminek
prostiedi a tim ovliviiuje vysledek ptsobeni stresovych faktord na rostliny. S chemickym
slozenim EW se méni struktura voskovych krystall. Napiiklad EW s vy$§im obsahem
primarnich alkoholl tvoii ploché deskovité krystaly, kdezto pfi vys$§im obsahu sekundarnich

alkoholt ¢i B-diketont tvoii voskové krystaly v podobé¢ trubicek (Lewandowska et al., 2020)

I mezi organy vramci jedné rostliny se kutikula miZze liSit ve sloZeni, struktufe
I vlastnostech (Ingram et al., 2017). Slozeni kutikularnich vosku se také 1isi podle umisténi na
rostlin€ a organu, ktery pokryvaji. Kuptikladu pro listy riiznych poddruhli hrachu setého

(Pisum sativum) plati, ze kutikularni vosk horni (adaxialni) strany listti obsahuje predevsim
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primarni alkoholy (71%), kdeZto u vosku ze spodni (abaxialni) strany listii jsou hlavni slozkou
alkany (73%) (Gniwotta et al., 2005). S tim souvisi i rozdilny tvar krystalti na povrchu EW
mezi stranami listli hrachu. Na horni (adaxiélni) strané se nachéazi deskovité krystaly slozené
predevsim z hexacosanolu (C26) doprovazeném octacosanolem (C28) a hentriacontanem
(C31). Kdezto na abaxialni strané listd jsou krystaly spiSe paskovité slozené predevsim
z hentriakontanu doprovazeném mensim mnozstvim hexacosanolu a octacosanolu (Gniwotta
et al., 2005).

1.3.3 Kutan

Kutan je dal$i pomémé vyznamnou soucasti kutikuly. Je to amorfni polymer, ktery u
nékterych rostlin tvofi hmotnostné podobnou ¢ast kutikuly jako kutin (Bhanot et al., 2021).
Kutan muze byt slozen zpolymetylovanych sloucenin a polysacharidii propojenych
nehydrolyzovatelnymi vazbami nebo muze byt tvofen siti pfevazné z polymethylovanych
fetézcl propojenych dvojnymi vazbami a z volnych karboxylovych skupin propojenych
etherovymi vazbami (Villena et al., 1999; Guzman-Delgado et al., 2016; Bhanot et al., 2021).
Nekteré studie ukazuji, ze vyskyt kutanu v kutikule rostlin silné koreluje s adaptaci rostlin na
sucho (Boom et al., 2005; Xin et al., 2021). To indikuje zapojeni kutanu pti adaptaci na stres
suchem. Kutan je velice odolny proti degradaci, a proto se jeho slozky stanovuji obtizné.
Ve znamém chemickém slozeni kutanu je zna¢na variabilita mezi druhy i rliznymi studiemi.
Podle nekterych studii obsahuje také volné primarni hydroxylové skupiny, estericky propojené
FA, trihydroxylované benzenové jednotky, karboxylové a dikarboxylové kyseliny s dlouhym
uhlikovymi fetézci, alkany, alkeny ¢i ethery propojené alifatické slouc¢eniny (Deshmukh et al.,
2005; Bhanot et al., 2021; Xin et al., 2021).

1.4 Funkce kutikuly

Kutikula se nachazi na kontaktu zivych bun¢k s vnéjsim prostiedim, zprosttedkovava s nim
vyménu informaci a odd€luje od né&j vnitfek rostliny, ktery chrani pred abiotickymi 1
biotickymi stresy. Oboustranné brani a reguluje tok vody, iontt, rozpusténych latek i plynt
(Samuels et al., 2008; Schreiber, 2010; Renault et al., 2017). Chrani povrch rostliny pied
mechanickym odiranim a zvétravanim (Takahashi et al., 2012). Kutikula mtze reagovat na
podminky prostiedi tim, Ze méni svou tloustku, slozeni, stavbu, tvar krystalti epikutikularnich

vosku a rozmisténi voskovych struktur po povrchu (Baker, 1974; Lewandowska et al., 2020).

11



Pusobeni jednotlivych podminek prostiedi nejde od sebe snadno oddé¢lit, protoze podminky
Casto pusobi simultanné a jejich vliv na reakce kutikuly se prekryva a nasobi. Kutikula je
dalezita také pti kontaktu dvou rtiznych bunék béhem organogeneze ¢i opyleni a oplozeni
rostlin, kdy pfedev§im zabranuje fazi bunék a oddéluje odlisné tkané (Samuels et al., 2008;
Fich et al., 2016; Ingram et al., 2017).

1.4.1 Ochrana pi‘ed abiotickymi stresovymi faktory

Hlavni funkei kutikularni membrany je predev$im zamezit vysychani rostlin a omezit
neregulovatelnou transpiraci a ztraty vody mimo priduchy. Na to poukazal naptiklad
Kerstiens (1996), ktery ve své praci shrnul vysledky fady studii a porovnal tak transpiraci u
200 druht vyssich rostlin (jehliénatych 1 listnatych stroml a bylin). Maximalni vodivost
priiduchii se pohybovala mezi 4-12 - 103 m - s v rAmci jedné strany listu. Kdezto kutikularni
transpirace piispivala vodivosti nizsi nez 2 - 10*m - s v ramci celého listu (soucet obou stran)

vvvvv

vodivosti praduchi ptiblizné 400 mmol m - s a vodivosti kutikuly zhruba 10 mmol m2 - s
! Tato méfeni jsou ale nejspis zkreslena tim, 7e pro méfeni kutikularni transpirace
predpokladaji Giplné zavieni praduchi, které svym nedokonalym zavienim mohou pfispivat
docela podstatnou ¢asti k namétené vodivosti. Priduchy nezkreslenou kutikularni vodivost na
kutikule obsahujici priiduchové péry nebylo mozné zméfit az do nedavna, kdy Santriicek et
al. (2004) navrhli novou metodu meéfeni. | ptfes urCité nedokonalosti méfeni porovnani
transpirace ukazalo, ze kutikularni transpirace je velmi nizka oproti transpiraci skrz priaduchy
u vSech porovnavanych druht rostlin (Kerstiens, 1996). To souvisi s reakci rostlin na aktualni
vodni stres, kdy rostliny zaviranim priduchti omezuji ztraty vody pouze na mnozstvi unikajici
pievazné skrz kutikularni membranu. Na dlouhodobé&jsi sucho proto reaguji rostliny
neextrémnich biotopd, jako husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) (Kosma et al., 2009; Seo
et al., 2011), je¢men sety (Hordeum vulgare) (Nedskov Giese, 1975), bavinik chlupaty
(Gossypium hirsutum) (Bondad et al., 1996), hrach sety (Pisum sativum) (Sanchez et al.,
2001), tolice vojtéska (Medicago sativa) (Jefferson et al., 1989), tabak sivy (Nicotiana glauca
L. Graham)(Cameron et al., 2006), rizné kultivary rize (Jenks et al., 2001) ¢i rtizné druhy
brukve (Brassica sp.) (Baker, 1974; Ashraf et al., 1976; Shepherd et al., 1997), zvySovanim
mnozstvi voskl v kutikularni membrané ¢i zménou stavby kutikularnich voski, ¢imz zfejmé
dale snizuji propustnost kutikularni membrany pro vodu (Lewandowska et al., 2020).

Naptiklad u husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) se ptisobenim sucha zvysuje celkové
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mnozstvi voskd, predev§im VLC alkanti, ale i monomeri kutinu na listech az ¢tyfikrat oproti
nestresovanym rostlinam (Kosma et al., 2009; Seo et al., 2011). N¢které studie ale ukazuji, Ze
propustnost izolované kutikuly s mnozstvim voskt nekoreluje (Schreiber et al., 1996; Sanchez
et al., 2001; Vogg et al., 2004) ¢i, ze rostliny nereaguji zvySovanim mnozstvi kutikularnich
voskd, ale jen prodluzovanim FA fetézcti a zménou velikosti a mnozstvi pruduchtt (Mackova
et al., 2013). Nekonzistence vysledki miize byt spojena s tim, ze propustnost kutikuly nelze
snadno a spolehlivé zméfit. Dulezitym aspektem také je, Ze c¢ast studii pracuje se
zménami mnozstvi a uspofadani jen EW, nikoliv vSech kutikularnich voska. Podle nékolika
studii na rdznych druzich rostlin, ale Kutvareni transpiracni bariery pfispivaji EW jen
minimaln¢ a transpira¢ni bariéra je utvarena piredevsim IW (Vogg et al., 2004; Zeisler et al.,
2016; Zeisler-Diehl et al., 2018). ZvySovani mnozstvi ¢i prodluzovani FA kutikularnich
vosktl, ale ne monomeri kutinu, bylo zjisténo i pii aplikaci chloridu sodného (NaCl) ¢i
kyseliny abscisové (ABA) na povrch listi huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) (Kosma
et al., 2009) ¢i fefichy seté (Lepidium sativum)(Mackova et al., 2013). Sucho i aplikace ABA
totiz spousti u rtznych zkoumanych druhli cévnatych rostlin expresi genti souvisejici se
syntézou vosku a transkrip¢nich faktort ze skupiny myeloblastozovych transkripénich faktort
(MYB), které podporuji akumulaci kutikularnich voska na povrchu (Seo et al., 2009, 2011;
Yeats et al., 2013; Zhu et al., 2014; Xue et al., 2017; Lewandowska et al., 2020). Napiiklad
Seo et al. (2011) ukazali, Ze husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) v reakci na sucho
transkripcné aktivuje biosyntézu kutikuldrnich voskli pomoci transkripéniho faktoru MYB96
citlivého na ABA. Protein MYB96 se piimo vaze na promotory gentl G¢astnicich se biosyntézy
vosk, konkrétné na geny kodujicich enzymy kondenzujici VLCFA (Seo et al., 2011). Vyvoj
kutikuly, jeji strukturu a jeji permeabilitu ovliviluje nejen dostupnost vody v pidé, ale i

relativni vlhkost vzduchu béhem vyvoje rostliny (Karbulkova et al., 2008).

Spolu se snizenou dostupnosti vody ¢asto na rostliny ptisobi i vyssi teploty. Zpravidla je
proto ovlivnéno nejen mnozstvi voskt v kutikularni membrang, ale i konkrétni chemické
slozeni kutikularni membrany. Naptiklad u ruzickové kapusty (Brassica oleracea var.
gemmifera) pusobeni vysSich teplot a snizeni relativni vlhkosti vyvolava vyssi syntézu
aldehydt a primarnich alkohold na ukor alkanti a ketont (Baker, 1974). Oproti tomu u jeCmene
set¢ho (Hordeum vulgare) nema pusobeni vyssich teplot a snizené relativni vlhkosti takovy
vliv na relativni mnozstvi slozek voskd, a spise ovliviiuje délku fetézct slozek kutikularni
membrany (Neodskov Giese, 1975). Vystaveni rostlin riznym teplotam ma vliv také na EW a

0 W v

jejich krystalické struktury. Kupftikladu u rtzi¢kové kapusty (Brassica oleracea var.

13



gemmifera) se pii zméné teplot z 15°C na 35°C méni struktura krystald z tvaru trubi¢ek na

vice rozvétvené Krystaly podobné dendritim (Baker, 1974; Lewandowska et al., 2020).

Kutikula ma spolu s trichomy a dal§imi povrchovymi emergencemi také fotoprotektivni
funkci, chrani rostliny pfed nadmérnym svételnym a UV zafenim. Zejména pied UV-B
zatenim (218 — 315 nm), které dopada na povrch zemé a miize byt pro rostliny, stejné jako pro
jiné zivé organismy, nebezpecné, nebot poskozuje DNA, membranové lipidy a také
fotosynteticky aparat. Z porovnani 45 rostlinnych druhti ukazali Holmes et al. (2002), ze
chlupaté listy dobfe odrazeji zateni delSich vinovych délek nez ma UV zareni. Oproti tomu
ojinéné listy s tlustou vrstvou epikutikularnich voski (EW) odrazi velice efektivné UV zafeni
i zafeni vyssich vinovych délek (Holmes et al., 2002). Proti UV zafeni chrani rostliny
predevsim linearni a aromatické slouceniny s konjugovanymi dvojnymi vazbami, jako jsou
fenoly ¢i flavonoidy. Ty se hromadi ve vrstvé kutikularnich voskt, vazané na monomery
kutinu, a také ve vakuolach epidermalnich bunék a v bunéc¢nych sténach (Pfiindel et al., 2006;
Lewandowska et al., 2020). Na mnozstvi kutikularnich voskd ma vliv rovnéZz intenzita
fotosynteticky aktivniho zaieni (zafeni vyuzitelné zelenymi rostlinami pii fotosyntéze,
400 — 750 nm), tedy zda rostlina roste na slunci nebo ve stinu. Podle studie na jilmu sibifském
(Ulmus pumila) a jilmu habrolistém (UImus minor) se na oslunénych listech v porovnani se
stinnymi hromadi vice EW (Lykholat et al., 2020). Také chemické slozeni EW se u téchto
jilmG méni v zavislosti na oslunéni listh. Oslunéné listy maji zvySeny obsah alkoholll a
dlouhofetézcovych n-alkant v epikutikularnich voscich (Lykholat et al., 2020). To mtze byt
zpusobené nejen vlivem zvysené intenzity dopadajiciho fotosynteticky aktivniho zafeni, ale i

zvySenou teplotou.

1.4.2 Bariéra proti cizorodym organismam

Jelikoz kutikula lezi na vn&j§im povrchu prytu rostlin, je jeji dalsi funkci tiCast na interakci
rostlin s organismy z vnéjsiho prostedi. Ovliviiuje interakce s herbivory a pomaha zabranovat
vstupu bakterialnich, hmyzich i houbovych patogeni do téla rostlin (Samuels et al., 2008;
Lewandowska et al., 2020; Wang et al., 2020). Hydrofobni charakter kutikuly rostlindm
pomahd zbavovat se necistot, cizich spor, prachu a vody z povrchu (tzv. lotosovy efekt
kutikuly (W. Barthlott, 1997; Watson et al., 2014)), ¢imz stézuje kolonizaci bakteriim, houbam

¢1 oomycetam.
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Pro napadeni patogennimi bakteriemi potiebuji bakterie vstoupit do vnitinich pletiv
rostlin. N¢které bakterie obchézi tento problém naptiklad tim, ze jsou pfenaseny hmyzem
sajicim mizu rostlin, ktery je rovnou vpravi do pletiva rostliny (Sugio et al., 2012; Pfeilmeier
et al., 2016). Vétsina bakterii ale potfebuje néjakou dobu piezit na povrchu rostlin (epifiticky
zpisob zivota), dokud nenastanou vhodné podminky, jejich populace se nezvétsi k urcité
hranici a nepiekonaji bariéru rostliny zabranujici jejich vstupu (Pfeilmeier et al., 2016).
K pieziti na povrchu rostlin dopomaha bakteriim tvorba agregatti a produkce polymert EPS
(exopolysaccharid), které jsou spojeny s epifytickym zplisobem zivota bakterii, prispivaji
k toleranci osmotického stresu, vysychani a k odolnosti pii zamrzani a rozmrzani (Pfeilmeier
et al., 2016; Wang et al., 2020).

Podobné¢ i houbové ¢i houbam podobné patogeny(oomycety) potiebuji ptezit na povrchu
rostlin, dokud neptekonaji vn&js$i hydrofobni bariéru rostliny zabranujici jejich vstupu, a
dokud jejich spory nevykli¢i nebo se jejich kli¢ni hyfy nediferencuji v apresoria. Apresoria
jsou ploché utvary, kterymi se houba vice pfitiskne na povrch hostitelské rostliny, vstupuje
jimi do vnitiku rostliny a tim spousti vlastni infekci (Zabka et al., 2008; Hansjakob et al., 2011;
Lewandowska et al., 2020; Wang et al., 2020).

Rostlinna kutikula proto hraje diileZitou roli v odolnosti proti usazovani, pronikani a ndkaze
potencidlnimi patogeny. Nejvice rozsifenou a ptijimanou roli kutikuly v boji proti patogeniim
je pasivni typ obrany, kdy je vyuzita hydrofobnost kutikuly. Diky tomu se na povrchu rostlin
nedrzi vlhkost a necistoty, které by patogenim poskytovaly vyhodné podminky pro Zivot
(Bessire et al., 2007; Fich et al., 2016; Wang et al., 2020). Kutikula je v tomto velmi efektivni,
patogeni ji ale ¢asto obchazi a piekonavaji vstupem do vnitinich pletiv skrze praduchy ¢i
poranéna mista vnéjSim naruSenim kutikuly. OvSem kutikula je, pro nc¢koho mozna
piekvapive, soucasti i aktivni obrany proti patogentim, a tedy samotné imunitni odpovédi na
napadeni patogenem. Ta zacind rozpoznanim pfitomnosti patogena po prichodu do vnitinich
pletiv. Rostlina pfitomnost patogenu zaznamenava PRR receptory (,pattern recognition
receptors®) nachazejicimi se vné plasmatické membrany a to rozpoznanim typickych
molekularnich vzort (chemickych molekul) spojenych s pfitomnosti patogenti (pathogen-
associated molecular patterns — PAMPS) ¢i jimi zpusobeného poskozeni, kdy jsou
produkovany molekularni vzory spojené s poskozenim (damage-associated molecular patterns
— DAMPS) a spousti imunitni reakci (Boutrot et al., 2017). Ukazuje se, ze v reakci na

ptitomnost patogena mohou rostliny modifikovat strukturu, integritu a permeabilitu
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(propustnost) kutikuly. Soucasné nektefi patogeni se snazi kutikulu piekonat vlastnimi silami,
produkci kutinaz, které vedou k vys$i permeabilit¢ kutikuly (Kolattukudy et al., 1995;
Skamnioti et al., 2007; Serrano et al., 2014; Pfeilmeier et al., 2016; Wang et al., 2020). Zm¢na
permeability kutikularni membrany byva métfena nékolika riiznymi metodami, a to méfenim
kutikularni transpirace (propustnost pro vosu), citlivosti k herbicida ¢i pronikani toluidinové
modii (propustnost pro organické latky, resp. toluidinovou modi) do rostlinnych pletiv
(Bessire et al., 2007; Ju et al., 2017; Zhang et al., 2019). Podle dosavadnich vysledku se zda,
ze zvyseni Ci sniZzeni permeability kutikuly miize mit na odolnost a obranu viic¢i patogentim
protichidné ucinky. U nékterych rostlin byla se zvySenou permeabilitou kutikularni
membrany zaznamenana vyssi citlivost k nadkaze uréitym patogenem, kdezto u jinych rostlin
¢i v reakci na jiné patogeny se naopak zvySenim permeability citlivost k ndkaze snizovala
(Bessire et al., 2007; Zabka et al., 2008; Serrano et al., 2014; Fich et al., 2016; Aragdn et al.,
2017; Ju et al., 2017; Ziv et al., 2018; Wang et al., 2020). Tyto protichidné vysledky se daji

vysvétlit nékolika zplisoby, jejich mechanismus ale doposud nebyl pIné popsan.

SniZeni permeability pro chemické latky vede k mensi neprostupnosti kutikuly i pro
patogeny, coz logicky muze zvySovat odolnost rostliny vii¢i nakaze tim, ze zvySena hradba
vice brani vstupu patogena. Napiiklad u jablon¢ (Malus truncata) bylo ukazano, ze ptisobeni
biotrofni patogenni houby Botryosphaeria dothidea (bila hniloba ¢i ,,bot rot* zpusobujici
rakovinu stromi) zvySuje produkci specifického transkripéniho faktoru (MdMYB30) z rodiny
MYB (myeloblastozovych) transkripénich faktor (Zhang et al., 2019). Tim byla indukovana
biosyntéza vosk, snizila se permeabilita kutikularni membrany, coZ branilo vstupu houby do
pletiv a tak zvysilo odolnost jabloni proti nakaze bilou hnilobou (Zhang et al., 2019, 2020).
Podobné zvySena produkce transkripéniho faktoru MdMYB30 u husenicku (Arabidopsis
thaliana) vedouci ke zvysené biosyntéze a zméné uspoifadani kutikularnich voskt, zvysila
odolnost k nakaze bakterialnim patogenem Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst
DC3000) (Zhang et al., 2019; Wang et al., 2020).

Zajimaveé je, Ze ne kazda akumulace voskovych slozek kutikuly vede ke zvyseni odolnosti
rostliny vic¢i patogenu. Tteba u linii huseniCku se zvySenou expresi CER1 dochazi
k akumulaci VLC alkant ¢imz se zvySuje citlivost na Pst DC3000 (Wang et al., 2020). N¢kteti
patogeni, jak se zda, se prizptsobily kutikule vhodného hostitele a pro své kli¢eni vyhledavaji
zastoupeni urcitych kutikularnich slozek. Urcité slozky kutikularni membrany, zvlasté

epikutikularni vosky, ¢i produkty rozpadu kutikuly tak ovliviiuji pfilnavost houbovych spor ¢i
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bakterii a jejich vyvoj, kli¢eni i prub¢h infekce (Kolattukudy et al., 1995; Zabka et al., 2008;
Hansjakob et al., 2011; Uppalapati et al., 2012; Lewandowska et al., 2020; Wang et al., 2020).
Naptiklad se ukazuje, ze kli¢eni houbovych spor ¢i diferenciace klicnich hyf v apresoria u
houbovych patogenti rodu Blumeria a Colletotrichum reaguje na specificky obsah VLC
aldehydu a terpenoidt v kutikule (Kolattukudy et al., 1995; Hansjakob et al., 2011; Serrano et
al., 2014; Lewandowska et al., 2020). Usp&snost a rychlost kli¢eni houbovych spor a tvorby
apresorii se u nékterych rostlin 1i§i 1 v zavislosti na casti interagujiciho organu rostlin.
Kuptikladu u hrachu setého (Pisum sativum) kli¢i spory padli hrachového (Erysiphe pisi) 1épe
na hornich stranach listd nez na dolnich. Coz je také nejspis ovlivnéno rozdilnym chemickym
slozenim kutikuly a rozdilnou strukturou krystalt epikutikularnich voski na listech (Gniwotta
et al., 2005).

Jak bylo zminéno vyse, ke zvySeni permeability kutikuly béhem infekce mize dochazet
vlivem patogennich organismu, které syntetizuji a vylucuji hydrolytické enzymy, jako jsou
kutinazy a lipazy, kterymi degraduji vosky kutikularni membrany (Kolattukudy et al., 1995;
Skamnioti et al., 2007; Serrano et al., 2014; Pfeilmeier et al., 2016; Wang et al., 2020).
Uvolnéni urcitych kutinovych monomeri a voskovych slozek mize slouzit jako DAMP, signal
aktivujici obrannou imunitni reakci rostlin (Aragén et al., 2017; Ziv et al., 2018). Ke zvySeni
permeability kutikuly mize dale dochazet i vlivem rostlin, které tak mtizou zvySovat efektivitu
dopravy antimikrobidlnich latek k patogenu. Jako antimikrobidlni latky funguji naptiklad
reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species — ROS), které po dosazeni toxické
koncentrace zabranuji rustu patogenti. Nebo se pii nizsich koncentracich ucastni aktivace
dalsich obrannych mechanismu (Serrano et al., 2014; Aragon et al., 2017; Ju et al., 2017).
Zvyseni permeability kutikuly dale mize plsobit jako zesilujici smycka, kdy se se zvySenou
permeabilitou zvySuje mnozstvi DAMPs, coz indukuje vys§i imunitni reakci (Aragédn et al.,
2017; Ziv et al., 2018). Napiiklad u rostlin huseni¢ku (Arabidopsis thaliana) pfi napadeni
nekrotrofni houbou plisni Sedou (Botrytis cinerea) bylo prokazano, Ze rostliny zamérné
shromaZzd’uji kutindzy produkované plisni, ¢imZz se zvySuji permeabilita kutikuldrni membrany
(Ju et al., 2017). Navic jesté rostliny husenic¢ku produkuji transkrip¢ni faktor DECREASE
WAX BIOSYNTHESIS (DEWAX), ktery blokuje biosyntézu voskti. Tim rostlina zajisti, aby
permeabilita membrany nebyla snizovana vlastni vyrobou dalsich vosku (Go et al., 2014; Ju
etal., 2017). V takovych ptipadech tedy vede vyssi permeabilita kutikuly k efektivn&jsi obrané

proti patogenovi. Tento mechanismus je, pravdépodobné, zvlasté vyhodny ve chvili, kdy uz
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patogen kutikulu néjakym zptisobem prekond a neni tedy na misté vylepSovat ,,brnéni*, které

jiz bylo ptekonané.

Mechanismus, kterym slozeni, permeabilita a struktura kutikularni membrany ovliviiuje
prubéh infekce neni stale uplné vyjasnén. Serrano et al. (2014) ve svém pichledném ¢lanku
navrhuji zobecnéni, kdy se pfi nakaze nekrotrofnimi patogeny rostliny brani snizovanim
mnozstvi voskl na svém povrchu, tedy vétsi permeabilitou kutikularni membrany, a zvySenou
produkci reaktivnich forem kysliku (ROS). Kdezto pfi nakaze biotrofnimi patogeny spise
zvysuji syntézu vosku a jejich mnozstvi v kutikularni membrané ¢imz snizuji jeji propustnost
a prostupnost. Dalsi moznosti by mohlo byt, Ze obrana snizovanim permeability kutikularni
membrany nastava poté, co patogen pronikne dovnitt rostlinnych pletiv. Dal§i zvySovéani
obranné bariéry by jeho vstup uz neovlivnilo, naopak je potieba aktivace obrany v misté
vzniku nakazy. SouCasné je mozné, ze mistni snizovani permeability kutikularni membrany
muze fungovat i jako signal pro aktivaci systémové rezistence, diky kterému se ve
vzdalenéjsich castech rostliny modifikuje kutikula a zvySuje se syntéza jejich slozek. Tim je
rostlina 1épe pfipravena na obranu, kdyby patogen piisel i do téchto mist (Xia et al., 2009;
Aragon et al., 2017; Lewandowska et al., 2020; Wang et al., 2020).

Interakce rostlin s hmyzem je regulovana nékolika zptisoby (Barbero, 2016; Wang et al.,
2020). Rostliny dokazou slozenim a povrchem svych EW omezit moznosti pohybu
nezadouciho hmyzu po vlastnim povrchu, naptiklad tim, ze tvoti povrch ze kterého se uvoliuji
castecky voskl, které se lepi hmyzu na nohy a znemoznuji tim jeho pohyb ¢i tvofi kluzky
povrch (Lewandowska et al., 2020; Wang et al., 2020). Kuptikladu druhy rostlin z rodu
Makaraga (Macaraga — Euphorbiaceae) tvoii kluzky povrch, ktery je zptsoben vysokym
obsahem triterpenoidil v kutikulérnich voscich. Po jejich povrchu se dokaZzou pohybovat jen
jejich symbioti¢ti mravenci. Rostlina tim chrani své symbiotické mravence pfed konkurenci
jinych mravenct a jiného hmyzu. Mravenci na oplatku chrani rostlinu pfed bylozravci (Federle
etal., 1997; Wang et al., 2020). Dalsi zptisob, kterym je ovlivnéna interakce rostlin s hmyzem,
zavisi také na sloZzeni a mnozstvi kutikularnich voski. Pro néktery hmyz zdvisi atraktivnost
hostitelskych rostlin pro kladeni vajicek na urcitém slozeni kutikularnich voska (Spencer,
1996). A naopak nékteré rostliny méni slozeni svych kutikularnich voska v reakci na
nakladena vajicka svych paraziti ¢imz mohou lakat parazitoidy téchto vajicek (Fatouros et al.,
2008; Blenn et al., 2012).

18



1.4.3 Uloha kutikuly p¥i mezibunéénych interakcich

Kutikula je také podstatna pro spravnou organogenezi a pii kontaktu dvou riznych bunék
¢i dvou organovych struktur. Béhem vyvoje rostlinnych pletiv a organt vSe vznika
z meristému ve velice malych prostorech omezenych pupeny ¢i semeny. Adhezi, a tedy i
sristu mezi organy, zabranuji vlastnosti epidermalnich bunék. Pro spravné fungovani
epidermalnich bunék je ale tfeba kutikuly, kterd udrzuje turgor, stalou transpiraci a spravnou
vyménu vody a CO2 (Voisin et al., 2009; Ingram et al., 2017). U riznych mutantd v genech
souvisejicich se syntézou kutinu a kutikuldrnich voskti dochdzi k fuzi ovlivnénych orgénii
(Lolle etal., 1992; Wellesen et al., 2001; Krolikowski et al., 2003; Fich et al., 2016), porucham
vyvoje organi ¢i ke zpomaleni jejich vyvoje (Li et al., 2007). Obecné se zda, ze poruchy
v organogenezi a nevhodna fuze organt jsou spojené s porusenou permeabilitou kutikuly
béhem vyvoje daného organu (Ingram et al., 2017). Pfesny molekularni mechanismus fuze
organu neni ale zcela znam. Pfilnavost bun¢k stejného pletiva je pravdépodobné vysledkem
obsahu homogalakturonanu ve stiedni lamele epidermalnich bunc¢k a pektin-dependentni
signalizace (Daher et al., 2015; Verger et al., 2016). Jeden z moznych mechanismu, kterymi
rostlina zabranuje postgenitalni fizi orgdni v nemutovanych organech, mize byt kutikula
slouzici jako ,,pokryvka®, ktera ,,maskuje* homogalakturonan béhem vyvoje organu a tim
brani spojeni sousednich pletiv (Sinha et al., 1998; Miiller et al., 2013). Dal§i mozny
mechanismus je zalozeny na vlastnostech kutikuly jako bariéry branici volné difuzi mobilnich
signaltl, branici ptimé komunikaci mezi oddélenymi organy a tim udrzujici organy samostatné
(Lolle et al., 1999; Ingram et al., 2017). Pro pfilnavost a nepfilnavost organt jsou také dulezité
povrchové struktury kutikuly jako jsou krystaly epikutikuldrnich voska ¢i kutikularni brazdy,
které¢ oddaluji povrchy orgdnti a zabranuji tak jejich fizi. Coz bylo ukazano naptiklad pii
vyvoji okvétnich listki huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) (Takeda et al., 2014;
Mazurek et al., 2017). Béhem vyvoje rostliny nékteré organy a pletiva splyvaji v jeden celek.
Jde napftiklad o srlstani vnitfniho a vnéjSiho integumentu vajicka ¢i plodolistii v semeniku.

| t&chto procest se ucastni kutikula, ktera fuzi umoziuje a reguluje (Ingram et al., 2017).

Rostlinnd pylova zrna kli¢i jen na kompatibilnich bliznach. U rostlin, které maji suchou
bliznu se interakci blizny s pylovym zrnem pii oplozeni Gcastni i kutikula (Sieber et al., 2000;
Takahashi et al., 2010; Fich et al., 2016). Suché blizny se nachazeji napiiklad u Celedi
brukvovitych (Brassicaceae) jako brukev fepak (Brassica rapa), husenic¢ek rolni (Arabidopsis
thaliana) (Sieber et al., 2000; Fich et al., 2016) ¢i hvozdikovitych (Caryophyllaceae). Jsou
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chranéné kutikulou pfed vyschnutim a ostatnimi nepfiznivymi podminkami (Ingram et al.,
2017). Pii dopadu pylového zrna na bliznu je tieba rychlé zavodnéni pylovych zrn pro jejich
hydrataci a nasledné kliceni. Voda by pfes neporuSenou kutikulu neprochézela, proto
kompatibilni pylovd zrna obsahuji vlastni esterazy a kutinazy, kterymi lokaln¢ degraduji
kutikulu. Oslabend kutikula umoziuje prichod vody a nasledné proriistani pylové lacky skrz

kutikulu (Sieber et al., 2000; Takahashi et al., 2010; Ingram et al., 2017).

U mnoha rostlin se ukazalo, Ze jejich semena obsahuji vrstvu z kutinu ¢i kutinu podobnych
latek a mastnych kyselin, tedy kutikulu (Beresniewicz et al., 1995; Molina et al., 2008;
Ranathunge et al., 2010; De Giorgi et al., 2015; Ingram et al., 2017). U huseni¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana) je kutikula semen dokonce 10 krat tlust$i nez kutikula listi a 3-4 krat
tlust$i nez kutikula stonkd (De Giorgi et al., 2015; Ingram et al., 2017). Tvoii vnitini vrstvu
osemeni a pokryva endosperm. VVznika chvili po fertilizace mezi endospermem a endotheliem,
spodni vrstvou vnitiniho integumentu (Molina et al., 2008; De Giorgi et al., 2015). Pokryva a
uzavira vSechna ziva pletiva semena kromé chalazového pdlu, kde je vajicko pfipojené k
poutku a odkud vyrustaji obaly vajicka (Beeckman et al., 2000; Molina et al., 2008; Ingram et
al., 2017). Kutikula reguluje ptijem vody, aby tlak na osemeni nebyl pfili§ veliky a neprasklo
dfiv, nez budou spravné podminky. Ugastni se regulace vymény plynt s okolim, piedeviim
kysliku a oxidu uhli¢itého (Wager, 1974; Rolletschek et al., 2007). Kli¢eni semen je fizeno
fytohormony giberelinem (GA) a kyselinou abscisovou (ABA), které reaguji na svételné a
teplotni podminky a osmoticky potencial. Jednim z mechanisma, ktery blokuje kliceni pii
nevhodnych podminkach prostiedi a pfi nizkém obsahu GA je pravé regulace propustnosti
kutikuly pro plyny (De Giorgi et al., 2015). Kutikula chrani embryo pied suchem, poskozenim
oxidaci po vstupu kysliku a jeho radikald, které snizuji zivotaschopnost embrya, a pred
pied¢asnym kli¢enim. Je potiebna pro zivotaschopnost a dormanci semen (Rolletschek et al.,
2007; De Giorgi et al., 2015; Ingram et al., 2017; Née et al., 2017). Ucastni se udrzovani
rostlinného embrya v suchém, metabolicky inertnim a osmoticky stabilnim prostiedi (Lopez-
Molina et al., 2002; De Giorgi et al., 2015). Rostliny mutované v genech pro syntézu kutinu
nemaji blokovanou expanzi bun€k endospermu pii nizkém obsahu GA a nezabranuji
pfedcasnému prasknuti osemeni. Jsou také citlivéjsi na oxidaci, kterd sniZzuje Zivotnost semen

(De Giorgi et al., 2015).

Kutikula je velice dilezita béhem kliceni, a to pfedev§im u epigeickych druhti mezi které

patii kuptikladu husenicek rolni (Arabidopsis thaliana), fazol obecny (Phaseolus vulgaris)
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nebo lipa srd¢ita (Tilia cordata). Epigeické rostliny maji Casto mala semena s malou zasobou
energetickych latek, a proto energii pro kliceni ziskavaji fotosyntézou déloznich listku.
U téchto druht je kutikula pokryvajici délohy a hypokotyl podstatna pro jejich spravnou
funkci (Moussu et al., 2013; San-Bento et al., 2014; Ingram et al., 2017). Oproti tomu
U hypogeickych druhti se na povrchu déloh ani hypokotylu kutikula nejspi§ nenachazi
(Borisjuk et al., 2003; Ingram et al., 2017). D&lohy hypogeickych druhii zistavaji uzavieny
pod zemi v semeni a piedavaji rostlin€ energii ze zasobnich latek, které obsahuji. Hypokotyl
je brzdén v rlstu a nevyrtstd nad zem. Semena hypogeickych druhti, mezi které patii naptiklad
hrach sety (Pisum sativum), dub letni (Quercus robur) ¢i lilie zlatohlava (Lilium martagon),
byvaji vétsi nez semena epigeickych rostlin a ¢asto obsahuji vyssi zasobou energetickych

latek.

1.5 Biosyntéza kutikuly

Prvni faze biosyntézy kutikuly, kutinu i kutikularnich vosku, je sdilena se syntézou
mastnych kyselin (fatty acid — FA). Biosyntéza FA probiha v chloroplastech mezofylovych
a v plastidech epidermélnich bungk, v ptipadé FA jako prekurzort kutinu a kutikuldrnich
voskt pak vyhradné v plastidech epidermalnich bunék. Biosyntéza zacina de novo syntézou
C16 a C18 FA ve stromatu plastidi epidermalnich bunék (Obr. 2). Nové syntetizované C16 a
C18 FA jsou poté transportovany do endoplazmatického retikula (ER), kde se syntéza rozchazi
a pokracuje zvlast’ pro kutikularni vosky a zvlast' pro kutin. Nasyntetizované prekurzory voskt
(VLCFA) i kutinu (C16 nebo C18 FA) jsou nasledné z ER transportovany ptes plazmatickou
membranu a bunécnou sténu do kutikuldrni membrany. Mechanismus transportu zatim neni
zcela znam, ale je navrzeno nékolik variant, které se nejspi§ navzajem dopliuji a funguji
dohromady. Po transportu z ER jsou vosky i kutin zabudovany do kutikularni membrany.
Monomery kutinu musi byt navic pfed zabudovanim do kutikularni membrany polymerovany,
zatim ne upln¢ objasnénym mechanismem (Yeats et al., 2013; Lewandowska et al., 2020;
Philippe et al., 2020; Bhanot et al., 2021).
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Vétsina toho, co je znamo o biosyntetickych drahach vedoucich ke vzniku a formovani
kutikuly bylo zjistovano na omezeném mnozstvi modelovych rostlin, zejména na husenicku
rolnim (Arabidopsis thaliana), ale také na lilku rajéeti (Solanum lycopersicum) ¢i ryzi seté
(Oryza sativa). Proto urcité ne vSe plati univerzalné, a ne vSe je znamo. N¢které drahy
biosyntézy se li§i taxonomicky i mezi riznymi organy jedné rostliny. Vybér biosyntetickych
drah, které mohou v daném rostlinném organu probihat je orgédnové specificky. Odpovida
odli$nosti kutikul mezi riznymi organy rostlin (Hauke et al., 1998; Jetter et al., 2001; Ingram
et al., 2017). Napiiklad syntéza sekundarnich alkoholti a ketond se u husenic¢ku téméf
nevyskytuje v listech, ale probiha v fapicich, vyvijejicim se stonku a SeSulich (Greer et al.,
2007).
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1.5.1 De novo syntéza FA v plastidech

De novo biosyntéza C16 a C18 mastnych kyseliny probiha ve stromatu plastida
epidermalnich bunék. Pocatecnim substratem syntézy uhlikové kostry vsech FA je acetyl-
CoA, ktery slouzi jako centralni meziprodukt na riznych mistech butiky. Slouzi mimo jiné
jako prekurzor syntézy nukleovych kyselin, fytosterolii ¢i prodluzovanim nékterych FA
prinasi uhlik do citratového cyklu. I presto se ale zda, ze acetyl-CoA neprochazi membranou

a musi byt noveé syntetizovan na kazdém z mist pouziti (Ohlrogge et al., 2015). V plastidech
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vznikd pomoci pyruvat dehydrogendzy piimo z pyruvatu vznikajiciho béhem glykolyzy.
Z acetyl-CoA a CO; dale ATP dependentni reakci vznika pomoci acetyl-CoA karboxylazy
malonyl-CoA. Malonyl-CoA je nasledné malonyl-CoA:ACP transacylazou pfipojen na acyl
ptrenasejici protein (acyl carrier protein-ACP), kofaktor, na ktery byva rostouci acylovy fetézec
pfipojen béhem celé biosyntézy FA v plastidech. ACP byva povazovan za soucast komplexu
syntazy mastnych kyselin (fatty acid synthase — FAS), ktery je u rostlin slozen z n¢kolika
oddélenych enzymi (Kunst et al., 2003; Ohlrogge et al., 2015). Komplexem FAS jsou
souhrnné nazyvany enzymy katalyzujici sérii enzymatickych reakci samotné biosyntézy FA.
(Post-Beittenmiller, 1996; Kunst et al., 2003; Samuels et al., 2008; Ohlrogge et al., 2015).
Samotna biosyntéza FA zafina za pomoci ketoacyl-ACP syntazy (KAS) kondenzaci acetyl-
CoA a malonyl-CoA za uvolnéni CO2. Poté nasleduje sestava t¥i postupnych reakei, a to
redukce B-ketoacyl-ACP, dehydratace 3-hydroxyacyl-ACP a redukce trans-A?-enoyl-ACP,
kde kazda z redukci vyzaduje dodani jednoho NADPH. Z téchto tii postupnych reakci vznika
nasyceny acyl prodlouzeny o dva uhliky, ktery slouzi jako primer pro dalsi kondenzaci
s malonylem-CoA pomoci KAS. Poté opét nasleduje sestava tfi postupnych reakei: redukce,
dehydratace a redukce. Protoze kazdy cyklus doda ke vznikajicimu acetylu dva uhliky musi
pro vznik C16 a C18 FA probéhnout 7 — 8 cykld, které spotiebuji 14 — 16 molekul NADPH.
Béhem syntézy se vysttidaji tfi typy FAS komplexi liSicich se v KAS, které jsou specifické
pro uréitou délku acylového fetézce: KASIII (C2-C4), KASI (C4-C16) a KASII (C16-C18).
Reduktazy a dehydrataza oproti KAS nejsou nikterak specifické na délku vznikajiciho fetézce
a jsou u vSech komplext FAS stejné (Post-Beittenmiller, 1996; Kunst et al., 2003; Samuels et
al., 2008; Ohlrogge et al., 2015).

Typicky cyklus syntézy FA v plastidech kon¢ina C16 a C18, po prob¢hnuti nékolika cykla
syntézy. Poté je potieba vznikly fetézec FA upravit, popiipadé pfenést do mist vyuziti ¢i mist
pokradovani jejich biosyntézy. Cast FA je integrovana do lipidi vramci takzvané
prokaryotické cesty syntézy lipidu uvnitt plastida (Jessen et al., 2015; Li et al., 2016). Kdezto
vétSina prochédzi takzvanou eukaryotickou cestou syntézy lipidi, kdy jsou fetézce FA
transportovany do ER. V ER probiha dalsi prodluzovani fetézct, upravy acylt a syntéza lipidu,
tedy i kutikularnich voskd ¢i kutinu. Mechanismus uréeni osudu daného FA fetézce a
mechanismus pienosu do ER neni jesté zcela znam. Naptiklad u husenicku je vice nez 50%
FA syntetizovanych v epidermalnich bunikach pieneseno pies plazmatickou membranu do
jinych bunék, do bunééné stény ¢i kutikularni membrany (Suh et al., 2005; Li et al., 2016).

Zda se, ze nejprve je z ACP hydrolyzovana acylova ¢ast pomoci acyl-ACP thioesterazy za
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vzniku volnych FA. Odstfihnuti acylové ¢asti od ACP brani dalsimu prodluzovani fetézce FA
a dosud neznamym mechanismem sméruje vznikly fetézec pro prenos ven z plastidu do mista
dalsiho vyuziti (Samuels et al., 2008; Ohlrogge et al., 2015; Li et al., 2020; Wang et al., 2020).
Samotny mechanismus pienosu FA z plastidi do ER je nejasny a nejspis specificky pro typ
FA a organ rostliny. Existuje proto n¢kolik moznosti pfenosu FA ven z plastidi. Nékteré
dikazy podporuji pfenos FA pomoci usnadnéné difuze (von Berlepsch et al., 2012). Dalsi
moznosti je pfenos pomoci aktivnich ATP-vazajicich kazetovych transportéra (ATP-binding
cassette transporters — ABC) vazanych v membrané (Kunz et al., 2009). Ptenos nékterych
fetézci FA je v kvétech a listech Arabidopsis zprostfedkovavan pomoci membranového
proteinu FA PRENASECE1 (FATTY ACID EXPORT1 — FAX1), ktery se nachazi ve vn&jsi
membrané plastidd, a je prvnim takovym popsanym proteinem (Li et al., 2015, 2020). Takto
prenesené FA fetézce jsou nasledné aktivovany na acyl koenzymu A (CoA) a to nejspis
pomoci syntaz LACS (long chain acyl-coenzyme A synthases) pfipojenych ve vngjsi
membrané plastidu (Jetter et al., 2008; Samuels et al., 2008; Yeats et al., 2013; Jessen et al.,
2015; Li et al., 2015, 2020; Lewandowska et al., 2020). Podle nékterych studii mize byt u
Arabidopsis thaliana pienaseCem FA zplastidi LACS9, ktery je pfipojeny ve vné&jsi
membrané plastidia (Jetter et al., 2008; Li et al., 2015, 2020). To ale vyvraci Jessen et al.
(2015), ktery studoval jednoduché i dvojité mutanty lacs9 a lacs4, u kterych byl export FA
z plastidt jen mirné pozménén. Jeho studie naopak uvadi, ze LACS9 a LACS4 slouzi spise
pro opacny pienos FA, tedy z ER do plastidi v ramci syntézy lipida tylakoidni membrany.
Pro ptenos FA ven z plastidu ztstava proto spravna isoforma LACS zatim neznama (Jessen et
al., 2015). Kdyz jsou FA esterifikované na acyl-CoA jsou pteneseny acyl-CoA vazebnymi
proteiny z plastidu ¢i cytosolu do mist kontaktu s ER membranou. (Samuels et al., 2008; Yeats
et al., 2013; Li et al., 2015, 2020; Wang et al., 2020). Dovniti ER pravdépodobné importuji
fetézce acyl-CoA ATP-vazajici kazetové transportéry9 (ATP-binding cassette transporters —
ABCAO9) (Li et al., 2015, 2020).

1.5.2 Elongace lipidi v endoplazmatickém retikulu

V ER se syntéza kutinu a kutikularnich voskd rozchéazi. Pti biosyntéze kutikularnich
voskt slouzi C16 a C18 FA ¢i C16 a C18 acyl-CoA pienesené do ER jako prekurzory pro
vznik velmi dlouhych fetézct (very-long-chain — VLC) acyl-CoA. Ne¢které FA jsou
konjugované na acyl-CoA pomoci LACS v membran¢ plastidi ¢i pomoci LACS piimo v ER,

u Arabidopsis thaliana pomoci LACS1 za piispéni LACS2 (Samuels et al., 2008; Yeats et al.,
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2013; Zhao et al., 2019). Vznik VLC acyl-CoA je katalyzovan enzymy skladajicimi FA
elongazovy (fatty acid elongase — FAE) komplex. Komplex FAE je slozen z 3-ketoacyl-CoA
synazy (KCS), B-ketoacyl-CoA reduktazy (KCR), 3-hydroxyacyl-CoA dehydratazy (HCD) a
enoyl-CoA reduktazy (KCR), které katalyzuji postupnou kondenzaci, redukci, dehydrataci a
redukci. Tyto ¢tyfi reakce se postupné stiidaji a nékolikrat za sebou cyklicky opakuji. FAE
v ER analogicky k biosyntéze pomoci FAS v plastidech prodluzuje acylovy fetézec v kazdém
cyklu o dva uhliky za spotieby NADPH (Cassagne et al., 1994; Samuels et al., 2008). Jen s tim
rozdilem, Ze pro FAE neni donorem uhliki malonyl-ACP, jako u FAS v plastidech, ale
malonyl-CoA, ktery vznika mimo plastidy pomoci acyl-CoA karboxylazy (Cassagne et al.,
1994; Kunst et al., 2003; Yeats et al., 2013; Wang et al., 2020). Prodluzovani VLC acyl-CoA
do pozadované délky se ucastni n€kolik riznych typu elongaz specifickych pro urcitou délku
acylového fetézce. Specificita rliznych typt komplexii FAE elongaz je urcena typem
podjednotky KCS (Kunst et al., 2003; Samuels et al., 2008; Pascal et al., 2019). Krom¢
enzymi FAE se elongace ucastni i ECERIFERUM2 (CER2) a jeho homology, které dale
prodluzuji VLC acyl-CoA na fetézce delsi nez C28 (Kong et al., 2020; Wang et al., 2020).
Prodluzovani VLCFA muzZe byt ukonceno thioesterazou za vzniku volnych VLCFA nebo
muzou byt VLC acyl-CoA dale modifikovany na primarni alkoholy a voskové estery
takzvanou alkoholotvornou cestou (alcohol-forming pathway) ¢i na alkany, aldehydy,
sekundarni alkoholy a ketony pomoci alkanotvorné cesty (alkane-forming pathway) (Obr. 2,
Obr. 3) (Kunst et al., 2003; Samuels et al., 2008; Yeats et al., 2013; Wang et al., 2020).

Alkoholotvornou cestou vznikaji ptevazné slou¢eniny se sudym poc¢tem uhliki Vv fetézci,
z kterych jsou nejcastéjsi primarni alkoholy (C26az C36) (Samuels et al., 2008). . VLC acyl-
CoA jsou pieménény acyl desaturazou ECERIFERUM17 (CER17) na n-6 mononenasycené
FA, které jsou nasledné redukovany na primarni alkoholy pomoci mastné acyl-CoA reduktazy
(fatty acyl-CoA reductase — FAR), kterou mize byt ECERIFERUM 4 (CER4) (Rowland et
al., 2006; Yang et al., 2017; Wang et al., 2020). Jsou zde rozliSovany i dalsi FAR, o kterych
je znamo jen malo, pravdépodobné maji specificitu pro jinou délku fetézce (Rowland et al.,
2006; Pascal et al., 2019). Primarni alkoholy a VLC acyl-CoA miZzou byt dale pouzity jako
prekurzory WSD1 (wax synthase/acyl-coa:diacylglycerol acyltransferasel) pro vznik
voskovych esterti (Obr. 2, Obr. 3) (Kunst et al., 2003; Samuels et al., 2008; Yeats et al., 2013;
Wang et al., 2020).
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Alkanotvornou cestou vznikaji pfedevsim slouceniny s lichym poétem uhlikt, z kterych
jsou (i u Clusia rosea (Medina et al., 2006; zde uvadéna data) nejcastéjsi alkany C29, C31
a C33, které napiiklad u listt huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) tvoii 70 — 80% voska
(Pascal et al., 2019). Alkanotvorna cesta za¢ina modifikaci VLC acyl-CoA na alkany pomoci
komplexu ECERIFERUM1(CER1)/ECERIFERUMS3 (CER3)/CYTOCHROM B5 (CYTBS5)
(Bernard et al., 2012; Yeats et al., 2013; Pascal et al., 2019; Wang et al., 2020). Pascal et al.
(2019) ukazali, ze CER3 katalyzuje redukci VLC acyl-CoA na aldehydy, které nejspise
zustavaji vazané na komplexu CER1/CER3/CYTB5 a jsou pomoci CER1 dekarbonylovany
na n-alkany. Béhem dekarbonylace je St€pena uhlikova vazba a je odsStépena jedna CO
molekula (Samuels et al., 2008). CER1 se ucastni dekarbonylace na alkany delsi nez C29.
Misto CER1 miuze byt soucasti komplexu také CERI-LIKEI, ktery nejspiSe katalyzuje
syntézu alkand od C25 az do C35 jen je u syntézy delSich fetézci méné efektivni nez CER1
(Pascal et al., 2019). Biosyntézu alkanu zesiluji CYTBS, které pravdépodobné slouzi jako
kofaktory CERL1 a zprosttfedkovavaji pfenos elektron na katalytickou stranu CER1 (Bernard
et al., 2012; Pascal et al., 2019). Tyto VLC alkany mohou byt dale hydroxylovany na
sekundarni alkoholy a sekundarné oxidovany na ketony pomoci enzymu cytochrom P450
nazyvaného jako MAH1 (midchain alkane hydroxylasel), ktera pravdépodobné katalyzuje
ob¢ reakce (Obr. 2, Obr. 3) (Greer et al., 2007; Samuels et al., 2008; Wang et al., 2020). Zda
se, ze ob¢ reakce probihaji jako postupnd hydroxylace jednoho stejného atomu C uvnitt
alkanového fetézce. Prvni hydroxylaci alkanového fetézce pomoci MAH1 vznikne sekundérni
alkohol (-CHOH-), ktery muze byt dal$i hydroxylaci pfeménén na geminalni diol (-C(OH)2-)
majici dvé hydroxylové skupiny na jednom atomu C. Vznikly geminélni diol poté spontanné
prochazi dehydrataci za vzniku ketonu (-CO-) (Greer et al., 2007; Samuels et al., 2008; Wang
et al., 2020).
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Obr. 3: Zjednodus$ena cesta syntézy voska v Arabidopsis thaliana. FAS — fatty acid synthase, FAE — fatty acid
elongase, WSD — wax synthase/acyl-coa:diacylglycerol acyltransferase, CER — ECERIFERUM,
MAH — midchain alkane hydroxylase (Samuels, 2008, upraveno).

Pii biosyntéze kutinu jsou C16 a C18 FA ¢i C16 a C18 acyl-CoA pienesené do ER
modifikovany na  oxygenované¢ mastné kyselino-glycerolové estery nazyvané
monoacylglyceroly. Neni jisté, zda jsou FA pouzivané pro biosyntézu kutinu aktivovany
konjugaci na acyl-CoA pomoci LACS uz v membrané plastida (Li et al., 2015, 2020)
¢i pomoci LACS ptimo v ER (Pollard et al., 2008; Yeats et al., 2013; Fich et al., 2016; Zhao
et al., 2019). Zhao et al. (2019) predstavili pomoci studia mutantt u Arabidopsis thaliana
moznost, ze tuto funkci by mohli v ER zastavat LACS2 s ptispénim LACS1 a LACS4. Mastné
kyseliny aktivované LACS konjugaci s acyl-CoA jsou nasledné w-hydroxylovany casto za
ucasti cytochrom P450 enzymu (cytochrome P450 — CYP). Piesnéji w-hydroxylaci na
koneénych uhlicich katalyzuji ¢leny CYP86A rodiny, kdezto hydroxylaci na
sttedofetézcovych uhlicich katalyzuji cleny CYP77A rodiny (Fich et al., 2016). Pfesné poradi
reakci neni znamo, ale zda se, Ze w-hydroxylace pfedchazi hydroxylaci a syntéze acyl-CoA

meziproduktt (Li-Beisson et al., 2009; Yeats et al., 2013; Fich et al., 2016). Dalsi oxidaci
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hydroxylovaného koncového ® uhliku mize nasledné vznikat aldehydova a poté druha
karboxylova skupina. Cimz vznikaji dikarboxylové kyseliny, které ale nejsou v kutinu rostlin
moc ¢asté (mimo husenicek rolni - Arabidopsis thaliana Kurdyukov et al., 2006 a). Enzymy
katalyzujici tuto reakci nejsou plné€ potvrzeny, vyzkumy mutantni rostlin ukazuji na ucast
CYP86A2 a HOTHEAD (Kurdyukov et al., 2006 a; Pollard et al., 2008; Fich et al., 2016).
Nakonec dochazi k esterifikaci, kdy jsou acylové skupiny pienesené z acyl-CoA na glycerol-
3-fosfat pomoci glycerol-3-fosfat acyltransferazy (glycerol-3-phosphate acyltransferase —
GPAT) ¢imz vznikaji kutinové monomery (Pollard et al., 2008; Yeats et al., 2013; Fich et al.,
2016). Konkrétn¢ vznikaji 2-monoacylglyceroly (2MHG), nebot’ Gi¢astnici se GPAT, nejspise
GPAT4 a GPAT6 ¢i GPATS (Li et al., 2007; Yang et al., 2010), pfenasi acylovou skupinu
specificky na sn-2 pozici glycerolu. Aby nasledné mohly byt kutinové monomery vélenény do
kutinové vrstvy kutikuly musi byt pfeneseny pies polysacharidovou bunécénou sténu do mist,

kde jsou polymerovany.

Uvnitf jednotlivych buné€k jsou FA hojné piendSeny mezi ER a plastidy obéma sméry, ale
kazda z buné€k syntetizuje lipidy, glycerolipidy i FA vlastni biosyntézou a téméf je nepienasi
mezi bunkami (Ohlrogge et al., 2015). Jen epidermalni buniky se vymykaji tomuto pravidla a
prenaseji prekurzory kutikuly, tedy vosky a monomery kutinu, z ER ven z buné¢k a ukladaji je

do kutikularni membrany.

1.5.3 Doprava na povrch kutikularni membrany

Po dokonceni syntézy voskovych a kutinovych prekurzori v ER musi byt pieneseny pies
plazmatickou membranu a polysacharidovou bunéfnou sténu do vznikajici kutikularni
membrany. Zde jsou kutinové monomery polymerizovany a kompletovany S voskovymi

sloZzkami. VétSina transportnich mechanismi zatim neni pfili§ znama.

Cast prenosu voskovych i kutinovych prekurzort pires plazmatickou membranu probiha
pomoci ABC (ATP-binding cassette) transportéru z G podrodiny (Obr. 4, Obr. 5) (Yeats et
al., 2013; Fich et al., 2016; Li et al., 2016; Philippe et al., 2020; Stepinski et al., 2020; Wang
et al., 2020; Bhanot et al., 2021; Xin et al., 2021). Takzvané kompletni (full-size) ABC
transportéry obsahuji dvé ABC a dvé transmembranové podjednotky v jednom polypeptidu.
Kdezto polovi¢ni (half-size) transportéry dosahuji své funkce dimerizaci, mohou tvofit homo
I heterodimery (Panikashvili et al., 2007; McFarlane et al., 2010). Na zaklad¢ studia mutantti

Arabidopsis thaliana v riznych ABCG transportérech se zda, ze pro transport kutinovych
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prekurzord slouzi predevsim half-size transportéry ABCG11 v listech i stoncich, ABCG13
Vv kvétech a pravdépodobné i full-size transportér ABCG32, jehoz fungovani ale neni tplné
vyjasnéné. Pro transport voskovych prekurzord, takto funguji nejspise half-size transportéry
ABCG11 v listech i stoncich, ABCG12 ve stoncich a mozna i full-size transportér ABCG32
(Panikashvili et al., 2007, 2011; McFarlane et al., 2010; Yeats et al., 2013; Li et al., 2016; Xin
et al., 2021). Pro kutinové monomery byla kromé ptenosu ptes ABC transportéry také
navrzena hypoteticka cesta pruchodu z ER pfimo pfes plazmatickou membranu v mistech

dotyku obou membran (Samuels et al., 2012; Fich et al., 2016).

Dalsim krokem transportu do kutikuly je malo znamy ptenos hydrofobnich prekurzora
kutikuly pies hydrofilni polysacharidovou bunéénou sténu. Tento pienos mohou zajistovat
LTP (lipid transfer protein), které se vyvinuli aZz u suchozemskych rostlin (Edstam et al.,
2011). Zatim bylo klasifikovano 5 hlavnich (LTP1, LTP2, LTPc, LTPd, a LTPg) a 5 vedlejsich

typu LTP lisicich se vzdalenosti cysteinovych rezidui a posttransla¢énimi modifikacemi.
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Obr. 4: Role ABC a LTP transportérii v ptenosu lipidovych monomeri pfi tvorbé kutikuly. Barevné jsou
odliseny tfi typy LTP: LTPg (oranzov¢€) piebiraji lidové monomery od ABC transportért (rizove) lezicich
uvnitf plazmatické membrany, transportni LTP (modte) a adhezni LTP (svétle zluté) (Edqvist et al., 2018,

upraveno).

Pti¢emz LTPd, a LTPg byli nalezeny u vSech zkoumanych suchozemskych rostlin (Edstam et
al., 2011; Edqvist et al., 2018). LTPg maji GPI (glykosilfosfatidylinositolovu) kotvu, kterou
jsou kotveny z vngjsi strany plazmatické membrany. Podle n¢kterych modela (Obr. 4, Obr.
5) LTPg vazou prekurzory kutikuly po tom, co projdou ABC transportéry a predavaji je
transportnim LTP. Transportni LTP ptfenasi prekurzory kutikuly od LTPg do mist ukladani
kutikularni membrany. Transportu pfes bunécnou sténu se nejspis, zatim ne zcel znamym
zpusobem, Gi¢astna i adhezni LTP, jejichZ roli by mohlo byt pfipojovani kutikularni hydrofobni
bariéry k bunécné sténé (Edstam et al., 2011; Yeats et al., 2013; Fich et al., 2016; Li et al.,
2016; Edqvist et al., 2018). LTP pienasi vosky a pravdépodobné i nékteré kutinové monomery
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vazbou téchto hydrofobnich latek do hydrofobni dutiny LTP (Edstam et al., 2011; Edqvist et
al., 2018; Philippe et al., 2020). Ac¢koliv byly LTP objeveny ve spektru druhti, potad chybi
klicové znalosti mechanismim. Napiiklad bez moznosti recyklace LTP po uvolnéni
pfenaseného nakladu, by tento proces byl velice energeticky naro¢ny. Proto vznikaji i rizné
alternativni hypotézy mechanismu pienosu, které¢ by byly jednodussi a méné energeticky
naro¢né. Jedna z hypotéz mluvi napiiklad o pasivnim fazovém rozdéleni, kdy kutikularni
prekurzory difunduji skrz hydrofilni prostfedi apoplastu, hromadi se vné a diky svym

biofyzikalnim vlastnostem se sami spojuji a tvoii hydrofobni kutikulu (Fich et al., 2016).

Po pfenosu prekurzort kutikuly vné bunéné stény je potieba sestavit, uspoiadat a
modifikovat slozKky tak, aby vznikla funk¢éni kutikularni membrana. Mechanismus téchto
procest neni Uplné objasnén. Bylo uk4zéano, Ze vosky tvofici vrstvu epikutikuldrnich voski se
po jejim mechanickém odstranéni dokdzi regenerovat a znovu slozit do spravnych
krystalickych struktur (Koch et al., 2004). Vzniklo n¢kolik hypotéz tvorby EW krystalii. Jedna
Z teorii navrhuje moznost vytlaCovani krystali ptfiddvanim voskovych slozek zespodu
kutikularni membrany a vytlaovanim intrakutikuldrnich voskii. Tomu ale nenasvédcuje
rozdilné chemické sloZzeni vosku IW a EW (Wen et al., 2006; Buschhaus et al., 2007, 2011; Ji
et al., 2008). Dalsi moznosti je pienos specifickych vosku ptes vrstvy kutikuly do mist uréeni.
U snézenky podsnéznik (Galanthus nivalis) a ifejonu jednokvétého (Ipheion uniflorum) byla
analyzou pomoci AFM (Atomic Force Microscopy) pozorovana tvorba novych
epikutikularnich voskovych krystali po jejich mechanickém odstranéni. Nové voskové
krystaly se tvorili na povrchu celistvé vrstvy voskd, z ¢ehoz lze usoudit, ze nové voskové
molekuly prochazi touto vrstvou a tvoii krystaly nad ni (Koch et al., 2004). Po dosazeni
cilového mista se nejspi§ EW krystaly samo-organizuji (self-assembly) diky svym fyzikalnim
a chemickym vlastnostem bez ptispéni jakychkoliv enzymu (Koch et al., 2004), coz ukazuji i
studie krystalizace EW in vitro (Jeffree et al., 1975; Jetter et al., 2016). Mechanismus skladani
a uspofadavani intrakutikularnich voski mezi kutin polymerové kostry je neznamy, coz mlize

byt zptisobeno jeho slozitosti a obtiznosti jeho zkoumani.

Kutinové monomery je pro utvofeni kutikularni membrany potieba polymerizovat.
Molekularni mechanismus tohoto procesu byl dlouho neznamy. Dnesni poznatky pochézi
predevsim ze studia mutantnich rostlin a pofad nejsou kompletni. Polymerizace mize probihat
enzymatickou cestou pomoci n¢kolika enzymt acyltransferazového typu, které

zprostiedkovavaji sestavovani polymert tvorbou esterovych vazeb. Nejprozkoumanési
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z téchto enzymu je CUTIN SYNTHASEL (CUS1). CUS1 a BDG (BODYGUARD), dalsi
Z enzymu Ucastnici se polymerizace kutinu, jsou extracelularni enzymy patiici do o/f
superrodiny hydrolaz, jez se vyznacuji pfitomnosti dvou domén (hlavni a vickové) mezi nimiz
se nachazi aktivni misto. Cesta CUS1 i BDG z mista vzniku do mista ptisobeni ve vznikajici
kutikuly je nejasna. CUSL je protein z rodiny lipaz/hydroxylaz obsahujicich GDSL motiv
(konzervované zbytky okolo katalytického Serinu: Gly-Asp-Ser-Leu) (Yeats et al., 2013; Fich
et al., 2016; Bakan et al., 2017; Philippe et al., 2020; Segado et al., 2020; Stepinski et al.,
2020). Zapojeni proteinu s GDSL motivem do polymerizace kutinu u listd Agave americké
(Agave americana) odhalil imunolokalizaci uz vyzkum Reina et al. (2007). CUS1 protein byl
ale poprvé objeven u rajéete (Solanum lycopersicum) v mutantech cutin deficientl (cdl)
(Isaacson et al., 2009). CUS1 pusobi extracelularné a funguje jako acyltransferazovy enzym,
ktery propojuje 2-MHG kutinové monomery esterifikaci. Pfesny mechanismus fungovani
enzymu CUSI neni Gplné jasné a je mozné, Ze se polymerace kutinovych monomerta ucastni
1 dalsi typy CUS enzymu. Esterifikovany jsou konec¢né nebo stfedoietézcové hydroxylové
skupiny. Pokud esterifikace probéhne pouze na hydroxylové skupiné ve stiedu fetézce vznikaji
linedrni polymery, kdezto esterifikaci obou hydroxylovych skupin vznikaji vétvené
polymerové struktury. (Yeats et al., 2013; Fich et al., 2016; Bakan et al., 2017; Philippe et al.,
2020; Segado et al., 2020). BDG je podle studii na riznych mutantech bdg u husenicku velice
dilezity pro spravny obsah kutinu v kutikule mladych listd a kvétd. PredevSim ovliviiuje
polymerizaci C1g monomerd kutinu vné buné&éné stény (Kurdyukov et al., 2006 b; Jakobson et
al., 2016; Segado et al., 2020). Poslednim znamym enzymem uc¢astnim se polymerizace
kutinovych monomert je cytoplazmaticky enzym DCR (DEFECTIVE IN CUTICULAR
RIDGES). DCR je ¢lenem BAHD acyltransferaz (Yeats et al., 2013; Fich et al., 2016; Segado
et al., 2020; Stepinski et al., 2020), u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) a bobu
obecného (Vicia faba) bylo ukazano, ze se Gicastni oligomerizace ur¢itych soucasti kutinu jiz

Vv cytoplasmatické membrané (Panikashvili et al., 2009; Segado et al., 2020).

Dalsi, nové objeveny, zpusob, kterym probiha transport a polymerizace kutinu souvisi
s funkci kutinzomii (cutinsomes) (Obr. 5). Kutinzomy jsou kulovité nanostruktury
(40— 200 nm), které se pravdépodobné samo-organizuji (Self-assembly) fyzikalné-
chemickymi procesy bez prispéni enzymu (Heredia-Guerrero et al., 2008; Fich et al., 2016;
Segado et al., 2020; Stepinski et al., 2020; Bhanot et al., 2021; Xin et al., 2021). Polymerizace
kutinovych monomerti pomoci kutinzomu se proto nékdy nazyva neenzymatickou cestou

polymerizace. Kulovité struktury podobné kutinzomim byly v brzkych fazich vyvoje
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zaznamenany na vnitini strané rostouci kutikuly jiz dfive (Riederer et al., 1988; Heide-
Jorgensen, 1991; Cook et al., 1998; Stepinski et al., 2020). Kutinzomy se formuji v cytoplazmé
nebo v druhové specifickych cytoplazmatickych doménach nazyvanych lipotubuloidni
metabolony (lipotubuloid metabolons — LMs). Lipotubuloidni metabulony obsahuji lipidova
téliska propletend s mikrotubuly, polysomy, drsnym ER a aktinovymi filamenty. Mohou
obsahovat také par mitochondrii, Golgiho struktur a mikrotélisek, pozdéji také autolytické
vakuoly (Kwiatkowska et al., 2015). Kutinzomy k sestaveni vyuzivaji schopnosti hydroxy FA
se samo-organizovat a esterifikovat fyzikaln¢-chemickymi procesy. Kutinzomy jsou sloZeny
ze dvou jasné strukturovanych segmentd. Vnitini ¢ast tvofi rozvétvené a propojené
hydroxykyseliny, které vznikaji esterifikaci skupin obsahujicich uprostied fetézce kyslik
(epoxo, hydroxo, oxo skupiny).  Vnitini ¢ast je  obalena  hydrofilni
karboxylatovou/karboxylovou a pektinovou vrstvou, ktera oddéluje lipidicky obsah od
vngjSiho vodniho prostiedi (Stepinski et al., 2020; Bhanot et al., 2021). Kutinzomy podle
vseho vnasi do kutikuly vétvené a propojené esterifikované polyhydroxy FA (Stepinski et al.,
2020). Pomoci imunolokalizace a TEM se ukazuje, ze kutinzomy jsou do kutikuly patrné
pfenaseny pomoci mikrotubuli skrz cytoplazmatickou membranu a buné¢nou sténu (Stepinski

et al., 2020; Bhanot et al., 2021).

Kutinzomy dopliiuji fungovani predchozich zplsobi transportu do kutikularni membrany
(Obr. 5). Segado et al. (2020) ukazali, ze kutinzomy se ucastni ukladani a polymerizace
kutinovych monomert béhem bunécéného déleni do zacatku zvétsovani bunék (ABCG, LTP a
ustavuji primarni ochrannou prokutikulu. CUSI, které pfijima prekurzory zjinych cest
transportu, polymerizuje kutinové monomery Vv pozdé&jSich fazich vyvoje od zacatku
zvétSovani bunék. Zatimco kutinzomy vnasi do kutikuly vétvené polymery, CUS1 vytvari jak
linearni tak vétvené polymery (Stepinski et al., 2020). CUS1 pietvari prokutikulu na kutikulu,
ktera je méné usporadana. Kutinové polymerové domény jsou reorganizovany, vkladany jsou
dalsi slozky kutikuly a kutinové vazby jsou modifikovany (Segado et al., 2020). S funkci
kutinzomu souvisi také funkce nekterych enzymu jako naptiklad GPAT6 ¢i DGAT?2. Pro n¢

muzou kutinzomy slouzit jako transportni vacky nesouci je do kutikuly (Segado et al., 2020).
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1.6 Obnova a obména sloZek kutikularni membrany

Kutikula se nachazi na vnéj§im povrchu rostlinnych pletiv, lezi na rozhrani mezi vnéj$im a
vnitinim prostfedim rostliny. Jeji obnovu a obménu proto ovliviiuji jak vnitini, tak vnéjsi
podminky (viz. kapitola 1.4 Funkce kutikuly). Rizné soucasti kutikularni membrany se
vyménuji a obnovuji rizn€ V zavislosti na vnitfnim nacasovani a vnéjSich podminkach.
Obnova kutikularni membrany byla zkoumana ptfedevS§im z pohledu obmény kutikularnich
voskll, S vy$sim dirazem na obnovu epikutikularnich voskt. U riznych druhi rostlin bylo
ukazano prodluzovani primérné délky fetézcl kutikuldrnich voskli béhem vegetativni sezony,
a to u popinavého kete bie¢tanu popinavého (Hedera helix) (Hauke et al., 1998), u kefe
bobkovisné 1ékatské (Prunus laurocerasus) (Jetter et al., 2001) a stromu javoru klenu (Acer
pseudoplatanus) (Sachse et al., 2009), jasanu ztepilého (Fraxinus excelsior), jasanu zimnaie
(Fraxinus ornus), lisky obecné (Corylus avellana), jetabu ptaciho (Sorbus aucuparia) a buku
lesniho (Fagus sylvatica) (Piasentier et al., 2000), i u travy bojinku lu¢niho (Phleum pratense)
(Gao et al., 2012). Coz muze byt vysvétleno tim, Ze pii biosyntéze voskl jsou nejprve
syntetizovany slouceniny s krat§imi uhlikovymi fetézci a teprve nésledné jsou syntetizovany
vosky s del$imi uhlikovymi fetézci (Gao et al., 2012). Neni znamé, jak tyto vosky s del§imi
uhlikovymi fetézci vznikaji. Jednou z moznosti je elongace jiz existujicich vosku, které by ale
bylo nutné prenést z kutikuly do epidermalnich bun¢k a po elongaci zpét do kutikuly. Druhou
moznosti je syntéza novych voski s delSimi uhlikovymi fetézci v bunkach a nahrazeni voski
s krat§imi uhlikovymi fetézci v kutikule. Dftivéjsi studie také méfili mnozstvi a sledovali
zmény chemického slozeni izolované kutikuly béhem vyvoje listu ¢i béhem vegetativni

sezony. U nékterych studovanych rostlin se ukazalo, ze kutikula, jeji slozeni a mnozstvi, se
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meéni jen u mladych vyvijejicich se listh a po dosazeni dospélosti listu se dile neméni
(Stammitti et al., 1996; Jetter et al., 2000). Naopak jiné studie uvadéji, ze se mize ménit béhem
celého zivota listu (Hauke et al., 1998; Jetter et al., 2001; Richardson et al., 2005). U
bobkovisné 1ékaiské (Prunus laurocerasus) Jetter et al. (2001) odhalili, Ze Cisté mnozstvi
epikutikularnich voski se zvysuje nejen u mladych (coz ukazali ve své diivejsi studii (Jetter
et al., 2000)), ale také u pln¢ vyvinutych, rok starych listd. Stejny vysledek pro je¢men sety
(Hordeum vulgare) uvadi Richardson et al. (2005). Oproti tomu Hauke et al. (1998) pii
sledovani kutikuly bfe¢t'anu popinavého (Hedera helix) ukazali dvé skupiny voskovych slozek
chovajicich se u plné vyvinutych listl odliSnym zplisobem. Mnozstvi voskovych slozek prvni
skupiny apolarnich a méné polarnich molekul, které neni tieba pied analyzou upravovat, se po
dosazeni maximalniho mnoZstvi pomalu sniZzovalo. KdeZto mnozstvi voskovych slozek ze
skupiny polarnich molekul (primarni alkoholy a esterifikované FA), které museli byt pied
analyzou transesterifikovany, se po dosazeni pln¢ vyvinutého stadia listu dale neménilo.
Vysledkem téchto sledovani je znalost Cistych zmén celkového mnozstvi kutikularnich slozek
(narast syntézou minus Ubytek erozi) jako skupin (alkany, alkoholy, aldehydy, mastné
kyseliny, ...), ale nefikd nic o rychlosti vymény urcité jedné slozky kutikuly. Novéji l1ze
rychlost obnovy urcité kutikularni slozky zkoumat pomoci izotopového znaceni stabilnimi
izotopy vodiku ¢i uhliku, coz jsou nejcastéji se vyskytujici prvky skladajici kutikulu i celou
rostlinu. Izotop vodiku ?H (deuterium) je pouZivan pro znaéeni zalivkové vody, izotopem
uhliku *C byvé zna¢ena atmosféra, z které rostlina C fixuje. Oba zpiisoby odhaluji vysokou
dynamiku vymén, ztrat a syntézy slozek vosku. Potad ale zlistava otazkou, zda se kutikularni
vosky obnovuji béhem celého Zivota listu a jak k tomu dochazi. U buku lesniho (Fagus
sylvatica) a javoru klenu (Acer pseudoplatanus) bylo pomoci znageni 2H20 ukéazano, Ze n-
alkany se u mladych listd obménuji za dobu kratsi neZ dva tydny, coZ pro javor plati nejen pro
mladé listy ale i po celou dobu zivota listu (Sachse et al., 2009). Oproti tomu Kahmen et al.
(2011) u topolu chlupatoplodého (Populus trichocarpa), znateného také 2H20, ukazali, Ze se
V kontrolovanych podminkach nové kutikularni n-aklany syntetizuji jen na zacatku
ontogeneze listu a pozde€ji uz ne. Na tuto studii ale navazali Gao et al. (2012), ktefi u travy
bojinku luéniho (Phleum pratense) odhadli na zakladé zalévani ?H,O , Ze obrat voskil trva
v fadu tydnt. Nejrychleji v fadu nékolika dnii se vyménuji slozky s kratsimi fetézci (C16 a
C18 kyseliny a C23 alkany), delsi doby zaznamenali pro delsi fetézce (naptiklad C27 alkan se
vyménuje 25x pomaleji nez C23 alkan). Gao et al. (2012) navrhuji, Ze obnova vosku je
stimulovana jejich pfirozenym mechanickym obruSovadnim proudem vzduchu, a proto, na

rozdil od studie na topolu (Populus trichocarpa) (Kahmen et al., 2011), simuluji proud
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vzduchu pouzitim vétraku. V pfirozenych podminkach mtze dale kromé obruSovani proudem
vzduchu ptisobit i mechanické odirani riznymi organismy a destém, jehoz vliv neni viibec
znam. Mnozstvi obrousenych a piirozen¢ ,,odpadnutych* slozek voskt neni znamo, a proto je
nemozné odhadnout realnou rychlost obnovy voskt. Nékteré studie proto pozoruji obnovu

voskl az po jejich umélém mechanickém odstranéni (Koch et al., 2004)

1.7 Metody extrakce epikutikularnich voski

Existuje n€kolik ptistupti k vzorkovani vrstvy epikutikularnich voskii z povrchu rostlinné
kutikuly. Je to 1) ptimy sbér pomoci stéru EW skelnou vatou namoc¢enou v chloroformu. Dalsi
techniky zahrnuji tzv. adhezivni techniky. Jde o pouziti 2) arabské gumy, 3) celuldza acetatu
¢i 4) kolodia, které jsou na povrch listi naneseny v roztoku. Po zaschnuti/polymeraci jsou EW
sundany s vrstvou zaschlého filmu a uvolnény do pfislusného rozpoustédla. Dale se
experimentuje s pouzitim Kryo-lepidel, ktera ale poskozuji Ziva rostlinna pletiva nutnosti
vysokych zmén teplot. Metody se 1isi selektivitou mezi IW a EW, slozitosti aplikace a

nasledné extrakce EW (Buschhaus et al., 2011; Jetter et al., 2016; Zeisler et al., 2016).

2 Stabilni izotopy uhliku a jejich analyzy

Vse zivé i nezivé kolem nas je tvofeno atomy riznych chemickych prvka. Jednotlivé atomy
se skladaji z jadra a elektronového obalu. Uvnitt jadra atomu se nachazi kladné protony a
neutralni neutrony. Elektronovy obal okolo jadra je tvofen zdporn¢ nabitymi elektrony. Prvky
se zapisuji jako 4X, kde Z oznacuje po&et protonil (protonové ¢islo) a A (nukleonové &islo)
oznacuje soucet poétu protont Z s poctem neutrond (neutronové ¢islo — N). Protonové ¢islo
(Z2) udava také zakladni pocet elektroni atomu daného prvku. Pfi odtrhnuti ¢i navazani
elektronu se atom prvku méni v kladné nebo zaporné nabity iont. Urcity prvek je uréen
protonovym ¢islem Z. Oproti tomu neutronové ¢islo N (tedy i nukleonové A) se miize mezi
atomy prvku lisit. Atomy prvku lisici se v N se nazyvaji izotopy daného prvku. 1zotopy jsou

stabilni ¢i nestabilni s riznym polo¢asem rozpadu v zavislosti na daném N.

Uhlik (C) je chemicky prvek, ktery piirozené tvoii n¢kolik izotopt. Nejhojnéji (ptiblizné
98,8 %) se vyskytuje jako stabilni izotop '2C. Druhym méné hojnym (piiblizn& 1,108 %

atmosférického uhliku) izotopem je 13C, ktery je t&z3i o jeden neutron. Poslednim piirozend

vyskytujicim se izotopem uhliku je '¢C, ktery je nestabilni a velmi malo zastoupeny (méné
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nez 0,000 000 000 1 %). Uméle byly pfipraveny i dalsi izotopy uhliku, které jsou ale velice

nestabilni (napiiklad 11Cs polocasem rozpadu 20 minut).

2.1 Diskriminace izotopu *C rostlinami

Rostliny ve svych pletivech obsahuji relativné vice °C, nez je v atmosféfe a v procesech
asimilace CO; preferuji *?C v porovnanim S pfirozenym pomérem zastoupeni 3C/*2C
v atmosféfe. Tento jev se nazyva diskriminace izotopu *C. K této diskriminaci dochazi bdhem
nékolika procest fixace CO2 z atmosféry a jeho nasledného vyuziti. Molekuly CO: vstupuji
do pletiva listu difuzi skrz hrani¢ni vrstvu a praduchy, kde dochazi k prvnimu zvySeni poméru
izotopt uhliku ve prospéch *2C, nebot *CO, difunduje pomaleji nez 2CO,. Vysledkem tohoto
procesu je ochuzeni vnitini koncentrace CO2 0 BCO,, které lze vyjadiit frakciona¢nim
faktorem 4,4%o. Frakcionac¢ni faktor je teoreticka hodnota v idedlnich podminkéch v klidném
a nemichaném vzduchu, je odvozen od izotopového efektu a, ktery udava pomér difuze
12C0,/"CO; pti teploté 20°C. Od tohoto poméru je odeétena 1 a vyslednd hodnota je nasobena
1000 (Farquhar et al., 1982; Bowling et al., 2008; Kvéton, 2018). Druhym dilezitym
procesem, ktery piispiva k diskriminaci *C je karboxylace CO, pomoci enzymu RuBisCO
(ribuldza-1,5-bisfostat karboxylaza oxygendza). Enzym RuBisCO preferuje pti karboxylaci
leh¢i molekulu ?CO, ktera je reaktivngjsi. Vysledkem tohoto procesu je dalsi ochuzeni
relativniho obsahu '3C, které 1ze vyjadfit frakcionaénim faktorem 29%. (Farquhar et al., 1982;
Bowling et al., 2008; Kvéton, 2018). K dalsi diskriminaci *C mize dochazet post-
fotosynteticky béhem metabolickych procest v zavislosti na probihajicim procesu. Naptiklad
pro vznik C16 a C18 FA vplastidech je potfeba Acetyl-COA vznikajici pyruvat
dehydrogenazou piimo z pyruvatu, ktery je produktem glykolyzy. Béhem tohoto procesu
dochazi k diskriminaci 13C, takze vysledné lipidy jsou o *C ochuzeny oproti primarnim
asimilatim ¢i suché hmot¢ listu, kterou piedstavuje napiiklad celuloza (Melzer et al., 1987).
Diskriminace *C se 1i§i mezi riiznymi skupinami rostlin, které se 1i§i predevsim fyziologicko-
biochemickych mechanismy fixace uhliku a podle toho se déli do tfech zédkladnich skupin C3,
C4 a CAM rostliny. Diskriminace dale zavisi na dostupnosti CO2 pro fixaci (pfesnéji jeho
koncentraci v chloroplastech listu) a naslednych procesech. Pfi nizsi dostupnosti molekul CO2
diskriminuji rostliny t&z$i 23CO, méné, jsou tedy relativné bohatsi na **C v biomase. Vyjadfeno
mechanisticky, pti nedostatku substratu neni naplnéna karboxyla¢ni kapacita RuBisCO, coz
zvySuje pravdépodobnost navazani molekuly 3CO, (Kvéton, 2018). Diskriminaci dale

ovliviiuji vngjsi podminky jako je intenzita fotosynteticky aktivniho zafeni, ktera ovliviluje
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rychlost fotosyntézy, vlhkost vzduchu a dostupnost ptidni vody, teplota ¢i obdobi vegetativni
sezony, coz vse ovliviiuje otevienost praduchd, a tedy koncentraci CO2 uvnitf listu. Naptiklad
Lockheart et al. (1997) odhalili u biizy Ermanovy (Betula ermanii), dubu kastanolistého
(Quercus castaneifolia) a buku japonského (Fagus japonica), ze na jafe jsou kutikularni

n-alkany vice obohacené o *C neZ na podzim, kdy je $3C vice diskriminovéno.

2.2 Izotopové analyzy zastoupeni 3C

Relativni zastoupeni izotopu *C (83C) u vzorki je zjisfovano izotopovou pomérovou
hmotnostni spektrometrii (Isotope Ratio Mass Spectrometry, IRMS). V tzv. ,,bulk® rezimu, je
vzorek (napf. homogenizovana sucha hmota listu) uzavieny v cinové kapsli spalen v proudu
¢istého kysliku pii 950°C v reaktoru prvkového analyzatoru za vzniku CO>. Izotopovy pomér
R, udavajici pomér minoritniho izotopu k ¢etnosti majoritniho izotopu, zde *C/*?C je poté
zaznamenan IRMS propojenym s prvkovym analyzatorem. Relativni zastoupeni izotopu **C
muze byt také méteno v jednotlivych chemicky ¢istych latkach v rezimu latkové specifické
analyzy poté, co je vzorek rozdélen plynovou (GC) nebo kapalinovou (LC) chromatografii.
Vzhledem k tomu, Ze ptirozené zastoupeni minoritnich izotopti biogennich prvku je opravdu
velice nizké bylo pro izotopové slozeni latek zvoleno vyjadfeni relativniho izotopového
zastoupeni (Urey, 1948). Relativni zastoupeni izotopu *C (5'°C) ve vzorku je vypoéteno jako
rozdil mezi izotopovym pomérem vzorku (Ryz) a standardu (Rs), ktery je vztazeny

k izotopovému poméru standardu Rs (McKinney et al., 1950): (Rovnice 1).
d13C = [(Rvz— Rs)/Rs] - 1000, [5*3C ] = %o Rovnice 1

Jako mezinarodné uznavany standard se pouziva tietihorni vapenec oznacovany jako VPDB
(Vienna Pee Dee Belemnite).

JelikoZ jsou minoritni izotopy biogennich prvkil pfirozené zastoupeny velice malo, byvaji
pouzivany pro znaceni organickych sloucenin a pozorovani jejich osudu v chemickych a
fyzikalnich procese uvnitt Zivych systémil. U rostlin, jak jiZ bylo naznaceno, se pouziva kromé
izotopu uhliku *C ve formé 3CO,, také izotop vodiku ?H (deuterium) ve formé ?H,0, izotop
kysliku 80 &i °N. Pii pouziti tézkych izotopti jako znacky uz nejsou tyto izotopy minoritni,
ale jsou v nadbytku (t€zkého izotopu je ve vzorku vice nez lehkého) a K jejich pozorovani se
proto 1épe, nez 6 muzou hodit tzv. ,,atomprocenta” (Dawson et al., 2002; Kvéton, 2018).
Atomprocenta se znaci at% a popisuji procentudlni zastoupeni minoritniho stabilniho izotopu

ve vzorcich, takze jednotkou jsou [%] (Rovnice 2).
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. o Rovnice 2
Cetnost téZkého izotopu

t% = -100
at% (Cetnost lehkého izotopu) + (Cetnost téZkého izotopu)
Pro izotop '3C tedy vypada rovnice nasledovné (Rovnice 3):
13
at% = _ra 100 Rovnice 3
[12C] + [136]
Z této rovnice vyplyva vztah pro ¢ a at% (Rovnice 4).
at% = 100 - Rs (6 + 1000)/[Rs (& + 1000) +1000] Rovnice 4

Kde Rs je opét izotopovy pomér standardu. Tento vztah je nelinearni, coz se projevuje
predevsim pii vysokych hodnotach  (Obr. 6). Proto je vyjadieni obsahu *C v at% vhodnéjsi
nez pomoci o'V piipadech, kdy vzorky obsahuji velké mnozstvi ,,znacky* tj. t€Zkého izotopu
(napt. °C).

100
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Obr. 6: Pievod relativniho zastoupeni izotopti 6 na atomprocenta at%.
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2.3 Vypodty rychlosti obratu *C

Vyuziti tézkych, v pfirozeném zastoupeni minoritnich, stabilnich izotopa prvku je vyhodné
pro sledovani chemickych a fyzikalnich procest v zivych systémech bez radia¢niho nebezpeci
a bez ochrany, ktera je nutna pfi praci s radioaktivnimi izotopy. Umoznuje kvantifikovat
zdrZeni (dobu obratil) prvku v zasobnicich a sledovat co se syntetizuje ze zasobnich zdroju a
€0 z nov¢ asimilovanych. Stanoveni rychlosti obratu je ale pfesto obtizné, protoze vzdy je zde

moznost michani s nezna¢enym, nezndmym mnozstvim z dalsich zdroj.

Pro vypocet rychlosti poklesu mnozstvi ¢i podilu znaceného C v dané Casti byva pouzivana
exponencialni funkce stejna, jaka se pouziva pro vyjadieni rozpadu radioaktivnich izotopi

a pro radiokarbonové datovani (Epron et al., 2012) (Rovnice 5).
Cw=Co - eV Rovnice 5

Kde t je ¢as, ktery ubéhl od zaznamenaného maxima obsahu *3C (napf. po znaéicim pulzu
v ¢ase 0 v Obr. 7), Cg je mnozstvi — (frakce) znaceného C v daném case t, Co je mnozstvi —
(frakce) znaéeného C v Ease maxima obsahu *C a k je rychlostni konstanta udavajici ztratu

13C znagky.

Pii predpokladu systému Vv ustaleném stavu, kde jsou toky piimo tmérné velikosti
zasobniku (kinetika prvniho fadu), ktery je jen jeden, a kdy se znacka tézkého izotopu ztraci
jen odtokem (k) (Obr. 7) muZzeme pocitat primérnou dobu zdrzeni (z, Cas, ktery stravi
pramérny atom C v zasobniku) (Rovnice 6) a polo¢as obratu uhliku (ti2, Cas potiebny na

vymeénu 50% C atomi v zasobniku) (Rovnice 7) (Derrien et al., 2011; Epron et al., 2012).

Rovnice 6

Rovnice 7
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Pro odhad téchto dvou veliCin je potieba predpokladu o systému v ustileném stavu
s kinetikou prvniho tadu, coz u vétSiny studovanych systému byva opravdu jen predpoklad.
Proto je diilezity co nejkompletnéjsi zdznam obsahu znacky od doby maxima jejiho obsahu ve
sledovaném zasobniku (zde ve voscich) az do doby, kdy je znacky mélo (napt. 10 % maxima),

aby bylo mozné odhalit ptipadné soucasti zasobniku, ve kterych se sledovany prvek vymeénuje

pomaleji.
200 -
'
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Obr. 7: Schématicky diagram exponencialni kinetiky prvniho fadu znacky 3C v jakékoliv
znacéené Casti rostliny s praimérnou dobou zdrZzeni =2 a tedy t1=1,4 pro plnou ¢aru, ==15 a
tedy t1/,=10,4 pro teCkovanou &aru at=40 a tedy t12=27,6 pro ¢arkovanou &aru. Casova skala
na ose x by se lidila podle studované &4sti rostliny. Znacici CO; obohaceny o znacku *3C zde
byl aplikovan v case 0 (vertikalni ¢arkovana ¢ara). Graf nepocita s zadnym zpozdénim mezi

zna¢enim a nahrazovani zna¢ky nezna¢enym CO; (upraveno podle Epron et al., 2012).

2.4 Vypodéty rychlosti obratu *C v pletivech a EW znadenych listi

Pro moznost vypoctu primérné doby zdrzeni t a polo¢asu obratu uhliku ti/, uvnitf pletiv a
EW znacenych listi je potieba vypocist pruimérnou rychlost (k) exponencialniho poklesu
znacky 1C. Pro tento vypocet byl pouzit nasledujici vztah (Rovnice 8) odvozeny z Rovnice 5
kde tmax je ¢as 0d zacatku znaceni, ve kterém namétena hodnota v at% byla maximalni (at%max)
a od kterého dal namérené hodnoty v at% uz jen klesaly, t je doba odbéru vzorku meétrena od

zacatku znaceni a at%: je hodnota at% v Case t.
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at/Ot
In (at% ) Rovnice 8

tmax t

Pro vypocet ktimto vztahem (Rovnice 8) Ize tedy pouzit pouze tu ¢ast kiivky vyjadiujici
zménu $C (¢&i at% 13C) v case, kdy je znacka °C nahrazovana neznaéenym izotopem uhliku
12C, a kiivka 8'3C (&i at% 3C) klesa (Obr. 7). Ze ziskaného k byla vypoétena primérna doba
zdrZeni (z) (Rovnice 6) a polocasu obratu uhliku (t12) (Rovnice7) zvlast pro pletiva a EW

znacenych listl.

2.5 Vypodéty frakee 13C v pletivech listu a EW

Pro vypodet frakce 13C uhliku v pletivech listu (Ft pi) ziskané za ¢as t z naznageného zdroje,
kterym je zde atmosféra, byl pouzit nasledujici vztah (Rovnice 9). Kde at%: je hodnota at%
daného pletiva v Case t, at%kon_pl je hodnota at% pletiva kontroly pro danou rostlinu, métené
pred zac¢atkem znaceni tedy v Case 0, at%am je primérné at% naznacené atmosféry a 1,11 je
hodnota pfirozeného vyskytu 13C v atmosféte Zemé v at%.

Rovnice 9
F at%t_pl - at%kon_p]
PL T at%em — 1,11

Frakce Fi p udava relativni obsahu uhliku *C v nazna¢ené rostling (at%: pi) vztazeny
k relativnimu obsahu uhliku 3C v atmosféie (at%am), ktera je znacena ze 100%, tedy pokud
by atmosféra obsahovala pouze 3C a zadny *2C. F;_p kles4 exponencidlné po ukonéeni znaceni

(zde po 4 h), protoze 3C je nahrazovano %C.

Stejné 1ze vypodist frakci izotopu uhliku *C v EW v daném &ase t (Ft_ew) oproti zasobniku
rostlinného uhliku v pletivech listd (at%¢ pi), ze kterého EW znacku ptejimaji. Proménna
at%yon ew odpovidd hodnoté at% epikutikularnich voskli kontroly pro danou rostlinu

(Rovnicel0). Frakce se po znaceni kumulativné zvysuje s Casem.

at%¢ gw — at%xon sw
at("’/Ot_pl - atO/Okon_pl

Rovnice 10

tEW =

Pomoci vypoétené frakce EW Ft p je mozné odhadnout fixaci CO2 odpovidajici rychlosti
Sisté fotosyntézy (A) [ugC - cm - hl] (Rovnice 11).
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at%t_pl B at%kon_pl m., m; .
A= Fepi* G- LMA —  at%ge, — 1,11 ‘m, S, Rovnice 11

t t

Kde C; je primérna hmotnost uhliku (m¢ [ng]) na hmotnost susiny listu (m; [g]), LMA (leaf
mass per area) je primérna hmotnostni plocha listu udavajici hmotnost susiny pletiv listu
(mi [g]) na plochu listu (Si [cm?]) a F; ,; je frakce *C po znadeni v atmosféfe obohacené o
13CO,. Rychlost &isté fotosyntézy V jednotkach [pg (*3C) - cm™ - h™] Ize pfevést na v dnesni
dobé pouzivangjsi jednotky [umol(CO2) - m? - s] a to vynasobenim 10000/3600 kvili
pievodu [cm™? - h'}] na [m? - s] a naslednym vyd&lenim 13, které odpovida prevodu [pg] B*C
na [umol] 3CO; (1pmol 3C vazi 13g a z jednoho 1pmol *3C vznikne 1pmol **CO2). U Clusia
rosea bylo na zakladé pokust uréeno primérné C; = 500 000 pg/g, LMA = 0,00628 g/cm?.

Podobné byl pro EW odhadnut tok C do EW (depozice — D) [ugC - cm? - h''] (Rovnice

12).
Rovnice 12

D _ Ft_EW " CEW - WaXMA
B t

Kde WaxMA (wax mass per area) je hodnota udavajici primérnou hmotnost EW (mew [0])
na plochu listu (Si [cm?]. U Clusia rosea bylo na zikladé pokusi uréeno primérné
Cew = 700 000 pg/g, WaxMA = 0,000 0075 g/cm?.

Vyuzitim vypoétené frakce izotopu uhliku 3C v EW Fi gw a rychlosti ¢isté fotosyntézy A
Ize vypocitat pomér uhliku, ktery byl asimilovan fotosyntézou a zabudovan do EW (D/A [%])

(Rovnice 13).

Rovnice 13

F, -100
D/A = t_EWA
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Cile prace

I.  Pomoci znadeni stabilnim izotopem uhliku 3C zjistit, zda dochézi k piirozené
obnov¢ epikutikularnich vosku na listech vybrané modelové rostliny Clusia rosea.
Pti zahrnuti:
a. Vvlivu stari listu
b. efektu mechanického poskozeni epikutikularni vrstvy
Il.  Odhadnout rychlost ptirozené obmény kutikularnich voska na listech Clusia rosea.
1. Urcit zdkladni fotosyntetické parametry listi a sledovat efekt mechanického
poskozeni epikutikularni vrstvy.
IV.  Porovnat obnovu epikutikularnich voskti mezi jednoletou rostlinou Brassica

oleracea var. italica a viceletou Clusia rosea.

3 Material a metody

3.1 Rostlinny material

Pro studii byly pouzity 4 rostliny Clusia rosea pattici do celedi Clusiaceae v tadu
Malphigiales. Jsou to tropické a subtropické viceleté rostliny ptivodem ze Stiedni a Jizni
Ameriky, kde tvoti spodni patro horskych lesi. Nesnasi proto ptilisné vykyvy teplot, ale maji
rady mirné proudéni vzduchu. V pfirozeném prostiedi mizou dosahovat az rozméru stromi
(vyska az 10 metrur). Rostliny Clusia rosea byly vybrany, protoze maji listy s pomérné velkou
listovou plochou a relativné Sirokou vrstvou kutikularnich voskl. Diky silné vrstvé
kutikularnich vosk, do které 1ze vyryvat obrazky a napisy viditelné po cely Zivot listu, byva
v angli¢tiné oznacovana jako autograph tree (,,podpisovy strom®). Jeji epikutikularni vosky
obsahuji vysoky podil alkanti, podle Medina et al. (2006) je 73 az 85% epikutikularnich voska
Clusia rosea tvoifeno alkany. Alkany pfi analyze nevyzaduji derivatizaci, chemicky proces,
ktery zvySuje t€kavost a termostabilitu latek ¢imz umoziuje a usnadiuje jejich detekei pii
plynové chromatografii, a proto jdou snadné&ji analyzovat na obsah latkové specifického 3C.
Rostliny Clusia rosea jsou pro tuto praci také vyhodné tim, ze maji listy bez trichomt, které
by mohly d¢lat problém pii odbérech kutikul. Navic jsou to komeréné dostupné rostliny, které

dobie rostou ve skleniku v nasich klimatickych podminkach. Jednou z vyhod je také moznost
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doplnéni informaci z jinych probihajicich vyzkumii na této rostliné (Boom et al., 2005; Medina
et al., 2006; Takahashi et al., 2012; Jetter et al., 2016; Zeisler-Diehl et al., 2018).

V druhé ¢asti studie byla pouzita rostlina brukev zelena — brokolice (Brassica oleracea var.
italica), ktera patti do celedi brukvovitych (Brassicaceae). Brukev zelend je puvodem
mediteranni bylina. Pro své vyuziti jako zelenina byla vyslechténa do mnoha kultivar, z nichz
jeden je znamy jako brokolice. Brokolice je bézné péstovand rostlina, kterd dobie roste
Vv naSich klimatickych podminkéach. Jeji listy maji velkou listovou plochu a kutikulu obsahujici

vysoké mnozstvi voskl.

Pied zacatkem experimentu byly vSechny rostliny aklimatizované na stejné podminky ve
skleniku, kde byla udrzovéna zvysSena intenzita svételného zafeni kombinaci venkovniho
svétla a dvou pfidatnych svételnych zdroji. Pied samotnym znadenim izotopem uhliku *C
bylo na kazdé rostliné¢ nahodné vybrano 18 mladych listi (young - Y) a 18 pln¢ vyvinutych
dospélych listi (mature - M). Polovina listi z kazdé kategorie, tedy 9 mladych a 9 plné
vyvinutych list, byla ponechana v piivodnim stavu a oznacena jako kontrola (control — C).
U druhé poloviny listd, tedy také u 9 mladych a 9 plné vyvinutych listd, byla pomoci kolodia
(4-8% roztok nitrocelulozy ve smési etanolu a diethyletheru, Sigma-Aldrich) odstranéna
vrstva epikutikularnich vosku (treated — T) (pfesny mechanismus viz nize). VSechny vybrané

listy byly oznaceny Sstitky pro spravné pozdé&jsi rozliSeni.
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3.2 Znadeni izotopem °C

Rostliny byly znaceny po dvou v uzaviené kultivacni komote s obsahem 190 litrd (60 x 60
X 60 cm s horni zkosenou hranou) (Obr. 8) izotopem uhliku 3C. Rostliny fotosyntetizovaly
Styfi hodiny v atmosféfe silné obohacené o 3CO; pii fotosynteticky aktivnim zafeni
460 pmol'm™'s™. Do uzaviené komory bylo &tyfikrat za sebou vzdy po hodiné znadeni
vstitknuto 80 ml BCO;, coz zvysilo koncentraci CO, vV komote piiblizné na 800 ppm. Aby
byla koncentrace uvnitt komory homogenni a snizil se vliv hrani¢ni vrstvy listu byl v komote
umistén ventilator, ktery vnitini atmosféru promichaval. Pied dal§im vstiikem 80 ml *CO;
byla komora vzdy oteviena, aby se vnitini atmosféra promichala s ¢erstvym okolnim
vzduchem, koncentrace CO> klesla (ca na 400 ppm) a vihkost vzduchu se vyrovnala s okolni
atmosférou. Tim bylo zajisténo mensi kolisani vnitfni koncentrace CO, a obsahu *C. Kazd4
dvojice rostlin byla v komote celkem ¢&tyti hodiny a poté byla umisténa zpét do skleniku. Ve
skleniku bylo zajisténo proudéni vzduchu ventilatory, aby se vnitini podminky lépe podobaly

pfirozenym venkovnim podminkam.

60 cm

60 cm

Obr. 8: Schéma vzduchotésné komory s vnitinimi rozméry 60 x 60 x 60 cm a obsahem 190 1. Soucasti

je septem uzavieny otvor pro vstfikovani latek (zde **CO,) do vnitiku komory (1) a vzduchotésné

uzaviratelna dviika pro vkladani rostlin do komory (2).
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3.2.1 Postupné odbéry *C znaenych listt

Postupné byly odebirany pfedem oznacené listy v prodluzujicich se intervalech. Prvni listy
byly odebrany v ¢ase 0 (t=0) tésn¢ pted umisténim rostlin do kultiva¢ni komory. Druhy odbér
probé&hl po dvou hodinach znag¢eni 13CO- v kultivaéni komote (t=2), tedy po dvou vstticich 80
ml CO; do komory. Dalsi odbér prob&hl 8 hodin po ukonéeni zna¢eni **CO2 v kultivaéni
komoie, tedy 12 hodin po zacatku experimentu (t=12). Nasledné odbéry byly 24, 48, 72, 168
(1 tyden), 336 (2 tydny) a 504 (3 tydny) hodin od zacatku experimentu. Pti kazdém odbéru
bylo odebrano 16 listl, ¢tyfi listy z kazdé rostliny (mlady kontrolni (young control) — YC,
mlady s porusenou vrstvou epikutikularnich vosku (young treated) — YT, vyvinuty
kontrolni (mature control) — MC a vyvinuty s poruSenou vrstvou epikutikularnich vosku
(mature treated) — MT) (viz Tab. 1).

Tab. 1: Piehled listd odebiranych pti kazdém odbéru.

Mladé Kontrolni (Control) YC

(Young) | narudena vrstva voskil (Treated) | YT

Vyvinuté Kontrolni (Control) MC
(Mature) | naru3end vrstva voski (Treated) | MT

Kazdy odebrany list byl naskenovan pro nasledné zméteni plochy listu v programu ImageJ.
Z kazdého listu byl poté mimo hlavni zilku korkovrtem vytiznut teréik A (Obr. 9) o priméru
22 mm (3,8 cm?, nékolik mladych list nemélo dostateénou velikost pro vytiznuti tak velikych
teréiki, a proto byl pouzit korkovrt s mensim primérem 16 mm — 2 cm?). Ten byl poté pouzit
na enzymatickou izolaci kutikuly. Ze zbytku listu byly pomoci kolodia odebrany
epikutikularni vosky (EW). Poté byl korkovrtem vyftiznut teréik B o stejném pruméru jako

teréik A. Tento druhy teréik byl poté pouzit na zjisténi obsahu 3C v pletivech listu (Obr. 9).

Obr. 9: Rozmisténi odebranych teréikt A a B a vrstvy epikutikularnich voskt na

pticném fezu listem. Tercik A byl dale pouzit pro izolaci kutikuly, tercik B byl
usuden pro naslednou analyzu §*3C listovych pletiv. Vrstva epikutikularnich vosk

byla odebrana kolodiem pied odbérem terciku B.
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3.2.2 lzolace kutikul a zjisténi hustoty priaduchi

Kutikuly byly z teré¢iki A (Obr. 9) izolovany enzymaticky pomoci 2% vodniho roztoku
celulazy (Celluclast, Novo Nordisk, Bagsvared, Dansko) a pektinazy (Trenolin Super DF,
Erbsloh, Geisenheim, Némecko) v 0,01 M citratovém pufru (Merck, Némecko) s pH=3, do
kterého byl jako konzervant ptidan 0,1 mM azid sodny (NaNs, Fluka, Neu-Ulm, Némecko).
V tomto roztoku byly teréiky ponechany do doby, kdy se z ter¢iku zcela odloucila horni
(adaxialni) i spodni (abaxialni) kutikula (obvykle do dvou tydnt). Poté byly kutikularni
membrany omyty od enzymatického roztoku nékolikrat v destilované vodé. V izolované
kutikule jsou otisknuté pokozkové 1 priduchové bunky, protoze kutikula pokryva cely povrch
epidermis. Pomoci pfitomnosti priduchti jen na spodni strané lista (Clusia rosea je
hypostomatickd rostlina) byly pod svételnym mikroskopem (LABO COMFORT 1502,
Arsenal, Ceska republika) kutikularni membrany roztiidény na spodni a svrchni, pteneseny

z vody na 1 mm silné teflonové desticky a nasledné na vzduchu v laboratofi ususeny.

Pro potvrzeni ptedpokladu vékové homogenity uvniti sbiranych skupin mladych a
vyvinutych listi byla na izolovanych kutikulach pocitana hustota praduchd (SD — stomatal
density) udavajici po¢et priduchi na jednotku plochy (1 mm?). Nebot béhem vyvoje a starnuti
listu se po urcitou dobu zvétSuje jeho plocha, tvofi se nové buiky a zvétSuji se jiz vytvorené
bunky, dokud se list pIn¢ nevyvine a nedosdhne plné velikosti. Tento proces lze dobie
pozorovat pravé na vyvoji pruduchovych bunék pokozky. U mladych listh se vytvari nové
meristemoidy a z nich se vyviji priduchové buiiky. Po ¢ase uz se pocet priduchli nenavysuje,
list dospiva a jeho pokoZkové builkky mezi praduchy se zvétSuji ¢imZz od sebe oddaluji
pruduchy a snizuji SD. V ptedchozi praci bylo ukézéano, Ze SD je charakteristické pro stejné
star¢ listy, takZe jeho pouZitim Ize odlisit mlad¢ listy od vyvinutych (Kalistova, 2019). Z kazdé
abaxialni kutikuly (16 kutikul v kazdém ¢ase odbéru, z toho 8 abaxialnich) bylo pomoci
optického mikroskopu (Olympus BX61, Japonsko) digitalnim fotoaparatem (Canon EOS,

Taiwan) pfi zvétseni 500x poiizeno pét fotografii s plochou 0,130 mm?

zachycujicich
nepiekryvajici se mista na Kutikule. Na kazdé z téchto fotografii byl spo¢ten pocet pruduchi
pomoci programu ImagelJ. Pocty byly poté zprimérovany pro kazdy list a byla vypoctena

stiedni hodnota hustoty priiduchii na plochu listu [mm].

Proto, aby bylo mozné zjistit, jaky podil hmotnosti kutikuly tvofi kutikularni matrix (MX),
byly z¢asti rozttizenych izolovanych kutikul vymyty vosky. Kutikuly byly pieneseny do

sklenénych uzaviratelnych nadobek s inertnim teflonovym septem (,,vialek™ o objemu 2 ml)
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obsahujicich 1 ml chloroform a nechany na valcové trepacce (Ingenieurbiiro CAT M. Zipperer
Roller GmbH, Némecko) pii pokojové teploté pres noc. Poté byly MX vyjmuty, promyty
¢istym chloroformem, usuSeny a zvazeny (mikrovahy Mettler Toledo MT5, Columbus, OH,

USA). Nasledné byla hmotnost MX piepoctena na plochu celého listu.

V dalsi ¢asti pokusu byla na 8 teréicich kutikuly o priiméru 3 cm (s plochou 7,07 cm?)
ze Ctyt listh Ctyf riznych rostlin porovnavana hmotnost EW a IW a jejich pomér na celkové
hmotnosti kutikuly. Polovina kutikul byla pied enzymatickou izolaci zbavena EW (z kazdého
listu byla jedna z kutikul ponechana bez naruseni a u druhé byly odstranény EW). Po izolaci
tak bylo mozné porovnat hmotnost neporusené kutikuly s EW a kutikuly s odstranénymi EW.
Oba typy kutikul byly nasledné chloroformem zbaveny vSech voski (IW i EW) a zbylé MX
bez voski byly zvazeny. Po odeéteni hmotnosti MX od ptedchozich kategorii §lo snadno
porovnat ziskanou primérnou hmotnost EW a IW a vypocitat jejich procentualni zastoupeni

na celkové hmotnosti kutikuly a vSech vosku.

3.2.3 Izolace epikutikularnich voskii a jejich pFiprava na izotopovou analyzu

Epikutikularni vosky (EW) byly z povrchu listu ziskany pomoci kolodia (4-8% roztok
nitrocelulozy ve smési etanolu a diethyletheru, Sigma-Aldrich). Na kazdy list byla stétcem
nanesena stejné tlusta vrstva kolodia z obou stran. Po zaschnuti (1-2 minuty) byla kolodiova
blana i s navazanymi EW opatrné pinzetou sloupnuta z povrchu listu a ponofena do vymytych
sklenénych nadobek o objemu 12 ml (scintilacnich ,,vialek”, VWR Chemicals) s 3 ml
chloroformu, které byly uzavieny plastovym vickem s hlinikovym septem tak, aby chloroform
nepfiSel do styku s organickym materidlem a nedoSlo ke kontaminaci. Kolodiové blany
s voskem byly v chloroformu ponechany ptes noc a pro lepsi rozpusténi EW v chloroformu
michany na tfepacce (Ingenieurbiiro CAT M. Zipperer Roller GmbH, Némecko).
V chloroformu rozpusténé EW byly zakoncentrovany c¢astenym odpafenim chloroformu
v digestofi, pipetovany do cinovych kapsli, az bylo po odpafeni dosazeno Cisté navazky EW
vV rozmezi 78-116 pg. Do kazdé cinové kapsle bylo pfidano velmi malé mnozstvi vyzihaného

kiemitého pisku (prostého uhliku), ktery zabranoval vzlinani chloroformu ven.

3.2.4 Listova pletiva

Ter¢iky B (Obr. 9) byly vysuseny do konstantni hmotnosti (24 hodin, pfi 60°C). Nasledné

homogenizovany V polypropylenovych mikrozkumavkach (Eppendorf) na kulovém mlynu
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(Retsch MM200, Haan, Némecko) kazdy po dobu 30 s pti frekvenci 30 kmitl/s. Do kazdé
mikrozkumavky byly dany dvé kulicky z nerezové oceli 0 priméru 3 mm. Namleta susina byla
Vv rozmezi navazek 690 — 950 pg navazena do cinovych kapsli. Kontaminace polypropylenem

Z mikrozkumavek byla pravdépodobné zanedbatelna, coz bylo zkoumano v predchozi praci

(Kalistova, 2019).

3.2.5 Izotopové analyzy

Relativni zastoupeni *C (83C) bylo analyzovano pomérovou hmotnostni spektrometri,
kdy vzorky zabalené v cinovych kapslich byly spaleny v reaktoru elementarniho prvkového
analyzatoru (NC 2100Soil, ThermoQuest CE Instruments, Rodano, Italy) a pomér 3C/*2C byl
zaznamenan pomérovym hmotnostnim spektrometrem (IRMS) (Delta plus XL,
ThermoFinnigan, Bremen, Némecko). Mé&feni standardu probihalo se standardni odchylkou

mensi nez 0,1 %eo.

V druhé ¢asti bylo relativni zastoupeni *C (8'C) analyzovano specificky podle
jednotlivych slozek odd€lenych plynovou chromatografii (GC) (Trace 1310, Thermo, Bremen,
Némecko) na kolon¢ (Restek Rxi-5MS- Syl s velikosti 30m x 0,25 mm x 0,25 um), nasledné
byly slozky oxidovany na CO; Isolink II interfazi (Thermo, Bremen, Némecko) pti 1000 °C a
pomér ¥C/*2C byl zaznamenan hmotnostnim spektrometrem (MS) (Delta V Advantage,
Thermo, Bremen, Némecko). §13C slozek byl vyhodnoceno na zikladé (10 pg/ml) vnitiniho
standardu n-tetracosanu (C24 alkan) kalibrovaného na §*3C proti VPDB.

3.2.6 Gazometricka méreni

Pomoci gazometrického méteni bylo sledovano, zda a jaky vliv ma naruseni vrstvy EW na
priduchy a fotosyntézu, a tedy schopnost listru regenerovat naruSenou vrstvu voskd.
Fotosyntetické parametry byly méfeny na jednom mladém a jednom plné vyvinutém listu u
kazdeé ze tii vybranych rostlin. Méfeni probihala nejprve na listu s neporusenou vrstvou EW,
poté byla vrstva EW odstranéna a nasledujici den byl stejny list zméfen opét stejnym
zpusobem. Hodnoty fotosyntetickych parametri byly méteny v systému dvou gazometrickych
ptistroji Li-6400 a Li-6400 XT (Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA) nasledujicim zptsobem.
Rostlina Clusia rosea byla hodinu pfed méfenim aklimatizovana ve tm¢. Poté byla zméfena
rychlost respirace ve tmé& pro naslednou kalibraci (3 minuty), a rychlost fotosyntetické

asimilace CO2 (1 hodinu pfi stalém fotosynteticky aktivnim zafeni 1000 pmol'm?2s?. Pro
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nasledné vyhodnoceni byly pouzity ustdlené hodnoty rychlosti fotosyntézy namétené
V poslednich 30 minutach méteni a svételna kiivka fotosyntézy. Svételna kiivka (tj. zavislost
rychlosti asimilace CO2 na hustoté¢ dopadajicich fotonii fotosynteticky aktivniho zafeni) byla
méfena pii nasledujicich ozafenostech: 50, 100, 200, 400, 600, 1000 a 1600 pmol'm?-s™.
Kazda intenzita zafeni pusobila na list rostliny 2 minuty. Koncentrace CO2 v atmosféte okolo

listu byla udrzovana na 400 pmol-mol™.

3.3 Srovnani relativniho zastoupeni uhliku (6*C) v epikutikularnich

voscich Brassica oleracea var. italica a Clusia rosea

Pro porovnani pozorované zmény relativniho zastoupeni *C v epikutikularnich voscich
rostlin Clusia rosea s jinou rostlinou byla pouzita brukev zelena — brokolice (Brassica
oleracea var. italica ). Od kazdého druhu byly pouzity dva mladé a dva vyvinuté listy z jedné
13C izotopové znadené rostliny. Stejné jako v predchozim pokusu byly rostliny znaceny
v atmosféfe se zvysenym obsahem 3CO,. Relativni zastoupeni uhliku 3C (8°C) bylo
analyzovano specificky podle jednotlivych slozek oddélenych plynovou chromatografii (GC).
Pro porovnani s piedchozi praci bylo vazenym aritmetickym primérem vypocteno celkové
relativni zastoupeni uhliku *C (jako véha pro vypocet priméru byla pouzita plocha piku

naméfena v GS-IRMS analyze, odrazejici mnozstvi dané slozky v méfeném vzorku).

3.3.1 Statistické vyhodnoceni

Ziskand data byla statisticky zpracovdna pomoci programu Statistica (StatSoft CR).
Pro zhodnoceni homogenity staii listii na zaklad¢ hustoty pruducht (SD) byly nejprve hodnoty
SD logaritmicky transformovany pro dosazeni vice symetrické distribuce a pfiblizeni normalni
distribuci. Poté byla spoctena dvoucestna hierarchicka analyza variance (nadhodny efekt
odbérového Casu vlozen do pevného efektu vékove skupiny listu). Pro zhodnoceni homogenity
hmotnosti kutikularni matrix na plochu byla spoctena dvouvybérova analyza variance.
Pro porovnani gazometricky nameétené a vypoctené fotosyntézy byla pouzita dvoucestna
hierarchicka analyza variance (ndhodny efekt typu méfeni fotosyntézy zméten/spocten byl
vlozen do pevného efektu kategorie listu). Za statisticky vyznamny rozdil byly povazovany

pravdépodobnosti p < 0,05.
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4 Vysledky

4.1 Obnova epikutikularnich voski na listech Clusia rosea

4.1.1 Stari odebiranych listi a SD

Pro ovéfeni vékové heterogenity mezi dvéma odebiranymi skupinami mladych (Y) a
vyvinutych (M) listi jsem spoéitala SD (hustotu priduchi na plochu listi [mm?]) (Obr. 10).
Do grafu byla vynesena smérodatna chyba priméru ukazujici ptesnost odhadnutych praméri
SD a 1,96 ndsobek smérodatné odchylky shrnujici variabilitu SD (v tomto rozpéti by mélo
lezet 95% pozorovani). Vysledek dvoucestné hierarchické analyzy variance ukazal prikaznou
odlisnost logaritmované hodnoty SD mezi skupinou mladych (Y) a vyvinutych (M) listd
(F(1,16) = 30,90; p = 0,00005) a neprikaznou odli$nost mezi jednotlivymi odbérovymi Casy
(p = 0,33). Vyssi variabilita SD, ktera byla zaznamenana mezi mladymi listy, odpovida
Castecné tomu, ze listy béhem analyzy starly (Obr. P1). Ty, které byly na zac¢atku experimentu
oznaéeny jako mladé mohly byt sebrany pro méieni & 13C az v ¢ase, kdy uz fyziologicky patfili
mezi vyvinuté (3 tydny mezi oznacenim a sebranim ve vyvoji mladého listu hraji podstatnou
roli ve vyvoji i zméné SD). U listl pIn¢ vyvinutych uz na zac¢atku experimentu 3 tydny vyvoje
nehraji roli @ SD uz se neméni.
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Obr. 10: Hustota praduchovych bunék v zavislosti na vékové skupiné odebiranych listd Clusia rosea (mladé

listy — Y, vyvinuté listy — M). Bod uprostied boxu zna¢i primér, okraj boxu udava smérodatnou chybu a

chybové tsecky udavaji 1,96 nasobek smérodatné odchylky. n=68
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4.1.2 Hmotnost kutikuldrni matrix na plochu listu

Z enzymaticky izolovanych kutikul byly chloroformem vymyty vSechny kutikularni vosky
(IW i EW). Hmotnost zbylych kutikularnich matrix (MX) porovnana ve dvoucestné analyze
varianci se prukazné neliSila mezi rizné starymi listy (F(1)=0,388; p=0,534) ani mezi horni a
dolni kutikularni MX (F(1)=0,54; p=0,463). Toto graficky znazorfuje nasledujici graf
na Obr. 11.
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Obr. 11: Porovnani hmotnosti kutikularni matrix mezi horni (upper — U) a dolni (lower — L)
stranou mladych (Y) a vyvinutych (M) listd. Bod vprostied boxu znaci prumér, okraj boxu
udava smérodatnou chybu a chybové usecky udavaji 1,96 nasobek smérodatné odchylky a
vné&jsi body ukazuji odlehlé hodnoty (n=34).

V nasledujici ¢asti byla odeétenim hmotnosti MX od hmotnosti neporusenych terciku
kutikul a ter¢iki kutikul s odstranénymi EW ziskana pramérma hmotnost EW a IW
a vypocteno procentualni zastoupeni EW a IW na celkové hmotnosti kutikuly a vsech voskd.
Priimérna hmotnost EW byla u horni strany listu 0,055 pg/cm? a tvotila 59,8% hmotnosti
véech kutikularnich voskd. U dolni strany byla primérma hmotnost EW 0,023 pg/cm?a tvofila
pouze 38,5% hmotnosti vSech voski. Na rozdil od EW se primérna hmotnost IW mezi
stranami listd piili§ nelisila, u horni strany vazily IW primémné 0,037 pg/cm? a u spodni
0,036 pug/cm?. To piedstavuje pro horni stranu listu 40,2% hmotnosti vsech kutikuldrnich

voskll a pro spodni stranu 62,5%. Porovnani hmotnosti kutikuldrnich voskti s hmotnosti
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kutikuly naznacuje, Ze na horni strané listii tvoii kutikularni vosky 27,8% celkové hmotnosti

kutikuly, ale na spodni stran¢ pouze 17,7% celkové hmotnosti kutikuly.

4.1.3 Relativni zastoupeni uhliku 3C (8'3C) v pletivech listi

Hodnoty &13C v listovych pletivech rostly uz 2 hodiny po za¢atku znadeni u vsech listd
(Obr. 13, A). U lista s odstranénou vrstvickou EW pred zacatkem znaceni (YT a MT)
dosahovalo &3C nizsich hodnot (Obr. 12). Maximalnich hodnot §3C dosahla pletiva
vyvinutych listd 12 hodin po za¢atku znaceni, kdezto pletiva mladych listi az 24 hodin po
zadatku znaceni. Poté dochéazelo k poklesu 83C v pletivech vSech typii listii nahrazenim
tézkého uhliku nové fixovanym uhlikem z neznacené atmosféry. Nejvyssich hodnot ptiblizné
500 %o dosahlo 8*3C pletiv mladych kontrolnich listi 24 hodin po za¢atku znadeni. U pletiv
mladych listd byla zjiténa vyssi smérodatna odchylka praiméra & 1°C, a tedy vétsi variabilita
hodnot mezi listy riznych rostlin v ramci jednoho ¢asu méteni nez u vyvinutych lista (Obr.

P2, A). Nejvyssi variabilita 5!°C byla zaznamenana u mladych listéi s porusenymi EW (YT).

t [h]

Obr. 12: Relativni zastoupeni uhliku **C (%o) u listovych pletiv prvnich 25h po znageni. Kontrolni mladé listy
(YC, prazdna kolecka), mladé listy s porusenou vrstvou EW (YT, plna kolecka), kontrolni vyvinuté listy
(MC, prazdné trojihelnicky) a vyvinuté listy s porusenou vrstvou EW (MT, pIné trojahelnicky). n=4
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Hodnoty relativniho zastoupeni uhliku *C (%o) za¢inaji v zapornych hodnotach, protoze
rostlina preferuje v procesech fixace a naslednych procesech izotop uhliku *2C a tézky uhlik
13C diskriminuje (viz kapitola 2.1), proto je o *C ,,ochuzena“ oproti atmosféte a jeji 5:°C je

zaporne.
4.1.4 Relativni zastoupeni uhliku (8*°C) v epikutikularnich voscich

Oproti §'3C listovych pletiv nartstalo 8*3C epikutikularnich voska pomaleji (Obr. 13, B).
Hodnoty 63C EW Kontrolnich mladych i vyvinutych listl (YC, MC) dosahly maxima 2 tydny
(336 hodin) po zacatku znaceni. Relativni zastoupeni tézkého uhliku u EW mladych list
s porusenymi EW pted zna¢enim (YT) prvnich 24h dosahovalo stejnych hodnot jako EW
kontrolnich mladych listd, nejvyssi hodnoty ale dosahlo az 72 hodin po znaceni.
EW vyvinutych lista s porusenou vrstvickou EW pied zna¢enim (MT) dosahovaly zpocatku
sledovani vyssich hodnot 6*3C nez odpovidajici kontrolni listy (MC). Relativni zastoupeni
tézkého uhliku u EW vyvinutych lista S porusenymi EW (MT) pravdépodobné do konce
méfeni nedosahlo maximalnich hodnot §'°C, jejich rostlo 83C po celou dobu méfeni
az do konce méfeni po tiech tydnech (504 hodin). U mladych listt byla zaznamenana vyssi
variabilita hodnot 82*C v EW oproti vyvinutym listim (Obr. P2, B). Nejvyssi variabilita

hodnot se ukazala mezi mladymi listy bez EW 3 dny (72 hodin) po za¢atku znaceni.
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Obr. 13: A: Relativni zastoupeni uhliku **C (%) u listovych pletiv v zavislosti na ¢ase od za¢atku znaeni (h).
Kontrolni mladé listy (YC, prazdna kolecka), mladé listy s porusenou vrstvou EW (YT, plna kolecka),
kontrolni vyvinuté listy (MC, prazdné trojuhelnicky) a vyvinuté listy s porusenou vrstvou EW (MT, plné

trojuhelnicky). B: Relativni zastoupeni uhliku **C (%o) u epikutikuldrnich voskli v zavislosti na ¢ase od

zacatku znaceni (h). n =4

55



4.1.5 Rychlost obratu C v pletivech znacenych listt

Pro odhad rychlosti obratu uhliku Vv listovych pletivech byl vypo¢ten polocas obratu (t1/2)

udavajici ¢as potiebny pro vyménu poloviny v§ech uhlikovych atomt v pletivech listt. Byl

(13

odhadnut na zaklad¢ sledovani obsahu izotopu tézkého uhliku, ktery slouzil jako ,,znacka

zobrazujici rychlost obratu celkového uhliku v listech. (Obr. 14, A).
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Obr. 14: Polo¢as obratu uhliku A: v listovych pletivech a B: v EW (dny) mladych kontrolnich listd

(YC), mladych listd s porusenymi EW (YT), vyvinutych kontrolnich listd (MC) a vyvinutych
listti s porusenymi EW. Bod znazoriuje median, znaci priumér, okraj boxu udava horni a dolni

kvantily a chybové tisecky udavaji rozsah od maxima do minima, n=4.
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Polocas obratu C v pletivech listil se mezi kategoriemi mladych listi (YC a YT) prikazné
nelisil (t(6) = -0,65; p = 0,91), ale mezi vyvinutymi ano (t(6) = -0,71; p = 0,005). U MT lista

byla zaznamenana nejvyssi variabilita v poloCase obratu.

4.1.6 Rychlost obratu *C v EW

Stejné jako pro listova pletiva byl pro EW vypocten polocas obratu C, tedy ¢as potiebny
pro vyménu poloviny uhlikovych atomti v EW znacenych lista (Obr. 14, B). Sestupna ¢ast
kiivky vyjadiujici zmény obsahu 3C ve vosku s ¢asem byla zachycena az v poslednim
intervalu odbér (mezi 360 a 500 hodinami). To ukazuje na velmi pomaly obrat uhliku a
Castecné to znemoznilo piesné a spolehlivé vypoéty. Pologas obratu 3C byl u mladych listti
vyrazné krat$i nez u vyvinutych listl. U vyvinutych kontrolnich listi (MC) byla zjiSténa velka
variabilita mezi polo¢asy obratu *C, nebot’, kromé vyse uvedeného, naméfena faze poklesu
13C znagky v EW potiebné pro vypodet polocasu obratu 3C byla velice pozvolna. U
vyvinutych listii s odstranénymi EW nebylo mozné polodas obratu *C spocitat z diivodu

chybgjici faze poklesu 2*C znacky v EW.

Obrat uhliku v pletivech listu jako celku byl né¢kolikandsobné rychlejsi (ti2 ca 15 dnd,
Obr. 14, A) nez obrat uhliku ve voscich kutikuly (t12 ca 100 dnii pro mlady rostouci list a ca
500 dnt pro dospély list, Obr. 14, B).
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4.1.7 Frakce 3C v pletivech listu

Frakce '3C v pletivech listu udava podil izotopu uhliku **C, ktery by rostlina ziskala
Z atmosféry (zdroje) ze sta procent obohacené o *C pii pulznim znadeni, na celkovém obsahu
uhliku v biomase listu. Pokud by pletiva rostliny pfijala v§echen 3C obsazeny v obohacené
atmosféfe, jeji frakce by byla rovna 1. Dynamika pribéhu F¢ pi je, aZ na malou korekci
piirozeného zastoupeni *C v atmosféfe, totozna s pribéhem 53C v susiné listovych pletiv

(Obr. 15). Frakce C v pletivech listu byla déle pouZita pro vypocet rychlosti fotosyntézy.
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Obr. 15: Frakce 13C listovych pletivech v zavislosti na ¢ase od zadatku znaceni do 50 hodin. Kontrolni mladé
listy (YC, prazdna kolecka), mladé listy s porusenou vrstvou EW (YT, plna kolecka), kontrolni vyvinuté
listy (MC, prazdné trojuhelnicky) a vyvinuté listy s porusenou vrstvou EW (MT, plné trojuhelnicky). n=4

58



4.1.8 Frakce *Cv epikutikuldrnich voscich

Frakci 3C epikutikularnich voski kontrolnich mladych (YC) a kontrolnich vyvinutych
(MC) listti ukazuje nasledujici Obr. 16. Analogicky s predchozi frakci 13C v listu jako celku,
zde jde o relativni mnozstvi 13C ve vosku ziskané ze zdroje (pletiv listu) za situace, Ze tento
zdroj je pIné ,,nasycen® uhlikem *3C. Pokud by epikutikularni vosky rostliny pfijaly viechen
13C obsazeny v pletivech daného listu, jejich frakce by byla rovna 1. U obou skupin listi frakce
mirné nartstala uz od 12 hodin po znaceni. Mlad¢ listy prokazovaly plynulejsi narGst oproti

vyvinutym listim. Pfi koneéném odbéru se frakce v epikutikularnich voscich mladych i

1.2
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Obr. 16: Frakce obnovy epikutikularnich voskl v kontrolnich mladych listech (YC, prazdna kolecka) a
kontrolnich vyvinutych listech (MC, prazdné trojuhelnicky). n=4

vyvinutych listd téméft rovnala a byla blizka 1.

Porovnani frakce *C v epikutikularnich voscich u mladych kontrolnich listi (YC) a
mladych listi s odstranénymi EW (YT) ukazuje zpoc¢atku rychleji rostouci frakci u YT oproti
YC, ktera roste pomaleji a témét linearné (Obr. 17, A). Pti kone¢ném méfeni byla frakce obou
typt mladych listt téméf vyrovnana. Podobné jako u mladych listt narusta frakce prudceji
nejdiive U vyvinutych listl s odstranénymi EW (MT) oproti neporusenym vyvinutym listim

(MC) (Obr. 17, B).
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Obr. 17: Frakce 3C v epikutikuldrnich voscich v z4vislosti na ¢ase obnovy u A: kontrolnich mladych listéi (YC,

prazdna kolecka) a mladych listdi s porusenou vrstvou EW (YT, plné kolecka), B: kontrolnich vyvinutych listd

(MC, prézdné trojuhelnicky) a vyvinutych listli s porusenou vrstvou EW (MT, plné trojahelnicky). n=4
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4.1.9 Tok uhliku do epikutikularnich voskii

Na zékladé naméfenych hodnot §3C byl vypoéten tok C do EW (depozice — D)
[ugC - cm? - h]. Tok uhliku do EW byl po celou sledovani rostlin téméf stejny, s vyssi
variabilitou na za¢atku znaceni, rovnal se pfiblizné 0,01 pgC - cm? - h't, Vypoétené hodnoty
ukazuje Tab. 3.

Tab. 2: Tok uhliku do EW (D [ugC - cm - h] pro kontrolni mladé listy (YC), mladé listy

S porusenou vrstvou EW (YT), kontrolni vyvinuté listy (MC) a vyvinuté listy

. . YC YT MC MT
¢as odbéru (h)
D StD D StD D StD D StD

2 0,0399( 0,0623| 0,2311| 0,5714 0,0018| 0,0188| 0,0902| 0,0970
12 0,0161| 0,0230| 0,0196| 0,0274| 0,0033| 0,0027| 0,0066| 0,0055
24 0,0183( 0,0113] 0,0423| 0,0312| 0,0022( 0,0038] 0,0060| 0,0057
48 0,0144| 0,0088| 0,0317| 0,0220] 0,0040| 0,0037| 0,0094| 0,0064
72 0,0172( 0,0105] 0,0331| 0,0219] 0,0089( 0,0095] 0,0212| 0,0233
168 0,0101| 0,0068| 0,0080| 0,0067| 0,0039| 0,0028| 0,0068| 0,0047
336 0,0075( 0,0045| 0,0110| 0,0101} 0,0113| 0,0112] 0,0091| 0,0055
504 0,0066| 0,0038| 0,0049| 0,0045| 0,0072| 0,0074| 0,0099| 0,0066

4.1.10 Pomér uhliku asimilovaného fotosyntézou preneseného do EW

Na zéklad¢ vypoctu Cisté fixace CO2 do pletiva listl (asimilace A) a toku uhliku do EW
(depozice do vosku D) byl vypocten jejich pomér (D/A [%]), ktery ukazuje, jaky podil (v %)
uhliku ziskaného fotosyntézou za dobu znaceni (4 hodiny) se dostal do epikutikularnich vosk
béhem nasledujicich tii tydnt (504 hodin). Graf zobrazuje, Ze pro né€které listy (YC, MT) ani
doba tii tydnti (504 h) po znaceni nestacila na ukonceni pienos uhliku asimilovaného
fotosyntézou béhem 4 hodin znaceni. Nejvice fotosynteticky asimilovaného uhliku (10 %)

bylo pteneseno do EW vyvinutych listi s poskozenou vrstvickou EW (MT) (Obr. 18).
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Obr. 18: Pomér uhliku asimilovaného fotosyntézou a pteneseného do EW v zavislosti na ¢ase. Kontrolni mladé
listy (YC, prazdna kolecka), mladé listy s porusenou vrstvou EW (YT, plna kolecka), kontrolni vyvinuté

listy (MC, prazdné trojuhelnicky) a vyvinuté listy s poruSenou vrstvou EW (MT, plné trojuhelnic¢ky). n=4

4.1.11 Svételna krivka fotosyntézy

Svételna kiivka fotosyntézy ukazuje zavislost rychlosti asimilace CO; na ménici se
intenzit¢ fotosynteticky aktivniho zafeni. Pro srovnani charakteru svételné zavislosti
fotosyntézy byla do grafu vynesena procenta fotosyntézy, nebot’ listy se v ramci vékovych
kategorii liSily v naméfenych hodnotach fotosyntézy. Jako 100 % fotosyntézy byla brana
nejvyssi naméfena hodnota fotosyntézy pro obé méfeni na daném listu (pfed i po odstranéni
EW). Charakter zavislosti a rychlost fotosyntézy nebyla ovlivnéna odstranénim
epikutikularnich voskti u mladych listd (Obr. 19). U vyvinutych listd se odstranénim EW
mirn¢ pozménil charakter svételné zavislosti fotosyntézy a celkové se snizila rychlost

fotosyntézy.
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Obr. 19: Relativni rychlost fotosyntézy v zavislosti na intenzité ozafenosti dan¢ho listu. Kontrolni mladé listy
s neporusenymi EW (YC, prazdna kolecka), mladé listy druhy den po poruseni vrstvy EW (YT, plna
kolecka), kontrolni vyvinuté listy s neporusenymi EW (MC, prazdné trojuhelnicky) a vyvinuté listy druhy
den po poruseni vrstvy EW (MT, pIné trojuhelnic¢ky). Body lezici mimo kiivky znazornuji primeér z 3
minut mé¥eni ustalené fotosyntézy pfi stalé intenzité fotosynteticky aktivniho zafeni 1000 pmol-m2-s™,

smérodatna odchylka priméri je pro mladé listy vykreslena zelen€ a pro vyvinuté listy modie. n=3

Kromé svételné kiivky byla pro ptislusné kategorie listd vynesena do grafu i primérna
ustalena rychlost fotosyntézy pii stalé intenzité fotosynteticky aktivniho zafeni
1000 pmol'm?s? a kni pfislusejici smérodatné odchylky. Zatimco ustilena rychlost
fotosyntézy u obou kategorii mladych listi a u vyvinutych listd s odstranénymi EW
dosahovala stejnych hodnot jako pti méfeni svételné kiivky pfi odpovidajici intenzité zareni,
ustalena rychlost fotosyntézy vyvinutych kontrolnich listii byla o néco nizsi (Obr. 19 symboly

mimo kiivky pfi ozafenosti 1000 umol'm2s™?).
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4.1.12 Porovnani vypo¢tené a zméiené rychlosti fotosyntézy

Porovnani vypoctené fotosyntézy podle Rovnice 11 a gazometricky naméfené rychlosti
fotosyntézy dvoucestnou hierarchickou analyzou variance ukézalo statisticky vyznamny
rozdil mezi zplsoby ziskani hodnot rychlosti fotosyntézy (F(1,3) = 19,22; p=0,00022)
(Obr. P3). Také hodnoty rychlosti fotosyntézy byly vyznamn¢ odlisné mezi kategoriemi listu
(F(3) = 3,36; p=0,036). Hodnoty vypoctené rychlosti fotosyntézy byly na rozdil od
gazometricky naméienych hodnot vice variabilni. Pro kontrolni listy vysly vypoctené hodnoty
rychlosti fotosyntézy vyssi (YC i MC) nez u listi s odstranénymi EW (YT a MT), a to jak pro
mladé listy, tak pro vyvinuté (Tab. 2). Toto porovnani bylo provedeno pouze na étytech listech
pro kazdou kategorii listli u spoctené rychlosti fotosyntézy a trech listech od kazdé kategorie

u gazometricky zmétené rychlosti fotosyntézy, coz mohlo ovlivnit spravnost hodnot.

Tab. 3: Porovnani spoctenych a naméfenych hodnot rychlosti fotosyntézy pro kontrolni mladé listy (YC), mladé listy
s porusenou vrstvou EW (YT), kontrolni vyvinuté listy (MC) a vyvinuté listy s poruSenou vrstvou EW (MT).

2 -1
kategorie|list A [uvaII(COZ)an Sl ]
spoctena [zmerena

YC 1 2,92 4,36]
YC 2 1,93 5,04
YC 3 3,41 3,15
YC 4 2,20 -

YT 1 0,12 6,09
YT 2 0,67 3,95
YT 3 0,51 2,28
YT 4 0,68 -

MC 1 2,44 2,40
MC 2 2,09 6,45
MC 3 1,12 3,07
MC 4 3,02 -

MT 1 1,65 1,28
MT 2 0,71 4,39
MT 3 0,87 1,46
MT 4 0,29 -
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4.2 Srovnani relativniho zastoupeni uhliku (8C) v epikutikuldrnich

voscich Brassica oleracea var. italica a Clusia rosea

Relativni zastoupeni 8*C u brukve zelené — brokolice (Brassica oleracea var. italica) a
Clusia rosea bylo analyzovano specificky podle jednotlivych latek obsazenych ve voscich
oddélenych plynovou chromatografii (GC). Relativni zastoupeni 8*C je zndzornéno pro
hlavni slozky epikutikularnich voska listii na Obr. P4. Pro moznost porovnani s ptedchozi
praci bylo vazenym aritmetickym primérem vypocteno celkové relativni zastoupeni uhliku
13C VEW (jako vaha byla pouzita plocha piku naméfeného v GC-IRMS piedstavujici

mnozstvi dané slozky ve vzorku) (Obr. 19).

Relativni zastoupeni uhliku *C u Clusia rosea bylo podobné mezi rostlinami z prvni a
druhé &asti prace. Mladé listy mély po celou dobu mimné vyssi obsah B*Coproti vyvinutym
nez vyvinuté listy. Oproti tomu relativni zastoupeni *C u Brassica oleracea var. italica se
ukazalo byt vice odlisné mezi mladymi a vyvinutymi listy. Mladé listy hojné zabudovavaly
znacku C uz 2 hodiny po zacatku znaceni, kdezto vyvinuté listy ji zabudovavaly vyrazné
pomaleji a v niz§ich mnozstvich. Obohaceni o 3C u vyvinutych listii brokolice rostlo po celou
dobu experimentu témét linearné, kdezto u mladych listi se 8*C ménilo v ase velice

dynamicky a dosahovalo vysokych hodnot 8*3C (az 700 %o).

Latkové specifickou analyzou GC-IRMS naméfena dynamika relativniho zastoupeni **C u

v

nejhojnéjsich alkani EW ukazuje variabilitu obohacovani riznych slozek EW (Obr. P4).
Nejhojnéjsimi slozkami EW jsou pro Clusia rosea a Brassica oleracea var. italica alkany,
konkrétné: nonakosan (C29), hentriakontan (C31) a tritriakontan (C33) v EW Clusia rosea a
nonakosan (C29) a nonakosan-15-on (C29-150n) v EW Brassica oleracea var. italica.
Zajimavé je, Ze zatimco u brokolice se relativni zastoupeni 1*C mezi slozkami EW téméf nelisi,

u Clusia rosea bylo relativni zastoupeni **C mezi slozkami EW vice odli$né.
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Obr. 20: Relativni zastoupeni uhliku 3C (§**C) u mladych (Y) a vyvinutych (M) listd A: Clusia rosea a

B: Brassica oleracea var. italica v zavislosti na ¢ase po znaceni v atmosféfe obohacené CO,. n=2
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5 Diskuse

oy ee

nove vytvaiet vrstvu epikutikularnich vosk, alespoii u nékterych druhti rostlin bylo ukazano,
7e tomu tak neni. Méfeni v této praci navazuji na diivéjsi studie obnovy kutikularnich voska
u riznych druht rostlin (Hauke et al., 1998; Jetter et al., 2001; Richardson et al., 2005; Sachse
et al., 2009; Gao et al., 2012). Tato prace piinasi na dalsi rostliné potvrzeni toho, Ze k obnové
EW dochazi po cely zivot listu od mladi az do dospélosti listu (béhem senescence obnova EW

nebyla zkoumana).

V této praci jsem pievazné pracovala s rostlinou Clusia rosea, jejiz listy maji pomérné
velkou plochou, nemaji trichomy a maji relativné silnou vrstvou kutikularnich vosku. Jeji
kutikularni vosky jsou tvofeny pifevazné alkany, které neni potfeba pied plynovou
chromatografii derivatizovat, coz by mohlo vnaset uréitou chybu do méfeni. Rostliny jsou
navic komercné dostupné a dobie rostou ve skleniku v nasich klimatickych podminkéch.
Jejich nevyhodou je pomalej$i rlst a nizsi pocet stejné starych listli, coZ mohlo byt jednou
z pti¢in vyssi variability hustoty priduchtt u mladych listi (Obr. 10, Obr. P1). Druhym
neodstranitelnym vlivem, ktery ptekryva tuto nechténou variabilitu mladych listt, je pfirozené
starnuti mladych listi béhem analyzy. Hustota priducht (SD) byla u listt zjistovano az pti
odbéru pro izotopové analyzy, tedy pro kazdy list rizné dlouho po zac¢atku znaceni. Zjisténé
SD proto neodrazi presné vek listil pfi zacatku znaceni, ale rizné dlouho po zacatku. To se
odrazi zejména ve variabilit¢ SD mladych listd, u kterych je rozdil tii tydnt (504 hodin) vyvoje
dulezity.

Po fotosyntetické asimilaci CO2 z atmosféry fotosyntézou je uhlik rostlinou vyuzit
v dalSich procesech, zabudovan do pletiv ¢i néasledné vylou€en respiraci. Jednim z procest
vyuzivajici asimilovany uhlik je samoziejme¢ také biosyntéza voskti. Znaceny uhlik se nejprve
zabudovava a vyuziva v procesech navazujicich na fixaci uhliku v pletivech listd, a poté mtize
byt vyuzit pro syntézu voski a pienesen vné epidermalnich bun¢k do kutikuly. Tomuto
schématu pékné odpovidaji naméfend data, kdy obsah t&Zkého uhliku (§*3C) v EW zaéina riist
pozdé&ji nez obsah t€zkého uhliku v susing listovych pletiv (Obr. 13). Zpozdéni nartstu obsahu
tézkého uhliku v EW trva u mladych listi pfiblizné 10 — 20 hodin po nardstu obsahu tézkého
uhliku v pletivech listu a 50-70 hodin u vyvinutych listd. Toto zpozdéni pravdépodobné

odpovidd dobé potifebné pro syntézu a transport EW vné bunky. Rozdil zpozdéni nartGstu
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obsahu *C v EW mezi mladymi a vyvinutymi listy je pravdépodobné dan rozdilnou rychlosti
metabolismu a také tim, ze vyvoj a rist mladych lista jest¢ neni dokoncen, a proto potiebuyji,
vyuzivaji a zabudovavaji vice 13C z asimilovaného CO; (Obr. 13, B). Po dosaZeni maxima
za¢inaly hodnoty §*3C v listovych pletivech i EW pozvolna klesat, coz odpovida schématu
ztraty ,,znacky®, nebot pulzni znaceni rostliny skoncilo po 4 hodindch a nadéle rostlina
pfijimala uz jen izotop *C (pokud nepo¢itime s velmi malym piirozenym vyskytem 3C).
Uhlik *3C v biomase listu i ve voscich byl zied'ovan nové asimilovanym nezna¢enym uhlikem
12C a ¢astedné ,,odchazel” z téla rostliny v podobé respiraéniho *CO; (z biomasy jako celku)

ptipadné jako pevné depozity (zde napft. erozi voski).

Doba, za kterou se zna¢eny uhlik v epikutikularnich voscich (EW) vymeénil se lisila vlivem
stafi listd i efektem odstranéni EW. Jednou z mych hypotéz bylo to, ze se u listu
s odstranénymi EW zrychli obnova EW. Efekt odstranéni EW se ale lisil v zavislosti na stafi
sledovaného listu. U mladych listi bylo zaznamenano zrychleni (Obr. 14, B) obnovy EW u
listl s odstranénou vrstvickou EW (YT). Coz naznacuje, ze mechanické odstranéni vosku
patrné spousti kaskadu dé&ji, ktera vede k syntéze a obnové EW. Ve srovnani s mladymi listy,
u kterych byl efekt odstranéni EW vyrazny, byl efekt u vyvinutych listd nejednoznaény. U
pln¢ vyvinutych listd bylo zpo¢atku mnozstvi obnovenych EW vyssi v listech s odstranénymi
EW (MT), ale pozdéji (14 dni po znaceni) obnova u kontrolnich listi (MC) ptevysila obnovu
u MT (Obr. 17, B). U MT pokraéovala obnova EW z asimilovaného **C, a zvy$ovani obsahu
tézkého uhliku po celou dobu méfeni (21 dni). V obsahu téZkého uhliku u MT rostlin nebylo
do konce méfeni dosazeno faze poklesu obsahu znageného uhliku po maximu §'3C, ktera je
potiebna pro vypocet polo¢asu obratu uhliku (Obr. 14, B). Lze ale vyvodit, Ze rychlost obnovy
EW byla u MT vyrazné niz§i nez u MC i mladych listd (YC, YT), coz odpovida velmi
pomalému transportu uhliku do EW u MT. Dalsi moznosti zplsobujici zpozdéni syntézy
novych EW u MT by mohlo byt zplisobeno vnimanim odstranéni EW jako stresu. Napiiklad
pokud by rostlina vnimala mechanické odstranéni EW jako napadeni patogenem, asimilovany
C by mohl byt zpocatku vyuzit k ,,akutn&j$im* procestim obrany pii napadeni patogenem, nez
je obnova kutikuly (Fich et al., 2016; Wang et al., 2020). Pfi vnimani odstranéni EW jako
stresu mtiZe také dochézet k prerozdélovani vyuZitelné energie pro ,,akutnéjsi® procesy. Také
u vyvinutych kontrolnich listd (MC) byla obnova EW pomalejsi oproti mladym listim coZz

naznacuje pomalej$i metabolickou vyménu uhliku v EW vyvinutych listi
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Celkové méfeni a sledovéani obsahu tézkého uhliku (8*3C) u listii Clusia rosea probihalo tii
tydny (504 hodin), coz ale, jak se zpétné ukazalo, nebyla u nékterych listd dostate¢né dlouha
doba na to, aby ,,ptiSel na fadu* v syntéze a transportu voskii lehky izotop uhliku, ktery zacala
rostlina majoritn¢ pfijimat po ukonceni znafeni tézkym uhlikem tii tydny pted tim.
Pro vypocet rychlosti obnovy EW u vSech sledovanych kategorii listti by bylo potfeba delsiho
méfeni i s fizi poklesu $*3C a nahrazenim znaéenych EW za EW syntetizované z nezna¢eného
COy. Delsi sledovani ale bohuzel nebylo mozné z divodu nedostatku vhodnych listl
na rostling a z dtivodu urcitého zpozdéni mezi odbeérem listli, piipravou vzorkt pro izotopové
analyzy a ziskanim vysledk® ukazujicich pottebu dalsich odbérii. Je fascinujici, ze 3CO;

asimilované fotosyntézou béhem 4 hodiny je vyuzivano pro syntézu EW jesté tfi tydny poté.

Vysoka variabilita ve vypoctené rychlosti obnovy EW muze byt ddna nejen nedostate¢nou
délkou méfeni, ale také moznou chybou ¢i kontaminaci pii odbérech a naslednych analyzach.
Znac¢ka 13C je ve vysoké koncentraci a $patnou manipulace se mize snadno pfenést mezi
vzorky pomoci pouzivanych nastroji a piistroji. Dal§im problémem ve vypoctu rychlosti
obnovy EW miiZe byt nedodrzeni ptedpokladii pro takovyto vypocet (Epron et al., 2012). Pro
vypocteni polocasu obratu uhliku je potieba dodrzet predpoklad systému a) v ustaleném stavu,
kde jsou b) toky ptimo umérné velikosti zasobniku (kinetika prvniho fadu), ktery je c) jen
jeden, a kdy se d) znacka sledovaného izotopu ztraci jen odtokem. Pfesné dodrzeni téchto
ptredpokladi je ale pro zivy systém témét nemozné. a) Rostliny byly péstovany ve skleniku
v kontrolovanych podminkéch coz by mohlo odpovidat dodrzeni pfedpokladu o systému
Vv ustaleném stavu. b) Predpoklad toku ptimo umérného velikosti zasobniku mluvi o velkém
toku uhliku do velkého zasobniku, ¢emuz odpovidd napiiklad tok uhliku asimilovaného
fotosyntézou do celého listu. Analogicky piedpoklddd mensi tok uhliku do mensiho
zasobniku, kterymi jsou napiiklad EW. Tento ptedpoklad potvrzuje graf poméru uhliku
asimilovaného fotosyntézou a pteneseného do EW (D/A [%]) (Obr. 18), ktery ukazuje, Ze do
epikutikularnich voska §lo maximalné 10 % fotosynteticky asimilovaného uhliku. d) Zda je
ztrata znaCky minoritniho izotopu z EW zpisobena pouze ,,odtokem* uhliku, nelze plné
potvrdit ani vyvratit, nebot’ o syntéze a naslednych procesech ve vrstvé epikutikularnich voska
neni znamo dostatecné mnoZzstvi informaci. Nekteré studie se naptiklad zabyvaji hypotézou,
ze EW mohou zpétné piechazet dovniti buiikky a mohou byt ,recyklovany* a vyuzity pro
tvorbu novych EW napftiklad s delsimi uhlikovymi fetézci (Gao et al., 2012). A tedy, ze uhlik
nemusi Z EW odchazet pouze odtokem, ale miize byt znovu preménén ¢i vyuzit

v metabolismu. c) Poslednim a velice dulezitym predpokladem vypoctu poloCasu obratu
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uhliku je zapojeni pouze jednoho zasobniku uhliku do syntézy EW. Tento ptedpoklad patrné
dodrzeny neni, protoze syntéza voskii mize vyuzivat prekurzory z vicero rtiznych zdroju
Vv bunice. Tato mnohocetnost, rozdvojovani a spojovani metabolickych toki z riznych zdrojt

muze byt problémem pro spravny odhad polocasu obratu uhliku v epikutikularnich voscich.

Porovnani vypoctené rychlosti fotosyntézy podle Rovnice 11 a gazometricky namétené
rychlosti fotosyntézy ukazuje vyznamnou odliSnost mezi témito dvéma zpusoby ziskani
hodnot rychlosti fotosyntézy (Obr. P3). To mize ukazovat rozdil mezi rychlosti hrubé a Cisté
fotosyntézy zpisobeny respiraci. Zatimco spoctena fotosyntéza je ovlivnéna i respiraci, a tedy
jeji hodnota odpovidaji rychlosti hrubé fotosyntéze, hodnoty fotosyntézy namétené
gazometricky méfili respiraci a rychlost ¢isté fotosyntézy nezahrnujici respiraci zvlast'.
Porovnani respirace gazometricky namétené pred métenim fotosyntézy naznacuje vyznamnou
rozdilnost mezi respiraci listG Snenarusenymi a snarusenymi EW. DalSim moznym
vysvétlenim by mohlo byt zapojeni vlivu cirkanualnich cykli na hodnoty rychlosti
fotosyntézy, nebot’ rostliny pouzivany pro vypocet rychlosti fotosyntézy na zakladé hodnot
313C byly znageny a méfeny na jate, oproti tomu gazometricka méfeni rychlosti fotosyntézy
probihala na podzim. Toto porovnani bylo provedeno pouze na ¢étyfech listech pro kazdou
kategorii listh u spoctené rychlosti fotosyntézy a tiech listech od kazdé kategorie
u gazometricky zmétené rychlosti fotosyntézy, coz neni mnoho. Nedostatek namétenych

hodnot mohl ovlivnit spravnost porovnani a zviditelnit vliv ndhodné variability.

Porovnani dvou druht rostlin: Brassica oleracea var. italica (brukev zelena — brokolice)
a Clusia rosea dale potvrzuje hypotézu této prace, ze k obnové epikutikularnich voska dochazi
i u plné vyvinutych listd (Obr. 20). Porovnavané druhy rostlin se lisi rozdilem rychlosti
obnovy epikutikularnich voski mezi mladymi a vyvinutymi listy. Zatimco u listi Clusia rose
je obnova EW jak mladych, tak vyvinutych listl téméf stejné rychla, obnova vyvinutych listi
u Brassica oleracea var. italica je vyrazné¢ pomalejsi oproti mladym listim. To ukazuje
na velice pomaly metabolismus a syntézu EW u vyvinutych listi brokolice. Strategie obnovy
EW by mohla byt ovlivnéna délkou zivota daného listu potazmo celé rostliny. Brokolice je
jednoleta rostlina, kterd roste pomérné rychle a vytvofené listy pouziva pouze cast jedné
vegetativni sezony. Oproti tomu Clusia je vytrvala rostlina, ktera muze dortstat az do
stromovych rozméru a jelikoz ptirozené roste v tropickém a subtropickém podnebi neshazuje
na podzim listy, jako naSe listnaté stromy. Rostlinam Clusia rosea se proto vyplati vice

investovat do listd, které déle vydrzi, a proto rychleji obnovovat EW i u vyvinutych listt.
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Miize se zdat, ze mladé listy nabiraji vice uhliku *3C nez vyvinuté (Obr. 13 B; Obr. 20),
ale jelikoz tplné nezname zakladni mnoZstvi epikutikuldrnich vosk®, do kterych je 3C
dopliiovéno. Je otazka, zda a jak se liSi mnozstvi nové syntetizovanych EW mezi mladymi a
vyvinutymi listy. Nebylo by mozné, Ze vyvinuté listy nabiraji a syntetizuji stejné mnozstvi
epikutikuldrnich voskl jako mladé listy, ale ve vétSim mnozstvi jiz vytvofenych EW tvorii

nove syntetizované EW mensi procentualni zastoupeni?

Z7avér

a) Hypotézu, ze k obnové epikutikularnich voskti dochazi po celou dobu zivota listu, tedy 1
u pln¢ vyvinutych dospélych listd jsem potvrdila na listech Clusia rosea i Brassica
oleracea var. italica. Kutikularni vosky maji pro rostliny zivotné dileZitou roli v ochrané
pied ztratou vody a pied pusobenim wvnéjsich biotickych i abiotickych strest.
Pravdépodobné proto je potieba udrzovat kutikulu v plné¢ funkénim stavu a obnovovat ji

po celou dobu vyvoje listu.

b) Potvrdila jsem, Ze obnova epikutikularnich voskt neprobiha po cely zivot listu stejné
rychle. U vyvinutych listd je obnova epikutikularnich voskl vyrazné pomalejsi, nebot’
dochdzi ke zpomaleni metabolismu a transportu potfebnych latek do epikutikularnich
voskil. Rozdil rychlosti obnovy epikutikuldrnich voskli mezi mladymi a vyvinutymi listy
se li§i v zavislosti na zkoumaném druhu. U Clusia rosea byl rozdil mezi obnovou
epikutikularnich voski mladych a vyvinutych listi niz$i nez u Brassica oleracea var.

italica.

c) Ukazala jsem, Ze mechanické odstranéni vrstvy epikutikularnich voskti ma vliv na
dynamiku obnovy epikutikularnich voskl. Av§ak tento vliv se li§i mezi rizné starymi listy
rostlin Clusia rosea. U pIné vyvinutych listd doslo po odstranéni epikutikularnich voskt
ke zpomaleni obratu uhliku a obnovy epikutikularnich voski. U mladych listi byl vliv
odstranéni epikutikularnich voskti opa¢ny, dochazelo k mirnému zrychleni obnovy

epikutikuldrnich voskd.

Pro obnovu epikutikularnich voski je potieba dostatek dostupného uhliku a energie.
Porovnavala jsem, proto vliv odstranéni epikutikularnich voski na dynamiku otevirani a
zavirani priduchl. Z namétenych hodnot vypliva, ze odstranéni epikutikularnich vosku

nema vliv na dynamiku otvirani a zavirani praduchi a zfejme ani na rychlost fotosyntézy.
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Obr. P1: Porovnani SD listd rostlin s ohledem na to, kdy byl dany list sebran a pouZit pro analyzu §**C. Kontrolni mladé listy (YC, Zlutooranzova), mladé listy

s porusenou vrstvou EW (YT, oranzovocervena), kontrolni vyvinuté listy (MC, svétlezelend) a vyvinuté listy s porusenou vrstvou EW (MT, tmavézelena)
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Obr. P2: A: Relativni zastoupeni uhliku 3C (%) suSiny listovych pletiv v zavislosti na ¢ase odbé&ru od zacatku
znaceni (h). Linie spojuje priméry 83C a plocha okolo zobrazuje smérodatnou odchylku priiméru.
Kontrolni mladé listy (YC, zlutooranzova), mladé listy s porusenou vrstvou EW (YT, oranzovocéervena),
kontrolni vyvinuté listy (MC, svétlezelend) a vyvinuté listy s porusenou vrstvou EW (MT, tmavézelend).
n= 4 B: Relativni zastoupeni uhliku *C (%o) epikutikulérnich voskii v zavislosti na ¢ase od za¢atku

znaceni (h). n =4
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Obr. P3: Porovnani rychlosti fotosyntézy spoétené (Spocteno) pro piiblizné 460 pmol'm?-s* na zdkladg
relativniho zastoupeni uhliku 3C (n = 4) a gazometricky zm&fené pomoci Licoru (Licor) p¥i 400 umol'm"
.51 (n = 3) pro mladé kontrolni listy (YC), mladé s odstranénou vrstvou EW (YT), vyvinuté kontrolni
(MC) a vyvinuté s odstranénymi EW (MT).
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Obr. P4: Relativni zastoupeni uhliku 3C (§*3C) hlavnich slozek EW u listii A: Clusia rosea a B: Brassica

oleracea var. italica. V hornim fadku osy x jsou jednotlivé slozky EW, kdy 2900 odpovida alkanu s 29C,
3100 alkanu s 31C, 3300 alkanu s33C a 3092 odpovida alkanu C29 — nonakosan-15-on. Druhy fadek osy X

vy

odpovida ¢astim odbérii po zacatku méteni (h), treti fadek osy x je urceni staii odebiraného listu: mlady (Y)

a vyvinuty (M). n=2
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