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Abstrakt

Funkce priduchti a geneticky zalozena regulace jejich poctu je zajimavym a
dilezitym predmétem vyzkumu. Hustota priduchii na listech rostlin je ovlivnéna také
vnéjSimi faktory prostiedi, napf. koncentraci CO, v atmosféfe a ozafenosti
fotosynteticky ucinnym zafenim (PAR). Tyto dva faktory maji spole¢ny efekt — mohou
zménit vnitfni koncentraci CO; vV listu (C;). Nabizi se proto otdzka, zda vnitini
koncentrace CO, nemuze byt signalem pro expresi genu fidicich vyvoj priaduchti na
listu. Podle hypotézy, na jejimz zéklad¢ vznikla tato diplomova préace, jsem ocekavala,
ze vptipadé snizeni C; dojde ke zvySeni exprese pozitivniho regulatoru hustoty
praduchi na listu STOMAGENu. U rostlin, kterym byla vnitini koncentrace CO; sniZzena
pomoci zvySené ozarenosti byla exprese stomagenu zvysSena. U rostlin, kde vSak byla
vnitini koncentrace CO; snizena pfidanim kyseliny abscisové do zivného roztoku nebyl
zjistén zadny efekt na expresi stomagenu. Z vysledku téchto pokust tedy vyplyva, ze

exprese STOMAGENU neni ovlivnéna vnitini koncentraci CO,.

Kli¢ova slova:
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Summary

The stomatal function and genetically based regulation of their number are
interesting and important subjects of scientific research. Stomatal density on plant leaf
surface is affected also by environmental factors, e.g. atmospheric CO, concentration
and irradiance (PAR). These two factors have common affect — leaf internal CO,
concentration (C;) in the leaf can be changed. The question might be if the C; is the
signal for expression of genes controlling stomatal development. According to the
hypothesis which this thesis is based on | proposed an increase of expression of positive
regulator STOMAGEN in the case when C; is reduced. The expression of STOMAGEN
was increased in plants with C; decreased by higher PAR in contrast with plants where
the C; was decreased by adding of abscisic acid into nutrient solution. These results
show no dependence of STOMAGEN expression on inner CO, concentration.

Key words:
Stomata, COy, light, ABA, STOMAGEN
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1. Motivace a cile prace

S objevenim prvniho pozitivniho regulatoru poc¢tu priducht na listu huseni¢ku
(Arabidopsis thaliana) — STOMAGENu, vyvstalo mnozstvi dal$ich otazek. Jednou
Znich by mohlo byt hledani signalu, ktery spousti expresi STOMAGENuU a tim
zvysuje pocet pruduchi na listu. Jiz dlouho je zndmo, Ze hustota priduchi na listu je
ovliviiovana vngjSimi faktory prostfedi, napf. intenzitou fotosynteticky aktivniho
zateni, koncentraci CO; v atmosféte. Tyto dva faktory maji jeden spole¢ny efekt —
mohou zménit koncentraci CO; uvnitt listu. V ptipad€ zvysujici se ozafenosti rostlin
se urychluje proces fotosyntézy a uvnitt listu dochazi k rychlé spotiebé molekul CO,
a jejich koncentrace v listu klesa podobné jako Vv piipadé snizeni koncentrace CO;
vV atmosféfe nebo tfeba ptivienim priduchi pomoci aplikace kyseliny abscisové
(ABA).

Hypotéza

Signalem, ktery spousti expresi STOMAGENu a zvySuje hustotu pruduchd na

listu rostliny je vnitini koncentrace CO,.

Cil prace

Cilem mé prace bylo zjistit, zda existuje spojitost mezi snizenou koncentraci
CO; uvnitf listu a zvySenim exprese STOMAGENuU, v souvislosti s navy$enim poctu

priducht na listu modelové rostliny Arabidopsis..



2.Uvod

V posledni dobé roste pocet Slechtitelskych programi zamétenych na zvySenou
ucinnost vyuziti vody (WUE) pii souc¢asném zachovani ¢i dokonce zvyseni vynosu,
z dtivodu ubyvani povrchové i podzemni sladké vody Vv prostiedi. Rostliny reguluji
vyménu plynii mezi vnitfnim a vnéjSim prostiedim a tedy i1 ztraty vody pomoci
drobnych périi — praduchii. Rostlina je schopna fadové béhem neékolika minut ménit
otevienost téchto porG a tim reagovat na momentdlni podminky prostiedi.
V dlouhodobéjsim méfitku je pak schopna meénit velikost a mnozstvi praducht
utvarejicich se na mladych listech. Proto je funkce praduchii a geneticky zaloZena

regulace jejich poctu zajimavym a dilezitym predmétem vyzkumu.
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3. Teoreticka cast

3.1 Pruduchy a jejich vyvoj v epidermis Arabidopsis

thaliana

3.1.1 Priiduchy

Priduchy jsou drobné pory, diky nimz je umoznéna fizend vymeéna plynt
(zejména COy, H,0, O2) mezi vnitinim a vnéj$im prostiedim listu. Objevuji se na
vSech nadzemnich ¢astech rostliny, ale nejvic se jich vyskytuje na listech. Sestavaji
ze dvou svéracich bunék, které ohrani¢uji priduchovou Stérbinu. Pod kazdym
pruduchovym porem se nachazi velky intercelularni prostor, tzv. podpriduchova
dutina. U mnoha rostlinnych druht se kolem svéracich bun€k nachazeji epidermalni
bunky, které se morfologicky li§i od ostatnich epidermalnich bunék. Tyto bunky
nazyvame buiikami podplirnymi.

Rostlina mize skrze praduchy velmi rychle ztracet vodu. Regulace jejich funkce
je proto pro zivot rostliny a jeji rtist velmi dtlezita. U rostlin se vyvinuly dva typy
systému regulujicich funkci priducht a jejich reakci na podminky prostredi. Prvnim
typem je rychly mechanismus otevirani a zavirani praduchu (Casson, Hetherington,
2010). Druhym typem je geneticky determinovany a vnéjSim prostfedim ovlivnény
mechanismus zakladani prtduchd, ktery ovliviiuje pocet, velikost a rozmisténi

pruduchii (Casson, Hetherington, 2010, Casson, Gray, 2008).

3.1.2 Funkce priaduchi

Primérni funkci priduchi je optimalizovat vyménu CO; a vodni pary mezi
mezibunéénymi prostory v listu a atmosférou pii ménicich se vnéjSich podminkach.
Velikost priduchové Stérbiny a tim 1 vyména plyni je regulovana turgorem svéracich
bun&k (Brownlee, 2001). Akumulace iontii (K*, CI’, aniont kys. jable¢né) v t&chto
bunkach zvySuje osmoticky tlak — sniZzuje vodni potencial, ¢imz do nich za¢ne
proudit voda z okolniho apoplastu, turgor bun¢k se zvySuje a praduchova §térbina se
otevira (Willmer, Fricker, 1996). Velikost priduchové Stérbiny ovliviiuje mnoho
vnitinich 1 vnéjSich environmentélnich faktori a mize se ménit v ¢ase v fadu sekund

az hodin (Lawson, 2008). Podnétem k regulaci velikosti Stérbiny mize byt
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dostupnost vody v ptidé, mnozstvi vodni pary a jinych plynti v atmosféte (napt. COo,
ozon, etylén, oxid dusnaty, oxid uhelnaty, H»S), mnozstvi a spektralni sloZeni
dopadajiciho svétla aj. (Desikan, 2010).

Pti stresu suchem se pruduchy priviraji na zdkladé poklesu turgoru svéracich
bunék, spojeného s vytokem draselnych a chloridovych iontd. Pfivienim praduchy
snizi transpiraci. Pfi extrémnim stresu se dokonce uzaviraji tipIn¢ (Brownlee, 2001).
Nékteré experimenty ukazaly, ze priduchy reaguji citlivéji na vlhkost ptidy, nez na
mnozstvi vody v listu. Toto nasvédcuje tomu, ze praduchy jsou fizeny vice
chemickymi signaly (napf. kyselinou abscisovou) z dehydratujicich se kofent, nez
vlhkostnimi poméry v listu, které jsou stale jesté konstantni (Chaves, et al., 2002).
Horko, pokud pisobi samostatné, ma opacny ucinek na chovani praduchid. Pfi
vysokych teplotach dochazi k poSkozeni fotosyntetického aparatu. V teplém a
vlhkém prostiedi se stomata Siroce oteviraji a tak dochazi k ochlazovani listu.
Naopak pii nizkych teplotach maji tendenci se ptivirat. Pokud je rostlina vystavena
obéma stresovym faktortim soucasné (sucho 1 vysoka teplota), snazi se o kompromis
mezi velkou ztratou vody a ochranou pted piehfatim, v extrémnim ptipad¢ dochazi
K otevieni praduchti a rostlina obétuje vodu pro udrZeni pfiznivé teploty listu
(Reynolds-Henne, et al., 2010).

Dalsim fyziologickym podnétem pro otevirani ¢i zavirani priducha je oxid
uhlicity. Pfi nizkych koncentracich CO; se pruduchy oteviraji, pfi vysokych
koncentracich se pfiviraji (Hashimoto, et al., 2006; Israelson, et al., 2006). Pohyby
pruduchii ovlivituje 1 ozarenost (tj. hustota toku fotosynteticky aktivnich fotont,
PAR) a spektralni slozeni svétla. Oteviraji se po rozednéni a na noc se opét zaviou.
Problematice vyvoje a pohybu priuduchti v souvislosti s CO, a ozafenosti bude
vénovana samostatna podkapitola.

Vétsina rostlinnych druhti, u kterych byla studovana anatomie praduchili, ma ve
svéracich buiikdch umisténé chloroplasty. Jejich primérny pocet je 10 — 15 na buiiku
(Humble, Raschke, 1971), zatimco u bunék palisdidového parenchymu se jejich
pramérny pocet pohybuje okolo 30 — 70. Chloroplasty svéracich bunék jsou casto
mensi a méné grandlné vrstvené, nékteré jsou hife vyvinuté nez ty, které se nachazeji
v buikdch mezofylu. Ve tmé se v nich hromadi Skrob, na svétle opét mizi (u
mezofylovych bun¢k je to opacné). U nékterych rostlinnych druhli to neplati,
napiiklad u Arabidopsis thaliana se skrob v chloroplastech akumuluje az béhem dne.

Vyznam Skrobu muiiZze spocCivat v tom, Ze se rozSt€pi na malat nebo cukry, které
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funguji jako osmotikum, a tim priduchy oteviraji. Dalsi funkci chloroplastt, ktera
muze byt spojena s pohyby priduchd, je transport elektrontl, ktery ma za nasledek
produkci ATP a / nebo cukri, které jsou nésledné pouzity opét jako osmotikum

(Lawson, 2008).

3.1.3 Vyvoj praduchii v epidermis

Jak jiz bylo zminéno, jinym (pomalejSim) regulaénim mechanismem, ktery ve
vysledku ovlivituje vyménu plynd v listu, je vyvoj novych praduchti v nové
vznikajicich listech, jejich pocet a uspofadani, které je dano geneticky a
modifikovano vnéjSimi podminkami prostiedi.

Kazdy priduch se vyviji z protodermalni nediferencované buiiky pies sérii
asymetrickych déleni v raném stadiu vyvoje listu (Shimada, et al., 2011). Nejdiiv
dojde k diferenciaci protodermalni buiniky na matefskou buniku - meristemoidu
(MMC), prekurzoru praduchu. Ta nasledné podstupuje asymetrické déleni za vzniku
malého trojuhelnikovitého meristemoidu a véEtsi sesterské bunky. Toto déleni
nazyvame vstupni, protoze je na zacatku série déleni vedoucich ke vzniku
meristemoidu. Meristemoid se svymi vlastnostmi podobd kmenové buiice,
podstupuje dalsi asymetrické déleni (vétSinou 1-3, ale i 6) a diferencuje se
V matetskou svéraci buitku (GMC), ktera se vyznacuje ovalnym tvarem, zeslabenim
bunécné stény na protilehlych stranach bunky a zvySenou akumulaci skrobu (Von
Groll, Altmann, 2001). Tato bunka se symetricky rozdéli a tim da vznik paru
sveracich bunék (GCs), ze kterych sestava pruduch. Sesterskd buitka meristemoidu je
zdkladni bunkou praduchové linie (SLGC) a podstupuje dalsi asymetrické
rozestupovaci (spacing) déleni a vytvofi tak dal$i satelitni meristemoid, ktery se
nedotyka jiz existujiciho pruduchu. Jednotlivé priduchy se zpravidla nedotykaji
jeden druhého — hovotime o tzv. pravidle jedné vmezetené buiiky (,,one cell spacing
rule®). Vraném stadiu vyvoje listu téméf vSechny bunky epidermis pochazeji
Z priduchovych linii, a jak vyvoj listu pokracuje, ¢im dal vic bunck z téchto linii
vystupuje a stavaji se dlazdicovymi (epidermalnimi) bunikami (Shimada, et al.,
2011). Vyvoj priduchli probihd vice mén€ v apikdln€ — bazalnim sméru, kdy
dospélejsi faze priduchti se nachazeji u $picky. U jednodéloznych rostlin je toto

pravidlem, u dvoudéloznych to ale neplati uplné, kvili sesterskym bunkam
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meristemoidu (SLGC), které se mohou zalit délit pozdéji (Liu, Ohashi-lto,
Bergmann, 2009).

Regulace hustoty priduchii na listu a jejich pozice je fizena geneticky. Exprese
piislusnych genti odpovida faktorim vnéjsiho prostiedi, napf. ozafenosti, koncentraci

COg, vlhkostnim podminkam...

3.1.4 Zakladni regulace vyvoje priduchii na molekularni

urovni (modelova rostlina Arabidopsis thaliana L.)

Na prvni pohled vypada rozmisténi priducht na listu Arabidopsis jako nahodné
(v porovnani s uspofadanim praduchti napt. na listech trav). Na pohled druhy je
zieyjmé, ze jejich vyvoj a konecné rozmisténi je ftizeno geneticky (Casson,

Hetherington, 2010).

Sekrecni peptidy

Spravné rozmisténi jednotlivych praduchi je dilezité hlavné kvili jejich spravné
funkci. Byly a stale jsou objevovany sekrecni peptidy, které ovliviiuji rozmisténi a
mnozstvi priduchti na listu. Jedna se o tzv. ,cell-to-cell” signadlni faktory, které
piechéazeji z jedné buiniky do druhé a zajiStuji spravné rozmisténi priduchl v ramci
pravidla ,,jedné vmezefené buiky*“ dva praduchy se nedotykaji navzajem, mezi nimi
je alespon jedna epidermalni buiika (Peterson, Rychel, Torii, 2010; Kondo, et al.,
2010, Shimada, et al., 2011; Vatén, Bergmann, 2012).

EPIDERMAL PATERNING FACTOR-LIKE (EPFL) je rodina cysteinem
obohacenych malych sekre¢nich peptidl, které na N-konci obsahuji sekvenci pro
sekre¢ni signal a na C-konci 6 — 8 cysteind, které tvofi intramolekularni disulfidické
mistky (Rychel, Peterson, Torii, 2010). U Sesti z téchto peptidid bylo zjiSténo, ze
ovlivituji frekvenci a orientaci asymetrického déleni. Jsou to EPF1, EPF2,
STOMAGEN a CHALLAH (Katsir, et al., 2011) a EPFL4/EPFL5 (Abrash, Davies,
Bergmann, 2011). Dva z téchto pravdépodobnych ligandi — EPF1 a EPF2 jsou
exprimovany vyhradné v buikéach priduchové linie a negativné reguluji hustotu
priduchtt na listu. U rostlin mutovanych v téchto genech je zvySend hustota

priducht (Hara, et. al., 2007; Hunt, Gray, 2009; Shimada, et al., 2011). Ptesto, Ze
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oba dva proteiny funguji prostfednictvim stejnych receptorti, kazdy pracuje v odlisné
fazi vyvoje pruduchu (Katsir, et al., 2011).

Exprese EPF1 bézné probihd ve starSich meristemoidech, matetskych buiikéch
svéracich bun¢k a v mladych svéracich bunkach (Rychel, Peterson, Torii, 2010) a
reguluje rozestupovaci déleni (,,spacing division®), pifi kterém vznikaji satelitni
meristemoidy (Shimada, et al., 2011). Nejcharakteristictéjsi defekt, ktery lze
pozorovat u mutanta epfl je chybna orientace asymetrickych déleni, coz se projevuje
dvojicemi, ¢1 skupinami (tzv. klastry) dotykajicich se praduchti. Pii silné overexpresi
tohoto genu dochazi k naprostému potlac¢eni priaduchti na listech (Hara, et. al., 2007)

Gen EPF2 je exprimovan v protodermalnich burnikach, které zatim neprosly
délenim a ¥idi ,,rozhodnuti* buniky zda zahdjit asymetrické déleni nebo pokracovat ve
vyvoji jako buiika dlazdicovd. Mutace tohoto genu se projevuje zvySenou frekvenci
asymetrickych déleni (Katsir, et al., 2011).

Dalsim genem z rodiny EPFL je EPFL9, znamy také jako STOMAGEN podle
jeho pozitivni funkce (,,stomata generating). Jeho overexprese zvySuje hustotu
pruduchii na orgdnech, které bézné priduchy tvoii a zvySuje podil klastri na
dospélych listech. Naopak snizeni jeho uc¢innosti pomoci microRNA vede k redukci
hustoty praduchi (Sugano, et al., 2010; Kondo, et al., 2010). Exprese genu piirozené
probiha v nadzemnich orgénech rostliny, nejvice vSak v mladych vyvijejicich se
listech (byl detekovan jiz v listovych primordiich). Zajimavé je, Ze na rozdil od
EPF1 a EPF2 neni STOMAGEN exprimovan v epidermis, ale v mezofylu listd
(Kondo, et al., 2010), je tedy pravdépodobné, Ze tento protein funguje jako signalni
molekula mezi mezofylem (fotosyntetickym pletivem) a epidermalni vrstvou listu
(Hamanishi, Thomas, Campbell, 2012). Vysledky nékterych pokust naznacuji, ze
funkce STOMAGENU neni nijak zavisla na ptitomnosti EPF1, ale potfebuje inhibici
asymetrick¢ho déleni zprosttedkovanou EPF2 (Sugano, et al., 2010; Katsir, et al.,
2011). Zatim neni zcela jasné na které receptory se STOMAGEN vaze, je mozné, ze
jeho funkce spoc¢ivad v kompetitivni vazbé na stejné receptory, na které se vazi EPF1
a EPF2. Predpoklada se, ze ke své funkci vyzaduje pfitomnost receptoru podobného
proteinu, obsahujiciho leucinem obohacené repetice, zndmého jako TMM (tento
protein bude blize specifikovan dale v textu) (Katsir, et al., 2011).

Ctvrty gen zrodiny epidermalnich faktorti je EPFL6/CHALLAH (CHAL). Pii
vyvoji pruduchtl plsobi tento protein jako represor (Abrash, Bergmann, 2010). Tento

gen je exprimovan hlavné v hypokotylu a ve stonku, ale ne v listech nebo délohach,
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z ¢ehoz se da usuzovat, ze zasahuje do organové specifické regulace vyvoje
priduchtt (Shimada, et al., 2011). Na zéaklad¢ zjisténi fenotypovych projevi
overexprese, nebo naopak umlceni (,,silencing*) CHAL u rostlin mutovanych v genu
TMM se ma za to, ze CHAL nepotiebuje tento gen ke své funkci (na rozdil od jinych
EPF). SpiSe se zda, ze je jim inhibovan (Abrash, Bergmann, 2010; Abrash, Davies,
Bergmann, 2011).

Pravdépodobné receptory pro signalni peptidy

Systém pienosu signald z bunky do buiky u Arabidopsis zajistuje
charakteristické rozmisténi pruduchti a dlazdicovych bunék a priduchii na povrchu
listd podle jiz zminéného pravidla jedné vmezetené bunky. Tento systém zajiStuji
ligandy v podob¢ sekre¢nich peptidii a jejich receptory. Pravdépodobnymi receptory
pro signalni peptidy jsou receptoru podobny membranovy protein TOO MANY
MOUTHS (TMM) a rodina receptoriim podobnych kindz ERECTA (ERf) (Shimada,
etal., 2011).

Gen ERECTA (ER) je jiz delsi dobu znam jako jeden z faktort ovliviiujicich
vysku rostliny a rezistenci k bakterialnim a houbovym chorobam (Godiard, et. al.,
2003). Spole¢né¢ s geny ERECTA-LIKE1 (ERL1) a ERL2 ovliviiuje bunéénou
proliferaci, tidi diferenciaci svéracich bun¢k a vyvoj vaje¢né bunky (Torii, et. al.,
1996; Shpak, et al., 2005). Shpak et al. (2005) uvadi, Ze mutantni rostliny pouze
v jednom ztéchto t¥i gent (napf. erll) nevykazuji Zadnou vyraznou zménu
V rozmisténi praduchi, naproti tomu erecta erll erl2 mutant vykazuje extrémni
asymetrické déleni a nadmérné vysokou hustotu priiduchovych klastr. Jednotlivé
geny rodiny ERECTA tudiz spolupuisobi synergicky v zajisténi komunikace mezi
bunikami a ovlivnéni sméru vyvoje danych bunék (Shpak, et al., 2005; Rychel,
Peterson, Torii, 2010).

TMM, receptoru podobny protein, je druhym pravdépodobnym receptorem pro
signalni peptidy. U rostlin mutovanych v genu TMM (tmm) probiha asymetrické
déleni ndhodné, dochézi tedy k produkci priduchovych klastri. TMM tedy fidi
orientaci a ¢etnost asymetrickych déleni potencionalnich meristemoidi a vlastnich
meristemoida (Nadeau, Sack, 2002).

Oba dva geny TMM i ERECTA (ER, ERL genova rodina) tedy tidi spravné

rozmisténi priduchid na listu. TMM je receptoru podobny membranovy protein
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obsahujici extracelularni doménu s repeticemi bohatymi na leucin, ktery vsak
nedisponuje intracelularni aktivni doménou. Naproti tomu ERECTA receptoru
podobné kinazy (ERL) obsahuji jak extracelularni doménu, tak i cytoplazmickou
kindzovou doménu. Z toho se tedy usuzuje, ze spole¢né tvoii heterodimery, které
pfijimaji a dal zprostfedkovavaji pfenos signalu z buiiky do bunky, ovliviujici
diferenciaci pruducht (Nadeau, Sack, 2002; Torii, 2012).

Informace rozpoznana na membrané buiiky je pfenasena prostfednictvim dalSich
z klicovych regulatorti vyvoje priaduchii, MAP kindzové kaskady (MAPK kaskada).
MAPK kaskady jsou tii-stupiiové kindzové signalni moduly, které hraji dulezitou roli
Vv pienosu signalu - informace (napf. o reakci na stres) béhem rtistu a vyvoje rostlin
(Wang, et al., 2007). MAPK kinaza kinaza YODA, MAPK kinaza MKK4/5/7/9 a
MAP kindazy MPK3/6 jsou nezbytné pro normalni rozmisténi priducht. Substratem
pro MAP kinazu jsou bHLH transkripéni faktory (napi. SPCH, ktery disponuje
cilovou doménou s 10 ptedpokladanymi misty pro fosforylaci, po které¢ dojde
k deaktivaci proteinu). MAP kinazova draha negativné reguluje 1pozdéjsi faze

vyvoje pruduchu (Vatén, Bergmann, 2012).

Non-stomatal lineage: Stomatal lineage:

STOMAGEN EPF1 EPF2

o —1e
CHAI_. l
R
/ O TMM

ERf ERf

l

Stomatal production

Obrazek 1: Shrnuti interakci mezi EPF ligandy a jejich receptory. Zdroj: (Katsir, et al.,
2011)
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Transkrip¢ni faktory

Klic¢ovou roli béhem diferenciace priaduchu hraji basic helix-loop-helix (bHLH)
transkripcni faktory, které disponuji basic doménou, kterd se mize vazat k DNA a
HLH doménou pro homo- nebo heterodimerizaci a dopliujici casti, které
zprosttedkuji  interakce s jinymi proteiny (Ohashi-lto, Bergmann, 2006).
V souvislosti s vyvojem pruduchti odliSujeme dvé skupiny. Prvni skupina je
kodovana paralogy SPEECHLESS (SPCH), MUTE, a FAMA, které se postupné
zapojuji do regulace diferenciace (Peterson, Rychel, Torii, 2010).

Exprese genu SPCH probihd v mladych protodermalnich, casto dvou
sousedicich bunkach a je velmi dynamicka (Vatén, Bergmann, 2012). Iniciuje prvni
(vstupni) asymetrické déleni (Peterson, Rychel, Torii, 2010). Po tomto déleni ze
SLGC zmizi, zatimco v meristemoidu, ktery se dal asymetricky dé€li, zistava (Vatén,
Bergmann, 2012). Overexprese SPCH se projevuje zvySenou indukci asymetrickych
déleni a produkci nadbyte¢nych priduchti. Mutantni rostlina spchl praduchy na
listech netvoti, piredpokladd se tedy, ze SPCH je striktné¢ vyZzadovan pro vstup
protodermalni bunky do asymetrického dé€leni a tedy do praduchové linie
(MacAlister, Ohashi-I1to, Bergmann, 2007). Mutace v paralogu SPCH2 (spch2) sice
tvorbé priduchl nezabraniuje zcela, ale snizuje priduchovy index (pocet praduchii /
pocet vSech bunék epidermis). VSechny pruduchy vytvoiené na spch2 sestavaji
z morfologicky normalnich svéracich bun¢k, tloha SPCH je tedy pouze ve fazi
asymetrického déleni a je specifickd pouze pro pruduchovou linii (MacAlister,
Ohashi-Ito, Bergmann, 2007).

Druhy bHLH protein MUTE spousti pfeménu meristemoidu na mateiskou buiiku
sveracich bunék. Jeho exprese probihd ve vsech orgénech produkujicich praduchy. U
mutantnich rostlin mute byly pozorovany abortované meristemoidy obklopené
nadmérnym mnozstvim SLGC jak u embryonalnich organt (d¢lohy, hypokotyl), tak
U post-embryondlnich orgéani (listy, lodyhy, stopky, kvétni organy). Na orgéanech,
které bézné nemaji pruduchy, nebyl pozorovan Zadny rozdil mezi mute a divokym
ekotypem, tudiZ MUTE pravdépodobné hraje zasadni roli béhem vyvoje praduchové
linie (meristemoid — GMC) bez ohledu na druh orgénu. Pfi jeho overexpresi
nedochézi k iniciaci zadnych dalSich priduchovych linii, ¥idi pouze diferenciaci
bungk, které jiz zahajily svou pfeménu v priduch (Pillitteri, Bogenschutz, Torii,
2008).
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Ttetim transkripénim faktorem je FAMA. Jeho exprese probihd v matetskych
buiikdch svéracich bunék (GMC) a v nedospélych svéracich bunkach (Vatén,
Bergmann, 2012). Funguje jako ,pfepinac* mezi délenim a diferenciaci, tj. tidi
ukonCeni déleni a zahajuje diferenciaci svéracich bunék. Mutantni rostlina fama-1
postrada priidduchy a na jejich obvyklém misté se nachazeji klastry malych, uzkych
epidermalnich bungk (tzv. fama nadory) (Ohashi-Ito, Bergmann, 2006).

Druha skupina transkripénich faktor obsahuje ICE1/SCREAM (SCRM) a
SCRM2 a jejich proteiny tvofi heterodimery s proteiny transkripénich faktord prvni
skupiny (Shimada, et al., 2011) a spoustéji tak vSechny tii pfechody mezi
jednotlivymi stadii vyvoje pruduchu (Vatén, Bergmann, 2012). Fenotyp mutanta
v obou téchto genech odpovida fenotypu spch, tedy epidermis bez praduchi
(Kanaoka, et al., 2008). Bylo zjisténo, ze ICE1/SCREAM je zapojen i v odpoveédi
rostliny na stres chladem (Viswanathan, et al., 2003). Je mozné, Ze pravé tento gen je
uzlovym bodem nékolika signalnich drah zapojenych do vyvoje priducht (Vatén,
Bergmann, 2012).

Subtilisinu podobna proteaza

Dal$im zndmym negativnim reguldtorem vyvoje pruducht, ktery modifikuje
vysledny pocet priiduchti na listu, je subtilisin-like proteaza STOMATAL DENSITY
AND DISTRIBUTION 1 (SDDI1). Jednda se o serinovou protedzu, kterd je
exprimovana v meristemoidech a matefskych buikach svéracich bunc¢k. Mutanty
sdd1l vykazuji zvySenou hustotu praduchii na listu a vznik pruduchovych klastra
(Von Groll, Berger, Altmann, 2002), vétSinou dvojic praduchti. SDD1 se ptisuzuje
proteolyticka aktivita k negativnim signalnim faktortim, napt. EPF1 a EPF2. Je také
mozné, Zze SDD1 moduluje signalni receptory TMM a ERf, nebo Ze negativné
ovliviluje  vyvoj priduchi degradaci pozitivniho regulatoru STOMAGENu
(Shimada, et al., 2011). Funkce SDD1 neni dosud znama, ale piedpoklada se, Ze se
jedna o negativni faktor vyvoje priaduchi, nebot’ mutantni rostlina sdd1 v porovnani

s divokym ekotypem tvofi na listech 2-4x vice priduchti a priduchové klastry

(Schliiter, et. al. 2003).
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Dalsi faktory ovliviiujici vyvoj pruduchu

Asymetrické déleni meristemoidu probiha vzdy tak, aby novy meristemoid byl
na odvracené stran¢ od sousedniho priduchu. Za polaritu tohoto déleni odpovida
protein BASL. Pied rozdélenim bunky je tento protein lokalizovan v jadie a v misté
jejiho déleni podél bunécné stény. Po rozdéleni se lokalizace zméni, podle toho, jak
se bunka dale vyviji (diferenciace svéracich bun¢k — v jadre, diferenciace dlazdicové
bunky — podél b. stény, dalsi asymetrické déleni — v jadie i podél b. stény) (Dong,
MacAlister, Bergmann, 2009).

Podobnym proteinem se zdd byt POLAR. Sdili né&které vlastnosti, napf.
lokalizaci v bunkach. V dcefinych bunkach pisobi odlisné — z vétsi po rozdéleni
zmizi a v mens$i, v meristemoidu je transkribovan. Jeho lokalizace je zavisld na
BASL, z toho se usuzuje, Ze spolupisobi ve stejné signalni draze (Pillitteri, et. al.,
2011).

Prenos signalu

Pfi vyvoji praduchti hraji velkou roli vnéjsi signaly =z prostfedi (napf.
koncentrace CO,, ozafenost, vlhkost...). Bylo zji$téno, ze pribéh vyvoje pruduchi na
mladych listech je fizen signaly z jiz dospélych list (Lake, et al., 2001; Lake,
Woodward, Quick, 2002; Coupe, et. al., 2006).

Pravdépodobnou drahou pienosu signalu je Mitogenné aktivovana proteinova
kindzova kaskdda (MAPK kaskada). MAPK kaskady jsou tii-kindzové signalni
moduly, které hraji dalezitou roli v regulaci reakce na stres a béhem riistu a vyvoje
rostlin (Wang, et al., 2007). MAPK kinaza kinaza YODA, MAPK kinaza
MKK4/5/7/9 a MAP kindzy MPK3/6 jsou nezbytné pro normalni rozmisténi
priducht. Substratem pro MAP kindzu je SPCH, ktery disponuje cilovou doménou
s 10 ptedpokladanymi misty pro fosforylaci, po které dojde k deaktivaci proteinu.
MAP kindzova draha negativné reguluje 1 v pozdéjSich fazich vyvoje priduchu,

avsak jeji cilové proteiny zatim nejsou znamy (Vatén, Bergmann, 2012).
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3.2 Faktory vnéjSiho prostredi a jejich vliv na vyvoj

priuducht

Podminky prostiedi, ve kterych rostlina musi pfezit, nejsou konstantni, proto
musi byt schopna se jejich zménam neustale ptizpisobovat. Kratkodobé lze zménu
podminek vyfesit otevienim ¢i zavienim pruduchti, dlouhodobé se rostlina
pfizplisobuje zménou jejich hustoty a velikosti na nové se vyvijejicich listech. Je
dokazano, ze hustota priduchi (pocet priduchii na jednotku plochy) a pruduchovy
index (pomér poctu pruducht a poctu vSech bungk, tedy priaduchi i epidermalnich
bunék) na vyvijejicim se listu je fizen signdly z jiz dospélych listd. (Miyazawa,
Livingston, et al., 2006).

Na zvySeni koncentrace CO; v atmosféte, které probihd od dob primyslové
revoluce, zareagovalo mnozstvi nejriznéjSich druhti rostlin sniZenim hustoty
pruduchu na listech (Casson, Hetherington, 2010).

Dal$im environmentalnim faktorem, ktery ovliviiuje vyvoj priiduchti na listech
rostlin, je fotosynteticky aktivni zafeni (PAR). Hustota praduchu na listech se
zvySuje pii vyss§i ozafenosti rostliny (Casson, et. al., 2009).

V neposledni fad¢ ovliviiuji mnozstvi priiduchti na listech i vlhkostni podminky
(stres suchem, nizka relativni vlhkost vzduchu) (Hamanishi, et al., 2012; Tricker, et.
al., 2012).

Poole, et al., (2000) si také povSimli korelace mezi hustotou pruduchi a
pruduchovym indexem u rostlin ze zménénych i ambientnich podminek a zaroven
negativni korelace mezi hustotou epidermalnich bun¢k a prtiduchovym indexem
pouze u rostlin v atmosféfe s vyssi koncentraci CO,. Pozitivni korelace byla
prikazna i mezi hustotou priiduchti a hustotou epidermdlnich bun¢k. Tyto vysledky
poukazuji na to, Ze jednim z faktorti ovliviiujicich variabilitu praduchového indexu je

mira expanze epidermalnich buné¢k.
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3.2.1 Koncentrace CO: v atmosféie

Zmény v koncentraci CO; maji vliv na mnozstvi praducht, které se formuji na
novych listech (Woodward, 1987). Se zvysujici se koncentraci CO; vV atmosféte se u
vétSiny druhti hustota priduchti a praduchovy index snizuje, a to jak v geologickém

case (dlouhodobg), tak v laboratornich podminkach (kratkodobg).

Pti zdvojnéasobeni koncentrace CO; Se hustota priaduchti na listu snizi v priméru
0 29%, tato hodnota je vSak vysoce druhové specifickd. Hodnota byla vypocitana na
zéklad¢é pozorovani 110 druhi rostlin. Bylo také zjisténo, ze vétsi rozdil v hustoté
priaduchi v ambientnich a zménénych podminkach vykazuji amfistomatické druhy
rostlin oproti hypostomatickym. Vliv na intenzitu reakce ma také zakladni hustota
pruduchii. Intenzivnéji reaguji rostliny, které maji pii bézné koncentraci CO, vétsi
hustotu priiduchti na listu (Woodward, Kelly, 1995). Efekt zvysené koncentrace CO,
dale ovlivituje relativni vlhkost (Lake, Woodward, 2008).

Vyzkumy provadéné na rostlinach s panaSovanymi listy ukazaly, ze pti zvySené
koncentraci CO; se zvySuje mnozstvi pruducht jak na pokoZce zelenych tak i bilych
casti listi. To dokazuje, ze regulace poctu praduchti nesouvisi bezprostiedné

S intenzitou fotosyntézy (Beerling, Woodward, 1995).

Jako gen, ktery hraje urCitou roli v regulaci mnoZzstvi praduchii formujicich se na
listu, byl u Arabidopsis identifikovan HIGH CARBON DIOXIDE (HIC). Tento gen
ovliviluje pocet pruduchii formujicich se na listu, ale neovlivituje vzor jejich
rozmistovani, tzn. Ze u mutanti tohoto genu nedochdzi k poruchdm rozmistovani
stomat napf. tvorb¢ klastru (Gray, et al., 2000). Jeho exprese probiha ve svéracich
bunikach. Gen vykazuje ur¢itou homologii ke genu pro pketo-acyl co-A syntazu,
ktera je soucasti systému produkujiciho dlouhofetézcové mastné kyseliny tvotici
voskovou kutikulu (Casson, Hetherington, 2010). Pfi sniZeni jeho exprese a pfii
zvySené koncentraci CO;, v atmosféfe rostliny reaguji zvySenim priduchové hustoty i
pruduchového indexu. U kontrolniho (divokého) ekotypu dochazi pii zvySeni
koncentrace CO; v atmosféie ke snizeni praduchové hustoty i priduchového indexu
(Coupe, et. al., 2006).

Mechanismus jeho funkce neni zatim znam. Podle jednoho z modeld, HIC
inhibuje pocet satelitnich praducht, které se tvoii kolem jednoho meristemoidu. Tak

by exprese HIC genu ve svéraci buiice znamenala produkci specifického VLCFA-
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derivat inhibitoru, ktery ostatni typy epidermalnich bunc¢k nevytvéii a ktery by
interagoval s okolnimi epidermalnimi buiikami jako soucast kutikularnich vosku.
Alternativou by mohl byt difusibilni inhibitor, produkovany svéraci buiikou a Sitici
se kutikulou, inhibujici vznik praduchti z nékteré z okolnich bun¢k (Bird, Gray,
2003).

3.2.2 Fotosynteticky aktivni zareni (kvantita a kvalita)

Rostliny vyvinuly nékolik systémui fotoreceptort, kterymi monitoruji kvalitu,
mnozstvi 1 smér dopadajiciho fotosynteticky aktivniho zafeni (PAR). U husenicku
(Arabidopsis thaliana) se jedna o kryptochrom 1 a 2, fototropiny a fytochromy
(Kang, et al., 2009). Zvysena ozatfenost pozitivné ovlivituje pocéet priducht u rostlin
a to jak jejich hustotu, tak praduchovy index (Schoch, et. al., 1980) pfitom ale neni
poruseno pravidlo jedné vmezefené bunky. Mira ozafenosti tedy ovliviiuje
,,yozhodnuti* protodermalni bunky, zda se z ni stane prtiduch ¢i dlazdicova bunka
(Casson, Gray, 2008).

Pii pokusech, které provedli Casson, et. al., 2009 bylo zjiSténo, ze zvySeni
hustoty praduchii na listech zplsobuje Cervené spektrum svétla. Pfi vysSich
ozafenostech v jinych spektrech svétla nebylo zvySeni priduchové hustoty
pozorovano. Ztoho vyplyva, Ze hlavni roli ve zprostfedkovani zmén ve vyvoji
priduchu jako reakci na PAR, hraji fytochromy, konkrétné fytochrom B. Ten se po
fotoaktivaci piesune z cytoplazmy do jadra, kde interaguje stzv. PIF faktory
(phytochrome-interacting factors), coz je nékolik blizce piibuznych bHLH
transkripénich faktord. Z pokusu s rostlinami kurantnimi v genech pro jednotlivé
faktory dale Casson, et. al., 2009 zjistili, Ze se konkrétn¢ jedna o PIF4. Zajimavosti
je, ze PIF4 zprosttedkuje také odpoveéd’- rostliny na zvySenou teplotu prostfedi
(Casson, Hetherington, 2010). Podle Kumara, et al., (2012) se PIF4 faktor také
podili na teplotné zavislé aktivaci kveteni skrze FT protein (florigen).

Kang, et. al., (2009) dale zjistil, Ze vyvoj praduchi je ovlivnén i modrym
spektrem svétla - prostfednictvim kryptochromu a také ubiquitin ligasou COPI.
Vypada to, Ze vliv PAR na vyvoj praduchii spociva pravé ve spolupraci signalniho

systému kryptochrom-fytochrom-COP1 a MAP kinazové signalni drahy.
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3.2.3 Vlhkostni podminky

Zatimco u tohoto faktoru prostiedi je velmi dobfe znam jeho ucinek na
otevienost pruduchového poéru, jen velmi malo se doposud vi o jeho schopnosti
regulovat pocet praducht, tvoficich se na listech. Je mozné, ze ABA jako rostlinny
hormon regulujici otevirdni a zavirani priduchti, mize také ovliviiovat vyvoj
priducht v navaznosti na vlhkostni poméry prostiedi (Casson, Hetherington, 2010),
resp. na intenzitu transpirace. Lake a Woodward, (2008) zjistili, ze hustota pruduchi
roste s intenzitou transpirace bez ohledu na to, zda byla ovlivnéna vlhkosti,

koncentraci CO2, nebo vnéjsi aplikaci ABA.

3.3 Kyselina abscisova

ABA je terpenoid, ktery je syntetizovan z karotenoidl. Pii stresu suchem miize
jeji koncentrace v rostlin€ stoupnout az tficetinasobné. Jeji biosyntézu a akumulaci
kromé¢ sucha spousti 1 ostatni druhy stresu, jako salinita nebo nizké teplota. Kromé
ulohy klicového stresového hormonu zastava jesté funkci ve vyvojovych procesech
rostliny, jako je napf. bunééné déleni, dozravani semen, dormance semen, kli¢eni a

rust kli¢nich rostlin (Prochazka, et al., 1998).

Vodni deficit spousti biosyntézu ABA, jeji akumulaci a distribuci xylémem do
celé¢ rostliny (Wilkinson, Davies, 2002). ABA snizi ztraty vody tim, ze zavie
pruduchy a zamezi jejich znovuotevieni. Modulace priiduchové Stérbiny je spojena
se souborem bunécnych biochemickych procesti — aktivaci G-proteinti (Coursoul, et
al., 2003), produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) (Pei, et al., 2000), syntézou
oxidu dusnatého (Bright, et al., 2006), zvySovanim cytosolického pH (Irving, et al.,
1992), zvySovanim obsahu Ca®, a to jak vtokem pies plasmatickou membranu, tak
uvoliovanim z cytosolickych rezerv (Pei, et al., 2000), proteinovou fosforylaci i
defosforylaci a preskupenim cytoskeletu (Hwang, Lee, 2001). Vysledkem téchto
udilosti je otevieni iontovych kandlti a odtok K* , CI” a malitovych iontl ze
sv€racich bungk, a tim uzavieni praduchu a zamezeni jeho znovuotevieni (Li, et al.,
2006). Zavirani praduchti nebude ziejmé jedinym mechanismem, ktery ABA spousti,
ovlivituje ziejmé i hydraulickou vodivost (Pantin, et al., 2013) a néjakou roli patrné

hraje i v nasledné lepsi odolnosti k dalsimu piisobeni stresu (aklimace).
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3.4 Stabilni izotopy uhliku v rostlinach - vyuziti ve

fyziologii rostlin

Izotopova frakcionace - diskriminace 13C

Uhlik se v piirod& vyskytuje ve dvou stabilnich izotopech (nuklidech), *2C
(98,982 %) - lehky a *3C (1,018%) — t&zky. Maji stejny pocet protonti a elektrond a
li§i se podtem neutrond. Na rozdil od radioizotopt (**C) se nerozpadaji a neemituji

zéfeni. 1zotopovy pomdr je pomér t&zsiho (**C) izotopu uhliku k leh&imu (*2C) ve

13C
vzorku podle vztahu Rggmpre =

¢
Pojmem frakcionace (8) rozumime izotopovy pomér vzorku vztazeny k podilu

obou izotopti u standardu, vyjadieny v promilich:

RSam le
50 = —>4MP° 41000
( /OO) RStandard -1 "

Mezinarodné uznavanym standardem je v piipadé uhliku PeeDee Belemnite
(PDB).

d Csrostlin je v zavislosti na podminkach prostiedi obvykle -20 az -30%o, & C v
ptipadé CO, atmosféry je ptiblizné -8%o.

Ve fyziologii rostlin nas spiSe zajimad srovnani izotopového poméru vzorku
rostlinného materialu se substratem, tedy CO; Vv atmosféfe. K tomu pouzivame

veli¢inu diskriminace A, vyjadienou v kladnych hodnotach promile:

A(O/OO) — (SSubstrét - 6Pr0dukt)

8Produkt
1+-3000

Pro C; rostliny plati pro diskriminaci vztah, odvozeny Farquharem, et al.,
(1982):

C.
A=a+ (b—a)*—

Ca
kde a = diskriminace *CO; pfi prichodu pies praduchy difusi (4,4%0), b =
diskriminace pti karboxylaci enzymem Rubisco (27%.), Ci = koncentrace CO;
Vv podpruduchové duting, C, = koncentrace CO, V atmosféie. T€z8i molekula se
pohybuje pomaleji, a proto ji pies priduchy do rostliny difunduje o 4,4%0 méng.
Navic Rubisco ma vyssi afinitu k CO; s leh¢im atomem uhliku, coz zpiisobuje, ze do

organickych sloucenin, cukru, je pfednostné zabudovavan leh¢i izotop uhliku (27%o),

23



cca 2%o je frakcionace pii prechodu do vodni faze (rozpousténi *CO,) a difuze ve
vodné fazi bundk. Vysledna diskriminace **C rostlinou je tedy 29%o (Farguhar, et al.,
1989).

Z tohoto vztahu lze vypocitat vnitini koncentraci CO; (C;j), kterou nelze

jednoduse zméfit.

3.5 InfraCervena termografie - vyuziti ve fyziologii

rostlin

Vibracnimi pohyby nabitych ¢astic, ze kterych jsou slozeny objekty a presuny
mezi energetickymi hladinami vznika infracervené zafeni. Toto zafeni je zavislé na
teploté télesa, Sifi se 1 vakuem a miize byt vyzafovano na vSech vlnovych délkach
elektromagnetického spektra. Oblast vinové délky vetsi nez viditelné zareni a mensi
nez mikrovinné zéafeni je infraCervenou oblasti. Pokud je teplota télesa mensi nez
525°C, veskera vyzaiena energie je v infraCervené oblasti a tudiz pro oko Cloveka
neviditelna (CVUT Praha, 2011).

Optika pouzivand v termografii je témét shodna s optikou fotoaparatti, kamer
atd., li$i se vSak pouzitym materialem (objektiv kamery je z germania) a spektrem
vlnovych délek, které propousti. InfraCervend kamera méti (detekuje pomoci
mikrobolometru) a zobrazuje objektem vyzafované infraCervené zafeni, které p¥imo
zé&visi na povrchové teploté objektu (Flir, Uzivatelska piirucka).

Pokud jsou pruduchy na listech otevieny, dochazi k transpiraci, tj. k odpafovani
vody, pfitom se spotiebovava energie, ¢imz se list ochlazuje. Pokud jsou praduchy
uzavieny, teplota listu se zvySuje. Pokud tedy srovndvame dvé rostliny, z nichZ jedna
ma oteviengjsi pruduchy nez druha, mizeme mezi nimi nalézt teplotni rozdil (Jones,

et al., 2002).
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4. Material a metody

Pokusnou rostlinou byl zvolen huseni¢ek rolni (Arabidopsis thaliana L.), ekotyp
Columbia. Jednd se o vyznamnou modelovou rostlinu, ktera je v molekularné-
biologickych studiich vyuzivana pro svou nenaro¢nost, kratkou genera¢ni dobu a
relativné maly pIn€ sekvenovany jaderny genom.

V ramci moji diplomové prace byly provadény dva pokusy. Prvni pokus
probihal na podzim 2011 a zahrnoval pouze dv¢ varianty rostlin: rostliny kontrolni a
rostliny, kterym byla do zivného roztoku pifidana kyselina abscisovd (ABA)
v koncentraci 10°M. Obé tyto varianty byly pdstovany pii stejné ozafenosti (150
pmol.m?s™).

Druhy pokus probihal na jafe 2012 a byl rozSifen o dvé Urovné svételnych
podminek. Kontrolni rostliny tak byly p&stovany pfi nizsi (150pmol.m?2.s™) a vyssi

(250 umol.m'z.s'l) ozafenosti a stejné tak rostliny s ABA aplikovanou ke kofeniim.

4.1 Podminky péstovani rostlin

Semena rostlin byla nakliC¢ovana na vlhké vaté (3 dny vchladu, 4 dny pii
pokojové teplot€) a po vykliceni byla pfesazena do hydroponie. Rostliny byly
péstovany hydroponicky v grodanovych kostkach, které byly upevnény ve viku
nadoby naplnéné Hoaglandovym roztokem (%4 koncentrace soli - slozeni viz piiloha).
Obsah nadoby s objemem 7 litri byl provzdu$novan vzduchovacim kaminkem
napojenym na motorek, bézné pouzivany v akvaristice. Kvili eliminaci rtstu tas
v zivném roztoku byl povrch vika pokryt aluminiovou folii. Nadoby s rostlinami byly
umistény v klimaboxu (Snijders scientific, NL). Vlhkost vzduchu se pohybovala
kolem 50-70%. Svételna perioda byla 10/14 hodin (délka dne/noci ) pii teplotach —
den/noc 20°C/15°C. Po 5-ti tydnech ristu byla poloving rostlin do Zivného roztoku
ptidana kyselina abscisova (ABA) — finalni koncentrace ABA v Zivném roztoku byla
10°M. Po dvou tydnech od prvni aplikace ABA do Zivného roztoku byl roztok

obnoven véetné ABA.
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4.2 Analyza exprese genti

Odbér vzorki

Pro analyzu exprese STOMAGENuU byly pinzetou odebirdny nejmladsi listy
v ruzici rostliny 0.,1., 3., 7. a 14. den od piidani ABA k roztoku (u prvniho pokusu) a
3., 5. a 7. den po ptidani ABA (u druhého pokusu), v kazdém terminu odbéru byly
soucasn¢ odebrany paralelni vzorky z kontrolnich rostlin. Rostlinny material byl
vlozen do kryozkumavky a ihned zmraZen ponofenim do kapalného dusiku. Do

analyzy byly vzorky ulozeny v mrazicim boxu pti -80°C.

Izolace RNA

Izolace totalRNA byla provedena pomoci kitu Nucleo Spin RNA Plant
(Macherey-Nagel, DE) ze 100 mg materialu (listd) podle instrukci vyrobce.
Koncentrace total RNA byla stanovena méfenim absorbance pii 260 nm na
spektrofotometru BioPhotometer Plus (Eppendorf, DE) a pro syntézu cDNA byly
vzorky podle potieby nafedény RNase-free vodou. Cistota byla odhadnuta podle
poméru absorbance pii 260/280nm. Kvalita izolované RNA byla dale ovéfena
elektroforeticky na agarozovém gelu (denaturacni elektroforéza na 1,2% agar6ézovém
gelu, FA (formaldehydovy pufr), 10xFA (200 mM MOPS, 50 mM octan sodny, 10
mM EDTA, pH 7,0), 1xFA (100 ml 10x FA, 20 ml 37% (12,3 M) formaldehyd, 880

ml RNase-free voda).

Syntéza cDNA

Z 1 nug total RNA byla provedena syntéza cDNA pomoci kitu High capacity
RNA to cDNA kit (Applied Biosystems, USA) opét podle instrukci vyrobce.

Real Time PCR

Real Time RT-PCR analyza exprese byla provedena na ptistroji Step One Real-
time PCR system (Applied Biosystems-Life Technologies, USA). Reakce probéhla
ve 40 cyklech s pouzitim TagMan Gene expression Master Mix a TagMan gene
expression assay kiti pro STOMAGEN (AT4g 12970) — assay identifier
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At02219575 gl (Applied Biosystems, USA). Jako referen¢ni (house keeping) gen
byl pouzit ACTIN8 (At1g49240), TagMan gene expression assay kit At02270958-
gH. Relativni exprese genu byla vypoctena podle metody AACt (treshold cycle)
podle Livak, Schmittgen, (2001). Jako kalibrator byl pouzit vzorek kontrolnich
rostlin bez pridané ABA z odbéru 3. den po aplikaci v 1. pokuse a vzorek kontrolnich
listd bez ptidané ABA péstovanych na vyssi intenzité svétla z 3. dne po aplikaci
ABA ve 2. pokuse. Pro zptesnéni vypoctu relativni exprese byla z kalibraéni kiivky
pro kazdy gen (assay) spoctena efektivita reakce.

Ovéteni spravnosti pribéhu Real-time RT_PCR reakce a velikosti produktu
deklarované vyrobcem assaye bylo provedeno elektroforeticky na agar6zovém gelu
(2% agaréza , TAE pufr, napéti 120 mV, post- staining barveni pomoci Gel-Red
barviva, UV detekce).

4.3 Stanoveni poctu priduchi a priduchového

indexu.

Odbéry listi pro analyzu poctu praduchti byly provadény 2 tydny po piidani
ABA. Dospélé listy z rizice byly ustfizeny, pfestiizeny na poloviny a nalepeny na
oboustranou lepici pasku (polovina listu byla adaxialni stranou nahoru, polovina
abaxialni stranou nahoru). Vzorky Kk pocitani praduchti a epidermalnich bun¢k byly
piipraveny klasickou metodou otisku listi do bezbarvého laku na nehty. Listy byly
ihned natfeny bezbarvym lakem na nehty (Rimmel — Lycra Pro, UK) a oznaleny
poradovym c¢islem. Vrstva laku musi byt tenkd a musi se natfit co nejrychleji po
utrzeni listu, nez buniky ztrati turgor. Po zaschnuti byl lak s otiskem listu pfenesen
pomoci prihledné lepici pasky na podlozni sklicko. Pfi pozorovani v mikroskopu
jsou vidét povrchové nerovnosti listu otisténé do laku — tedy obrysy epidermalnich
bun¢k, praduchii, popf. trichomt apod.

Z kazdého listu (2-3 listy z kazdé rostliny, 3 rostliny pro kazdou variantu, pfi
jednotlivych odbérech) bylo pod mikroskopem (Olympus BX61, Japan) vyfoceno 5
poli o velikosti cca 0,13 mm’ pii zvétseni 500x. V téchto polich byly poéitany

priduchy a epidermalni buiiky pomoci softwaru Image J, jejich pocty byly nasledné
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prepotitavany na 1 mm’ a byl stanoven priiduchovy index S| (stomatal index) ze
vztahu:
SI= SD/(SD+ ED)

kde SD = pocet priiduchii na 1 mm? a ED pocet epiderméalnich bungk 1 mm?.

4.4 Analyza stabilnich izotopti wuhliku, vnitini

koncentrace CO:

Byly odebirany dospé€lé, mladé i starsi (stale fotosyntetizujici, ne odumirajici)
listy a byly vloZeny do oznacené mikrozkumavky (z kazd¢ rostliny podle velikosti 2-
4 listy) a byly usuSeny do konstantni hmotnosti (suseni 4,5 hodiny, 70 °C).

Pot¢ byly do kazdé mikrozkumavky pfiddny 2 nerezové kulicky. Takto
pfipravené mikrozkumavky se vzorky a kuli¢kami byly vlozeny do kulového mlynku
(Retsch, MM 200, DE) a homogenizovany (pfi frekvenci tiepani 30 ot.s™ po dobu 20
s). Do cinovych kapsli 8x5 mm (SerCon, UK) byla zabalena navédzka v rozmezi
0,35 - 0,45 mg vzorku (na vahach Mettler Toledo MT 5, d =1 ug).

Vlastni analyza byla provadéna na izotopovém pomérovém hmotnostnim
spektrometru Delta*" plus (Finnigan, DE) spojeném s jednotkou ConFlolIll
(Finnigan, DE) zajistujici kontinualni tok nosného plynu (helium) Ccistoty 4.6.
V prvkovém analyzatoru Vario MicroCube (Elementar Analysen systeme, DE) byly
vzorky spalovany na CO; pfi teploté 950°C. Jako pracovni standard byla pfi analyze
pouzita celuloza (IAEA-C3) (International Atomic Energy Agency, A), ktera byla
méfena vzdy pred a po sérii deseti vzorkli. Obsah izotopt uhliku byl vyjadien
pomoci jejich poméru ve vzorku Ryzorek= B3¢:12C 4 naslednd jako hodnota izotopové

frakcionace 8"°C vztazené k mezinarodnimu standardu VPDB (Vienna PeeDee

Belemnite) §13C = (22 — 1) 5 1000 [%].

Standart

Hodnota **C diskriminace byla spoétena podle vztahu

A(O/oo) — (6Substrét - 6Produkt)

5Produkt
1+-3000

kde Sproquke je hodnota izotopové frakcionace listl a dgupswar prumérna hodnota

frakcionace ve vzorcich vzduchu z klimaboxu (-10,6 %o), zmétena pomoci IRMS.
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Ze zjisténych hodnot §13C byla vypocitana koncentrace CO; V podpriduchové
duting (C;) podle vztahu (Farquhar, et al., 1980)

A=a+(b—a)*%

4.5 IR termografie

Pomoci IR kamery ThermaCam P660 (FLIR, Sweden) byla sledovana teplota
list vSech variant v pribéhu jednotlivych pokusii. IR snimky byly uloZeny na
pamétovou kartu. Pro stanoveni primérné teploty listi kazdé varianty bylo na
kazdém snimku vybrano 10 poli na ndhodné vybranych rostlinach a listech a pomoci
softwaru ThermaCam Reporter 8.2 (FLIR Sweden) byla stanovena jejich teplota, v
programu Microsoft Excel (Microsoft, USA) byla pak vypoc¢itana prumérna teplota

pro jednotlivé varianty.

4.6 Statisticka analyza a grafické zpracovani dat

Vysledna data byla statisticky zpracovana (t-test, ANOVA) v programu
STATISTICA 6 (StatSoft, USA) a grafické zpracovani obrazkii v Microsoft Excel
2007 (Microsoft, USA).
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5. Vysledky

Pro zjednoduseni orientace ve vzorcich a interpretace vysledkd jsem zvolila

nasledujici pojmenovani skupin rostlin:

1. pokus:

2. pokus:

a) K — kontrolni rostliny, péstované bez ptidani ABA (ozafenost 150
pmol.m?.s™)

b) ABA — rostliny sptidanou ABA do roztoku (ozafenost 150
pmol.m?.s™)

a) K HL — kontrolni rostliny, péstované bez ptidani ABA do Zivného
roztoku pfi ozafenosti 250 umol.m'z.s'l.

b) K LL — kontrolni rostliny, péstované bez ptidani ABA do zivného
roztoku pfi ozafenosti 150 pmol.m'z.s'l.

c) ABA HL - rostliny s ptidanou ABA do roztoku, péstované pii
ozafenosti 250 pmol.m?.s™.

d) ABA LL - rostliny s pfidanou ABA do roztoku, péstované pii

ozafenosti 150 pmol.m'z.s'l.

5.1 Termografie

Po piidani ABA (kyseliny abscisové) ke kofeniim rostlin bylo mozné pomoci

termografie pozorovat rozdil v teploté listh mezi ABAou oSetienymi a kontrolnimi

rostlinami. Vysledek analyzy teplot listi rostlin z prvniho pokusu byl podobny

vysledku pokusu druhého, ktery je diikkladné popsan nize. Fotografie odpovidaji

stavu rostlin po 3 hodinach od piidani ABA.

Tabulka 1: Pramérna teplota listu u kontrolnich rostlin a rostlin s ABA aplikovanou ke kofentim
pii riizné ozafenosti

Primérna teplota listu | Primérna teplota listu
varana | (Ehodnspoonin | s hodinspouimin
[°C] [°C]
K HL 19,79 19,61
K LL 19,54 20,24
ABA HL 21,72 21,11
ABALL 21,82 21,33
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Primérny rozdil teplot mezi rostlinami s ABA aplikovanou ke kofenim a
rostlinami kontrolnimi byl 2,1°C. Listy kontrolnich rostlin byly ,,chladnéj$i*“ nez u
rostlin s ABA. Ztoho se da vyvodit, Ze k roztoku pfidana kyselina abscisova
zpusobila uzavieni pruduchii a rostliny tim ¢astecné ztratily schopnost ochlazovani a
zaroven doslo ke snizeni pfisunu CO; do listu. Tento efekt byl pozorovan i pti
obnoveni roztoku vcetné opétovného piiddni ABA dva tydny po prvnim piidéni,
avsak rozdil v teplotach byl 1,3 °C, tedy o 0,8°C niZzsi.

Mezi teplotami listt rostlin péstovanych pii rozdilné ozatrenosti nebyl pozorovan

statisticky vyznamny rozdil.

5.2 Vnitrni koncentrace CO:

Spoctena koncentrace CO, V podpriduchové dutiné (uvnité listu) rostlin

z prvniho i druhého pokusu se pohybovala v rozmezi od 141 do 264 pmol.mol™.
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(&) H Kontrola
g 200
© N ABA
)
c
]
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> 100
3 dny 7 dni 14 dni
Pocet dni od pridani ABA

Obrazek 2: Vnitini koncentrace CO, — 1. pokus. Koncentrace CO, v podpraduchové dutiné
listu u rostlin kontrolnich i s ABA piidanou do roztoku 3, 7 a 14 dni po zasahu. Sloupce vyjadiuji
prumérné hodnoty ze 3 nezavislych opakovani (rostlin), usecky piredstavuji smérodatné odchylky
vybérového souboru.
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V prvnim pokusu byla koncentrace CO; Vv podpriduchové duting rostlin, kterym
byla do roztoku ptidana ABA, prokazateln¢ nizsi nez u rostlin kontrolnich 3 dny (t=-
4,45440; df=4; p=0,011209) a 7 dni po ptidaini ABA (t= 35,81684; df=4; p=
0,000004). Veétsi rozdil mezi témito dvéma skupinami byl zjistén 7. den po pfidani
ABA do roztoku (rozdil 41,5 pmol.mol™). Rozdil mezi rostlinami s ABA v roztoku a
kontrolou 14 dni po zasahu nebyl statisticky prukazny. Koncentrace CO;
V podpriduchové dutiné kontrolnich rostlin byla po celou dobu téméi konstantni

(263,5 pmol.mol™ £0,5).

—_— T
S 200 Kontrcl>la -
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° ozarenost
£
=
o M Kontrola -
': nizka
§ ozéarenost
*s' 100 —
2 ABA - vysokd
2 ozaFenost
K=
D
B
3
M ABA - nizka
0 - ozéarenost
1den 3dny 5 dni 7 dni
Pocet dni od pfidani ABA

Obrazek 3: Vnitini koncentrace CO, — 2. pokus. Koncentrace CO, v podpraduchové dutiné
listu u rostlin kontrolnich i s ABA ptidanou do roztoku, péstovanych pii vyssi (250 umol m? s*) a
nizsi (150 umol m? s%) ozafenosti, 1., 3., 5. a 7. den po zasahu. Sloupce vyjadiuji primémé hodnoty
ze 3 nezavislych opakovani (rostlin), tisecky predstavuji smérodatné odchylky vybérového souboru.

V druhém pokusu opét nebyl u kontrolnich rostlin pozorovan vyrazny rozdil
v koncentraci CO; v podpruduchové dutiné mezi jednotlivymi dny odbéru vzorku.
Ani mezi kontrolnimi rostlinami, které rostly pfi odliSné ozéatenosti, nebyl rozdil
(kromé vzorkl odebranych 5 dni po aplikaci ABA) statisticky vyznamny.

Jiz 1 den po pfidani ABA do roztoku byl pozorovan rozdil ve vnitini koncentraci
CO; mezi témito a kontrolnimi rostlinami péstovanymi pii vySSi ozafenosti

(t=5,421335; df=4; p= 0,0056). Mezi rostlinami s ABA v roztoku a kontrolnimi
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péstovanymi pii niz§i ozéfenosti nebyl 1 den po pfidani ABA zatim pozorovan
statisticky vyznamny rozdil.

Po 3 dnech od aplikace ABA, byla vnitfni koncentrace CO; prokazatelné nizsi u
rostlin s ABA vroztoku péstovanych pii vy$s$i ozafenosti, nez u rostlin s ABA
V roztoku pfi nizsi ozatrenosti (t=-3,21009; df=4; p=0,032). Rostliny s ABA v roztoku
meély po 3 dnech od aplikace ABA statisticky prokazatelné niz$i vnitini koncentraci
CO; nez kontrola, jak pfi nizké ozafenosti (t=3,607949; df=4; p=0,0226) tak pii
vysoké ozatenosti (t=4,750129; df=4; p=0,0089). Rozdil mezi kontrolnimi rostlinami
péstovanymi pii vysoké a nizké ozarenosti nebyl statisticky vyznamny.

U vzorki odebranych 5 dni od aplikace ABA byla vnitini koncentrace CO2 nizsi
u rostlin s ABA vroztoku péstovanych pii vyS$i ozafenosti, nez u kontrol
péstovanych pii vyss$i ozafenosti (t=5,204002; df=4; p=0,0064), u rostlin s ABA
vV roztoku péstovanych pifi niz§i ozéfenosti, neZ u kontrol pé&stovanych pii nizsi
ozafenosti (t=3,945552; df=4; p=0,017), 1 u kontrol péstovanych pii vyssi ozafenosti,
nez u kontrol péstovanych piti nizsi ozarenosti (t=0,010616; df=4; p=0,0106).

U vzorkli odebranych 7 dni po aplikaci ABA nebyl pozorovan prikazny rozdil

mezi jednotlivymi skupinami, z divodu vyssi variability pii méteni.
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5.3 Pocet pruduchii na listech

Pro vyjadieni poctu praducht na listech rostlin jsem zvolila praduchovy index
(S1): SI=SD/(SD+ ED) SD=hustota praduchii na mm?
ED=hustota epidermalnich bun&k na mm?
Vysledky prvniho a druhého pokusu se v pripad¢ pruduchového indexu znacéné
lisily. Priduchovy index listti rostlin péstovanych pii prvnim pokusu byl obecné

vy$si nez u pokusu druhého.

0,31

0,29

0,27

0,25

W Kontrola

0,23
B ABA
0,21

Priduchovy index

0,19

0,17

0,15

adaxialni abaxialni

Strana listu

Obrazek 4: Priduchovy index — 1. pokus. Priduchovy index listii rostlin kontrolnich a s ABA
ptidanou do Zivného roztoku pro adaxialni i abaxialni stranu listu. Sloupce vyjadiuji pramérné
hodnoty z 9-10 list, usecky piedstavuji smérodatné odchylky vyb&rového souboru.

Béhem prvniho pokusu byly pro otisky listll odebirany dospé€lé listy v razici 14
dni po pfidani ABA do roztoku. Tyto listy jiz byly pln¢ vyvinuté a na jejich povrchu
nebyly pozorovany zadné meristemoidy.

Na adaxidlni strané listll byl statisticky prokazatelné vyssi priduchovy index u
rostlin, které mély do roztoku pfidanou ABA neZ u rostlin kontrolnich (t=3,367787;
df=18; p=0,0034) a stejn¢ tak na abaxialni strané¢ listd (t=2,327614; df=16;
p=0,0333).
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Obrazek 5: Priduchovy index — 2. pokus. Priduchovy index listd rostlin kontrolnich a s ABA
pridanou do Zivného roztoku, péstovanych pii vyssi (250 umol m? s™) a nizsi (150 umol m? s)
ozatenosti, pro adaxialni i abaxialni stranu listu. Sloupce vyjadiuji primérné hodnoty z 9-10 listd,
useCky predstavuji smérodatné odchylky vybérového souboru.

Béhem druhého pokusu byly otisky sejmuty z listd, které byly pfi odbéru vzorkt
na analyzu exprese oznaceny a ponechany v rtuzici, aby dorostly.

Priiduchovy index adaxialni strany listti kontrolnich rostlin péstovanych pti vyssi
ozafenosti byl vyssi nez u listli kontrolnich rostlin péstovanych pti nizsi ozarenosti
(t=3,042272; df=64; p=0,00343) a nez uz list rostlin s ABA V roztoku péstovanych
pii vySsi ozafenosti (t=-5,129; df=56; p=0,000004). Priduchovy index adaxialni
strany listl kontrolnich rostlin péstovanych pifi niz§i ozafenosti byl vyssi nez
priaduchovy index rostlin s ABA Vroztoku péstovanych pii niz8i ozéafenosti (t=-
2,57503; df=81; p=0,0118). Rozdil mezi priduchovym indexem adaxidlni strany
listd rostlin s ABA vroztoku péstovanych pifi vy$$i a niz8i ozafenosti nebyl
statisticky vyznamny.

Priduchovy index abaxidlni strany listd kontrolnich rostlin péstovanych pii nizsi
ozétenosti byl vy$si neZ priiduchovy index listd rostlin s ABA Vv roztoku péstovanych
pii nizsi ozatrenosti (t=0,172; df=82; p=0,00002). Priiduchovy index abaxidlni strany
listhh kontrolnich rostlin péstovanych pii vyssi ozatenosti byl vyssi nez priduchovy

index rostlin s ABA v roztoku péstovanych pfi vyssi ozarenosti (t=-3,7993; df=101;
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p=0,0002). Pruduchovy index abaxialni strany listd rostlin s ABA v roztoku
pestovanych pii vyssi ozafenosti byl vyssi nez priduchovy index listii rostlin s ABA
v roztoku péstovanych pii nizs§i ozafenosti (t=2,32017; df=99; p=0,0224). Rozdil
Vv pritduchovém indexu abaxialni strany listd kontrolnich rostlin péstovanych pfti

vy$si a niz$i ozarenosti nebyl statisticky vyznamny.

5.4 Relativni exprese stomagenu
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Obrazek 6: Relativni exprese STOMAGENuU — 1. pokus. Relativni exprese STOMAGENu
v rostlinach kontrolnich i s ABA ptidanou do roztoku, 1., 3., 7. a 14. den po zasahu. Referen¢ni gen —
ACTINS. Sloupce vyjadiuji primérné hodnoty ze 3 rostlin, usecky predstavuji smérodatné odchylky
vybérového souboru.

V prvnim pokusu byla u rostlin s ABA Vroztoku statisticky prikazné vyssi
relativni exprese stomagenu ve vyvijejicich se listech nez u rostlin kontrolnich 1. (t=-
2,5271; df=8; p=0,0354) a 7. den (t=-2,47833; df=8; p=0,038211) po piidani ABA
k roztoku. 3 a 14 dni po zasahu nebyl pozorovan zadny statisticky vyznamny rozdil

mezi témito dvéma skupinami rostlin.
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Obrazek 7: Relativni exprese STOMAGENuU — 2. pokus. Relativni exprese STOMAGENu
v rostlindch kontrolnich i s ABA ptidanou do roztoku, péstovanych pii vyssi (250 pmol m? s™) a nizsi
(150 umol m? s™) ozaienosti 3, 5 a 7 dnii po zasahu. Referen¢ni gen — ACTINS. Sloupce vyjadiuji
primérné hodnoty ze 3-6 rostlin, tise¢ky ptedstavuji smérodatné odchylky vybérového souboru.

V druhém pokusu byla v relativni expresi stomagenu pozorovana znacna
variabilita. U rostlin odebranych 3 dny po zasahu s ABA Vv roztoku péstovanych pfi
vysoké ozatfenosti byla statisticky prokazatelné nizsi relativni exprese stomagenu nez
u kontrol péstovanych na vysokém svétle. Kontrolni rostliny péstované pii vysoké
ozafenosti 3 dny po zasahu vykazovaly vysSsi relativni expresi stomagenu nez
kontrolni rostliny péstované pii nizSi ozarenosti. 7 dnii po zasahu byla relativni
exprese stomagenu vysSi uz rostlin s ABA Vroztoku péstovanych pii vyssi
ozafenosti, nez u rostlin kontrolnich péstovanych pti vyssi ozaienosti.

Podle grafického znazornéni lze u kontrolnich rostlin pozorovat vyssi expresi pii

vy$si ozafenosti, kvili vysoké variabilité vzork to vSak neni statisticky priikazné.
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5.5 Korelace mezi vnitirni koncentraci CO2 a relativni

expresi STOMAGENu
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Obrazek 8: Korelace mezi vnitini koncentraci CO; a relativni expresi STOMAGENu — 2.
pokus. Korelace mezi C; a relativni expresi STOMAGENuU kontrolnich rostlin i s ABA v roztoku
péstovanych pii vy$si (250 pmol m? st a niz&i (150 umol m™? s™) ozafenosti. Referenéni gen —
ACTINS, hodnoty odpovidaji primérnym hodnotam jednotlivych kategorii rostlin.

Mezi vnitini koncentraci CO; a relativni expresi STOMAGENu vV listech vSech

kategorii rostlin prvniho (data nezobrazena) i druhého pokusu nebyla pozorovana

statisticky prikazna zavislost.
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Obrazek 9: Korelace mezi vnitini koncentraci CO; a relativni expresi STOMAGENuU lista
kontrol — 2. pokus. Korelace mezi C; a relativni expresi STOMAGENuU kontrolnich rostlin pti vyssi
(250 pmol m? s?) a nizsi (150 pmol m? s*) ozafenosti. Referenéni gen — ACTINS, hodnoty
odpovidaji prumérnym hodnotam jednotlivych kategorii rostlin.

Mezi vnitini koncentraci CO; a relativni expresi STOMAGENu v listech

kontrolnich rostlin péstovanych pii vys$i 1 nizS§i ozarenosti nebyla pozorovana

statisticky vyznamna zavislost.
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6. Diskuze

Jiz del$i dobu je znamo, Ze hustota pruducht (SD) a priaduchovy index (SI) se
obecné snizuji pii snizeni intenzity ozafenosti (Schoch, et. al., 1980) a pti zvyseni
koncentrace CO; v atmosféte (Woodward, Kelly, 1995). Lake, et al., (2001) ukazali,
ze snizeni hustoty pruduchti se projevuje i na mladych vyvijejicich se listech, pokud
jsou zastinéné jen ty dospé€lé. To naznacuje, Ze prenos signalu spusténého zménou
ozarenosti sméfuje z téchto dospélych listi do mladsich, jesteé se vyvijejicich. Coupe,
et al.,, (2006) poukazal na to, Ze také zména v koncentraci CO, Vv kyvetovém
systému, kterd zahrnovala pouze dospélé listy, zpilisobovala zménu v hustoté
pruduchil 1 na vyvijejicich se listech, které byly vystaveny ambientni atmosféte.

Vzhledem k tomu, Ze se jedna pravé o intenzitu svétla a koncentraci CO2, na
prvni pohled by se mohlo zdat, Ze signdlem sméfujicim ze starSich do mladSich listl
bude nécktery zprodukti fotosyntézy. Zastinéni a zvySeni koncentrace CO;
Vv atmosféfe je ale vtomto sméru diametralné odliSnym zasahem. Podle méfeni
koncentrace cukrd a intenzity fotosyntézy, které provedl Coupe, et. al., (2006) to
vypada, Ze pfima spojitost mezi fotosyntézou a regulaci hustoty priaduchi na listech
neni. Toto tvrzeni podporuji i vysledky pokusu panti Beerlinga a Woodwarda, (1995)
provadénych na listech rostlin s panasovanymi listy, kde nebyl prokézéan rozdil mezi
hustotou priduchti na bilych a zelenych castech listt.

Vyvstava tedy otazka, co je tim signalem, na ktery list reaguje zménou hustoty
pruduchii. Jak jiz bylo zminéno, zvySena ozafenost nebo snizend koncentrace CO;
jsou signalem pro zvySeni hustoty praduchi na nové se vyvijejicich listech. Oba tyto
faktory zptsobuji snizeni koncentrace CO; Uvnitt listu. Nabizi se proto moznost, ze
vnitini koncentrace CO; je vlastnim faktorem, ktery spousti nebo zastavuje expresi
genil (v piipad¢ jeho snizeni spousti expresi STOMAGENu, jako pozitivniho
regulatoru) fidicich vyvoj pruduchii na listu. STOMAGEN je jediny dosud znamy
pozitivni regulator vyvoje priiduchd, ¢len rodiny EPF faktort (Hunt, Gray, 2009;
Sugano, et al., 2010, Kondo, et al., 2010). Jeho exprese probihd v mezofylu,
fotosyntetickém pletivu, coz by také mohlo podporovat teorii vnitini koncentrace
CO, jako vlastniho faktoru. Cilem pokust provadénych v rdmeci této diplomové prace
bylo tuto moznost ovéfit. Snahou bylo sniZit vnitini koncentraci CO, modelovych
rostlin a sledovat miru exprese STOMAGENu. Ocekavala jsem navySeni exprese

tohoto genu a poctu praduchi na listech téchto rostlin.
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Snizeni vnitini koncentrace CO; bylo provedeno dvéma zplsoby — pfidanim
kyseliny abscisové do zivného roztoku (1. 1 2. pokus) a zvySenim ozatfenosti rostlin
(Jen 2. pokus). Efekt kyseliny abscisové (ABA) projevujici se piivienim pruduch
bylo mozné pozorovat pomoci IR termografie. Ta je vyuzivdna jako proxy pro
priduchovou vodivost ¢i rychlost transpirace (Jones, et al., 1999, Jones, et al., 2002;
Lake, Woodward, 2008). Listy kontrolnich rostlin byly vpraméru o 2,1 °C
chladngjsi (kvili vyssi transpiraci), nez listy rostlin s ABA v roztoku. Pfedpokladam,
ze listy téchto rostlin se vice zahtivaly, protoze kyselina abscisova piidana do
zivného roztoku byla transportovana do listti a zptisobila ptivieni pruducht. Doslo ke
snizeni vyparu z listu, k omezeni jeho ochlazovani a soucasné¢ ke snizeni C;, diky
sniZeni ptijmu CO; skrze pfiviené priduchy.

Druhym zptisobem snizeni vnitini koncentrace CO, bylo zvySeni intenzity
ozafenosti rostlin (pivodni - 150pmol.m?s™ a zvysena - 250umol.m?.s?). Mezi
rostlinami kontrolnimi, péstovanymi pfi rlizné ozarenosti nebyl pozorovan statisticky
vyznamny rozdil Vteploté listd, stejné¢ tak jako u rostlin s ABA v roztoku
péstovanych pii razné ozéienosti. Da se tedy vyloucit vliv teploty pii vySsi
ozafenosti na zkresleni vysledki.

Ditkazem pro tvrzeni, ze byla sniZena vnitini koncentrace CO; je jeji vypocet
z vyse uvedeného vztahu pro izotopovou diskriminaci ABC v organické hmot¢ listi
podle Farquhara, et al., (1989), nebot’ experimentalni méfeni neni mozné. Jiz prvni
den po piidani ABA do roztoku byla naméfena vyssi (méné zaporna) hodnota
izotopové frakcionace *C u rostlin p&stovanych pii vys§i ozafenosti. Tedy i vnitini
koncentrace CO;, odvozena z 8"3C byla niz§i. To odpovida faktu, 7e diskriminace
tézsiho izotopu uhliku je u slunnych listti obecné mensi, nez u listi stinnych, protoze
intenzita fotosyntézy u slunnych listi stoupa a snizuje tak pomér Ci/C, (pomér
koncentrace CO; Vv podpraduchové dutiné ke koncentraci CO, V okolni atmosféie)
(Duursma, Marshall, 2006). Vzhledem k rychlosti fotosyntézy u téchto rostlin je
navic zména v 8'°C jako reakce na uzavieni priduchi rychlejsi, nez u rostlin
péstovanych pfi nizsi ozatenosti. Po 3, 51 7 dnech po pfidani ABA do roztoku byla
vnitini koncentrace CO, V rostlinach nizsi u rostlin s ABA Vv roztoku v porovnani
s kontrolnimi — bez ABA, bez ohledu na miru ozafenosti. O vyvinu praduchd na
novém listu rozhoduji vn&jsi podminky listu star$iho, jiz dospélého (Miyazawa, et.

al., 2006). Proto mnou zvoleny metodicky postup zahrnoval analyzu izotopové
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diskriminace **C v dospé&lych listech (zdroj signalu) a zaroveti expresi STOMAGENu
v mladych vyvijejicich se listech (pfijem signalu).

V prvnim pokusu byla vnitini koncentrace CO; sniZzovana pouze piidanim
kyseliny abscisové do zivného roztoku. Hustota praduchid (vyjadifend pomoci
priduchového indexu Sl) na listech téchto rostlin byla statisticky prokazatelné vyssi
nez u rostlin kontrolnich, coz odpovidd mému plivodnimu ptedpokladu i tvrzeni
Lakea a Woodwarda (2008), ktefi se domnivaji, ze hustota praduchti na listu je
fizena intenzitou transpirace a koncentraci ABA v listu. Byly pocitany pocty
pruduchii a SI na pIn¢€ vyvinutych listech 2 tydny po pfidani kyseliny abscisové do
zivného roztoku. Vybirala jsem dospé€lé, vyvinuté listy, u nichZ jsem neznala jejich
presné staii. Podle Schocha, et al. (1980) mohou mit vliv na vyvoj priduchi
podminky prostiedi jiz Sest dni pied objevenim se listu. Listy, které jsem v prvnim
pokusu odebirala, se tak mohly v rizici zacit tvotit dlouho pfed ptidanim kyseliny
abscisové a vysledny obraz jejich povrchu mohl byt proto zkresleny. Z vysledkt
pokust mé bakalaiské prace (Jelinkova, 2011) vSak bylo zjevné, Ze priduchovy
index na listech rostlin se méni po celou dobu jejich ristu, 1 kdyz se podminky
prostiedi nezméni hned v rané fazi vyvoje listu. V druhém pokuse byla upravena
metodika odbéru otiska listt. Jeden z nejmladSich listi ve stfedu ruzice byl pii
piidavani kyseliny abscisové do Zivného roztoku oznacen bilou teckou, a tento list se
nasledné nechal dortst a byl pouzit pro otisk na analyzu hustoty praducht.

Priiduchovy index rostlin z druhého pokusu vsak neodpovida mému pavodnimu
piedpokladu. Rostliny, kterym byla do zivného roztoku ptidana kyselina abscisova,
mély niz§i praduchovy index, nez rostliny kontrolni. Domnivam se, Ze tento
vysledek mohl byt ovlivnén tim, ze rostliny, které maji v zivném roztoku ptidanou
kyselinu abscisovou, jsou zpomalovany ve svém rlstu, a proto jejich listy mohly byt
V porovnani s listy kontrolnich rostlin v dob¢ odbéru jesté nedostate¢né vyvinuté, 0
¢emz koneckoncii svéd¢il vyssi pocet meristemoidd, které obvykle nachdzime na
listech s nedokon¢enym vyvojem. Navic sousedni listy v ruZici pfiblizné stejného
stafi byly odebrany pro analyzu exprese gentll. ,,Osamoceny* list mohl tedy byt
stresovan nejen piitomnosti kyseliny abscisové, ale 1 otrhanim okolnich listi.

V prvnim pokuse byla exprese stomagenu 1. a 7. den po aplikaci ABA vyssi a 3
dny po pfidani kyseliny abscisové do zivného roztoku byla primérnad relativni

exprese STOMAGENuU srovnatelna s kontrolnimi rostlinami
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Vysledky exprese STOMAGENuU Vv druhém pokusu jsou diky rozSifeni o
variantu, kde byla vnitini koncentrace CO; snizena intenzitou svétla jasnéjsi.
Kontrolni rostliny, které byly péstovany pii vyssi ozéfenosti, vykazovaly vys$si
relativni expresi STOMAGENU neZ rostliny péstované pii niz$i ozatrenosti. To by
odpovidalo ptedpokladu, nebot’ tyto rostliny mély nizs$i vnitini koncentraci CO;
(komentovano vyse), avsak rostliny s kyselinou abscisovou ptidanou do zivného
roztoku nemeély jednotnou reakci vexpresi STOMAGENU na zménu vnitini
koncentrace CO,. Vzhledem k reakci rostlin Ize o¢ekavat moznou reakci na vnitini
koncentraci CO; cca od 3. dne po aplikaci ABA. ZvySeni relativni exprese
STOMAGENuU oproti kontrole bylo zaznamenano 5. den po aplikaci ABA. Volba
kyseliny abscisové jako nastroje pro snizeni vnitini koncentrace CO; v listech rostlin
moznd muze byt spornd, nebot’ dosud neni zndm piesny mechanismus jejiho u¢inku a
tudiz vysledky pokusii mohou byt ovlivnény jejimi dal§imi G€inky, které nezname.

Pii pokusech s topoly, které byly vystaveny stresu suchem, bylo zjisténo, ze listy
téchto rostlin maji snizenou expresi STOMAGENuU (v zavislosti na dobé pisobeni
sucha) a hustotu priduchi (Hamanishi, Thomas, Campbell, 2012). ABA je vsak
znama hlavné jako tzv. stresovy hormon, jehoz biosyntéza a akumulace v rostliné
roste pii stresu (nejen) suchem (Prochazka, et al., 1998). Topoly, které mély
snizenou hustotu praduchu na listech, mély soucasné zvySenou exogenni koncentraci
ABA, cozZ odporuje jiz zminénému tvrzeni Lakea a Woodwarda (2008), Ze hustota
priaducht roste s koncentraci ABA v listu.

Mezi vnitini koncentraci CO; a relativni expresi STOMAGENuU v listech vSech
rostlin nebyla pozorovana linearni zavislost. Statisticky neprukazna negativni
linearni zavislost byla nalezena mezi vnitini koncentraci CO, a expresi
STOMAGENuU vV listech rostlin kontrolnich (neovlivnénych ABA) pro riizné urovné
ozatenosti. Nabizi se né€kolik moznych vysvétleni. STOMAGEN jako prvni zndmy
pozitivni regulator hustoty priducht na listech zifejmé nereaguje na zménu vnitini
koncentrace CO,. Je velmi pravdépodobné, Ze existuji jiné pozitivni regulatory, které
zatim nezname, a je mozné, Ze vnitini koncentrace CO; je signalem pro expresi
nékterého z téchto gend. Variabilita v expresi STOMAGENuU mezi jednotlivymi dny
odbéri vzorkd by také mohla byt zplsobena tim, ze mira jeho exprese je fizena
jakousi zpétnovazebnou smyckou nebo Ze jeho tukolem je pouze kompetice o
vazebna mista receptorii s negativnimi regulatory, jejichz exprese je fizena vnéj$imi

faktory. Neni znama signalni draha mezi kvantitou svétla a mnozstvim priduchi na

43



listech rostlin, co se tyka kvality svétla, je znam efekt Cerveného spektra svétla, které
ovliviiuje hustotu pruduchi na listu prostiednictvim fytochromu B a transkripéniho
faktoru PIF4, jak popsal Casson, et. al., (2009). Dalsi variantou vysvétleni také mize
byt to, Zze jsem vramci svych dvou pokusii pracovala pouze na Urovni genové
exprese, to nevylucuje napf. vliv na posttranslacni urovni. Mnozstvi proteinu jsem
nestanovovala. Efekt ABA na funkci priaducht je zprostfedkovan pies kinazovou
aktivitu MAPK3 (Gudesblat, et al., 2006), mozna takto ovliviiuje i vyvoj pruducht
na novych listech. Brasinosteroidy déle tidi vyvoj priaduchti pfes zmény fosforylace
MAPKKK, YODA (Kim, et al., 2013).

Pro dalsi vyzkum bych zatadila 1 variantu péstovani rostlin v umélé atmostéfe se
snizenou vnéjsi koncentraci CO,, kde by se mohlo ukéazat zda STOMAGEN svou
expresi vilbec reaguje na jakoukoliv zménu koncentrace CO,, at’ uz vnéj$i nebo
vnitini. Upravila bych také zplisob odebirani vzorkl pro analyzu exprese a stanoveni
poctu praduchi. Po otrhdni listi v rdZici pro analyzu exprese je zbyvajici
»osamoceny“ list vystaven stresujicim podminkdm, které mohou ovlivnit jeho
nasledny vyvoj. Proto si myslim, Ze by bylo vhodné odebirat vzorky z razice bud’ jen
pro analyzu exprese, nebo pro stanoveni poctu priduchi. Konecné bych také navrhla
navysSeni poctu rostlin v jednotlivych kategoriich a celkové zvySeni po¢tu vzorkt a

meéreni.
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7.Zaveér

Podle hypotézy, na jejimz zaklad¢é vznikla ma diplomova prace, méla byt vnitini
koncentrace CO, signalem, ktery spousti expresi STOMAGENuU ve vyvijejicich se
listech modelové rostliny a tim ovliviiovat hustotu priduchii na listu. Cilem prace
bylo tuto hypotézu ovétit. Vysledky mnou provedenych pokusii potvrzuji, ze zvySena
ozatrenost zpusobuje snizeni vnitini koncentrace CO, V listech rostlin a zvySeni
hustoty praduchii na jejich povrchu. Exprese STOMAGENu v listech byla vyssi
pouze V piipad¢€, byla-li vnitini koncentrace CO; snizena prostfednictvim intenzity
svétla, pfi které byly rostliny péstovany. V ptipad¢ sniZeni vnitini koncentrace CO;
Vv rostlinach pfidanim kyseliny abscisové do Zivného roztoku nebyl pozorovan efekt
na expresi STOMAGENuU ve vyvijejicich se listech téchto rostlin.

Hypotézu, podle které je vnitini koncentrace CO, signdlem, ktery spousti expresi

STOMAGENuU ve vyvijejicich se listech modelové rostliny se nepodafilo potvrdit.
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8. Prilohy

Meristemoid cell

Spacmg Guard mother cell Guard cell
Asymmetric cell Symmetric cell
Protodermal oell dIVISIDI‘I leferentlallcn division
— >
Stomatal lineage
ground cell
Amplifying

Obrazek 10: Schéma vyvoje priduchi u Arabidopsis. Ilustrace pro jednotlivé butiky i

Vv kontextu vyvijejiciho se listu. Zdroj: (Katsir, et al., 2011)

Meristemoid

Protodermal Cell Mother Cell

Meristemoid

Maother Cell

Guard
Guard Cells

SCRM1/2 STOMAGEN SCRM1/2 SCRM1/2  SCRI 1‘| 2
Pavement SPCH SPCH MUTE O FAMA . o
Cell MAPKs@ L/0 /@ ~ MAPKs
f\ / EPF2 £ maPKs mature
,> ER TN
( - TMM

N

Amplifying divisions
Spacing division

satellite
meristemoid

Obrazek 11: Vyvoj priduchi u Arabidopsis. Diagram znazoriiujici hlavni stadia vyvoje
priduchu a jeho regulatory. Pozitivni regulatory jsou znazornény zelené, negativni ¢ervené, polarni
modie. Zluté¢ znazornéné bunky = meristemoidy, oranzové = matefské bunky svéracich bunék

Cervené = svéraci buiiky, Sedé = matefské buitky meristemoidu. V pravém dolnim rohu je znazornéni
mladého listu. Zdroj: Vatén, Bergmann, 2012
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Obrazek 12: Rostliny Arabidopsis thaliana péstované v hydroponii

|

o

|

Obrazek 13: Kofeny rostlin péstovanych v hydroponii
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Tabulka 2: SloZeni Hoaglandova roztoku

SloZeni plného Molekulova Koncentrace Objem Vysledna
Hoaglandova hmotnost zasobnich [ml/I]  koncentrace
roztoku — roztoku [pM]
fedéni vodou [mM]
1:3
KNO;3 101,1 1000 6 6000
Ca(NO3), . 4 236,16 1000 4 4000
H,O
NH;H,PO, 115,08 1000 1 1000
MgSQO, . 7 H,O 246,49 1000 2 2000

Navazka

zasobni

roztok [mg/l]

Mikroelementy

a vitaminy
KI 7,5
HsBO; 30
MnSO4. 4H20 132
ZnS04.7H20 20
Na2Mo0O4.2H20 2,5
CuSO4.5H20 0.25 10
CoCI2.6H20 0,25
Na2EDTA 373
FeSO4.7H20 278
inositol 1000
kyselina 10
nikotinova
pyridoxin.HCI 10
thiamin.HCI 100
Navazka

[o/1]

Citrat Zelezity 6 1
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Obrazek 14: IR termograficky snimek rostlin kontrolnich (vlevo) a s ABA v roztoku
(vpravo)

Obrazek 15: Otisk listu Arabidopsis thaliana v laku na nehty. ZvétSeno 500x.
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