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Abstrakt

Rostliny jsou denné vystavovany stresu, at’ uz se jedna o ten bioticky, ¢i abioticky. Oba typy
stresu muzeme dale rozdélit do nékolika podskupin. Tato prace je zaméiena na rostlinnou
kutikulu, jeji tvorbu a funkci ve vztahu k rezistenci k abiotickému stresu, mezi jehoz hlavni
faktory patfi sucho a teplo, ultrafialové zafeni, nadmérné zasoleni a zaplaveni, ¢i plisobeni
ozonu a tézkych kovi na rostlinu. Jednotlivé kapitoly jsou zaméfeny na slozeni,
Vyznamna cast prace je vénovana kutinu a kutikuldrnim vosktm, které hraji podstatnou roli
v ochrané rostliny a jejichz struktura je ovliviiovana abiotickym stresem. Nejsou opomenuty
ani fytohormony, pfedevs§im kyselina abscisova, kterd zde ma téz své uplatnéni. V zavérecné
fazi prace jsou zminéni kutikuldrni mutanti v souvislosti s druhy abiotickych strest, na

kterych je ukdzana dulezitost kutikularni vrstvy.

Klic¢ova slova: rostliny, kutikula, osmoticky stres, kyselina abscisova, kutin, vosky

Abstract

Plants are daily exposed to stress, biotic or abiotic. Both of these types can be divided into
several subgroups. This work is focused on plant cuticle, its formation and function in respect
to abiotic stress resistance. The main factors, mentioned in this work, are drought, heat, UV
radiation, excessive salinity or ozone exposure. The individual chapters focus on the
composition, biosynthesis and changes in the build-up construction caused by certain types of
stressors. A significant part is also devoted to cutin and cuticular waxes, which play an
important role in plant protection and whose structure is also affected by abiotic stress.
Phytohormones, especially abscisis acid, which had its application here, are also not omitted.
In the final phase of the thesis, cuticular mutants are mentioned in connection with abiotic

stress types illustrating the role and the importance of the cuticle layer.
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Seznam pouzitych zkratek

ABA kyselina abscisova

ABC transportér ~ ATP-binding cassette transporter

ABH ABA citlivy protein (Abscisic Acid Hypersensitive)
ACP Acyl carrier protein (transportni protein)

ACBP Acyl-CoA-binding protein

BDG Bodyguard protein

bm bezkvéty (bloomless)

BS bunécna sténa

CAM metabolismus tucnolistych rostlin (Crassulacean acid metabolism)
CER eceriferum

CoA koenzym A

CBP pozitivné vézajici protein (cap-binding protein)
DWA Drought-Induced Wax Accumulation

EBL 24-epibrasinolid

ECR Trans-2-enoyl-CoA reduktaza

ER endoplazmatické retikulum

FA mastné kyseliny (fatty acid)

FAE elongdza mastnych kyselin (fatty acid elongase)
FAR fatty acyl-coenzyme A reduktazy

FAS syntaza mastnych kyselin (fatty acid synthase)
GA Golgiho aparat

GC plynova chromatografie (gas chromatography)
gl glossy mutant

GPAT glycerol-3-phosphate acyltransferase

KCR 3-ketoacyl koenzym A reduktaza

KCS 3-ketoacyl koenzym A syntdza

LACS long-chain acyl-CoA syntetaza

LTP lipid transfer protein

MAX2 more axillary growth2 (vice axilarniho ristu)
MS hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)
MEP plastidova draha 2-C-methyl-D-erythritol-4-fosfatu

MYB transkripéni faktor z rodiny myeloblastozy



NCED 9-cis-epoxykarotenoid dioxygenaza

NFXL2 NFX1-LIKE2 gen

PAR fotosynteticky aktivni slune¢ni zafeni
PAS2 3-hydroxyacyl-CoA dehydrataza
PCD programovana bunécna smrt

PM plazmatickd membrana

ROS reaktivni formy kysliku

SHN SHINE protein

SOS Salt-Overly-Sensitive

srf sensitive to freezing mutace

T-DNA Transferova DNA

uv ultrafialové zareni

VLC velmi dlouhy fetézec

VLCFA velmi dlouhé fetézce mastnych kyselin (very-long-chain fatty acid)
WDL Wilted Dwarf and Lethal mutace

WUE efektivita vyuziti vody (water use efficiency)



1 Uvod

Stres je béznou soucasti zivota rostlin. V soucasné dobé jsou na n¢ vSak kladeny ¢im
dal veétsi naroky. To se tyké predevsim kulturnich plodin, jejichz spotieba je stale vyssi, avSak
zivotni podminky ne Upln€ idealni. Dochézi k nadmérnému hnojeni, tudiz se do pidy dostava
prilisné mnozstvi dusi¢nanti. Rostliny jsou téZ vysazovany ve velkém mnozstvi na malych
plochach a za béznych okolnosti, nebyt genetickych modifikaci, by byly nuceny kompetovat
o zdroj slune¢niho zafeni, s ¢imz by souvisely i jejich nizsi vynosy. Aktudlnim problémem
jsou téz globalni zmény podnebi a s nimi spojené vysoké teploty a sucho, na které¢ neni
vétSina rostlin ptizptisobena. VSechny tyto plsobici stresory mizeme rozdélit do dvou skupin,

na stresy biotické — interakce s Zivymi organismy, a abiotické — fyzikalni a chemické povahy.

Vsem témto stresovych faktord se snazi rostlina branit. Jelikoz nemiize z nevhodného
mista odejit, musi si poradit jinak. Stejné jako stresy, mizeme i zplisob obrany rozdéglit do
dvou skupin. Na nahlé ¢i kratkodobé zmény reaguje rostlina aklimaci, nedédicnymi zménami
na urovni fenotypu, které ji umozni preckat neptiznivé podminky. Dal$im zplisobem ochrany
je adaptace. Ta vétSinou zahrnuje modifikaci existujicich gend, jejich ztraty ¢i ziskani gent

novych, je tedy ptikladem evolu¢nich uprav a naslednych zmén (Prochéazka, 1998).

Rostlindm v jejich ochrané napomdha, kromé jiného, svrchni vrstva jejich téla
nachazejici se nad epidermis. Jedna se o kutikulu a s ni spjaté kutikularni vosky. Ob¢ tyto
struktury zamezuji unikani metaboliti z vnitfnich casti rostlin, chrani pfed nadmérnym
vyparem ¢i vnikdnim Skodlivych latek z prostiedi. Plsobenim odliSnych stresori miize
dochazet k expresim danych gend a tim i k modifikaci obou struktur. Ty mohou byt
ovliviiovany kladné, jejich resistence vuci danému stresovému faktoru se tedy zlepsi, ¢i

mohou byt naopak negativni povahy.

Cilem prace je proto poukdzat na dileZitost rostlinné kutikuly, jakozZto nejsvrchné;si
vrstvy nadzemnich ¢asti rostlin, hrajici vyznamnou roli v jejich ochran€ pfed vSemi druhy
strest. Predstavime si hlavni abiotické stresory, s jejichz piisobenim souvisi specifické

modifikace a vlastnosti kutikuly a jejich kompartmentt.



2 Kutikula

Kutikula je anatomicka struktura, které ndlezi mnoho funkci nezbytnych pro zivot
rostlin. Je slozena z kutinu a polymorfnich lipid neboli voski, které se vyskytuji na rozhrani

mezi prostfedim a rostlinou a tvofi hydrofobni bariéru.
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Obr. 1: Schématické zndzornéni struktury rostlinné kutikuly.

Ptevzato a upraveno z (Taiz & Zeiger, 2003).

V literature byl jeji nazev poprvé pouzit roku 1834, a to Alexandrem Brongniartem,
ktery takto oznacil svrchni vrstvu izolovanou z listu zeli. List otaCel ve vodé a nasledné
separovanou kutikulu obarvil sudanovym barvivem, diky ¢emuz zjistil, Ze obsahuje mastné

castice (Riederer & Muller, 2006).

Kutikula se nachazi na vngjSim povrchu epidermdlnich bun€k nadzemnich casti
rostlin. Zde je zaloZzena de novo béhem vyvoje embrya, nasledn€¢ roste soubézné
s rostlinou a slouzi jako bariéra mezi prostfedim a vnitfnimi strukturami rostliny. Béhem
vyvoje se jeji vlastnosti a struktura méni vlivem environmentidlnich a vyvojovych
faktorti a u sekundarné ztloustlych organti je nahrazena korkem. Chrani také pied
sktidci a patogeny, které nevstupuji do rostliny rankami ¢i priiduchy. Bylo vSak prokazano, ze

houbové patogeny jsou schopné narusit strukturu kutikuly pomoci kombinace enzymatickych



degradaci. Produkuji totiz kutinazy, které hydrolyzuji kutinovy polyester a uvoliiuji volné

monomery kutinu (Longhi & Cambillau, 1999; Yeats & Rose, 2013).

Kutikula je charakterizovéana postranni a pficnou heterogenitou. Ta je podminéna tim,
ze na vnéjSim povrchu jsou kutikularni vosky a na vnitfnim polymery kutinu
(Schreiber & Schonherr, 2009). U listu se nachdzi na adaxidlni i abaxialni strané, dodava
formu stomatalnim otvoriim a kryje epidermis buné¢k tvoticich substomatéalni dutiny, byt ne
vSech rostlinnych druhti (Riederer & Muller, 2006). Kutikula a epidermis pienaseji 20 - 40x
vice vody nez CO> (Boyer, 2015). Kutikula pokryvajici praduchy, antiklindlni bunécné
stény a trichomy je vice propustnad vici poldrnim slouc¢enindm, jako jsou ionty a barviva, ve
srovnani s ostatnimi pokrytymi c¢astmi rostlinného téla (Schlegel et al., 2005; Schonherr,

2006).

U trichomt se ¢asto shromazd'uji sekrety, coz mohou byt sekundarni metabolity typu
silic, éterickych oleja, terpenoiddi a dalSich, a uvoliiuji se az po naruseni kutikuly. Tyto
trichomy se nejcastéji vyskytuji u Celedi hluchavkovitych. Mladé organy jsou schopné svou

kutikulu po sekreci regenerovat (Votrubova, 2010).

Kutikula kryje také povrch riznych plodid. Zkoumé se hlavné u ovoce jako je

napiiklad jablko ¢i rajce.

2.1 Kutikularni komponenty
2.1.1 Kutikularni vosky

Nyn¢jsi védeéni o kutikularnich voscich je vysledkem vice nez 80 let vyzkumti. Prvni
zminka pochazi z20. let 19. stoleti, kdy Edith Clenshaw a Ida Smedly-Maclean

izolovali Cs1 alkan n-hentriakontan ze Spenatu (Riederer & Muller, 2006).

Voskova slozka se sklada predevSim z dlouhych fetézci mastnych kyselin (VLCFA)
(C20 — C34), jejichz syntéza probihd v endoplazmatickém retikulu (ER). Déle zahrnuje také
aldehydy, alkany, primarni a sekundarni alkoholy, estery a ketony (Shepherd & Griffiths,
2006; Bernard & Joubes, 2013). SloZeni voskl se miZe ¢astecné liSit béhem ontogeneze, mezi
druhy ¢i vlivem odlisSnych Zivotnich podminek. Ptikladem odlisSného sloZeni béhem
ontogeneze je list kukufice, jehoz kutikula ve fazi semenacku obsahuje az 63 % volného
(C32:0 primarniho alkoholu, zatimco u zralého listu tvoii vétsi Cast estery voskli mastnych
kyselin. (Bianchi et al., 1985). U nékterych druhit mohou byt podstatnymi komponenty
kutikularnich voski 1 rizné sekundarni metabolity, naptiklad pentacyklické triterpenoidy,

flavonoidy a tokoferoly (Jetter et al., 2006, 2018; Yeats & Rose, 2013).
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Vosky lze rozdélit do dvou skupin, které se od sebe kompozicné
1181 - epikutikularni a intrakutikularni. Epikutikuldrni vosky se ukladaji na vné&j$im povrchu
kutikuly a tvofi rozmanité struktury, kterymi mohou byt tyCinky, vldkna, Supiny ¢i zrna
(Votrubova, 2010). V epikutikuldrni vrstvé se nejcastéji hromadi alkany a volné mastné
kyseliny, zatimco v té intrakutikuldrni maji tendenci hromadit se dlouhé fetézce alifatickych
voskovych slozek a primarni alkoholy (Buschhaus & Jetter, 2011). Dale, pod epikutikularni
vrstvou, se nachdzi vlastni kutikula, kterd je tvofena trojrozmérnou kutinovou a kutanovou
matrix s vlozenymi intrakutikuldrnimi  vosky, ve kterych je kutan zakotveny
(Jenks & Hasegawa, 2005). Nyné&jsi stav vyzkumu ukazuje, Ze intrakutikularni vosky, spis nez
ty extrakutikuldrni, jsou hlavnimi determinanty v propustnosti kutikuly. Tvofi se zde systém

dutinek, kterymi voda unika do atmosféry.

Biosyntéza voskll zac¢ina v plastidech epidermélnich bunék de novo biosyntézou
mastnych kyselin C16 nebo C18, které jsou poté pirendSeny do ER. Detailni mechanismus
prenosu mastnych kyselin z chloroplastu do ER zlstava neznamy, stejné jako jejich nésledny
transport z ER na plazmatickou membranu (PM), u kterého ale existuji dvé mozné hypotézy.
Jednou znich je, Ze by mohly byt voskové komponenty piendSeny prostfednictvim mist
apozice ER domén s protoplazmatickou, tedy vnitini (cytosolickou), plochou plazmatické
membrany ptimo do PM. Druha hypotéza tika, ze by mohly byt tyto voskové komponenty
pfepravovany pomoci vezikulll z ER do Golgiho aparatu (GA) a nasledn¢ na PM. Dale museji
projit skrz PM a pfesunout se pies periklindlni bunécnou sténu (BS) do kutikuly. U druhé
hypotézy je jisté castecné zapojeni vezikularniho transportu kutikularnich lipidt z ER do GA
(Kunst & Samuels, 2009; Yeats & Rose, 2013). Existuji i takzvané lipidové transportni
proteiny (LTP), které se nachazeji v bunécné sténé, coz naznacuje, Ze mohou byt zapojeny do
sekrece vosku (Jenks & Hasegawa, 2005). Publikovana data také ukazuji, Ze LTP hraji roli

nejen pii syntéze vosk, ale i suberinu a sporopoleninu (Salminen et al., 2016).

2.1.1.1 Efekt Stirovniku (tzv. Lotus efekt)

U mnoha rostlinnych druhli se vyskytuje tzv. samocistici mechanismus. Nejlépe je
pozorovatelny na listech S$tirovniku, diky CemuZz ziskal tento efekt svlj nazev. Jedna
se o epikutikuldrni mikrostruktury v podobé papil pokrytych voskovymi krystaly a zahybu
kutikuly, které napomahaji ¢iSténi povrchu rostlin. Tento nerovny povrch poskytuje jen malé
kontaktni plochy, které redukuji Van der Waalsovské interakce, jeZ jsou zodpovédné za
pfilnavost vody k plochému povrchu (Nun & Oles, 2002; Ensikat et al., 2011). Timto rostliny

piedchazeji usazovani prachu a necistot, které¢ by mohly brénit pronikani slune¢niho zareni



k rostlin€, a tim zpomalovat fotosyntézu. Moznou roli hraje také pii zbavovani se patogentl,
nez se stihnou namnozit. Tento efekt se dale vyskytuje naptiklad u lichofefisnice
(Tropaeolum), opuncie (Opuntia) ¢i kontryhelu (Alchemilla) (Neinhuis & Barthlott, 1997,
Yeats & Rose, 2013).

2.1.2 Kutin

Tato slozka rostlinné kutikuly tvoii kostru zbylym kutikularnim soucéastem. Zaujima
40-80 % hmotnosti kutikuly a je tvofen polyestery C16 a C18 mastnych kyselin a glycerolu
transportovanych do bunécné stény. Jeho slozeni, a tim padem i vlastnosti kutikuly, se lisi
podle konkrétnich pozadavkd pletiva nebo rostlinnych druhd (Dominguez et al., 2015).
Smérem k vnitini stran¢ kutikuly je kutinovy polymer pravdépodobné kovalentné¢ vazan na

sacharidy vné&j$i stény epidermalnich bunék (Valeska Zeisler-Diehl et al., 2017).

Biosyntéza kutinu neni pfili§ znamd, napiiklad u husenicku rolniho (Arabidopsis
thaliana) se ji musi GCastnit protein Bodyguard (BDG), jehoZz mutanti jsou precitlivéli
vici osmotickému stresu a pii téchto podminkach akumuluji nizsi hladiny kyseliny abscisové

(ABA) (Wang et al., 2011; Jakobson et al., 2016).

Navzdory své vSudypiitomnosti u suchozemskych rostlin neni kutin snadno vyuzitelny
jako primyslovy material. MiZe za to jeho Spatnd rozpustnost a chybéjici teplota tani. Jedna
se tedy o termoseticky polymer. Tento polymer tvofi trojrozmérnou sit’, kterou jiz neni mozné
dale ptetvaret. V poslednich letech vSak bylo vyvinuto nékolik technologii pro ziskdvani
kutinovych monomerti ze zemédélskych odpadi, z kterych by bylo nejlepsi tvotit obalové

materialy. (Heredia-Guerrero et al., 2017).

2.1.3 Kutan

Alifaticky nedegradovatelny  biopolymer, dfive znamy jen =z femenatky
cervené a agave americké, byl izolovan z listové kutikuly nékolika na sucho adaptovanych
rostlin. U vSech téchto rostlin se vyskytuji sukulentni listy se silnou kutikulou a specificky
zpusob prefixace atmosférického oxidu uhli¢itého pro fotosyntézu (CAM). Identifikace
slozeni kutanu byla umoznéna vyuzitim chemické extrakce, nasledované pyrolyzni plynovou
chromatografii (GC) a hmotnostni spektrometrii (MS). U nékterych rostlin obsahoval
napiiklad aromatické slouceniny a vétsi mnozZstvi C31 a C33 n-alkanl. Tyto dlouhé fetézce
alkani a alkeni (az do C33) se ukdzaly byt podstatnou ¢asti struktury kutanu

(Boom et al., 2005).



Pyrolyza fosilnich listi ¢asto ukazuje podobné distribu¢ni vzorce n-alkanti a n-alkenti
jako kutanova pyrolyza. Toto zjiSténi naznacuje, ze kutan je dilezitou soucasti listti fosilnich
rostlin. Tento dikaz dava také najevo to, ze nejde o vzacny biopolymer, ale Ze se jedna
o fyziologickou adaptaci na piezivani sucha. Nem¢l by tedy byt zaméiovan s kutinem, ktery

je polyester, zatimco kutan je uhlovodikovy polymer (Nip et al., 1986; Boom et al., 2005).

2.2 Biosyntéza kutikuly

Kutikula se tvofi jak na vegetativnich castech rostlin, tak na semenech,
kvétech a ovoci (Jessen et al., 2011). Jeji syntéza zafind v ranych stadiich vyvoje rostlin.
Konstantni voskovy pokryv se zacind tvofit v pozdnim globularnim stadiu vyvoje embrya
husenicku, stejn¢ jako depozice kutinu (Tanaka et al., 2002; Szczuka & Szczuka, 2003;
Suh et al., 2005).

Biosyntéza a akumulace kutikuly mohou byt rozdéleny do 4 fazi.

Béhem prvni faze jsou hlavni prekurzory vSech kutikularnich alifatickych slozek
C16 a C18 mastnych kyselin (FA) generovany de novo syntézou v plastidech. Vznik téchto
FA vychézi z dvouuhlikatych jednotek acyl-koenzym A (CoA) a pokracuje sekvencnimi
cykly prodlouZeni, které jsou provadény komplexy syntaz mastnych kyselin (FAS). Kazdy
cyklus zahrnuje 4 reakce: kondenzaci, redukci, dehydrataci a opét redukci. Ve vSech téchto

reakcich je vyuzivan tzv. Acyl Carrier Protein (ACP) jako kofaktor (Borisjuk et al., 2014).

Druhéd faze biosyntetické drahy vosku zahrnuje prodlouZeni C16 a C18 mastnych
kyselin do VLCFA, které jsou slozené z?20 az 34 uhliki. Tyto dlouhé fetézce jsou
syntetizovany v ER komplexem elongaz mastnych kyselin (FAE), jenz katalyzuje cyklické
pfidani dvojuhlikovych skupin, ziskanych z malonyl-CoA. Elongace FA probiha, podobné
jako syntéza mastnych kyselin, ve 4 po sob€ jdoucich reakcich. Prvni z nich je kondenzace
C2 uhlikové ¢asti na acyl-CoA pomoci 3-ketoacyl-CoA syntazy (KCS), nasleduje redukce
KCS meziproduktu pomoci 3-ketoacyl-CoA reduktazy (KCR), tfetim krokem je dehydratace
3-hydroxyacyl-CoA pomoci 3-hydroxyacyl-CoA dehydratazy (PAS2), a nakonec redukce
trans-2,3-enoyl-CoA pomoci trans-2-enoyl reduktdzy (ECR) (Bernard & Joubés, 2013;
Haslam & Kunst, 2013; Borisjuk et al., 2014).

Ve treti fazi se VLCFA modifikuji na hlavni slozky vosku, coz zahrnuje alkoholy,
estery, alkany, ketony a aldehydy. Produkty komplext elongdz, VLCFA-CoA, mohou byt
pieménény na volné VLCFA nebo zpracovany dvéma odliSnymi zptsoby. Jednou moznou

cestou je tvorba alkoholu a dalSi moznosti je tvorba alkanl, coz vede ke vzniku fady
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sloucenin kutikularnich voski (Rowland et al., 2006; Greer et al., 2007; Li et al., 2008;
Rowland & Domergue, 2012; Borisjuk et al., 2014). Dalsi déleni drahy tvotici alkohol ma za
nasledek produkci alkoholu ¢i syntézu alkanli, sekundarnich alkoholl a ketonti s délkou
fetézce mezi 27 a 33 uhliky. Ty jsou hlavni sloZkou voskil u huseni¢ku a nékterych dalSich

druhii (Bernard & Joubes, 2013; Borisjuk et al., 2014).

Nakonec jsou kutinové a voskové komponenty vedeny z ER skrz plazmatickou
membranu az na vnéjsi stranu bunék. Tento mechanismus neni doposud dobte zndmy, je zde
v8ak hned né¢kolik hypotéz. Jednou z nich je G€ast LTP na transportu kutikularnich lipida,
export pomoci heterodimeru ATP-binding cassette transportéru (ABC transportér),
vezikularni transport zprostiredkovany pomoci GA, oleofilni kapky nebo ER kotvici doména
plazmatické membrany (Pollard et al., 2008; Kunst & Samuels, 2009; Borisjuk et al., 2014).

Transport viz obrazek €. 3.

Epikutikularni

voskové kystaly ""!c\

Kutin a
intrakutikulirni

vosky
bunééna =
sténa

Obr. 3: Transport casti kutikuly (Samuels et al., 2008).

2.3 Kutikularni transpirace

Primérni funkci kutikuly byla jiz zmifiovand bariéra mezi rostlinou a prostfedim, dalsi
roli mé jakozto kontrolni mechanis mus transpirace spolecné s priaduchy. Obé¢ tyto struktury
vznikly zfejmé po pfechodu rostlin na sous, byly totiZ nalezeny jiz u nejstarSich dochovanych
fosilii cévnatych rostlin rodu Cooksonia a Rhynia (Votrubova, 2010). Transpirace probiha

nejlépe, pokud tyto dva kompartmenty optimalné spolupracuji. V ptipadé, ze jsou stomata



zaviena, zustdva regulacni funkce na kutikule. Tento vztah byl testovan na listech desitek
rostlinnych druhd. Pfikladem miize byt transpirace listu vinné révy, ktera byla méfena pfi
raznych vodnich potencidlech. Kdyz byl list dehydrovany, kutikuldrni transpirace klesla.
Dehydrataéni ucinek, tedy pokles kutikularni vodivosti vodnich par a sniZeni transpirace
spole¢né s asimilaci, byl imérny poklesu turgoru, coZz naznauje, ze vyména plynl skrz
kutikulu mohla byt ovlivnéna epidermalnim roztahovanim (Boyer et al., 1997). Kutikularni
transpirace muze byt dale ovlivnéna pfitomnosti kfemiku (Si), jenz je ukladan nad
epidermalnimi  buiikkami. Dojde k vytvofeni wvrstvy Si  pod kutikularni  vrstvou
listu a ndslednému sniZzeni kutikularni transpirace (Ahmed et al., 2014). Tato dvojita vrstva se
chova jako by byla sklenéné a snizuje dalsi ptenos ultrafialového (UV) zafeni. Neplati to vSak
obecné. U kukufice Si neovlivituje kutikularni transpiraci listdl, nybrz snizuje tu stomatalni. Ta
je regulovana otevirdnim praduchi, jejich morfologii a hustotou. AvSak ani diky zméndm
v morfologii ¢i hustoté nejsme schopni vysvétlit, jak Si ovliviluje jejich otevirani a s tim

spojenou transpiraci (Gao et al., 2006; Etesami & Jeong, 2018).

LY

Obr. 2: Model vnéjsi &asti kutikuly rostlin a transportu vody skrz ni. Upln& svrchni
cast tvori epikutikularni vosky. Monomery kutinu jsou zde zesitované dibazickymi

kyselinami (Riederer & Schreiber, 1995).

Listy tedy nemohou zcela zamezit ztrdtdim vody, bez ohledu na to, jak tésné jsou
stomata uzaviena, jelikoz kutikula dovoluje prochdzet vodni patfe skrz pomoci difuze,

viz obrazek ¢. 2 (Keller, 2015).

2.4 Kutikula vyskytujici se u ovoce
Jednou z nejzietelngjSich struktur perikarpu plodu rajcete je kutikula s vosky, kterd

lezi vné epidermalnich bunék, stejné jako je tomu u zbylych ¢asti rostliny. Kutikula ovoce je
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velmi podobnd té na vegetativnich organech, avSak ma i1 své odliSnosti. Patii mezi né
napiiklad absence praducht ¢i vétsi tloustka, diky které je snadnéji izolovatelna
(Martin & Rose, 2014). U zralého plodu Casto prortsta az do apoplastu buné¢k lezicich pod ni.
Mnoho pokust souvisejicich s rostlinnou kutikulou se provadi pravé na plodech rajcat, a to
1z toho diivodu, ze rajce je ekonomicky vyznamné (Matas et al., 2011; Yeats et al., 2012;
Vallarino et al., 2017). Dal$im zkoumanym plodem jsou jablka. Vyzkum jejich genomu
naznacuje, ze gen MdSHN3, ktery je transkripénim faktorem pro doménu APETALA2, je
pozitivnim regulatorem tvorby kutikuly u jablek a také je inhibitorem cervenohnédého riistu
(tzv. russet), ktery se projevi Cervenohnédym povlakem na jablku. Toto tzv. russet zbarveni je
vyhradné vysledkem potrhani kutikuly a vytvofeni nepropustné vrstvy peridermu.

(Lashbrooke et al., 2015).

3 Stres
Jedna se o jakykoli environmentalni faktor potencialn€ nepiiznivy pro Zivé organismy

(Kershaw & Levitt, 1973).

Rast a vyvoj rostlin je velice dynamicky. Co se morfologie a fenotypu tyce, jsou
schopné nesmirné rozmanitosti. B&hem Zivota se pfizpisobuji podminkdm prostiedi,
samoziejme do urcité miry. Plsobeni stresu muize vést k absenci rlstu rostliny, pfed¢asnému
dozravani semen a plodi, trvalému poskozeni ¢1 smrti, pokud je ptekroCena hranice tolerance.
VétSina rostlin navic Zije v podminkach, které nejsou optimdlni, coZ jim brani dosdhnout

plného genetického potencidlu pro reprodukci a rst (Mosa et al., 2017).

Stres rozdélujeme do dvou hlavnich kategorii: abioticky a bioticky. Bioticky mtze byt
zpuisoben stresorem v podobé patogenu ¢i zasahu c¢loveéka atd. Abiotickym stresem je
napiiklad nedostatek vody, svétla, minerdlli, kysliku, ¢i naopak piebytek jiz zminéného,
a mnoho dalSich. Rostlina se mlize branit zménou velikosti a polohy listu (jeho natocenim),
rastem do hloubky, tvorbou trichomt ¢i zménou kutikuly (jeji tloustkou a slozenim) a jejich

vosku.

Odhaduje se, Ze praveé kvili neptiznivym podminkam je kaZzdoro¢né ztraceno az 15 %
celosvétovych vynost. Tyto ztraty nejvice pocituji lidé v rozvojovych zemich (Molnar, 2011;

Ashraf et al., 2018).



3.1 Hlavni druhy abiotického stresu, v nichZ je kutikula zapojena

3.1.1 Osmoticky stres

Mezi hlavni faktory osmotického stresu se fadi extrémni teplota, sucho, zasoleni ¢i
nedostatek vody. Béhem pifesunu na sou$ si rostliny musely vici nim vybudovat jistou
toleranci (Chaves & Oliveira, 2004). Ristova odpovéd’ rostliny na osmoticky stres je
charakterizovana nahlou inhibici rustu, nasledovanou zotavenim a aklimatizaci na nové
podminky (Skirycz & Inz¢, 2010). Vodni deficit zptisobi to, Ze rostlina omezi piijem vody,
kvili ¢emuz mohou membrany ztratit své uspotradani, proteiny mohou denaturovat,
chloroplasty ztrati svou fotosyntetickou funkci a €asto jsou také produkovany reaktivni formy
kysliku (ROS). Ty vedou k oxidativnimu poskozeni, které kon¢i naruSenym ristem rostliny.

S osmotickym stresem souvisi pfedevsim rostlinny hormon ABA (Zhu, 2002).

3.1.1.1 Hlavni pri¢iny osmotického stresu
3.1.1.1.1 Zasoleni

Tento typ stresu zpiisobuje nadmémé mnozstvi ur¢itych iontd v ptidé, nejcastéji Na”,
Ca’+, Mg?*, SO4%. Nejhiite vSak plsobi pravé Na'. Rostlina reaguje na zasoleni ve dvou
fazich. Prvni je rychld osmotickd faze, ta zabranuje rtstu mladych listl, a druhd faze je
pomalejsi, iontova, ktera urychluje senescenci zralych listl. V souvislosti se zasolenim se
urostlin mimo jiné vyvinula adaptacni signdlni drdha SOS (Salt-Overly-Sensitive) pro
regulaci 1ontové homeostdzy a tolerance ksoli (Yokoi et al., 2002; Zhu, 2002;

Munns & Tester, 2008).

3.1.1.1.2 Sucho

Jedna se o obdobi bez dest¢ dostatecn¢ dlouhé na to, aby zptisobilo vyznamné snizeni
obsahu pudni vlhkosti a redukovalo rast rostlin (Kalefetoglu et al., 2005). Sucho je ovlivnéno
klimatickymi, agronomickymi a edafickymi faktory a je problémem mnoha rostlin. Trvaly
nebo pfechodny deficit vody, vice nez jakykoli jiny environmentalni faktor, vyrazné zhorSuje
rist a rozvoj rostlin. Kombinace sucha a tepelného Soku vede k potlaceni fotosyntézy,
uzavieni priducht, zlepSeni dychdni a zvySeni teploty listu (Rizhsky etal.,, 2002;

Anjum et al., 2011).

Ptikladem suchych oblasti mize byt oblast Caatinga, ktera lezi ve vnitrozemi
severovychodni Brazilie a ma charakter buSe. Je tvofena fidkym porostem suchomilnych
ketia nizkych stromi, avSak v zavislosti na srazkach se zde nachazi opadavé

lesy a polopoustni krajina, na niz jsou jedinou vegetaci kaktusy. Na tomto Gzemi rostlindm
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nestaci jen epikutikularni vosky, vyuzivaji také stinéni svych listli, nebo se naopak listi Gplné
zbavuji, aby zamezily ztratdm vody. Dal§im ptikladem jsou rostliny rostouci v oblasti
Cerrado, jez je nejvétsim biomem Jizni Ameriky, hned po brazilské Amazonii. Jedna se
o jeden z nejvétSich komplexti savan a lesti s obrovskou druhovou rozmanitosti. Avsak zdejsi
dfeviny nevykazuji zddné znamky nedostatku vody, nebot’ jejich kofeny dosahuji hloubky az
18 metrt a zde uz se voda nachazi. Silna kutikula, sklerofyty a dalsi rysy dfevin z této oblasti
se prisuzuji nedostatku zivin v pidé v kombinaci s periodickymi pozary (Coutinho, 1983;

Salatino, 1993; Oliveira et al., 2003).

3.1.1.1.3 Oxidacni stres

Razné typy abiotickych stresorti vedou k nadprodukci ROS v rostlindch, které pro ni
jsou toxickymi produkty aerobniho metabolismu. Tim mohou poskodit bilkoviny, lipidy,
sacharidy a dokonce DNA, coz nakonec vede k oxidativnimu stresu. Exprese gent,
regulovana ROS, tidi nékolik procest, jako je naptiklad riist, bunécny cyklus, programovana
bunécnd smrt (PCD), ochrana pfed patogeny a signalizace. Je dobfe zndmo, ze organely
s vysoce oxidacni metabolickou aktivitou nebo s intenzivnim elektronovym proudem,
napiiklad chloroplasty, mitochondrie ¢i peroxizomy, jsou hlavnim zdrojem ROS. Mezi hlavni
¢leny ROS rodiny patii volné radikaly a neutrdlni latky, pfikladem je H>O> (Mittler, 2002;
Gill & Tuteja, 2010; Demidchik, 2015). Oxidac¢ni stres mize byt vyvolan také t€zkymi kovy,
které pochazi z primyslovych odpadii a z nadmérného uZzivani pesticida. Jisty potencial pro
zmirnéni tohoto typu stresu vykazuje rostlinny hormon 24-epibrassinolid (EBL). Patfi mezi
brassinosteroidy a jedna se o polyhydroxylovanou steroidni slouceninu hrajici roli pfi regulaci
fyziologickych a vyvojovych procest jako je kli¢ivost semen, reprodukce a senescence

(Shahzad et al., 2018).

Dalsim ptikladem je arzen. Do rostlin vstupuje pomoci fosfatovych transportérti. Jeho
toxicita se muze projevit poklesem ¢i Uplnou ztratou kotfenovych chloupkt, poskozenim
epidermalnich bun¢k a kiliry, rozpadem thylakoidnich membran, a nakonec buné€nou smrti

(Sharma, 2012).

3.1.1.1.4 UV zaieni

Na rostliny denné ptisobi ultrafialové zafeni. To miZeme rozdélit na tfi typy. Prvnim
znich je UV-A svlnovou délkou 315-400 nm, nasledné¢ UV-B zéafeni o vlnové délce
280-320 nm, které je nejbéznéjsi, a nakonec UV-C, to md vlnovou délku méné nez
280 nm a podili se na vzniku ozonu v troposfétre. Fotony UV B/C zafeni maji dostatek energie

k naruSeni chemickych vazeb a mohou tak iniciovat fotochemické reakce. Jejich plisobenim
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muze dojit k poskozeni DNA a inhibici genové exprese. Proto ma v sobé rostlina nékolik
ochrannych mechanismti, které¢ UV-B zafeni absorbuji. Pfikladem jsou antokyany, flavonoidy
¢i vosky na povrchu listd. Tento typ zafeni muze za jistych podminek ionizovat pouze urcité
typy molekul, obecné¢ se tedy za ionizujici zafeni neoznacuje (Taylor et al., 1996;

Jordan, 2002; Kovacs & Keresztes, 2002).

3.1.1.1.5 Ozon (O3)

Ozon vyskytujici se v dolni troposféfe je problémem kvality ovzdusi na vétSing
severni polokoule, plisobi negativné na lidské zdravi a ekosystém. Je povazovan za
sklenikovy plyn, a tedy i za soucast globalni zmény klimatu. Existuje vSak i prospésna vrstva
O3 ve vyssich vrstvach atmosféry (okolo 15-50 km od povrchu Zem¢), kterd absorbuje
Skodlivé ultrafialové zafeni (Krupa et al., 2001; Karlsson et al., 2017). Jeho nadmérnym
pusobenim na rostlinu mize dochazet k fadé¢ biochemickych zmén. Expozice ozonu ma za
nasledek narist rostlinného hormonu etylenu, polyamini a flavonoidi. Bylo vSak prokazéano,
Ze 0zon sam o sob¢ pro plazmatickou membranu skodlivy neni. Degraduje v§ak na superoxid,
peroxid vodiku a hydroxylové radikadly a vytvaii singletovy kyslik béhem reakce
s biologickymi molekulami (Kangasjarvi et al., 1994; Sandermann et al., 1998;

Lustinec, 2003).

3.2 Faktory ovliviiujici zapojeni kutikuly do odpovédi rostlin na abiotické stresy

3.2.1 Kyselina abscisova (ABA)

Jedna se o fytohormon pattici do velké skupiny isoprenoidd, ktery je syntetizovan
v plastidové draze 2-C-methyl-D-erythritol-4-fosfatu (MEP) (Nambara & Marion-Poll, 2005).
V jeho biosyntéze je jednim zhlavnich krok karotenoidni S$tépeni katalyzované

9-cis-epoxykarotenoiddioxygendzou (NCED).

Tento rostlinny hormon hraje kliCovou roli v riznych vyvojovych procesech,
napf. v rozvoji semen, kontrole velikosti organti, uzavirani praducht a stresovych adaptivnich
odezvach na environmentalni podnéty. Dehydratace buné€k béhem zrani semen a vegetativnich
rustovych stadii indukuje zvySeni hladiny ABA (Fujita et al, 2011). Kutikula
zprostfedkovava regulaci biosyntézy ABA a jeji signalizaci béhem osmotického stresu.

Ptfesny mechanismus vSak neni doposud znam (Wang et al., 2011).

Osmotickd  exprese  genl  odpovidajicich na  stres je  regulovana
ABA-dependentnimi a ABA-independentnimi cestami (Yoshida et al., 2014). Existuje mnoho

kutikularnich mutantti, u nichz je snizena biosyntéza této kyseliny béhem odpovédi na
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osmoticky stres. Takovymi ptiklady jsou bdg, lacs2, gpat4 a gpat8 mutanti (viz. dale), jez

mohou piisobit na vykonost ristu béhem plisobeni stresu (Wang et al., 2011).

3.2.2 Sucho a nadmérna teplota

Tolerance vici suchu obecné je slozity jev spojeny s tloustkou kutikuly, jeji voskovou
vrstvou, stomatalni regulaci, kofenovym systémem, hormonalni rovnovahou, antioxidacnim
obrannym systémem, osmotickym piizpiisobenim a udrzovanim obsahu vody v tkanich.
Sucho ma za nasledek naruSeni homeostazy a distribuce iontii v bufice. Rostliny vyuZzivaji
fadu mechanismu, kterymi tomuto stresu odolavaji. Svou roli zde hraji kutikularni vosky.
Mutanti v genech voskll vykazovali zvySené ztraty vody, a tudiz 1 vétsi citlivost na sucho.
Naopak nadmérna exprese téchto genti zpuisobila hojnéj§i mnozstvi voskll a ucinnéjsi
toleranci na sucho (Wang et al., 2003; Pavlova, 2005). Mnoho xerofytnich rostlin, naptiklad
CAM rostliny, zavira priduchy ptes den, ¢imz zamezuji odpafovani vody. Béhem této doby
se u nich tedy ocekava vétsi kutikularni transpirace a silngjsi kutikularni vrstva. U ostatnich
rostlin hraje kutikula, spolecné s trichomy, dulezitou roli pfi odraZeni radiace a také pii

zvySujici se teploté v listech, béhem které dochdzi k poSkozeni fotosyntetickych aparati

(Jenks & Hasegawa, 2005).

3.2.3 Chlad

Kutikula mnoha stalezelenych listnatych stroml v alpinském a jiném chladném
klimatu je méné propustna pro vodu. Tyto modifikace poskytuji ochranu béhem zimnich
mrazl, aby nedochazelo k nadmérné tvorbé krystalkli ledu uvnitt rostlin. Led se nejprve
vytvoii na povrchu listl, nasledné pronika skrz priiduchy, rany nebo praskliny v kutikule, aby
inicioval tvorbu ledovych krystalkii v apoplastu (Jenks & Hasegawa, 2005;
Wisniewski et al., 2014).

3.2.4 Zasoleni

Jak jiZz bylo zminéno vySe, tloustka kutikuly pifi zasoleni souvisi s rostlinnou
transpiraci. V ptdach s velkym mnozstvim soli mély rostliny kutikulu vyrazné silnéjsi, stejné
jako 1 voskovou vrstvu. Ukdazalo se, ze hlavni bariéru tvofi intrakutikularni vosky, a nikoli ty
epikutikuldrni. Napiiklad u rajCete je tato vnitini vrstva voskd tvofena nejen alifatickymi
latkami, ale 1 velkym mnozstvim triterpenoidii. Kutikuldrni transpirace u rostlin vystavenych
NaCl byla nizsi (o 35 %) nez u téch chloridu sodnému nevystavenych. Kromé toho se tento

stres projevuje jako oxidacni stres zprostfedkovany ROS (Acosta-Motos et al., 2017).
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Nekteré rostliny jsou schopné Zit za neustalého piisobeni tohoto stresoru. Sviij rust
udrzuji zvySenim mnozstvi rozpuSténych latek v builkdch, které je nasledované regulaci
turgoru. Zatimco u vétSiny rostlin plsobi kutikula jako bariéra pro vstup soli do bunék
epidermis, u solnicky ptimotské (Suaeda maritima) zabranuje destové vodé ve vyluhovani

soli z bunécnych stén (Hajibagheri et al., 1983; Kosma & Jenks, 2007).

3.2.4.1 Solné Zlazy

Mnoho halofyti ma charakteristické solné zlazy v listech. Jejich roli je odstranovat
znich sal, kdy dojde kjejimu odd€leni od zivych bunék pomoci voskové slozky
(Tester, 2003). Vylucovani témito zldzami je jednim z hlavnich mechanisml pro odstranéni
prebyteénych mineralnich iont z listd. Vnéjsi stény téchto sekrecnich bunék jsou pokryty
kutikulou. Mezi ni a sténou sekrecnich bunék se tvoii malé pory pro vylu€ovani roztoku

(Gorham et al., 1985; Jacoby, 1999).

3.2.5 UV zireni

Dalsi funkci kutikuly je ochrana rostlin pfed UV zafenim. To bud’ odrazeji, nebo
absorbuji fenolickymi slouceninami v kutikularni matrix (Khanal & Knoche, 2017). Tento typ
stresu muze u rostlin vyvolat morfologické zmény, ptikladem je vétsi tloustka kutikuly, jiné
stoceni listl ¢i potladeni rastu. Béhem pisobeni tohoto stresoru na rostlinu maji svou
roli 1 flavonoidy. Ty se vyskytuji v epidermalni bunécné vrstvé listlh a v tkanich, které jsou
citlivé na UV zafeni (Rozema et al., 1997; Jordan, 2002; Hideg et al., 2013). Prvnim
piikladem je pokus provedeny na dfevindch (stalezelenych, opadavych a jedné ovocné
dievin€). Jejich kutikula aktivné zmirfiovala ptisobeni UV-B zéfeni, ale zaroven umoznovala
pronikani fotosynteticky aktivniho slunecniho zafeni (PAR) do fotosyntetickych tkani.
Propustnost se liSila co do druhti. Tropické druhy vykazovaly niz§i propustnost a listnaté
naopak vys$$i miru propustnosti (Krauss et al., 1997). Dalsi experiment byl proveden na
kutikule jablek a rajcat. Zde se opét projevila vyznamna role flavonoidii pii zachycovani UV
zéafeni, predev§im UV-A a UV-B. Flavonoidy se vyskytuji ve vakuoldch epidermalnich
bun¢k, t€sné¢ pod kutikuldrni vrstvou, a béhem dozravani plodid jsou transportovany
z epidermalni vrstvy do kutikuly, kde jsou zacleniovany do kutinu (Laguna et al., 1999;
Solovchenko & Merzlyak, 2003). Na odrazu UV zéfeni se podileji 1 kutikularni vosky, jejichZz
usporadani muze zesilit odraz a rozptyl svétla. Tento vysledek se dal dobfe pozorovat na
rostlinach okurky (Cucumis sativus). UV-B zéafeni ovlivnilo distribuci alkand,
aldehydil a primarnich alkoholi kutikularnich voski, kdy doslo ke zkraceni acylovych fetézci

(Steinmiiller & Tevini, 1985).
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3.2.6 Ozon

Nejvetsi mnozstvi ozonu je zachyceno rostlinnymi praduchy, vici kterym je jeho
kutikularni pfijem zanedbatelny. Nejsvrchnéjsi cast kutikularni vrstvy (neboli jeji vosky) neni
sama o sob¢ prili§ reaktivni vici Os. AvSak na jejim povrchu mohou byt naptiklad soli,
iontové Castice a kondenzované pary, kvili kterym miize dochézet k reakcim s ozonem

(Altimir et al., 2008; Tuzet et al., 2011).

4 Kutikularni mutanti

Rostlinna kutikula je denné vystavovdna riznym druh@m stresu, viz vySe. Plsobeni
téchto stresorti zabranuje spravné tvorbé kutikuly, jejimu ukladani ¢i ji modifikuje. Exprese
rostlinnych genli souvisejici s tvorbou kutikuly a jejimi kompartmenty mulze byt
ovlivnéna i pfitomnosti ABA. Byla provedena fada experimentd, které se zabyvaly reakci
rostlin s kutikularnimi zménami béhem pusobeni abiotického stresu, jemuz byly rostliny
umeéle vystavovany. Témito modifikacemi se budeme zabyvat v dalSich kapitolach, které jsou

rozdeleny podle specifickych kutikuldrnich mutantt.

4.1 Mutace modifikujici kutikulu v souvislosti s druhy abiotického stresu

4.1.1 Acyl-CoA-binding protein (ACBP)

Jedna se o proteiny hrajici dilezitou roli pfi embryogenezi a odpovédi na abioticky
stres u husenicku rolniho. AtACBP proteiny jsou spojovany hned s n¢kolika druhy strest jako
je sucho, chlad, oxidac¢ni stres a stres vyvolany plsobenim tézkych kovl. V této modelové
rostliné se nachazi proteiny AtACBP1-AtACBP6, jejichz lokalizace se lisi.
AtACBP1 a AtACBP2 se nachazi v PM a ER, ale AtACBP3 se vyskytuje v extraceluldrnim
prostoru, AtACBP4 a AtACBPS5 jsou cytosolické proteiny.

Acbpl mutanti maji niz$i hustotu voskovych krystali a je u nich pozorovana
nepravidelnost kutikuldrni membrany na stoncich, coz naznacuje, Ze narusend kutikula je
vysledkem funkéni ztraty AtACBP1. Tito mutanti byli citlivéj$i na pfitomnost olova v Zivném
médiu. Naopak k chladu, byly tyto rostliny tolerantngjsi (Xiao & Chye, 2011). Druhy, jejichz
hustota voskll byla niZ§i, obsahovaly nejen alkany, ale také primarni alkoholy, sekundarni

alkohol C29 a ketony.

Dale se ukézalo, Ze v listech mutantli acbp3 a acbp4 bylo vyrazn€ niz§i mnoZstvi

kutinovych monomert s téz vyraznym snizenim dikarboxylovych mastnych kyselin C16:0,
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C18:1, C18:2. Naopak u mutantu acbp6 nebyla pozorovana zadna zména kutinovych

monomera (Xue et al., 2014).

4.1.2 Mutanti ¢iroku dvoubarevného (Sorghum bicolor)

Byla provedena analyza mutanti bezkvétého (bm) druhu Ciroku dvoubarevného se
zménénou strukturou epikutikuldrnich voski. Ta odhalila mutaci, kterd postihla jak ukladani
kutikuly, tak téchto voski. Rostlinna kutikula mutantniho bm22 byla asi o 60 % tenci a vazila
piiblizné jednu pétinu hmotnosti kutikuly divokého rodiCovského typu. Nizsi mnozstvi
ulozené kutikuly bylo spojeno se zvySenou epidermalni vodivosti pro vodni paru, a tudiz
s vétsi nachylnosti na sucho. Ukazalo se tedy, Ze rostliny bezkvété, stejné jako ty
s redukovanym mnozstvim kvétu, jsou vice nachylné ke ztraitdim vody v disledku zmén
epikutikularni voskové vrstvy (Premachandra et al., 1994; Jenks et al., 1994). Déle jsou zde
nezavisle se vyskytujici genové mutace bm2, bm6 a bm33, véetné¢ bm22, které byly shledany

jako alelické (Jenks et al., 1994).

4.1.3 Kukufi¢ny (Zea mays) mutant glossy6 (gl6)

Gen gl6 se nachézi na tfetim chromozomu. Jeho mutant vykazoval nizsi epikutikulérni
voskovou vrstvu, zvySenou permeabilitu a snizenou toleranci semenack k suchu, na rozdil od
divokého typu. Fenotyp a fyziologickd charakterizace tohoto mutanta ukazaly, Ze se
jedna o typického glossy (lesklého) mutanta kukufice se snizenou akumulaci epikutikularnich
voskll na povrchu listu, coz vede pravé k tomuto lesklému povrchu. Funkéni charakteristika
naznacuje, ze GL6 protein by mohl byt zapojen do intracelularniho transportu
epikutikularnich voskli, coz by mohlo vést k objasnéni procesu, kterym se tyto vosky
dopravuji z mista syntézy od PM. Pokus byl proveden vyluhovanim chlorofylu z listh
semenackd mutantnich rostlin a téz z divokého typu rostlin kukufice, a vysledky ukézaly jiz
vySe zminénou vyssi propustnost kutikuly mutantnich semendckii ve srovnani s listy téch

divokych (Li et al., 2018).

4.1.4 Homologni gen OsGlossyl-3 (OsGL1-3) v ryZi (Oryza sativa)

Gen pro OsGL1-3 se nachdzi na chromozomu 6. Protein se v bunkéach vyskytuje
pfedevS§im na plazmatické membrang. Pokus byl proveden na vyhoncich ryZze v pozdni fazi
kultivace. Pro analyzu ztraty vody byly rostliny dany do naprosté tmy po dobu 10 hodin, tim
se stabilizovala jejich transpirace. Z experimentu vyplynulo, Ze nadmérnd exprese tohoto
proteinu snizuje propustnost kutikuly pro extrakci chlorofylu a zabranuje ztratam vody. To

poukazuje na dulezitou roli OsGL1-3 pii toleranci k suchu. Jeho exprese byla znatelnd
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u klic¢icich semen a pochev listi, naopak nizké v listech a nedetekovatelnd v kofenech. Ve
srovnani s divokym typem vykazovaly rostliny ryze s nadmérnou expresi OsGL1-3 zakrnély
rust, vice krystalizace voskll na povrchu listl a celkové vice voskli na povrchu v dasledku
zmén C30-C32 aldehydt a C30 primarnich alkohol. To naznacuje jistou roli v biosyntéze

kutikularnich voskt (Zhou et al., 2015).

Dalsim ptikladem je glossy 1-2 mutant ryze. U n¢j dochézi ke snizené akumulaci
alkanii, aldehydii a mastnych kyselin. Mutantni rostliny vykazovaly v reprodukéni fazi vyssi

citlivost na sucho a kutikularni propustnost (Bi et al., 2017).

4.1.5 WRKY transkrip¢ni faktor

Transkripéni faktory typu WRKY jsou jedny z nejhojnéjSich u rostlin a jsou zapojeny
do jejich vyvoje a odpovédi na stres. GsWRKY20 patiici mezi jaderné proteiny byl ptivodné
identifikovan jako gen pro stresovou odezvu u sdji lustinaté (Glycine max). Nakonec se
ukéazalo, Zze exprese tohoto genu je indukovdna diky ABA, chladu, zasoleni a suchu.
Nadmérna exprese GsWRKY20 vedla ke snizené citlivosti na ABA béhem kliceni
semen a ristu  semendckii. Ddle bylo u této linie, kterda vykazovala vétsi toleranci
k suchu a niz§i ztraty vody, pozorovéano vice epikutikularnich voskovych krystali a mnohem
siln€j8i kutikula (Luo et al., 2013; Tang et al., 2014). Byl proveden experiment, pii kterém
byly rostliny vystaveny nékolikadennimu suchu, béhem kterého se projevilo vadnuti jak
divokého typu, tak transgennich rostlin. Po opétovném zavlazovani se transgenni linie vratila

rychleji do piivodni kondice. Naopak vétSina listi rostlin divokého typu se nezotavila

vibec a odumiely. Mira pfeziti byla tedy znacné€ vyssi u transgenni linie (Ning et al., 2017).

4.1.6 MYB transkrip¢ni faktor

Jednd se o transkripéni faktor zrodiny myeloblastozy (MYB). Zkoumana byla
epikutikuldrni struktura, sloZeni a transkripéni sit’, zaloZena na tomto transkripénim faktoru,
udvou australskych kultivar pSenice, RAC875 a Kukri, které mély kontrastni vzhled
kutikuly a odolnost vii¢i suchu. Analyzy epikutikuldrnich voskli odhalily, Ze obsah B-diketont
je jednim z hlavnich kompozi¢nich a strukturalnich rozdill mezi témito kultivary. U RAC875
rostlin tvoii B-diketony cca 18 % celkovych voski, u Kukri je toto mnozstvi zanedbatelné.
Béhem sucha zlstal obsah B-diketoni stejné rozdilny, zatimco obsah alkan a primarnich
alkoholli se zvysil u obou odrid. Z toho vyplyva, ze souhra téchto slozek, spiSe nez slozky
samotné, urcuje rozdil v toleranci k suchu mezi kultivary. Béhem rlstu limitovaného vodou se
mnozstvi voskovych krystall mirn€ zvysilo u Kukri, zatim co u RAC875 zistalo stejné.
Nicméné nebyly pozorovany Zadné zmeény téchto krystall. Podobny jev byl pozorovany i
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béhem mirného sucha, to vSak vzrostlo mnozstvi voski u obou kultivart, krystaly opét zlstaly

beze zmény tvaru (Bi et al., 2016).

4.1.6.1 AtMYB41 transkrip¢ni faktor

R2R3-MYB transkrip¢ni faktor AtMYB41, jehoz podrodina je v rostlinach zastoupena
nejvice, je indukovan suchem a zasolenim. Charakteristiky této rodiny byly studovany
u transgennich linii husenicku, které v nadmérné mite exprimuji AtMYB41. Tato nadmérna
exprese AtMYB41, kterd zpiisobila piecitlivélost k suchu, je spojovana s metabolismem
lipidi, expanzi bunécné stény a depozici kutikuly. Nadmérna exprese je doprovazena zménou
exprese genu podilejicich se na biosyntéze kutikuly (Cominelli et al., 2008). To tudiz ukazuje
klicovou funkci AtMYB41 pii ochrané rostlin pied suchem a jejich pfeziti prostiednictvim

priméarniho metabolismu lipidd a tvorby kutikuly.

Tomuto transkripénimu faktoru je také pfifazovana funkce spojend s primarnim
metabolismem uhliku, coz naznaCuje vztah mezi uklddanim kutikuly, toleranci rostlin
k vysouSeni, jakoz i metabolismem uhliku a bunéénych lipidi. V neposledni fad€ hraje tento
transkripéni faktor dulezitou roli pfi biosyntéze suberinu. Experimentem bylo prokazano, ze
nadmérna exprese AtMYB41 zvysila mnozstvi alifatickych monomert suberinu 4.5x, a tudiz

se snizil pocet téch kutinovych (Golldack et al., 2014; Kosma et al., 2014).

4.1.7 NFXL2 (NFX1-LIKE2) gen

U zvifat a vySSich rostlin se nachdzi dva NFXI-like geny. U modelové rostliny
husenicku jsou to NFXL1 a NFXL2. Mutanti nfx2-1 genu maji zménénou permeabilitu
kutikuly. Jeho ztrata u rostlin husenicku mé za nasledek zvySeni hladiny ABA, peroxidu
vodiku, sniZenou stomatalni aperturu a zvySenou toleranci ke stresu. Dale se protein
NFXL2-78 vaze na promotory BDG1 a SHINE1 (SHN1), SHN2, SHN3, a zprosttedkovava
slabsi expresi téchto gent. Siln€jsi exprese BDG1 znamena u mutantnich rostlin nfx12-1
zvySenou akumulaci ABA béhem sucha. Silnéjsi exprese v genech SHNI1, SHN2 a SHN3
muize také zplsobit kutikularni zmény, vcetné niZ§i hustoty praduchi, vétsi kutikuldrni

propustnosti a tim ¢astecné zvysit toleranci vici suchu (Lisso et al., 2012).

4.1.8 Rodina proteini SHINE (SHN)

U suchozemskych rostlin se vykytuji pouze tfi geny SHN spadajici do rodiny
transkripCnich faktori AP2/EREBP. Mutanti téchto genii vykazovali u rostlin husenicku
zajimavé vlastnosti. Listy byly mnohem lesklejsi, zelenéjsi a Sestindsobné se u nich zvysilo

mnozstvi kutikuldrnich voskti. Dal§im rozdilem, oproti divokému typu, byly zkroucené listy.
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To se stalo zejména diky ndsobnému zmnozeni alkani, které tvofily ptiblizn€¢ polovinu

celkového objemu voski.

Analyzy provadéné pomoci chlorofylu a ztrat hmotnosti rostliny ukazaly, Ze nadmérna
exprese téchto genli ma vliv na povrch rostliny. ZvySuje permeabilitu kutikuly, ovlivnila také
mnozstvi trichomti, praduchti a strukturu epidermdlnich bunék. S mensim mnozZstvim
pruduchii nejspiS souvisi praveé snizena transpirace v obdobi sucha a zotavovani rostlin po

pusobeni tohoto stresoru (Aharoni et al., 2004).

4.1.9 Mutace genu WAX2

Tato mutace byla pozorovana opét u modelové rostliny husenicku a vykazovala zde
zmeény v kutikuldrni vrstvé a jejich voscich. Ve srovnani s divokym typem véazila tato kutikula
ze stonku 0 20 % méné, byla o 36 % silnéjsi, mén¢ prihledna a strukturaln¢ dezorganizovana.
Snizilo se téz mnozstvi kutikularnich voskt na listech a stonku, a to o 78 %. Tyto vosky
vykazovaly deficienci aldehydd, alkand, sekundédrnich alkoholl a ketonil, ale naopak vétsi
mnozstvi esterd, primarnich alkoholi a kyselin. Vedle kutikuldrnich zmén se zde objevilo
mens$i mnozstvi stomat na adaxialni i abaxialni stran¢ listl, niz$§i plodnost pfi nedostatku
vlhkosti a zvySena epidermalni permeabilita, kterd je zplsobena zvySenou propustnosti
kutikuly. Piestoze wax2 mutant ma priduchii znateln¢ mén¢, béhem pokusu u néj probihala
stomatélni transpirace normaln€, ve srovnani s divokym typem. Rozdil se projevil béhem
extrahovani chlorofylu z listi a stonktl, které u mutantnich rostlin probihalo rychleji. Geny
WAX2 jsou homologni s CER1 (eceriferum — aldehyd dekarbonyldza), nicméné mutace
v CERI plisobi na vosky, nikoli na kutikuldrni membranu. VSechny tyto strukturalni zmény
jednotlivych ¢asti mutantnich rostlin hraji svou roli pfi toleranci k suchu. Zapfi¢iiiuji mnohem

vétsi vypar vody a tim rostlindm ubiraji na odolnosti (Chen et al., 2003).

Dalsim byl pokus na okurce seté, u které abnormdlni exprese ovliviiovala
tvorbu a ukladani VLC (velmi dlouhych fetézcl) alkani a biosyntézu kutinu. TéZ ji byla

ovlivnéna fertilita pylu (Wang et al., 2015).

4.1.10 Glycerol-3-fosfat-acyltransferaza 6 (GPAT6)

Tato transferdza hraje hlavni roli v biosyntéze vosku u ovoce. Jedna se o mutanta,
ktery zplsobuje nedostatek kutinu, kutikula ma mensi hustotu C16 kutinovych monomert.
U mutantniho ovoce byla pozorovana zména tlousStky kutikuly a jejiho sloZeni, tudiz se
predpoklada, Ze tyto rostliny maji sniZenou odolnost vii¢i suchu. Pokus byl proveden na

plodech rajcat, jejichz fenotyp se projevil lesklymi plody. Dalsim experimentim byly
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podrobeny rostliny husenicku, u nichz vysledky ukézaly, ze GPAT6 se podili na vyvoji
prasniku a na fertilit¢ pylu (Li et al., 2012; Petit et al., 2016).

4.1.11 Eceriferum (CER)

U rostlin husenicku bylo objeveno 11 cer mutantii s dramatickymi zménami ve slozeni
voskli. Jednim z prikladd je mutace eceriferum9 (cer9), ktera zvySuje
mnozstvi 18-uhlikl dlouhych fetézci monomert kutinu. ZvySené mnozstvi vykazovaly také
VLCFA kyseliny lignocerové (C24) a kyseliny hexakosanové (C26), jejichz mnozstvi je
u divokych typti husenicku zanedbatelné¢. Kromé toho vétsi tloustka kutikuly u tohoto
mutanta korelovala s vyssi efektivitou vyuziti vody (WUE) a niz$i transpira¢ni hodnotou,
tudiz je tento mutant popisovan jako hlavni regulator efektivity vyuziti vody

v rostlinach a slouzi k odezvé na stres (Goodwin et al., 2005; Lu et al., 2012; Bi et al., 2017).

Dalsim ptikladem je cerl, jehoz exprese probihd v epidermis nadzemnich
organl a nadmira podporuje biosyntézu dlouhych fetézcii alkanii, a tudiz ovliviiuje reakci
rostlin na abiotické a biotické stresy. Nadmérna exprese ma vSak i své negativum, jimZ je

zvySena nachylnost k bakterialnim a houbovym patogentim (Bourdenx et al., 2011).

4.1.12 MAX2 (More Axillary Growth2)

Protein obsahujici tzv. F-box doménu, ktery reguluje rizné biologické procesy jako je
fotomorfogeneze, signalizace karrikinu (regulatoru ristu), stavba rostlin a jejich senescence.
Max mutantl je hned nékolik (max1, max2...) a vSichni ovliviiuji fenotyp vétveni vyhonkd.
AvSak pouze MAX2, podilejici se na biosyntéze strigolaktonu, mulze ovlivnit
fotomorfogenezi. Kutikula je u tohoto mutanta vyrazné ten¢i nez u divokého typu husenicku.
To koreluje se zvySenou ztratou vody a fenotypem citlivym na sucho. Dlkaz byl proveden
pomoci vyluhovani chlorofylu, jez bylo u max2 mnohem rychlejsi. (Nelson et al., 2011;

Buet al., 2014).

4.1.13 Gen CBP80

Jde o rodinu proteint, které se podileji na zpracovani RNA ovliviujici transdukei
signalu ABA. Jednim z nich je tzv. cap-binding protein 80 (CBP80), té¢Z znamy jako Abscisic
Acid Hypersensitive 1 (ABHI) protein. Jeho inaktivace vede k wuzavieni priducht
hypersenzitivnimu k ABA a snizeni vadnuti béhem sucha (Hugouvieux et al., 2001;
Kowalkowska et al., 2015). Pro studii byla pouzita rostlina bramboru (Solanum tuberosum),
ve které byl umlcen gen CBP8O0 v tetraploidnim kultivaru. U téchto rostlin se projevily

morfologické a fyziologické zmény, které¢ zlepSuji odolnost vic¢i suchu. Na kutikule
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transgennich rostlin se pokus projevil sniZenim poctu mikrokanalkd, jimiz prochazi
voda i slozky extrakutikularnich voskd, a linearni hranici mezi kutikulou a buné¢nou sténou.
Z tohoto experimentu vyplyva, ze kutikularni transpirace zavisi pfedevSim na struktufe

kutikuly (Pieczynski et al., 2013).

4.1.14 Fatty acyl-coenzyme A reduktazy (FAR)

Tentokrat byla pozorovanym objektem pSenice seta (Triticum aestivum), konkrétné jeji
mutant INVSurd#, v jejiz biosyntéze primarnich alkoholii a odpovédi na abioticky stres hraji
roli tfi geny TaFAR (TaFAR2, TaFAR3, TaFAR4). Jejich heterologni exprese ukézala, Ze
jsou odpovédné za akumulaci primérnich alkoholi C18:0 (TaFAR2), C28:0 (TaFAR3), C24:0
(TaFAR4). Konkrétn¢ primarni alkohol C28, jez je produkovan diky TaFAR3, je nejvice
zastoupen ve voskové vrstvé listl pSenice. Tyto exprese byly indukovany chladem,
zasolenim, suchem a ABA, spolecné se zvySenou akumulaci vosku v listech pSenice. Jejich
mnozstvi se zvysilo o 28 %, vCetné nartstu primarnich alkohold o 26 %, a tudiz se vytvoftila
silnd voskova vrstva. Tim se rostlina snazi branit dehydrataci. Hlavni slozkou kutikularnich
voskl téchto transgennich rostlin jsou primarni alkoholy s délkou uhlikového fetézce od C20

do C32 (M. Wang et al., 2016).

4.1.15 Mutant je¢mene eibil

Jednd se o spontanni mutaci nachazejici se v genu HvVABCG31 (Uplny ABC
transportér podrodiny G), jeZ je lokalizovan v okoli centromery tfettho chromozomu. Jejim
hlavnim projevem je mens$i mnozstvi ukladaného kutinu a tudiz tenci kutikula, coz je spjato se
snizenou schopnosti k udrzeni vody. Listy mutantnich rostlin vystavené dehydrataci ztratily
50 % své pocatecni hmotnosti, zatimco u rostlin divokého typu pouze 5 %. Bylo zji§téno, ze
ucinky mutace eibil byly primarné aktivovany CYP450 regulovanymi geny, metabolismem
mastnych kyselin a eventudlné epigenetickymi drahami. Dal$imi projevy této mutace mohou
byt zkroucené listy, trpasli¢i rostliny, niz8i plodnost a opozdéné kliceni. Problém nastava, a je
patrny, v elongacni zoné, ve které ve stejny ¢as dochazi téZ k tvorbé kutinu (Yang et al., 2013;

Zhou et al., 2017).

4.1.16 Gen ryze Drought-Induced Wax Accumulation 1 (DWA1)

Jedna se o gen kodujici velmi velky protein obsahujici vice enzymatickych struktur.
Dwal mutant je defektni v akumulaci kutikularnich voskd béhem sucha. Jejich mnoZzstvi se
sniZilo o necelych 8 %. Mutantni rostliny vykazovaly nizni hodnoty VLCFA a rychlejsi ztraty

vody, naopak nadmérna exprese DWAI mnozstvi VLCFA zvysila. Toto bylo porovnano
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s mnozstvim VLCFA udivokého typu. Niz§i zastoupeni VLCFA pozménilo voskovou

kompozici a vedlo ke zvySeni citlivosti vi¢i suchu (Zhu et al., 2013).

4.1.17 Acyl-CoA syntetazy s dlouhymi retézci (LACS)

Genom husenicku rolniho obsahuje rodinu deviti gend, které tyto enzymy LACS
koduji. Byli zkoumdni mutanti lacs2, kde je LACS2 vyzadovan pro biosyntézu kutinu, a také
lacsl, u kterych byla odhalena uloha v biosyntéze slozek kutikularnich voskt. V obou
piipadech se jednd o ER proteiny. Vyzkum byl téz provadén na dvojitych mutantech
lacs1 lacs2, ktefi nedosahuji svého plného reprodukéniho vyvoje. V tomto piipadé byla
permeabilita kutikuly listd vys§i nez u jednotlivych mutantti. K tomuto zji§téni pomohla
extrakce chlorofylu z listti (pét tydna starych rostlin) ponotfenych do 80% etanolu, barveni
toluidinovou modfi a nakonec pfimé méfeni ztradt vody. Z toho vyplyva, Ze jsou tyto dvojiti

mutanti vice nachylni na sucho (Weng et al., 2010).

4.1.18 Sensitive to freezing 3 (sfr3) mutace

Sekvenovani, mapovani a transgenni komplementace ukézaly, Ze srf3 je missense
(ménici pofadi aminokyselin) mutace v ACCI, esencidlnim genu kédujicim homomerni
(multifunkéni) acyl-CoA-karboxylazu. Tato mutace zplsobuje citlivost na mraz a byla
pozorovana u modelové rostliny husenicku rolniho. ZvySenou citlivosti se projevila rovnéz
mutace genu srf2, jeZ byla zkoumdna opét na této modelové rostlin€. U téchto mutantt,
vystavenych chladu, byla ovlivnéna propustnost kutikuly. Ta propoustéla mnohem vice vody,
coz se projevilo rychlej§im vadnutim rostlin v chladu. Na kvétenstvich sfr3 rostlin rostoucich
v chladu byla také inhibovana depozice vosku a slozky dlouhych fetézci mastnych
kyselin a primarnich alkoholt kutikul listli byly redukovany ve srovnani s divokym typem.
Stejné€ tomu bylo u mnozZstvi alkant, kterych bylo znatelné méné€ nezZ u rostlin divokého typu.
To vSe ukazuje, ze citlivost k mrazu se objevuje kvuli nedostatkim kutikuly, kterd se vyviji

béhem aklimatizace na chlad (Fourrier et al., 2008; Amid et al., 2012).

4.1.19 Wilted Dwarf and Lethal 1 (wdl1) mutace

Jednd se o mutanty kutikuldrni membrany u T-DNA (transferové DNA) znacenych
linii populace ryZze. Byla pouzita metoda T-DNA aktiva¢niho znaceni, béhem kterého jsou
generovany dominantni mutace vlozenim T-DNA nesouci zesilujici elementy (Memelink,
2003). Mohou ovliviiovat 1 epidermis. Na kutikule se mutace projevuji dezorganizovanou
vrstvou epikutikularnich voskovych krystali, u epidermis uspofadanim bunék. Béhem
experimentu bylo zjiSt€éno vice monomerit primarnich alkohold u mutanta, coZ bylo
zpusobeno piedevsim narastem C30 alkoholu (Park et al., 2010).
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5 Zavér
Stres je nedilnou soucasti zivota rostlin, a pravé on omezuje jejich rust a produkci

plodin po celém svét€. Abiotické faktory nuti védce a zemédélce modifikovat rostlinné

struktury, zlepsit jejich Zivotni podminky a tim posilit jejich odolnost a vynosy.

Rostliny se plsobicimu stresu snazi samy branit mnoha zptsoby. Jelikoz nemohou
opustit nevyhovujici stanovisté, vyuzivaji totipotence svych bun¢k a ochrannych schopnosti
svych vnéjsich struktur. Mohou zménit polohu a natoceni listd, ménit tloustku

kutikuly a hustotu kutikularnich voski, tvofit trichomy ¢i indukovat sviij riist do hloubky.

Se vSemi pusobicimi stresovymi faktory souvisi rostlinna kutikula, které byla prace
vénovéana. Piinasi nam ptehled o dosavadnich znalostech a téZ jeji roli béhem piisobeni
abiotického stresu. Byla zde ukéazéna jeji dilleZitost a schopnost piizplisobit se danym
podminkam. At uz se jednalo o nadmérné mnozstvi danych latek v prostfedi, ¢i naopak
nedostatecné. Rozebrana zde byla jeji struktura a komponenty, mezi které patii kutikuldrni
vosky a kutin, biosyntéza, vyskyt, a pfedev§im vyznamna funkce v ochrané rostlin. Uvedeno
zde bylo nékolik typi abiotickych stresovych faktord, které byly predstaveny obecné a rovnéz

ve spojitosti s kutikularni vrstvou.

V zavérecné Casti prace byli predstaveni kutikularni mutanti, jez se projevuji odliSnou
odolnosti rostlin vici abiotickym stresorim. Zminény byly mutace ovliviiujici biosyntézu
kutikuly samotné, ¢i jejich komponentt. Takovym ptikladem mize byt mutant gpat6 a dvojity
mutant lacsl lacs2, ktefi jsou vice nachylni na sucho. Naopak mutanti far a cer bréani
dehydrataci rostlin, a tudiZ vykazuji vy$§i odolnost vii¢i tomuto typu stresu. Dale byly
predstaveny transkripéni faktory zapojujici se do vyvoje rostlin a jejich odpovédi na stres.
Jednim z nich byl WRKY transkrip¢ni faktor, jehoz exprese méla pozitivni vliv na toleranci
k suchu. Dal§im zminénym byl MYB transkripéni faktor, jeZ byl pozorovan v souvislosti
s dvéma rostlinnymi kultivary. Tento experiment ukazal, Ze odolnost na sucho zavisi na
souhfe jednotlivych kutikularnich slozek (alkant, ketonti a primarnich alkohold), nez na
slozkach samotnych. Mutace se mohou také nachéazet v genech pro ABC transportéry, které
jsou s nejvetsi pravdépodobnosti zapojeny do transportu kutikularnich komponenti. Tyto

mutace se projevily niz§i schopnosti rostliny udrzet vodu.

Dosavadni védéni o kutikule vSak neni dostateCné a stale se musi rozvijet. Nebot
klimatické podminky se stale méni a téz 1 vhodna prosttedi pro rast rostlin. Jelikoz kutikula

tvofi nedilnou soucdst ochrany rostlin, mélo by se rozvijet i védéni o ni, a s nim souvisejici
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mnozstvi experimenti a kutikuldrnich modifikaci, které nakonec pfinesou uzitek. Tato
problematika by mohla byt ndmétem pro navazujici diplomovou préci, kterd by pomohla

pfinést nové informace a rozsifit nase védéni.
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