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Abstrakt

Kutikula je lipidickou strukturou pokryvajici nadzemni rostlinné organy, kterd poskytuje
rostliné mechanickou pevnost a slouzi jako ochrannd bariéra. Sklada se predevsim z polyesteru
kutinu a voski, odvozenych z velmi dlouhych mastnych kyselin. Vznikaji ve dvou na sob¢
nezavislych biosyntetickych drahdch. Kutikularni biosynteticky aparat je velice slozity a
vyuziva velké mnozstvi enzymi, které mohou mit redundantni funkce, mohou se vyskytovat
ale vodliSnych pletivech nebo mohou vyuzivat substraty riznych délek. Mechanismy
transportu monomert kutinti a vosku a organizace kutikuly zavisi na aktivit¢ ABC pfenaSect,
lipidovych prenasecovych proteinech LTP, kutin syntdzach a kutinzomech. Znalosti o téchto
dynamickych procesech jsou fragmentdrni a dosud nebyly integrovany do vétSiho bunécného
kontextu. Bylo rovnéz naznaceno té€sné spojeni mezi kutikulou a polysacharidovou bunéénou
sténou, které byly dosud vnimané jako dvé nezavislé entity. Slozitost téchto d€jii odrazi i ptisna
regulace na transkripcni a posttranskripéni trovni. Kli¢ovymi regulatory vzniku kutikuly
béhem vyvoje rostliny jsou transkripéni faktory SHINE, MIXTA-like a protein CFL1 s WW-
doménou, zatimco pii odpovedi rostliny na abioticky stres jsou dilezité ABA-dependentni
MYB transkrip¢ni faktory. Recentni vyzkum také ukazuje, ze mtze syntéza kutikuly muze
oscilovat béhem dne. Tato price ma za cil shrnout recentni poznatky o komplexnich

mechanismech vzniku kutikuly.

Kli¢ova slova: Rostlinna kutikula, epidermis, biosyntéza, kutin, vosky



Abstract

The cuticle is a lipidic structure covering plant aerial organs, providing mechanical rigidity and
acting as a protective barrier. It contains the cutin polyester and waxes, which are derived from
very-long-chain fatty acids. These compounds are synthesised in two separate pathways. The
cuticular biosynthetic machinery is incredibly complex and employs a multitude of enzymes,
some of which are functionally redundant, are present in different tissues or catalyse reactions
with substrates of various chain lengths. The mechanisms of how these compounds are
transported and how the cuticle is assembled rely on ABC transporters, LTP lipid carrier
proteins, cutin synthases, and cutinsomes. Knowledge of these highly dynamic processes is
very fragmented and the integrated model of cutin synthesis is yet to be elucidated. A tight
connection between the cuticle and the cell wall, conventionally seen as two separate entities,
has also been implied. The complexity of these mechanisms is also reflected in their
transcriptional and post-transcriptional regulation. While SHINE and MIXTA-like
transcriptional factors and the WW-domain protein CFL1 regulate the cuticle’s synthesis
throughout a plant’s development, ABA-dependent MYB transcriptional factors are important
during abiotic stress. Recent research also shows that the cuticle’s regulation might follow the
diurnal cycle. This work aims to review the recent progress made in understanding of these

complex mechanisms.

Key words: Plant cuticle, epidermis, biosynthesis, cutin, waxes
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Seznam zKkratek

2-MAG 2- monoacylglycerol

ABA abscisic acid, kyselina abscisova

ABCG G podrodina ATP-binding cassette prenasect

AP2/ERF APETALA2/ethylene responsive factor

BDG BODYGUARD

Cle, C18 kyselina palmitova, kyselina stearova; ¢islo je pocet uhlikil
CEPs cuticle-embedded polysaccharides

CER ECERIFERUM

CESA cellulose synthase, celuldzasyntaza

CFL1 CURLY FLAG LEAF1

CFLAP CFL1 associated protein

CL cuticular layer, kutinizovana vrstva bunécné stény

CP cuticle proper, kutikula samotna

CUS CUTIN SYNTHASE, kutinsyntaza

CYP cytochrom P450

DCR DEFECTIVE IN CUTICULAR RIDGES

DEWAX DECREASE WAX BIOSYNTHESIS

ECH ECHIDNA

AtEH1 EPOXIDE HYDROXYLASEL1 u Arabidopsis thaliana
ER endoplazmatické retikulum

FAE fatty acid elongase, elongdza mastnych kyselin, elongac¢ni komplex
FDH FIDDLEHEAD

GCN GENERAL CONTROL NON-REPRESSED PROTEIN
GFP, YFP green/yellow fluorescent protein, fluorescentni protein
GNL1 GNOM-LIKEI

GPAT glycerol-3-fosfat acyltransferaza

GPI glykofosfatidylinositol

HDG1 homeodomain GLABRA 2-like protein 1

HTH HOTHEAD

HUB HISTONE MONOUBIQUITINATION

KCS 3-ketoacylsyntaza

KCR B-ketoacylreduktaza

L1 layer 1, epidermalni vrstva apikalniho meristému
LACS long-chain acyl-CoA synthetase, acyl-CoA-syntétaza
LCR LACERATA

LTP, LTPG lipid transfer protein; G znamena, ze nese GPI-kotvu.
MAHI1 midchain acyl hydroxylasel; acylhydroxylaza, pisobi uprostied fetézce
MIEL1 MYB30-INTERACTING E3 LIGASE 1

ONI3 ONION3

PAS2 PASTICCINO2

PM plazmatickd membrana

RAP 2.4 RELATED TO APETALA 2.4

SDG SET DOMAIN GROUP

SHN SHINE

SKI SUPERKILLER

SLC split luciferase assay

SPL9 SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE

WSD1 syntaza voskovych (wax) estert/diacylglycerolacyltransferaza 1



1 Uvod

Pti ptechodu na sous se rostliny setkaly s rizikem desikace, vétsi intenzitou UV zafeni a
potfebou mechanické podpory. Jednim z feSeni téchto problémii je hydrofobni kutikula,
deponovana na povrch epidermis. Recentni prace nabizeji pohled do jeji rané evoluce.
Homology mnoha genti, spojenych se vznikem kutikuly, najdeme i u fas — je ale ziejmé, ze zde
plni jinou funkci (Kong et al., 2020). Rovnéz se zjistilo, Ze genetické vybaveni mechorostt,
které kutikulu maji, je pestiejsi, a je zase patrna homologie s cévnatymi rostlinami. Proto se
zda, ze kutikula je velice ancestralni struktura, kterou mohl mit spole¢ny piedek vSech

terestrickych rostlin (Kong et al., 2020).

Otazka, co kutikula je a z ¢eho se sklad4, je vSak pfedmétem diskuze. V 19.stoleti byla
rostlinnd kutikula definovana jako struktura nezavisla na polysacharidech bunécné stény a
skladajici se z viditelnych vrstev (von Mohl 1847 dle Fernandez et al., 2016). Pozd¢ji byly tyto
jednotlivé vrstvy definované: vnéj$i vrstva, obsahujici epikutikularni vosky; kutikula samotna
(CP, cuticle proper); kutinizovana vrstva bunééné stény (CL, cuticular layer), kterou také 1ze
rozliSit na vn&j$i a vnitini (Wattendorff a Holloway, 1980). Kutikula samotnd obsahuje
polyester kutin, skladajici se pievazné z hydroxylovanych C16 a C18 mastnych kyselin, coz
jednim z prvnich popsal Matic, 1956. V malém poctu byly nalezeny fenolické latky (Riley a
Kolattukudy, 1975) a glycerol (Graga et al., 2002). V poslednich letech se objevuji prace,
zduraznujici vyznam polysacharidové slozky kutikuly a interpretujici ji jako nehomogenni
lipidickou sloZku bunécné stény (Fernandez et al., 2016). Nasledujici text se vSak bude drzet
konvenéni klasifikace a bude se vénovat jen nejznaméjSim slozkam kutikuly: kutinu a vrstvé
epikutikuldrnich voskd, jejichZ biosyntetické drahy jsou na sobé nezavislé.

Je zfejmé&, ze mechanismy vzniku kutikuly jsou velice sloZzité. Prvni studie ze druhé
poloviny 20.stoleti se zabyvaji biochemii kutikuly: jaké jsou monomery kutinu a slozky vrstvy
epikutikuldrnich voski, a jaké reakce k jejich syntéze vedou. Tyto poznatky byly rozsifeny
praci s mutanty. Byla popsand celd sada eceriferum (cer) mutantd Arabidopsis thaliana
s narusenou vrstvou epikutikularnich voskl (Koornneef et al., 1989; McNevin et al., 1993). Na
zakladé popisu jejich fenotypt byl sestaven prvni kompletni model biosyntézy epikutikuldrnich
voskl, ktery plati i dodnes (Jenks et al., 1995). B&hem poslednich dvaceti let byla
identifikovand vétSina cer gentl, jejichz produkty plni biosyntetické, transportni nebo regulacni
role. Pozdé€ji doslo 1 k identifikaci genil, spojenych s biosyntézou kutinu. Nejdéle zndmym

biosyntetickym genem je lacerata (lcr) kodujici cytochrom P450 CYP86AS8 (Wellesen et al.,



2001). Gent spojenych s biosyntézou kutinu bylo popsdno mnohem méné, ale jejich seznam se
neustale zvétSuje. V poslednich letech rovnéz ptibyvaji prace, které se zabyvaji nejen
biosyntézou kutikuly, ale i1 transportem jejich slozek do bunécné stény a transkripcni regulaci,
¢imz zapojuji jeji vyvoj do vétsiho bunécného a ontogenetického kontextu. VétSina soucasnych
poznatkli pochazi z Arabidopsis, ale §iti se vyuziti novych modelovych organismii, u kterych

vvvvvv

kterého byl popsan mechanismus polymerizace kutinu (Yeats et al., 2014).

Cilem této prace je shrnout poznatky o molekuldrnich mechanismech vzniku kutikuly,
prevazné jeji biosyntézy, na ptikladé modelového organismu Arabidopsis thaliana. Obcas se
bude tato prace obracet i k jinym modelovym organismim. Bude také pojednano o hypotézach,
jak muzou byt slozky kutikuly sekretované na povrch bunééné stény; kde, kdy a jak dochazi
k polymeraci kutinu. Posledni kapitola se vénuje kliCovym regulaénim modultim,
zodpovédnym za centralni transkripéni regulaci vyvoje kutikuly béhem ontogeneze a stresové

odpovedi.

2 Biosyntéza kutikuly

2.1 Aktivace mastnych kyselin

Predpokladda se, ze Cl16 a Cl18 mastné kyseliny, transportované z plastidu do
endpoplazmatického retikula (ER), jsou nasledné aktivované navazanim koenzymu A (CoA)
za vzniku acyl-CoA (Schnurr et al., 2004). Aktivaci v biosyntetické draze kutikuly katalyzuji
enzymy LACS1 (long-chain acyl-CoA synthetase 1) (Lii et al., 2009), LACS2 (Schnurr et al.,
2004) a LACS4 (Zhao et al., 2019). Vi se, Ze tyto enzymy jsou lokalizovany v ER (Weng et al.,
2010; Jessen et al., 2015). Spole€nym znakem jejich mutantii je vyrazn€ snizeny obsah kutinu
a vrstvy epikutikularnich voska (Schnurr et al., 2004; Bessire et al., 2007; Lii et al., 2009; Zhao
et al., 2019). LACS1 a LACS2 jsou funkéné redundantni: /lacs! a lacs2 jsou postizené méné
nez dvojity mutant lacs/ lacs2 (Lii et al., 2009). Nicméné u /acs! byla pozorovand akumulace
C18 monomert, ke které u lacs? nedochazi. Z toho plyne, ze ma LACSI afinitu k C16
prekurzortim, zatimco substratem LACS2 muzou byt C16 i C18 mastné kyseliny (Lii et al.,
2009). Vliv LACS4 na kutikulu je méné jasny, ale pfedpoklada se, Ze aktivuje mastné kyseliny
podobné, jako LACS1 a LACS2. Trojity mutant lacs! lacs2 lacs4 ma nejnizsi obsah kutinu a
voskl ze vSech lacs mutant. Otazkou zGstava, procC je trojity mutant tak ovlivnén, zatimco

lacs4 nebo dvojité mutanty nikoli (Zhao et al., 2019).



2.2 Syntéza monomeri kutinu

Prekurzory kutinu jsou C16 a C18 mastné kyseliny, syntetizované de novo v plastidech a
aktivované navazanim CoA. Lokalizace nésledujicich reakei je diskutabilni: je velice rozSifena
pfedstava, ze vSechny tyto reakce probihaji v lumen ER. Ilustrativni je napt. ptehledovy ¢lanek
Pollard et al., 2008. Tato piedstava plyne ze starSich praci, ve kterych biosyntetické reakce jsou
asociované s mikrozomy (Soliday a Kolattukudy, 1977), coz jsou artefakty derivované z ER
(Palade a Siekevitz, 1956). Ve skutecnosti pouze jeden biosynteticky enzym byl nalezen v ER
pomoci zeleného fluorescentniho proteinu (green fluorescent protein, GFP) (Gidda et al., 2009).
Existuje alternativni hypotéza o lokalizaci biosyntézy kutinu na cytosolické strané membrany
ER (Pineau et al., 2017), o které bude pojednédno v kapitole 2.2.2, ale je pomérné nova. Nelze
proto fict, Ze existuje jedine¢ny, empirickymi daty podpofeny nézor na prostorové uspotradani
biosyntézy kutinu.

Hydroxylace w-konce je prvni reakce, sdilend vSemi prekurzory (Kolattukudy a Walton,
1972). Dalsi kroky se li§i pro nasycené a nenasycené mastné kyseliny. Nasycené C16
prekurzory jsou dal hydroxylované za vzniku 10,16-dihydropalmitové kyseliny (Walton a
Kolattukudy, 1972). U nenasycenych C18 prekurzort se na misté dvojné vazby tvoii epoxidova
skupina, ktera muize byt nasledn¢ hydroxylovana za vzniku kyseliny 9,10,18-
trihydroxystearové (Croteau a Kolattukudy, 1974). Alternativou téchto dvou drah je syntéza
karboxylové skupiny na hydroxylovaném m-konci za vzniku dikarboxylové kyseliny
(Kurdyukov et al., 2006a). Priibéh biosyntézy prekurzord kutinu znazornuje obr. 1. Spolecny
pro tyto tfi drahy je tvorba 2-monoacylglyceroli (2-MAG), coz je posledni krok syntézy.

C16:0 C18:1
CoA/O i CDA/O -
0 ‘ CYP8EA2/4/8 0 ‘ CYP86A2/4/8
_-O.
CoA i OH CuA/O — OH
I Y\/M/M/
CYP??AG/ \HTH ° wﬂl
o CYP77A4 \/ ﬁ on
/D\/\/\/\/\/\/\/\ ? CDA/O N
CoA OH |
! o °
/O O
0 Il S Ve VA YA VAV e VAV aN
CoAr ” OH “ OH
O atEH1
HO OH

Obrazek 1: Prehled jednotlivych modifikaci C16 a C18 prekurzorti kutinu. CYP, cytochrom P450. HTH,
HOTHEAD. AtEH1, EPOXIDE HYDROXYLASEIL. Vytvoieno pomoci Inkscape.



2.2.1 o-hydroxylace

w-hydroxylaci mastnych kyselin v biosyntetické draze kutinu katalyzuji tfi enzymy: CYPS86AS
(Wellesen et al., 2001), CYP86A2 (Xiao et al., 2004) a CYP86A4 (Li-Beisson et al., 2009).
Jsou to cytochromy P450 a patii k podrodiné¢ CYP86A, ktera u husenicku zahrnuje 5 paralogti
(Duan a Schuler, 2005). VétSina znamych eukaryotickych CYP jsou proteiny
s transmembranovou doménou, asociujici s membranou ER, coz je shrnuto napt. Graham-
Lorence a Peterson, 1996. O podrodiné CYP86A se to presn¢ nevi. Co se tyCe ostatnich
paralogli z podrodiny CYP86A, CYP86A1 se exprimuje pouze v kofeni a je kliCovym hracem
ve vzniku suberinu (Hofer et al., 2008). Vyznam CYP86A7, k jehoz expresi vétSinou dochazi
v kvétu, stonku a SeSulce (Duan a Schuler, 2005), nebyl doposud demonstrovan. CYP86A7 ma
in vitro nejmensi afinitu k C18 prekurzorim kutinu, a jeho odhadovana struktura usnadnuje
navazani kratSich mastnych kyselin, které se v kutikule nevyskytuji (Rupasinghe et al., 2007).
Je regulovan stejné jako CYP86A4 a n¢které geny biosyntézy voskll (Kannangara et al., 2007),

coz v8ak ukazuje na roli v syntéze kutikuly jenom nepiimo.

CYP86A2, CYP86A4 a CYPS86OAS jsou schopné vazat stejny substrat, 1 kdyz in vitro k nému
vykazuji odliSnou afinitu (Rupasinghe et al., 2007). Vyjimkou jsou kyseliny 9,10-
epoxystearova a 9,10-dihydroxystearova, které dokazou vazat pouze CYP86A2 a CYP86A4, i
kdyz ke katalyze nedochazi kvuli velké vzdalenosti w-konce od katalytického mista
(Rupasinghe et al., 2007). Lisi se exprese téchto enzymili: CYP86A2 a CYP86AS jsou
exprimovany ve vSech pletivech, zatimco CYP86A4 neni exprimovén v listech a koteni (Duan
uvedené podobnosti naznacuji funkéni redundanci (Duan a Schuler, 2005; Rupasinghe et al.,

2007), coz vSak zatim nebylo detailné popsano.

2.2.2 Hydroxylace uvnitf fetézce

Hydroxylaci nasycenych C16 monomeru katalyzuje CYP77A6, coz ukéazala prace Li-Beisson
et al., 2009. Kutikula mutanta cyp77a6 neobsahuje Zadnou 10,16-dihydropalmitovou kyselinu,
ale ma zvySeny obsah kyseliny 16-hydroxypalmitové a 1,16-dikarboxylpalmitové.
Biochemicka funkce CYP77A6 byla zaroven demonstrovana in vitro. Je proto ziejmé, ze plni

v biosyntéze nasycenych monomert kutinu roli hydroxylazy (Li-Beisson et al., 2009).

Mechanismus hydroxylace nenasycenych C18 monomert je odlisSny. Dvojna vazba je
epoxylovédna a poté hydroxylovana. Produkty téchto dvou reakei jsou kyseliny 18-hydroxy-
9,10-epoxystearova a 9,10,18-trihydroxystearovd (Croteau a Kolattukudy, 1974).
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Predpokladalo se, ze se na epoxylaci mastnych kyselin podili cytochrom P450 (Croteau a
Kolattukudy, 1975), ale prvni konkrétni kandidat na tuto roli, CYP77A4, byl popsén mnohem
pozdéji (Sauveplane et al., 2009). Nedavno se potvrdil vyznam CYP77A4 pro kutikulu, ale
pouze v embryich (Kawade et al., 2018). Kutikula embrya cyp77a4-3 je propustnéjsi pro
barvivo nez kutikula normalni rostliny, coz ukazuje na zmeény jejiho obsahu. Dospéla pletiva se
nezbarvila (Kawade et al., 2018) Neni zatim zndm enzym, ktery katalyzuje epoxylaci C18

prekurzorti u dospé¢lé rostliny.

Druhy krok je katalyzovan epoxid hydroxylazou. Nedavno byl popsan enzym, ktery tuto
funkci plni, rozpustny protein EPOXIDE HYDROXYLASEI (AtEH1) (Pineau et al., 2017).
Substratem pro AtEHI1 in vitro je produkt reakce, katalyzované enzymem CYP77A4 — kyselina
18-hydroxy-9,10-epoxystearova (Pineau et al., 2017). AtEH1 rovnéz vykazuje koexpresi s
CYP77A4 a CYP86AS, coz je dalsim dikazem, Ze jsou ve stejné biosyntetické draze. Dikazy
jsou i na urovni fenotypu: mutantni atehl rostliny maji zvySeny obsah epoxylovanych

monomerl kutinu a snizeny obsah trihydroxy mastnych kyselin (Pineau et al., 2017).

Zajimavym poznatkem je cytosolicka lokalizace AtEH1 (Pineau et al., 2017). Jak bylo
zminéno vySe, rozSifend je predstava, Ze biosyntéza kutinu probiha v lumen ER. Autofi
spekuluji, Zze syntéza monomerti kutinu probihd v metabolomu na cytosolické strané membrany
ER, nikoliv v lumen ER. Zprostiedkovat sestaveni metabolomu by mohly do membrany
zakotvené cytochromy P450 (Pineau et al., 2017). To bylo pozorovano u jinych zastupcii této
nadrodiny (Bassard et al., 2012). Nicméné¢ dukazy existence podobného cytosolického

metabolomu, syntetizujiciho kutin, jsou nepiimé.

2.2.3 Syntéza dikarboxylovych kyselin

Alternativni drahou pro o-hydroxykyseliny mize byt syntéza druhé karboxylové skupiny.
Dikarboxylové kyseliny nejsou pro rostlinné kutikuly béZné, nicméné jsou podstatnou sloZkou
kutikuly husenicku (Bonaventure et al., 2004). Mechanismus jejich vzniku u rostlin byl popsan
u lilku bramboru Solanum tuberosum ve spojeni s metabolismem suberinu (Agrawal a
Kolattukudy, 1977). Zahrnuje dva kroky: dehydrogenaci w-konce a dehydrogenaci vzniklé
oxokyseliny. Kurdyukov et al., 2006a ptedpokladaji, Ze mechanismus vzniku dikarboxylovych
kyselin v kutikule je podobny. Popsali m-alkoholdehydrogenazu HOTHEAD (HTH), ktera by
mohla katalyzovat prvni krok. Kutikula mutantt 4th obsahuje méné karboxylovych kyselin nez
kutikula normalnich rostlin (Kurdyukov et al., 2006a). Arabidopsis mé 7 ptibuznych HTH gent
(Krolikowski et al., 2003), ale jejich funkce neni znama. U ryZe byl objeven ortolog HTH,



ONION3 (ONI3) (Akiba et al., 2013). HTH se exprimuje v protodermis a epidermis, ONI3
pouze v protodermis (Kurdyukov et al., 2006a; Akiba et al., 2013). Mutant oni3 je letalni, hth
nikoli. ONI3 muze hrat vétsi roli ve vyvoji ryze nez HTH u husenicku (Akiba et al., 2013).
Dalsim homologem u ryze je oxidoreduktiza HTHI1, k jejiz expresi dochazi v epidermis
prasniktl (Xu et al., 2017). Enzym, katalyzujici druhy krok syntézy dikarboxylovych kyselin,

dehydrogenaci, nebyl zatim popsan.

2.2.4 Esterifikace

Ptijimany model je, Ze monomery kutinu jsou polymerizované v podobé 2-MAG (Yeats et al.,
2012). Vznikaji acylaci glycerol-3-fosfatu, kterou katalyzuji enyzmy GPAT4 (glycerol-3-
phosphate acyltransferase), GPAT6 a GPATS (Li et al., 2007; Li-Beisson et al., 2009; Yang et
al., 2010). O téchto enzymech se rozhodné vi, Ze jsou to transmembranové proteiny, lokalizujici
na membrané ER (Zheng et al., 2003; Gidda et al., 2009; Waschburger et al., 2018). Dvojity
mutant gpat4 gpat8 mél ovlivnénou kutikulu listd a stonki: byl u né¢j zaznamenan snizeny obsah
kutinu (Li et al., 2007). Samostatné gpat4 a gpat8 mutanty natolik postiZené nebyly, takZe se
role téchto dvou enzymil v biosyntéze kutinu piekryvaji. U mutanta gpat6 snizeny obsah kutinu

byl pozorovan piedevsim v kvétech (Li-Beisson et al., 2009)

2.3  Syntéza voski

C16 a C18 mastné kyseliny jsou prekurzory nejen kutinu, ale i epikutikularnich voskd. Ne
vSechny slozky této vrstvy jsou vosky — nejsou estery. Spoleénym znakem téchto sloucenin je
pritomnost dlouhého fetézce, vétSinou 25 az 35 uhlikt (Jenks et al. 1995). Tento dlouhy fetézec
vznika ¢innosti elonga¢niho komplexu FAE (fatty acid elongase). Enzymy, ze kterych se FAE
sklada, byly lokalizovany na membranach ER pomoci fuze proteinti GFP (Joubeés et al., 2008).
Po elongaci se prekurzory tcastni jedné ze dvou drah: alkanové a alkoholové (Jenks et al.,
1995). V alkoholové draze vznikaji vosky sensu stricto. Produkty alkanové drahy jsou alkany,
sekundarni alkoholy a ketony (Jenks et al., 1995). Tyto dvé dréhy se také odehravaji v ER, coz
je podpoteno lokalizaci biosyntetickych enzymii pomoci fluorescence, viz dale. Biosyntetickou

drahu epikutikularnich voskii znazoriiuje obr.2.
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Obrazek 2: Piehled biosyntézy slozek vrstvy epikutikularnich voskd. CER, ECERIFERUM. KCS, 3-
ketoacylsyntaza. KCR, B-ketoacylreduktaza. PAS2, PASTICCINO2. MAHI1, midchain alkane hydroxylase 1.

WSDI1, wax ester synthase/diacylglycerol acyltransferase 1. Vytvofeno pomoci Inkscape.

2.3.1 Elongace

Mechanismus elongac¢niho cyklu voski v ER byl poprvé nalezen u zivo€ichi (Nugteren 1965),
ale mnohem pozd¢ji byl v dokonalosti popsan i u rostlin (Fehling a Mukherjee, 1991). Cyklus
zahrnuje Ctyfi reakce: kondezace acyl-CoA a malonyl-CoA za vzniku B-ketoacyl-CoA,
redukce na B-hydroxyacyl-CoA, dehydratace za vzniku trans-2-enoyl-CoA a redukce
(Fehling a Mukherjee, 1991). Produktem jednoho cyklu je mastna kyselina v podob¢ acyl-CoA,
ktera ma o dva uhliky navic (Nugteren, 1965).

2.3.1.1 Kondenzace

Kondenzace, katalyzovana 3-ketoacylsyntazami (KCS), je limitujicim krokem elongaéniho
cyklu, ovlivitujicim délku vysledné mastné kyseliny a jeji mnozstvi (Millar a Kunst, 1997).
Dochazi ke kondenzaci acyl-CoA, kde acylovou skupinou je budouci mastny fetézec urcité
délky, a malonyl-CoA, ktery je zdrojem dvou uhlikd. Proto je vysledny produkt elonga¢niho
cyklu delsi o dva uhliky. Tomu, jak je tento krok dulezity, odpovida velky pocet KCS — 21
paralogli u Arabidopsis — a velka variabilita jejich exprese v riznych pletivech v odlisnych
vyvojovych stadiich (Joubes et al., 2008). Zatimco KCS jsou specifické pro rizné biosyntetické
drahy a substraty, ostatni slozky FAE jsou univerzalni a jejich mutace maji pleiotropni efekty,

zasadné ovliviiujici morfogenezi rostliny.



Nejdéle znamé KCS, podilejici se na syntéze voska, jsou KCS6/CER6 (Millar et al., 1999;
Fiebig et al., 2000), KCS1 (Todd et al., 1999) a KCS10/FIDDLEHEAD (FDH) (Yephremov et
al., 1999; Pruitt et al., 2000). Mutant cer6 byl poprvé popsan spolu s dalSimi cer mutanty,
jejichZ spolecnym znakem je postizeni vrstvy epikutikularnich voskl (Koornneef et al., 1989).
Mutant cer6 ma charakteristicky leskly fenotyp, zptisobeny absenci krystalii epikutikularnich
voskl na povrchu epidermis stonku, ktery je zndzornén na obr. 3 (Koornneef et al., 1989; Millar
et al., 1999). Listy, kvéty a plody cer6 mutanti vrstvu epikutikularnich voskit zachovavaji
(Millar et al., 1999), 1 kdyZ v nich také dochdzi k expresi CER6 (Hooker et al., 2002). CERG6 je
totiz kli¢ovy pro syntézu voskil ve stoncich, kdezto v jinych pletivech se jeho funkce prekryva
s jinymi KCS, hlavné s KCS1 (Todd et al., 1999)
a FDH (Yephremov et al., 1999; Pruitt et al.,
2000). Unikatnim pro mutantni fenotyp fdh je to,
ze dochézi k adhezi epidermalnich bunék kvéth
a listi (Lolle et al., 1992; Yephremov et al.,
1999). Tyto enzymy KCS se li§i nejen mistem
exprese, ale 1 afinitou k substratu in vitro.
Substratem CERG6 in vitro jsou mastné acyl-CoA
délkou C16 az C24 (Millar et al., 1999), KCS1
Cl16 az C20 (Blacklock a Jaworski, 2006).
Aktivita FDH in vitro zatim nebyla popséana.
Z toho také plyne, ze CER6 sama o sob¢ vytvari
C26 prekurzory. Pfi tvorbé voski s délkou C28
a vic dochazi k interakci CER6 s CER2, CER2-
LIKEl nebo CER2-LIKE2 acyltransferdzami
(Haslam et al., 2012; Pascal et al., 2013; Haslam

Obrazek 3: Skenovaci elektronova

mikrofotografie stonkii rostlin divokého typu
(horni) a cer6-2 (dolni). Méftitko 5 um. Pievzato et al., 2015). O jejich spolupraci svéd¢i to, ze u

z Fiebig et al., 2000. kvasinek, exprimujicich CER6 ale
neexprimujicich CER2 a CER2-LIKE enzymy,

nedochazi k syntéze delSich mastnych kyselin (Haslam et al., 2015), a Ze se delsi vosky
neakumuluji na povrchu kutikuly mutantii s nefunkénimi acyltransferazami (Pascal et al., 2013;
Haslam et al., 2015). CER2 geny jsou odli$n¢ exprimovany: CER2 je pievazujici v epidermis
stonku, zatimco v listech se jeho aktivita prekryva s aktivitou CER2-LIKEI (Haslam et al.,
2012; Pascal et al., 2013). CER2-LIKE2 se mize spolu s CER2 podilet na tvorbé sporopoleninu

a kutikuly kvétnich organti (Haslam et al., 2015). Mechanismus interakce CER6 a CER2
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enzymi nebyl zatim dostate¢né objasnén. Nadto se nevi, jestli s témito acyltransferdzami
interaguji 1 jiné enzymy KCS, kromé& CERG6.

Dalsimi enzymy KCS, ovlivityjicimi stavbu kutikuly, jsou KCS20 a KCS2/DAISY (Lee et
al., 2009a). Snizeny obsah epikutikularnich voski ma dvojity mutant kcs20 kes2/daisy-1, coz
sved¢i o jejich mozné spolupraci. Na rozdil od ostatnich kutikularnich KCS se KCS20 a
KCS2/DAISY uplatiuji 1 v jinych biosyntetickych drahach, napi. suberinu. Kromé toho byla
nedavno popsana role KCS16 v syntéze C36 a C38 voskt v trichomech (Hegebarth et al., 2017).
Z in vitro pokusti rovnéz bylo ziejmé, Ze substratem pro KCS16 jsou C34 az C36 mastné

kyseliny.

2.3.1.2 Redukce p-ketoacyl-CoA

Druhym krokem elongace mastnych kyselin je redukce vysledné B-ketoacyl-CoA. U kvasinek
tuto reakci katalyzuje enzym YBRI159w (Beaudoin et al., 2002), a Arabidopsis ma dva
homologni enzymy: KCRI1 (B-ketoacyl reductase 1) a KCR2 (Beaudoin et al., 2009).
Homozygotni mutace kcrl je letdlni ve stadiu embrya, takze je tento enzym pro jeho vyvoj
esencidlni. Pomoci metod RNA interference byl popsan fenotyp dospé€lé rostliny, u které
dochazi k potlaceni exprese KCR1. Transformované rostliny mély typicky leskly fenotyp a
abnormalni morfologii trichomt a epidermis listl, spojené s absenci vrstvy epikutikularnich
voskli. Mutace KCR1 ma pleiotropni efekty: kromé kutikularnich voskd, mély mutanty 1 jiny
obsah sfingolipidt, triacylglyceroli v semenech a glycerolipidii v kofenech. Fenotyp kcr2 se
od rostliny divokého typu nelisil a doposud neni znamé funkce KCR2, ale je zfejmé, ze neni
esencidlni a redukéniho kroku FAE se béhem biosyntézy kutikuly neti¢astni (Beaudoin et al.,

2009).

2.3.1.3 Dehydratace

V ptedchozim kroku vznikly B-hydroxyacyl-CoA je dehydratovan acyl-CoA-dehydratdzou
PASTICCINO2 (PAS2) (Bach et al., 2008). Mutant s oslabenou expresi PAS2 m4 srostlé listy
a kvétni organy, podobné jako fdh, ale, na rozdil od ostatnich mutantli, ma abnormalni
morfologii, zplisobenou ektopickym bunéénym délenim a proliferaci (Faure et al., 1998; Bellec
et al., 2002). Krom¢ narusené¢ biosyntézy kutikuly byla u pas2 popsana zvySend exprese
markerti bunééného deleni a geni cytokininové odpovédi (Harrar et al., 2003). Divodem muze
byt to, Ze funkce PAS2 proteinu prozatim nezndmym zplsobem ovliviiuje syntézu samotné
bunécné stény. Aktivita PAS2 je napiiklad spojena s expanzi bunécné desky (Bach et al., 2011).
Pomoci metody dvouhybridového systému byla také zaznamenana interakce PAS2 se slozkami
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celulézasyntaz CESA3 a CESA6 (Zhu et al., 2020). PAS2 jako multifunkéni protein lokalizuje
na vice mistech a plni vice funkci v zavislosti na kontextu: lokalizace v ER odpovida jeho
biosyntetické funkci (Morineau et al., 2016), zatimco lokalizace v Golgi souvisi s interakci s

CESA3/6 (Zhu et al., 2020)

2.3.1.4 Redukce S-ketoacyl-CoA

Posledni krok elongacniho cyklu katalyzuje enzym CER10, jediny znamy homolog kvasinkové
enoyl-CoA-reduktazy Tscl3p u Arabidopsis (Kohlwein et al., 2001; Zheng et al., 2005). Pro
cerl( jsou typické snizeny obsah kutikularnich voskt, zakrnélost a nachylnost k vadnuti
v suchych podminkdch (Koornneef et al., 1989). Abnormalni morfologie stonku, listl,
epiderméalnich bunék a trichomt je zptsobena narusenim bunééné expanze (Zheng et al., 2005).
Stejny tym také zjistil, ze se CER10 podili nejen na biosyntéze kutikuly, ale i sfingolipidii a

triacylglycerolii, o ¢emz svedci jejich snizena hladina u cer/ 0 mutantt.

2.3.2 Alkoholova draha

Po elongaci jsou prekurzory redukované mastnou acyl-CoA-reduktdzou za vzniku primarniho
mastného alkoholu (Pollard et al., 1979). CER4 je jediny dosud zndmy enzym u husenicku,
ktery plni tuto roli (Rowland et al., 2006). Exprimuje se v listech, kvétech, plodech a stoncich.
Obsah voskt byl vSak detailné kvantifikovan jenom ve stoncich (Rowland et al., 2006). U
mutanta cer4 jsou detekovatelné primarni C30 alkoholy, coz svéd¢i o tom, Ze existuje
nepopsany izoenzym, ktery je s CER4 redundantni. Sledovani in vitro aktivity CER4 takeé
ukézalo, Ze jeho produktem jsou kratsi C24 az C28 alkoholy (Rowland et al., 2006).
V distalnich c¢astech stonku se miizou zprodukti CER4 také tvofit nenasycené primarni
alkoholy, jejichz vznik katalyzuje desaturaza CER17 (Yang et al., 2017). Primérni alkoholy,
syntetizované v této draze, a C16 mastné kyseliny jsou prekurzory estert (Lai et al., 2007; Li
et al., 2008). Li et al. 2008 rovnéZ zjistili, Ze tvorba esteru je katalyzovana enzymem WSD1
(wax ester synthase/diacylglycerol acyltransferase 1). Mutant wsd/ ma sniZzeny obsah estert, a
tvoifi WSDI estery a triacylglyceroly in vitro. Aktivita promotori WSDI1 byla popsana
v mistech syntézy epikutikularnich voskt: stoncich, listech a kvétech. Piestoze WSDI1 in vitro
katalyzuje syntézu triacylglyceroll, mRNA WSDI v semenech detekovand nebyla. Proto se

muze in vivo podilet jen na biosyntéze kutikuly (Li et al. 2008).

Alkoholova dradha se odehrdva v ER, coz je v souladu s lokalizaci souboru enzymi,

podilejicich se na elongaci mastnych kyselin — komplexu FAE. Piedpoklada se, ze WSD1 je
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transmembranovy protein, zakotveny v membrané ER (Li et al. 2008). Lokalizace tohoto
enzymu na membrané ER byla pozorovand in planta pomoci fizniho proteinu YFP:WSD1
(obr. 4). Stejnou metodou byla stanovena asociace CER17 se membranami ER (Yang et al.,
2017). Lokalizace rostlinného enzymu CER4 v ER byla popséna jen in vitro u kvasinek

(Rowland et al. 2006). Autofi ptedpokladaji, ze je in vivo podobna a ze se jedna o protein,

ukotveny v membrané.

Rhodamin B

YFP-WSD1

Slouceny
obraz

Obrazek 4: Bunécna lokalizace WSDI1. A, lokalizace YFP-WSD1 v ER epidermalni buniky. B, barveni ER pomoci
hexylrhodaminu B. C, lokalizace YFP-WSDI. D, kombinace B a C. Upraveno dle Li et al., 2008.

2.3.3 Alkanova draha

Alkany se tvoii ptes aldehydovy intermediat, ktery je nasledné dekarbonylovéan (Cheesbrough
a Kolattukudy, 1984). Pocet uhlikli v mastném fetézci, ktery je po elongaci sudy, se po
odstranéni karbonylové skupiny stava lichy. Na syntéze alkand se podili heterodimer dvou
enzymi CER3 a CERI1, coz bylo zjisténo pomoci metody SLC (split luciferase assay) tymem
Bernard et al., 2012. Heterodimer lokalizuje v ER, a pfedpokladé se jeho vazba na membranu.
To, ze tyto dva enzymy jsou pro vznik alkanu dilezité, se védelo uz diiv: kutikula cerl
(Hannoufa et al., 1993; Aarts et al., 1995; Jenks et al., 1995) a cer3 (Chen et al., 2003; Kurata
et al., 2003) ma sniZeny obsah alkanli. Nadmérnd exprese CER1 vede k akumulaci alkant ve
vrstvé epikutikularnich voskli (Bourdenx et al., 2011). Zésadni rozdil mezi témito dvéma
mutanty je vSak v tom, Ze cer/ akumuluje ve své kutikule aldehydy (Hannoufa et al., 1993;
Aarts et al., 1995; Jenks et al., 1995), zatimco cer3 nikoliv a dokonce ma obsah aldehyda
11



snizeny oproti rostlindm divokého typu (Chen et al., 2003). CER3 totiz katalyzuje syntézu
aldehydi, zatimco CERI1 jejich dekarbonylaci za vzniku alkanti (Kurata et al., 2003). S
aktivitou CERI1 se castecné prekryva aktivita CER1-LIKE1, zejména pii syntéze C25 a C27
aldehydu v kvétech a plodech. Protein CER1-LIKE]1 byl také nalezen na membrané ER, a byla
popséna jeho interakce s CER3 (Pascal et al., 2019). Enzym MAH1 (midchain acyl hydroxylase
1) katalyzuje vznik ketonti a sekundarnich alkoholi, dalSich derivatt této drahy (Greer et al.,
2007). Je také znam jako CYP96A 15, takze jde o dalsi cytochrom P450. Je to transmembranovy

protein, asociujici s membranou ER.

3  Sekrece kutikuly

3.1 Intracelularni transport

Existuje né€kolik hypotéz, jak probiha intracelularni transport epikutikularnich voska. Hypotéza
nevezikularniho transportu skrze kontaktni mista ER a plazmatické membrany (PM) se zaklada
na pozorovani fenotypu mutantti s nefunkénimi ABC transportéry z G podrodiny (ATP-binding
cassette transporter, ABCG). Predpoklada se, ze pfenaseji slozky kutikuly skrze PM, ¢emuz se
detailné vénuje kapitola 3.2. U mutantl s nefunkénimi ABCG pienasec¢i dochézi k akumulaci
lipidii ve strukturach, odvozenych z ER, coz slouzi jako nepiimy dikaz nevezikularniho

transportu voskl skrze kontaktni mista ER a PM (McFarlane et al., 2010).

Recentni vyzkum se vSak soustfedil na hypotézu, ze epikutikuldlni vosky jsou
transportovany ve vaccich. Argumentem pro tuto hypotézu je fenotyp mutantli, spojenych
se sekre¢ni drdhou: ech (echidna), gnll-1 (gnom-likel) a cerll. ECH je transmembranovy
protein, lokalizujici v trans-Golgi, a podili se na sekreci pektinli (Gendre et al., 2011;
McFarlane et al., 2013). GNL1 je vyménny faktor guaninového nukleotidu lokalizujici s
markery cis-Golgi (Richter et al., 2007). Spolecnym znakem gnll-1 a ech je abnormalni
morfologie ER (Nakano et al., 2007; McFarlane et al., 2013) a sniZeny obsah epikutikularnich
voskd, sekretovanych na povrch bunééné stény a celkové syntetizovanych v buiice (McFarlane
etal., 2014). Vliv jejich mutace na depozici voski by byl dvojity: naruSena syntéza vosku kviili
abnormalnimu tvaru ER a naruSena sekrece, jak piSe McFarlane et al., 2014. Tteti gen koduje
protein CER11, fosfatdzu s dosud neznamou funkci (Shi et al., 2019). Mutantni rostliny cerl 1
jsou zakrn¢lé a kifovinaté a maji snizeny obsah epikutikuldrnich voski. Zatim Zadna dalsi prace

hypotézu vezikularniho transportu explicitné nepodpofila ani nevyvratila. Kromé toho Z4dna
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z popsanych hypotéz ve svém pluvodnim znéni nezmifiuje monomery kutinu, o jejichz

transportu skrze kontaktni mista ER a PM nebo ve vezikulech se nic nevi.

3.2 ABCG prenaSece

Je velice rozsifena hypotéza, Ze monomery kutinu a epikutikulalni vosky jsou sekretovany na

povrch bunécné stény pomoci ABCG pienasecii, lokalizujicich na PM: ABCGI12/CERS
(Pighin, 2004), ABCG11 (Bird et al., 2007; Panikashvili et al., 2007), ABCG32 (Bessire et al.,
2011; Fabre et al., 2016), ABCG13 (Panikashvili et al., 2011) a ABCG5 (Lee et al., 2021). Pro

ABCG transportéry je charakteristické to, Ze mnohé z nich funguji jako dimery, coz bylo
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Obrazek 5: Transmisni

elektronova mikrofotografie
pti¢ného fezu epidermalni bunikou
A, divokého typu a B, abcgll s
membranovou inkluzi. C, zvétSeny
obraz inkluze. Méfitko: 2 pm — A,
B; 500 nm — C. Pfevzato z Bird et
al., 2007.

definovéano v praci Verrier et al., 2009. ABCG12 a ABCG11
tvoii heterodimer, ale byla pozorovana schopnost ABCG11
tvofit homodimer (McFarlane et al., 2010). Nevi se, jaké
dimery vytvateji ostatni ABCG transportéry.

U mutant abcgl2, abcgll a abcg32 byla popsana
ptitomnost cytoplazmatickych inkluzi, odvozenych z ER, ve
kterych se hromadi slozky kutikuly (obr. 5), a snizeny obsah
lipiddi na povrchu bunééné stény (Pighin, 2004; Bird et al.,
2007; Bessire et al., 2011). Kutikula abcg 2 postrada jenom
epikutikuldlni vosky (Pighin, 2004), kdezto abcgll ma
snizeny obsah jak vosku, tak i kutinu (Bird et al., 2007).
Proto se predpokladd, ze ABCGI12 je specificky pro
transport voskll, zatimco ABCGI11 je ptfenaSeCem vSech
prekurzord kutikuly (Bird et al., 2007; McFarlane et al.,
2010). Cinnost ABCG13 je spojena s transportem kutinu
v kvétnich organech (Panikashvili et al., 2011). Uloha
ABCG32 je méné jasnad. Nejvic se exprimuje rostoucich,
nikoliv plné vyvinutych, pletivech (Bessire et al., 2011;
Fabre et al., 2016). Jeho mutant ma sniZzeny obsah
nasycenych C16 monomeri kutinu. Zajimavy je objev Fabre
etal., 2016, Ze funguje Castecné nezavislé na GPAT4, 6 a 8.
Jak bylo zminéno v pfedchozich kapitolach, poslednim
krokem biosyntézy monomert kutinu je tvorba 2-MAG,

katalyzovana enzymy GPAT4, 6 a 8. Cilem pokust bylo

13



zjistit, zda jsou GPAT epistatické k ABCG32, ktery by mél byt pfenase¢em 2-MAG. Porovnani
fenotypu dvojitého abcg32 gpat6 a trojitého abcg32 gpat4 gpat6 mutanta s rodicovskymi
rostlinami ukazalo, Ze nejsou upln¢ epistatické. U takovych mutanti je obsah kutinu mnohem
mensi nez u abcg32, gpat6 nebo gpat4 gpat8 (Fabre et al., 2016). Neni jasné, jestli nezavisle
na téchto enzymech GPAT funguji i ostatni ABCG pfenaseCe. Muze to také znamenat, Ze
existuji dalsi GPAT enzymy, které nebyly popsané, nikoliv to, Zze nejsou ABCG na 2-MAG
zavislé.

Recentni prace Lee et al., 2021 také zvazuje vyznam ABCGS5 pro vyvoj kutikuly
zavodnénych semenackii. Zavodnéné abcg5 semendcky nedokdzou vyvinout dospélé listy.
Jejich kutikula je propustna pro etanol a toluidinovou modi a ovlivnéné jsou jak kutin, tak i
vosky. Mutace se projevuje i u semenacku, péstovanych v normalni piidé nebo agaru, ale nema
stejné dramaticky vliv na jejich vyvoj. Za normalnich podminek aktivita ABCGS je ¢aste¢né
kompenzovana ¢innosti jinych pfenaSeci; o tom svéd¢i 1 zvySend exprese ABCG11 a ABCGI2.
Proto se zda, ze, 1 kdyZ je ABCGS v né€em s jinymi pfenaSeci redundantni, mize plnit néjakou

zvlastni funkci, zejména pii hypoxickém stresu béhem zavodnéni (Lee et al., 2021).

33 LTP

Nejasnym zustava mechanismus, jak jsou slozky kutikuly transportované na povrch bunééné
stény. Jednou z hypotéz je transport pomoci lipidovych ptenaSecovych proteint (LTP, lipid
transfer protein), které by lokalizovaly extracelularn€é a prenaSely by hydrofobni vosky a
monomery kutinu pies bunécnou sténu (Sterk et al., 1991). Tyto proteiny obsahuji hydrofobni
kapsu, kam se vazou lipidické latky, coZz umoZiiuje jejich pfenos (Shin et al., 1995).
V poslednich letech se hypotéza transportu pomoci LTP rozsitila. Néktefi autofi navrhuji
klasifikaci LTP podle jejich moZné role v kutikule: LTPG s glykofosfatidylinositolovou (GPI)
kotvou, transportni LTP a adhezni LTP (Edqvist et al., 2018), ale pfesny mechanismus jejich
spoluprace neni dosud zndm. Podle jednoho modelu by LTPG mohly vazat prekurzory kutikuly
a predévat je transportnim LTP (DeBono et al., 2009). Druhy model, nabizeny stejnym tymem,
predpoklada, ze LTPG jsou odStépené specifickou fosfolipdzou a prendseji kutikularni lipidy
samy. Adhezni LTP nejsou spojené pifimo s transportem, ale zatim neznamym zplisobem se
podileji na propojeni hydrofobni vrstvy kutikuly s polysacharidy bunécné stény (Jacq et al.,
2017; Edqvist et al., 2018).

Byly popsany dva LTP s GPI-kotvou: LTPG1 a jeho homolog LTPG2. Mutace ltpgl je

spojenda zejména se snizenou hladinou voskovych alkant v kutikule stonkl a plodt (Lee et al.,
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2009b; DeBono et al., 2009). Podobné se projevuje mutace /tpg2, ktera ovliviluje prevazné
epikutikuldlni vosky plodi (Kim et al., 2012). Nicméné jedna z mutantnich alel, ltpg2-1, se
fenotypoveé projevuje snizenym obsahem monomert kutinu v listech. Fenotyp dvojitého
mutanta svéd¢i o tom, ze dochazi k ur€itému prekryvu funkce LTPG1 a LTPG?2 pfi transportu
alkant v plodech a stoncich, zatimco jejich vliv na epikutikuldlni vosky listd je minimalni (Kim
etal., 2012). Vzhledem k tomu, Ze byla v epidermis Arabidopsis popsana exprese jesté nékolika
dalSich LTP (Suh et al., 2005), a ze mutantni rostliny zachovavaji svoji kutikulu, miizou se na
transportu podilet 1 jiné LTP. Na zakladé koexprese s LTPG1 a LTPG2 byl navrzen LTPG6
jako dalsi GPI-ukotveny LTPG, dilezity pro vyvoj kutikuly (Edstam et al., 2013).

Z adheznich LTP je znam pouze AtLTP2 (Jacq et al., 2017). Kutikula etiolovanych
semenackd atltp2 se svym chemickym slozenim nelisi od divokého typu, avSak je mnohem
propustnéjsi pro barvivo a hif brani ztratdm vody. NejpozoruhodnéjSim znakem tohoto
fenotypu je naruSené propojeni bunécné stény a kutikuly (obr. 6), coz vedlo k zavéru, ze se

AtLTP2 podili na jejich adhezi.

{.A} TEM (Osmium tetroxide) (B) TEM (Qsmium tetroxide)
.C\'l".l..‘)\‘\
o Cut
o A
y( : Cut N
A \
N
1 DZ \
: .
cw |
>

Obrazek 6: Transmisni elektronova mikrofotografie kutikuly etiolovaného hypokotylu divokého typu (A) a
hypokotylu atltp2 (B). CW, bunécna sténa. Cut, kutikula. Cyt, cytoplazma. DZ, z6na, kde dochazi k odpojeni

bunééné stény a kutikuly (cuticle-cell wall detachment zone). Méfitko 2 pum. Upraveno podle Jacq et al., 2017.
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3.4 Polymerizace kutinu

Jak bylo zminéno v ptedchozi kapitole, predpoklada se, ze kutin je polymerizovan v podobé 2-
MAG, vznikajicich ¢innosti enzymt GPAT (kapitola 2.2.4). Role glycerolu v tvorbé polymeru
kutinu se zvazovala i diiv (Graga et al., 2002), ale jeho piesny vyznam nebyl jasny. Vyraznym
posunem se stal objev lipazy CUTIN SYNTHASE 1 (CUS1) u rajcete, ktery spojil poznatky o
glycerolu v kutikule, enzymi GPAT a jejich roli v polymerizaci kutinu (Girard et al., 2012;

Yeats et al., 2012). In vitro tento enzym dokazal vytvorit z 2-MAG kratky fetézec oligomeru

Reaktanty kutinu. Na zékladé téchto pozorovani byl
I \
o ° navrzen mechanismus polymerizace kutinu:
MOH M ©H CUSI pienasi acylovou skupinu z 2-MAG na
HO OH HO OH o _
2-MAG 2-MAG linearni polymer kutinu (obr. 7) (Yeats et al.,

2012, 2014). Pozdgji bylo zjisténo, Ze

o
OH frrnn A OH OH ) L . .
@O OH nefunkéni CUS1 ovliviiuje nejen esterifikaci

Intermediat acylovych skupin mezi sebou, ale i esterifikaci

OH o O%V\NYV\A'OH glycerolu mezi sebou (Philippe et al., 2016),

HO OH M OH 5 vivodne , bylo. V dali
Glycerol Hd b Dimer coz plvodné zaznamenano nebylo. alsi

. . ,  praci Philippe et al., 2020 demonstrovali, Ze
Produkty mutaci CUS1 jsou ovlivnéné i polysacharidy,

Obrizek 7: Mechanismus polymerizace, navrzeny ~ Nachazejici S€ v pfimém kontaktu

na zakladé studii CUSI in vitro. Upraveno dle s alifatickymi slozkami kutikuly. Jsou znamé
Yeats et al., 2014. jako CEPs (cutin-embedded polysaccharides).
Napt. ve vrstvé CEPs u cus/ mutantl dochazi ke zvySeni celkového obsahu polysacharidu,
nicmén¢ proporéné je tam mnohem méné pektinu nez u rostlin divokého typu. Tyto poznatky
naznacuji tésné spojeni CUSI1, kutinu a polysacharidli bunééné stény, ale jeho podstata neni
zatim jasna.

S ohledem na to, Ze se u mutanta cus/ zachovavaji kratsi fetézce polyesteru kutinu, je
mozné, Ze jsou dalsi enzymy, které polymerizaci pomahaji (Philippe et al., 2016). CUS1 patii
k velice konzervované rostlinné rodiné kutinsyntaz CUS, kterd zahrnuje 5 homologi u rajéete
a 4 u husenicku (Yeats et al., 2014). Vétsina z nich ale zatim nebyla popséana. Je jenom zndmo,
ze CUS2 Arabidopsis neni ptimo spojena s polymerizaci kutinu, ale podili se na tvorbé& hiebenti
na povrchu kutikuly kvétu (Hong et al., 2017). Krom¢ toho jsou BODYGUARD (BDGQG)
(Kurdyukov et al., 2006b) a DEFECTIVE IN CUTICULAR RIDGES (DCR) (Panikashvili et

al., 2009) dva dals§i enzymy, které se mizou na polymerizaci kutinu podilet. BDG je
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extracelularni hydroldza. Pro bdg je charakteristicka naruSena morfologie listli a trichomt,
akumulace vosklli a monomert kutinu. Pfi péstovani in vitro bdg rostliny tvoii struktury
piipominajici kalus. BDG muize plnit néjakou funkci bud’ pfimo v sekreci kutikuly nebo
regulaci bunécné proliferace (Kurdyukov et al., 2006b). Jakobson et al., 2016 pfedpokladaji, ze
se BDG podili na polymerizaci kutinu, zejména C18 prekurzorti: C18 mastnych kyselin je vic
v kutikule rostlin se zvysenou expresi BDG. Kviili tomu, Ze jsou ovlivnéné jenom specifické
C18 monomery kutinu, odmitaji autofi jeho regulacni roli (Jakobson et al., 2016). Jako
alternativni moznost nabizeji biosyntetickou funkci — deacylaci CoA, ale v takovém piipadé
zUstava nejasna jeho extracelularni lokalizace. O druhém enzymu, DCR, je znamo stejné malo.
Je to cytosolickd acytransferaza (Panikashvili et al., 2009). Jeji nefunkcnost je spojena s fadou
znakl typickych pro mutanty spojené s kutinem nebo kutikulou: srostlé¢ organy, snizend hladina
kutinli a nachylnost k vyschnuti. AvSak DCR se exprimuje nejen v epidermis nadzemnich
organu, ale i v jinde, coz ukazuje na mnohofunk¢nost tohoto enzymu. Jedna z jeho roli by byla
v polymerizaci kutinu, zejména kyseliny 10,16-dihydropalmitové, kterou mutant dcr ve své
kutikule nema. Existuje i jiny opac¢ny nazor: DCR je diacyltransferaza, ktera katalyzuje vznik
triacylglycerolt (Rani et al., 2010). To implikuje, Ze triacylglyceroly jsou prekurzorem kutinu.
Roli triacylglycerolii ve vzniku kutikuly v§ak Zadna jina prace nepodporuje. Je vidét, ze vyznam
BDG a DCR neni dosud jasny: nevi se ani jejich biochemicka funkce, ani jejich pfesné zarazeni

do biosyntetické drahy kutinu.

3.5 Kutinzomy

Alternativni hypotézou, jak probiha transport a polymerizace monomert kutinu je, Ze probihaji
¢innosti  kutinzomii. Kutinzomy byly poprvé popsany jako vacky, vznikajici in vitro
samousporadavanim z alifatickych monomert kutinu (Heredia-Guerrero et al., 2008;
Dominguez et al., 2010). Mistem vzniku kutinzomi v buiice by méla byt lipidova téliska. U
nékterych rostlin tato lipidova téliska jsou soucasti lipotubulodniho metabolonu (Kwiatkowska
et al., 2014). Je to struktura, obsahujici mikrotubuly, aktin, ribozomy, mitochondrie, Golgi a
ER, kterd byla poprvé popsana u snédku chocholi¢natého Ornithogalum umbellatum
(Kwiatkowska, 1971; Kwiatkowska et al., 2013, 2015). U rostlin, které tuto strukturu nemaji,
jsou predpokladanym mistem vzniku volnd lipidova téliska (Stepinski et al., 2017). Plati to 1
pro Arabidopsis. Dalsi in vitro pokusy predpokladaji podil pektinli na tvorbé kutinzomd.
Vytvafteji kolem hydrofobniho jadra hydrofilni obal (Guzman-Puyol et al., 2015). To vSak zatim

nebylo pozorovéno in vivo, takze se nevi, jak tento proces vypada v rostlinné buiice.
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Poznatkli o skuteéném vyskytu téchto struktur u rostlin je mélo. Poprvé byly popsany u
vyvijeciho se plodu rajéete pomoci mikroskopie atomarnich sil (Heredia-Guerrero et al., 2008)
a immunolokalizace (Dominguez et al., 2010). Nejvic prozkoumané jsou kutinzomy, které byly
pozorované v pokozkovych bunkich semeniku snédku chocholi¢natého pomoci metod
transmisni elektronové mikroskopie (Kwiatkowska et al., 2014). Jsou ve velkém poctu na
povrchu bunééné stény a ve vznikajici kutikule. S kutinzomy rovnéz asociuji enzymy,
homologické s WSD1 a GPAT6 (Stepinski et al.,, 2016). Proto autofi ptedpokladaji, Ze
kutinzomy piendseji tyto enzymy na povrch kutikuly. Nedavno kutinzomy byly popsany i v
embryu husenicku pii tvorbé prokutikuly (obr. 8).

Obrazek 8: Transmisni elektronova mikrofotografie kutinzomti v embryu Arabidopsis. Tmavé
struktury v bunééné sténé (Cerné Sipky) a cytoplazmé (bilé Sipky) jsou kutinzomy. cs, kutinzom; 1b,
lipidove télisko; pb, proteinové télisko; cyt, cytoplazma; ecw, bunécna sténa; plm, plazmaticka

membrana; cut, kutikula. Méfitko: A—1 pm, B—10 nm. Pfevzato z Stepinski et al., 2017.

Podle zastanct hypotézy kutinzom1 se jejich existence nevylucuje s transportem pomoci ABC
pfenaSeci a polymerizace ¢innosti CUSI, ktery jej popsan v ptedchozich kapitolach, nybrz je
to komplementarni mechanismus (Stgpinski et al., 2017; Segado et al., 2020). Zjistilo se, Ze se
v ruznych stadiich vyvoje uplatiiuji odlisSné mechanismy tvorby kutikuly (Segado et al., 2020).
Kdyz se tvoii prokutikula plodu rajc¢ete, jsou detekovatelné kutinzomy. Pti bunééné expanzi se
naopak zvysuje exprese CUS1. V tom stadiu se zaroven zac¢ind lisit kutikula cus/ od kutikuly
divokého typu (Segado et al., 2020). Souhrn mechanismt, které se na transportu kutinu podileji,

je znazornén na obr. 9.
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4 Regulace vyvoje kutikuly

4.1 Transkrip¢ni regulace

Prvni popsanou rodinou transkripcnich faktoru, spojenych s regulaci kutikuly, je rodina SHN
(SHINE). Aktivitu SHN reguluji protein s WW doménou CFL1 (CURLY FLAG LEAF1) a
MIXTA-like transkrip¢ni faktory, povazované za centralni regulatory vyvoje kutikuly. Jejich
aktivita je spojend s celkovou ontogenezi rostliny (Wu et al., 2011; Oshima et al., 2013).
Transkripéni regulaci kutikuly lze vSak studovat i v kontextu stresové odpovédi rostliny. Pro
odpovéd’ na abioticky stres je dilezita exprese gentl, fizena ABA-dependentnimi transkripénimi
faktory (kapitola 4.1.4). S reakci na bioticky stres je spojen pouze jeden transkripéni faktor,
MYB30 (Raffaele et al., 2008). Kromé¢ toho se v poslednich letech objevuji prace o cirkadialni
rytmicité syntézy kutikuly a jsou znamé histonové modifikace, spoj ené s regulaci

vvvvvv

thaliana jsou shrnuté v tab. 1
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Protein Funkce Zdroje
SHN1/2/3 Pozitivni transkripéni regulace biosyntézy voskt Broun et al., 2004, Kannangara et
(LACS2, CERI1, KCS1, FDH) a kutinu (LACS2, al., 2007, Shi et al., 2011, Oshima
CYP86A4/7, CYPT7A6, GPAT4) etal., 2013
MYB106 Pozitivni transkrip¢ni regulace SHN1, biosyntézy Oshima et al., 2013
voskt (FDH, CER1, LACS2) a kutinu (CYP86AS,
CYP77A6)
MYBI16 Pozitivni transkrip¢ni regulace syntézy kutinu Oshima et al., 2013
(LACS2, CYP86A4, CYP77A6)
CFL1 Negativni regulace SHN1 a HDGI, pozitivni Wu et al., 2011, Lietal., 2016
regulace CFLAP1/2
HDG1 Pozitivni transkrip¢éni regulace FDH a BDG Wu et al., 2011
CFLAP1/2 | Negativni transkripéni regulace syntézy a transportu | Li et al., 2016
voskd (KCS1, CER4, ABCG12...) akutinu
(CYP86A4, CYP77A6)
MYB30 Pozitivni transkrip¢ni regulace syntézy voskl Raffaele et al., 2008
(CER10, KCS2, CER3...)
MIEL1 Rizen4 degradace MYB96 a MYB30 Marino et al., 2013, Lee et al., 2017
DEWAX Negativni transkrip¢ni regulace syntézy voski Go et al., 2014, Li et al., 2019
(LACS2, CER1), inhibice SPL9.
SPL9 Pozitivni transkrip¢ni regulace syntézy voski Lietal, 2019
(CERI1, CER4).
miR156 Negativni regulace SPL9. Lietal., 2019
RAP2.4 Pozitivni transkrip¢ni regulace syntézy voskl Yang et al., 2020a
(CER1, KCS2/DAISY)
HUBI1/2 Monoubikvitinace histonu H2B, pozitivni regulace M¢nard et al. 2014
syntézy kutinu (LACS2, HTH, CYP86A2) a vosku
(CER1)
GCN5 Acetylace histonu H3, pozitivni regulace syntézy Wang et al., 2019
voskl (CER3, CER2-LIKE1, CERI-LIKE1)
SDG8/25 Metylace histonu H3, pozitivni regulace syntézy Leeetal., 2016
voskt (CER3)

Tabulka 1: Shrnuti transkripcnich regulatorti vyvoje kutikuly a genti, na které pasobi.
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4.1.1 SHINE transkrip¢ni faktory

SHN (SHINE) je podrodinou
APETALA2/ethylene-response factor (AP2/ERF)
transkripcnich faktort, obsahujicich
konzervovanou AP2 doménu. U husenicku ¢ita tfi
homology: SHN1, SHN2 a SHN3 (Aharoni et al.,
2004). Nejdifiv byly tyto transkripéni faktory
popsané jako regulatory biosyntézy
epikutikularnich voskl (Aharoni et al., 2004; Broun
et al., 2004), ale dalsi prace zvazuji i jejich podil na

regulaci vzniku kutinu (Kannangara et al., 2007) a

358:miR-SHN1/2/3}

expresi gent, spojenych s bunénou sténou (Shi et

al., 2011). Umlceni vSech tii SHN gend z4dsadn€  Qprazek 10: Dehiscence kvéti rostliny
ovliviiuje morfologii kvétu (obr.10). Naopak pfi  divokého typu (A) a kvéti linie s umlcenim
transkripénich faktort SHN (B). Je vidét, ze
dochazi k adhezi korunnich listki k sobé.

Metitko 5 mm. Upraveno dle Shi et al., 2011.

umlceni pouze SHNI1 ke vzniku podobného
fenotypu nedochazi (Shi et al., 2011). Tyto
vysledky naznacuji jejich spolupraci pii vyvoji
kvétu. Presto, Ze ve starSich studiich, jako Aharoni
et al., 2004, aktivita SHN1 byla pozorovana pouze v kvétnich organech, jeho ektopicka exprese
ziejmé ovliviiuje obsah kutinu a voskt v listech (Broun et al., 2004; Kannangara et al., 2007).
Exprese SHN3 se ¢astecné kryje se SHN1 v kvétech, je vyznamna v listech a stoncich (Aharoni
et al., 2004). SHN2 se exprimuje v oblastech dehiscence plodi (Aharoni et al., 2004) a

trichomech (Kumar et al., 2017) a je popsan nejméng.

4.1.2 MIXTA-like

Prvni centrélni regulacni modul vyvoje kutikuly je zastoupen dvéma paralogy, MYB16 a
MYBI106, které patii do podrodiny MIXTA-like transkrip¢nich faktord (Oshima et al., 2013).
MYB106 reguluje biosyntézu kutinu a epikutikularnich vosk jak ptes SHN1, tak 1 nezavisle
na ném. Interakce jeho paralogu MYB16 s SHNI nebyla popsana. Aktivita téchto
transkripénich faktord je také spojovand s regulaci vétveni trichoml (Jakoby et al., 2008;
Gilding a Marks, 2010). Proto se predpoklada, Ze se MYB106 a MYB16 jsou klicovymi

regulatory vyvoje kutikuly, které maji podil i na obecnéjsi procesy morfogeneze epidermalni
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bun¢k a trichomil (Oshima et al., 2013). To naznacuje celkovy vyznam tohoto regulacniho

modulu pro vyvoj rostliny a dava vznik kutikuly do ontogenetického kontextu.

4.1.3 CFL1

Predpoklada se, ze CFL1 je dal$im centralnich regulatorti vyvoje kutikuly a funguje v né¢kolika
na sobé nezavislych signaliza¢nich drahach (Li et al., 2016). Negativné reguluje aktivitu
transkripéniho faktoru HDG 1 (homeodomain GLABRA 2-like protein 1) (Wu et al., 2011).
HDG1 naopak pozitivné reguluje expresi genil, obsahujicich L1-box. L1-box je sekvence,
specificka pro geny, exprimované v L1-vrstvé stonkového apikalniho meristému (Abe et al.,
2001). Tuto sekvenci obsahuji FDH a BDG (Abe et al., 2001; Wu et al., 2011), jejichz role ve
vzniku kutikuly byla diskutovana v pfedchozich kapitolach. CFL1 rovnéz interaguje
transkripcnimi faktory CFLAP1 (AtCFL associated protein 1) a CFLAP2 (Li et al., 2016). Jsou
negativnimi regulatory biosyntézy vosku. Predpoklada se, ze mezi CFLI1 a transkripcnimi
faktory, které reguluje, dochazi k fyzické interakcei (Li et al., 2016).

Wu et al., 2011 rovnéz popsali, ze CFL1 pozitivné reguluje expresi SHN1. Plisobi nejspis
nezéavisle na HDG1 ale ptes néjaky jiny transkripcni faktor. Prvnim argumentem je to, ze u
rostlin, vykazujicich ektopickou expresi HDGI, exprese SHN1 ziistava stejnd. Promotor SHN

neobsahuje L1-box, na ktery by se HDG1 mohl navazat (Wu et al., 2011).

4.1.4 ABA regulace

Nékteré transkripéni faktory, regulujici expresi biosyntetickych genti kutikuly, jsou regulované
kyselinou abscisovou (ABA): MYB96 (Seo et al., 2009, 2011), MYB94 (Lee a Suh, 2015),
MYB49 (Zhang et al., 2020) a RELATED TO APETALA 2.4 (RAP 2.4) (Yang et al., 2020a).
Tyto transkripcni faktory jsou soucasti odpovédi rostliny na abioticky stres. Pro ¢ast z nich je
také spolecné to, ze pozitivné reguluji syntézu epikutikularnich vosku. Je tomu tak v ptipadé
RAP 2.4, MYBY96 a jeho paralogii, MYB94. Predpoklada se, Ze se vazou piimo na sekvenci
regulovanych geni (Seo et al., 2011; Lee a Suh, 2015; Yang et al., 2020a). MYB49 putisobi

podobné, ale ma podil nejen na biosyntéze kutikuly, ale 1 suberinu (Zhang et al., 2020).

Podle Lee et al., 2017 je aktivita MYB96 za normalnich podminek regulovana fizenou
degradaci, na které se podili E3 ubikvitin ligdiza MYB30-INTERACTING E3 LIGASE 1
(MIELT1). Tento regula¢ni modul je kli¢ovy pro vyvoj kutikuly stonku: miell mutanty maji

mnohem vétsi obsah epikutikularnich voskil nez rostliny divokého typu. Vzhledem k tomu, ze
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exprese MYBO96 je konstitutivni, autofi zvazuji jeho roli nejen pro odpovéd’ na abioticky stres,

ale 1 béhem ontogeneze rostliny (Lee et al., 2017).

4.1.5 MYB30

Tento transkripcni faktor byl nejdiive popsan ve spojeni s hypersenzitivni reakci — odpovédi na
patogeny (Daniel et al., 1999). Linie s nadmérnou expresi MYB30ox mé zvySeny obsah velmi
dlouhych mastnych kyselin a nadmérnou expresi biosyntetickych gena (Raffaele et al., 2008).
Dochazi nejen ke zvysSeni exprese univerzalnich gend, jakymi jsou slozky elongac¢niho
komplexu, ale i gent, spojenych s alkanovou drdhou. Nelze proto fici, ze se jedna pouze o
obecny regulator syntézy velmi dlouhych mastnych kyselin. Pfedpokladéd se, ze produkty
elongacniho cyklu, které nejsou inkorporované do kutikuly, se Gcastni signalizace, vedouci
k bunééné smrti (Raffaele et al., 2008). MYB30 je regulovan MIEL1 podobn¢ jako zminény
v ptedchozi kapitole MYB96 (Marino et al., 2013). Nicmén¢ jeho exprese za normalnich
podminek je mnohem nizsi nez exprese MYB96 (Lee et al., 2017). Lze proto predpokladat, ze
modul MIEL1-MYB30 je vyznamnéjsi pro odpovéd na bioticky stres nez celkovy vyvoj

rostliny.

4.1.6 Cirkadialni rytmicita

AP2/ERF transkripcni faktor DEWAX (decrease wax biosynthesis) byl nejdiiv popsan jako
negativni regulator biosyntézy voskd, ktery ovliviiuje expresi biosyntetickych geni, LACS a
jednoho z pienasec¢li, ABCG11, ve stoncich a listech (Go et al., 2014). Zajimavé vSak je to, ze
exprese DEWAX a gend, které jsou jim regulované, osciluje béhem dne (Go et al., 2014; Li et
al., 2019). Recentni vyzkum se vénuje jednomu z téchto genti, CER1, a regulaci jeho exprese
v zé&vislosti na svétle (Li et al., 2019). Spolu s DEWAX se na tom podili transkripéni faktor
SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE 9 (SPL9) a microRNA miR156. SPL9
je pozitivnim transkripénim regulatorem exprese CER1, zatimco DEWAX negativné reguluje
SPLO. Li et al., 2019 ptedpokladaji, Ze DEWAX tvofi se SPL9 heterodimer, ¢imZ ovliviluje
schopnost SPL9 se vazat na promotory regulovanych genti. Exprese SPL9 je vétsi na svétle,
zatimco ve tmé€ dochazi k jeho inhibici ¢innosti DEWAX a degradaci jeho transkriptu pomoci
miR156 (Li et al., 2019). Pfesny molekuldrni mechanismus svételné regulace téchto jevl neni

dosud znam.
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4.1.7 Histonové modifikace

Kromé jednotlivych transkripénich faktorii a jejich interakci bylo popsdno nékolik
kutikuldrnich mutantd, spojenych s naruSenou modifikaci histonti: ubikvitinaci, acetylaci a
metylaci. Jako prvni byly popsany mutanty s narusenou funkci ubikvitin ligazy HISTONE
MONOUBIQUITINATION1 (HUBI1) a jejiho homologu HUB2 (Ménard et al., 2014). Aktivita
téchto enzymi ovlivituje expresi gend, kodujicich enzymy biosyntézy kutinu a alkanové drahy.
Jsou pozitivnimi regulatory exprese LACS2, CYP86A2, HTH a CERI. Piedpoklada se, ze
HUBI a HUB2 tvoii heterotetramer a pro aktivaci piislusnych genti je tedy nutna jejich
spoluprace (Cao et al., 2008; Ménard et al., 2014). O tom svéd¢i fenotyp dvojitého mutanta:
mutace obou téchto genii nema, ve srovnani s hubl a hub2, zadny aditivni G¢inek (Ménard et

al., 2014).

Druhd modifikace, popsana Wang et al., 2018, je acetylace histonu H3 c¢innosti
acetyltransferazy GENERAL CONTROL NON-REPRESSED PROTEINS (GCNS). Pomoci
metody chromatinové imunoprecipitace bylo zjisténo, ze GCNS5 pozitivné reguluje expresi
CER3, CER2-LIKE1 a CERI-LIKE1 — enzymi biosyntetické drahy voski. To se projevuje i
na fenotypu: pro gcn5-2 je charakteristicky leskly fenotyp, spojeny s cer mutanty. Kvantifikace
slozek epikutikularnich voska rovnéz ukézala, Ze takova rostlina postrada derivaty alkanové
drahy (Wang et al., 2018). GCNS5 se podili na vice procesech, napf. na regulaci exprese
homeotickych genit WUSCHEL a AGAMOUS v kvétnim meristému (Bertrand et al., 2003).

Tteti modifikace, metylace, je spojena s regulaci syntézy epikutikularnich voskl a imunitni
odpovédi rostliny na patogeny (Lee et al., 2016). Dvé metyltransferdzy, SET DOMAIN
GROUPS (SDG8) a SDG25, pozitivné reguluji transkripci CER3. To naznacuje nejen vyznam
metylace histoni pro regulaci syntézy voskd, ale i vyznam CER3 a alkani pro imunitni

odpoved'.

4.1.8 Posttranskrip¢ni regulace

Je zndmo, Ze se pfi posttranskripcni regulaci vyvoje kutikuly uplatiiuje mechanismus cilené
degradace mRNA exozémem. Exozdm je proteinovy komplex z 10 podjednotek, obsahujici 3'—
5" exonukledzy, a je velice konzervovan u eukaryotl (Mitchell et al., 1997). Byl popsan i u
Arabidopsis (Chekanova et al., 2000). Exonukledza CER7 je soucasti tohoto komplexu u
huseni¢ku a jeho Cinnosti dochazi k degradaci mRNA transkriptu genu CER3, aktivniho
v biosyntetické draze alkani (Hooker et al., 2007; Zhao a Kunst, 2016). Pro tento proces jsou
také nezbytné proteiny ze SUPERKILLER (SKI) komplexu a CER16 (Zhao a Kunst, 2016;
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Yang et al., 2020b). Degradace transkriptu udrzuje optimalni hladinu CER3 (Zhao a Kunst,
2016). Predpoklada se, ze za podminek, kdyz néjaka ze slozek, nezbytnych pro fungovani
exozomu, neni funk¢ni, dochéazi ke tvorbé siRNA a posttranskrip¢nimu umlc¢eni CER3. V
takovém piipad¢ je hladina CER3 mnohem nizsi nez u rostlin divokého typu. Kdyz vSak mutant
cer7 neexprimuje geny, spojené s RNA interferenci, ma fenotyp, podobny s rostlinami

divokého typu (Lam et al., 2012, 2015).

5 Zavér

Je vidét, Ze znalosti o dynamickych procesech vzniku kutikuly jsou velice fragmentédrni. VéEtSina
soucCasnych znalosti o téchto procesech se zaklada prevazné na in vitro studiich nebo izolaci
mutantnich linii. Otazkou vSak je, jak se tyto izolované pokusy a poznatky spojuji do celku:
naptiklad, co se pfesné d¢je mezi biosyntézou epikutikularnich voskid v ER a jejich sekreci
ABCG prenaseci na povrch bunééné stény. Mnohem slozitéjsi je vSak cesta ke koherentnimu
modelu biosyntézy kutinu. Nevi se, kde se kona a jaka je jeji prostorova organizace. Béznym
pfedpokladem je lokalizace v ER, ale velkou piekdzkou pro tento model je nedavny ndlez
jednoho z biosyntetickych enzymi v cytosolu a hypotéza cytosolické lokalizace biosyntézy
monomerQ kutinu. Musi na to navazovat i model intracelularniho transportu monomert kutinu,
kterym se relevantni literatura nezabyva. Zcela alternativni pohled na transport a polymerizaci
kutinu nabizi hypotéza kutinzomu, ale jejim hlavnim problémem v piipadé modelového
organismu Arabidopsis thaliana je vazba na ontogenetické stadium rostliny — kutinzomy byly
popsany jenom u embryi.

Dal§im vyznamnym a malo prostudovanym aspektem je zavislost syntézy na
ontogenetickém stadiu a kontextu, coz naznacuje né€kolik praci: exprese biosyntetického
enzymu CYP77A4 pouze vembryich, role ABCG32 v rostoucich pletivech ¢ vyznam
prenasece ABCGS pro odpoveéd’ na hypoxicky stres. V zavislosti na rznych situacich mohou
byt aktivni jiné enzymy a pfenaSece. Zavislosti syntézy kutikuly na kontextu odpovida 1 jeji
slozitéa transkrip¢ni regulace.

Treti ditlezitd otazka, kterd byla naznacend na zacatku, se tyka spojeni kutikuly a bunééné
stény. Postupné zacind byt kutikula interpretovana jako lipidickd slozka polysacharidové
bunécné stény, nikoliv jako od ni izolovana entita. Tato intepretace nabizi jiny pohled nejen na

strukturalni, ale i vyvojové aspekty kutikuly, ktera je zfejmée t€sn€ propojend s bunéénou sté€nou.
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Lze tict, Ze kutikula je velice slozita struktura, o které se vi mnohem mén¢, nez se zda na
prvni pohled: ¢im dale pokracuje jeji vyzkum, tim vic otdzek poklada. Procesy jejiho vzniku
jsou velice dynamické a proto slozité, a porad zbyva velké mnozstvi nevytfeSenych otazek, ke

kterym je tieba se pii zkoumani kutikuly obracet.
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