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Abstrakt

Lignin je nezbytnou soucdasti vSech cévnatych rostlin. Novéjsi vyzkumy dokazuji jeho
pritomnost také u nékterych rostlin bezcévnych. Lignin je pro své vlastnosti dilezity pro riist
a vyvoj rostliny, mechanickou odolnost pletiv a také hraje roli v odpovédi na stresové
podminky. Lignin je aromaticky heteropolymer, tvofeny hlavné klasickymi ligninovymi
jednotkami — guajacylem (G), syringylem (S) a p-hydroxyfenylem (H). Ligninové jednotky se
ukladaji v rizném mnozstvi a poméru, coz vede k rozmanité struktuie, a to nejen na trovni
druhové, ale také na urovni jednotlivych orgéant ¢i typti bunék. Rozmanitost ligninu zvysuji
také “netradi¢ni monomery. Lignifikace, tedy tvorba a ukladani ligninu, je slozity a pfesné
fizeny proces, ktery zahrnuje syntézu monolignoltl v cytoplasmé, jejich transport do bunééné
stény a naslednou polymeraci. Procesu lignifikace se ucastni celd fada enzymil a recentni
studie postupné odhaluji mechanismy regulace lignifikace v riznych buiikach rostlinného téla.
Cilem této bakalaiské prace je proto shrnuti poznatkli o vyznamu, syntéze a ukladani ligninu,
déle porovnani mechanismii regulujicich lignifikaci u riznych typa rostlinnych bunck —
cévnich elementli, sklerenchymatickych bun¢k a bunc¢k endodermis. Zajimavé je, ze
lignifikace v xylému probiha ¢astecné bunécné neautonomné. K lignifikaci cévnich elementii
pfispivaji syntézou monolignoli okolni zivé parenchymatické buiiky. Vznik Casparyho
prouzki v endodermis naopak pifedstavuje velmi specificky fizenou lokéalni depozici ligninu

do bunécné stény pouze v misté vznikajicitho Casparyho prouzku.
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Abstract

Lignin is an essential compound of all vascular plants. Recent studies have also shown
its presence in non-vascular plants. Lignin is important for plant growth and development,
provides a mechanical support to plant tissues and is also a major player in the response of
plants to various stresses. Lignin is an aromatic heteropolymer and comprises classical lignin
units — guaiacyl (G), syringyl (S) and p-hydroxyfenyl (H). The amount and ratio of these
lignin units varies among plant species, organs and cell types. Nontraditional monomer units
that can be deposited in lignin also increase the variety of lignin. Lignification, i.e. the
formation and deposition of lignin, is a complex and precisely controlled process involving
the synthesis of monolignols in the cytoplasm, their transport into the cell wall and subsequent
polymerization. A number of enzymes are involved in the lignification process, and recent
studies are gradually revealing the mechanisms of lignification regulation in various cells of
plant body. This bachelor thesis summarizes the knowledge of the importance, synthesis and
deposition of lignin, and also compares the mechanisms regulating lignification in different
types of plant cells — tracheary elements, sclerenchyma and endodermal cells. An interesting
phenomenon of lignification in xylem is the fact that it is partially non-cell autonomous.
Living neighbouring parenchyma cells, which synthesize monolignols, contribute to
lignification of tracheary elements. Conversely, the formation of the Casparian bands in the
endodermis represents a very specifically directed local deposition of lignin into the cell wall

only at the site of the emerging Casparian band.
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1. UVOD

Lignin je po celuloze nejrozsifenéjSim piirodnim polymerem na planeté Zemi (Boerjan
a kol., 2003). Nazev lignin pochdzi z latinského lignum, v ceském piekladu dievo. Ve starsi
literatue se mizeme setkat s ndzvem native lignin nebo protolignin (Brauns, 1952). Pro své
vlastnosti se stal lignin klicovym v obdobi pfechodu rostlin z vodniho prostiedi do prostredi
terestrického. Zajistil diky svym vlastnostem lepsi adaptaci rostlin na nové prostiedi (Boyce a
kol., 2004; Martone a kol., 2009). Lignin se nachazi ve vSech cévnatych rostlinach (Boerjan a
kol., 2003), nov¢jsi vyzkumy vSak dokazuji, ze se lignin nachazi i v nékterych bezcévnych

rostlindch (Martone a kol., 2009).

U cévnatych rostlin se lignin ukladd v rtiznych typech bunék a muize mit vice nez
jednu funkci. Mezi nejvyrazng€jsi funkce patii mechanicka odolnost bunéénych stén, ¢imz je
umoznén rust rostliny do vysky, stabilitu cévnich elementi nezbytnou pro transport vody a
minerdlnich latek po celé rostliné i do velkych vzdalenosti, ochranu pted tézkymi kovy,
patogeny a dal$imi nezddoucimi latkami (Boerjan a kol., 2003; Campbell a Sederoff, 1996;
Fahn, 1990). Lignin je dulezitou soucasti napt. vodivych pletiv, sklerenchymu, osemeni,
endodermdlnich a exodermdlnich Casparyho prouzki (Barros a kol., 2015). Lignin hraje
vyznamnou roli v odpovédi rostlin na stresové faktory, napt. mize dochédzet k indukované

lignifikaci v okoli mista poranéni.

Vodiva pletiva predstavuji nezbytnou c¢ast suchozemskych cévnatych rostlin,
vzhledem k jejich schopnosti transportovat vodu, organické a anorganické latky po celém téle
rostliny. Vodiva pletiva jsou tvofena dfevni a lykovou ¢asti, xylémem a floémem. Xylém
zajistuje transport vody a mineralnich latek z kofene do prytu, floém zajiStuje transport
asimilatd (latek vzniklych fotosyntézou) z mista zdroje do mista spotfeby. (Fahn 1990;
Votrubova 1997). Lignin je klicovy v sekundarnich buné¢énych sténach xylému, kde zajistuje
vysokou pevnost a odolnost téchto buné€k, coz je nezbytné pro jejich schopnost zajistit

xylémovy tok (Boyce a kol., 2004).

Sklerenchym slouzi diky lignifikaci bunéénych stén jako mechanicka opora predevs§im
u zékladnich rostlinnych pletiv, nalezneme ho vSak 1 ve vodivych a krycich pletivech.

Vyskytuje se ve formé& sklerenchymatickych vlaken nebo sklereid (Fahn 1990).

Velmi specidlni typ lignifikace predstavuji Casparyho prouzky, které se nachazeji
v kotenové endodermis (v nékterych piipadech i exodermis) cévnatych rostlin. Endodermis je

nejniternéjsi vrstva primarni kiry a obklopuje stfedni valec — stélé, ve kterém se nachdzeji



vodiva pletiva. Exodermis je wvn&j§i vrstva primarni kiry. Casparyho prouzky jsou
lignifikované, popfipad¢ suberinizované, oblasti bunéénych stén endodermalnich
(exodermalnich) bunék, které tvoti efektivni apoplastickou bariéru (Enstone a Peterson, 1997;

Perumalla a Peterson, 1986).

Tato bakalatska prace si klade za cil struéné shrnout dosavadni poznatky o struktufe a
syntéze ligninu v cévnatych rostlinach. Jako hlavnim cilem se pak zabyvd mechanismy
lignifikace u raznych typt rostlinnych bun¢k — predevsim cévnich elementl, sklerenchymu a
endodermalnich bun¢k s Casparyho prouzky. Dale popisuje indukovanou lignifikaci a

okrajov¢ predstavuje lignin v jeho evolu¢nim kontextu.

2. LIGNIN

2.1 Struktura ligninu

Lignin je hydrofobni, racemicky, aromaticky heteropolymer. Lignin se oznacuje jako
heteropolymer z divodu jeho nepravidelné struktury. U ligninu nenalezneme pevnou
strukturu, ani pravidelné opakujici se tseky. Jak shrnuje Boerjan a kol., (2003), hlavnimi
stavebnimi kameny ligninu jsou ligninové prekurzory nazyvané monolignoly. Jsou to nestalé,
toxické latky, které rostliny nemohou ukladat ve velkém mnoZstvi a musi je stabilizovat
glykosylaci fenol-hydroxylové skupiny (Whetten a Sederoff, 1995). Monolignoly jsou tfi
hydroxyskoticové (hydroxycinnamyl) alkoholy, které¢ se od sebe liSi stupném metoxylace:
koniferylalkohol (M1G coniferyl alcohol), sinapylalkohol (MI1S sinapyl alcohol) a p-
kumarylalkohol (M1H p-coumaryl alcohol) (obrdzek ¢. 1) (Boerjan a kol., 2003; Campbell a
Sederoff, 1996). Koniferylalkohol obsahuje jednu -arylOCHs skupinu, sinapylalkohol
obsahuje tyto skupiny dvé, a p-kumaryalkohol neobsahuje Zadnou (Davin a Lewis, 2005).
Monolignoly vytvateji ligninové podjednotky, které se nazyvaji guajacyl (G), syringyl (S) a
p-hydroxyfenyl (H) (Boerjan a kol., 2003). Dale se také mohou do ligninu inkorporovat jiné
latky nez jen monolignoly, naptiklad hydroxyskoticové aldehydy, hydroxyskoticové kyseliny,
dihydrokoniferyl alkohol, ferulatové monolignoly a dal$i (Zhao, 2016). Diky tomu vznika ve
vysledném polymeru zna¢na rozmanitost. Za zminku dale stoji i neddvno popsany
homopolymer caffeoyl alkoholu — C jednotky, které se nachazi napt. u Vanilla planifolia nebo
u nékterych Cactaceae (Chen a kol., 2012)



Jak shrnuje Vanholme a kol., 2010, struktura, mnozstvi i1 slozeni ligninu se lisi
v zavislosti na rostlinném druhu. DalSimi faktory mohou byt riistova faze, ve které se dana
rostlina nachézi, vek rostliny, neptiznivé podminky okoli, a dalsi. Druhové rozdily nachézime
1 vpoméru ligninovych jednotek. Nahosemenné rostliny (Pinophyta) maji lignin slozeny
pievazné z G jednotek, pouze ojedinéle se u nich mohou vyskytnout H jednotky. S jednotky
se u nich nevyskytuji vibec (Creighton a kol., 1944). Zvlastni ptipad vSak tvofi jinan
dvoulalo¢ny (Ginkgo biloba), ktery fadime k nahosemennym. U jinanu byla objevena draha
k syntéze S — jednotek, ale pouze v bunécné kultuie, nikoliv celistvych rostlinach (Novo Uzal
a kol., 2009), pfestoze u ostatnich nahosemennych tato draha chybi (Creighton a kol., 1944).
U krytosemennych rostlin (Magnoliophyta) se lignin skldda z G a S jednotek, obsah G
jednotek se pohybuje okolo 35-49%, obsah S jednotek okolo 40-61% a stopové mnozstvi H
jednotek. Travy vSak obsahuji vétsi mnozstvi H jednotek, a to okolo 4-15% H jednotek
(Kumar a kol., 2016; Vogel, 2008). Kaprad'orosty (Monilophyta) obsahuji jednotky H a G.
Preslicky (Equisetophyta) a Dennstaedtiaceae, které také patii do skupiny kaprad’orosti,
obsahuji navic jesté jednotky S. Plavuné (Lycophyta) obsahuji jednotky H a G, avSak tfida
vraneckl (Selaginellopsida) obsahuje navic jednotky S (Jin a kol., 2005). Struktura, mnozstvi
1 slozeni ligninu se také muze liSit v riznych typech bun€k v rostliné (Donaldson, 1994).
Napriklad u smrku ¢erného (Picea mariana) bylo zjisténo, ze hlavni sloZzkou stfedni lamely
jsou H jednotky, naopak G jednotky jsou vice zastoupeny v sekundarnich bunéénych sténach

xylému (Whiting a Goring, 1982).

OH OH OH
OCH4 H,CO OCH,
OH OH OH
p-kumarylalkohol koniferylalkohol sinapylalkohol

Obr. 1: Hydroxyskoticové alkoholy — p-kumarylalkohol, koniferylalkohol a sinapylalkohol

Ptevzato a upraveno z: Hatfield a Wermerris (2001)



2.2 Lignin v evolu¢nim kontextu

Diikazy o metabolismu monolignoli a jejich syntéze v rané terestrickych rostlinach
potvrzuji fakt, Ze lignin byl klicovy v dobé pied 480 — 360 miliony let, pii procesu piechodu
rostlin z vodniho do terestrického prostfedi (Kenrick a Crane, 1997). Molekularni
fylogenetickéd data naznacuji, Ze se suchozemské rostliny vyvinuly ze streptofytnich fas (De
Vries a Archibald, 2018). U odvozenéjSich zastupcti souCasnych streptofytnich tas byly
detekovany ligninu podobné komponenty. Konkrétné u nékolika zastupcii rodu Coleochaeta
byly imunodetekci i1 biochemickymi metodami detekovany ligninu podobné polymery
vznikajici radikadlovou polymeraci hydroxyskoficovych alkoholt (Serensen a kol., 2011). U
bazalngjsich streptofytnich tas (napt. u Klebsormidium flaccidum) pak byly nalezeny ortology
fenylalaninamoniaklyazy, tedy kli¢ového enzymu stojiciho na zacatku fenylpropanoidni drahy
vedouci k syntéze monolignolii. Je tedy pravdépodobné, Ze stavba bunécné stény a vyskyt
ligninovych polymert byla klicova pre-adaptace pro evoluci suchozemskych rostlin z této

skupiny tas (Serensen a kol., 2011).

Drtive platila predstava, ze lignin byl evolu¢ni novinkou jen cévnatych rostlin a jejich
predchiidci, a dnes se naléza pouze v této skupiné rostlin. Recentné vsak byl detekovan pravy
lignin u Calliarthron cheilosporioides zkmene ruduch. V této ruduSe byla objevena
sekundarni bunécna sténa a vSechny tfi ligninové jednotky (H, G a S). Zde ma lignin
nejpravdépodobnéji ochrannou funkei proti mikroorganismiim a proti UV zéfeni. Toto zjisténi
piineslo mnoho dalSich otazek ohledné konvergentni evoluce (Martone a kol., 2009).
Konvergentni evoluce oznacuje takovy druh evoluce, kdy se u nepfibuznych organismu

tlakem okoli mohou vyvinout stejné komponenty.

Daéle 1ze zminit evoluéné nejmladsi vyssi rostliny, které nemaji vyvinuté pravé cévni
svazky, a to jsou mechorosty (Bryophyta). PfestoZze nepanuje jednoznacnd shoda o
fylogenetickych vztazich mezi cévnatymi rostlinami (Tracheophyta) a jednotlivymi
skupinami mechorostl (hleviky, jatrovky a mechy) (Puttick a kol., 2018), Ize obecné fici, ze
se u mechorostll nenachézi pravy lignin (Weng a Clint, 2010). Hromadi se pouze flavonoidy a
lignany — dehydrodimery monolignolti (Basile a kol., 1999; Cullmann a Becker, 1999; Takeda
a kol., 1990). Je vSak zajimavé, ze konkrétné u Physcomitrella patens miizeme nalézt ortology
vSech enzymi potiebnych pro syntézu p-kumarylalkoholu a koniferylalkoholu, jak shrnuji
Weng and Clint 2010. Konkrétn€ byly nalezeny napiiklad ctyfi ortology 4CL (4-
kumarat:koenzymA-ligaza) (Silber a kol., 2008).



Recentni prace tymu Renault a kol. (2017) navic ukazuje, ze pre-ligninova draha je u
Physcomitrella patens nezbytné pro spravny vyvoj rostliny. Tato prace se zamétuje na tvorbu
kutikularnich biopolymerti u P. patens, které vznikaji drédhou kyseliny askorbové a jsou pro P.
patens nezbytné. V jedné z Casti této drahy dochdzi k preméné kyseliny threonové na p-
kumaroyl-CoA, nasleduje pfeména na p-kumaroyl-threonat az ke caffeoyl-threonatu, a to diky
enzymu zrodiny CYP98 (patfici mezi cytochrom P450 dependentni monooxigenazy).
Kone¢nym produktem této drahy jsou kutikularni biopolymery. U krytosemennych rostlin
probihd fenylpropanoidni drédha (popsana podrobné v nasledujici kapitole) zacinajici
kyselinou Sikimovou, dale se v této draze nachazi p-kumaroyl-CoA, ktery je diky enzymu
rodiny CYP98 ménén na p-kumaroyl-Sikimat. Cely proces je zakonceny ligninem. Vyskyt

enzymu ze stejné rodiny prokazuje blizkost téchto drah (Renault a kol., 2017).

Gen PpCYP98 je u P. patens exprimovan ve vyvijecich se gametoforech,
reprodukénich  organech, embryich a sporofytech. Mutace vgenu PpCYP9S
zpusobuje preruseni drahy kyseliny askorbové, tudiz nedojde k tvorbé kutikularnich
biopolymerii, coz vede k neschopnosti rist do vySky a vyraznym deformacim ve vyvoji

gametoforil (obrazek ¢. 2) (Renault a kol., 2017).
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Obr.2: Vzhled Physcomitrella patens

polymert — rostliny divokého typu (A,
B); Physcomitrella patens s narusenou

defekty ve vyvoji gametofort (C, D)

Prevzato a upraveno z: Renault a kol.



3. LIGNIFIKACE

Lignifikace je nevratny proces, jehoz konecnym produktem je lignin. Muize byt
soucasti normalniho vyvoje rostliny, nebo muize byt indukovand. Nejcastéji lignifikuji
sekundarni bunécéné stény, ale lignifikovat mohou i primarni stény a stfedni lamely. Samotny
proces lignifikace se rozdéluje do tii zakladnich krokli — biosyntéza monolignoll, doprava
monolignolti k mistu, kde se bude lignin ukladat a polymerizace, kterd vede ke konecné

depozici ligninu v podob¢ heteropolymeru.
3.1 Syntéza monolignolu

Jak shrnuje né€kolik recentnich review, za prvni krok syntézy ligninu lze oznadit
fenylpropanoidni drdhu (Boerjan a kol., 2003; Raes a kol., 2003; Vanholme a kol., 2010;
Vanholme a kol., 2019; Zhao, 2016). V této draze vznikaji derivaty fenylalaninu, ktery je
syntetizovan Sikimatovou drahou v plastidech. Na pocatku tedy stoji ve vétSin€ piipadi
fenylalanin (u trav to muze byt i tyrosin) (Vanholme a kol., 2019), ktery je diky enzymtim
preménovan az k H, G a S jednotkam ligninu. Cely proces probiha v cytosolu rostlinné bunky
za piitomnosti fady enzymt, které jsou nezbytné. Proces fenylpropanoidni dréhy,

meziprodukty a enzymy jsou podrobné znazornény na obrdzku ¢. 3.

Prvnim enzymem ve fenylpropanoidni draze je PAL (fenylalaninamoniaklyaza), ktery
katalyzuje neoxidativni deaminaci fenylalaninu. Pfi tomto procesu vznikd kyselina trans-
skoficova a NH3 (amoniak) (Jones, 1983; Whetten a Sederoff, 1995). DalSim proteinem
fidicim pfeménu kyseliny trans — skoficové na kyselinu p-kumarovou je C4H (cinamat-4-
hydroxyldza) (Mizutani a kol., 1997; Russell, 1970). Enzym C4H patii do skupiny cytochrom
P450 dependentnich monooxydogenéaz, spolu s enzymy C3H (p-kumarat-3-hydroxylaza) a
F5H (ferulat-5-hydroxyléza), které maji ve fenylpropanoidni draze také svou roli. Enzymy
zrodiny cytochrom P450 dependentnich monooxygendz jsou membranové proteiny
asociované s membranou endoplazmatického retikula, dnes dobfe prozkoumané a popsané
(Chapple, 1998). DalSim krokem drédhy je pfeména p-kumardtu na p-kumaryl-CoA,
zprostfedkovand enzymem 4CL (4-kumarat:CoA-ligaza) (Lee a kol., 1997). Po tomto kroku
se fenylpropanoidni drdha rozdéluje do dvou smért. Jeden smér vede k H jednotkam ligninu,
druhy smér vede kS a G jednotkdm ligninu, a bude se d¢lit pozdé€ji. Pokud se vydame
smérem k H jednotkdm, nasleduje enzym CCR (cinnamyl-CoA-reduktdza), ktery méni p-
kumaryl-CoA na p-kumarylaldehyd (Gross a kol., 1973). CAD

(cinnamylalkoholdehydrogenaza) je poslednim enzymem ve fenylpropanoidni draze a je



nezbytna pro redukci skoficovych aldehydt na piislusné alkoholy, jeho aktivitou tedy v tomto
sméru drahy vznikd p-kumarylalkohol (Walter a kol., 1988). V piipad¢ druhého sméru je p-
kumaryl-CoA postupné pteménén az na ferulyl-CoA, musi tedy dojit k jeho metoxylaci na
uhliku C3. Této pfemény se ucastni dva enzymy, a to enzym HCT (p-hydroxycinnamyl-
CoA:chinat/Sikimat-p-hydroxycinnamyltransferdza) (Hoffmann a kol., 2003), patfici do
skupiny acetyltransferdz a a dale jiz diive uvedeny enzym C3H. Enzym CCoAOMT (kafeyol-
CoA-O-methyltransferaza) fidi metylaci kafeoyl-CoA na feruloyl-CoA (Ye a kol., 1994).
Ferulyl-CoA je dale pfeménén na koniferylaldehyd enzymem CCR. V tomto okamziku se
drdha opét rozdéluje do dvou sméra. Ve sméru ke G jednotkdm se zapojuje uz jen enzym
CAD, ktery v tomto piipad¢ méni koniferylaldehyd na koniferalkohol. Ve druhém sméru, tedy
ve sméru k S jednotkam, probiha jesté¢ druhd metoxylace, tentokrat na uhliku C5. Tu zajist'uji
dva enzymy cytochrom P450 dependentni monooxygenaza FSH a nasledn¢ COMT (O-
methyltransferaza) (Ye a kol., 1994). Dochazi ke zméné koniferylaldehydu pies 5-
hydroxykoniferaldehyd na sinapylaldehyd. Poslednim krokem je opét zapojeni CAD a
pfeména sinapylaldehydu na sinapylalkohol (Raes a kol., 2003).



(o) HO. O HO._.0
E C4H § PAL E j.:NH
OH

p-coumarnc acid cinnamic acid phenylalanine

4CL
_,s .0
: : R [ : ccm- :
p-cuumaru},rl -CoA pmumamyl caﬂeo:.rl cal‘feoy!ﬁoﬁ feruloyl -Cof
R shikimic acid/ shikimic acid/
cC quinic acid quinic acid CCR
R=shikimic acrd.fqunmc amd
H o
GGMT
Me
OH
p-coumaraldehyde slnanaldahyﬂa 5—h'_.rdrox:.r Wnlfaraldeh:.rde
lc AD l cap  Conieraldenyde lc AD
OH OH OH
Mealy Okl OMea
OH OH OH
p-coumaryl alcohol sinapyl alcohol coniferyl alcohol
H lignin S lignin G lignin

Obr.3: Schéma fenylpropanoidni drahy

Enzymy ptisobici ve fenylpropanoidni draze: PAL (fenylalaninamoniaklyaza), C4H (cinamat 4-
hydroxylaza), 4CL (4-kumarat:CoA-ligaza), HCT (p-hydroxycinnamyl-CoA:chinat/Sikimat-p-
hydroxycinnamyltransferdza) CCR (cinnamyl-CoA-reduktaza), C3H (p-kumarat-3-hydroxylaza),
CCoAOMT (kafeyol-CoA-O-methyltransferaza), COMT (O-methyltransferdza), FSH (ferulat-5-
hydroxyldza) a CAD (cinnamylalkoholdehydrogenaza).

Ptevzato z: Vanholme a kol. (2010)
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Z experimentll na Arabidopsis je vyvozeno, ze genlti potiebnych pro lignifikaci je
celkem 14 a jsou to konkrétn¢ PALI-4, C4H, 4CLI-2, HCT, C3HI, CCoAOMTI, CCRI,
F5HI, COMT a CAD6 (Raes a kol., 2003). Geny a nasledn¢ enzymy maji ve fenylpropanoidni
draze svou (z velké ¢asti) nezastupitelnou roli, kterou miizeme prokédzat pomoci transgennich
rostlin = mutant, u nichz je pomoci genetickych modifikaci ovlivnéna exprese urcitych gent.

Nasledn¢ mtizeme sledovat zmény v mnozstvi danych enzymi a dopad na proces lignifikace.

PAL geny byly u Arabidopsis nalezeny Ctyii — PALI-4 (Ohl a kol., 1990). Kazdy
z gentll je béhem lignifikace exprimovan v rizném mnozstvi a mimo lignifikaci maji také jiné
funkce (Olsen a kol., 2008). PAL geny byly prokazany i u jinych rostlinnych druhii, naptiklad
u ryze (Minami a kol., 1989), u Bambusa oldhamii (Hsieh a kol., 2011), u Lycoris radiata
(Jiang a kol., 2011) a dalSich, a nachézi se u nich v riiznych poctech ortologh. PAL geny lze
nalézt také u zelenych tas (Chlorophyta), konkrétné u valece koulivého (Volvox), nebo u fiSe
hub (Fungi), konkrétné u Laccaria bicolor, zastupce rodu lakovek (Xu a kol., 2009). PAL
geny a jejich funkce jsou intenzivné zkoumany na transgennich rostlinach. Jako ptiklad lze
uvést praci Huang a kol. (2010) zabyvajici se vicendsobnymi pal/ mutanty Arabidopsis pall-
pal2 a pall-pal2-pal3-pal4. Tito mutanti vykazuji snizeny obsah ligninu (pfedevS§im mutant
ve vsech ¢tyfech PAL genech), coZz ma za nasledek naptiklad zhorSeny rist a mensi odolnost
vici vodnimu stresu. Mimo ucasti PAL gent na lignifikaci z vysledka vyplyvaji i jejich dalsi
funkce. Dvojity mutant Arabidopsis pall-pal? vykazuje zmény v antokyanové draze a
nedochdzi u ng k néslednému ukladéni antokyand v rtiznych pletivech, coz zhorSuje jeho
ochranu proti UV zafeni. Je vSak fertilni a produkuje polyfenolicky tanin, ktery se uklada
v semenech. Semena jsou diky taninu Zluta, coz u divokych forem Arabidopsis neni bézné.
Ctyinasobny mutant Arabidopsis pall-pal2-pal3-pal4 vykazuje sterilitu a omezeny riist. Dal§i
ptiklad experiment na transgennich rostlinach je uveden v praci Bate a kol. (1994) analyzujici
Nicotiana tabacum s mutacemi v genu PAL. Prace dokazuje, Ze se PAL enzymy stavaji pro
fenylpropanoidni drdhu limitujicim faktorem az v ptipad¢ snizeni jejich hladiny o 75-80 %.
Z dutsledki tedy vyvozujeme, Ze snizeni PAL enzymi do urcité hladiny v nékterych piipadech

nemusi znamenat rozsahly zasah do samotné tvorby ligninu.

Pro druhy enzym fenylpropanoidni drahy C4H se diive ptedpokladal pouze jeden C4H
gen (Mizutani a kol.,, 1997). Pozdé¢jsi analyzou byly zjistény dvé tfidy C4H gend, jak
Nedelkina a kol. (1999) dokladaji v experimentu zaméfeném na fazol obecny (Phaseolus
vulgaris), u kterého se vyskytuji obé ttidy. U Arabidopsis se predpoklada, ze II. tfida C4H

genll se béhem evoluce vytratila, dnes u néj figuruje pouze gen pattici do I. tfidy (Raes a kol.,
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2003). Sykes a kol. (2015) ve své praci na Eucalyptus prokazuji snizeny obsah ligninu pii

utiSeni exprese CH4.

Jednou z prvnich praci zabyvajicich se genem 4CL je prace Kuhn a kol. (1983) s
petrzeli zahradni (Petroselinum hortense), jejiz izolované bunky byly vystaveny UV zéfeni,
nebo byly oSetfeny houbovymi elicitory, a nésledné¢ u nich pak byla zkouména hladina
enzymu 4CL. U Arabidopsis byly zjistény ctyti 4CL geny a devét 4CL — like gent (Ehlting a
kol., 1999). 4CL geny se tadi do dvou tiid, 4CL1, 4CL2 a 4CL4 tvoii jednu tfidu, 4CL3 gen
sam tvofi tiidu druhou. 4CL — like geny tvoii tfidu samostatnou (Raes a kol., 2003). U jinych
rostlinnych druhti byly detekovéany riizné pocty ¢lent této rodiny genti. U dvou druhti topolu
(Populus euphratica, Populus pruinosa) bylo zjisténo dvacet 4CL gent, u vrby (Salix
suchowensis) bylo nalezeno dvanact 4CL genli (Zhang a kol., 2015). 4CL enzymy katalyzuji
vice reakci ve fenylpropanoidni draze (Lee a kol., 1997; Zhang a kol., 2015). V roce 1999 Hu
a kol. dokazali na transgennich Populus tremuloides, ze v ptipadé sniZzeni exprese genu pro
enzym 4CL dochazi k sniZzeni obsahu ligninu v rostliné. Pokud dojde ke snizeni ligninu na
45% ptvodniho obsahu, Populus tremuloides kompenzuje tuto ztratu 15% nartstem obsahu

celuldzy (Hu a kol., 1999).

CAD gent je celkem devét, a fadi se do tii tftid — CAD 1. tfidy (CAD2, CADG6), CAD 11.
ttidy (CAD3, CAD4, CADS), CAD 111. ttidy (CAD1, CAD7, CADS), gen CADY se netadi ani
do jedné ztfid a stoji samostatné (Raes a kol.,, 2003). VSech devét geni CAD bylo
experimentalné nalezeno u Arabidopsis, pro lignifikaci jsou nezbytné geny CAD 1. tiidy
(Sibout a kol., 2003). Z experimentl na borovici kadidlové (Pinus taeda) vyplyva, Ze pokud
je enzym CAD v pfirozené hlading, dochéazi k ukladani klasickych ligninovych monomert.
V piipad€ sniZeni hladiny enzymu CAD, Pinus taeda uklada do ligninu riznorodé chemické
latky. DalSim projevem je 1 viditelné odliSné zbarveni difeva (MacKay a kol., 1997; Ralph a
kol., 1997).

HCT gen u Arabidopsis také pouze jeden (Raes a kol., 2003). Prace Li a kol. (2010)
dokladd nezbytnost enzymu HCT pro lignifikaci a spravny vyvoj rostliny. Mutanti
s naruSenou funkci tohoto enzymu vykazuji sniZeni celkového obsahu ligninu o 80 %, zménu
poméru ligninovych jednotek a zakrnély rist. Tato prace dale dokazuje, ze lze fenotyp
mutanta ¢asteCné zvratit a vykompenzovat chybégjici enzym pfidanim enzymu zcela jiného.
Tato prace na transgenni rostliné Arabidopsis znazoriiuje nasledky kompenzace chyb¢jiciho
enzymu HCT enzymem F5H z vraneCku, konkrétné ze Selaginella moellendorffii. Na obrazku

¢. 4 je porovnan rust HCT-RNAi mutanth Arabidopsis, u kterych byla navozena RNA
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interference vaci genu HCT. V jednom ptipad¢ byl do mutanta vnesen gen pro enzym F5SH
z vranecku, do druhého mutanta gen z vranecku vnesen nebyl. Z vysledki vyplyva, ze mutant
s vnesenim F5H vykazuje rychlejsi rust, zatimco mutant bez vneseni roste pomaleji a je
zakrslého vzrustu. Tento vysledek naznacuje moznou alternativu syntézy G a S podjednotek
ligninu. Dalsi zajimavosti je vneseni FSH ze Selaginella, tedy vyrazn¢€ evoluc¢né ptvodnéjsi

rostliny do Arabidopsis.

ftd-2 HCT-RNAI
-SmF5H +SmF5H

Obr.4: Vzhled mutanti Arabidopsis s navozenou
interferenci vuci genu HCT (tt4-2 HCT-RNAI)
bez vneseni (-SmF5H) nebo s vnesenim
(+SmF5H) genu kodujiciho F5H enzym ze S.
moellendorffii.

Jako kontrolni genotyp je zde linie Arabidopsis
bez enzymu CHS (chalkonsyntazy; linie #4-2),
nefunCknost tohoto enzymu se nicméné na

fenotypu rostlin neprojevuje.

Pievzato z: Li a kol. 2010

Geni C3H je nekolik, u Arabidopsis identifikovany tii — C3HI-3 (Raes a kol., 2003).
CCoAOMT genii bylo u Arabidopsis detekovano sedm a tfadi se do dvou tfid (Raes a kol.,
2003; Zhong a kol., 1998). V nékterych ptipadech mliZze mit sniZeni hladiny urcitého enzymu
negativni dopad na tvorbu ligninu, ale zvysi se produkce jinych latek, coz dokazuje 1 prace
Shaipulah a kol. (2016) popisujici nasledky sniZzeni exprese CCoAOMT u bilého kultivaru
Petunia hybrida ‘Mitchell’. Tato prace dokazuje, ze v ptipad€é sniZzeni hladiny enzymu
CCoAOMT dochézi ke snizeni celkového obsahu ligninu, ale zvysi se produkce antokyant, a
puvodné bile kvetouci kultivar Petunia méni zbarveni kvéti na svétle fialové (obrazek ¢. 5).
Lignin 1 antokyany jsou derivaty fenylalaninu, a zacatek fenylpropanoidni drahy pro jejich

syntézu je stejny. Zmeéna zbarveni, tedy zvySend tvorba antokyanli a sniZeni obsahu ligninu
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jasn¢ dokazuje roli enzymu CCoAOMT v syntéze ligninovych podjednotek (Shaipulah a kol.,
2016).

Obr.5: Transgenni linine Petunia hybrida (line 4, vpravo) se sniZzenou expresi genu CCoAOMT
vykazuje zvySeny obsah antokyanti v kvétu oproti divokému typu (WT vlevo).

Prevzato z: Shaipulah a kol. 2016

F5H geny se v Arabidopsis se nachazi dva — F5HI a FSH2 (Raes a kol., 2003).
Objeveni F5H charakterizovalo novou skupinu CYP84, spadajici do rodiny cytochrom P450
dependentnich monooxygenaz (Meyer a kol., 1996). Nadmérna exprese genti F5H také vede
k riznym zmé&nam v nové€ vznikajicim ligninovém polymeru (Weng a kol., 2010b). Pokud se
u transgenni Arabidopsis snizi hladina enzymu F5H, ktery je esencialni pro tvorbu S jednotek,
dochazi k naruSeni jejich tvorby a nasledné i strukturnim rozdilim ve vznikajicim ligninu

(Chapple a kol., 1992).

U Arabidopsis je znam pouze jeden COMT gen (Raes a kol., 2003) a dva CCR geny,
CCRI a CCR2, dale jen CCR — like geny (Lauvergeat a kol., 2001). Mutanty v genech CCR se
zabyva napiiklad prace Thévenin a kol. (2011), kterd poukazuje na nezbytnost CCR enzymu

nejen na lignifikaci, ale i na vyvoj Arabidopsis.
3.2 Transport monolignoli

K tomu, aby mohl nastat proces polymerace ligninu, je nutné dopravit noveé vzniklé

monolignoly do mista lignifikace, tedy do bunécné stény. Predpokladaji se tfi moznosti, které
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jsou stale pfedmétem vyzkumu. Jednou z moznosti je transport pomoci ABC transportérii
(ATP-Binding Cassette). Jedna se o aktivni proces, ktery pro své fungovani potiebuje energii
z ATP (Miao a Liu, 2010). ABC transportéra v rostlinach je mnoho a maji riizné funkce,
piehled o nich lze nalézt v ¢lancich Kang a kol. (2011), Theodoulou (2000) a jiné. V piipadé
transportu monolignoll se jedna konkrétné o AtABCG29/PDRI1, patiici do PDR (Pleiotropic
Drug Resistance) ABCG podskupiny ABC transportér (Alejandro a kol., 2012). AtABCG29
je lokalizovan na plazmalemé a jeho funkce je svazana s transportem p-kumarylu. U
transgenni rostliny Arabidopsis, mutanta abcg?9, je vyrazena exprese genu pro tento
transportér, a ve vysledném efektu obsahuje tato rostlina ve své bunécné sténé nizkou hladinu
H jednotek ligninu (Alejandro a kol., 2012). Dal$imi moZnostmi jsou vezikularni transport a
pasivni diftize. Témto dvéma moznostem se nepiiklddad takovy vyznam, jako transportu
pomoci ABC transportérti, vzhledem k tomu, Ze velkd ¢ast zkoumani probéhla in-vitro

(Barros a kol., 2015).
3.3 Polymerace ligninu

Po dopraveni monolignoli do bunécné stény nastavd proces polymerace ligninu.
Monolignoly jsou dehydrogenovany (oxidovany) na monolignolové radikaly, a to za pomoci
peroxiddz a lakaz (Hatfield a Vermerris, 2001; Whetten a Sederoff, 1995). V genomu
Arabidopsis bylo nalezeno 73 genl pro peroxidazy (Valério a kol., 2004) a 17 genl pro
lak4dzy (Turlapati a kol., 2011). Ke spravnému fungovani peroxidazy je zapotiebi peroxid
vodiku H>O, (Davin a Lewis, 2000). Jako hlavni zdroj peroxidu vodiku slouzi NADPH
oxidazy, které¢ dokazi produkovat superoxidovy radikél, ten je nasledné¢ ménén na peroxid
vodiku (Boerjan a kol., 2003; Ogawa a kol., 1997). Dalsim katalyzatorem pro vznik radikalt
je oxidativni enzym lakédza, ktery na rozdil od peroxiddzy nepotiebuje pro své fungovani
peroxid vodiku, ale kyslik (Ranocha a kol., 1999). Po dehydrogenaci (oxidaci) nastava

spojovani monolignolovych radikald do ligninového polymeru.

Monolignolové radikaly jsou nasledné zapojovany do polymeru ligninu etherovymi
vazbami, nebo vazbami uhlik-uhlik (Onnerud a kol., 2002). Jednotky H, G a S se spolu paruji
libovolné. Radikaly se pfipojuji na nové vznikajici polymer dvéma typy vazeb. Prvnim typem
je vazba C-C, tedy vazba uhlik — uhlik, ptiklady takovych vazeb jsou 5-5, B-5, B-p a B-1 (B
uhlikem se rozumi uhlik v pozici C8) (Boerjan a kol., 2003). Druhym typem je éterova vazba
C-0O-C, v takovém piipad¢ se novy radikal pfipojuje svym B uhlikem na vznikajici polymer,
piiklady téchto vazeb jsou 5-O-4, nebo 8-O-4, jinak také B-O-4, ktera je vazbou nejvice se

vyskytujici (Boerjan a kol., 2003). Dfive se uvazovalo o modelu nahodné vazby, ve kterém se
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piedpokladalo, ze se jednotlivé monolignolové radikaly spojuji zcela ndhodné a vytvareji tak
ligninovy polymer. Dnes pfevazuje nazor, ze k ndhodnému parovani nedochdzi a pfijima se
proteinové fizeny model, kde se monolignolové radikaly spojuji fizené za pomoci proteinti
(Boerjan a kol., 2003). Jako tyto “fidici* proteiny se uvazuji proteiny DIR (dirigent proteins)
(Davin a Lewis, 2000). Pocet DIR proteini se druhové 1isi, naptiklad u Arabidopsis bylo
experimentalné zjisténo 26 DIR a DIR-like proteind (Paniagua a kol., 2017), u hrusné (Pyrus
bretschneideri) bylo zjisténo 89 genti pro DIR proteiny (Cheng a kol., 2018). DIR proteiny se
uplatiuji také pti vzniku lignana (Davin a Lewis, 2000). Lignany jsou skupina sekundarnich
rostlinnych metabolitii, opticky aktivnich dehydrodimertt monolignolti (Ayres a Loike, 1990;
Saleem a kol., 2005), a pravé u této skupiny byly DIR proteiny poprvé popsany (Davin a
Lewis, 2000).

3.4 Regulace lignifikace

Proces lignifikace a jeho rozsah je fizen fadou faktort, které jsou teprve objevovany.
Mezi fytohormony, které stimuluji lignifikaci jsou fazeny napi. jasmonaty nebo ethylen
(Huang a kol., 2013; Kirkonen a Koutaniemi, 2010). Dalsim fytohormonem je brassinolid,
ktery dle prace Shen a kol. (2013) indukuje lignifikaci u bunéénych kultur prosa. Pozitivni
regulatory lignifikace jsou napf. transkripéni faktory AtMYB61 (Newman a kol., 2004),
AtMYB32 (Preston a kol., 2004). Dal§im regulatorem je MYB103. Jak vyplyva z vysledka
prace Ohman a kol. (2013), mutanti Arabidopsis myb103 vykazuji snizenou hladinu genu
F5H. Tim padem u nich dochazi k vyrazné redukci S jednotek. Redukci S jednotek tito
mutanti kompenzuji nadprodukci G jednotek. Negativnim regulatorem lignifikace je napf.

transkrip¢ni faktor BREVIPEDECELLUS (Mele a kol., 2003).

4. MECHANISMUS LIGNIFIKACE U RUZNYCH TYPU BUNEK

Lignin je dulezity pro funkci hned nékolika typ bun¢k. Nejen slozeni ligninu (jak jiz
bylo zminéno v pfedchozich kapitolach), ale také mechanismy lignifikace se mohou u
jednotlivych typt bun¢k lisit. V nasledujici kapitole budou popsany a porovnany mechanismy
lignifikace a jeji funkce u vodivych pletiv, sklerenchymu a v Casparyho prouzcich.
Lignifikované mohou byt i dalsi rostlinné struktury (napf. generativni organy, sekre¢ni bunky

a dalsi), které nebudou v této praci podrobnéji popisovany.
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4.1 Vodiva pletiva

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, vodiva pletiva zajiStuji transport anorganickych a
organickych latek po rostlinném téle (Fahn, 1990). Dalsimi funkcemi jsou mechanicka opora
rostliny a transport signalnich molekul (Fukuda, 1997). Z hlediska ligninu se tato kapitolu
zaméfuje na xylém, tedy na dfevni ¢ast vodivych pletiv. Xylém je tvofen cévnimi elementy,

sklerenchymem a parenchymem.

Cévni elementy jsou tvofeny dvéma typy bunck, jak shrnuje napt. Fahn (1990).
Prvnim typem jsou cévice neboli tracheidy, které jsou vyvojové ptivodnéjsi a jsou tvoreny
dlouhymi, protdhlymi bunkami. Tracheidy nalezneme piedevsim u rostlin nahosemennych a
vytrusnych, v nékterych ptipadech se nachazeji spolecné s cévami u rostlin krytosemennych.
Druhym typem jsou vyvojové odvozenéjsi cévy neboli tracheje. Cévy jsou tvoreny do trubice
pospojovanymi ¢lanky cév, propojenymi perforovanymi koncovymi sténami. Pfi diferenciaci
bunek dochézi u obou typil k naslednému sekundérnimu tloustnuti, tedy depozice sekundarni
bunécné stény, kterd mlZze nasledné lignifikovat (Fahn, 1990). Sekundérni tloustnuti cévnich
elementil je nerovhomérné z divoda narokt kladenych na cévni elementy. Cévni elementy
zajistuji apoplasticky vzestupny transport, tedy transport od kofenti do nadzemnich c&asti
rostliny. Stény musi byt dostate¢né pevné, aby odolaly sile transpiracniho sani, ale zaroven
tenké pro potiebu transportu vody a mineralnich latek v radidlnim sméru (Hacke a Sperry,
2001). Nerovnomérné tloustnuti, tedy proces vytvafeni sekundarni bunécné stény pouze
v urCitych ¢astech bunky, zajiStuje kombinaci jmenovanych vlastnosti (Cronshaw a Bouck,
1965). Casti stén bez ulozené sekundarni stény se nazyvaji ztenéeniny, a mohou mit riiznou

podobu.

Hosokawa a kol. (2001) pojednavd o tom, Ze lignifikace bunétnych stén cévnich
elementli probihd az po programované bunééné smrti téchto bunék. Tato hypotéza
predpoklada ulohu tzv. “dobrych sousedi, tedy metabolicky aktivnich parenchymatickych
bunék obklopujicich bunky cévnich elementl, u kterych zprostiedkovavaji lignifikaci. Tuto
hypotézu potvrzuji 1 dalsi prace, naptiklad Pesquet a kol. (2013). Parenchymatické bunky
dokazi exprimovat geny CAD a CCR (Baghdady a kol., 2006), tedy geny nezbytné pro
elementii mohou lignifikovat jesté pied programovanou bunéénou smrti. V prvni fazi probiha
autonomni lignifikace, tedy samotné Zivé bunky cévnich elementl syntetizuji monolignoly,
které nasledné ukladaji do svych bunécnych stén. Po iniciaci bunécné smrti téchto bunck

nastava proces neautonomni lignifikace, kdy parenchymatické buiiky obklopujici cévni
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elementy, tedy “dobii sousedé* syntetizuji monolignolové jednotky, které¢ jsou nasledné
dopravovany do stén bunék cévnich elementd. Soubézné lignifikuji i sklerenchymaticka
vlakna, u kterych probiha autonomni i neautonomni lignifikace opét diky parenchymatickym
“dobrym sousedim®. V poslednim stadiu nastavd autonomni lignifikace samotnych
parenchymatickych bunék obklopujicich cévni elementy a parenchymatickych bunék
okolnich, jak shrnuje Voxeur a kol. (2015) (obrazek ¢. 6). Lignifikované stény cévnich
elementi obsahuji hlavné¢ G jednotky ligninu, sklerenchymatickd vldkna jsou bohatd na
S jednotky (Boerjan a kol., 2003; Peter a Neale, 2004). Vhodnym materidlem pro vyzkum
xylémovych bunék je ostalka slicna (Zinnia elegans), jejiz izolované mezofylové bunky lze
aktivovat vhodnymi hormony k diferenciaci na cévni elementy (Fukuda a Komamine, 1980).
Na Zinnia v praci Pesquet a kol. (2013) byl podan dikkaz o moznosti lignifikace po
programované bunécné smrti. Zinnia a jeji bunécné kultury jsou vhodné nejen pro studium

lignifikace, nebo diferenciace bunck, ale také pro studium mikrotubult (Roberts a kol., 2004).

Lignifikace v xylému Arabidopsis je uzce spjata s tvorbou sekundarni bunécné stény.
Cely proces je fizen nasledujicimi transkripénimi faktory. Transkripénimi faktory, které
stimuluji ukladani sekundarni stény v riznych typech bunék jsou: SND1/NST3 (Secondary
Wall-Associated Nac Domain Proteinl/ Nac Secondary Wall Thickening Promoting Factor3),
NST1 a VND6, 7 (Vascular Related Nac Domain Tf6, 7) (Rtzicka a kol., 2015; Zhong a kol.,
2008), z nichz jsou ve vyvoji xylémovych elementli zapojeny piedevsim posledni jmenované
VND6 a VND7 (Kubo a kol, 2005). Pro lignifikaci cévnich element, ale 1
sklerenchymatickych vlaken xylému jsou dale klicové transkripéni faktory MYB46 a 83,
které ovliviiuji MYBSS8, 63, 85 a 103 (McCarthy a kol., 2009; Zhong a kol., 2007).

Pii lignifikaci hraji klicovou roli lakazy LAC4, LAC11 a LAC17, které oxiduji
monolignoly (Turlapati a kol., 2011; Zhao a kol., 2013). Z vysledkl prace Zhao a kol. (2013),
zaméiené na mutanty Arabidopsis vyplyva, ze u mutanta lacll se mira lignifikace neméni,
zatimco u dvojitych mutantd lacll lac4 a lacll lacl7 se vyskytuje mirn€ snizend. Trojity
mutant lacll lac4 lacl7 vykazuje rozsahlé¢ deformace, a to hlavné kvili neschopnosti
lignifikace cévnich elementd a toxicit¢ nezpracovanych monolignolovych radikalt.
Lignifikace u tohoto mutanta vSak neni pozastavena v Casparyho prouzcich, kde kli¢ovou roli
v oxidaci monolignol sehravaji peroxiddzy (Zhao a kol., 2013). Po oxidaci monolignoli

nasleduje spojovani radikalt do kone¢né podoby ligninového polymeru.
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Mnoho praci dokazuje, Ze omezeni nebo zastaveni lignifikace trachealnich elementt
zpisobuje u rostlin rozsahlé¢ zmény, a mize vést k silné inhibici rastu. Mezi tyto prace patii

napiiklad studie Thévenin a kol. (2011), Jones a kol. (2001), Zhao a kol. (2013).
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Obr.6: V prvnich fazich lignifikuje pouze céva (V)
autonomni lignifikaci, xylémovy parenchym (XP) a
okolni parenchym (IP) nelignifikuji. V dalsi fazi
xylémovy parenchym zprostfedkovava neautonomni
lignifikaci cévé s jiz zapoc€atou bunécnou smrti a
sklerenchymatickym vlakniim (XF), u kterych vSak
probiha také autonomni lignifikace. V nasledujici fazi je
céva zcela lignifikovana, probih4 pouze autonomni
lignifikace xylémového parenchymu,
sklerenchymatickych vlaken a okolniho parenchymu.
V posledni fazi jsou vSechny bunky lignifikované.

Ptevzato a upraveno z: (Voxeur a kol., 2015)
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4.2 Sklerenchym

Sklerenchymatické bunky slouzi jako mechanickd opora v pletivech zékladnich,
vodivych a krycich. Sklerenchym se nejCastéji vyskytuje ve formé sklerenchymatickych
vldken nebo sklereid. Sklerenchymaticka vlakna tvofi protdhlé, na obou koncich zaspicatélé
buiiky. Sklereidy mohou byt v riznych forméch, naptiklad jako idioblasty, shluky nebo vrstvy
bun¢k, ale existuje mnoho piechodnych forem (Fahn, 1990). Sklerenchym ma vyznam
v riznych rostlinnych organech — vodivych pletivech (Bailey, 1953), v kofenové hypodermis
(Enstone a kol., 2003), v plodech (napt. Pyrus communis) (Staritsky, 1969), v semenech
(napt. Phaseolus vulgaris), listech (napt. Fibrurea) (Wilkinson, 1986) a dalSich. Sekundarni
bunééné stény sklerenchymu jsou velmi ¢asto lignifikované, ale nemusi tomu tak byt vzdy.
Sekundarni bunécnd sténa se ukladd (na rozdil od cévnich elementll) na vétSin€ vnitiniho
povrchu primarni bunééné stény, avSak i1 zde se vyskytuji jednoduché ztenceniny (Fahn,

1990).

U bungk sklerenchymu probiha predevS§im autonomni lignifikace. Sklerenchymaticka
vlakna, ktera lignifikuji v xylému, vyuzivaji ¢asteCn¢ i neautonomni lignifikace, a to diky
okolnim parenchymatickym “dobrym sousedim®. Buiky lignifikuji ve fézi zivého
protoplastu, programovand bunééna smrt nastdva az po uplné lignifikaci nebo muze protoplast
zustat zivy (Vallet a kol., 1996). Sklerenchymaticky lignin se sklada hlavné z S jednotek
(Peter a Neale, 2004). V n¢kterych piipadech, napt. pravé v xylému, pokud se
sklerenchymatické buniky nachazeji pobliz parenchymatickych “dobrych sousedi®, obsahuji 1
podil G jednotek, coz je chapano jako dikaz pro hypotézu jejich ¢aste¢né¢ neautonomni

lignifikace (Voxeur a kol., 2015).
4.3 Casparyho prouzky

CP jsou ligninem, pfipadné i suberinem impregnované oblasti bunééné stény (Naseer a
kol., 2012; Zeier a Schreiber, 1997), které se vyskytuji v radidlnich a transversalnich sténach
bunék endodermis (obrazek ¢. 7), kde za normdlnich podminek zabiraji 1/3—1/2 délky téchto
stén (Enstone a kol., 2003). Endodermis je tvofena Zivymi buiikami jednotného tvaru, které
k sob¢ natésno ptiléhaji tak, ze mezi sebou nemaji mezibunécny prostor. Endodermis s CP se
vyskytuje u vSech cévnatych rostlin (Clarkson a Robards, 1975), vyjimku tvoii skupina
plavuni (Lycopodiophyta) (Damus a kol., 1997). Profesor Robert Caspary jiz v roce 1865
popsal endodermis s CP, a nazval ji “Schutzscheide” (Caspary, 1865), v ¢eském piekladu

“ochranny obal“. CP se mohou nachazet i v exodermis. Exodermis s CP nemaji vSechny
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rostliny, nekteré rostliny ji nevytvareji vibec (Perumalla a kol., 1990; Peterson a Perumalla,
1990), jiné pouze v reakci na neptiznivé podminky (Reinhardt a Rost, 1995). Relativné hojné
se exodermis s CP vyskytuje u rostlin krytosemennych (Perumalla a kol., 1990; Peterson a

Perumalla, 1990).

CP tvofi apoplastickou bariéru. Z prace De Lavison (1910) vyplyva, ze CP v
endodermis jsou efektivni bariérou pro apoplasticky tok z priméarni kiry do stiedniho valce
(De Lavison, 1910). Toto tvrzeni je vSeobecné piijimano a potvrzeno pozd€jSimi vyzkumy.
Diky CP musi vSechny latky pfejit z apoplastického toku do toku symplastického, tj. musi
projit protoplastem buniky. Dochézi tedy k selekci latek prochéazejicich do sttedniho vélce a
nasledné do nadzemni ¢asti rostliny (Perumalla a Peterson, 1986; Naseer a kol., 2012). Timto
zpusobem se muze rostlina branit proti nezddoucim latkam, napiiklad tézkym kovim, déle
také toxickym latkdm nebo mikroorganismiim. Mimo zabranéni volnému priichodu iontl
endodermalni bunky s CP zabranuji zpétnému toku iontt ze stiedniho valce do primarni kiry.
Tento jev je dulezity v momenté, kdy rostlina netranspiruje a mohlo by dochazet
k odplavovani iontl zpét do piidy (mimo rostlinu) (Enstone a kol., 2003). Pokud rostlina tvoti
exodermis s CP, slouzi také jako apoplastické bariéra. Hlavni funkci je zabrafiovani volnému

prachodt ionti (stejné jako endodermis).

Dal$imi modifikacemi bunétné stény endodermalnich ¢i exodermalnich bunék, které
posiluji funkci apoplastické bariéry, jsou suberinové lamely a sekundarni bunééné stény do
podoby U-ztlustlin (obrdzek ¢.7), jejichz tvorba zévisi na druhu rostliny. Hlavni slozkou
suberinové lamely je hydrofobni latka suberin (Zeier a kol., 1999). Sekundarni bunécné stény
maji vétsi podil celuldézy a mensi podil pektinii oproti primarni sténé, a ¢asto u nich dochazi

k naslednému ukladani ligninu.

State |

Endodermis é b ' Obr.7: Tlustrace tfi modifikaci buné&né
| W . ’
Primary cell wall Casparian band St.eny v gndodermls VGd?UCl ke ?Cela
diferenciované apoplastické bariéte.
State Il
_ ' 1. UloZeni CP (state I)
Endodermis

{ | J |
| ‘ Casparian band 2. UloZeni suberinové lamely (state II)

Primary cell wall  Suberin lamella . o .
3. Depozice sekundarnich stény do

e podoby U-ztlustlinv (state I1I)

Endodermis ——— D\! , ! ,P!
Sl ?‘ | 1 Prevzato z: Schreiber a Franke (2011)
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Sekundarni stény maji vyznam hlavné u rostlin jednod€loznych, zatimco u
dvoudéloznych se téméf nevytvaii. Suberin se v téchto sténdch nevyskytuje (Zeier a

Schreiber, 1998).

Vznik CP je ptikladem velmi specifické lignifikace, a to pouze ¢asti bunéénych stén
endodermis ¢i exodermis. V této kapitole je predstaven mechanismus lignifikace u
endodermis, konkrétn€ u rostliny Arabidopsis thaliana. Mechanismus lignifikace v exodermis

neni zcela pochopen a je tteba dalSich vyzkum?.

Jednim z dtlezitych faktort pii tvorbé CP je transkripéni faktor MYB36 (Kamiya a
kol., 2015; Liberman a kol., 2015). Tento faktor je exprimovan v elongacni a diferenciacni
zoné bunck endodermis a bez néj by nemohlo dojit ke sprdvnému uloZeni ligninu. MYB36
stimuluje expresi genll pro membranové proteiny z rodiny CASPs (Casparian Strip Membrane
Domain Proteins), dale také geny pro PER64 (Peroxidaza 64) (Lee a kol., 2013) a ESBI
(Enhanced suberin 1) (Geldner 2013).

U Arabidopsis patii do rodiny CASP proteiny CASP1-5, které maji 4 trans
membranové domény (Roppolo a kol., 2011). Experimentdln¢ byla dokézana lokalizace
CASPI1 na misté CP, a to diky transla¢ni fizi — oznaceni zelenym fluorescen¢nim proteinem
GFP (Alassimone a kol., 2012). Na pocatku je CASP1 lokalizovany difuzné, tj. v celé
plasmatické membrané€, pozd¢ji se zacne formovat do ostrivki v linii = do “koralkd na
snarce”, a pozdéji do formy pasku v té ¢asti plazmatické membrany, nad kterou dochazi
k depozici ligninu do bunééné stény a vzniky CP (Hosmani a kol., 2013). Na spravné misto
jsou dopraveny sekre¢ni drahou pomoci komplexu exocyst. Vyznam tohoto komplexu,
konkrétné jeho podjednotky EXO70A1, doklada vyrazna delokalizace CASPs, kterou
muzeme pozorovat u mutanta exo’/0al/lotr? (lordofthering?) (Kalmbach a kol., 2017).
Delokalizaci vykazuje 1 mutant lotr!l (lordoftheringl), zde vSak zatim neni jasny
mechanismus, gen LOTR je navic exprimovan v celé rostliné (Li a kol., 2017). CASPs davaji
vzniknout tzv. leSeni pro CP — membranové doméné CSD (Casparian strip membrane
domain). Zde nasledné¢ vznika silnd asociace mezi cytoplasmatickou membranou a bunécénou
sttnou (Roppolo a kol., 2011), kterou miZeme prokazat vystavenim rostlinné bunky
hypertonickému roztoku — dojde tak k plazmolyze a cytoplasmatickd membrana se odd¢li od
bunécné stény, pouze v mistech CP k odtrzeni nedojde (Geldner, 2013). CASP proteiny
nejsou zodpoveédné za syntézu nebo polymerizaci ligninu, ale jsou nezbytné pro tvoieni
membranové domény CSD, nad kterou se muze zacit ukladat lignin a tvotit se CP (Roppolo a

kol., 2011).
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Kli¢ovou reakci pro polymerizaci ligninu je oxidace monolignold, pii které¢ vznikaji
radikaly, které spolu polymeruji. K celé reakci je zapotiebi katalyza peroxiddzou, ktera
vyzaduje peroxid vodiku H>0O». Jako zdroj slouzi NADPH oxidé4zy produkujici superoxidovy
radikal, ktery je nasledné ménén na peroxid vodiku H»O,. V piipadé CP je klicovda NADPH
oxiddza SGN4/RBOHF (Schengen4/Respiratory Burst Oxidase Homolog F) (Lee a kol.,
2013), pokud by byla cinnost této oxiddzy pterusena, nedoslo by k utvofeni CP viibec.
Specifickou peroxiddzou pro CP je PER64 (Lee a kol. 2013). Experimentalné se zjistovaly i
funkce dalSich peroxidaz — PERO03, PER09, PER39, PER72, které jsou stejn¢ jako PER64
exprimovany v endodermis, ale dosud nebyla jejich ucast na procesu lignifikace prokazana.
PER64 je velmi uzce spojena s CASPI, a to jiz ve fazi “koralkll na Snirce, coz bylo
dokézano experimentalné pomoci fluorescenéniho znaceni — PER64 pomoci mCherry a
CASP1 pomoci GFP. Pokud tuto peroxiddzu vyfadime z provozu, dojde k vyraznému
zpomaleni tvorby CP. Po pfeméné superoxidu na peroxid vodiku H>O,, mize zaclit

polymerizace ligninu (Lee a kol., 2013).

DalSim dualezitym proteinem je fidici protein ESB1 zrodiny dirigent proteintt DIR
(Baxter a kol., 2009). Je lokalizovan ve stejném misté jako CP a je b&hem tvorby ligninu
zodpovédny za spravné uspotradani monolignolovych vazeb. Lokalizace ESB1 je podobna
lokalizaci CASP1, tedy nejprve se vyskytuje ve formé ostrivki v linii, a pozdéji se méni do
pasku. Jeho spravna lokalizace je zavisla na CASP proteinech. Spravna lokalizace CASP je
naopak zavisla na ESB1 — jednd se o vzdjemnou interakci mezi témito proteiny (Geldner,
2013). Pokud je ESB1 vytazen z funkce, CASP proteiny nejsou lokalizovany spravné,
ukladani ligninu je neuspotfddané a CP neuplné. V takovém piipadé rostlina tento nedostatek
kompenzuje ukladanim velkého mnozstvi suberinu, ale nedocili tim takové efektivity
apoplastické bariéry, coZ se projevuje zménami v efektivité piijmu nékterych mineralnich

zivin (Baxter a kol., 2009).

V Arabidopsis je pro spravnou lokalizaci CASP proteinli zapotiebi LRR-RLK kinaza
(leucin-rich-repeat receptor-like kinase) SGN3. Gen SGN3 je exprimovan v endodermalnich
bunikach (Pfister a kol., 2014). S touto kindzou interaguji nedavno popsané peptidové ligandy
specifické pro endodermis - CIF1 a CIF2 (Casparian integrity factor 1 a Casparian integrity
factor 2) syntetizované ve stfednim valci (Nakayama a kol., 2017). Pfi cest¢ za SGN3 jsou
sulfatovany pomoci enzymu TPST/SGN2 (Tyrosyl Protein Sulfotranferaze/Schengen2). Po
interakci s CIF1, 2 pfendsi aktivovana SGN3 signal na kinazu SGN1 (Schengenl). Tato
kaskada CIF-SGN3-SGN1 vede k ukladani ligninu a vytvoteni CP (obrazek ¢. §) (Doblas a
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kol., 2017). Pii vyfazeni CIF u mutanta cif2, nebo u dvojitého mutanta cif! cif2 dochazi
k naruSeni formy CP, pii nasledném dodani CIF hormonii dochazi k regeneraci CP
(Nakayama a kol., 2017). Z toho vyplyva, ze CIF1, 2 jsou nezbytné nejen pro tvorbu CP, ale
také k jejich naslednému fungovani (Doblas a kol., 2017).

Co se tyce detailnéjsiho popisu samotné lignifikace, bude potieba vice vyzkumd.
V souCasné¢ dobé se experimenty zameétfuji na pienaSeCe (transportéry) monolignolil
potebnych pro proces lignifikace. Dosud je ndm znam jen jediny pienaSe¢ — AtABCG29
spjat s p-kumaryl alkoholem, ktery vSak neni specificky pro endodermis (Alejandro a kol.,

2012).
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Obr.8: Schéma kaskady CIF-SGN3-SGNI1 u Arabidopsis. Mobilni peptidy CIF1 a CIF2 (zelené
trojuhelniky) se pohybuji ze stélé apoplastem do primarni kiiry az k receptorové kinaze SGN3
(Cervené obdélniky) lokalizované na membrané¢ endodermalnich bunék, ktera dale interaguje s
kinazou SGN1 (zluté obdélniky), coz je nezbytné pro lignifikaci CP. Nasledn¢ dochazi k utvareni
formaci CASP proteini (Cerné tecky) v oblasti membranové domény CP a vytvoreni CP (Sedé pruhy).

Ptevzato z: Doblas a kol. (2017)

5. INDUKOVANA LIGNIFIKACE

Lignin je dualezitou soucasti souboru odpovédi rostliny na neptiznivé podminky okolniho

prostfedi. Jak dokazuje mnoho praci a shrnuje napt. (Barros a kol., 2015), zvySena exprese
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gent pro lignifikaci miize byt vyvoldna riznymi stresovymi faktory, jakymi jsou naptiklad
poranéni rostlinného organu, napadeni rostliny patogeny, vodni stres, nadmérmé UV zafeni,
nizka teplota, a dalsi. Odpovédi na stresové podminky vSak neni pouze lignin. Dilezitou roli
hraji také flavonoidy a fytoalexiny (Deverall, 1989) vznikajici (stejné¢ jako lignin)
fenylpropanoidni drahou. Je znamo, ze lignin ukladajici se béhem indukované lignifikace do
primarnich stén, do kterych se za normalnich podminek neuklada, se od ligninu uklddaného
ptirozené do stén sekundarnich lisi strukturou (Lange a kol., 1995). Molekularni mechanismy
indukované lignifikace vSak nejsou dosud pIné vyjasnény, 1 kdyz novéjsi prace, jak shrnuje
Cesarino (2019), se o to pokouseji. Lignin je ukladan v rizném mnozstvi a sloZeni v zévislosti
na rostlinném druhu, a také na mife a druhu stresového faktoru, pfipad¢ i kombinaci vice
faktor. Vzhledem k moznosti simulace stresovych faktori l1ze indukovanou lignifikaci dobie

pozorovat v laboratornich podminkach.

Jednou z moznosti simulace je mechanické poranéni rostliny. Jako piiklad takového
experimentu lze uvést praci Rittinger a kol. (1987), kterd doklada fakt, ze rostlina uklada
lignin béhem poranéni v rizném rozsahu v zévislosti na rostlinném druhu a poranéném
organtl. Delessert a kol. (2004) se ve své praci zabyvaji ukladdnim ligninu v ptipad¢ poranéni
Arabidopsis. Stresovym faktorem mohou byt infekce rlznymi patogeny, napiiklad
houbovymi. Za normdlnich podminek se pSenice setd (Triticum aestiva) dokaze diky
indukované lignifikaci dobfe vypofadat s napadenim rzi travni (Puccinia graminis). V
experimentu Moerschbacher a kol. (1990) byla u pSenice infikované rzi zamérné utiSena
exprese PAL genu nezbytného pro syntézu ligninu. Infekce je v takovém piipadé o mnoho
rozsahlej$i, coz opét dokazuje vyznamnost indukované lignifikace. DalSim stresovym
faktorem muze byt nedostatek vody, tedy vodni stres. Vysledky prace Yoshimura a kol.
(2008), ktera se zabyva nasledky vodniho stresu na melounu (Citrullus lanatus), ukazuji na
zvySeni obsahu ligninu u stresované rostliny. Z vysledkt dale vyplyva prekvapiva skutecnost,
ze nartst obsahu ligninu je nejvyssi az v poslednich stadiich stresované rostliny. Pfic¢ina
tohoto jevu je dosud nezndma. Indukovana lignifikace v§ak nemusi byt nutné jen odpovéd na
akutni stresové faktory. Cipollini (1997) béhem svého experimentu exponoval rostliny fazolu
umeéle generovanému proudu vzduchu v ur¢itych periodach. Z vysledného méteni vyplyva, Ze
rostliny ukladaly vice ligninu, coz jasné ukazuje na indukci ligninu 1 v pfipad¢é potieby

mechanické podpory, nejen jako odpovéd’ na akutni infekci, nebo poranéni.
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6. ZAVER

Lignin je velmi rozmanity polymer tvofici neodmyslitelnou soucést vSech cévnatych
rostlin, zejména pro své jedinené vlastnosti. Je tedy esencidlni pro rdst a vyvoj rostlin.
Nedavno vysel najevo ptekvapivy fakt o pfitomnosti ligninu také u rostlin bezcévnych.
Struktura ligninu u cévnatych rostlin je znama jiz delsi dobu, avSak podrobnéjsi mechanismy
lignifikace, tedy syntézy monolignolti,, jejich transportu k mistu lignifikace a samotné
polymerace ligninu zatim nejsou zcela objasnény. V poslednich letech, hlavné diky rozkvétu
molekularni biologie jsou postupné objevovany dalsi geny a enzymy ucastnici se lignifikace,
diky ¢emuz zacinaji byt mechanismy lignifikace jasnéjsi. Jako modelové organismy jsou
nejvice vyuzivany husenic¢ek (Arabidopsis) a ostdlka (Zinnie). Lignifikace jako odpovéd na
nepiiznivé podminky je také intenzivné zkoumadna, ale ptestoze existuje velké mnozstvi praci,
které¢ tento fenomén popisuji, podrobnéj§i mechanismy nejsou zcela zndmy. Dle Cetnosti
recentnéjSich vyzkuml soudim, ze brzy dojde k lepSimu objasnéni tohoto jevu. V posledni
dobé se vyzkumu ligninu a procesu lignifikace vénuji také studie souvisejici se zpracovanim
dieva v dievaiském primyslu. Vyzkumy v dfevaiském primyslu pohlizeji na lignin jako

“nezéadouci‘ latku a zamétuji se na jeho degradaci.
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