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Anotace

Stoma are microscopic structure in plant epidermis consisted of two guard cells and a
pore between them. Their development is influenced by internal processes and different
environmental factors as light, water availability or concentration of CO,. Carbon in CO; has
two stabile isotopes, '2C and !3C, which have different weight and concentration in
atmosphere. The 3C abundance (§'3C) in leaf tissue reflects the environmental condition
experienced during the leaf live span. Here | studied: i) development of epidermal cells
(primarily of stomata) during first true leaf ontogeny in Lepidium sativum and Arabidopsis

thaliana and ii) effect of milling the dry leaf tissue in microtubes on 5*°C.
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Seznam pouzitych zkratek

Zkratka | Nazev Jednotka
Os pruduchova vodivost mol-m?-st
Ci koncentrace COz uvnitf listu umol-mol?
Ca koncentrace CO; v atmosféie umol-mol?
WUE efektivita vyuziti vody rosltlinou

SC praduchové bunky

usC nedovyvinuté priduchové bunky

PVC dlazdicovité bunky

MC meristemoidy

MMC matetské bunky meristemoidi

GMC matetské bunky praducht

SD pruaduchova hustota mm-

Si praduchovy index %

12C 3C | stabilni izotopy uhliku li§ici se neutronovym &islem

d13C izotopovy pomér 3C, mnozstvi 13C vzhledem ke standardu %0

f frakce %




Uvod

1 Epidermis

Epidermis je pokozka rostlin, kterd je vétSinou tvofend jednou vrstvou bunck a tvoii
rozhrani mezi rostlinou a okolim (Glover, 2007). Z vnéjsi strany kryje Casto pokozku
nadzemnich ¢asti rostlin kutikula, kterd se u vysSich rostlin nachazi predev§im na listech,
plodech a nékdy i stoncich a chrani rostlinu pfed abiotickym (napi. vysoka intenzita zafeni,
nadmérny vypar vody) i biotickym stresem (napt. patogeny).

U mladych listi je pokozka tvofena nediferencovanymi protodermalnimi bunikami, které
se dale diferencuji na tfi typy bunék, a to dlazdicovité bunky, priduchy a trichomy. (Larkin
et al. 1997; Zoulias et al. 2018). V pokozce se dale mohou nachazet vodni skuliny, které
vznikaji pfeménou priduchi.

Dlazdicovité bunky tvoii zaklad pokozky. Trichomy jsou tutvary, které mohou byt jedno
I mnoho bunééné. Vycnivaji z epidermis a chrani rostlinu pfed nadmérnym zafenim, teplotou

¢1 mechanickym poSkozenim.

2  Priduchy

Priiduchy jsou mikroskopické utvary tvoiené dvéma svéracimi buiikami, které ohranicuji
“mikroskopické otvory“ neboli priduchové $térbiny. Rostlina je muze flexibilné zavirat ¢i
otvirat v zavislosti na podnétech z okolniho prostfedi a stavu rostliny. Skrz priduchy dochézi
k vyméné plynid mezi rostlinou a atmosférou, jedna se predev$im o oxid uhli¢ity, kyslik
a vodu.

Jsou jednou z evolu¢nich novinek, ktera byla potiebna pro vystup rostlin z vody na sous.
Umoznuji spolu s kutikulou, mezibunéénymi prostorami a xylémem s floémem fungovani
rostlin v homoiohydrickém stavu (Edwards 1993). Tedy ve stavu, kdy rostliny udrzuji
pomérn¢ stabilni vodni prostfedi uvniti svého téla a nejsou tolik zavislé na aktudlnim
mnozstvi vody v okolnim prostiedi. Fosilni nalezy ukazuji, ze priduchy se vyskytovaly
u vyssich rostlin (Embryophyta) uz pied 400 miliony let (Edwards and Rose 1984; Raven
2002). Piedpoklada se, ze béhem evoluce vznikly pouze jednou. Vaten a Bergmann (2012)
pouzili pro hledani jejich plivodu paleobotanické analyzy (porovnavajici fosilni nélezy
se soucasnymi rostlinami) v kombinaci s fylogenetickymi analyzami. Zaméfili se na bazalni

skupiny vyssich rostlin (Embryophyta), mezi které patii jatrovky (Marchantiophyta), mechy



(Bryophyta) a hleviky (Anthocerotophyta). Z téchto bazalnich skupin jediné jatrovky
priduchy nemaji. Vyména plyni u nich probiha ptes epidermalni poéry (epidermal air pore),
jejichz vyvoj i morfologie selisi od vyvoje a morfologie pruduchti. U mecht i hlevika
se pruduchy nachazeji, coz poukazuje na to, Ze se jatrovky v evoluci pravdépodobné¢ odd¢lily
od ostatnich vysSich rostlin jesté pfed vyvojem praducht a jsou tedy nejbazalnéjsi skupinou
vyssich rostlin. Zajimavé je, ze regulace priiduchii a morfologie svéracich bunék praduchi je
u mecht i hleviku velice blizka vys$§im rostlinam.

Ptijem CO2 je pro zelené rostliny dilezity, protoze z né¢j béhem fotosyntézy tvoii
organické latky nutné pro zivot rostliny. Kazdy rok projde skrz pory priduchi 40%
atmosférického COg, ale jen 14% je asimilovano béhem procesu fotosyntézy (Ciais et al.
1997). Zaroven ale rostlina pfi otevienych prudusich ztraci vodu, ktera je leckdy pro rostlinu
limitujici. Proto se musi rostlina pfizpisobovat okolnimu prostfedi a regulovat otevieni
praducht a velikost pruduchové Stérbiny v zavislosti na aktudlni zméné okolnich faktorti
jako napfiiklad svételného zareni, CO, teploty ¢i dostupnosti vody (Schroeder et al. 2001).
Rostlina reflektuje okolni podminky i béhem vyvoje novych listi regulaci velikosti
pruduchu, jejich mnozstvim na plochu (hustota praduchti na jednotku plochy; stomatal
density — SD) a pruduchovym indexem (pomér mezi po¢tem pruduchovych bunék a vSemi
epidermalnimi bunkami tedy dlazdicovymi i pruduchovymi dohromady; stomatal index -
SI).

Zékladni uspofadani priduchi je pro jednotlivé organy a druhy specifické. Z pohledu
umisténi praduchii na listu jsou rozliSovany tii typy. 1) Amfistomatické listy s pruduchy
na svrchni (adaxialni) 1 na spodni (abaxialni) strané, mezi které patii naptiklad husenicek
rolni (Arabidopsis thaliana), feficha seta (Lepidium sativum) &i jetel plazivy (Trifolium
repens). 1) Hypostomatické listy u nichz se priduchy nachazeji pouze na abaxialni strané
patii mezi nejcastéjsi. Pfikladem jsou rostliny z rodu fikus (Ficus) a biec¢tan (Hedera).
I11) Epistomatické listy jsou nejméné Casté, pruduchy se u nich nachazi pouze na adaxialni
strané. Tento typ listu maji pfedev§im vodni rostliny jejichz listy plavou na hladin¢ jako

napfiklad leknin bily (Nymphaea alba) (Santriiéek 1998).

2.1 Vyvoj priduchi

Priduchy se rozdilné vyvijeji u dvoudéloznych a jednod€loznych rostlin (Croxdale 2000;

Sylvester et al. 1996). Zatimco u jednod€loznych nalezneme délici se bunky na bazi listd



a pruduchy vznikaji v podélnych liniich, u dvoudéloznych vznikaji nepravidelné¢ po celé

plose listu a délici se buniky se nalézaji i v oblastech mezi dospélymi praduchy (Obr. 1).
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Obr. 1: Déleni bunék u dvoudéloznych rostlin (A, zde zastupuje Arabidopsis) probiha po celé plose listu.
Délici se bunky, ze kterych posléze vzniknou priduchy, jsou zobrazeny éervené, délici se buiky, ze kterych
priduchy nevzniknou jsou zobrazeny modfe. “Modré* bunky se mohou asymetricky rozdé€lit za vzniku
“Cervenych™ bun€k, vedoucich ke vzniku priduchu a epidermalnich bunek. U jednodé€loznych rostlin (B, zde
Tradescantia) se butiky déli na bazi listu a priiduchy vznikaji v podélnych liniich (Croxdale 2000).

U jednodé€loznych rostlin vznikd matetska bunka priduchu jen jednim asymetrickym
délenim. Vzniknou dvé nestejné velké bunky, vEtsi z nich je blize bazi listu a mens$i, inicidlni
burika, je bliZze vrcholu listu. Z inicidlni buiiky posléze vznikaji symetrickym délenim svéraci
priduchové bunky (Larkin et al. 1997; Vaten and Bergmann 2012).

U dvoud¢loznych rostlin se na zac¢atku vyvoje pruduchu asymetricky rozdéli matetska
burika meristemoidu (meristemoid mother cell - MMC) (Larkin et al. 1997). Asymetrickym
délenim vznikne mensi meristemoidni (meristemoid - M) a vétsi doplitkova sesterska bunka
meristemoidu. Ze sesterské buniky mohou vzniknout dvé dlazdicovité bunky (pavement cells
— PVC). Meristemoidni bunka, ktera je obvykle trojuhelnikového tvaru, se muze dale
asymetricky délit za vzniku nové meristemoidni buriky a ji odpovidajici sesterské buiiky
nebo se dale diferencovat za vzniku ovalné matetrské bunky praduchu (guard mother cell —
GMC). Matefska buika pruduchu se symetricky déli za vzniku svéracich priuduchovych
bunék, mezi kterymi vznika priduchova §térbina (Obr. 2) (Geisler and Sack 2002).

Buitky se déli podle “pravidla vmezefené buiky“ (One-cell spacing rule).
Pfi opakovaném déleni bun€k v okoli priduchu je déleni vzdy orientované tak, aby nova
meristemoidni buiika vznikla od priduchu ¢i meristemoidni bunky oddélené. Tak jsou vzdy

oddéleny alespon jednou dlazdicovitou bunkou (Larkin et al. 1997).



2.2 Geny a molekularni faktory ovliviiujici vyvoj priduchii.

Jak jiz bylo zminéno priiduchy se vyviji postupné tak, ze matefskd bunika meristemoidu
(MMC) se rozd€li za vzniku meristemoidu (M), ten se dale diferencuje v matefskou bunku
pruduchu (GMC), ze které se vyvine pruduch. Pro pfechod z jedné vyvojové faze do druhé je
potieba postupna aktivace bHLH (basic helix-loop-helix) transkripénich faktora (Obr. 2).
Patfi mezi n¢ SPEECHLESS (SPCH), MUTE, FAMA ve spolupraci s bHLH proteiny
SCREAM (SCRM/ICE1) a SCRM2 (Qi and Torii 2018; Vaten and Bergmann 2012).

Meristemoid Guard
Protodermal Cell Mother Cell Meristemoid Mother Cell Guard Cells
Pavement O ‘ o
Cell OM —a 0 @ P
EPF2 MAPKs mature
ER

TMM
Amplifying divisions

Spacing division EPF1 [ @NntE 25
ER1 oA & Q]

satellite 1“1‘ 3 T™MM Yo o T |
meristemoid MAPKs = ’. ; Ay ..: /

Obr. 2: Schéma postupného vyvoje priduchii u Arabidopsis s geny zajistujicimi a ovliviiujicimi vyvoj.
Zelené jsou napsany geny pusobici pozitivn€ na vyvoj pruduchi, ¢ervené geny ptsobici na vyvoj negativng,
modfe jsou polarni geny. Buiiky, které jsou zluté predstavuji meristemoidy (M), oranzové - matefskou buniku
priduchu (GMC), ¢ervené — svéraci buiiky priduchu a Sedé predstavuji matetské buiky meristemoidu (MMC).
Vpravo dole je bézné rozmisténi praducht u mladého listu (Vaten and Bergmann 2012).

SPCH je dilezity pro zaloZeni linie, ze které vznikne pruduch, a pro prvni asymetrické
déleni (MacAlister et al. 2007; Pillitteri and Torii 2007). Po asymetrickém déleni mizi
ze sesterské buniky meristemoidu, ale u meristemoidni buiiky zUstava a potencidlné se podili
na dal§im asymetrickém déleni (Robinson et al. 2011; Vaten and Bergmann 2012). MUTE
je potfebny pro ukonceni asymetrického déleni a podporu diferenciaci bunék (M-GMC)
(Pillitteri and Torii 2007; Qi and Torii 2018; Vaten and Bergmann 2012). Dokonéeni vyvoje
praduchu tidi FAMA, ktery podporuje diferenciaci svéracich priduchovych bunck a brani
dalsimu déleni (Ohashi-lto and Bergmann 2006). Vsechny tfi vySe zminéné bHLH
transkripéni faktory mohou utvétet heterodimery s SCRM a SCRM2, které jsou rozhodujici
pro spravnou funkci SPCH a regulaci exprese dalSich gend (Kanaoka et al. 2008). Stabilita
bHLH proteint a tim i cely vyvoj pruduchid je u husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana)

ovliviiovana kaskadou mitogenem aktivovanych proteinkindz (mitogen-activated protein

kinase — MAPK) skladajici se z YODA (YDA), MKK4/5/7/9 a MPK3/6 (Qi and Torii 2018).
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Spravny vyvoj a rozmistény praducht je zajistovan mnoha geny. Velka ¢ast z nich byla
identifikovana u mutantli s naruSenym nebo abnormélnim vyvojem. Mnozstvi praduchu
je pfevazné ovlivitovano negativni zpétnou vazbou coZz znamena, Ze ¢im vice je produkta
daného genu, tim méné se vyvine meristemoidli a Z nich poté pruduchii. Produkty gent
ovliviiuji vyvoj svou specifickou roli v signalni kaskadé vyvoje pruduchii. Dle soucasnych
poznatkii spousti kaskadu EPIDERMAL PATTERNING FACTORs (EPF1, EPF2
a STOMAGEN), které se vazi na receptorové kinazy bohaté na leucin (leucin-rich repeat
receptor kinases - LRR-RKs). Ty aktivuji MAPK kaskadu, ktera fosforyluje bHLH proteiny
a tim, jak jiz bylo zminéno, ovliviiuje jejich stabilitu (Zoulias et al. 2018).

EPF1 a EPF2 patii mezi negativni regulatory diferenciace praduchu (Hara et al. 2007).
EPF1 i EPF2 kéduji malé sekre¢ni proteiny, jejichz aktivita je zavisla na vazbé na LRR-RKS
a jejich pfidruzené receptorim podobné proteiny bohaté na leucin (leucin-rich repeat
receptor-like proteins - LRR-RLPs) ato predevsim na ERECTA (ER) a TOO MANY
MOUTHS (TMM) receptory (Hara et al. 2009; Zoulias et al. 2018). EPF1 je exprimovan
Vv priduchovych buiikdch a v GMC, kde reguluje asymetrické déleni (Hara et al. 2007).

EPF2 vznikd hlavné v MMC a v mladSich meristemoidnich butikdch a inhibuje vznik bun¢k,
ze kterych se vytvaieji meristemoidy (Hara et al. 2009).

Jednim z nejvice znamych pozitivnich regulatord (¢im vice je produkti daného genu, tim
vice sevyvine priaducht) je STOMAGEN (Sugano et al. 2010) znamy také jako
EPIDERMAL PATTERNING FACTOR-LIKE 9 (EPFLY9), ktery je rovnéz fazen mezi EPF
(Kondo et al. 2010; Zoulias et al. 2018). K jeho expresi dochazi v bunikach mezofylu, odkud
je transportovan do epidermis (Kondo et al. 2010). Pozitivn¢ pusobici STOMAGEN se vaze
na stejné misto ER receptorti jako negativné pusobici EPF1 a EPF2 (Kondo et al. 2010;
Sugano et al. 2010), navzajem .si konkuruji o vazebné misto

Vsechny tii EPIDERMAL PATTERNING FACTORS jsou tvoteny jako propeptidy, které
je potieba upravit proteazou (Zoulias et al. 2018). Jedna ze znamych proteaz je produktem
genu STOMATAL DENSITY AND DISTRIBUTION 1 (SDD1), ktery je také potiebny
K inhibici nadmérného déleni a seskupovani praducht (von Groll et al. 2002). Pti mutaci
SDD1 se na listech Arabidopsis dvakrat az ¢tyfikrat zvySuje SD a praduchy se seskupuji do
klastrii (porusuji pravidlo alespon jedné vmezefené builky). Opacnou reakci, tedy snizeni
SD, vyvolava nadmérna exprese genu SDD1. Druhou dnes znamou proteazou je CO2
RESPONSE SECRETED PROTEASE (CRSP), ktera stépi EPF2, disledek tohoto procesu

ale neni znam (Engineer et al. 2016).



Skupina gentt ERECTA (ER) kdéduje receptorim podobné kinazy bohaté na leucin (LRR-
RKS) majici vliv nejen na vyvoj pruducht, ale i na celkovy vyvoj rostlin a reakci
na abioticky a bioticky stres (Shpak et al. 2004; Villagarcia et al. 2012). ER jsou
lokalizované v cytoplasmatické membran¢ a jejich extracelularni ¢ast reaguje s EPF faktory
(Zoulias et al. 2018).

Jednim z prvnich identifikovanych genti majicich vliv na vyvoj praduchi byl gen
TOO MANY MOUTHS (TMM) (Yang and Sack 1995), ktery patii mezi dilezit¢é LRR-RLPs.
Rostlinni tmm mutanti maji praduchii seskupené do klastri obsahujicich az 26 svéracich
bunck, vyssi pocet meristemoidnich bunck na dé€loznich listech a Zadné pruduchy
v kvétenstvi. TMM  reguluje vznik priduchti v nékolika fazich vyvoje, omezuje vyvoj
meristemoidt tak, Ze na daném misté¢ vznikd jen jedna GMC, a zamezuje seskupovani
priduchi a tvorbé klastri. TMM je déle potfebny pro spravny pribchu vyvoje bunky
Vv zéavislosti na jeji pozici, fidi rovinu d€leni a rovnovdhu mezi diferenciaci priduchovych
a epidermalnich bunék (Nadeau and Sack 2002). Mutace tmm v kombinaci s nadmérnou
expresi genu SDD1 se chova epistaticky (“zakryva“ fenotyp odpovidajici nadbytku SDD1),

coz potvrzuje zavislost funkce SDD1 na aktivité¢ TMM.

2.3 Fytohormony ovliviiujici vyvoj priduchi

Rust a vyvoj rostlin ovliviiuji také rostlinné hormony (fytohormony). Mezi fytohormony
se fadi auxiny, kyselina abscisova (ABA), brassinosteroidy, gibereliny, etylen, cytokininy
¢i hormonalni latky jako kyselina jasminova, polyaminy, oligosachariny, strigolakton
a kyselina salicylova. Na vyvoj pruduchti psobi jen nékteré z nich.

Brassinosteroidy ovliviiuji metabolismus a vyvoj rostlin, podporuji déleni a zvétSovani
bun¢k. Podle néckterych studii potlacuji vyvoj priducht interakcemi s YDA MAPK
kaskadou (Kim et al. 2012; Qi and Torii 2018).

Auxin podporuje bunééné déleni, diferenciaci cévnich svazkdi a ovliviiuje umisténi
jednotlivych bunék i organt, v¢éetn¢ umisténi kvéti na konci stonku (Yamaguchi et al. 2013).
V posledni dob¢ byl zjistén i jeho vliv na vyvoj pruduchd (Qi and Torii 2018; Saibo et al.
2003).

Kyselina abscisova je hormon, ktery je produkovan v reakci na vné¢j$i faktory zejména
pii nedostatku vody, chladu, salinité, poranéni Ci infekci a pomaha rostlinam pfizpUsobit
se témto stresovym podminkam (Taitz and Zeiger 2002). Inhibuje rist, urychluje opad listi

vstup do dormance a uzavirani praduchu (viz 2.5).



Vliv na vyvoj priduchid maji dale naptiklad i ethylen a gibereliny, které zvysuji SD
v hypokotylech Arabidopsis (Saibo et al. 2003) ¢i cytokininy, jejichz vliv studovali Farber,

et al. (2016) u raj¢at (Solanum lycopersicum).

2.4 Environmentalni faktory ovliviiujici vyvoj praduchu

Vyvoj praducht je také, jak jiz bylo zminéno dfive, ovliviiovan vnéjSimi podminkami
patii intenzita a vlnova délka zafeni, délka fotoperiody, teplota listu, koncentrace CO-
a vzdusna a pudni vlhkost (Qi and Torii 2018; Vrablova 2017). V zavislosti na prostiedi
se méni velikost, hustota praducht na plochu (SD) a priduchovy index (SI). SI je dan
pomérem mezi mnozstvim priduchovych bunék a souctem vSech bunék epidermis listu
(priduchové bunky + dlazdicovité buiky). Pocet a velikost priduchi uréuje maximalni
priduchovou vodivost (gs) a ma vyrazny vliv na proces fotosyntézy a efektivitu vyuziti vody
(WUE — water use efficiency) (Berryman et al. 1994). WUE znamena, Ze rostlina se snazi
udrZzovat rovnovdhu mezi dostate¢nym piijem CO2 a pfijatelnou ztratou vody béhem
transpirace.

Signal o vné&jSim prostiedi je noveé se vyvijejicim listim transportovan ze starSich, plné
autotrofnich list. Star$i listy jsou v pfimém kontaktu s vnéjSim prosttedim, ale oproti nove
se vyvijejicim listim jiz nemohou pfili$ regulovat svou SD. Mechanismus transportu signalu
studovali Lake et al. (2001) na rostlinach huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Starsi
se vytvarejici listy rostouci v odliSnych podminkach. Nové utvafené listy ziskaly fenotyp
odpovidajici zvysené koncentraci CO2, tedy podminkam kolem dospé&lého listu. Pokud ale
vystavili vyssi koncentraci pouze nové se vyvijejici listy, nebyl prokazan zadny vliv.
Podobné se projevila i rizné intenzita zafeni, které byly vystaveny bud’ star$i, nebo nové se
utvarejici listy. Podle Cassona a Hatheringtna (2014) je soucasti kaskady pfenosu signalu ze
starSich do nové se vyvijejicich listi fytochrom B (phytochrom B — phyB). Mutanti phyB

ztratili moznost regulovat mladé listy signdlem a nereagovali na zménéné podminky.

2.4.1 VIliv zafeni

Pfi vyssi intenzité svétla se zvétSuje pruduchovy index (SI) a priduchova hustota (SD)
(Lake et al. 2001). Signal o intenzité zafeni zachyceny dospélymi listy ovliviiuje vyvoj

pruduchti u mladych listd. Pro vnimani intenzity svétla maji rostliny fotoreceptory, mezi
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které fadime fytochromy B a A, kryptochromy CRY1 a CRY2 a fotoropiny. Fytochrom B
je hlavni pro vnimani zateni ¢erveného spektra (650-680 nm) a fytochrom A pro vnimani
dlouhovilnného cerveného svétla (710 — 740 nm) (Casson et al. 2009; Kang et al. 2009).
Kryptochromy se uplatiiuji hlavné pfi vnimani v oblasti modrého a UV-A zafeni (Cashmore
et al. 1999).

2.4.2 Dostupnost vody

Nizky vodni potencial v rostlinach mtze vznikat pfi nedostatku vody nebo vysokém
osmotickém tlaku. U trav je pii nedostatku pidni vody snizen pocet pruducht (Xu and Zhou
2008). Podobnou reakci na osmoticky stres zaznamenal u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana) i Kumri et al. (2014). Na druhou stranu, ale Xu a Zhou (2008)(2008) zjistili, Ze pti
mirném nedostatku pudni vody mutze byt pocet novych pruduchi vétsi. To ukazuje,
ze rostliny reguluji efektivitu vyuziti vody pomoci regulace vyvoje praduchii pro co nejlepsi

optimalizaci rastu (Qi and Torii 2018).
2.4.3 Oxid uhlicity

Se zvySujici se koncentraci oxidu uhli¢itého se méni globalni klima. Od roku 1750, tedy
od predindustrialnich dob se zvysila koncentrace oxidu uhlic¢itého z280 pmol/mol,
na dnesnich 408 pmol/mol s pfedpokladem, Ze do konce 21. stoleti se zvysi na 900
umol/mol (Neftel et al. 1985; IPCC. 2013). Podle Bacastova et al. (1973) vzrostla mezi roky
1959 a 1971 pramérna koncentrace CO2 0 3,4 %. Duben 2014 byl prvni mésic
v zaznamenané historii, kdy byla koncentrace CO2 nad 400 umol/mol (Engineer et al. 2016).
Woodward (1987) poukazuje na to, ze podle fosilniho zaznamu poklesla u rostlin SD
v reakci na post-industrialni zvySeni koncentrace CO2

Woodward and Kelly (1995) porovnali u 100 rostlinnych druhti reakci na zvySeni
koncentrace COz a ve vétSing pripadt (74%) zjistili snizeni SD. Zvysena koncentrace CO2
zpusobuje snizeni nejen SD a Sl (Woodward 1987), ale také priduchové vodivosti (gs)
(Medlyn et al. 2001), transpirace listu (Engineer et al. 2016; Long et al. 2004; Teng et al.
2009). Obecné plati, ze vyssi koncentrace CO2 v chloroplastech zlepsuje fixaci CO- rostlinou
a tim potencialné rust a produkci rostlin (Ainsworth and Rogers 2007). Vyssi koncentrace
CO; v atmosféie mlze vést ke zvyseni koncentrace CO2 v mezibunécnych prostorech listi
(Ci) (Engineer et al. 2016), které nasledn¢ mize zpusobit zavirani pruduchovych port a tim

snizeni gs.. Naopak niz$i C;i stimuluje otevirani pruducht. SniZeni gs pii vyssi koncentraci



CO2 muze pii zachovani stejné rychlosti fixace CO2 omezit ztratu vodu z listii a tim zvySovat
WUE. Lepsi hospodaieni s vodou muize byt pro rostliny zasadni zvlasté pti kolisani Klimatu
s obdobimi nedostatku vody (Engineer et al. 2016; Leakey et al. 2009; Xu and Zhou 2008).
Uzavienéjsi praduchy v reakci na zvySené CO> také omezuje ochlazovani listd transpiraci,
coz muze zpusobit tepelny stres rostlin (Engineer et al. 2016; Leakey et al. 2009).
Produktivita rostlin je tak pfi zvySené koncentraci CO> a nedostatku vody vétSinou nizsi, nez
je ptedpokladano, a tepelny stres v kombinaci se suchem muze zhor$it i zdravotni stav
rostlin (Easlon and Bloom 2013).

Prestoze vliv slozeni atmosféry na vyvoj pruduchl je znam, stale neni objasnéné, jak
je signal vniman a co zplsobuje zmény ve vyvoji. Prvnim identifikovanym genem
ovliviiujicim vyvojové reakce rostlin v zavislosti na slozeni atmosféry byl gen HIGH
CARBON DIOXIDE (HIC) (Gray et al. 2000). hic mutanti nemaji pfi normalnich
podminkach zadny viditelny defekt, jejich praduchy vypadaji stejné jako priduchy divokych
typt rostlin afunguji standardné. Pii zvySené koncentraci COz V okolni atmosféte
se u hic mutantti vyrazné zvysuje SD i Sl, pfi dvojnasobné koncentraci CO2 se zvysi SD
az 042%. Oproti tomu se u kontrolnich rostlin pii stejné zvySené koncentraci CO2
neprojevila zadna vyznamna zména v SD ani Sl. Neni zatim znamo, jak k ovlivnéni vyvoje
priduchti dochazi. Podle Graye a spol. (2000) je gen HIC shodny s genem KCS, ktery
koéduje 3-ketoacyl koenzym A (CoA). CoA je zapojeny do syntézy mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem, které tvoii kutikulu a kutikularni vosky, coZz by mohlo znamenat,
ze mutace v genu HIC narusila biosyntézu voski listu a tim ovlivnila vyvoj praduchu.
U mutanti s narusenymi epikutikularnimi vosky, jako napfiklad u mutanti cerl a cer6, bylo
pozorovano zvyseni SD 1Sl, coZ naznaCuje Ze naruSeni kutikuldrnich voskli ma vliv
na vyvoj priaduchu (Gray et al. 2000). Naruseni epikutikularnich vosku ale nebylo u mutantt

HIC pii skenovani elektronovym mikroskopem prokazano (Gray et al. 2000).

2.5 Okamzita reakce na environmentalni podminky

Environmentalni podminky plsobi a ovliviiuji rostliny nejen dlouhodobé pii vyvoji
praduchi, ale také kratkodobé regulaci vymény plynt otevienim ¢i zavienim praduchi.
Ovliviuji i praduchova vodivost (gs), ktera zavisi na po¢tu praduchii na plochu a otevienosti
priduchové Sté€rbiny. Kratkodoba reakce svéraci bunc¢k priduchili je soucasné ovliviiovana

n¢kolika podnéty. Pisobi na né predevsim rostlinné hormony (ABA, auxin), svételné zafeni
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(pfedevsim cCervené a modré), dostupnost vody, koncentrace CO: Vv mezibunéénych
prostorech a teplota (Santrticek 1998; Schroeder et al. 2001).

Jak jiz bylo zminéno, skrz praduchy rostlina pfijima z atmosféry oxid uhli¢ity potiebny
pro syntézu organickych latek béhem procesu fotosyntézy a transpiraci vodu. Transpirace
listh hraje dtlezitou roli pfi transportu vody a v ni rozpusténych zivin z kofene
do nadzemnich casti rostliny (Zoulias et al. 2018). Je ale potfeba vyvazit ptijem CO>
a regulovat pfiliSnou ztratu vody, tedy pomér mnozstvi vody vyuzité metabolismem rostliny
k mnozstvi vody ztracené transpiraci.

Otevienost priducht zavisi na rozdilnosti turgoru ve svéracich a okolnich podptrnych
bunikach (Santrtdek 1998). Otevirani praduchi je dosaZeno zvysenim koncentrace
vody do bunék po jejim koncentraénim spadu. Nahromadénim vody ve svéracich buiikdch
se zvysi turgor, ktery zplsobi otevieni priduchového poru. Zavirani priaduchti je zpisobeno

opac¢nymi procesy, které jsou fizeny jinymi signalnimi drahami (Schroeder et al. 2001).

3 Stabilni izotopy a jejich vyuziti pii vyzkumu funkce priduchi a listu

Svét kolem nas je tvofeny riznymi prvky. Atom prvku se skldda z jadra a elektronového
obalu. V jadfe se nachazi kladné protony a neutralni neutrony, elektronovy obal obsahuje
zaporné elektrony. Prvek je charakterizovan pocétem neutron (neutronové &islo — N),
poctem protontt (protonové Cislo — Z) a jejich souétem (nukleonové Cislo — A), které
se zapisuji 4X. Pocet elektronii je shodny s pocétem protond, pii odtrhnuti ¢ navazani
elektronu se atom prvku méni v kladn€ nebo zaporné nabity iont. Z uréuje dany prvek, ale N
(tedy i A) se muze U rtuznych atomd v ramci prvku liSit. Tyto atomy se nazyvaji izotopy
daného prvku, 1isi se v N (a A), ale Z maji stejné. Izotopy jsou rizné stabilni v zavislosti na
rozdilnosti N. Naptiklad izotopy vodiku 1H a 2H jsou stabilni (polocas rozpadu je u nich
delsi nez 108 let), ale izotop 3H je nestabilni, tedy radioaktivni, a jeho jadro se postupné
rozpada za vzniku radioaktivniho zafeni a premény v jiny prvek (Kvéton 2018).

Pii urovani izotopového slozeni latek se nejcastéji pouziva hmotnostni spektrometrie
améné cCasto také nespecifické metody jako naptiklad katarometrie, refraktometrie,
elektrochemie a hustotové metody ¢i interferometrie a specifické metody jako je plynova
chromatografie, spektroskopie ¢i jaderné metody (Kvétonn 2018). Hmotnostni spektroskopie

je zalozena na méfeni hmotnosti jednotlivych atomi prvku. Hmotnost atomu prvku se lisi
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mezi riznymi izotopy prvku a je ovlivnéna piedevsim poctem protontt a neutroni (klidova
hmotnost elektront je oproti klidové hmotnosti protontl i neutronti ptiblizn€ o 4 fady nizsi).

Pro vyjadfovani izotopového slozeni latek a jejich zmén se pouziva nékolik veli¢in. Jako
prvni se pouzival izotopovy pomér (R), bezrozmérma veli¢ina, kterd udava pomér Cetnosti
mén¢ zastoupeného (minoritniho - asto t€z§iho) izotopu k vice zastoupenému (majoritnimu)
izotopu. Cast&ji je ale pouzivano relativni zastoupeni izotopt (3), které uvadi izotopové
slozeni vzorku (Rvz) vzhledem ke standardu (Rs) a je udavano v %o (Farquhar et al. 1982).

3 = [(Rvz— Rs/Rs] - 1000 Rovnice 1

Kdyz je hodnota & vys$i nez nula, je ve vzorku vice minoritniho izotopu, latka
je 0 minoritni izotop obohacena oproti standardu. Hodnota & vyssi nez nula naopak znamena
ochuzeni minoritni slozky oproti standardu. Jako standardy se dfive pouzivali izotopoveé
homogenni piirodni latky nepodléhajici chemickym zménam. Dnes jsou pouzivany nové
standardy, které maji stejné izotopové slozeni jako ptivodni standardy, pred ndzvem maji
uvadéno pismeno “V*, protoze jsou ulozeny ve Vidni (Kvéton 2018).

Izotopova diskriminace (A) je veli¢ina pouzivana k vyjadieni zmény poméru izotopl
béhem reakce, tedy zmény poméru izotopu pii “pfeméné* reaktantu (R;) v produkt (Rp).
Také je udavana v %o.

A =[(Rr—Rp)/Rp] - 1000 Rovnice 2

Hodnota A vétsi, nez nula znamena ochuzeni produktu oproti reaktantu o minoritni

izotop. Naopak A niz$i, neZ nula znamena obohaceni produktu o minoritni izotop.

3.1 Aplikace analyzy izotopového sloZeni

Analyza izotopového sloZeni byva vyuZivana napiiklad pro sledovani osudi latek
v organismu a jejich pfemén béhem pfirodnich procest. Stabilni izotopy se také vyuzivaji
na znaCeni latek, které jsou jinak S$patné analyzovatelné (pfevazné kvili jejich nizké
koncentraci) a sledovani jejich osudu v riznych chemickych a fyzikalnich procesech.
Uréovani izotopového slozeni se ale vyuziva nejen pro védecké ucely, ale i pro urceni
¢ipotvrzeni autenticity a ptuvodu produkti rostlinného a zivocisného pivodu. Metoda

A4

je zalozena na diskriminaci t&Z§iho '*C izotopu autotrofnimi rostlinami b&hem procesu
fotosyntézy. Mira diskriminace odraZi danou lokalitu, rozsifeni rostliny a zptisobu fixace
uhliku. Zivocichové, tedy i ¢lovek, jsou oproti nim heterotrofni organismy ziskavajici C jen

z organickych latek, predevsim z potravy, tedy z rostlin ¢i z zivoCicht, ktefi ho predtim
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pfijali z rostlin. Podobn¢ jako se lokalné 1i8i obsah téz§iho izotopu C v organismech, se lisi
I obsah téz8ich izotopu dalSich prvki, jako naptiklad kysliku nebo vodiku (Kvéton 2018).
Proto je mozné uréit pomoci izotopového slozeni pivod organickych produkti, jako jsou
syry, vino, lihoviny, Sunka, ale i drogy ¢i cigarety, kontrolovat autenticitu jidla (pfirodni x
syntetické), pivod organickych tkani, jako jsou vlasy, nehty, zuby, rohy a ptivod vzork
zeminy. Zjistovani izotopového slozeni se vyuziva v mnoha odlisnych odvétvich, naptiklad
v kriminalistice ¢i archeologii, také existuji riizné databaze organickych produktd. Vyhodou
je, ze pro izotopové analyzy staCi velice malé vzorky. Pro hmotnostni spektrometrii
je potieba jen 35 - 55 pg ¢istého uhliku ve vzorku (tedy 70 — 110 pg suché rostlinné tkang).
Na druhou stranu ale mtize byt toto malé mnozstvi nevyhodou, protoze se muze projevit

i mala kontaminace vznikla béhem ptiprav.

3.2 Uhlik a izotopova diskriminace v rostlinach

Uhlik (Carboneum — C) je chemicky prvek, ktery tvoti nékolik izotopt. Pfirozené
se vyskytuje jako stabilni izotop 2C (nejhojné&;si, priblizné 98,8%) nebo t&zsi 13C (ptiblizné
1,108% atmosférického uhliku), ¢i jako nestabilni, velice malo zastoupeny, izotop'zC (mén&
nez 0,0000000001%). Uméle byly piipraveny i dal$i izotopy uhliku (napiiklad *%C
s polo¢asem rozpadu 20 minut), které jsou ale velice nestabilni.

Uhlik je zakladnim stavebnim prvkem vsech zivych organismi. Pati mezi bigenni prvky,
které jsou nezbytné pro Zivot. V rostlinném téle je spolu s kyslikem, vodikem a dusikem
naptiklad jako grafit ¢i diamant nebo Casto také jako soucast anorganickych ¢i organickych
slou€enin. Je soucasti litosféry, atmosféry i1 hydrosféry. Hlavnim zdrojem uhliku pro Zivé
organismy je atmosféra. Z atmosféry je uhlik pfijiman rostlinami ve form¢ oxidu uhli¢itého,
ktery musi pro zpfistupnéni dal§im organismim projit fotosyntézou.

Uz koncem 30. let 20 stoleti si fyzici povsimli mensi koncentrace izotopu °C
v rostlinnych tkanich oproti zastoupeni *CO; v atmosféte (Santricek 2018). Rostliny
dochazi v listech ve fotosyntéze (Park and Epstein 1961) konkrétn¢ béhem karboxylacni
reakce a béhem difuze CO z atmosféry pres hrani¢ni vrstvu a priduchy mezofylem
do chloroplastt (Farquhar et al. 1982). Dale si také povSimli rozdilnosti fixace uhliku
u riznych skupin rostlin, diky které dochazi k jeho rozdilné diskriminaci. Rostliny podle

rozdilnosti fyziologicko-biogeochemickych mechanismt fixace uhliku rozdélili na C3, C4
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a CAM rostliny. V roce 1982 Farquhar, O’Leary a Berry (1982) objevili zavislost
diskriminace uhliku na koncentraci CO2 Vv mezibunéénych prostorach listu, ktera
je ovliviiovana difuzi a environmentalnimi faktory jako je svétlo, teplota, salinita a sucho.
Odvodili také vztah udavajici v %o rozdil mezi relativnim zastoupenim izotopu **C
v mezibunéénych prostorach (di) a v atmosfére (da), ve kterém zapoditali vliv parcialniho
tlaku neboli koncentrace CO: v atmosféte (Ca) | mezibunécnych prostorach (Ci) a vliv
tzv. frakcionaénich faktord, diskriminace '*C béhem difuze vzduchem (a, 4,4%o)

a karboxylaéni reakce (b, 30%o) (Farquhar et al. 1982).

_Ca_Ci
8i_8a _C_
a

(b—a) Rovnice 3
Diskriminace uhliku u rostlin je zkoumana dodnes a nachazi uplatnéni i v dal$im

vyzkumu.
Cile prace

1. Sepsat literarni reSersi zabyvajici se vyvojem priduchi na listu dvoudéloZnych rostlin
s dirazem na vliv abiotickych faktori.
2. Otestovat potencialni metodické problémy pii vyhodnocovani pokust zkoumajicich
vyvoj pruduchu a listu:
a. Kdy je spravny ¢as na odebirani otiskil pokozky listu? Vliv stafi listu husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana) a fetichy seté (Lepidium sativum) na SD, Sl a plochu
listu.

b. Zpusob ptipravy vzorki na izotopové analyzy bez hrozby kontaminace.
Prakticka cast

4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

Pro studii vlivu staii rostliny na SD, Sl a plochu prvniho pravého listu byl pouzit
husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) a feficha seta (Lepidium sativum), vyssi, dvoudélozné
rostliny patfici do celedi brukvovitych (Brassicaceae). Rostliny byly péstovany
v zahradnickém substratu. A. thaliana rostl v osmi kulatych kvétinacich s primérem 18,5 cm

a vyskou 3,4 cm piiblizn€ po 20 jedincich v kazdém z nich. Pfibyvajici jedinci byli prubézné
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vytrhavani tak, aby si rostliny v kvétinaci co nejméné konkurovaly o svétlo a vodu a zGstali
zde jedinci, ktefi vykli¢ili jako prvni, tim bylo zajisténo stejné stafi zkoumanych rostlin.
Rostliny L. sativum byly péstovany v deseti kvétinacich se stranou horni ¢tvercové obruby
15,8 cm a vyskou 14 cm.

Péstovani probihalo od poloviny srpna do poloviny zaii. U rostlin byly Minikin i-line
datalogery (EMS Brno) méfici v desetiminutovych intervalech svételné (Photosyntheticly
Active Radiation, PAR), teplotni (T) a vlhkostni (Relative humidity, RH) podminky, které¢
jsou pro A. thaliana shrnuty v Tab. 1 a pro L. sativum v Tab. 2. Primérna délka dne (tedy

doba, kdy PAR>1 umol m2s?) pro A. thaliana byla 11,6 hodin a pro L. sativum 10,7 hodin.

Pro druhou studii, srovnani zptsobu pfipravy vzorkl na izotopové analyzy bez hrozby
kontaminace, byly pouzity rostliny tabaku virginského (Nicotiana tabacum) z celedi
lilkovitych (Solanaceae). Rostliny byly péstovany ve skleniku s nastavenou teplotou
18-25°C (pii vyssi teploté se zapnulo chlazeni, pfi nizsi topeni). Od 6:00 do 18:00 bylo
ve skleniku zapnuté umélé piisviceni, jinak intenzita svételného zafeni odrazela vnéjsi

podminky, béhem vysoké obla¢nosti byla u rostlin pfiblizné v rozmezi 150-200 pmol m? s

Tab. 1: Souhrn svételnych, teplotnich a vlhkostnich podminek u rostlin Arabidopsis tahliana.

Lepidium sativum

medidn Pramér 1. quartil 3. quartil Max

PAR (umol m2s?) 55,7 85,7 4,1 126,0 722,7
RH (%)

den 56,2 56,5 48,2 64,0 83,5

noc 61,2 61,2 54,8 67,7 78,1
T(CO

den 20,0 19,2 16,3 23,4 33,2

noc 17,5 16,6 12,0 21,9 27,1

Tab. 2: Souhrn svételnych, teplotnich a vlhkostnich podminek u rostlin Lepidium sativum.

Lepidium sativum

medidn Primér 1. quartil 3. quartil  Max

PAR (umol m2s?) 8,3 13,0 3,2 22,5 76,6
RH (%)

den 46,3 51,8 39,6 57,8 100,0

noc 91,0 84,0 77,6 100,0 100,0
T(CO

den 20,9 21,2 19,6 22,4 27,6

noc 19,9 20,4 18,8 21,8 27,5
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4.2 Pruduchova hustota a priduchovy index

Praduchova hustota (SD) a praduchovy index (SI) byl zjistovan u rostlin A. thaliana
a L. sativum. Po objeveni prvniho pravého listu (t=0) byly odebirany listy vzdy ze tii
riznych rostlin, z kazdé rostliny byly udélany mikroreliéfovou otiskovou metodu (na list
nanesena tenka vrstva bezbarvého laku, po zaschnuti pfenesena na podlozni sklicko pomoci
pruhledné izolepy) otisky zvlast z horni (adaxialni) a dolni (abaxialni) strany prvniho
pravého listu.

Prvnich pét dni byly listy odebirany kazdy den, poté se perioda odérti prodluzovala
az do dosazeni 35. dne (t=35) (Tab. 3). U A. thaliana byly vzdy odebrany z jedné rostliny
oba pravé listy, jeden z nich byl pouzit pro otisk horni strany listu a druhy pro dolni stranu.
U L. sativum byly od osmého dne po objeveni prvnich pravych listi (diky jiz dostateéné
velikosti listl) otisky horni i dolni strany odebirany z jednoho listu po jeho rozptleni, ¢imz

byly ziskany vice objektivni vysledky.

Tab. 3: Rozvrzeni odbért listd u Arabidopsis thaliana a Lepidium sativum.

Rostlinny
druh
L.sativum| 1|2 |3 |4 |5 |6|8|10|12|14|16 (22|28 |35 -
A.thaliana] 1 (2 | 3 |4 | 5|6 |8 |10|12|14|16 |19 23|29 | 35

Stafi prvnich pravych listt (dny)

SD a Sl bylo pocitano pomoci optické mikroskopie (Olympus BX61). Pokud to velikost
listové plochy dovolovala bylo z kazdého otisku digitdlnim fotoaparatem (750D Cannon) pfi
zvétseni 500x pofizeno pét fotografii s plochou 0,130 mm? zachycujicich neprekryvajici
se mista na listu. Pfi menS$i velikosti plochy listu byla nasniména celd plocha otisku.
Z fotografii byl v programu ImageJ zjistén pocet jednotlivych bun€k. Kvuli problematické
definici a obtizné diverzifikaci meristemoidu (meristemoids - M) a matefskych bun¢k
pruduchtt (guard mother cells - GMC) byly tyto buiky pocitany dohromady jako
nedovyvinuté pruduchové bunky (undeveloped stomatal cells - USC). A matefské bunky
meristemoidd (meristemoid mother cell — MMC), které nejsou na snimcich z optického
mikroskopu vizualné odliSitelné od dlazdicovitych bunék (pavement cells — PVC) byly
zahrnuty mezi dlazdicovité buiiky. Na otiscich tedy byly pocitany dlazdicovité buitky (PVC),
nedovyvinuté priduchové buiky (USC) a vyvinuté praduchy (stomatal cells — SC).
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Zpocti bun€k byla vypoctena hustota SD, hustota PVC, hustota nedovyvinutych
pruduchovych bun¢k USC a SI pro kazdou stranu listu dané rostliny. Hustoty jednotlivych
typtt bunék byly vypoéteny jako pocet danych bunék na jeden mm? plochy listu. SI byl
vypocten podle Rovnice 4, kde SC oznacuje pocet pruduchti, USC pocet nedovyvinutych
priaduchovych bun&k a PVC pocet dlazdicovitych bungk na 1 mm? plochy listu.

SI=SC/(SC+USC+PVC) Rovnice 4

4.3 Plocha lista

Listy A. thaliana a L. sativum, ze kterych byly odebrany otisky, byly oboustrannou lepici
paskou piipevnény na papir a naskenovany do pocitace. V programu ImageJ byla obrazovou

analyzou nasledné zjisténa jejich plocha (mm?).

4.4 Priprava vzorki pro izotopovou analyzu

4.4.1 Kontrola homogenity

Ze tii lista rostliny Nicotiana tabacum byly vyseknuty 4 ter¢iky o praméru 3,5 cm,
s plochou 9,62 cm? (Obr. 3A), které byly vysuseny do konstantni hmotnosti (3 dny, pfi
60°C) arucné namlety Vv achatové tfeci misce (Obr. P1). Achat je mechanicky odolny a
neobsahuje uhlik oproti napfiklad keramickym tfecim miskdm ¢i polypropylenovym
mikrozkumavkam, které jsou vyrabény z fosilnich paliv (ropy) a proto maji vlastni 3C
izotopovy signdl. Hmotnostni spektrometrii bylo zjisténo jejich izotopové slozeni (§*3C),
které bylo srovnano pomoci jednocestné ANOVY, coZ umoznilo zkontrolovat homogenitu

1zotopového sloZeni suSiny listu v rdmci celé plochy listu.

4.4.2 Priprava vzorki pro izotopovou analyzu

Pro kontrolu ptipravy vzorkt pro izotopovou analyzu byly opét odebrany listy z nékolika
rostlin Nicotiana tabacum. Zkazdého listu byly korkovrtem vyseknuty 3-4 terciky
0 priméru 3,5 ¢cm, s plochou 9,62 cm? a jeden teréik s primérem 2,2 cm a plochou 3,80 cm?
(Obr. 3B, C). Terc¢iky byly dany do zvazenych mikrozkumavek dvou odlisnych znacek
Eppendorf nebo Kartel a poté 3 dny suseny pti 60°C do konstantni vahy (Tab. 4).
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Obr. 3: RozloZeni, umisténi na listu a velikost ter¢ikli pro jednotlivé typy izotopovych analyz.
A) RozloZeni vysekl pouzitych pro kontrolu homogenity vzorkd zru¢niho mleti. B) Vyseky pouzité
pro srovnani vlivu doby mleti v mikrozkumavkach Eppendorf, a oznacuje ruéni mleti, tedy kontrolu, b-d se lisi
délkou mleti na kulovém mlynu (30s, 60s, 3 min), ter¢ik e s mensi plochou byl mlety po dobu 30 s. C) Vyseky
mleté v mikrozkumavkach Kartel, ter¢ik a oznauje ru¢ni mleti, teréiky b-c byly mlety na kulovém mlynu
po dobu 30s (b, €) nebo 3 min (c).

Tab. 4: Shrnuti vahy susiny ter¢ika v zavislosti na plose ter¢ika.

suSina (mg)
vzorek | plocha cm? o« smérodatna .
priamér (mg) odchylka median

a 9,61 3,08 0,53 2,99

g b 9,61 3,23 049 | 313
g,_ c 9,61 3,25 0,48 3,13
AT d 9,61 3,11 0,54 3,05
e 3,80 1,20 0,23 1,14

a 9,61 5,01 0,32 5,09

2 b 9,61 4,97 0,52 5,04
gl ¢ 9,61 5,81 0,41 5,86
d 3,80 2,29 0,13 2,30

Po vysuSeni byly vzorky namlety rucné v achatové teci misce nebo na kulovém mlynu
(Retsch MM200, Haan, Némecko) Srozdilnou dobou mleti pfi frekvenci 30 kmitid/s
V polypropylenovych mikrozkumavkach, do kterych byly dany dvé kulicky z nerezové oceli
0 pruméru 3 mm. Srovnani zptisobu mleti vzorkli pro izotopovou analyzu bylo provadéno

dvakrat. Zaprvé byly vzorky mlety v mikrozkumavkach znacky Eppendorf s garantovanou
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vydrzi centrifugace 25000*g. Vzorky (Obr. 3B) byly mlety rizné dlouhou dobu — 30s, 60s
a 3 min (Tab. 5). Zadruhé byly vzorky mlety v mikrozkumavkach znacky Kartel s hor§imi
fyzikalnimi vlastnostmi, kde je garantovana vydrZz pii centrifugaci 11000*g. Byly pouzity
jen krajni doby mleti a to 30 s a 3 min (Obr. 3C, Tab. 5). Pro nasledné porovnani byly jesté
naskrabanim a rozemletim ¢asti mikrozkumavek piipraveny 3 vzorky zkazdého typu
mikrozkumavek (Eppendorf, Kartel). Tak bylo mozné zhodnotit vliv znacky a kvality

mikrozkumavky na moznou kontaminaci vzork.

Tab. 5: Typy mleti pro jednotlivé teréiky, rozmisténi na listu je zobrazeno na Obr. 3.

Tercik mleti 1 - Eppendorf mleti 2 - Kartel
a treci miska tteci miska
b mlynek 30 s mlynek 30 s
c mlynek 60 s mlynek 3 min
d mlynek 3 min mlynek 30 s (mens$i tercik)
e mlynek 30 s (mensi tercik) -

4.5 Izotopové analyzy

U jednotlivych vzorki bylo hmotnostni spektrometrii zjisténo relativni zastoupeni
izotopu °C (813C). Ze suchych, namletych vzorki bylo zabaleno do cinovych kapsli
mnozstvi v rozmezi 690 — 950 ug. Kapsle se vzorky byly v prvkovém analyzatoru (NC 2100
Soil, ThermoQuest CE Instruments, Rodano, Italie) spaleny v proudu kysliku pii 950°C
za vzniku CO,. Pomér *C/*2C byl zaznamenan hmotnostnim spektrometrem (Delta plus XL,
ThermoFinnigan, Bremen, Némecko) propojenym s prvkovym analyzatorem. Relativni
zastoupeni izotopu 2°C (823C) bylo vypoéteno rozdilem izotopového slozeni (pomér 3C/*2C)
vzorku (Rvz) vzhledem ke standardu VPDB (Vienna Pee Dee Belemnite) (Rs) (Rovnice 5).
Meéfieni standardu probihalo se standardni odchylkou mensi nez 0,1 %o.

313C = [(Rvz— Rs)/Rs] - 1000 Rovnice 5

Pro nasledné statistické zhodnoceni, jak moc se izotopovy signal 5!C blizi kontrole
(ruén¢ mlety v achatové treci misce) ¢i izotopovému signalu mikrozkumavky, byla
vypoctena frakce (f) (Rovnice 6). Kde 6.1 je izotopovy signal kontroly, 22 izotopovy signal
mikrozkumavky, dyv izotopovy signal vzorku a f» je frakce vzorku pochazejici z kontaminace

mikrozkumavkou f1 (%o).
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Oy =1f16z1—f2 62 Rovnice 6

Lt+f=1
f — 617_621
2 622_621

4.6 Statistické vyhodnoceni

Pro statistické zpracovani ziskanych dat byl pouzit program Statistica (StatSoft CR).
Homogenita vzorka z ruéniho mleti byla vyhodnocovana jednocestnou ANOVOU, rozdily
v délce mleti a v pouzité mikrozkumavce byly vyhodnoceny dvoucestnou ANOVOU. Pro
nasledné srovnani jednotlivych skupin byl pouzit post-hoc Tukeytv test.

Data ziskand z otiski listl nebyla statisticky zpracovana.

5 Vysledky

5.1 Vliv starnuti listu na SD, Sl a plochu listu

Kdyz se list vyviji a starne, zvétSuje se po urcitou dobu jeho plocha, tvofi se nové buiky
listu a zvétsuji se jiz existujici bunky listu. Tato prace se zabyva vyvojem bunék pokozky,
a to predevsim pruduchii, v zavislosti na stafi a ploSe prvnich pravych listd. Do urcité doby
se vytvaii meristemoidy a z nich priduchy. Po ¢ase uz se pocet priaduchii nenavysuje, builky
listu se dospivanim listu zvétSuji a pruduchy se tim od sebe oddaluji. Neboli zmensuje se
hustota praduchii (SD), tedy pocet priduchti na danou jednotku plochy klesa, dokud se
neustali kone¢na velikost listu a tim 1 jeho SD. U kazd¢ rostliny trva ustaleni velikosti listu
rizné dlouho. Na Obr. 4 je znazornén rust plochy prvnich pravych listd rostlin Lepidium
sativum v zavislosti na starnuti listu, kde je vidét, Ze nejstrméji rostla plocha mezi 6. az 16.
dnem a ustalila se po 22. dnu. Vysledna plocha listii Arabidopsis thaliana (Obr. 4) byla 40x
mensi nez u L. sativum. Listy nejvice rostly mezi 8. az 23. dnem. U obou druhd rostlin
se plocha listlh po 28. dnu zacala snizovat coz mohlo byt zplGsobeno vlivem senescence,
starnuti, sesychani a zkrabaceni listi, ¢imz se po vyrovnani listu pfed nafocenim plocha
opticky zmensila.

Graf porovnavajici mnozstvi nevyvinutych praduchovych (USC), praduchovych (SC)
a dlazdicovitych (PVC) bunék na plochu 1 mm? béhem vyvoje prvnich pravych listi
L. sativum a A. thaliana na adaxialnich a abaxialnich stranach listd (Obr. 5) ukazuje,
ze urostlin L. sativum byla nejvyssi hustota bun¢k na adaxialni strané piiblizné 1,5x vétsi
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nez u rostlin A. thaliana, ale na abaxialni strané se prili§ nelisila. Pocet bun¢k na jednotku
plochy vzdy starnutim listu klesa, coz potvrzuje jiz dfive uvedené, Ze se bunky starnutim

zvetSuji a tim se od sebe oddaluji.
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Obr. 4: Rist plochy prvnich pravych listi v zavislosti na stafi daného listu. A) u rostlin Lepidium sativum,

chybové useCky znazorfiuji smérodatné odchylky plochy listu, dny 0-6 n=6, den 8-35 n=3. B) rostlin
Arabidopsis thaliana v zavislosti na stafi daného listu, chybové ise¢ky znazortiuji smérodatné odchylky plochy

listu, n=6.
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Obr. 5: Graf zavislosti hustoty bunék [mm?] na stati prvnich pravych listd A) adaxidlni strana listu u Lepidium sativum, B) abaxialni strana L. sativum, C) adaxidlni strana

Arabidopsis thaliana, D) abaxialnich strana A. thaliana. Zkratky USC (undeveloped stomatal cells — nevyvinuté priduchové buriky), SC (stomatal cells — praduchové buiiky)

aPVC (pavement cells — dlazdicové bufiky) udavaji typ bunék pro které je hustota zndzornéna. Chybové tseCky znazoriiuji smérodatné odchylky, n=3.
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Bunék priduchové linie, tedy bunék USC (M + GMC) a SC bunék, vznika v poméru
ke vSem epidermalnim bunkam (USC, SC, PVC) nejvice na zacatku vyvoje listdl, coz
ukazuje SI. Hodnoty SI u L. sativum (Obr. 6) jsou lehce vyssi nez u A. thaliana. V obou
ptipadech jsou hodnoty Sl na abaxialni stran€¢ mirné vy$s$i nez hodnoty z adaxialni strany

listu.
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Obr. 6: Zavislost priduchového indexu (SI) na staii listu pro adaxidlni a abaxialni stranu listu

A) u Lepidium sativum, B) u Arabidopsis thaliana. Chybové tsecky znazoriiuji standardni odchylky SI, n=3.
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U L. sativum 4. den piekonala SD hustotu USC na adaxialni i abaxialni strané (detailng&ji
zobrazeno Obr. 7), coz znamena, ze od ¢tvrtého dne vznikalo vice SC nez nové vyvijejicich
se USC, jejichz pocet zacal klesat. Oproti tomu u A. thaliana pickonala SD hustotu USC
na adaxialni strané 8. den a na abaxialni stran¢ az 12. den (detailné&ji zobrazeno Obr. 8).
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Obr. 7: Graf zavislosti hustoty nevyvinutych priaduchovych (USC) a priiduchovych bunék (SC) na staii

prvnich pravych listd u Lepidium sativum A) na adaxialni strané listu, B) na abaxialni strané. Chybové tsecky

znazortiuji smérodatné odchylky, n=3.
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Obr. 8: Graf zavislosti hustoty nevyvinutych priaduchovych (USC) a priduchovych bunék (SC) na staii

prvnich pravych listd u Arabidopsis thaliana A) na adaxialni stran¢, B) na abaxialni strang listu. Chybové

usec¢ky znazoriuji smérodatné odchylky, n=3.

Nasledujici graf (Obr. 9) ukazuje, ze u L. sativum byla uz pti 6% plose zalozena vétSina
priduchi (den kdy SD bylo poprvé vyssi nez hustota USC) na obou stranach listd a pii 63%
kone¢né plochy byly na listech jiz vSechny praduchy vyvinuty. U A. thaliana byla vétSina
priduchi zalozena pti 22% plochy na adaxialni stran¢ a pii 54% plochy na abaxialni strané
listdh, vSechny priduchy byly na abaxidlni stran¢ vyvinuté pii 30% plochy a na adaxialni

stran¢ az pti 55% plochy.

25



80000

A

» @ adaxialni
'0(7‘) 60000 - O  abaxialni T
5
S
S % | o |

a

T 40000 A T
3 ’E" ! = |
= 1

5}

=
-

& 20000 -
3

o} =

Q

o R - Sl
1400
. B
1200 -

) s

2 ® adaxialni

= 0 iaini

- 1000 - abaxialni

<

[3)

o

= 800 -

©

c

2 600 |

S}

3

o

2 400 o

a

b= X

8 200

o

0 ____________________________
0 20 40 60 80 100 120 140

plocha [%]

Obr. 9: Zavislost poétu praducht na plochu prvnich pravych listi na adaxialni a abaxialni strané listt

A) Lepidium sativum a B) Arabidopsis thaliana. Cervena Sipka pro adaxialni a modra Sipka pro abaxialni
stranu listi ukazuji okamzik, kdy byl pocet praduchti (SC) vyssi nez pocet nevyvinutych priaduchovych bun¢k

(USC). Chybové tsecky znazoriuji smérodatné odchylky, n=3.

Porovnani vyvoje priduchi na adaxialni a abaxialni strané ukazuje nasledujici graf
(Obr. 10). U L. sativum doslo k ustaleni SD na adaxialni i abaxialni strané listu 16 dni po
zalozeni listd, nejvyssi SD bylo na obou strandch list 4. den od zalozeni listli. Pfi porovnani
SI (Obr. 6) s SD je zajimavé, ze SI abaxialni strany listd L. sativum piestalo klesat jiz od 6.

dne a hodnoty SI dale oscilovali kolem hodnoty 6. dnu az do konce méteni. U hodnot Sl
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z adaxialni strany listd L. sativum jsem zaznamenala az do 16. dne pokles SI, a poté oscilaci
kolem hodnoty 16. dne.

Oproti SD u rostlin L. sativum se SD u rostlin A. thaliana ustalilo na abaxialni strané listd
az 19. den ana adaxialni stran¢ listd az 23. den (Obr. 10). Nejvyssi SD jsem na adaxialni
strané zaznamenala u A. thaliana uz 3. den, kdezto na abaxidlni strané az 5. den. Zatimco
hodnoty SI u A. thaliana mirn¢ klesaly na adaxialni strané az do konce méfeni, tedy do 35.
dne, na abaxialni strané klesaly do 23. dne a poté okolo této hodnoty oscilovaly (Obr. 6).
Obé¢ rostliny vykazuji na abaxialni strané lehce vys$i poéty priuducht (SD) i SI nez
na adaxialni stran¢.
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Obr. 10: Porovnani hustoty priduchovych bun€k na stati prvnich pravych listli mezi adaxialni a abaxialni

stranou listd A) Lepidium sativum a B) Arabidopsis thaliana. Chybové tsetky znazoriuji smérodatné

odchylky, n=3.
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Obr. 11: Postupny vyvoj bunék epidermis rostlin. Cerné $ipky ukazuji na ptiklady vyvinutych priduchi

(SC), bilé sipky ukazuji piiklady nedovyvinutych priduchti (USC). Cislice 1 zna¢i u viech fotografii stati

prvnich pravych listd 2 dny, &islice 2 zna¢i 8 dni a ¢islice 3 zna¢i 35 dni. Otisky A a B jsou nafoceny
z pokozky L. sativum, pismeno A zna¢i adaxialni a B abaxialni stranu listi. Otisky C a D jsou z pokozky

A. thaliana, pismeno C znaéi adaxialni a D abaxialni stranu listd. Méfitko je u vSech fotografii 0,02 mm.




5.2 lzotopova analyza

Pro spravné vyhodnoceni zpiisobu pfipravy vzorkii na izotopové analyzy bez hrozby
kontaminace bylo potiecba ovéfit izotopovou homogenitu vzorka mezi listy a v ramci
jednotlivych vyiezi lista. Listy byly ruéné mlety v achatové treci misce. lzotopové signaly
d13C vzorkd zriiznych listd se mezi sebou sice lisily (jednocestna ANOVA, p=0,0006),
nicméné izotopovy signal 8'°C vramci jednotlivych vyiezii ze stejného listu (Obr. 3)
homogenni byl (jednocestna ANOVA, p=0,94).

Pii vyhodnocovani zptsobu pfipravy vzorkli na izotopové analyzy bez hrozby
kontaminace byly porovnany izotopové signaly & **C u vzork®i mletych v polypropylenovych
mikrozkumavkach vyrabénych dvéma riznymi vyrobci — Eppendorf a Kartel - pii riznych
dobach mleti (Obr. 3, Tab. 5). Jednotlivé izotopové signaly byly vyneseny do grafu
(Obr. 12).
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Obr. 12: Porovnani &'C v zavislosti na pouzité mikrozkumavce Epp. (Eppendorf), Kar. (Kartel)

a pouzitém zpiisobu mleti. Na ose x jsou uvedeny doby mleti, “kontrola“ znaci vzorky mleté ru¢né v treci
misce, “1/2* znac¢i mensi plochu pouzitého terciku a “epp/kartel* udava izotopovy signal Cisté mikrozkumavky.
Pismena oznacuji statisticky vyznamné (p < 0,05) rozdily mezi jednotlivymi zpusoby mleti. Chybové tsecky

znazoriuji smérodatné odchylky, n=6.

Kvuli vyrovnani (vynulovani vlivu rozdili mezi listy na vysledné vyhodnoceni) rozdila
mezi jednotlivymi listy byl pied statistickym vyhodnocenim spoéten posun 3C tak,
7e kazdy izotopovy signal 513C byl odecten od izotopového signalu prislusné kontroly (mleto
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ruéné v tieci misce). Izotopovy signal 813C byl prikazné ovlivnén dobou mleti vzorku
(dvoucestnda ANOVA, se stupni volnosti 3,40; p=0,000013) a kombinaci doby mleti
s pouzitou mikrozkumavkou (dvoucestna ANOVA, se stupni volnosti 3, 40; p=0,0013).
Post-hoc Tukeytv test ukazal prikazné ovlivnéni vysledného izotopového signalu (p<0,05)
u mleti v mikrozkumavkach typu Kartel (Obr. 12).

Nasledujici graf (Obr. 13) ukazuje, Ze hodnoty posunu &¥C vzorkéi mletych
v mikrozkumavkach Kartel se vice blizi zapornym hodnotam, coz ukazuje na kontaminaci
izotopového signalu vzorku izotopovym signalem mikrozkumavek. Oproti tomu hodnoty
posunu &3C vzorkd mletych v mikrozkumavkach Eppendorf, které maji vyssi garantovanou
vydrz centrifugace, vykazuji jen maly posun 8!3C od izotopového signalu kontroly. Kladné
hodnoty mohou byt zptisobeny velikosti odchylky v ramci chyby méfeni. Graf (Obr. 13)
také ukazuje, Ze mezi hmotnosti suSiny ter¢iki (mg) (Tab. 4) a posunem izotopového
signalu vzorku neni viditelna zavislost, odliSnosti hmotnosti susiny tedy byly dostatecné

malé a neovliviiovali vysledny izotopovy signal vzork.
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Obr. 13: Vliv hmotnosti suSiny teréikéi (mg) na posun &C vzorkl ovlivnénych mletim v odlignych

mikorzkumavkach Referen¢ni osa ukazuje hodnoty kontroly, n=6.
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Zhodnoceni, zda a jak moc se izotopovy signal §'3C blizi kontrole (ru¢n& mlety v tieci
misce) ¢i izotopovému signalu mikrozkumavky bylo provadéno z ptislusnych vypoctenych
frakci. Vysledna frakce izotopového signalu 8°C byla prikazné ovlivnéna dobou mleti
vzorku (dvoucestnd ANOVA, p=0,017) a kombinaci doby mleti s pouzitou mikrozkumavkou
(dvoucestnda ANOVA, p=0,01). Post-hoc Tukeyiiv test ukazal prikazné ovlivnéni
vysledného izotopového signalu (p<0,05) u mleti v mikrozkumavkach znacky Kartel,
konkrétné pti mleti vzorku c (teré¢ik 9,61 cm?, mlety 3 min) a vzorku d (teréik 3,8 cm?, mlety
30 s). Pro nazornost byl z hodnot vytvofen graf, do kterého byly zaznamenany statistické
rozdily mezi jednotlivymi zptsoby mleti (Obr. 14). Oproti tomu pii mleti vzorka
v mikrozkumavkach znacky Eppendorf neukéazal post-hoc Tukeylv test zddné prikazné

ovlivnéni vysledného izotopového signdlu (p<0,05).
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Obr. 14: Porovnani frakce [%] izotopového slozeni vzorku pochazejici z kontaminace mikrozkumavkou

Vv zavislosti na pouzité znacce mikrozkumavky (Eppendorf — Epp, Kartel — Kar) a pouZitém zpasobu mleti.
Na ose x jsou uvedeny doby mleti, “1/2“ zna¢i mensi plochu pouzitého teréiku a “kontrola“ znaci vzorky mleté
ru¢né v tieci misce. Pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily(p<0,05) mezi jednotlivymi zptisoby mleti.

Chybové tsecky znazornuji smérodatné odchylky, n=6.

Naruseni a odér stén mikrozkumavek mletim bylo viditelné u mikrozkumavek Kartel,
které maji mensi garantovanou vydrZ centrifugace. Nejvice bylo poskozeni viditelné po mleti
mensich vzorki. U mikrozkumavek Eppendorf nebylo zaznamenano viditelné poskozeni po

zadném z porovndvanych zplsobli mleti. Porovnani mikrozkumavek Eppendorf a Kartel
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po mleti mensich vzorka (plocha teré¢iku 3,8 cm?) je vyfoceno na nasledujicim obrazku
(Obr. 15).

Obr. 15: Porovnani poskozeni mikrozkumavek Eppendorf (bezbarvé) a Kartel (zluté) po mleti mensich

vzorkil (plocha teréiku 3,8 cm?). Pied vyfocenim spodnich obrazk® byly mikrozkumavky pro lep$i viditelnost

vymyty.

6 Diskuze

6.1 Vliv starnuti listu na SD, SI a plochu listu

Pfi starnuti a vyvoji listu se do urcité doby zvétSuje jeho plocha a tvoii a zvétSuji se bunky
pokozky listu. U kazdé rostliny trva rizné dlouho dospivani listu do faze, kdy se plocha listu
Jiz nezvétSuje, nové pokozkové buiiky se netvoii a jiz vytvoiené bunky uz se nezvétSuji.
Je dulezité pied pouzivanim dané rostliny pro dal$i vyzkum tykajici se vyvoje pokozky listi
a mutaci ovlivilujicich vyvoj, poznat dynamiku vyvoje listd.

V této praci jsem pracovala s rostlinami Arabidopsis thaliana a Lepidium sativum. Oba

druhy jsou bézné dostupné a relativné rychle rostouci rostliny. Rostliny L. sativum byly

32



pro tuto praci vyhodné tim, Ze na listech nemaji zadné trichomy, které¢ leckdy ztézuji
odebirani otiskti pokozky z listi a nasledné pocitani epidermalnich bunék. A. thaliana
trichomy na listech ma ale je to dilezita modelova rostlina, na které byly a jsou zkoumany
rizné mechanismy molekularni genetiky a fyziologie rostlin, jako naptiklad vlivy vné&jsiho
prostfedi na vyvoj celych rostlin i jejich jednotlivych casti. Vliv starnuti listi na jejich
plochu, SI a SD jsem zkoumala na prvnich pravych listech téchto rostlin. U L. sativum
se prvni pravé listy objevily jiZ po Sesti dnech od zasazeni semen, u A. thaliana po dvanacti
dnech. Plocha listi rostla v prvnich dnech pozvolna a poté az do ustaleni strmé&ji. U L.
sativum nejstrmé&ji rostla mezi 6. a 16. dnem, poté se rist mirné¢ zpomalil a po 22. dnu
se plocha vicemén¢ ustalila. U A. thaliana rostla plocha listu nejstrméji mezi 8. a 23. dnem
a poté rust ustaval. U obou druhi rostlin doslo po dosazeni nejvétsi plochy listu k mirnému
pozdgjsich fazich vychazi pramér listové plochy u L.sativum ze tii odebranych listd
auA.thaliana ze Sesti) a variabilitou listli, tomu nasvédcuji relativné velké smérodatné
odchylky (Obr. 4). Variabilita listi mohla byt ovlivnéna environmentalnimi podminkami
naptiklad nehomogennim zafenim ¢i nestejnou vlhkosti zeminy. Kvétinace s rostlinami stali
vedle sebe u zdi, jejiz stin se béhem dne posouval se sluncem, a tedy v dany okamzik nestinil
vzdy vSechny rostliny a zemina na pfimém slune¢nim zafeni vysychala vice (Obr. P2.).

Jak jiz bylo zminéno, béhem vyvoje se tvoii nové a zvétSuji staré epidermalni bunky.
U kazdého druhu rostliny trvad dosaZeni celkového poctu a konecné velikosti bun¢k rizné
dlouho a 1isi se v ramci rostliny mezi adaxialni a abaxialni stranou listu a mezi jednotlivymi
rostlinami daného druhu. Pti porovnani list mezi jedinci je vidét, Ze na zacatku vyvoje listu
jsou pocty bungk vyrazné variabilngjsi coz ukazuji velké smérodatné odchylky (Obr. 5).
U L. sativum se vysoké smérodatné odchylky poctu bunék snizily po tfech dnech od prvniho
odbéru, a tedy variabilita mezi listy v poc¢tu bunék daného typu nebyla jiz tak velika. Oproti
tomu u A. thaliana jsem zaznamenala vysoké smérodatné odchylky po delsi dobu zejména
na abaxialni stran¢ listt. Tato variabilita mohla byt ¢astecné zpisobena rozdilnym statim
listlh v rozmezi hodin, protoZe rostliny jisté nevyklicili ve stejny €as a poté nezacali ve stejny
Cas tvofit prvni pravé listy. Casteéné také mohla byt ovlivnéna tim, Ze jsem neprovadéla
odbéry listi vzdy ve stejny urcity ¢as a lisili se V rozmezi ptl hodin az tfi hodin. U starSich
listh odlisnost stafi v fddu hodin nehrala takovou roli, protoze tvofila Casové mensi procento
Vv zivote listu. Proto je dobré pti porovnavani a zkoumani vyvoje epidermis rostlin pocitanim
SD a Sl pouzivat star$i listy a odliSovat adaxidlni a abaxialni stranu listd. DuleZitost

odliSovani adaxidlni a abaxialni strany listu pro zkouméni a porovnavani SD a SI také
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podporuje napiiklad studie zabyvajici se tmm mutanty u rostlin Arabisopsis thaliana
(Hronkova et al.., 2015). Mutace v genu TMM obecné zvySuje SD na listech rostlin, ale pii
odliSeni stran bylo na adaxialni strané zaznamenano mirné snizeni SD oproti divokému typu
rostlin a na abaxialni strané listu prikazné zvySeni SD oproti divokému typu rostlin.

Pti porovnani riznych praci zabyvajicich se studiem mutanti ve vyvoji epidermis listu
a faktorti ovliviiujicich vyvoj epidermis listu, mé proto prekvapilo, ze ne vzdy je staii listi
odebiranych pro pocitani SD a SI uvadéno (Geisler and Sack 2002). A docela velka ¢ast
praci uvadi a porovnava SD a SI jen pro abaxialni stranu listi (Engineer et al. 2016; Gray et
al. 2000; Kanaoka et al. 2008) Ackoli je trend shlukovani pruduchi ¢i rozdilnost SD a Sl
zpusobeny mutaci vyvoje epidermis patrny iU listh mladSich, je pozorovani efektu
zpusobeného poruchou vyvoje epidermis u starSich listi patrnéjsi a prokazatelnéjsi diky, jiz
zminované, mensi variabilité mezi star§imi listy. Geisler a Sack (2002), kteti zkoumali vyvoj
epidermis na déloznich listech Arabidosis thaliana, uvadéji, ze veék listt je sekundarnim
indikatorem poctu praduchovych bunck na listu, zejména u adaxidlni strany listu. Jako
nejlepsi indikator poctu praducht na listu zminuji pocet vSech bunck listu, zejména pro
abaxidlni stranu listu. Korelace poctu vSech bunck listu a poctu priidduchovych bunék
na adaxidlni strané je nizsi.

V grafech obé¢ rostliny vykazuji na abaxidlni strané mirné vyssi pocty pruduchd, nez
na adaxialni strané (Obr. 10) coz souhlasi s tim, co ve své studii uvadi Geisler a Sack
(2002), kteti zkoumali délozni listy huseni¢ku. Podle jejich vysledki bylo tvofeni prekurzort
pruduchi ukonceno diiv na adaxialni neZz abaxialni stran¢ listu a tim vzniklo na adaxiélni
stran¢ listu mén¢ bunék nez abaxialni stran¢€. Vysledkem toho byly dlazdicovité bunky
na adaxidlni stran¢ déloznich listd véEétsi neZz na abaxialni. V mych vysledcich jsem
nezaznamenala divéjsi ukonceni tvofeni prekurzort priduchti na adaxialni strané lista. Ale
shodné s jejich vysledky jsem zaznamenala vétsi velikost dlazdicovitych bunék na adaxialni
strané prvnich pravych listd L.sativum i A. thaliana, a to pfedev$im u starSich listl
(Obr. 11). Tato shoda muze poukazovat nato, ze tyto mechanismy jsou obecné a funguji

Vv ramci vSech lista rostlin.

6.2 Izotopova analyza

Izotopové analyzy jsou V laboratofich Katedry experimentalni biologie rostlin
Piirodovédecké fakulty pii JihoCeské univerzit¢ hojné¢ vyuzivany K indikaci podminek

vyvoje pruducht, pfedev§im jako indikator koncentrace CO2 v listu. Tento pokus jsem

34



provadéla na zékladé obavy, ze mletim rostlinnych vzorkl na kulovém mlynu pfi piiprave
pro izotopové analyzy, muze dochdzet ke kontaminaci vzorku materidlem ze stén
mikrozkumavek, ve kterych jsou vzorky mlety, a tim k ovlivnéni izotopového signalu 8'3C.
Porovnavala jsem rtzné doby mleti, rizné mnozstvi mletych vzorku a pouzila jsem dvé
odlisné mikrozkumavky od riznych vyrobct. Tento problém byl jiz diive zkouman pro mleti
vzorka dfeva, které ale potiebuje delsi doby mleti, coz mohlo zpusobit vétsi poskozeni
mlecich nadobek a ovlivnéni vysledného izotopového signalu. Ovlivnéni §*3C izotopovych
signalii vzorkl izotopovym signalem nadobek, ve kterych byly vzorky mlety, prokazali
Isaac-Renton, Schneider a Treydte(lsaac-Renton et al. 2016) (2016), kteti mleli vzorky dieva
z Picea abies (smrk ztepily) v mnozstvi 10 mg a 40 mg po dobu 5a 10 minut. Prikazné
ovlivnéni bylo prokazano pro mleti mensiho mnozstvi (10 mg) a delsi mleti (10 min). Oproti
tomu Riechelmann a spol. (2014), kteii mleli vzorky o objemu 5 cm? z dfeva Abies concolor
(jedle stejnobarva) po dobu 3,5 and 8 minut neprokazali zadné ovlivnéni §'3C izotopového
signalu vzorkti. Pro mé vyhodnoceni rtznych zplsobl piipravy vzorkli pro izotopové
analyzy 8'3C jsem pouzivala rostliny Nicotiana tabacum.

Rostliny N. tabacum jsou c¢asto vyuzivany jako modelové rostliny a podobné jako
A. thaliana a L. sativum rostou pomérné rychle. Ale oproti A. thaliana a L. sativum vytvofi
podstatné vice biomasy, coz bylo vyhodné pro vyhodnoceni ovlivnéni izotopovych analyz
zapti¢inénych riznymi zplsoby ptipravy vzorku v ramci jednoho listu. Porovnavala jsem
izotopové signaly 8*3C u vzork mletych v rizném mnozstvi (Tab. 4, Obr. 3), rizné dlouho
(30s, 60s a3 min) v mikrozkumavkach dvou rozdilnych znacek s odliSnou garantovanou
vydrzi centrifugace - Eppendorf (25000*g) a Kartel (11000*g).

Pfed porovnavanim pfipravy vzorkd riznymi variantami mleti jsem ovéfovala
homogenitu izotopového signalu mezi listy a v ramci listt. Jistou malou, ale statisticky
nevyraznou variabilitu izotopového signdlu mezi listy jsem zaznamenala. Distribuce 3C
V ramci listu byla homogenni.

Vysledky porovnani zpusobl pfipravy vzorkli poukazuji na to, ze del$i mleti a mleti
vysledného 8'°C izotopového signalu. Pii delsim mleti dojde snadnéji k vétsimu naruseni
mikrozkumavek, stejné jako pti mleti mensiho mnozstvi vzorku, kdy mleci kulicky vice
meli stacit kratsi doby mleti. Pfi mensim mnozstvi vzorku se také zvySuje riziko,
Ze se V izotopovém signalu projevi men$i zneciSténi, protoze castecky odfené ze stén

mikrozkumavek maji vyS$$i procentudlni zastoupeni na mnoZstvi vzorku nez u vétsich
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vzorkt. U mén¢ odolnych mikrozkumavek je samoziejmé naruseni jejich stén jednodussi,
coz ukazuje Obr. 15. Mira posunu izotopového signalu zalezi také na tom, jaky material
se mele a jak je vzdaleny jeho izotopovy signal od izotopového signdlu mleci nadobky.
U materiala, které jsou blizké svym izotopovym signalem mleci nadobce se kontaminace
ve vysledném izotopovém signalu pfili§ neprojevi, naopak naptiklad u vzorki rostlin pulzné
znadenych oxidem uhli¢itym s nasobné& vy$§im obsahem uhliku *C je rozdil v hodnotach
3'3C mezi mleci nadobkou a vzorkem veliky a projevi se i mala kontaminace. Coz lze
nazorné ukazat na teoretickém piikladu: jako &8C mikrozkumavky pouZiji naméfeny
izotopovy signal mikrozkumavek Eppendorf, tedy -26%o a pro frakci zvolim hodnotu 2%
Pokud by hodnota §!3C rostlinného materidlu byla -31%o, po mleti v mikrozkumavce bych
naméfila hodnotu -30,9%.. Kdybych pouZila znacené rostliny s hodnotou 8C 200%o,
po mleti v mikrozkumavce by byla vyslednad hodnota 195,48%o. Mira posunu signalu tedy

zavisi také na rozdilu v izotopovém slozeni obou materiala.

Zavér

1. Vyvoj pruduchi je ovliviiovan rtiznymi vnéjSimi i1 vnitinimi faktory. Zejména aktualnimi
potiebami, stavem rostliny a environmentalnimi podminkami, jako je svételné zatfeni,
dostupnost vody ¢i koncentrace oxidu uhli¢itého v okolni atmosféfe. Intenzivné
je zkoumano mnoho geni potiebnych pro spravny vyvoj priduchi i okolnich
epidermalnich bunék a efekt ve fyziologii, pokud dojde k jejich mutaci. Koordinace
pfijmu signalu, jeho pfenosu a exprese pro nove¢ se vyvijejici listy je zdsadni pro
ptizpsobeni vyvoje v reakci na environmentalni faktory a jejich zmény. Pies velké usili
zatim neni znamo, ktery z faktori je pro vysledny vyvoje klicovy, ani jakou podobu ma
pfendseny signal.

2a. Ov¢rila jsem, ze pii odebirani otiskl pokozky z listii je dobré pracovat se starSimi listy,
protoze mezi pocty epidermalnich buné€k u mladsich listi je vy$si variabilita. Mezi
rostlinami se doba snizeni vysoké variability a ustaleni poctu bun€k (nejen pruduchovych
SD, SI, také PVC, USC) lisi, ale u obou zkoumanych druhti rostlin se stafim listl
variabilita klesa. Variabilita se opétovné zvySuje s nastupem starnuti a sesychani listu.
Doba ustaleni a variabilita poctu bunék se také 1i$i mezi adaxidlni a abaxidlni stranou
listl, a proto je dobré strany listii odliSovat. Zaznamenana plocha listd rostla zhruba

do 22. dne od zalozeni listi a poté se ustalila. S nastupem senescence, sesychani
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2b.

a krabaceni listh mirn¢ poklesla. Kazdy druh rostlin se ale v zavislosti na vngjSich
podminkach vyviji rizné dlouho, a proto je potieba pied pouzivanim dané rostliny pro
dalsi vyzkum tykajici se vyvoje pokozky listii a mutaci ovlivitujicich vyvoj poznat
dynamiku vyvoje lista.

Pro piedchazeni moznosti kontaminace pii piipravé vzorkil na izotopové analyzy *C
je tieba mlit vzorky na kulovém mlynu v dostate¢né¢ odolnych mikrozkumavkach, zde
se mi ovéfily mikrozkumavky znaCky Eppendorf s garantovanou vydrzi centrifugace
25000*g. Mlit vzorky po nejkratsi potiebnou dobu, protoze delSim mletim muze dojit
k vétSimu poskozeni mleci nadobky coz a vyraznéj§imu ovlivnéni vysledného
izotopového signalu. Také doporucuji mlit dostatecné velké mnozstvi vzorku, jelikoz
vV menSim mnozstvi namleté hmoty se snadné&ji projevi i mensi zne€isténi nebot’ tvoii veétsi
¢ast vysledné namleté hmoty. VZzdy je ale lepsi pfed pouzivanim tohoto zptisobu pitipravy
vzorkd pro izotopové analyzy ovétit, zda ke kontaminaci nedochéazi. To lze naptiklad
porovnanim §*3C vzorkd mletych na kulovém mlynku se vzorky mletymi v nadobé, ktera
je z mechanicky odolného materidlu a neobsahuje ve své struktufe izotopy uhliku

(naptiklad achatova tfeci miska, ¢i kovova mleci nadobka).
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Prilohy

Obr. P2: Uspotadani kvétinaca pii péstovani rostlin A) L. sativum a B) A. thaliana.
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