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ABSTRAKT

Buné¢na sténa je zivotné dalezitym kompartmentem rostlinné buniky pro zakladni fyziologické
procesy, kterymi jsou rist, déleni, ¢i diferenciace, zaroven butiku chrani pied vlivy vnéjsiho
prostfedi. Mechanickd opora bunééné stény udrzuje tvar bunky, zarovenn umoziuje jeji rist.
Bunécna sténa tak nesmi byt limitujici pro bunécnou expanzi, pii priliSném rozvolnéni vsak
hrozi prasknuti buiiky. Korigovana adaptivni reorganizace bunécné stény na zaklad¢é vnéjsich 1
vnitinich podminek je tedy pro rostlinnou buniku esencidlni, ¢emuz nasvédcuje pfitomnost
komplikovaného signalizacniho systému. CWI (Cell Wall Integrity) systém piedstavuje soubor
vSech mechanismt, jez spole¢né zajist'uji neustdlou soudrznost (integritu) bunécné stény.
V ramci mé bakalarské prace budou predstaveny jednotlivé komponenty CWI systému, a to se

zamétenim na CrRLK1Ls, receptory z Sir$i receptorové rodiny RLKs (Receptor-like kinases).

Klic¢ova slova: Bunécna sténa rostlin, Signalizace z buné¢né stény, Bunéény rist, CWI systém,

RLKs, CrRLK1Ls

ABSTRACT

The cell wall is a key compartment of the plant cell for elementary physiological processes
such as cell growth, division, or differentiation, simultaneously protecting the cell from
influences of the external environment. The mechanical support of the cell wall maintains
the shape of the cell, and at the same time allows it to grow. Thus, the cell wall must not be
limiting to cell expansion, but if it becomes too loose, the cell may rupture. Supervised adaptive
reorganisation of the cell wall based on external and internal conditions is therefore essential
for plant cell, as indicated by the presence of a complex signalling system.
The Cell wall integrity (CWI) system represents the set of all mechanisms that together ensure
the continuous compactness of the cell wall. My bachelor thesis will discuss the individual
components of the CWI system, focusing on the CrRLKILs, receptors from the broader
Receptor-like kinase (RLK) family.

Key words: Plant cell wall, Cell wall signalling, Cell growth, CWI system, RLKs, CrRLK1Ls
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1 UVOD

Jednou z charakteristickych vlastnosti rostlin je jejich sesilni zpisob zivota. Pevné ukotveni v miste je
navic prezentovano viceuroviiove. Celé rostliny, prisedle rostouci, mohou na zménu prostiedi reagovat
pohybem jen do urcité miry. Jejich hlavni strategii je ptizpisobeni se. Této taktice odpovida modularita
rostlinného téla, vysoka plasticita aregeneratni schopnosti, neukonceny rist ¢i pfitomnost
totipotentnich bunék (Taiz et al. 2015). Na bunétné Grovni mizeme pozorovat paralelu ptisedlosti.
Diky trvalému propojeni bunéénymi sténami se sousednimi buitkami ztraci rostlinné bunky schopnost
migrace, a tim i moznost jejiho vyuziti pii morfogenezi. Zaroven vsak toto t€sné spojeni vytvaii funkcni

1 informac¢ni bunééné kontinuum piedstavujici rostlinné pletivo (Wolf 2017).

1.1 Vyznam bunéé¢né stény rostlin

Bunécéna sténa predstavuje jednu z nejmarkantnéjSich odlisnosti rostlinné bunky od bun¢k zivoc¢isného
typu. Tato na prvni pohled rigidni, exoskeletarni struktura je buiice mechanickou oporou i ochranou,
striktn¢ definuje jeji tvar a velikost, na druhou stranu je neoddélitelnou soucasti zivotn¢ dulezitych
procest, kterymi jsou rust, déleni ¢i diferenciace buiky (Cosgrove 2005). Bunééna sténa musi byt pevna,
odolnd v tlaku i tahu, zaroven vsSak plastickd a vysoce dynamicka. VSechny tyto, na prvni pohled
protichidné, vlastnosti pak musi byt skloubeny na vyssi, kooperované trovni at’ jiz bunky samotné,

pletiva, potazmo celé rostliny.

Pro rostliny je funk¢ni bunééna sténa esencialni. Jednou z moznych ukazek je prosté udrzeni tvaru. Ten
je ustanoven dvéma protistojné plisobicimi silami — vnitini, osmoticky regulovanou silou (turgorem),
a vnéjsi, odporovou silou bunééné stény. Turgor vyviji na povrch bunky v nékterych piipadech tlak
dosahujici az jednotek MPa (Serpe a Matthews 1994), proti nému tak musi stat velmi odolna bunééna

sténa, ktera svou piitomnosti brani prasknuti butiky.

1.2 Dilezitost vnimani a koordinované regulace bunécné stény

Uroven pevnosti bunééné stény musi byt proménliva. Bunééna sténa dynamicky reaguje na ménici se
vnitini 1 vnéjsi, chemické i mechanické podnéty. Pokud ma dojit k bunéénému riistu, musi zakonité dojit
také k rozvolnéni bunééné stény. Zaroven musi po celou dobu byt zajisténa integrita bunééné stény,

kvuli jiz zminéné hrozbé prasknuti (Wolf et al. 2012a).

Jak je zajiSténa optimalni rovnovaha mezi rozvolfiovanim bunécné stény a udrzenim pevnosti bunécné
stény, chranicim pfed destrukci protoplastu? Rostlinné buiiky disponuji velmi komplexnim
mechanismem, ktery neustdle monitoruje a vyhodnocuje vlastnosti bunééné stény (Hofte 2015).
Diky témto vjemim muiZze spustit odpovidajici regulaci, vedouci k optimalizaci struktury bunécné stény.

To vSe pro zajisténi samotné Zivotaschopnosti buniky a udrzeni jeji homeostaze v béznych Zivotnich



podminkach. Jakékoliv dal$i Cinnost bunky, jakkoliv trividlni se mize zdat, musi z principu byt
roz§itenim jiz tak velmi komplikovaného mechanismu. Pfedchozi tvrzeni ani v nejmenSim nesnizuje
dilezitost onéch bunéénych pochodi, ba naopak, poukazuje na komplexitu, slozitost a vyznamnost
signalit vedoucich z bunééné stény. Odvozengjsi koordinacni mechanismus rozvolilovani musi byt
pfitomen pii situacich, kterymi jsou napiiklad dlouzivy (bunika se protahuje v jednom sméru),
¢idokonce vrcholovy rlst (roste jen mald ¢ast bunky) nebo nabyvani slozitych tvari
(napf. epidermalnich bunék listu, extrémnim pfipadem muze byt prostorové usporadani trichomu),

kdy je tteba, aby konkrétni ¢asti bunécné stény zistaly rigidni, jiné naopak elastictéjsi.

Nutna je také souhra na vys$i strukturni urovni. Pfi dlouzivém ristu buiky musi dochazet
ke stejnomérnému rozvolnéni bunécné stény na protilehlych stranach buiiky. Pro orientovany rist
rostlinného organu musi jednotlivé buniky pletiva rist ve stejném sméru. Rizna pletiva, buiiky odlisnych
funkci a bunéénych osudt vSak k dosazeni rostlinnych potieb reaguji na shodné signaly specifickymi
zplisoby, coz plati i pro zmény struktury bunécné stény. Bunécna sténa rostlin je tedy prestavovana

velmi koordinovanym a systémovym zptisobem.

Esencialni jsou také reakce na ménici se vnéjsi podminky. I drobné odchylky mohou ohrozovat buiiku,
at’ jiz ptimo jeji metabolické procesy, ¢i pfes naruseni integrity (soudrznosti) bunécné stény. V kazdém
okamziku probihajici optimalizace a pfestavba struktur bunécné stény predchazi obéma variantam
ohrozeni. Vykyvy vys§siho rozsahu ¢i bioticky stres (okus, napadeni patogenem) vyzaduji jesté Sirsi
a komplexn¢jsi mechanismy obrany. Ackoliv se také jedna o zivotné dulezity senzing bunécné stény,

ma bakalai'ska prace se bude zaméfovat na zcela bazalni formy piijmu signalti z bunééné stény.
1.3 Signalni systémy bunéc¢né stény

Sebastian Wolf (2017) definuje signalizaci z bunééné stény (cell wall signaling) jako signalni udalost,
ktera nastava pii prijeti signalu z extracelularni matrix. Rostlinna buiika piijima signaly rizné podoby

a za riznymi ucely.

Sklofiovanym (a pro buiiku zivotné dalezitym) pojmem v ramci signalizace z bunécné stény je CWI
systém. Pojem vychdzi z anglického cell wall integrity, volné by se tedy mohl ptelozit jako systém
zajiStujici integritu bunécné stény. Jedna se o soubor vSech mechanismi, které zajiStuji neustdlou
pevnost a kompaktnost bunééné stény, tedy o systém kontrolujici limity rozvolné€ni, nutného
pro bunécny rist, zarovenn zahrnujici senzing a napravu naruseni bunécéné stény (CWD, z anglického
cell wall damage), jenz ohrozuje zivotaschopnost buniky. CWI systém tedy zahrnuje slozku
fyziologickou, vychazejici z vnitinich potieb butiky, a slozku reagujici na vnéjsi faktory ¢i stres, které
mohou byt jak abiotického (zména koncentrace soli, t€zkych kovi, sucho), tak biotického razu (okus,

napadeni patogenem) (Gigli-Bisceglia et al. 2020).



Hovotit mizeme také o dalich senzingovych systémech, jez vychazi ze signali z bunécné stény rostlin.
Signalizace o pfitomnosti patogenu neni diilezita jen z hlediska CWD ¢i zachovani integrity bunécné
stény, je dilezitd pro senzing spojeny s nastartovanim imunitni odpovédi rostliny (Hofte 2015).
Dalsi signalni systém bunécné stény je dulezity pro diferenciaci — oligosacharidy z bunééné stény
pravdépodobné signalizuji zménu depozice z primarni na sekundarni bunéénou sténu (Zhao et al. 2013).

V ramci mé bakalarské prace se vSak zaméfim na signaly spojené s CWI systémem.

Zavedeni pojmu azahajeni vyzkumu CWI systému urostlin vychazelo zobjevu a popsani
obdobného mechanismu u kvasinky Saccharomyces cerevisiae (dle Voxeur a Hofte (2016)
napt. Jendretzki et al. 2011). O existenci systému napovidaly experimenty provadéné na rostlinach
s naruSenou schopnosti syntézy celulézy, hlavni slozkou bunécné stény. Geneticky mutovana
i chemicky inhibovana syntéza celulézy vykazovala kompenzacni odpovédi ve formé ektopické
lignifikace, kalézové depozice Ci exprese stresovych gentl, véetné signalu v podobé kyseliny jasmonové
¢i ethylenu (Cano-Delgado et al. 2003; Ellis et al. 2002). Extrémnim piikladem kompenzace pak mize
byt experiment provedeny na buiikach rajCete, které ziistaly Zivotaschopné i pii tplné absenci celulozy
(Shedletzky et al. 1990). V soucasné védecké literatufe jiz o pfitomnosti CWI systému u rostlinnych

bunek neni sporu, pfesné mechanismy a molekularni soucasti jsou vSak stale ve fazi vyzkumu.

Predpokladejme vyskyt regulacniho mechanismu, ktery vyse zminéné koordinace zajistuje. Co takovy
mechanismus musi zahrnovat? Aby buiika mohla adekvatné reagovat, musi nejprve ziskat informace
o aktualni struktufe bunécné stény. Zprostiedkujici nastroj prevadi informaci do urcité formy signalu,
ktery nasledné¢ musi piejit pfes plazmatickou membranu dovnitt buiikky. Zde dochazi ke zpracovani
signalu a navozeni odpovidajici reakce vedouci k prestavbé a optimalizaci vlastnosti bunécné stény.
V prubéhu celé prace budou postupné predstaveny vSechny casti regulaéniho mechanismu. Nejveétsi
pozornost vSak bude vénovana membranovym receptorim, které slouzi jako ptfevodniky signalu

z extracelularniho do vnitiniho prostoru burky.

vvvvvv

a to s hlavnim zaméfenim na membranové receptory. V kapitole 2 — Struktura bunécné stény, nejprve
predstavim nejdilezitéjsi strukturni komponenty bunécné stény, nasledovat bude pfiblizeni vyvoje
predstavy o struktufe a zakladni zndmé mechanismy, jez umoziuji remodelaci bunécné stény. Kapitola
3 — Percepce signalii z bunecné stény, predstavi moznosti percepce struktury a fyziologického stavu
bunécné stény a jednotlivé sloZky odpovédné signalni drahy. Nasledné se zaméfim na nejvyznaméjsi
Zvlastni pozornost bude vénovana vyznamné receptorové rodiné CrRLKI1L (Catharanthus roseus

Receptor-Like Kinasel-Like).



Nezbytnym mezikrokem k pochopeni signalniho systému bunécné stény rostlin je predstaveni
jednotlivych slozek, jejich vzajemného uspoifaddani a moznych modifikaci, kterymi struktura bunééné

stény muize byt regulovana.

2 STRUKTURA BUNECNE STENY

Ackoliv od prvniho pozorovani bunééné stény (BS) uplynulo jiz ptl patého stoleti (Hooke 1665),
v soucasné dob€ se stale setkavame s publikacemi, které aktualizuji naSi predstavu o struktufe
a sestavovani extracelularni matrix rostlin. K celkovému pochopeni nam zbyva jest¢ mnoho otazek

k zodpovézeni (Voxeur a Hofte 2016).

2.1 Hlavni sloZky bunééné stény

Hlavni stavebni slozky bunécné stény tvoii polysacharidy (celul6za, hemicelulozy, pektiny (Obrdazekl)),
fenolické latky a v men$im mnozstvi (do 10 % objemu) proteiny (Hofte a Voxeur 2017). Konkrétni
sloZzeni bunécné stény se lisi u jednotlivych druhii rostlinné fise, stejné¢ tak mezi buitkami rozdilnych
rostlinnych pletiv ¢i vrdmci vrstev samotné bunécné stény (Gigli-Bisceglia et al. 2020). Dale
se zaméfim, pokud nebude uvedeno jinak, na bunécnou sténu dvoudélozné rostliny, konkrétné

husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana), jenz je modelovou rostlinou.

Prvné syntetizovanou vrstvou bunécné stény je stiedni lamela, tenka vrstva, jejiz hlavni funkci je fixni,
ale zaroven pruzné provazani sousednich bun¢k. Dominantni slozku stfedni lamely tvoti pektiny (Daher
a Braybrook 2015), polysacharidy bohaté na zbytky kyseliny galakturonové (GalA). Dle struktury je

muzeme rozdélit do 2 zakladnich skupin (Obrazek 1).

Polysacharid, jehoz kostru homopolymerné tvoifi a-D-GalA zbytky propojené uhliky ve sméru 1—4,
nazyvame homogalakturonan (HGa). Pektiny odvozené od homogalakturonanu, lisici se
v cukernych modifikacich  postrannich  fetézci  predstavuji  xylogalakturonan (XGa) ¢i
rhamnogalakturonan-II (RG-II), jehoz postranni fetézce jsou komplikované a u dvoudéloznych rostlin
evolucné konzervované (Hofte a Voxeur 2017). Rhamnogalakturonan- (RG-I) zastupuje druhou
skupinu pektin. Hlavni kostra je zde tvofena polymeraci disacharidovych podjednotek
[GalA—a-L-thamnodza], na postranni fetézce se vazi nejriznéj$i cukerné zbytky (napf. arabinan,
galaktan Ci arabinogalaktan) (Obrdzek I). Cukerné postranni fetézce RG-I se 1isi mezidruhové i v ramci

odlisnych vyvojovych fazi. (Caffall a Mohnen 2009).

Stiedni lamela plynule navazuje primarni bunénou sténou, jejiz polysacharidové portfolio je
u listovych bunc¢k Arabidopsis thaliana krom struéné popsanych pektind (42 %) obohaceno
o hemicelulozy (24 %) a celulozu (14 %) (Zablackis et al. 1995).
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Obrazek 1 — Hlavni polysacharidy bunécné stény rostlin, prevzato z Hofte a Voxeur (2017), upraveno

Hemicelulozy, jinak nazyvané zesit'ujici glykany, jsou vétvené polysacharidy. Postranni cukerné fetézce
umoznuji sitovité provazani s nevétvenymi celuloznimi mikrofibrilami. Nejbéznéjsi hemiceluldzou je
xyloglukan (XG) tvofeny (1,4)-p-D-glykanovou hlavni kostrou, vedlejsi fetézce velmi Casto tvofi
(1,6)-a-D-xylan, v nékterych ptipadech doplnény o dalsi cukerné zbytky. Mezi dal$i hemiceluldzy

fadime napt. xylany, jejichz hlavni kostra je tvofena xylozou (Obrdzek 1) (Hofte a Voxeur 2017).

Kostru bunééné stény tvori celuldza, nejhojnéjsi biopolymer na Zemi (Purushotham et al. 2020). Jeji
sekvence je také tvofena PB-1—4 provazanymi gluk6zovymi jednotkami (Obrazek I), jedna se vSak
o linearni, nevétveny polymer, diky ¢emuz k sob€ mohou jednotliva celuldzni vlakna podélné priléhat.
Krystalické usporadani celuloznich vldken propojenych mezi sebou velkym mnozstvim vodikovych
mustkli dava za vznik pevnym mikrofibrilam, které jsou schopné odolavat obrovskému turgorovému
tlaku (Taiz et al. 2015). Orientace celuloznich mikrofibril neni nahodna. Jelikoz se jedna o nejpevnéjsi
cast BS, jedna se také o hlavni slozku omezujici bunku v pohybu. Smér rustu z velké miry koreluje
s orientaci celuloznich mikrofibril (Sugimoto et al. 2000). Na rozdil od v§ech zminénych polysacharidi,
které jsou syntetizované Golgiho aparatem a nésledné vezikularné transportovany, se syntéza celulozy

odehrava piimo na plazmatické membrané€. Celuldézasyntazovy (CESA) komplex prodluzuje vlakno



o gluk6zové podjednotky pifi ¢emz klouze po kortikalnich mikrotubulech, vznikajici celuldzni

mikrofibrily tak kopiruji mikrotubularni orientaci (Paredez et al. 2006).

Soucasti bunécné stény je také polysacharid kaloza, (1,3)-B-glukan. Syntetizovana je docasné béhem
cytokineze, kdy je soucasti noveé vznikajici bunééné desky (Thiele et al. 2009). Za b&éznych podminek
je kaldza pritomna v bunécné stén€ jen v malém mnozstvi, funkéné se od ptedchozich polysacharidi
lisi. Dilezitou roli hraje pii rustu pylové lacky, jeji pritomnost reguluje prichodnost plasmodesmi,

zvySenou depozici kalozy vykazuji bunky napadené patogenem (Ellinger a Voigt 2014).

2.2 Struktura bunéc¢né stény

Pfedstava o vzajemném uspotadani struktur bunééné stény se v pribéhu vyzkumu vyvijela. Pivodni
hypotézy kladly dlraz na provazani celuldznich mikrofibril skrz xyloglukany s hlavnim mechanismem
rozvoliiovani pevné sit¢ polysacharidi vlivem expanzint, (napt. Cosgrove 2005). Piekvapivé vysledky
vsak pfinesly experimenty s mutanty deficitnimi na xyloglukany. Absence xyloglukant, tehdy
povazovanych za stézejni slozku BS, vedla pouze k lehké redukci vzrustu rostliny a abnormalnim
kofenovym vlasktim, zivotaschopnost rostliny v§ak narusena nebyla (Cavalier et al. 2008). Pozdgji bylo
prokéazano, ze provazani skrz hemiceluloézy tvoii jen omezeny pocet spoju (Dick-Pérez et al. 2011),

v dnesni literatuie oznaCovanych jako biochemical hot-spots (Obrazek 2).

V soucasnosti je prikladana ¢im dal vétsi dulezitost pektinové matrix. Gelovité, vysoce hydratované
struktufe pektinii byla plivodné piisuzovana pouze vypliujici funkce, nynéj$i znalosti moznych
modifikaci vSak poukazuji na vyznamné ovliviiovdni mechanickych vlastnosti bunééné stény
(Park a Cosgrove 2012). Pektiny interaguji s ostatnimi slozkami bun&cné stény. Diky jejich zdpornému
naboji s kladn€ nabitou proteinovou siti extenzinti (Valentin et al. 2010), xylanovymi postrannimi
fetézci RG-I s celulozou (Tan et al. 2013). Cukerné postranni fetézce RG-II umoziuji jeho dimerizaci
pres boratové mastky, coz ptispiva k bunééné adhezi, a tim k ukotveni buniky mezi buitkami sousednimi

ey e

bohaté hydroproteiny (Velasquez et al. 2011).

Je nutné opustit predstavu rigidni bunécné stény, tvofené strukturami s ohranicenou funkci. Vlastnosti
bunécné stény jsou pribézné upravovany diky strukturnim piestavbam, jsou souctem enzymatickych
modifikaci (napf. methylace, acetylace, xylosylace) a vzajemnych interakci jednotlivych slozek. Slozité
a vzajemné provazani vSech slozek (strukturnich polysacharidl, strukturnich proteinli i proteint
vazanych na membran¢) znamena také funkéni provazanost. Zména jedné struktury ovliviiuje celkovou

strukturu bunécné stény.



2.3 Regulace struktury bunééné stény

Enzymatické upravy hlavnich strukturnich slozek bunécné stény vyrazné méni jeji vlastnosti. Za piiklad
muzeme uvést jiz zminéné expanziny, enzymy pravdépodobné zodpovédné za rozvolnovani
biochemical hot-spots (Cosgrove 2016). Dalsim piikladem maze byt methylace pektind.
Homogalakturonan, nejzastoupenéjsi z pektinl, je syntetizovan v Golgiho aparatu. Karboxylové
skupiny jednotek GalA generuji zaporny naboj molekuly HGa (Mohnen et al. 1996), proto je
transportovan sekretorickymi vacky ve vysoce methylesterifikovaném stavu. Methylaci je zakryt naboj
molekuly. V extracelularni matrix je HGa demethylesterifikovan cinnosti PMEs (Pektinovych
Methylesteraz) (Willats et al. 2001). Specialné vytvofeny vzor zaporné nabitych karboxylovych skupin
na HGa indukuje provazovani pektinovych vldken ptes iont Ca**, &imz dochazi ke zpeviiovani pektinové

struktury. Vznikajici motiv byl pro sviij vzhled nazvan egg-box (Cabrera et al. 2008).

Jak hluboky vyznam ma pektinové provazani na celkovou strukturu bunééné stény? V ramcei vyzkumu
na Chara corallina, zelené tase pomérné blizce piibuzné vys§im rostlinam, byl popsan
tzv. Ca**-pektatovy cyklus, kde nové syntetizované pektiny pravdépodobné vyvazuji vapenaté ionty
z pivodnich vazeb, ¢imz dochazi ke vzniku novych vazeb soucasné s rozvolnénim ptivodnich spoji
(Boyer 2009). Vyvstala tedy otazka, zda se podobny jev odehrava i uvniti BS vyssich rostlin. Dle
prizkumi butiky vys$ich rostlin v b&znych podminkach reaguji na chelatory Ca** a enzymy §tépici
pektiny (pektatové lyazy (PL) ¢i polygalakturonazy (PG)) pouze ¢astecné. K vyraznéjsimu rozvoliiovani
dochazi pti soucasné aplikaci enzymil cilicich na hemicelulozni spoje. Mutanti postradajici xyloglukan
na aplikaci chelatort i PG/PL rozvolnénim reaguji (Park a Cosgrove 2012), ackoliv nejevi vyrazné
defekty BS v béznych podminkach (Cavalier et al. 2008), coz poukazuje na pfinejmensim kompenzacni

¢i redundantni vyznam pektind v korigovani pevnosti BS.

Cinnost PMEs je regulovdna jejich inhibitory (PMEIs, Pectin Methylestarases Inhibitors)
a pravdépodobné¢ i dalsimi vlivy (Voxeur a Hofte 2016). Patrani po konkrétnim mechanismu regulace
pektinového rozvolhovani piinasi rozporuplné vysledky. Pocatecni experimenty souhlasi s ptivodni
hypotézou: piitomnost vice PMEs vede ke zpevnéni BS (vice PMEs = vice Ca*" spojii = provazanéjsi a
tuzsi BS) (napft. Parre a Geitmann 2005). Avsak jiné vyzkumy, provadéné na meristematickych buiikach
¢i bunkach rostouciho hypokotylu, ptinaseji vysledky zcela opacné, tedy ze ptitomnost vyssi

koncentrace PMEs indukuje rozvoliiovani BS (Peaucelle et al. 2008; 2011).

Moznych vysvétleni existuje hned né&kolik. Jednim z nich je jiz zminény Ca*"-pektatovy cyklus. Po
demethylesterifikaci jsou také HGa vlakna pfistupnd dalsim pektin modifikujicim proteintim, napt. PG
¢i PL (Sénéchal et al. 2014), jejichz ¢innost mize navic byt specifickd u riznych populaci HGa diky
pfitomnosti enzymovych izoforem. Stejnd specifita mlze platit také pro PMEs, coz by mohlo
vysvétlovat rozporuplna pozorovani. Vedle demethylace, HGa mohou v BS podléhat napft. ¢innosti

Pektinovych Acetylesteraz (PAE), cili (de)acetylaci. Dle vyzkumu Gou et al. (2012) ma pomér
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de/acetylovanych pektini také vliv na strukturu bunécné stény. Voxeur a Hofte (2016) pak také
poukazuji na vliv pH, jelikoz jednotlivé izoformy enzymii mohou mit odli$né optimalni pH, a tim
v odlisném kontextu zprostiedkovavat specifickou odpovéd’. Kyselé mikrodomény (tvofené lokalni
demethylesterifikaci) mohou navic aktivovat jiz zminéné expanziny. Nutno dodat, Ze je velmi

pravdépodobna souhra hned nékolika zminénych regulaci.

Regulace struktury bunécné stény je vysoce komplexni déj mnoha redundantnich i protichiidnych
procest. Pro jejich adekvatni aplikaci a souhru byl v rostlinnych bunkach vyvinut rozsahly regulacni

systém, ktery funkéné reflektuje potieby bunky a bude popsan v nasledujici kapitole.

3 PERCEPCE SIGNALU Z BUNECNE STENY

Dulezitou zménou v nahlizeni na bunécnou sténu je pochopeni jeji vyznamné signaliza¢ni funkce.
Informace o fyzikalnich a mechanickych vlastnostech slozek BS maji silnou vypovédni hodnotu
o celkovém stavu buiky. Senzingovy mechanismus bunécné stény zastava mnoho dulezitych funkci
od udrzeni jeji integrity v ménicich se podminkach (kdy i samotny rist mizeme brat jako jednu
ze zmen), pres udrzeni homeostaze BS, az po kontrolu diferenciace a zajisténi vzorovani bunécné

identity.

Aby zminény mechanismus mohl fungovat a buiika byla schopna adekvatné piestavovat svou bunécnou
sténu, nepfetrzité vnimani vlastnosti bunécné stény musi byt efektivné informacné predavano
a vyhodnocovano uvniti bunky. Senzory zodpovédné za zprostfedkovani informace o strukture BS se
mezi sebou v mnohém 1isi (Obrdzek 2), at’ jiz charakterem pfijimaného signalu, mechanismy samotné
percepce ¢i podobou nasledné reakce. Jedno vSak maji spole¢né — jelikoZ cytoplasma a bunééna sténa
jsou dva prostorové, funkéné i vlastnostmi odlisné kompartmenty, signal musi byt pfeveden pies
plasmatickou membranu (Wolf 2017). Zaznamenané signaly spousti signalni kaskady obsahujici
transduktory v podobé malych GTPaz, intracelularnich proteinovych kinaz, kalcium-dependentnich ¢i
mitogenem aktivovanych proteinovych kinaz (MAPK). Vystupem signalni kaskady pak mize byt
zména iontovych tokt (H', Ca*"), generovani reaktivnich forem kysliku (ROS) ¢i modifikace genové
exprese enzymi zodpovédnych za upravu struktury BS. Skrz dal$i komponenty, napt. fosfatazy,
ubiquitinaéni komplexy, inhibi¢ni proteiny s kindzovou doménou ¢i pseudokinazy, je signal
modifikovan a vyladovan s dal$imi pfijimanymi signaly, dalezitou roli také hraji posttranslacni
modifikace. Vyslednd zména tedy odpovida soucasné na celé spektrum piijimanych vjemda, zaroven je

okamZit¢é op€tovné zaznamenana a skrz zpétnovazebnou signalni smycku korigovana (Hofte 2015).
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Obradzek 2 — Schéma bunécné stény a prehled zakladnich membranovych komponent percepce signalit z bunécné
steny. Horni prava cast — schéma BS: celulozasyntazovy komplex (CESA) na plazmatické membrané syntetizujici
celulozu, naznaceni biochemical hot-spots mezi hemicelulozou a celulozou, na néz cili enzym expanzin, spletitd
pektinova sit. Horni levd &ast — pektinové interakce: egg-box struktura (HGa provizany Ca’*), krdtké
oligogalakturonidy (OGs) interagujici s membranovymi receptory, rhamnogalakturonan II (RGII) interagujici
s glykosylinositolem fosforylceramidem (GIPC) kotvenym v membrané. Dolni ¢ast — komponenty na plazmatické
membrané: FORMIN HOMOLOGY 1 (FHI) interagujici s aktinovym cytoskeletem, v centru receptory rodiny
Receptor-Like Kinases (RLKs) s podskupinami Wall-Associated Kinases (WAKs) s navazanym pektinovym
vidknem ¢i OG, Catharanthus roseus Receptor-Like Kinasel-Like (CrRLKILs) s pravdepodobnou vazbou
polysacharidu a navazanym peptidem RALF (R) a Leucine-Rich Repeat (LRR)-RLKs. Prevzato z
Fruleux et al. (2019), upraveno.

Co vse ajakym zpiisobem miize byt vnimano? Percepce signali zbunétné stény zahrnuje Siroké
spektrum mechanismil. Specidlni membranové receptory reaguji na produkty $t€peni bunécné stény
¢i peptidy, mozné je také vnimani pnuti na membrané ¢i mechanického stresu, a to diky pfimému
provéazani slozek bunécné stény s proteiny v plazmatické membrané (Fruleux et al. 2019). RG-II
kuptikladu interaguje s glykosylinositolem fosforylceramidem, kdy spolu s dal$imi, GPI-vdzanymi,
proteiny vytvaii kontinuum mezi bunéfnou sténou, plazmatickou membranou a cytoplazmou
(Voxeur a Fry 2014). U dalSich proteint (napt. WAKI1 nebo FORMIN HOMOLOGY 1 (FHI1)) byla
prokazana schopnost vazat polysacharidy bunécné stény (Kohorn 2001; Martiniere et al. 2011). FH1
interaguje  také s bunéfnym cytoskeletem - intracelularn€é organizuje aktinova vlakna
(Martiniere et al. 2011). Pro uplnost Fruleux ef al. (2019) udavaji moznost zapojeni clathrinu, proteinu

ucastniciho se tvorby membranovych vacki pii procesu endocytdzy, do senzingu membranového pnuti.

V nasledujicich kapitolach budou postupné predstaveny nejvyznaméjsi skupiny receptort z hlediska
CWI systému. Funkce jednotlivych receptortii jsou predstavovany s diirazem na zakladni fyziologické

a vyvojové procesy.



3.1 Receptor-Like Kinases (RLKSs)

Odpoveédnymi senzory struktury bunécné stény mohou byt mechanosenzory, osmosenzory, napetove
ovladdané iontové kanaly, proteiny propojujici BS a cytoskelet ¢i senzory signalizujici skrz navazani
specifického ligandu (Engelsdorf et al. 2018). Autofi popisujici CWI systém ¢i signalizaci CWD
do centra pozornosti stavi receptory z rodiny RLKs (Receptor-Like Kinases), u nichz bylo popsano hned

nékolik z vyse uvedenych mechanismi signalizace.

Obecné se jedna o rozsdhlou monofyletickou genovou rodinu, kterd u druhu Arabidopsis thaliana
zastdvd vice nez 600 clenl, tedy zhruba 2,5 % vSech genové kodovanych proteind
(Shiu a Bleecker 2001a). U RLKs byla popséna spojitost s mnoha regulacnimi procesy, ucastni se
regulace samospraSnosti, rezistence vic¢i chorobam, stejné€ tak drah spojenych se symbidzami. Reguluji
bunécny rist ¢i signalizacni drahu brassinosteroidii (De Smet et al. 2009). U vétSiny zastupcl presto
neni doposud znam jejich vyznam, ligand ani intracelularni komponenty downstreamové signalizace

(Wolf 2017).

RLKSs jsou definované pritomnosti cytosolické domény (ptibuzné Zivoc¢isné Pelle/IRAK-4 kinaze), ktera
je skrz transmembranovou doménu propojena s variabilni N-terminalni extracelularni doménou
(Shiu a Bleecker 2001b). Odlisnost extracelularnich domén u jednotlivych podskupin rodiny RLKs
vypovida o jejich Sirokém senzingovém spektru (Shiu a Bleecker 2003). Kindzova doména je vykonnym
zprostiedkovatelem downstream signalu, diky jeji schopnosti fosforylovat sekundarni posly
v cytoplazmé bunky na zakladé percepce signilu extraceluldrni doménou. Kinazova aktivita je
zprostiedkovana celym heteromerickym komplexem pridatnych receptorti, které s cytosolickou
doménou interaguji, atim vylad’uji silu pfedané¢ho signalu. Jednd se o souhru regulacnich RLKs,

inhibi¢nich proteint a pfidatnych faktorti (Couto a Zipfel 2016).

Evoluéné RLKs piedstavuji relativné mladou receptorovou rodinu, jejich pfitomnost se vztahuje
vyluéné k zastupcim skupiny Viridiplantae (zelené fasy spoleéné se suchozemskymi rostlinami).
K nejvetsi expanzi RLKs doslo pravdépodobné u ranych streptofyt (Sasaki et al. 2007). Superrodina
RLK/Pelle (Pelle je genova rodina skupiny Metazoa piibuzna RLKs) naopak tvofi evoluéné velmi
starobylou skupinu, jenz obsahuje homology u protistnich, rostlinnych i Zivo¢isnych zastupct, nikoli
vsak u evoluéni linie hub (Shiu a Bleecker 2003). Tento poznatek je velmi dilezity z hlediska vyzkumu
signali z bunééné stény a CWI mechanismu. V jeho pocatcich néktefi autofi (pro priklad
Voxeur a Hofte 2016) vychazeli z tehdejSich poznatki o CWI systému u jednobunééné kvasinky
Saccharomyces cerevisiae (napt. Jendretzki et al. 2011). Jak vsak bylo uvedeno vyse, tento systém jiz
z principu musi nakladat s nepfibuznymi receptory, a tedy neni mozné predpokladat evolucné ptibuzné

mechanismy u rostlinnych druhi.
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Velké rodina RLKs muZze byt rozdélena do podkategorii na zaklad¢ n€kolika hledisek, kuptikladu
identity extracelularni domény (Obrazek 2) ¢i fylogenetické ptibuznosti cytosolickych domén
(Shiu a Bleecker 2001a). Nize budou popsany nejdulezitéjsi skupiny z hlediska percepce signdla

z bunécné stény v souvislosti s vyvojovou a CWI signalizaci (Tabulka 1).

Tabulka 1 — Prehled probiranych zastupcii z receptorové rodiny RLKs, vice informaci v hlavnim textu

Skupina Zastupci Ligandy, interakce Funkce z hlediska CWI
v . P = Reaul bunéného rést
WAKs WAKL a WAK2 Vazi pel.ct.ln\,.r 5 pr’efere.m:| krat3ich - .egu z.ace unééného rastu
deesterifikovanych oligogalakturonida Signalizace CWD
RLP44, jenz pravdépodobné Remodelace bunécné stény
LRR-RLKs BRI1 a BAK1 . . . —
interaguje s pektiny Ovlivnéni FER, HERK1, THE1
Ligandy |RALF34 Suprese ristu
CrRLK1Ls THE1 . . .
CrRLK1Ls |interakce s FER Signalizace CWD
Ligandy |RALF4, 19, 34 CWI systém pylové lacky
CrRLK1Ls ANX1a ANX2 |CrRLK1Ls|interakce s BUPS1 a BUPS2 Indukce prasknuti pylové lacky
Ostatni |MSL8, LLG2, LLG3, MARIS
Ligandy |RALFs (napf. 1, 22, 23), pektiny, PCP-B |Propojeni CWI systému?
CrRLK1Ls FER CrRLK1Ls |interakce s THE1, HERK1, ANJ Utast v regulaci ristu, obrannych reakci,
Ostatni |LRE, LLG1, LRXs, MARIS oplozeni i branéni polyspermii

3.1.1  Wall-Associated Kinases (WAKSs)

Jednu ze skupin RLKs, které se ucastni signalizace z bunééné stény, tvoti WAKs (Wall-Associated
Kinases) (Wolf 2017). Receptorova rodina WAK obsahuje celkem pét zastupci, piicemz WAKI
a WAK2 jsou nejcastéji exprimovanymi cCleny (Kohorn 2001). Pozornost WAKI,2 ziskaly
po zaznamenani jejich vysoké afinity k provazanym pektinovym oligomeriim, staly se tak prvnimi
popsanymi receptory se schopnosti vazby polysacharidi bunééné stény (He et al. 1996). V pozd¢jsich
in vitro a také in vivo pokusech bylo pozorovani upfesnéno — WAKSs kovalentné€ vazi s preferenci kratké

deesterifikované oligogalakturonidy (OGs) (Kohorn et al. 2006).

Prezence takovych Stépnych pektinovych produktl, jakymi jsou OGs, muze slouZzit jako signal
pfi napadeni patogenem, diky degradaci polysacharidovych jednotek (Gigli-Bisceglia et al. 2020) ¢i
obecné naruseni integrity bunééné stény. Produkce OGs polygalakturonazou in planta negativné
ovliviiuje bunéény rist a vyvoj, vyvolava obranné odpovedi, ovlivituje expresi celé fady gent
ucastnicich se obrannych mechanismi, vykazuje taktéz zvySenou rezistenci vuci bakterialnim
a houbovym nakazam (Benedetti et al. 2015). VSechny tyto bunééné reakce by mohly byt fizeny
signalizaci skrz receptory WAK, jenz by tim padem mohly byt oznaCeny za receptory spojené
se senzingem piitomnosti patogenu ¢i CWD. Hypotézu dle Kohorna (2016) podporuji také experimenty
s mutanty se zvySenou expresi genu pro WAK2, ktefi vykazovaly zvySenou stresovou odpovéd.

V downstream signalni draze od WAK?2 byla detekovana ucast MAPK6 (Kohorn et al. 2012).

Funkce WAKSs v signalizaci CWD byla rozsifenim tehdejSich znalosti. Jiz diive byly receptory WAK
spojovany s regulaci bunécného ristu (Wagner a Kohorn 2001). Otazkou tedy nastalo, jakym zpisobem

dochazi k odliseni téchto dvou signalnich funkci na urovni jediné rodiny receptort. Kohorn (2016)
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predkladda model mechanismu, v némz do stfedu signalizace klade spoleCnou schopnost pro obé¢
signaliza¢ni funkce WAKs — vazbu pektinu. Za hlavni mechanismus pak oznacuje kompetici vazby
delsich, za béznych podminek pfitomnych pektinti a kratkych, za stresu produkovanych OGs. Jak jiz
bylo zminéno, WAKSs preferuji vazbu kratSich fragmentd, je tedy mozné, ze pti prezenci OGs dochézi
ke zméné¢ interakce WAKSs, jenz do stresového okamziku zaznamenavaly delsi pektinové struktury, ¢imz
je spusténa stresova reakéni odpoveéd. Cytosolické signalni kaskddy obsahuji odlisné komponenty.
Dréaha spojena s korigovdnim bunééného ristu zahrnuje fosforylaci MAPK3 (Kohorn et al. 2009), oproti
MAPKG6 zaclenéné v signalizaci CWD (Kohorn et al. 2012). Diky tomuto oddéleni mohou signalni
kaskady cilit na specifické genové oblasti spojené s jejich funkci. Jakym zptisobem vSak dochézi
k aktivaci adekvatni MAPK neni doposud zcela objasnéno. Moznosti je tcast odliSnych zastupci
zrodiny WAK ¢i transformace signalu diky ptitomnosti koreceptoru ¢i regulacniho faktoru

(Kohorn 2016).

3.1.2  Leucine-Rich Repeat RLKs (LRR-RLKs)

Nejrozsahlejsi podskupinou RLKs jsou LRR-RLKS, u Arabidopsis thaliana tvoti vice nez tietinu vSech
RLKSs. Nézev je odvozen od struktury extracelularni domény, kterd obsahuje na leucin bohaté repetice
(LRR, z anglického leucine-rich repeat) (Shiu a Bleecker 2001b). Jednotlivi zastupci zajist'uji esencidlni
role v mnoha signaliza¢nich drahdch souvisejicich s vyvojem ¢i imunitou (ten Hove et al. 2011).
Receptory skupiny LRR-RLKs casto signalizuji v podobé heterodimeru propojeného skrz spolecny
ligand vazany extracelularnimi doménami. LRR-RLK interaguje s dalSimi LRR-RLK, casto

s receptorem z jejich podskupiny SERKs (Somatic Embryogenesis Receptor Kinases) (Han et al. 2014).
p jejienp piny ryog p

Jednou z nejlépe pochopenych signalnich drah, regulujicich bunécny rist a homeostazi bunééné stény,
je signalni draha brassinosteroidi (Wolfetal. 2012b). Brassinosteroidni (BR) ligand je
zachycen extracelularni doménou receptoru skupiny LRR-RLKs — BRI1 (BRASSINOSTEROID
INSENSITIVE 1). Skrz spolecnou afinitu k BR ligandu je BRI pfiblizen s koreceptorem podskupiny
SERK — BAKI (BRI1-ASSOCIATED KINASE 1). Po piiblizeni BRI1 a BAK1 dochazi ptes fadu
specifickych  auto- a transfosforylaci ~ k aktivaci  heterodimeru, = coz  pfes  spuSténou
signalizaCni kaskddu vede az ke zméné¢ genové exprese diky pozitivnim transkripnim
faktorim BZR1 (BRASSINAZOLE-RESISTANT 1) a BES1 (BRI1-EMS-SUPPRESSOR 1)
(Singh a Savaldi-Goldstein 2015). Soucésti exprimovanych genli zodpovédnych za BR-specifickou

odpoved jsou také geny spjaté s remodelaci bunécéné stény (Sun et al. 2010).

Propojeni percepce struktury bunééné stény sBR signalni drahou zajistuje RLP44
(RECEPTOR-LIKE PROTEIN 44), ktery pfimo interaguje s BRI1 i BAK1 (Wolf et al. 2014). Doposud
vsak neni znam pifesny mechanismus vnimani struktury BS skrze RLP44 (Gigli-Bisceglia et al. 2020).
Voxeur a Hofte (2016) ho vSak s nejvétsi pravdépodobnosti fadi k pektinovému senzingu. Wolf (2017)

kuptikladu zminuje elegantni mechanismus zahrnujici pfimé provazani RLP44 s pektinovymi
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komponenty bunécné stény. Pii naruSeni pektinové struktury by tak dochazelo k uvolnéni RLP44, jenz
by mohl slouzit jako ligand spoustejici BR signalni odpoveéd’ kontrolujici rozvoliiovani bunécné stény.
Propojeni BR signalizace s CWI systémem je také uskute¢néno skrz minimalné tfi receptory rodiny

CrRLKI1L (Guo et al. 2009a), jejichz vyznam bude rozebran v nasledujici kapitole.

3.1.3  Catharanthus roseus Receptor-Like Kinasel-Like (CrRLK1Ls)

Z receptorové rodiny RLKs se v souc¢asné dobé dostava nejvetsi pozornosti z hlediska signalizace z BS
podskupiné CrRLKI1L (Catharanthus roseus Receptor-Like Kinasel-Like). Poprvé byla tato skupina
receptorti popsana v roce 1996 u druhu Catharanthus roseus, vyClenéna byla na zakladé charakteristické
extracelularni domény (Schulze-Muth et al. 1996) (Obrdzek 3). Ektodomény vSech 17 znamych
zastupct CrRLKI1Ls z Arabidopsis thaliana obsahuji 1-2 malektinu podobné subdomény (odtud
oznateny CrRLKI1Ls synonymem Malectin-Like RLKs (Franck et al. 2018a)). Jelikoz zivocisné
malektiny disponuji schopnosti vazby karbohydrati (Schallus et al. 2008) a u n¢kterych receptord byla
prokazana in vitro schopnost vazby na cukerné slozky bunécné stény (napf. Feng et al. 2018),
je ptedpokladéano, ze pravé tyto, malektinu podobné, receptorové ¢asti mohou byt zodpoveédné za

percepci struktury bunécné stény.

Strukturné CrRLKI1Ls vedle popsané extracelularni domény obsahuji juxtamembrinovy region
(umoznujici interakci s regula¢nimi koreceptory), transmembranovou doménu a vysoce konzervovanou
intracelularni doménu se serin/threoninovou kinazovou aktivitou (Wolf 2017) (Obrazek 3).
Experimenty, pfi nichz byly zaménovany jednotlivé domény zastupcti CrRLK1Ls byla u minimalné tii
zastupci prokazana konzervovana downstream signalizace, demonstrovand zaménitelnosti
cytosolickych domén. Naopak zamény ektodomén jevily specifické zmény percepce, prokazaly tedy

specifitu jednotlivych receptorii k odlisnym ligandim (Kessler et al. 2015).

s» 7 I |

exJM
ECD ™ CD

Obrazek 3 — Struktura receptoru FERONIA z rodiny CrRLKILs. Receptor obsahuje extracelularni (ECD),
transmembranovou (TM) a cytosolickou (CD) doménu s kindzovou subdoménou (KIN). ECD obsahuje signalni
peptid (SP), dvé malektinu podobné subdomény (MAL) a extracelularni juxtamembranovy region (exJM). Prevzato
zJietal (2020), upraveno.

Receptory ze skupiny CrRLK1Ls jsou fazeny do centra signalizacnich bunéénych pochodi, ucastni se
totiz mnoha fyziologickych funkci (Herger et al. 2020), napt. bunécného rastu, reprodukce, interaguji
s hlavnimi imunitnimi receptory, jsou také soucasti rostlinné morfogeneze, stresové odpovédi
i signalizace hormonalnich drah (Franck et al. 2018a). Na zakladé studia mutantnich fenotypl byly
CrRLK1Ls zatazeny do stiedu CWI signalingu béhem rtstu a vyvoje (Lindner et al. 2012). Wolf (2017)
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spojuje CrRLKI1Ls s homeostazi BS, mechanopercepci, udrzenim pevnosti BS ¢i kontrolou rlstu
na zékladé genetické evidence. CrRLKI1Ls vSak nezajistuji vSechny tyto funkce samostatné,
pravdépodobné se nachazi na spojnicich dalSich signalnich drah a interakci s dal§imi funkénimi systémy

tidi rozsahlé bunécné premény (Hofte 2015).

Receptorovy senzing je ovliviiovan mnohymi molekuldrnimi faktory. Extracelularni ¢ast receptoru
muize interagovat kupiikladu skrz juxtamembranovy region s koreceptorem LORELEI (LRE)
(Franck et al. 2018a) ¢i dalsimi GPI-vazanymi proteiny, znama je téz interakce s peptidy
Rapid Alkalization Factors (RALFs) (Haruta et al. 2014) ¢i LRR-extensiny (LRXs) (Herger et al. 2020)
(viz kapitola Extracelularni signalni ligandy receptorii CrRLKIL).

Downstream vedeny signdl obsahuje také nékteré spolecné komponenty. Receptor-Like Cytoplasmic
Kinases (RLCKs), aneb kinazy ze skupiny RLKs postradajici transmembranovou doménu, a tudiz
s lokalizaci mimo plazmatickou membranu, jsou velmi Casto zaclenény do signalnich drah vedenych
od CrRLK1Ls (Vij et al. 2008). Nekter¢é RLCKs interaguji pfimo se samotnymi membranovymi
receptory, dle dosavadnich poznatkli se nékteti zastupci vazi specificky pouze s jednim ze zastupci
CrRLKI1Ls, jini jsou zaclenéni do vicero signdlnich drah a mohou tedy pisobit jako jeden
z propojovacich mechanismil signalingu (Franck et al. 2018a). Dal§imi z moznych komponentd jsou
RLPs (Receptor-Like Proteins), transmembranové receptory piibuzné RLKSs, postradajici kinazovou
doménu. RLPs casto tvoii komplexy na plazmatické membrané s receptory skupiny CrRLKILs.

Zde se ucastni aktivace ¢i modulace signalu (Jamieson et al. 2018).

Vedeni signalu signalni kaskadou je dale ovliviiovano skrz tzv. molekularni ptepinace, které nesou
schopnost vypinat/zapinat tok signalni kaskady. Tuto ulohu zastdvaji GTPazy rodiny RAC/ROP,
nachazejici se v inaktivnim stavu, kdyz vazi molekulu GDP, nebo aktivnim stavu, pokud vazi molekuly
GTP, v kombinaci s regulacnimi GEFs (Guanine Exchange Factors) a GTPazy-aktivujicimi proteiny
(Nibau et al. 2006). U né€kterych zastupct byla prokdzéna interakce pfimo s kindzovou doménou
receptoru z C’RLK1Ls (Duan et al. 2010). Castym vyusténim popsanych signalnich kaskad je aktivita
NADPH-oxidéz, aktivovanych RAC a ROP-GTPézami, produkujici reaktivni formy kysliku
(Nibau et al. 2006). Tyto oxidazy byly na zakladé homologie k savéim NADPH-oxidazdm
pojmenovany RBOH (Respiratory Burst Oxidase Homologues) (Torres et al. 1998). U 4. thaliana bylo
doposud popsano 10 zastupcit RBOH (pojmenovany RBOHA-RBOHJ), z ¢ehoz polovina byla spojena

se signaliza¢nimi drahami receptord rodiny CrRLK1Ls (Franck et al. 2018a).

Ze v8ech 17 znamych zastupct rodiny CrRLKI1L bylo doposud popsano a charakterizovano pouze
10 z nich (Franck et al. 2018a), u ostatnich neni znama funkce, specificky ligand ani downstream

signaliza¢ni draha. V nasledujici ¢asti budou shrnuty dosavadni poznatky o jednotlivych receptorech.
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THESEUS 1

Prvnim receptorem rodiny CrRLKI1L, u né¢hoz byla popsana jeho funk¢éni podstata, byl THESEUS 1
(THE1) (dle Lietal. 2016 (Hématy et al. 2007)). Mozna souvislost mezi aktivitou receptoru THE1
a senzingem poskozeni bunécné stény byla postulovana na zakladé vyzkumu rostlin s mutovanymi
celuldzasyntdzami (Hématy et al. 2007). Mutanti cesa za obvyklych podminek vykazuji trpaslici
fenotyp a kompenzacni odezvu v podobé ektopické formace ligninu, akumulace ROS a obrannych
molekul ¢i aktivace genové exprese spojené s metabolickou drahou kyseliny jasmonové
(Cano-Delgado et al. 2003). VSechny tyto projevy vSak postraddaji rostliny v pfipadé pfitomnosti
soucasné loss of function mutace thel, naopak zvySend exprese genu pro THE1 vede k prohloubeni sily
odezvy. Ani jedna z genetickych tprav THE ] v§ak nemad vliv na mnozstvi celuldznich vlaken v bunééné
stén€. Zaroven samotnd mutace thel u rostlin WT (z anglického wild type) nenese fenotypoveé odlisny

projev (Hématy et al. 2007).

Z vyse popsanych pozorovani vyplyva, Ze inhibice aktivity komplexu CESA netsti pfimo v inhibici
ristu na zakladé prostého nedostatku stavebnich celuléznich vldken, nybrz inhibici rdstu i obranné
kompenzaéni reakce vyvolava sekundarné senzor (THE1), pravdépodobné pies mechanismy senzingu

poskozeni bunécné stény - CWD (Wolf 2017).

THESEUS 1 ma tedy negativni vliv na rast pfi kritickych podminkach bunééné stény. Vysledného
efektu je dosazeno skrz aktivaci NADPH-oxiddzy RBOHD a RBOHF, coz vede ke zvysené produkci
ROS a v kone¢ném diisledku také k ektopické lignifikaci ¢i ovlivnéni metabolické drahy kyseliny
jasmonové (Denness et al. 2011) a kyseliny abscisové (Bacete et al. 2022). THE1 se také ucastni
aktivace obranné odpovédi pii napadeni patogenem, kdy jeho nové objevenym komponentem

downstream signalizace je GEF4 (Qu et al. 2017).

Jakym zplsobem receptor THESEUS 1 vnima zménu struktury bunécné stény neni doposud zcela
objasnéno. Ligandem zajist'ujicim percepci by mohl byt RALF34, u n¢hoz byla prokazana interakce
s THE1 (Gonneau et al. 2018). Pozorovani plazmolyzy u rostlinnych bun¢k s GFP-znacenymi THE1
receptory poukazuje na pravdépodobnou vazbu THE1 s bunéénou sténou, jelikoz Hechtovy provazce
(zbyla spojeni plazmatické membrany s bunécnou sténou po smrsténi protoplastu) nesou fluorescencni
signal (Hématy et al. 2007). Je tedy mozné, ze zédkladem senzingového mechanismu je vazba receptoru
na slozky BS s malektinu-podobnou doménu. Zajimavé zjisténi pfinesli Gonneau et. a/ (2018), kteti

popsali interakci THE1 s vyznamnym CrRLK1L receptorem FERONIA (viz niZe).

Na zakladé dosavadnich poznatkd je pravdépodobné, ze THE1 hraje signaliza¢ni roli v prvotnim
rozpoznavani naruSeni integrity bunééné stény. Aktivita THE1 pak mozna signalni kaskadou vedouci
k vyvolani stresové reakce a interakcemi s hormonalnimi drahami a receptory umoznuje nastartovani

procesu zajistujicich udrzeni CWI.
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ANXUR 1/2

ANXUR 1 a ANXUR 2 (ANXI, ANX2) byly lokalizovany usamciho gametofytu (Boisson-
Dernier et al. 2009). Boisson-Dernier et al. (2009) piitazuje ANX1,2 tlohu v CWI systému, jelikoz
dvojity knockout mutant anx/ anx2 neni schopen spravné korigovat rust pylové lacky, dochazi
k naruSeni integrity, coz vede k pfed¢asnému prasknuti. I v pfipadé zvysené exprese gend pro ANX1 ¢i
ANX2 vykazuji pylové lacky problémy se strukturou bunécéné stény. V tomto piipadé dochazi
ke zvySené akumulaci slozek BS, piedevsim pektatt, u Spicky pylové lacky, coz vede k inhibici
bunééného ristu a v nekterych piipadech také invaginaci plazmatické membrany  (Boisson-
Dernier et al. 2013). Tedy jak zvySena, tak snizend exprese genid pro ANX receptory vede
k problematickému kliceni pylové lacky. Zaspravnou funkci ANX1 je zcasti zodpovédnd
uridindifosfat-glykosyltransferaiza TURAN, kterd dle analyz mutantl zajiStuje transport ANXI1
z endoplazmatického retikula (Lindner et al. 2015).

ANX1,2 interaguji s dalsi dvojici CrRLK1Ls receptorit - BUDDHA'S PAPER SEAL 1 a 2 (BUPS1,2)
(Ge et al. 2017). Na plazmatické membrané interaguji ANX1,2 spolu s BUPS1,2 také s koreceptory
LRE-Like GPI-kotvenymi (LLG2/3) proteiny (Ge et al. 2019). Cely tento membranovy komplex,
interakci s peptidy RALF by mohl objasnit korigovanou indukei praskani pylové lacky (Ge et al. 2017).
Ge et al. (2017) navrhuji mechanismus kompetice dvou druhii peptidit RALF — RALF4 a RALF19,
jez interaguji s komplexem ANX1,2, BUPS1,2 béhem rtstu lacky, a RALF34, jehoz navazani souvisi

s prasknutim pylové lacky.

Signalizace od ANXUR 1 apravdépodobné také ANXUR 2 zahrnuje produkci reaktivnich forem
kysliku, ato ptes aktivaci NADPH-oxidaz RBOHH a RBOHJ. Az 80 % rbohH rbohJ mutantnich
pylovych lacek v in vitro podminkach praska, zbylé rostouci la¢ky vykazuji snizenou koncentraci
ROS anestalé koncentrace Ca?* ve vrcholové ¢&asti 1acky (Kaya etal. 2014). Objeveny byly
i dalsi komponenty downstream signalizace od ANX, napt. MARIS ze skupiny RLCKs
(Boisson-Dernier et al. 2015) ¢i fosfatdiza ATUNIS 1 (Franck et al. 2018b). MARIS 1 ANX1,2 navic
interaguji s mechanosenzitivnim kandlem MSL8 (Wang et al. 2022), cinnost ANXI1,2 je tedy
pravdépodobné provazana s mechanopercepci. Zajimavé je, ze kinaza MARIS byla lokalizovana
i v signalizaci odvozené od receptoru FERONIA (Boisson-Dernier et al. 2015) (viz dalsi kapitola),

a muze tedy hrat propojovaci ulohu mezi t€émito dvéma signalizacnimi drahami.
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FERONIA

Dominantni pozici mezi signaliza¢nimi receptory rodiny RLKs s malektinu-podobnou extracelularni
doménou zaujima FERONIA (FER). Receptor FER nese oznaceni po etruské bohyni plodnosti, byl totiz
prvné objeven jako klicovy regulator fertility (Rotman et al. 2003). Svou dulezitou roli v interakci
pylové lacky se samicim gametofytem umozituje nejen sprdvné navedeni rostouci pylové lacky,
ale 1 uvolnéni spermatické bunky ve spravny okamzik tak, aby oplozeni bylo spésné (Huck et al. 2003).
Zaroven, vsouhfe s dalSimi receptory, pfedchazi polyspermii, oplozeni vajeéné builky vice

spermatickymi bunikami (Zhong et al. 2022).

Béhem fertilizace je velmi dilezité, aby rostouci pylova lacka byla rozpoznana synergidou, podpirnou
buiikou lokalizovanou u mikropyle (vstupu do zarodecného vaku) a priléhajici k vajecné bunce
(Escobar-Restrepo et al. 2007). Po rozpoznani za béznych okolnosti synergida indukuje praskani pylové
lacky, a tedy uvolnéni dvou spermatickych bungk, jenz (u krytosemennych rostlin) dvojitym oplozenim
davaji za vznik zygot¢ abudoucimu zivnému pletivu endospermu (Dresselhaus et al. 2016).
Bylo navrzeno, Ze dialog probihajici mezi pylovou lackou asynergidou pravdépodobné
zprostiedkovava receptor FERONIA, a to pfes nékolikandsobnou vzajemnou indukci zvySeni hladiny
cytosolické koncentrace Ca?* u synergid i pylové 1a¢ky (Ngo et al. 2014). Experiment Ngo et al. (2014)
zaznamenal prvni zvySeni koncentrace Ca®" u synergid po pfibliZeni pylové lacky, které bylo
nasledovano zrychlenim rtstu pylové lacky, navic orientované smérem k jedné z podptirnych bunék.
Po kontaktu jedné ze synergid u ni do$lo k dalsimu vyliti Ca**iontl, jenZ vyvolalo nasledné zvySeni
koncentrace Ca*" uvniti pylové 1acky. Tento jev byl nasledovan dvéma programovanymi bun&nymi
k oplozenému gametofytu doroste dalsi pylova lacka, k navozeni dialogu jiz nedochazi, pylova lacka
prorista dal, kde potencidlné kontaktuje dal$i synergidy (Dresselhaus et al.2016). U fer mutantt
nedochazi vibec k zapoceti signalizacniho dialogu, pylova lacka tedy nerozpoznava neoplozeny

gametofyt a prortsta dal. Nedochazi k ani jedné z PBS, ani k oplozeni (Ngo et al. 2014).

Zajimavé zjisténi o zastoupeni FER v procesu interakce synergid a pylové lac¢ky vSak ptinesly vysledky
experimentu, v ramci n¢hoz byla mutovana kindzova doména a aktivacni smycka receptoru FER
u megagametofytu. Funkénost reprodukéniho mechanismu totiz zlstala zachovéna i pii pfitomnosti
takto mutovaného receptoru FER (Kessler et al. 2015). Vyvstala tedy otazka, zda je v tomto ptipade
kindzova aktivita receptoru postradatelna, a pokud ano, jakym zpiisobem je signalizace zajiSténa.
Moznymi vysvétlenimi jsou interakce s dal$imi signalizaénimi komponenty. Jednim z kandidatd by
mohl byt GPI-kotveny protein LRE ¢i jeho homolog LLGI1, které jsou, mimo jiné, zodpovédné
za exportovani FER z endoplazmatického retikula (Li et al. 2015). LRE vykazuje podobné zaclenéni
do rozeznavéani pylové lacky ainiciace Ca®’ signalingu v synergidich jako receptor FER
(Ngo et al. 2014). Dle in vitro experimentl navic také interaguje s GTPazou ROP2, na zakladé ¢ehoz

Duan et al. (2014) postulovali funkci FER, LRE aROP2 v ramci funkéniho komplexu
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zprostfedkovavajiciho signalni odpoveéd’ na pfitomnost pylové lacky. FERONIA by tedy nemusela mit
pfimy vliv na ROP2, jenz pravdépodobné ovliviiuje produkci ROS skrz ¢innost NADPH-oxidazy, mtze
vSak zastavat dalsi dilezité role. FER je kuptikladu funkéné odpovédna za spravné umisténi NORTIA
(NTA) v mikropylarni casti synergidy (Kessler et al. 2010). NTA je membranovy protein, jehoz
schopnosti je modulace intenzity Ca®" signalu (Ngo et al. 2014). Aktualni vyzkum navic prokazal ucast
dalsich dvou CrRLKIL receptori — HERK1 (HERCULES RECEPTOR KINASE 1) a ANJ (ANJEA),
v signdlni komunikaci pylové lacky a samiciho gametofytu (Galindo-Trigo et al. 2020). Funkce
receptoru FER vSak ani z daleka nekon¢i u samiciho gametofytu. V ramci pokracujiciho vyzkumu byly

vedle ucasti v regulaci rostlinné fertility objeveny dalsi vyznamné funkce receptoru FERONIA.

Studie Feng et al. (2018) po mnoha letech usilovného badani prezentovala pozorovani vazby FER
k pektinové slozce bunécné stény. Nové byla také potvrzena vazba FER skrz malektinu podobnou
doménu, a to s preferenci demethylesterifikovanych pektint (Lin et al. 2022). Na zakladé tohoto zjisténi
a poznatkll o signalnim provazani pektinti, FER, ROP-GEF14, ROP6 a mikrotubulii (FER rekrutuje
ROP-GEF14, ktery aktivuje ROP6, jenz skrz regulaci kataninu ma vliv na orientaci mikrotubuli
(Sampathkumar et al. 2014)) byla FER znovu nominovana na mechanosenzitivni receptor odpovédny
za korigovani prestavby bunécné stény (Lin et al. 2022). Nicmén¢ ani tato hypotéza potvrzena nebyla,
jelikoz k ptestavbam mikrotubulil na zakladé mechanického stresu dochazi nezavisle na FER (Malivert
et al. 2021). FER tedy pravdépodobné¢ i v této signilni draze zastdva pouze roli koreceptoru

¢i modulatoru signalu.

Jiz z vyse popsaného vyplyva, ze je postaveni FER v ramci rostlinné signalizace z bunécné stény odlisné
od ostatnich receptorti skupiny CrRLKIL. Prvné zminovany receptor, THESEUS 1, se ucastni
signalizace spojené s bunéénym rastem, receptory ANXUR 1 a ANXUR 2, nejbliz§i homology FER
(Boisson-Dernier et al. 2009), se ucastni signaliza¢nich drah ovliviujicich reprodukci. FERONIA
ovliviiuje ob¢ tyto senzingové oblasti, a nejen je. Jeji aktivita Siroce pokryva mnohé signalni drahy
spojené s bunéénym rustem (Diinser et al. 2019) (v€etné koordinace rdstu na supracelularni Grovni
(Shih et al. 2014)), vyvojem, fertilitou i homeostazi bunécné stény, zaroven zprostfedkovava

hormonaln¢ i patogenem-indukované odpovedi (Li et al. 2016).

Z hlediska CWI byla FERONIA jiz dfive navrZena na pozici centralniho regulatoru, jenZ propojuje
jednotlivé signalni drahy a provazuje jejich downstreamové kaskady v jedinou koordinovanou reakci
(Stegmann et al. 2017). FER a THE1 navozuji protistojné efekty (Franck et al. 2018a). Na rozdil
od THE1, mutace feronia zietelné ovliviuje procesy spojené s mechanopercepci (coz, jak bylo zminéno,
nutné neindikuje hlavni odpovédnost), Ca?" signalingem, metabolismem karbohydratd, ale také drahy
stresové reakce (Ji et al. 2020), coz nabizi pfedstavu o zastoupeni FER a vzajemném postaveni s THE1
v celkovém pribéhu signalizace CWD (Gigli-Bisceglia et al. 2020). Feng et al. (2018) navrhuji FER

na kontrolni pojistku, jenzZ po THESEUS 1 rozpoznané¢ CWD a inhibici rdstu dohlizi na spravné
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obnoveni integrity BS a nasledné korigované spousti obnovu bunécného rastu. Funkénimu propojeni
receptoru THE1 a FER nasvédcuje také jejich fyzicka interakce (Gonneau et al. 2018). Xiao ez al. (2019)
pak dale navrhuji mechanismus aktivity FER v podobé modularniho skladani receptorti a dalSich

proteinti (LRE, LLG), jenz je koordinovano skrz specifické peptidy RALF (Obrazek 4).

FERFCD
RALF23

L1 (52

Obrazek 4 — Interakce extracelularni domény FER s LLG2 skrz peptid RALF23.
Prevzato z Xiao et al. (2019), upraveno.

Sirokému zastoupeni FER nasvédéuje také fakt, 7e veskera vegetativni pletiva vykazuji ristové defekty
pfi pfitomnosti mutace fer (Duan etal. 2010), pfitomnost FER byla detekovdna v celé¢ rostling
s vyjimkou pylu (Voxeur a Hofte 2016). Rostliny s loss of function mutaci fer nesou pleiotropni fenotyp,
jenz se projevuje rustovou inhibici, pfitomnosti zkroucenych, deformovanych ¢i abnormalné vétvenych
trichomi (Duan et al. 2010), deetiolaci bez pfitomnosti svétla (Deslauriers a Larsen 2010), defektnim
povrchovym epitelem listu, jehoZ typicky puzzle tvarované buniky v tomto pfipad¢é zaujimaji méné
kdy mtze dochézet i k iniku cytoplazmy z buiiky kviili oslabené bunécné sténé, nebo rostou poktivené
¢i zakrsle (Li et al. 2016). Kofeny semenackd vykazuji snizenou schopnost mechanosenzingu a htife
prorazi mechanické rlstové bariéry (napf. v podobé vysoce koncentrovaného agarového blocku)

(Shih et al. 2014).
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FERONIA je v mnohém specialni komponent CWI systému, jehoz postaveni doposud neni zcela
objasnéno. Siroké mnozstvi ligandii (vice v posledni kapitole Extraceluldrni signdlni ligandy receptorii
CrRLKIL), koreceptori, pozorovanych interakci s dal$imi receptory ¢i proteiny i downstream
komponenty, jez jsou navic mnohdy sdilené s dalSimi signalnimi drahami, stejné tak ptitomnost FER
v téméf vSech Castech rostliny (obdobné pro fenotypové projevy mutanta fer) poukazuje na vyznamnost

tohoto receptoru.

Dalsi CrRLK1Ls

Vedle vyse zminénych a do vétSich podrobnosti rozebranych zastupclti rodiny CrRLKIL byly
zaznamenany a charakterizovany dalsi pfibuzné receptory. Jak jiz bylo zminéno, receptory HERK1
a ANJ interaguji s receptorem FER v ramci samic¢iho gametofytu. Spole¢né se podili na rozpoznani
rostouci pylové lacky (Galindo-Trigo et al. 2020). Nova studie Zhong et al. (2022) dodava popis
spolecné ucasti vySe zminéného komplexu CrRLKIL receptorit a specifickych RALF peptidi

v mechanismu, jenz zabrainuje mnohonasobnému oplozeni vaje¢né burnky.

Mimo to jsou receptory HERKI1 ajeho homolog HERK2 spojovany sbunéfnou expanzi
(Guo et al. 2009a),  ztratovd ~mutace vedla k podobnym efektim jako mutace fer
(Engelsdorf et al. 2018). Guo et al. (2009b) také spojuji genovou expresi obou receptord spolu s FER
a THEI s BR-responzivnim transkripénim faktorem BES].

Také mutace dalsiho z CrRLKI1L receptord, CURVY 1 (CVY1), fenotypove pripomina fer mutantni
rostlinu. Mutant cvy! disponuje deformovanymi trichomy a kvadrovitymi epidermalnimi buiikami listu,
coz by mohlo napovidat o jeho za¢lenéni do regulace apikalniho ristu. Do souvislosti je CVY1 kladen

také s kontrolou aktinového cytoskeletu a gravitropismu (Gachomo et al. 2014).

Receptor ERULUS (ERU) byl dlouhou dobu popisovan jako receptor nachéazejici se na vakuolarni
membrané (dle Franck et al. 2018b (Bai et al. 2014b)). To vSak bylo nedavnymi studiemi vyvraceno,
ERU je s nejvétsi pravdépodobnosti receptor lokalizovany na plazmatické membrané, stejné jako ostatni
receptory rodiny CrRLKI1L (Schoenaers et al. 2018; Kwon et al. 2018). Spojitost s funkci vakuoly je
v8ak opravnéna. ERU je spojovan s korigovanim sily toku NH4" iont do vakuoly, a tim se zajiStovanim
homeostaze koncentrace NH4" uvnitt buiiky. Pozitivné reguluje bunéény rist, mutanti eru maji kratsi

kotenové vlasky (Bai et al. 2014).

Posledni dvojici z prozkoumanych malektinu-podobnych RLKSs, jsou jiz zminéné receptory BUPS1
a BUPS2. Jejich geny jsou exprimovany v pylu, svou Cinnosti pfispivaji k zajisténi CWI u rostouci
pylové lacky, a pravdépodobné i piesné nacasované rozvolnéni bunécné stény vedouci k prasknuti
buniky. Spolu s dvojici ANX1,2 tvofi receptorovy komplex, ve kterém kazdy ze Ctyf receptord nese
individualni schopnost vazby molekul RALF (viz nize), jez jsou pro funkénost heterokomplexu ziejme

zéasadni (Ge et al. 2017).
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Extraceluldrni signdlIni ligandy receptort CrRLK1Ls

V poslednich letech se prizkum principu percepce struktury bunééné stény skrz receptory rodiny
CrRLKI1L velmi dynamicky rozviji, piesto podstata samotné percepce neni doposud zcela objasnéna.
Podle nejnovéjsich (a vySe zminénych) poznatkil interaguji receptory CrRLKI1L ¢asto v komplexech
s dalsimi CrRLKI1Ls ¢i GPI-vdzanymi proteiny (LRE, LLGs). V posledni ¢asti mé bakalatské prace
se zaméfim na extracelularni ligandy vnimané receptory CrRLK1Ls. Dlouho pfedpoklddana schopnost
malektinu podobné subdomény receptorti z rodiny CrRLKI1L véazat polysacharidové sktruktury byla
potvrzena teprve nedavno, a to u zastupce FER (Lin et al. 2022). V cesté za objasnénim senzingového
mechanismu vSak bylo objeveno hned nekolik dalSich extracelularnich signalnich komponent — peptida

rodiny RALF, proteini LRX ¢i peptidi PCP-B.

RALFs (Rapid Alkalization Factors) jsou malé peptidické ristové regulatory a s nejvetsi
pravdépodobnosti endogenni signalni molekuly CrRLKIL receptori (Gigli-Bisceglia et al. 2020).
Pii aplikaci prvné popsaného zastupce, RALF1, bylo pozorovano pozastaveni rustu za soucasného
zvyseni pH v apoplastu, na zakladé ¢ehoz byl pojmenovan (Pearce et al. 2001). Aplikace RALF1 také
vedla k rychlému zvySeni cytosolické koncentrace Ca* (Haruta et al. 2008). Pozd&ji byl RALF1

oznacen za ligand receptoru FER vazici se na jeji extracelularni doménu (Haruta et al. 2014).

Také dalsi, pozdé&ji objevené, RALF peptidy ovlivituji ¢innost receptoru FER. RALF17 je kuptikladu
zodpovédny za prudké zvyseni produkce ROS v listech, RALF23 a 33 negativné ovlivituji imunitni
reakce (Stegmann et al. 2017). RALF23 zvysuje ¢i inhibuje aktivitu FER, experimentalni vysledky podle
Zhu et al. (2021) hovoti o obou moznostech, a to dle bunééného kontextu. Jednim z moznych vysvétleni
tohoto jevu by mohla byt pfitomnost dalSich zprostfedkovavajicich proteinti, napt. LLG1 ¢&i jeho
homologii LLG2 a3, se schopnosti vazby RALF peptidu i receptoru FER, atedy se schopnosti
provazovat tyto tfi clanky do spolecného, patrné specificky ucinkujiciho heterokomplexu

(Xiao et al. 2019) (Obrdzek 4).

RALFs tedy funguji jako ligandy nejen pro receptor FER, ale také dal$i membranové proteiny, naptiklad
THE1 (Gonneau et al. 2018), ANXs, BUPSs (Ge et al. 2017) a ANJ (Liu et al. 2021). Mimo receptora
CrRLK1Ls interaguji peptidy RALF s LLG proteiny (Xiao et al. 2019), nov¢ také byla objevena jejich
vazba s proteiny skupiny LRXs (Herger et al. 2019). Zminéné receptory navic vazi odlisné RALF
peptidy v zavislosti na pH (Stegmann et al. 2017; Gonneau et al. 2018).

Celkové bylo u Arabidopsis thaliana popsano 37 zastupct rodiny RALF (Campbell a Turner 2017).
Konkrétni typ zastupce rodiny RALF nese signalni informaci a mnohdy mize vazba odlisného RALF
peptidu vést k rozsahlé signalizaéni zméné. Dramatickym piikladem mulze byt jiz zminéna indukce
prasknuti pylové lacky. Ta je pro pfipomenuti dle Ge et al. (2017) zplsobena navazanim
(z megagametofytu pochéazejiciho) RALF34 na receptorovy heterokomplex pylové lacky ANX1,2,
BUPSI,2, a to kompetitivné, nahrazenim ptivodné€ navazanych peptidi RALF4 a RALF19. Signaliza¢ni
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dialog mezi sami¢im gametofytem a pylovou lackou doplnila také recentni studie Zhong et al. (2022),
kterd popsala také RALF peptidy produkované rostouci pylovou lackou — RALF6, 36 a 37, jez
pravdépodobné indukuji skladdni megagametofytniho heterokomplexu FER-ANJ-HERKI1. Tento
receptorovy komplex svou Cinnosti zabrafiuje prorustani dal§ich pylovych lacek smérem k vajecné
buiice, ¢imz pfedchazi polyspermii. Aktivita heterokomplexu FER-ANJ-HERK!1 je udrzovana po celou
dobu rtstu prvni pylové lacky, diky jeji neustalé produkci RALF peptidd. Po indukovaném prasknuti
pylové lacky dochézi bud’ k tispésnému oplozeni (a tedy PBS synergidy atraktujici pylové lacky),
pii netispésném oplozeni se FER-ANJ-HERK 1 komplex rozpada, je tedy vajecnd buiika zpfistupnéna

dalsi pylové lacce (Zhong et al. 2022).

Kde se RALF peptidy berou? RALFs jsou syntetizovany v podobé propeptidit (Murphy a De Smet
2014). S vyjimkou RALF17, jenz je syntetizovan bez propeptidové oblasti (Stegmann et al. 2017), jsou
propeptidy proRALF §tépeny specifickymi protedzami za vzniku funkénich peptidit RALF. Kuptikladu
ProRALF23 a ProRALF33 jsou §tépeny proteazou S1P (Srivastava et al. 2009; Stegmann et al. 2017),
coz je zajimavé, jelikoz stejna protedza je také zodpoveédna za Stépeni jedné z prodomén PMEs
(Wolf et al. 2009). Jelikoz PMEs snizuji a RALFs naopak zvySuji pH bunécné stény, je mozné, Ze jsou
sekretovany a §tépény koordinovang. Césti mechanismu provazani sekrece RALFs a PMEs by mohla
byt RLP44-indukovana signalni draha (popsana v podkapitole LRR-RLKs), jenz ovlivituje expresi gend
pro enzymy spojené s remodelaci BS, a to véetné PMEs (Wolf et al. 2014). Jakym zptisobem je vsak
korigovana syntéza proRALF a jakym podminkdm sekrece téchto vyznamnych signalnich molekul
podléhd vSak zatim zistdva neobjasnéno. Jelikoz RALF peptidy interaguji ve velkém rozsahu
s mnohymi signalnimi komponenty a ovliviiuji mnohé, pro bunku esencialni fyziologické procesy, jedna
se s velkou pravdépodobnosti o zasadni poznatky, jez by pomohly lépe pochopit cely mechanismus CWI

systému.

LRXs (LRR-extensins), neboli extenziny obsahujici repetice bohaté na leucin, jsou zastupci Sirsi
skupiny extenzint, o jejichz funkci bylo hovoteno v kapitole Struktura bunécné steny. Extenziny obecné
nesou schopnost vazby sacharidovych komponent bunécné stény, u LRXs vSak byla navic popsana
interakce s membranovym receptorem FER (Diinser et al. 2019) a peptidem zrodiny RALF
(Herger et al. 2019). Mutace genti LRXs vedou k defektnimu rdstu a naruseni integrity bunécné stény
(Draeger et al. 2015), coz napovida o jejich zaclenéni v CWI mechanismu, regulace struktury BS

a bunécného rustu.

LRXs interaguji s bunéénou sténou skrz C-terminalni extenzinovou doménu. Mimo ni obsahuji CRD
(na cystein bohatou doménu), charakteristickou LRR doménu s 11 repetitivnimi sekvencemi
a N-terminalni (NT) doménu (Herger et al. 2019). LRR a NT domény jsou nezbytné pro funkci
minimalné jednoho ze zastupcii LRXs (Herger et al. 2020).
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Doposud znamych 11 zastupci LRXs mutze byt rozdéleno do 2 skupin na zaklad¢ lokalizace jejich
exprese. Vegetativni pletiva zastupuji LRX1-5, pficemz v ramci této skupiny mizeme pozorovat dvé
pfibuzné linie — LRX1 a2 se vyskytuji v kotfenovych vlascich, kdezto LRX3-5 v hlavnim kofeni
anadzemnich castech rostliny (Draeger et al. 2015). Druhou skupinu tvoii proteiny LRXS8-11
s lokalizaci v pylu (Herger et al. 2020). Stejné rozdéleni LRXs také odpovida provazani se signalnimi
drahami vedoucimi od partnerskych CrRLKI1Ls. U vSech LRXs nachazejicich se ve vegetativnich
pletivech byla prokézana interakce s receptorem FER (Herger et al. 2020), kdezto v pylu exprimované
LRXs spousti signadlni kaskddy spojené s cCinnosti ANX1/2 (Mecchia et al. 2017), nejblizsich
pfibuznych receptoru FER (Boisson-Dernier et al. 2009). Pfesny mechanismus interakce a funk¢niho
provazani s CrRLKIL receptory vSak doposud zlstavd neobjasnény. Podle dosavadnich zdroju
se vegetativné lokalizované LRXs vazi k plazmatické membrané nezavisle na piitomnosti FER,
na funkéni vyznam vSak poukazuje pétinasobna mutace /rx12345, jenz vykazuje fer mutantni fenotyp
(Herger et al. 2020). Herger et al. (2020) ve své praci také poukazuji na vysokou funkéni ekvivalentnost
LRXs zastupciti v ramci jedné skupiny. Jimi provedené experimenty napovidaji téZ o minimaln¢ ¢astecné
ekvivalenci napfti¢ skupinami LRXSs, jelikoz pfitomnost LRX8 a LRX11 ¢astecné, piesto signifikantné
zmirnila double mutaci Irx1,2 ovliviwgjici kofenové vlasky (Baumberger et al. 2003), pfitomnost LRX10

byla dokonce schopnd mutaci zvratit upln¢ (Herger et al. 2020).

Nové byla popséna schopnost LRXs interagovat s peptidy rodiny RALF, ato s rznymi afinitami
jednotlivych LRXs k riznym zéastupcim RALF. RALF4 a RALF19 napiiklad vykazuji vysokou afinitu
k LRXs exprimovanych v pylu (Mecchiaetal. 2017), RALF1, jehoz interakce byla prokazana
u receptoru FER, je naopak s nejvétsi pravdépodobnosti vazan vegetativnimi LRXs. Moznost vlivu
RALF1 na interakci LRX1 s receptorem FER nebyla potvrzena (Herger et al. 2020). Schopnost vazby
RALF peptidi se nelisi jen mezi jednotlivymi zastupci LRXs, schopnost vazat RALF peptidy je
soucasn¢ modulovana lokalnim pH (Moussu et al. 2020). Jelikoz LRXs nesou vysokou afinitu k RALFs
v kyselém prostfedni, kdezto LLGs preferuji vazbu pii neutralnich ¢i zasaditych podminkach
(Moussu et al. 2020), je mozné, Ze pravé pH piedstavuje jeden z hlavnich prvki prevadéjicich podobné

signaly na odlisné odpovédné vystupy dle bunééného a situacniho kontextu.

Nejnovejsi vysledky rozsitily jesté o dalsi kousek naSe védéni o pribéhu oplozeni u Arabidopsis
thaliana, konkrétné v oblasti interakce mezi bliznou a pylovym zrnem. POLLEN COAT PROTEIN B
(PCP-B) peptidy, u nichZ je zndma schopnost regulace hydratace pylového zrna pti dopadu na bliznu
(Wang et al. 2017), se prekvapivé Ucastni signalizace vedené CrRLK1Ls. PCP-B svou pfitomnosti
kompetuji s peptidy RALF23 a RALF33 o navazani ke komplexu ANJ-FER. Pii vazbé RALF peptida
dochazi ke spusténi signalni drahy, ktera diky zaclenéni RbohD oxidazy vede ke zvyseni hladiny ROS
uvnitt blizny, coz negativné ovliviiuje hydrataci pylu. Pfitomnost PCP-B proteini znemoziiuje vazbu
RALF, atedy zvySeni hladiny ROS, coz vede k rychlejsi hydrataci pylového zrna na papilach blizny
(Liu et al. 2021).
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Doposud neni zfejmé, zda se PCP-B vazi na stejné vazebné misto jako RALF peptidy (Zhu et al. 2021),
jednd se vSak o dalsi z moznych ligandti percepce signali z bunééné stény zprosttedkované skrz

receptory rodiny CrRLK1L, ktery svou ptitomnosti méni podobu a vysledek spusténé signalni drahy.
4 ZAVER

O existenci CWI systému u rostlin v souéasné dob& jiz neni pochyb. Siroké zastoupeni v mnoha
fyziologickych procesech, a to navic napfi¢ celou skupinou Viridiplantae, napovid4d o esencialnim
vyznamu systému. Vyvinuti bunééné stény, a tim padem také odpovédného mechanismu, jenz zajistuje
jeji funkénost v ménicich se podminkach, bylo pravdépodobné nezbytné pro piechod rostlin na sous.
Existujici zdkladni CWI mechanismus byl pak opakované vyuzivan u odvozengjsich fyziologickych
potieb. Zajimavou ukazkou miize byt riist pylové lacky u semennych rostlin, ktery pro spravné oplozeni
vajecné bunky musi byt ndsledovan pfesn€ nacasovanym a lokalizovanym prasknutim pylové lacky.
Také tento proces, ve své podstaté opacny od bézného CWI systému (tedy procest spojenych s udrzenim

integrity bunécné stény), je zajistovan komponenty signalnich drah CWI systému.

O vyznamnosti CWI systému nasvédcuje také jeho komplexnost a ptitomnost mnoha redundantnich
procesti. Pfi naruseni jednoho zkomponentii (s vyjimkou FER) nebo jedné signdlni drdhy je
zivotaschopnost rostlinné buiiky stale zachovana, ¢i dokonce vibec nevykazuje viditelny zasah do jeji
funk¢nosti. Pro rostlinu je existence takto spletitého systému vyhodnd, v ramci Zivota je diky tomu
schopna se prizptisobit mnoha proménnym prostiedi, pro vyzkum je vSak zna¢nou komplikaci. Nase
predstavy o mnohych funkénich strukturach a signélnich drahach se tak diky pokracujicimu vyzkumu
stény, v némz jednotlivé komponenty maji striktné¢ a neménné dané funkce. Obdobné komplikované je
rozuzleni signalnich drah CWI systému. Odli$né membranové receptory mohou zaznamenavat obdobné
strukturni zmény bunécné stény ¢i reagovat na podobné impulzy. Od receptori odvozené signalni
kaskady pak mohou cilit na rizné vykonné systémy, naopak receptory s percepci jinych vjemt mohou
downstream ovliviiovat spoleéné komponenty. Dal$i moznou modulaci signalu je také asociace
receptorti na membrané s dal§imi receptory ¢i proteiny, kde pravdépodobné vyznamnou ulohu hraji
peptidy RALF, jez dle mého nazoru zistavaji jednou z hlavnich otazek budouciho vyzkumu, a to hned

vedle objasnéni pozice receptoru FERONIA v celkovém CWI systému.

vvvvv

percepce signalt CWI systému by tak brzy mohlo pfinést napiiklad vyuziti pokrocilé vypocetni
techniky, ktera se jiz v soucasné dob¢ vyuziva kupiikladu k prohloubeni poznatkli o struktufe bunécné

stény (Zhang et al. 2021).
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S SEZNAM ZKRATEK

ANJ = ANJEA

ANX = ANXUR

BAKT1 = BRI1-ASSOCIATED KINASE 1

BES1 = BRI1-EMS-SUPPRESSOR 1

BR = Brassinosteroidy, brassinosteroidni

BRI1 = BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1
BS = Bunécna sténa

BUPS = BUDDHA'S PAPER SEAL

BZR1 = BRASSINAZOLE-RESISTANT 1
CESA = Celulozasyntaza

CrRLKI1L = Catharanthus roseus Receptor-Like Kinasel-Like
CVY =CURVY

CWD = Cell wall damage, poskozeni bunécné stény
CWI = Cell wall integrity, integrita bunécné stény
FER = FERONIA

FH1 =FORMIN HOMOLOGY 1

GalA = Galakturonova kyselina

GEF = Guanine Exchange Factors

HERK = HERCULES RECEPTOR KINASE
HGa = Homogalakturonan

LLGs = LRE-Like GPI-kotvené proteiny

LRE = LORELEI

LRR = Leucin-Rich repeat

LRR-RLK = Leucin-Rich Repeat Receptor-Like Kinase
LRX = LRR-extensins

MAPK = Mitogenem Aktivované Proteinové Kinazy
OGs = oligogalakturonidy

PAE = Pektinové Acetylesterazy

PBS = Programovana bunéc¢na smrt

PCP-B = POLLEN COAT PROTEIN B

PG = Polygalakturonazy

PL = Pektinové lyazy

PME = Pektinové methylesterazy

RALF = Rapid Alkalization Factors

RBOH = Respiratory burst oxidase homolog
RG-LII = Rhamnogalakturonan-I, 1

RLCK = Receptor-Like Cytoplasmic Kinases
RLK = Receptor-Like Kinase

RLP = Receptor-Like Proteins

ROS = Reaktivni formy kysliku

SERK = Somatic Embryogenesis Receptor Kinase
THE1 = THESEUS 1

WT = wild type

XG = Xyloglukan

XGa = Xylogalakturonan
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