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ABSTRAKT

Kal6za $-1,3-glukan) je vyznamnym polysacharidem rostlinméecné sény, ktery se
syntézy kalézy, o jeji regulaci a vyznamu jejiholadé&ni znan¢ limitované. Diky
molekularnim a genetickym metodam byla odhalenaineokaléza syntaz, které jsou
odpowdné za depozici kalézy wiznych reakcich a mistech rostlinnéhkitat Tato prace
shrnuje znalosti o procesech, kterych se kal@aathi, a uvadifehled jednotlivych protein
rodiny kaléza syntaz detre jejich fylogenetické analyzy a srovnani podobnastielul6za

syntazami se zatrenim se fedevsim na modelovou rostlidmabidopsis thaliana.

Kli ¢ova slova: Arabidopsis thaliana, B-1,3-glukan, kal6za, kal6za syntaza, polymerdsng

stny rostlin

ABSTRACT

Callose g-1,3-glucan) is a significant plant cell wall padgsharide, which participates in
many developmental and stress responses. Desmtentportance of this polymer, the
knowledge on the causes of callose synthesis,eslation and the meaning of callose
deposition are still limited. The family of callosgnthases was revealed thanks to molecular
and genetic methods. They are responsible forsmliieposition in diferent reactions and the
diferent spaces of the plant body. This thesis sana®s the knowleadge about the processes,
in which callose is involved, and it presents arrgiew of the individual proteins from
callose synthase family including their phylogeoetnalysis and the comparison with the

cellulose synthase focusing on the model phaiabidopsis thaliana.

Key words: Arabidopsis thaliana, pB-1,3-glucan, callose, callose synthase, plant well

polymer
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1 UvoD

Kal6za je linearnip-1,3-glukan vyskytujici se ve velkém spektru rost{vysSich
rostlin i fas), navic struktughpodobny polysacharid se nachazi i v bakteriiclgskkach,
houbach a liSejnicich. V rostlinach se kaléZasini mnoha vyvojovych a stresovych reakci
v riznych ¢astech rostlinnéhcila jakozto reverzibilé odbouratelna slozka bétné stny a
s ni asociovanych struktur. Syntéza kal6zy je ¢ayi&na skupinou dvanacti endinkal6za
syntaz (dale CalS) obsahujicfkolikrat membranou prochazejici domény, kterymicago
CalS s mebranou. Touto terciarni strukturou se @aldbaji celuldza syntazam dikgmuz

se dive myslelo, Ze jsou jednim a tim samym enzymem.

Béhem vyvoje pylu je kaléza nezbytna pro syntézén®ié exiny a celkovou
Zivotaschopnost pylu. iP kliceni a fistu pylové léky formuje kaldézové zatky (septa)
napomahajici transportu vegetativniho jadra a saiickych burk. Kal6za je zapojena i
béhem cytokineze v celém rostlinnérélut, kdy je esencialni pro tvorbu éasné bu&né
stny (tzv. burcéné desky), jez zajisije rychlou a silnou expanziéhem bugcného éleni.
V okoli vstupu do plasmodesmat i po celé jejichcdée depozice kal6zy zodpsmina za
prostorovou acasovou regulaci symplastické permeability z&jifh jejich d@asnym

zaviranim.

Mechanické a chemické naruSeni rostliny, fyziakybioticky stres (plazmolyza,
zmeny teplot a mikrobialni infekce) patmezi procesy, ip kterych velmi rychla depozice
kalozy vytvdi fyzickou bariéru ochraujici vnitini prostedi rostlinnych tkani. Tato bariéra je
také ochranou rostliny protifigmu ©€zkych kowi ¢i umoziuje jejich vy€sreni a izolaci
z intracelularniho prostoru. Specifickd depozicédkg v trichomech v podabkrouzki na
jejich bazi, zajigujici téz fyzickou bariéru proti navraceni toxickytatek vytsninych do

trichomi, nas pivadi ke studiu kal6za syntaz.



2 KALOzA

Jak jiz bylo zmigno v Gvodu kal6za je ipdevSim rostlinny linearni polysacharid
tvoreny glukézami pospojovanyrfitl,3 vazbami, ktery se vyskytuje nejen v Siroké ks
vysSich rostlin, ale i wasach (Scherp et al., 2001). Struktupodobnyf-1,3-glukan byl
nalezen také v bakteriich, houbach a kvasinkachuglas, 1994). Kal6za je produkovana
rostlinami na fiznych mistech, jakozto komponenta specifickéébné sény ¢i komponenta
struktur s bu&nou sénou asociovanych, a daléhem fiznych proces, & uz vyvojovych
nebo v odpotdi na rozltné abiotické a biotické stresy. Syntézu kaldézy pdivkaldza
syntazy (CalS) a jeji degradaci zgjig p-1,3-glukanazy (Chen and Kim, 2009; Ellinger and
Voigt, 2014; Verma and Hong, 2001).

2.1 Kal6za ve vyvoji pylu a rastu pylove l&ky

Kal6za je zapojena do vyvoje pylu nejen jako suitdni komponenta nutna pro
syntézu sinové exiny pylu a pro Zivotaschopnost pylu, ale jg@hezbytnéa i pro normalni
kliceni pylové léky a jeji iist. Tvorby této kaldzy secéstni CalS5, CalS9, CalS10, CalS11 a
CalS12 (Abercrombie et al., 2011; Nishikawa et2005; Xie et al., 2009).

Ve vyvijejicich se prasnicich mikrosporocyty syizigf specialni déasnou sinu
z kalézy mezi primarni bwinou stnu a plasmatickou membranu. Depozice kaldzy
pokraiuje nadale i Bhem meiotického &eni, kdy nejspiSe zahtaje pipadnému splyvani
burgk. A navic celko¢ obklopuje mikrosporoveé tetradyiimz prav@podobré vytvai
molekulovy filtr ochraujici vyvijejici se mikrospory od okolni diploidtkarg (Dong et al.,
2005; Enns et al., 2005; Shi et al., 2015a).

Aktivita kal6zy v praSnicich je nizkaébem prvni meiosy a rapidnstoupa f
ukonteni druhého &eni. Nakonec je kal6zova ¢sla degradovana a mikrospory jsou
vypusgny do okoli. Pedpoklada se, Ze émsovani formace a degradace kal6zy jeokié pro

normalni vyvoj pyluDong et al., 2005).

V pylovych l&kach je kaldéza syntetizovdna v subapikalni oblgsid primarni
bunéénou stnu ve fornt tenké vrstvy, kterd zaji§je odolnost proti tahovému a tlakovému
napsti, a navic redukuje propustnosérst a formuje zatky (septa). Tyto kaldézové zatkyujso
nutné pro zaji®ni prenosu omezeného mnozstvi objemu cytosolu, kter&adjea jest

schopna pojmout. Jejich tvorba je periodickd aéhge rostouci Sgku od gFenasené



cytoplasmy s vegetativhim jadrem aéoha spermatickymi hikami (Abercrombie et al.,
2011; Nishikawa et al., 2005).

2.2 Kal6za béhem cytokineze

Bunééna deska v centralni roirmateskeé buiky je prvni znamkou navse tvdici
burg¢né stny a jeji depozice je zahajena fuzické do membranové sitve stedu
fragmoplastu. Jedna se o velmi rychly procefhem kterého je nutna syntéza velkého
mnozstvi kalozy, ktera je prayednou z hlavnich slozek formujici se bameé desky. Kal6za
ovSem neni dopravovana veceih, nybrz se tvd piimo na buscné desce pomaoci kaldza
syntazového komplexu, ktery je tfem CalS1 (pravtpodobr je zapojena i CalS9 a CalS10),
UDP-glukéza transferazou a fragmoplastinem. Demokiglézy je nasledovana depozici a
organizaci celulézy s dalSimi slozkami bémé stny a sodasnym degradovanim kalogy
1,3-glukanazou. Kaléza tedy hraje esencialni ratiytokinezi i tvorbé datasné nascentni
burg¢né sény, ktera je schopna rychlé a silné expangee cytokineze (Hong et al., 2001a,
2001b; Samuels et al., 1995; Thiele et al., 2009).

2.3 Kal6za v plasmodesmatech

Ve vySSich rostlinach jsou teéin vSechny biiky symplasticky propojeny skrze
plasmodesmata. Prévzde je padtbna regulace ipsunu Zivin, signalnich molekul aj.
v odpovdi na vyvojové podéty, bioticky a abioticky stres. Tato regulace jgit@vana
docasnou depozici kalézy v okoli vstupu do plasmodésimao celé jejich délce. Toto
prostorové aasové ovladani symplastické permeability je z&idtCalS3 (Sevilem et al.,
2013; Vatén et al., 2011; Yadav et al.,, 2014) aSCal Uzavirani plasmodesmat pomoci
CalS10 navic hraje spolu s€a ROS signalizaci tdeZitou roli v auxinem indukované
fototropické odpowdi (vice viz kap. 3.4.6.) (Han et al., 2014; Jack0D15).

2.4 Kal6za v reakcich na bioticky a abioticky stres

Kal6za je depozitovadna i v odp@i na fizné stresy, ndp pii naruSeni rostliny
mechanicky, chemicky nebdigdyzickém &i biotickém stresu jako je plazmolyza, zvySeéna
shizena teplota a mikrobialni infekce. &Hhto reakcich je kal6za velmi rychle depozitovana
mezi plasmatickou membranu a Bémou sténu za vytvdeni fyzické bariéry, jakozto
ochranné vrstvy vnihiho prostedi rostlinnych tkani zabiajici ¢i zpomalujici péinik
vngjSich patogennich agens. Ve sporofytické tkanigetwto depozici zodp@dna CalS12
(PMR4), ktera vytvB obranné papily (zesileni btimé sény v mist napadeni patogenetn
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poraréni). DalSimi geny, které jsou indukované biotickgtnesem, jsou CALS1 a CALS6 (
Ellinger et al., 2013; Jacobs et al., 2003).

K depozici kalézy dochéazi i vtrichomech a to v pb# krouzku na jejich bazi a
charakteristickém t&ovaném vzoru nad krouzkem. Tyto krouzky sefitwopribéhu zrani
trichomi a pravdpodobré zajifuji fyzickou bariéru proti navraceni latek, ktergoy
depozitovany do trichotn(tézké kovy, sekundarni metabolity aj.) (Kulich et, &015). Za
tuto depozici je odpasdna CalS12 (PMR4), kterou na plasmatickou membdopravuje
podjednotka exocystu EXO70H4. Je tedgjmé, Ze CalS12 se n&stni pouze odpédi na

patogena, ale i jinych prodegKulich, Vojtikova et al., in preparation).

Kal6za vytvdi i obrannou fyzickou bariéru protitipmu tZkych kowi, vytvaenim
ztluseniny buré¢né stny predevsim v kenech, které jsou nejvice vystavovany kov
obsazenym ve zigtenych pidach. A dale v bikach, u kterych jiz doSlo kigfmu kowi,
vytvéii prostor mezi plasmatickou membranou adsaou sénou pro jejich moznou depozici

z intracelularniho prostoru (Eleftheriou et al.120Kartusch, 2003).

Syntéza kaldzy je aktivovana i v odgov na reaktivni formy kysliku (reactive oxygen
species, ROS), které vznikaji nejefi pystaveni rostliny nadsmnému mnozstvié&kkych
kova (Eleftheriou et al., 2011; Jones et al., 2006;dstawska, 2010) a biotickym stfes,
jako jsou patogenni nakazyii nhfekcich dochézi ke zvySeni hladiny® a jinych ROS,
¢imz dochazi ke zvyseni transkripce CALS nasledowepozici kalozy (Lopez-Cruz et al.,
2016).



3 SYNTEZA KALOZY

Kal6za je syntetizovana skupinou dvanacti enkykaléza syntdz, pro které se
vyuziva dvoji nomenklatura (viz tab. 1): podle skypDesh Verma se nazyvaji CalS (Callose
Synthase) a podle skupiny Somerville GSL (GLUCANNSHASE-LIKE). VétSina geii
CALS ma okolo 40-50 exdns vyjimkou CALS11 a CALS12, které maji pouze 2Xdrey
(Chen and Kim, 2009; Verma and Hong, 2001). GenyLE&Asdileji homologii
s kvasinkovymi geny FKS (FK506 SENSITIVITY), ktekéduji podjednotky predikovanych
(1,3)$-glukan syntaz (Ellinger and Voigt, 2014).

CalS nomenklatura | GSL nomenklatura AT kod genu
Cals1 GSL6 AT1G05570
Cals2 GSL3 AT2G31960
CalS3 GSL12 AT5G13000
Cals4 GSL9 AT5G36870
CalSss GSL2 AT2G13680
Calsé GSL11 AT3G59100
Cals7 GSL7 AT1G06490
Calss GSL4 AT3G14570
Cals9 GSL10 AT3G07160
Calsi10 GSL8 AT2G36850

Calsi1 GSL1 AT4G04970
CalS12 (PMR4) GSL5 AT4G03550

Tabulka 1: V dostupné literate je potkud zmatek v nomenklate kal6za
syntaz, a proto zde uvadim jiz natatku tuto tabulku existujicich nakv
CalS a jejich AT kédy genu.

Rodinu kaléza syntaz iwmeme podle fylogenetické analyzy reéltd do nekolika
skupin (viz obr. 1 na dalSi str.). Nejsamostgihskupinu tveéi CalS11 a CalS12 majici
spole&nou funkci ve vyvoji sariho sporofytu a zde jsou vzajetnmastupitelné (Enns et al.,
2005). Tyto 2 geny se z rodiny kal6za syntaz vyniykan, Ze obsahuji pouze 3 introny,
zatim co ostatni geny obsahuji kolem 50 iniro@alS11 a CalS12 tedy nejspiSe vznikly
duplikaci genu, ktery proSel reveiztranskrigni udalosti. DalSi oddena skupina obsahuje
CalS9 a CalS10, které se spmkevyskytuji v pylu, a pedpoklada se, Ze dohromady vytja
funkeni komplex (Huang et al., 2009). Velkou skupinuitvBalS1, CalS2, CalS3, CalS4 a



CalS5, které ovSem nespojuje méstnfunkéné specificka lokalizace. Dvojice CalS6 a CalS7

tvori posledni skupinu a CalS8, jejiz funkce zatim re@dima, stoji samostatn

VétSina  proteii CalS méa =
. . . P CalS6
velikosti asi 200 kDa a t¥d je okolo 1000
2000 aminokyselin. CalS je multi CalS7
podjednotkovy enzym asociujic
S membranou skrze ¢kolikrat CalS3
521

membranou prochazejici  domén 1000
(predikovano je 10 domeén, které byly ji Cal34
u osmi CalS potvrzeny), jez jso 720 | CalS?
rozdklené do N-termindlni a C- — o
terminalni  oblasti, a dale mz —CalS1
cytoplasmatickou ¢ast  vytvdejici
centralni  hydrofilni  smiku. Tato CalS5
smytka ma katalytickou doménu, kter; [|

] ] ] CalS8
se &li na dw vazebné subdomeény pr
UDP-glukozu a glycosyltransferaz CalS9
(Hong et al., 2001b). CalS se na mis 1(1)880
syntézy (tedy membranu) dostava CalS10
nejspiSe konvemi sekretorickou drdhou

] . CalS12
pomoci véku. Tato teorie je podgena
nalezenim CalS5 a CalS12 vek@vych CalS11

strukturach (Ellinger et al., 2013; Xie €Obrazek 1 fylogenetickd analyza génrodiny kaléza syntz
v Arabidopsis thaliana. Tento strom byl vytvien zalignentt
al., 2012). aminokyselin vytvéeného skrze MACAW a néasledného pol
programu ClustalW2. Robustnost tohoto stromu bylakeusen
vyuzitim riznych alignent (z MCOFFE, TCOFFE a MUSCLE).

Proteiny CalS rizeme rozdlit do skupin podle jejich role v rostlinnénslé. Prvni
skupina syntetizuje kalézuwhem vyvoje pylu a bugného dleni: CalS5, CalS9, CalS10 a
CalS11. V druhé skuptnjsou CalS Gastnici se formace fyzické bariéry proti abiotick@m
biotickym streém: CalS3, CalS7 a CalS12. A v posledni skapgsou CalS u nichZz zatim
nebyly zjisSény jejich funkce: CalS2, CalS4, CalS6 a CalS8 (vitermaci o funkcich
jednotlivych CalS v rostlinnéntle viz kap. 3.4).



3.1 Komplexy kal6za syntaz

CalS existuje jako multi-podjednotkovy enzymovy kmex v iznych rostlinnych
tkanich. Komplex je tv@n samotnou CalS na jejiz cytosolickou centralmirdfiini smycku
se navazuje UDP-gluk6za transferdza (konkrétiGT1 v gipact CalS1). A na tuto
transferazu se dale navazuje Ropl, ktery je homélagkvasinkovym Rho proteinem
regulujicim syntézup-1,3 glukanu. Ropl je moznym celkovym regulatoremSCskrze
UGT1, u rhoz reguluje fenos substratyHong et al., 2001b). DalSim &strenym
proteinem je SuSy (Sukrdza syntaza), jejiz vazbanaembranu je regulovana fosforylaci a
piedchdzi samotné biosyntéze kaldézy. SuSy produklp-glukozu, jez je zdrojovym
substratem pro syntézu kaldzy, a je dalenpSena diky UGT1 na CalS vyteaym
substratovym kanalem (Verma, 2001). Ropl se stamémsbranou asociovanym proteinem,
kdezto SuSy a UGT1 nemaji Zadri§ppdné transmembranové domény a interaguiji itimk
s hydrofilni smygkou CalS skrze zatim ne@né specifické interakce (Hong et al., 2001a).

NejspiSe existuji dalSi proteiny interagujici s&&bmplexem a kontroluji tak jeho
aktivitu, nag. v odpowdi na abioticky a bioticky stres. Jednim z moZnymoteini je
annexinu podobny protein s GTPazovou aktivitou,ryktekrze CA" signalizaci pepina
syntézu z kaldzy na celulézu. Navic je mozné,izeé CalS diky odliSnostem v lokalizaci a

funkci mohou vytvéet tizné proteinové komplexy (Hong et al., 2001a).

3.2 Regulace aktivity kal6za syntaz

Regulace syntézy kaldzibe probihat nadkolika Urovnich. Prvni z nich je ovli¢ni
transkripce gein CALS, jejichZ transkripni faktory nejsou zatim znameé, az na vyjimku ARF
(Auxin Response Factor). U auxinem indukovanéhdraav plasmodesmat pomoci kal6zy
reguluje konkrétés ARF7 expresi CALS10. Exprese ge@ALS5 kthem formovani pylové
stny je regulovana ARF17 a dale gdéstm pre-mRNA diky CDKG1 (CYCLIN-
DEPENDENT KINASE G1) (Han et al., 2014; Huang et 2013; Yang et al., 2013).

DalSim moznym zfisobem regulace je fosforylace, kdy kin&zdosfataza, ktera by
byla zodpo¥dna za post-translai modifikaci CalS, zatim nebyla nalezena. Je
pravdpodobné, Ze se fosforylace vyskytuje u CalS5, Cal$9CalS12, ktera byla nalezena

s fosforylaci Bhem rozliSnych experimeistresovych situaci rostlin.

V neposledni fade jsou enzymatické aktivity ¢br¢ regulovany mnoZzstvim

piijimaného substratu katalytickym mistetfinkonformaini zmenou celého komplexu. Tato
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regulace se vyskytuje i u CalS afipena pomocnymi proteiny, které s ni interagujiRipp1,
SuSy...) (Ellinger and Voigt, 2014).

3.3 Podobnost se syntézou celulézy

Diive se myslelo, Zze CalS a CelS (celuléza syntaga) jednim a tim samym
enzymem (Jacob and Northcote, 1985), ale CalS 8 {Selu od sebe odliSné tgs jejich
evolwini pribuznost a sdileni stejné membranové topologikalik transmembranovych
domén rozdlenych do dvou oblasti s velkou hydrofilni centfaédmykou v cytoplasmn),
ktera je patebna pro syntézu a depozici strukturpodobného polymeru. CalS koduji
polypeptidy o délce okolo 2000 aminokyselin, codyakrat tolik nez rostlinné CelS (okolo
1000 aminokyselin) a Zzadna z CelS se nepodoba pringtrukturou aminokyselinové
sekvence CalS. DalsSi odlisSnosti je, Ze komplexySCaé¢vytvéeji oproti CelS rosetovou
strukturu a jsou nejspiSe pouze roztrousené v nmamhbioto zjiS€ni naznauje, Zze pro
syntézu celulézy je nutné velké mnoZstvi podjedatgiesnou organizaci v kontrastu k
syntéze kalézy (Kudlicka and Brown Jr, 1997; Veand Hong, 2001).

Grafické znazorgni predikce podoby protainCalS a CelS (viz obr. 2 a 3) potvrzuje
vySe zmigné vlastnosti topologiesthto syntaz. CalS dosahuji t&ihdvojnasobnych délek
aminokyselinovych sekvenci nez CelS, a téZep@redikovanych transmebranovych domén
CalS je dvojnasobny. Podobnost terciarnich strukalS a CelS vzbuzuji doranku, Ze
terciarni struktury jsou evotué konzervovajSi diky seleknimu tlaku. Z tohoto vyvstava
otazka, jestli jsou CalSipodrgjSi nez CelSd naopak) nebo jejich podobnost je Hamena

evolwni konvergenci.

i FKS1
i dom1
FKs1
E du"ﬂ I I I I II .
'3 me

-
. g II
o

Obrazek 2: Grafické porovnani struktury proteiBalS a CelSOd shora CalS3, CalS5, CelS4 a CelS10. Na 1

obrazku nejsou znazamy vSechny transmembranové domény danych prigtgelikoz dochazi kejich prekryvan

|

s jinymi zobrazenymi doménami. Prdepny pdet predikovanych transmembranovych domén viz obrPr&dikc

vytvorena z aminokyselinovych sekvenci pomoci http://smebl-heidelberg.de/.
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TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE
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Obrazek 3: Predikce transmembranovych domén C&8la (od shora CalS3, CalS5, CelS4 a CelS10)
Predikce vytviéena z aminokyselinovych sekvenci pomoci TMHMM?2 jiceel



3.4 Jednotlivé kal6za syntazy

3.4.1 Kalbza syntazal (CalS1)

Kal6za syntdzal (téZ znama jako GSL6 — GLUCAN SYNBH-LIKEG) je protein
tvoreny 16 transmembranovymi helixy s centralni cytsplatickou smgkou a N-terminalni
oblasti, ktery je nezbytny pro stavbu Béme desky (Hong et al., 2001a; CALS1 callose
synthase 14rabidopsisthaliana (thale cress)] — Gene — NCBI) a je téz indukovapo\di
na patogenni infekci (Dong et al., 2008; Enriqualgt2011).

Tvorba burcné desky ve fragmoplastu je rychly proceshdm kterého je nutné
depozitovat velké mnozstvi kalézy v kratkém intéduva Tento proces je zajist
CalS komplexem ti@nym CalS1 interagujici s dalSimi proteiny jako ffagmoplastin
[rostlinny dynamin-like protein lokalizovany podéklé no¢ formované bu&iné desky
asociujici s exocystovymi vhy, které pro ni finadseji material (Gu and Verma, 1996)], UDP-
glukosa transferdzou (UGT1), Ropl proteinem a Sa&kréyntazou (SuSy) (Hong et al.,
2001a). Proteiny UGT1, Ropl a SuSy neobsahuji rmanmsbranové domény, takze
v CalS komplexu asociuji s membranou po zatim rmagoh post-transtaich modifikacich
¢i prfimou interakci s CalS1 (Hong et al., 2001b). KdegRa UGT1 jsou prawgodobré
lokalizovany v centralni hydrofilni domé&nCalS1 a vytvieji zde substratovy kanal pro
pienos prekurzorové UDP-glukdzy ze SuSy, ktera tlikdgu generuje ze sukrdzy. Samotny
pienos je zprogkdkovan UGT1 pod regulaci Ropl, ktery je malym GUd&ebnym
rostlinnym Rho-like proteinem, a celkbvakto reguluje aktivitu CalS1 (Hong et al., 2001a,
2001b).

Rostlinni jedinciCitrus limon, u kterych byla untena genova exprese CalS1 pomoci
RNA interference, vykazuji odliSnou morfologii fagpu (celkow mensi vziist a drobgjSi
zvinéné listy) a organizaci bék na histologické urovni (rozdilnd b&ina stna dcéinych
burgk zpisobena zrnou kompozice buftné desky v maigké buice kvili odlisSné syntéze
kalézy). U g&chto rostlin tak dochazi k naruSeni fyzické bari@ti¢i penetraci patogen
(Enrique et al., 2011). Pr&wato patogenni penetrace indukuje expresi NPRL gbrze
kyselinu salicylovou, jenZ interaguje s WRKY traripknimi faktory. Tyto faktory se vazi na
W-box cis-elementy v promotoru CalS1 Arabidopsis thaliana a zvySuji mnozstvi CalS1

v napadené hice a tak i jeji rezistenciiii patogetdm (Dong et al., 2008).
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3.4.2 Kalbza syntaza3 (CalS3)

Protein Kal6za syntdza3 se téZ nazyvd GSL12 (GLUCANTHASE-LIKE12) a
jeho hlavni funkci je syntéza kaldzy v &iné séné obklopujici plasmodesmata (Vatén et al.,
2011; Yadav et al., 2014). Geny CALS3 jsou takériexpvany v kdenech na plasmatické
membrag, kde se dastni vyvoje rostliny (Yadav et al., 2014; GSL12lase synthase 3
[Arabidopsis thaliana (thale cress)] — Gene — NCBI), dale ve floémuestélr meristématické
tkani v okoli niky kmenovych buk (Sevilem et al., 2013; Vatén et al., 2011). Aniéto

CalS neni vyjimkou, Ze s&astni obrannych reakci (Fu et al., 2014).

Jak je vySe zmimo, CalS3 vratéh uklada kal6zu v okoli vstupu do plasmodesmat a
také podél celych kanalk ¢imz mist a ¢aso¥ reguluje pichodnost plasmodesmat pro
makromolekuly (pedevSim proteiny) ale i miRNA, mezi fkami a rostlinnymi tkaémi
zmeénou SEL (size exclusion limi)i kompletnim uzakenim kanalu (Sevilem et al., 2013;
Vatén et al., 2011; Yadav et al., 2014). Ke studalnto cinnosti se vyuziva mutaci v genech
CalS3, kdy ziskové mutace CalS3 vedou ke zvySenmakace kal6zy v plasmodesmatech,
tim ke sniZeni jejich propustnosti. TéZz je akumelagsSi i v busné séné v okoli
plasmodesmat a navic dochazi k defektve vyvoji kdene a samdejmé omezeni
meziburg¢ného transportu. Dikyémto pozorovanim bylo zjiho, Ze aktivita CalS3 je

nejspise pod kontrolou negativniho regulatoru (Wa&teal., 2011).

DalSim nastrojem studia je icals3m, coZz jentk& specificky indukovatelny
vektorovy systém umaikijici overexpresi mutovanych CALS3 gerncals3m systém aktivuje
transgenni gen¢imz dojde k zvySené produkci kaldézy ve specifickytanich vedouci
k redukci pfichodnosti plasmodesmat. Je to tedy velmi efektimhibitor symplastického
transportu (proteini MiRNA) (Sevilem et al., 2013). Aktivita icals3wede k ukoeni ctleni
burék v korenovém meristému doprovazenémut&enim zony butené diferenciace (Vatén
et al., 2011).

V obrannych reakcich rostlin na patogenni invazhdai ke zvySeni exprese CalS3
spolu s CalS5 a CalS9 a néaslednému zavirdni pitkovych pokek v buikach floému.

Celkow je tento proces regulovan ethylenovou signalnhalugFu et al., 2014).

3.4.3 Kalbza syntaza5 (CalS5)
Enzym Kal6za syntdza5 (GSL2 - GLUCAN SYNTHASE-LIKER nezbytny pro
syntézu kal6zy # vyvoji pylu a jeho Iéky (Dong et al., 2005; Nishikawa et al., 2005).alak
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mnohé z CalS i CalS5 je tkend rkolika transmebrdnovymi doménamy s N-terminalni
oblasti a velkou centralni hydrofilni cytoplasmhatic smykou, ktera interaguje s dalSimi
komponenty Kal6za syntazového komplexu (Dong ef@l05). CalS5 byla nalezena nejen na
plasmatické membré&nako aktivni forma, ale i v Golgi-endomembranovsystému, kde je

inaktivni a nesyntetizuje tak zde Zadnou kal6ze tial., 2012).

CalS5 je esencialni pro vyvoj pylu vedouci k gafertilité a neniize byt nahrazena
jinou CalS (v prasnicich se nachazeji i CalS9, Oal®¥alS11 a CalS12), nejspiSe protoze
jsou exprimovany v mensim mnozstvi (Dong et alg3)0Ulohou CalS5 je formovani exiny
ve stn¢ pylu, kde zabnauje vrstvou kaldzy okolo matskych buwk jejich fazi, a zarovie
tim odctluje vyvijejici se mikrospory. Dale dochazi k sy#éaldzy diky CalS5 v tkach
pylu, jak ve sin¢ tak v kal6zovych zatkach, které segmentuji rostdéitku (Dong et al.,
2005; Nishikawa et al., 2005).

Regulace exprese CALSS5 sé&étni rkolik geni na fiznych Urovnich. Nap RPGL1 je
transportérem cukru lokalizovanym na membraratéskych buk mikrospor (transportuje
zde cukrové podjednotky pro syntézu primexinovyckkprzofi a kalozy khem meiosy a
tetrddové faze) a jeho geny upstream od CALS5 mwijivjeji expresi skrze dostupnost
substratu (Sun et al., 2013). Geny NPU (NO PRIMEXINND PLASMA MEMBRANE
UNDULATION) kodujici zatim neznamy membranovy piatesniZuji expresi CALS5 a tak i
syntézu kalozy, stefntak jako primexinovou depozici (Chang et al., 2012alSi regulani
faktor ARF17 (AUXIN RESPONSE FACTOR17) se vazénmm na promotor CALS5
v AuXxRE mist a sniZzuje expresiéthto geri pri formaci primexinu (Yang et al., 2013).
Exprese samotného ARF17 je navic regulovana AtTgdh (ze zinc finger rodiny) skrze
MIRNA160. V AtTTP over-exprimujicih liniich dochakie zvySeni miRNA160 a tim ke
snizeni exprese ARF17 a mensi syntéze kalozy dik$3ve stnach pylu (Shi et al., 2015b).
Pro transkripci nejen CALS5, ale i dalSich gewtnych pro vyvoj prasniku je gebny téz
gen LFR (Wang et al., 2012). Abnormalni depozic@xabchem microsporogeneze a s tim
souvisejici posunuti ,male germ unit* v pylovychnech byla zji&ina i @i expresi gef
CALSS pod promotorem CaMV35S (Xie et al., 2009).

V regulaci CalS5 na urovni sésiu pre-mRNA je znama CDKG1 (CYCLIN-
DEPENDENT KINASE G1) asociujici se splicesomem WRNP skrze RSZ33¢imz

dochéazi ke stabilizaci splocesomu na pre-mRNA. CIhKékto usnatje sestih Sestého
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intronu CalS5 v meiocytech, pylovych tetradach, rogporach aip zrani pylu, kdy dochazi
k nejwtSimu exprimovani CalS5 (Huang et al., 2013).

Co se tyka evoluce CalS5, tak byla nejspiSe u Idista predki krytosemennych
rostlin lokalizovana v protoplastu zralého pylukod se pravébodobré evoluiné rozsfila do
mladych pylovych l&ek. Tato teorie je podpena zjis&nim, ZeGinko a Gnetum exprimuji
v pylu orthology CalS5 (homologie kal6zovérst a zatek u nahosemennych a u kvetoucich
rostlin). Pinus taeda netranskribuje CalS5, ale misto toho se u ni yyg& jina CalS a to
PtCalS13 (Abercrombie et al., 2011).

3.4.4 Kalbza syntaza7 (CalS7)

Gen Kal6za syntazy7 (téz znama jako GSL7 — GLUCANNEHASE-LIKE?) je
specificky exprimovan ve floému vodivych pletiv.edikce ukazuji, Zze CalS7 ma oproti
dalsim CalS d¥ transmembranové domeény navic (tedy cetkd8 transmembranovych
domeén). Tyto d¥ unikatni domeény jsou lokalizované na N-terminablasti a nejspiSe se
Gcastni cilovani CalS7 do vyjimieé subcelularni lokalizace, viz dale (Xie and Ho@]11;
Xie et al., 2011).

V nenaruSenych rostlinach se CalS#asini zrani floému, kde je zodpowma za
depozici kalézy Bhem vyvoje sitkovych desek a je zdéekitd i pi formaci jejich pod.
DalSi syntéza kalozy CalS7 jiz ve zraléem floémuvyeolana poskozenim rostliny. Tato
depozice se objevuje ve velmi kratkéfase a je pozadovana pro rychlé ueav pon
sitkovych desek (Barratt et al., 2011; Vatén et 2011; Xie et al., 2011; GSLO7 callose
synthase 7 [Arabidopsis thaliana (thale cress)pre5-NCBI).

Kal6za je v sitkovych deskach esencialni pro nanim#bémovy transport, proto
v mutantech cals7 dochazi kvelkému sniZzeni tratspeachardzy ztratou kalozy ze
sitkovych desek, které vede k drastické redukciwasdi floému (Barratt et al., 2011).

Podobr jako u CalS1 i CalS7 formuje komplex s dalSimitpmoy jako je SuSy5 a
SuSy6 (Sukrosa syntaza), které jsou zapojené yiiéze kaldzy ve floému. Tento komplex
se klene plasmatickou membranou sitkovych elefnenfripojuje se do butné stny.

s

z buiky (Barratt et al., 2011; Xie and Hong, 2011).
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3.4.5 Kalbza syntaza9 (CalS9)

CalS9 (GSL10 — GLUCAN SYNTHASE-LIKE10) je proteinajici transmembranove
domény na obou koncich proteinu, které jsou cilévda plasmatické membrany, a hlavni
katalytickou podjednotku v cytosolu, na niz se rayiadalSi proteiny vytv&jici s CalS9
funkeni komplex (tj. UDP-glukoza transferaza, Rho GTPazaotein kindza) (Huang et al.,
2009). CalS9 je nezbytna v gametofytické fazi mgtpro vyvoj pylu, spravnyiist pylové
lacky a kontrolu ndasovani kkieni, ale zaroveje exprese geéntéto kaldéza syntazy nutna i
ve sporofytické fazi pro normalniist rostliny (Abercrombie et al., 2011; Huang et 2009;
Toller et al., 2008; Xie et al., 2009; GSL10 calasynthase 9Arabidopsis thaliana (thale
cress)] — Gene — NCBI).

Funkce CalS9 ip vyvoji pylu je odliSnd od pozorované role Cal&fera se dastni
vyvoje mikrospor a formace exiny. CalS9 zatim nexyrai mechanismy reguluje vstup
polarizovanych mikrospor do prvni a druhé pylovéosy, kdy je cilena na batnou desku.
Tento proces probih&a nezavisle na CalSli&s pejich velkou homologii a spalgou expresi
v pylu. OvSem neda se vyléity Ze CalS9 a CalS10 spolupracuji jako protein&eynplex
(Huang et al., 2009; Toller et al., 2008; Xie et a0D09). Homozygotni mutantals9 jsou
letalni, jelikoZz dochazi ke sterilisantiho gametofytu. Sterilita je agobena smrti mikrospor
kvili defektni cytokinezi, Bhem které je pravkaldéza zapojenaipupeviovani tubularni sit
na no¥ se formujici bu&nou desku. K depozici kalézy dochazi i v mutantmastlinach,
ale ve Spatnych mistech a v abnormalnich struktur@alS9 sice neni esencialni pro tuto
depozici, ale prawpodobré je potebna pro kontrolu spravného ¢asovani a umishi
syntetizované kaldzy (Toller et al., 2008). Zajirage, Zze funkce CalS9 neni nahraditelna
Zadnou z dalSich CalS, které jsou téZz exprimovathemm vyvoje pylu (tj. CalS2, CalS5,
CalS10 a CalS12) (Huang et al., 2009).

Predpokladéa se, Ze CalS9 nema vliv na vyvoj g#mi gametofytu, diky uggnému
naklonovani heterozygoétnich mutantnich jedimals9. Vajéka €chto rostlin jsou plodna,
produkuji normalni embrya a semeranz grechazeji mutantni alely cals9 do potomstva

skrze sandii gametofyt (Huang et al., 2009).

Vliv geni CALS9 na sporofytickou fazi rostliny neni zatisesr€ znamy. Podle dosavadnich
znalosti nejspiSe dochazi k defektu cytokineze @ayi UmEeni transkripce CALS9 vede
k fenotypu trpastiiho vzffistu danych rostlinnych jediadAbercrombie et al., 2011; Tdller et
al., 2008).
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3.4.6 Kalbza syntazalO (CalS10)

Protein Kal6za syntdzalO se jinak nazyva GSL8 (GANKSYNTHASE-LIKES8) a
hraje dilezitou roli v regulaci propustnosti plasmodesmaké je zapojen do vyvoje pylu,
Gcastni se formace ba&né desky, cytokineze a udrzby ploidie genomu veclv&gadiich
vyvoje rostlin (De Storme et al., 2013; Ellingerdavioigt, 2014; Han et al., 2014; Huang et
al., 2009; Tdller et al., 2008; GSL8 glucan synéhbise 8 [Arabidopsis thaliana (thale cress)]

— Gene — NCBI). DalSi funkci zaujim&Hhem organizace fpiduchovych buék a vyvoje
epidermis (Chen et al., 2009; Guseman et al., 2010)

Jak je zmisno vySe, CalS10
reguluje depozici kalézy symplasticko Tell A L J-::enﬂ
Cell wall

Light

Polar Auxin
Transport

permeabilitu, tedy propustnos

plasmodesmat. Diky této regulaci docha
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Obradzek 4: Fototropickd regulace  propustno
DR5 auxinovou reakci, kterd se objevuplasmodesmat kaldzou (Han et al., 2014)
nejvice v epidermis a kortexu, kde se lokalizujeCAH fotoreceptor. Regulace depozice
kalézy v plasmodesmatechiie nejspiSe probihat i diky dalSim impuiz aktivovanych
auxinem nez pouze DR5 odpoN. A to napiklad zvySenim exprese kal6za syntazy diky
cd”, ktery mize byt vylakan z extracelularnich zasob auxinenjeha gechod® zvysenou
cytosolickou hladinugi auxinem zvy$ené produkci ROS. Oba tyto faktors{@ ROS) totiz

pozitivné stimuluji syntézu kalozy v rostlinnych ttkach(Han et al., 2014; Jackson, 2015).

CalS10 se spolu s CalS9 vyskytuje i v pylu, kdedédegedpokladat, ze iips své
nezavislé role vytv@ji funkini komplex (Huang et al., 2009). Ve vyvoji séihbo gametofytu
jsou oba dva proteiny p@bné pro vstup polarizovanych mikrospor do mitgsjyz naruseni
vede ke zrané ploidie a vznikaji 2n gametické formace (De Stomhel., 2013). A zarove
maji tyto kal6éza syntdzy roli i ve vyvoji sporofytide jsou pdebné pro normalnitst
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rostliny. Pro tyto procesy je spoleym cjem cytokineze, ve které se projevuji defekty u
mutantnich jedint cals9 a calsl0, kdy nedochazi k vstupu mikrospor do mitosy u ygvo
pylu a u celkovéhotustu rostliny se vyskytuje fenotyp trpasho vziistu kvili naruSeni
depozice kaldzy do bétné desky (Chen et al., 2009; Toller et al., 2008).

3.4.7 Kalbéza syntazal2 (CalS12)

CalS12 je zndma jako GSL5 (GLUCAN SYNTHASE-LIKES) vice jako PMR4,
kteryZto nazev je odvozen od prokazané odolndasii biotrofnim patogedim padli (Powdery
Mildew Resistant). OvSem odolnost proti bakteri@nhakazam (ndp P. syringae) ¢i
mechanickému por&ni se pro tento protein neprokazalaiehoz vyplyva uzké spektrum
piirozené imunitni odpaidi vytvdené PMR4 proteinem (Jacobs et al., 2003; Vogel and
Somerville, 2000).

CALS12 gen kbéduje stresem indukovanou kal6za syntiiera se €astni depozice
kalézy na mistech houbové penetratie) vytvéi efektivni fyzickou bariéru (Eggert et al.,
2014; Ellinger et al., 2013). Overexprese této kaldyntazy zjsobuje zvySenou depozici
kal6zy nejen v migtpraniku hub, ale i na povrchu celul6zovérst v blizkosti invadujiciho
patogenu a nejspiSe uzavirAd nanopéry na tét@chénséng, ¢imz dochazi k prevenci

houbové penetrace (Eggert et al., 2014).

Pri kompletni rezistenci i patogenni penetraci nedochazi k aktivaci drarsekgy
salicylové (hypersenzitivni odpédi) ani jasmonatovée signalni drahy, jelikoz dochazi
k zastaveni houbové penetrace brzy po infekcikantmi zapdebi spoust dalSi rostlinné
obranné mechanizmy. Pgéw pnmr4 mutanfi dosSlo k vyvolani &chto drah, Zehoz se da
usuzovat, Ze PMRAema pouze enzymatickou funkci ale nejspiSe i ségulkonkréti jako
negativni regulator drahy kyseliny salicyloEllinger et al., 2013; Huibers et al., 2013;
Wawrzynska et al., 2010)

Pri umliceni PMR4 dochazi po napadeni rostliny ke konstitutivni ativobrany
kyselinou salicylovougimz vznikaji nové budouci moZnostiikeni rostlin skrze mutace
téchto geri pro zvysSeni jejich odolnostit¢i houbovym ndkazam. Orthology PMR4 gen
byly totiz nalezeny i u jinych rostlin (nez pouzénabidopsis thaliana) jako nap. u ragete

jedlého (®lanum lycopersicum) (Huibers et al., 2013)

CalS12 byla nalezena i v prasnicich (v tapetu, osforach a ve zralém pylu). Spolu

s CalS11 je zde nezbytna pro vyvoj sporofytu acdartilitu, piicemz CalS12 ma nejspiSe
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stény oddtlujici tetraspory a dale s&astni cytokineze mikrogamet, kdy depozituje kalbau
buné¢nou desku a formuje primarni bidmou sénu mikrospor (Enns et al., 2005; Shi et al.,
2015a).

Vregulaci CalS12 je zapojena RabA4c GTPaza (tézyvéma SMALL
MOLECULAR WEIGHT G-PROTEIN1). Je pra¥dodobné, Ze RabA4c funguje podébn
jako Ropl GTPaza wipad: CalS1, kdy se vytdd komplex, v kterém Ropl spaéle
s dalSim proteinem (tj. UGT1) tifosubstratovy kanal proignos UDP-glukosy, a tim
reguluje CalS1(Hong et al., 2001a, 2001b). Zatim je pouze jige,se RabA4c dastni
polarizovaného w&kového transportu CalS12 a dalSim mechanismem gkim®u interakci
reguluje biosyntézu kal6zy. Transkripce je zvySen@eroxidy a peroxidem vodiku (tedy
ROS - Reactive Oxygen Species), coZ jekadem pro roli RabA4c dhem stresem
indukované syntézy kaldzyimou interakci s CalS1Ellinger et al., 2014)

3.4.8 Dalsi kal6za syntazy

Jednou z méla prozkoumanych kal6za syntdz je Cgi8& téZz nazyvana GSL3
(GLUCAN SYNTHASE-LIKE3). CalS2 byla nalezena na gtaatické membran stejré tak
jako CalS1 s jejimiz geny sdili velkou homologiz @2 % identickych aminokyselin) a nelze
vylouwcit, Ze jsou tyto dva geny fugiké redundantni (Ellinger and Voigt, 2014; Hong et al.
2001a). Exprese CALS2 byla nalezena v&ami saméich rostlinnych organech (konkrétn
v prasnicich, pesticich a embryich) (Dong et 8082 a dale je i@dpokladana i v apikalnim

meristému kéem (Hong et al., 2001a). OvSem funkce CalS2 jsounzatéle neznamé.

DalSich mén znama je i CalS4 (GSL9 — GLUCAN SYNTHASE-LIKE9).t€&o CalS
jsou pouze kratké zminky, Ze byla nalezenaiekech (Ellinger and Voigt, 2014), ale dalSi

blizSi informace o lokalizagii funkci zatim nejsou znamé.

Ani 0 CalS6, jinak pojmenovana GSL11 (GLUCAN SYNTHE-LIKE11), se nevi
mnoho informaci. Exprese CALS6 je indukovana v agddo na bioticky stres (patogenni
infekce) a pro modifikaci bugtné stny (Hong et al., 2001a; Jacobs et al., 2003; Matdd,

2014), ale mechanismus jejihdgobeni neni zatim znam.

Malo poznanou je i CalS8 (GSL4 - GLUCAN SYNTHASEKH4). K expresi jejich
gemi dochazi p patogennich reakcich, ale blizSi specifikace @enkéto CalS jsou zatim

neznamé (Hong et al., 2001a; Maeda et al., 2014).
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Také még zndma je CalS11 (GSL1 - GLUKAN SYNTHASE-LIKEL)eké se spolu
s CalS12, s kterou je geneticky propojen&stni mikrosporogeneze a mikrogametogeneze
pod ¥izenim C&" (Abercrombie et al., 2011; Lu et al., 2014). Ot tproteiny formuiji
kal6zovou sinu, kterd odéuje tetraspory a nejspisSe maji i dalSi role v kiytezy mikrospor.
CalS11 je exprimovana ve vSech rostlinnych orgaregh mozné, Ze set@stni i Gstu a
vyvoje rostliny (Adkar-Purushothama et al., 201BnE& et al., 2005).
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4 DEGRADACE KALOZY

Enzymp-1,3-glukanaza katalyzuje hydrolypel,3 vazeb mezi molekulami glukézy a
zpisobuje tak rozpad polysacharidu kalozy, ktery jebgtnym funknim mechanismem
mnoha fyziologickych procésrostliny (Levy et al., 2007a). Jednou ¢zlito funkci je
degradace kal6zyéhem uvohovani mikrospor z tetrad v pylovych zrnech (Pirdevies et
al., 2016; Rhee and Somerville, 1998) &taré glukanazy jsou zapojeny do regulace
propustnosti plasmodesmat (Levy et al., 2007a; Raah, 2004).

V genomu Arabidopsis thaliana bylo nalezeno padesdt1,3-glukanaz a vSechny
obsahuji N-terminalni peptid. C-terminalni sekveneevariabilni, ale je charakteristicka
hydrofobni sekvenci, ktera nejspiSe koduje transbménovou doménu zodp&inou za
navazani peptidu na GPI-kotvu (Doxey et al., 20@Fy et al., 2007b).
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5 KALOZA AT EZKE KOVY

Velkym environmentalnim problémem je fstajici mnozZstvi &kych kowi
v Zivotnim prostedi a to pedevSim antropologickodinnosti. Mi¢i koncentracim dchto
tézkych kow, které jsou pro ziudchy jiz toxicke, si rostliny vytviily raizné mechanismy
obrany, jako je jejich izolacéi hyperakumulace, navazani na organické kyselinyonea
slozky bur¢né sény. DalSim zfisobem tolerovanieikych kowi je zabrawni jejich gijmu
zmeénou vlastnosti bugné sény diky depozici pektinovych latek nebo jinych satthi
burgcné stny. Mezi tyto latky vyuzivané pro lokalni ztlggi s€ny pati negastji prave
kal6za (Eleftheriou et al., 2011; Kartusch, 2003).

5.1 Ukladani kalézy v korenech vlivem €zkych kova

Koteny jsou prvni organy rostliny vystavené iont tZkych kowvi. Nag. olovo je
prijimano kdeny ve forn¢ rozpustnych organicko-kovovych kompieXvazba olova na
kyselinu citronovou, fumariovou, mnohé polysachwiagl), které vznikaji diky snizovani pH
v rhizosfée produkci protoin a jinych metabolit kofeny. Samoiejmg je prijem ®zkych
kovi zavisly i na stavu Keni, pritomnosti jinych organisfy jenz utuji distribuci kovi
v pade, i pritomnosti jinych &Zkych kowi, které navzajem snizugi zvySuji své pijmy

rostlinou, a v neposledidd i samotnym druhem rostliny (Fahr et al., 2013).

Kal6za, ktera je rostlinou depozitovana mezi plasskau membranu a bgtnou
stnu, slouzi jako mechanicka bariéra proti vstupukav snizuje tak jeho koncentraci
v korenu rostliny(Fahr et al., 2013)Touto depozici dochazi i k vytieni cilového mista pro
sekretovani ko, které jiz pronikly do rostliny a jsou odsi@vany z cytoplazmy. Zde je
dany kov vrstvou kaldzy zadrzovarted zgtnym navracenim do protoplastDeng et al.,
2006; Krzestowska, 2010K akumulaci kalézy dochazi i v plasmodesmatedkiewych jakoZzto
strukturni komponenta reguluje intracelularni wam ionti a molekul zminou SEL (size
exlusion limit). Ri stresu kovy tedy kaldéza takto inhibuje transponezi buikami
(Krzestowska, 2010).

Mira syntézy kal6zy kal6za syntdazami koreluje sivéikiu B-1,3-glukanazy a
spole&énymi mechanismy dochazi ke kontrole jejigimnosti. Objevuji setizné souvislosti
mezi zvySenou depozici kalézy a snizenim aktivipkgnazy po vystaveni rostligzkym
kovim (PirSelova et al., 2012).
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Regulace syntézy kaldzy v odpgav na €Zké kovy je zprosedkovana fedevsSim
skrze C&' signalizaci. B rozru$eni vapnikové homeostazailky (pomoci signélni kaskady
fosfolipdzy a IP3) dochéazi k aktivaci CalS za pekleC&" pod kriticky prah (Kartusch,
2003). Dalsi regulace depozice kaldzy probiha pedsictvim ROS, které se generuji jako
toxick& zngna v rostlindch vystavenych na8mému mnozZstvi¢tkych kovi. Samotné ROS
vedou ke zvySovani cytoplasmatickéhdCa tak k aktivaci CalS (Eleftheriou et al., 2011;
Jones et al., 2006; Krzestowska, 2010). OvSem sidie jisté, jestli je pro vSechny kovy
spole&ny model mechaniztnvyvolani depozice kaldézy. Navic se tyto mechanismghou

liSit i u jednotlivych rostlin.

Napr. v kukuici a soji pozorujeme depozici kaldézy v podolsamostatnychéi
skupinovych okrsk v burgénych stnach epidermis, kortexu a endodermigekd oSetenych
kadmieni arsenem. Ale o nizké koncentraci olova se neobjevuje Zadna kelédzisazenina
ziejme kvuli jeho nizké toxicié (PirSelova et al., 2012) reakci ha chrom je depozice kaldzy
zvySena v rychle seéticich meristematickych hikach kdene a objevuje se v pruzich
orientovanych ficné na podélnou osu kene v no¥ formovanych bu&nych stnach a
stredni lamele meristematickych kikn(u Alliu cepa, Vicia faba a Arabidopsis thaliana).
Diky difuzi s€nami burk meristematické zony dochazi k depozicigoych kalézovych
granuli o fiznych velikostech i do elongai zony (Eleftheriou et al., 2011)V rostline Allium
cepa dochéazi k nejgtSi akumulaci kaldzy ip vystaveni mddi, kdy se vytvéi depozice
v epidermalnich htkadch kdene ve formd jednotlivych kulovitych lokalizacic¢i jejich
seskupeni, nebo vznikaji zvrésé konformace pewn piipojené na bu&nou sénu
(Kartusch, 2003).

5.2 Reakce kaldzy a&zkych kovi v prvokli ¢ku

Kal6za je v prvoklicich EZn¢ pritomna v picnych bugénych sénédch a pi vystaveni
téZkym kovim dochazi k syntéze kaldzy ve velkém mnozstvi ¢kterych butkach jako SirSi
¢i terci vrstva ve vijSi ale i vnitni ¢asti ztluSéniny buréénych stn. Ve ztluséninach kaléza
s lipidovymi latkami, pektiny aj. vytid fyzickou bariéru ped penetraci iofnt kova do
protoplastu (Krzestowska et al., 2009).

Kov, ktery jiz prostoupil do protoplastu, je transipvan endocytickou cestou skrze
buiky pomoci vezikularniho transportu. Naklady vekildpole&né s kovem se akumuluji
piimo pod butcnou sEnu rostoucich kienovych Spiek. Zde se poté vytvaztluS€nina

bunééné stny, jakozto misto akumulace kovu @tiEhé kalézovou vrstvou od protoplastu.
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Kal6zova vrstva se ¥thto ztluséninach objevuje prava jen ze strany protoplastu. OvSem
v nékterych mistech depozice kipvtzv. ,cell wall pocket”, kal6za obklopuje uloZerkpv
kompletrt ze vSech stran a dochazi kjejich spoéanu kotveni do buxiné sény
(Krzestowska, 2010).

5.3 Efekty tézkych kova a kaldzy na vyvoj pylove tginky a kli é¢eni

Tézké kovy maji vliv i na rozmnoZovaci organy rosténto napiklad u rostlin
akumulujicich velké mnoZzstvi kovu. Mezi projewgkych kowi u tchto rostlin mj. paft
vytvareni kalézovych ztlughin seén matéskych bugk mikrospor. Tento jev je povazovan za

bariéru proti penetraci kdvaz k samotnym pylovym zém (Yousefi et al., 2011).

DalSim projevem kav je sniZeni schopnostiistu pylovych léek. Ri vystaveni
aktivovanych pylovych zrn niklu dochazi k abnormattepozici kalézy do inicial apexu
pylovych |&ek. Tato depozice spolu s rozruSenim vapnikové betdey vede k blokovani
polarniho #stu I&ky (Breygina et al., 2012). Po oEati trivalentnim chromem v mladSich
lackach vytvdi kaléza anomdlni #&ovany vzor az do apexu, dikyemuz dochéazi
k abnormalnimutstu pyloveé léky (Speranza et al., 2009). A u jeimanu oSéeného olovem
je kaléza depozitovana navic ve velkém mnoZstvé tdd Spiek I&ek pylu a sniZuje tak
acinnost splyvani sekretorickych & s plasmatickou membranou, na kterémigt facky

zavisly (Sheng et al., 2012).
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6 ZAVER

BliZ8i poznani kaldzy a jeji syntézy jélezité nejen praiste¢ védecké dely, ale i pro
budouci vyuziti ve Slectni rostlin. Diky hlubSimu porozuii depozici kalézy &hem
obrany proti patogegm by bylo mozné vySlechtit odadlj$i rostliny, a tim zvysit jejich
produktivitu. TéZ by se dalo vyuzit znalosti o k@ jejich reakci v odpsdi na €zké kovy

u rostlin, které jsou schopné je akumulovat, k xiéitaaci predevSim antropologickou

¢innosti zameenych fid.

Zajimavym poznatkem o kaldéze je jeji schopnost makéniho ukladani jako
polysacharidu rostlinné ba&né stny. Je mozné, Ze jakozto specificky prostéracasow
syntetizovany polymer (népbeéhem cytokineze na batné desce) s poZgim aktivnim
odbouravanim iive kal6za fungovat jako teoretické ¢cdsné leSeni pro tvorbu pevné
struktury bugcéné sény dalSimi jejimi komponenty. TéZ je mozné, Ze kaléytv&i pouze
nutnou flexibilitu a odolnost nascentni Bné sény bkéhem vyvojovych procesrostlin, kdy

jsou tyto vlastnosti nezbytné.

U nékterych CalS nezname bohuZzel zatim blize jejichkden(konkréts CalS2,
CalS4, CalS6 a CalS8), dokonce je mozné, Ze jsmstlinném &le zapojené do jinych
proces nez pouze vyti@ni kaldzy. A da seipdpokladat, Zze CalS2 sdili fufik redundanci
s CalS1 diky jejich rozsahlé genové homologii al&m@mu mistu vyskytu v procesech
rostlinného &la. Podoba i CalS11 je funkn¢ redundantni s CalS12 a vyted spolu kaldzu
béhem vyvoje pylu, kdy CalS12 ma nejspisdeditejSi roli nez CalS11. Zajimavé poznani o
CalS12 je, Zei jejich mutacich v rostlinnych jedincich nedochiéziytvaeni kalozy, i pes
vyskyt ostatnich sporofytickych CalS gegdpoklad, Ze ¢které CalS dok&Zou nahradit funkci
jinych prostoro¥ a funkiné pribuznych kal6za syntaz. Pod@diez pozorovat defekt mutanta
calsl0 v mikrosporogenezi, i ips sodasnou expresi CALS9. Existuji zde spekulace o
multiproteinovych komplexech kal6za syntaz, jalklpglob znamé u celuldéza syntdz. Tento
scénd je vSak malo pravgodobny, jelikoz samotna overxprese iICALS3 (viz.Kag.2) je

dostateéna pro indukci nadprodukce kalozy.

Otazka funkni podobnosti CalS takigtava jen malo probadana. Pro jednénoa
odpowd bych navrhla experiment, u kterého bychom pod ptomkal6za syntazy CalS12
zaklonovali kédujici sekvence ostatnich kal6za &niTyto konstrukty by pak byly pouzity
pro komplementacicalsl2 mutanta. O &h, které by potkili fenotypovy projev calsl2
bychom pak mohliici, Zze jde o jednu furdai skupinu proteih. Je vSak pdeba vzit do
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Gvahy skuténost, Ze kaldéza syntazy jsou jedny z nejdelSichigerostlinach a obsahuiji
kolem 50 introi, coZ fedstavuje velkou komplikaci wipraw konstrukfi i moznou pi¢inu,
pro¢ je literatura tak chuda na fluores¢eé znaené kal6za syntazy. V débsvého
bakal&ského studia jsem se podilela ndppw klonovani CalS9, CalS12 aipraw GFP
fuznich konstrukt. Jejich charakterizaci a sledovanim jejich dopranay plasmatickou
membranu se budu zabyvat dale ve své diplomové. prac
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