Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Obor: Biologie

Jiri Namyslov

Bunééné mechanismy diferenciace apoplastickych bariér v koteni

Cellular mechanisms of differentiation of root apoplastic barriers

Bakalafska prace

Skolitel: RNDr. Edita Tylova, Ph.D.
Konzultant: RNDr. Ale$s Soukup, Ph.D.

Praha, 2015






Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou praci zpracoval samostatné a ze jsem uvedl vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna cast nebyla pfedlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 12. 5. 2015

Podpis






Rad bych podékoval predevsim RNDr. Edité¢ Tylové, Ph.D. za trpélivé vedeni mé prace a za
jeji cenné rady a piipominky poddvané s nadmérnou ochotou a peclivosti. Také bych chtél
podékovat celému laboratornimu tymu za trpélivost a své rodin€ a ptatelim za psychickou

podporu.






Obsah

L VO ittt 1
2. CasParyno PrOUZKY ....c.ceecuiiriieiieeieeiieeie ettt ettt et eeaeesbeeeebeesaaeesbaenseessseenseesnsaens 2
2.1. Chemickeé slozeni Casparyho prouZkil............ccccuveveuieeniieeniieeciie e 3
2.2. Proces vzniku Casparyho prouzkil............ccccueeeviiieeiiiieniieeiie e 6
2.3. Vznik membranové domény Casparyho prouzkii............cccceeeevieeniiencieencneeenne, 7
2.4. Lokalizované ukladani ligninu v Casparyho prouZcich.......c..cccceeveeviininicnnnnne 10
3. Suberinove JamELy ........c.coieiiiiiiiiiiii s 11
3.1. Chemické sloZeni a struktura suberinovych lamel ............ccoccooeniininiincnnnne. 12
3.2. Mechanismus syntézy a ukladani suberinU............ccceeveeriieniieiciienienieenee e 13
4. Terciarng ztloustlé bun€neé StENY .......cccvieiieiiieiiieiieeieeie e 18
5. Polarita MEMDBIANY .......cc.eevuiiiiieiieeiieiie ettt ettt ebeeseaeeaeennae e 19
5.1. Transport boru a kfemiku — piiklad centralné-periferni polarity ....................... 21
6. SHORT-ROOT a SCARECROW ......ooiiiiiieiiiieeieitete ettt 27
T ZZAVET ettt ettt e a bbbt e nt et et e et enaeenees 28
8. Seznam PouZité IEETAtUIY: ....c..eevviiriieiieiieecteeeie ettt et e be et eeereeteeseseenee e 29






Abstrakt

Apoplastické bariéry (exodermis a endodermis) slouzi piedevsim k regulaci volného
pohybu latek apoplastem, c¢ehoz dosahuji modifikacemi bunéCnych stén. Zatimco na
anatomické urovni jsou bariéry studovany jiz dlouho, teprve v posledni dobé zacinaji byt
postupné identifikovany molekuldrni mechanismy, které jsou za vznik téchto modifikaci
ukladaji za pomoci CASP proteint v ekvatorialni oblasti tzv. CSD domény na plazmalemé a
tim pieklenuji mista dotyku sousednich bun¢k v exodermis a endodermis. Na jejich vzniku se
kromé& proteinii CASP podili také mistn€ specifické enzymy syntézy ligninu (peroxidaza
PER64, NADPH oxidaza RBOHF). V téchto bunécnych vrstvach se kratce po diferenciaci
prouzkii, mezi plazmalemou a bunécnou sténou, ukladaji vrstvy tzv. suberinové lamely
slouzici také k blokaci apoplastu. Po lameldch mohou v buitkach vznikat terciarni ztlustliny
bunécnych stén (U-ztlustliny), které vznikaji ukladanim sekundéarni bunééné stény, o jejichz
mechanismech tvorby v kofenové endodermis se zatim mnoho nevi. Procesy vzniku
apoplastickych bariér tedy souviseji se syntézou a ukladanim ligninu, suberinu a sekundarni
bunécné stény. V souvislosti s vyznamem apoplastickych bariér v regulaci pfijmu latek je
vyznamna také polarita vyskytu membranovych pfenasect zivin (lateralni polarita membrany)
a zapojeni dalSich molekularnich mechanismti v kofenovych buikéach, které tato prace

shrnuje.
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Abstract

Apoplastic barriers (exodermis and endodermis) are primarily used to regulate the free
movement of substances within apoplast due to modifications of cell walls. While at the
anatomical level, the barriers are studied for a long time, only recently the molecular
mechanisms that are behind the emergence of these modifications are gradually identified.
The most important modifications are Casparian strips that fill the space between the adjacent
cells in exodermis and endodermis. Casparian strips are lignin-based structures formed with
the help of CASP proteins located in equatorial region of plasmalema (called CSD membrane
domain). In addition to CASP proteins, the formation of Casparian strip involves activity of
site-specific enzymes of lignin synthesis (PER64 peroxidase, NADPH oxidase RBOHF). In
these cell layers shortly after differentiation of Casparian strips, the deposition of suberin
occurs between plazmalema and primary cell wall leading to formation of suberin lamellae
also serving to block the apoplast. Next step of differentiation is the formation of U-shaped
tertiary thickenings that are formed by deposition of secondary cell wall, whose formation
mechanism in the root endodermis is not yet well-known. Processes responsible for formation
of apoplastic barriers are thus related to the synthesis and deposition of lignin, suberin and
secondary cell walls. The function of apoplastic barriers in regulation of root solute uptake is
related also to the polarity of membrane transporters occurrence (lateral polarity of

plasmalema) and other molecular mechanisms that are summarized in this thesis.
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Seznam pouzitych zkratek

AB — apikalné-bazalni polarita (Apical-Basal Polarity)

ABC - transportér s ATP-vazebnou kazetou (ATP-Binding-Cassette)

ASFT - alifatickysuberin-ferulattransferaza (Aliphatic Suberin Feruloyl Transferase)
BORI1-7 — ptenaSec¢ boratového aniontu (Boron Efflux Carrier 1-7)

CASPs — proteiny domény Casparyho prouzku (Casparian Strips Domain Proteins)
CDEFI1 — z angl. Cuticle Destruction Factor 1

CoA — koenzym A (Coenzyme A)

CP — centralné-periferni polarita (Central-Peripheral Polarity)

CSD — membranova doména Casparyho prouzku (Casparian Strip Membrane Domain)
CYP — cytochromP450-monooxygenaza (Cytochrome P450 Monooxygenase)

DAISY — dokosanyl-CoA syntaza KCS2 (Docosanoic Acid Synthase)

DAPI - z angl. 4',6-diamidin-2-fenylindol

EMS — ethylmethansulfonat (Ethylmethan Sulfonate)

ER — endoplazmatické retikulum

ESB1 — z angl. Enhanced Suberin 1

FACT - mastny alkohol:kafeoyl-CoA-kafeoyltrasferaza (Fatty Alcohol: Caffeoyl-CoA
caffeoyl transferase)

FAE — komplex elongazy mastnych kyselin (Fatty Acid Elongation Komplex)

FAR — reduktaza mastnych kyselin (Fatty Acyl Reductase)

FTH — suberin-ferulattransferaza (Suberin Feruloyl Transferhase)

FYVE - fosfatidylinositol-3-fosfat vazebna doména, odvozeno od Fabl, YOUTB, Vacl a
AEEALI

G3P — glycerol-3-fosfat (Glycerol-3-Phosphate)

GFP — zeleny fluorescencni protein (Green Fluorescent Protein)

GPAT — glycerol-3-fosfat-acyltransferaza (Glycerol-3-Phosphate Acyltransferase)
HORST — CYP86AI, patiici do rodiny cytochrom P450-monooxygenaz (Hydroxylase Of
Root Suberized Tissue)

IRT1 — pfenage¢ Fe’™ (Iron-Regulated Transporter 1)

KCS — B-ketoacyl-CoA-syntaza (B-Ketoacyl-CoA Synthase)

LACS — syntetdza dlouhotetézcového acyl-CoA (Long-Chain Acyl-CoA Synthetase)
Lsil, 2 — ptenase¢ kiemiku (Low Silicon Rice 1, 2)

LTP — protein prenasejici lipidy (Lipid Transfer Protein)



MIP — z angl. Major Intrinsic Protein

NADPH - nikotinamidadenindinukleotid-fosfat (Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate)

NIP5;1 — kanal pro ptijem kys. borité, z angl. Nod26-Like Intrinsic Protein 5;1

NRAMP — z angl. Natural Resistence-Associated Macrophage Protein

NRTI1.1, NRT2.4 — ptenase¢ dusiku, z angl. Nitrate Transporter 1.1, 2.4

NST -z angl. NAC Secondary Wall Thickening Promoting Faktor

PER — peroxidéaza (napi. PER64 — peroxidéza64)

PID - serin/treonin-proteinkindza, PINOID

PIS1 — z angl. Polar Auxin Transport Inhibitor Sensitivite1

PM — plazmatickd membréna

RALPH — hydroxyldza CYP86B1, patfici do rodiny cytochrom P450-monooxygenaz (Root
Aliphatic Plant Hydroxylase)

RBOHF, B, D — z angl. Respiratory Burst Oxidase Homolog F, B, D

SCR — z angl. Scarecrow

SGN3 — Schengen3

SGN4 — Schengen4, gen identicky s RBOHF

SHR — z angl. Short-root

SOD - superoxiddismutdza (Superoxid Dismutase)

SPAD — polyalifatickd doména suberinu (Suberin Polyaliphatic Domain)

SPPD — polyfenolicka doména suberinu (Suberin Polyphenolic Domain)

SWN - z angl. Secondary Wall NAC Domain Protein

VLCFA — mastna kyselina s velmi dlouhym fetézcem, > C20 (Very Long-Chain Fatty Acid)
a,0-DCA — a,o-dikarboxylova kyselina (a,m-Dicarboxylic Acid)

®-OH — o-hydroxykyselina (o-Hydroxy Fatty Acid)



1. Uvod

Tato prace shrnuje nejnovéjsi poznatky o mechanismu vzniku, bunééné struktufe a
chemickém slozeni apoplastickych bariér, které maji za kol v kofeni regulovat volny pohyb
latek apoplastem, ¢imz dokazou zéaroven regulovat piijem vody a Zivin a branit pfistupu
nezadoucich latek nebo patogent dostavajicich se do jeho vnitinich pletiv. Bariéry s touto
funkci jsou typické predevsim pro endodermis, ale vyskytuji se také ve vnéjsi vrstvé primarni
kiry — hypodermis, kterd je kryta pokozkou kotfene — rhizodermis. Nejvnitinéj$i vrstvou
vrstva exodermalni, je jednovrstevna a slouzi jako hlavni bariéra regulujici pohyb latek do
sttedniho valce. Bunky endodermis tvofi ve své ekvatoridlni oblasti opaskovité struktury
skladajici se predevS§im z ligninu, tzv. Casparyho prouzky. Tyto prouzky spole¢né tvofi
apoplastickou bariéru kolem stfedniho valce. Casparyho prouzky se formuji v prvni fazi
vyvoje endodermdlni buiiky. Druhym stadiem je pak ukladani suberinovych lamel na celé
plose tangencidlnich, radidlnich a pfi¢nych bunéénych stén. A v posledni tercidrni fazi dochézi
k ukladéani sekundarni bunécné stény. Terciarn¢ ztloustla bunécna sténa je popisovana jako U-
ztlustlina, nebot’ na pficném fezu ma bunka ztloustlou vnitini tangencialni sténu, stény
radidlni a transverzalni, tvofici na pficném fezu tvar pismene ,,U*. Z prostorového hlediska
pak tvar ptipominajici kalisek.

Ale tyto bariéry nenajdeme pouze u endodermis. U vétSiny rostlin se Casparyho
prouzky vyskytuji také v hypodermis, kterd se poté nazyva exodermis. Z vyzkumu
provadéného na 200 krytosemennych rostlinach velka vétSina z nich (90,5%) méla vyvinutou
exodermis s Casparyho prouzky (Peterson a Perumalla 1990; Hose et al. 2001). Zde také,
stejné jako v endodermis, funguji jako selektivni apoplastické bariéry pro vodu a soluty,
tentokrat branici toku ptimo z pltidy do kotene. Latky se mohou pohybovat apoplastem nebo
symplastem. Apoplasticky pohyb probih4d bunénymi sténami a nedostava se do cytoplazmy.
Naproti tomu symplasticky pohyb jde napfi¢ buiikami, dostdva se pfes bunétnou sténu a
setkava se s cytoplazmou. Apoplastu v endodermis stoji v cesté¢ pravé Casparyho prouzky,
které jsou témét nepropustné a nedovoli pritoku vétSiny latek a iontt. Soluty pohybujici se
apoplastem jsou po setkani s nimi nuceny piejit pies plazmatickou membranu do symplastu a
proniknout dovnitf do bunééné cytoplazmy, ¢imz buitka dokaze 1épe regulovat obsah latek
putujicich do stfedniho vélce. Cely proces vzniku Casparyho prouzki je zalozen predevSim na
ukladani ligninu do stfedové oblasti bunéénych stén, ktery u Arabidopsis neni piimo zavisly
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na suberinu a Ucastni se ho mnoho proteinli a mechanismtl, z nichZ n¢které byly v neddvné
dobé identifikovany (Esau 1953; Enstone et al. 2003; Geldner 2013; Roppolo et al. 2014).
Cilem této prace je shrnout dosavadni poznatky o mechanismech ukladani bariér
v endodermis a c¢asteéné v exodermis. Napiiklad o nedavno objevenych proteinech
zapojenych v tvorbé Casparyho prouzkia (CASP proteiny, oxiddza RBOHF, peroxidaza

PER64), Gicastnici se lokalizace ligninu.

2. Casparyho prouzky

V buikach endodermis se v centru transverzalnich a antiklindlnich bunécnych stén
tvoii opaskovité struktury lokalizované paralelné s povrchem kotene (Obr. 1.). Tyto struktury
se nazyvaji Casparyho prouzky a jsou to tenké oblasti bunééné stény, ve kterych dochazi k
ukladani ligninu, piipadné suberinu (Kroemer 1903; Esau 1953). Poji se s plazmatickou
membranou buiiky a piehrazuji tak cely apoplasticky prostor, ¢imZ funguji jako apoplasticka
bariéra, kterda fyzicky brani extracelularni difuzi, dovoluje endodermalnim buiikam
kontrolovat propustnost pro vodu a soluty do stélé, ale také brani zpétnému toku iontl z
apoplastu stélé do apoplastu primarni kury. Jejich vyskyt tedy zajistuje odd€leni primarni
kiry od stélé (Kroemer 1903; Esau 1953; Enstone et al. 2003; Geldner 2013; Hosmani et al.
2013).

Obr. 1. Casparyho prouzek v elektronovém mikroskopu v kofeni cibule. CW — bunééna sténa, PM —
plazmatickd membréna, CS — Casparyho prouzek, CSD — membranova doména Casparyho prouzku,

PMS — prostor vytvoteny plazmolyzou (Roppolo et al. 2011).



2.1. Chemické sloZeni Casparyho prouzki

Béhem dvacatého stoleti se rozhodovalo o hlavnim polymeru tvoficim tyto prouzky.
Jejich objevitel Robert Caspary jiz v roce 1865 stanovil dva hlavni kandidaty lignin a suberin,
ale s dobovymi histochemickymi technikami nemohl hlavni polymer urcit. Nicmén¢ dalSim
zkoumdnim v endodermis byla poprvé popsana lignin-like fluorescence (van Fleet 1961). A
v dalSich pracich na riznych rostlinnych druzich se ukézalo, Ze lignin je pro tvorbu velmi
dilezity, zatimco suberin se zde vyskytuje jen v men$im mnozstvi (Zeier et al. 1999), nebo
ziejme nemusi byt pro diferenciaci funk¢nich Casparyho prouzkt viibec potfebny (Naseer et
al. 2012). Suberin je polymer, jehoz struktura je sloZzena ze dvou vzijemné oddélenych
domén, které jsou spojeny glycerolem a pfi pozorovani v transmisnim elektronovém
mikroskopu vytvareji v prostoru mezi plazmatickou membranou a buné¢énou sténou stiidave
svétlé a tmavé pruhy (Obr. 2.). Polyalifatickd doména (SPAD) tvofici svétlé pruhy je do
bunééné stény usazena tfidimenziondlni polyesterova sit’ hydroxykyselin, velmi dlouhych
fetézci mastnych kyselin a kratkych esterifikovanych hydroxyskotficovych kyselin.
Polyfenolickd doména (SPPD) vytvarejici tmavé pruhy je svou prostorovou strukturou
polymerické sit¢ odvozené od monolignoli (kumarylalkohol, koniferylalkohol a

sinapylalkohol) pfirovnavana k ligninu (Bernards 2002).
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Struktura ligninu pfedstavuje racemicky heteropolymer sloZeny ze tii aromatickych
hydroxyskoficovych alkoholi (Obr. 3.) s odliSnym stupném methoxylace. Tyto ligninové
prekurzory jsou stejné jako u SPPD (p-kumarylalkohol, koniferylalkohol a sinapylalkohol) a
nejprve se syntetizuji v cytoplazmé, poté jsou v prostoru bunécné stény za pomoci peroxidaz a
lakdz pfeménény na radikdly a polymerizuji. Samotnd polymerizace ligninu je
zprostfedkovdna pomoci ,.dirigent” proteinti. Monolignoly  p-kumarylalkohol (Ml1py),
koniferylalkohol (Mlg) a synapylalkohol (Mls), produkuji po zaclenéni do vznikajiciho
polymeru fenylpropanové jednotky ligninu p-hydroxyfenyl (H), guaiacil (G) a syringyl (S).
Samotna polymerizace ligninu zfejmé neprobiha zcela spontannim parovanim radikald, ale
ucastni se ji také ,.dirigent™ proteiny které ovliviiuji prostorové uspofddani monomert ve
vznikajicim polymeru (Davin a Lewis 2000; Boerjan et al. 2003; Hatfield a Fukushima 2005).
Vzniklé produkty jsou spojeny etherovymi vazbami do struktury ligninu, kterd se

mezidruhové 1isi svym obsahem monolignola (Boerjan et al. 2003).
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Obr. 3. Struktura ligninu zaloZena na tfech monomerech p-kumarylalkohol, koniferylalkohol

a sinapylalkohol (Christopher et al. 2014).

Kwvili podobnosti mezi ligninem a aromatickou doménou suberinu v subcelularnim
prostoru endodermis, je obtizné tyto dva polymery od sebe jednoznacné odlisit. Mnozstvi
suberinu v endodermis je u kazdého druhu jiné a méni se i béhem ristu korenti. Coz dokazuje

experiment izolovani jednotlivych zén na kofenech Zea mays, Clivia miniata a Pisum
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sativum, kdy se ukazalo, ze se malé procento suberinu vyskytuje v endodermalnich bunkach
v prvnim stadiu vyvoje, které¢ jsou nejblize kotfenové Spicce a zatim obsahuji pouze Casparyho
prouzky. Tento suberin se od suberinovych lamel, které se ukladaji v pribéhu sekundarniho
stadia vyvoje endodermis, lisil vétSim obsahem karboxylovych kyselin a 2-hydroxykyselin
(Zeier et al. 1999). Nedavna studie na Arabidopsis chemickymi a histochemickymi metodami
i s vyuzitim transformovanych linii ukéazala, ze suberin u Arabidopsis neni nutny ani v
pocatku ukladani prouzkt a struktura bariéry se zaklada pouze pomoci ligninového polymeru
(Naseer et al. 2012; Geldner 2013). Vétsinou tam, kde se v rostliné vyskytuji Casparyho
prouzky dochazi k ukladdani suberinu pro tvorbu suberinovych lamel az pozdé¢ji. Pomoci
fluorescencniho barveni propidium jodidem (PI), Casto pouzivaném ke zvyraznéni bunéénych
stén v kotfeni Arabidopsis, ale ktery mize byt vyuzit také jako vhodna apoplasticka sonda, se
ukazalo, ze lignin funguje jako pocatecni slozka Casparyho prouzku. A s vyuzitim rostlin
nesoucich transkripéni fizi s reportérovym genem pro GUS, se ukazalo, Zze pouze geny
CASPARIAN STRIP DOMAIN PROTEIN 1 (CASP1) zajistujici lokalizaci prouzku (viz nize) a
ALIPHATIC SUBERIN FERULOYL TRANSFERASE (ASFT), jsou v kofenové endodermis
exprimovany v souvislém sloupci uz od Spicky. Prestoze je ASFT jednim z enzymi syntézy
suberinu, sama o sob¢ depozici suberinu do Casparyho prouzku zajistit nedokaze, katalyzuje
inkorporaci kyseliny ferulové do alifatické slozky suberinu (Bernards 2002; Molina et al.
2009). Jeji aktivita se ale zfejmé muze podilet na integraci nékterych alifatickych esteri
kyseliny ferulové do Casparyho prouzku (Naseer et al. 2012). Naproti tomu ostatni geny,
kédujici enzymy syntetizujici suberin, mély velmi pozdni pocatek aktivity, tj. byly
exprimovany mnohem dale od kofenové Spi¢ky v mistech, kde jiz jsou endodermalni
Casparyho prouzky diferencované. Tim se dokazalo, Ze suberin neni syntetizovan v oblasti
Casparyho prouzku (Naseer et al. 2012). Pro lepsi poznani vyznamu akumulace suberinu pro
stavbu Casparyho prouzku byl u vybranych rostlin Arabidopsis pouzit CUTICLE
DESTRUCTION FACTOR 1 (CDEF1) vneseny pod endodermis specifickym promotorem.
Tento gen koéduje kutindzu, schopnou degradovat suberin. U takto transformovanych rostlin
proto doslo piisobenim kutindzy k mistné specifické degradaci suberinu v endodermalni
vrstve, coZz nemélo zadny vliv na strukturu kofenti, ani na tvorbu Casparyho prouzkt (Naseer
et al. 2012). Vyznam ligninu v tvorbé Casparyho prouzku byl naopak prokazan, kdyz pti
blokaci jeho syntézy se Casparyho prouzky tvotily az po del$i dobé, na rozdil od blokace
syntézy suberinu, kdy k zddnému viditelnému zpozdéni tvorby nedochazelo. Vyznam ligninu
ve stavbé Casparyho prouzku dokladaji také experimenty sesbl mutanty Arabidopsis.
ENHANCED SUBERIN 1 (ESB1) je protein sekretovany k lokalizaci do Casparyho prouzku
5



(Geldner 2013; Hosmani et al. 2013). Tento protein patfi mezi ,,dirigent” proteiny potiebné
pro spravné fizeni polymerizace ligninu. Dirigent proteiny poskytuji neenzymatickou Sablonu,
podle které se spojuji monolignolové jednotky a vytvareji tak stereochemii vzniklého
dimerického ligninu v Casparyho prouzku (Davin a Lewis 2000).

Pouziti rostlin nesoucich transla¢ni fuzi s cervené fluerescencnim mCherry odhalilo,
jak je ESB1 exprimovan v endodermis a lokalizovan jako opaskovitd struktura podél
ekvatorialni linie endodermélni buinky, v podobném umisténi jako pozdé&ji se tvorici
Casparyho prouzky. ESB1-mCherry se v pocatecni lokalizaci endodermalni buniky objevuje v
ostrivcich, které poté splynou do spojitého prouzku. Také elektronova mikroskopie
v kombinaci s imunodetekci potvrzuje, Ze je protein ESBI lokalizovan v oblasti budouciho
Casparyho prouzku a tato lokalizace chybi v esb1-1 mutantu, cozZ mu pusobi kompletni ztratu
dobfte organizované¢ struktury Casparyho prouzku. Gen kdédujici ESB, AT2G28670 je primarné
exprimovan v endodermis kofene. A mutant esbl také ukazuje propojeni regulacnich drah
v koteni, kdyz pfi naruSeni lignifikace endodermalnich Casparyho prouzkid dochazi ke
stimulaci ukladani suberinu, coz je jen nedostate¢nou kompenzaci, ktera nedokaze tolik branit
apoplastickému transportu do kotfene. Ve spojitosti se suberinovymi lamelami m& mutant
dvojnasobny obsah alifatického suberinu, 50% redukci v obsahu vapniku a 40% zvySeni
sodiku. Tyto zmény jsou spojeny se sniZzenou transpiraci a zvySenou rezistenci k vadnuti
rostliny (Baxter et al. 2009). Bylo také prokazano, ze pro spravnou lokalizaci ESB1 je
nezbytnd pfitomnost CASP1 proteinu. Naopak ztrata ESB1 narusuje lokalizaci CASP1
v membranové doméné Casparyho prouzku, a to ukazuje na recipro¢ni vztah a dileZitost ve

formovani prouzkt u obou téchto proteinti (Hosmani et al. 2013).

2.2. Proces vzniku Casparyho prouzku

Lze stru¢né definovat jako ukladani ligninu do pifedem ohrani¢ené oblasti bunécné
stény endodermalni buniky. Nejprve se za ucasti CASP proteinli ustavi membranova doména
Casparyho prouzku (CSD, CASPARIAN STRIP MEMBRANE DOMAIN). CASP se
koncentruji v oblasti membrany v mist¢ budouciho prouzku a s pfispénim dalSich proteinti
zde buduji proteinové leSeni =zakladajici CSD. Nasleduje lokalizované ukladani a
polymerizace ligninu zprostfedkovand peroxidazou, ktera vyzaduje peroxid vodiku, jehoz
zdrojem je superoxid produkovany NADPH oxiddzou a nasledné dismutovany

superoxiddismutazou.



2.3. Vznik membranové domény Casparyho prouzki

CASPARIAN STRIPS DOMAIN PROTEINS CASPs jsou nedavno objevené
membranové proteiny se ¢tyfmi transmembranovymi ¢astmi s cytosolickou amino a karboxy
terminalni doménou a konzervovanou extracellularni smyckou. Prvnich pét objevenych
proteinlt CASPs, dfive patficich do skupiny ,,uncharacterized protein family* (UPF0497) v
Arabidopsis, bylo pojmenovano CASPI1-5. Ortology CASP gent vsak byly identifikovany
také u dalSich druhti rostlin (Roppolo et al. 2014).

CASPs jsou zprvu lokalizované v celé plazmatické membrané endodermalni buiiky,
ale pro zahajeni tvorby Casparyho prouZku jsou rychle odstranény z laterdlniho prostoru
membrany a pfesmérovany jen do mista vzniku prouzku (Roppolo et al. 2011; Roppolo et al.
2014). Tim spravné sméruji i vSechny pottebné biosyntetické procesy tvorbou proteinového
leSeni v plazmatické membrané do oblasti, kde se tvoii Casparyho prouzky (Hosmani et al.
2013). Prostorova rekonstrukce lokalizace pomoci markeru CASP1-GFP odhalila strukturu,
pfesné do prouzkii zarovnanych CASPI1-GFP signalt, formujicich cylindrickou sit’ kolem
stélé. Elektronova mikroskopie v kombinaci s imunodetekci odhalila, ze vyskyt CASP1-GFP
na plazmatické membran¢ presné koreluje s pozici Casparyho prouzka. CASP1-GFP jsou
zarovnany mezi sousednimi buiikami, ale nejsou s nimi v ptimém kontaktu (Roppolo et al.
2014).

Tvorbu proteinového leseni, lokalizované depozice proteinového materidlu a zadrzeni
sténovych prekurzor, nebo biosyntetickych enzym do urcitého prostoru membrany,
pfedchéazi vytvafeni membranové domény, ve které se poté vSechny dosud zminéné procesy
odehravaji. Pozorovanim diferenciace endodermalnich bunék elektronovym mikroskopem se
dokazalo, ze to jsou membranové domény zakladajici Casparyho prouzky (Obr. 4.).
CASPARIAN STRIP MEMBRANE DOMAINS (CSD) jsou oddéleny od zbytku plazmatické
membrany velkou hustotou elektront a i po plazmolyze zlstavaji tésné spojeny s bunétnou
sténou. Vysokd elektronova hustota CSD v dospélé endodermalni buiice znaéi i1 husté
uspotadani proteinového leseni v této oblasti (Alassimone et al. 2010). CASP1 signaly na
membrané tedy ohrani¢uji zénu tvorby Casparyho prouzkl a jsou také prvnimi markery
tvorby CSD, kdy je lokalizace signali zprvu ve fazi ,,vlakna perel* (string of pearls) v niz se
malé CASP1-GFP ostriivky objevi podél ekvatorialni linie buiiky a poté postupné splyvaji do
kontinudlniho pruhu (Obr. 5.).

Z toho vyplyva, ze CASPs nejsou lokalizovany do diive zalozené CSD, ale jsou

asociovany s jeji formaci (Roppolo et al. 2011). CASPs jsou nyni znamy svou funkci v
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tvorb& membranovych zébran a svou esencidlni roli v fizeni lokalni modifikace bunécné stény
tim, zZe vytvaii membranovou doménu, v jejiz oblasti dochazi k ukladani materidlu pro
Casparyho prouzky, ale nejsou nezbytné pro jeho syntézu nebo polymerizaci. Ve skupiné
proteini Schengen, pojmenované podle Shengenského prostoru EU, byl podrobné zkouman
protein SGN3. SGN3 je jeden z hlavnich gend nezbytnych pro lokalizaci CASP v genomu
Arabidopsis a je exprimovanovan v endodermalnich bunkach kratce po zacatku elongace,
nebot’ se CASP1 proteiny, v mutantu velmi citlivém na zmény vnéjsich podminek prostredi,
pouze shlukuji do nesoumérného pruhu. Protein SGN3 hraje roli v zaloZeni spravné lokalizace
CASP1 tim, Ze je spoji do podoby kontinudlniho prouzku. Sgn3 mutant ma snizeny vodni

transport a tlak v kofeni, ale nevykazuje zvySeny obsah suberinu (Pfister et al. 2014).
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Obr. 4. Schematicky znazornéné ukladani Casparyho prouzki: a) ptfesun CASP do prostoru domény
CSD, b) monolignoly prostupuji plazmatickou membranou a ukladaji se zvnéjsku buiky, c) utvofeny

Casparyho prouzek mezi dvéma buitkami, CSD — membranova doména Casparyho prouzkt, CS —

Casparyho prouzek (Roppolo a Geldner 2012).
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Obr. 5. CASP-GFP lokalizace v endodermis u Arabidopsis thaliana. A) pocatecni shlukovani CASP
v podob¢ ,,vldkna perel”“ (,,string of pearls) v mladé endodermis, B) CASP vykazujici celistvou

strukturu ve starsi endodermis (Lee et al. 2013).

Dalsi zkoumani funkci rozlehlé skupiny CASP-like genti (CASPL) v rostlinné #isi
ukazuje jejich expresi v riznych ¢astech rostliny a poskytlo molekuldrni zéklady pro objeveni
dalsich membranovych domén ucastnicich se rustu a diferenciace rostlinného téla. Rozsifenim
genetické analyzy mimo rostliny, byla nalezena spojitost mezi CASPLs a MARVEL
proteinovou rodinou (Roppolo et al. 2014), operujici v zZivocisné fi8i, do které patii fada
proteind napf. klaudinti a okludinti tvoficich tigh junction v epitelech (Raleigh et al. 2010).

CASPI jsou pevné pfipojeny k extracelularni matrix a zfejmé také k bunécéné sténé
(Alassimone et al. 2010). Dukazem o této silné adhezi plazmatické membrany k bunécné
sténé v mist¢ prouzku je tzv. paskova plazmolyza. Kdyz je kotfenovy segment, s jiz
vytvofenymi Casparyho prouzky, v hypotonickém prostiedi, nastava v jeho buikach
plazmolyza, pii které plazmatickd membrana zlistane spojena s bunétnou sténou, a vytvori
protahly utvar napti¢ builkkou (Enstone a Peterson 1997). Tento typ plazmolyzy byl
dokumentovan také pii vysoké salinit¢ u Zea mays (Obr. 6.), kdy byla plazmolyza, oproti
kontrole, pozorovana blize ke kotfenové Spicce, ziejmé diky stresem vyvolané asnéjsi tvorbé
Casparyho prouzkt (Karahara et al. 2004). K paskové plazmolyze dochazi pouze, pokud ma
endodermalni bunka vyvinuté Casparyho prouzky a jest¢ v ni nejsou vytvoreny suberinové

lamely (Haas a Carothers 1975).



Obr. 6. Ukazka paskové plazmolyzy v endodermis u Zea mays, péstované ve vysoké salinité. P —

oblast plazmatické membrany, L — lignifikovana oblast, R — radidlni sténa (Karahara et al. 2004).

2.4. Lokalizované ukladani ligninu v Casparyho prouZcich

Polymerizace ligninu vyzaduje oxidacni parovani monolignol, které je katalyzovano
peroxidazou. Peroxiddza pozaduje peroxid vodiku (H,O,) a NADPH oxid4za je hlavnim
pramenem regulace produkce superoxidu, ktery miize byt enzymaticky nebo neenzymaticky
dismutovan na H,O, (Lee et al. 2013). Konkrétni superoxiddismutaza (SOD), Gcastnici se
konverze superoxidu na peroxid vodiku v endodermis zatim nicméné charakterizovana nebyla
(Voxeur et al. 2015). Specifickou NADPH oxidazou, zapojenou v lignifikaci Casparyho
prouzku je SGN4/RBOHF. Jeji identifikaci umoznil geneticky screening mutanti s
poskozenou endodermalni bariérou (Lee et al. 2013). Identifikovalo se 11 mutantd z EMS-
mutagenizované (ethylmethansulfonat) populace vice nez 20000 linii. Z té€chto linii jich Sest
tvofi jednu nejvétsi skupinu, oznaCenou schengend (sgn4) skupinu, ktera je fenotypové
podobna linii s vlozenou T-DNA v RESPIRATORY BURST OXIDASE HOMOLOG F
(RBOHF) genu. Az pozdgji se zjistilo, z2 SCHENGEN4 (SGN4) a RBOHF jsou stejny, jen
dvakrat popsany gen. RBOHF je gen kddujici enzymatickou jednotku NADPH oxidazy, byl
poprvé nalezen u Oryza sativa a popsan jako OSRBOHA. Pomoci RNA gel blot analyzy
nasledovaly dalsi u Arabidopsis, AtRBOHA-F ( Arabidopsis thaliana Respiratory Burst
Oxidase Homologs), poté také u Solanum lycopersicum L, Nicotiana tabacum a Solanum
tuberosum (Torres et al. 1998). Mutanty, pojmenované sgn4/rbohf, vykazuji velmi silné
zpozdéni v tvorbé apoplastickych bariér, lokalizaci proteini CASPs nicméné nemaji

ovlivnénu. RBOHF je NADPH oxidaza specificky lokalizovana v oblasti Casparyho prouzku,
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coz doklada lokalizace fuzniho konstruktu RBOHF s fluorescen¢nim proteinem (mCherry-
RBOHFgen) v oblasti CSD, zatimco jeho identické fize s RBOHB a D se zde nevyskytuji,
prestoze jsou RBOHB a RBOHD v endodermélnich buiikach také exprimovany. Tato odlisna
lokalizace je jednim z elementli vysvétlujicim specifitu RBOHF, pro jejiz vstup do CSD je
pozadovéna specificka interakce s proteinovymi doménami Casparyho prouzku, jako jsou
CASPs (Lee et al. 2013). Oxidaza RBOHF obsahuje N-terminalni doménu schopnou zachytit
regulacni impuls, po kterém nasleduje produkce superoxidu lokalizovand specificky
v Casparyho prouzku. Superoxid se nasledn¢ pireménuje na H,O,, jejz pro svou aktivitu
vyuziva peroxidaza. Peroxiddza nasledné zprosttedkovava polymerizaci ligninu tvoticiho
Casparyho prouzky.

Specificka peroxidaza PER64 poskytla prvni geneticky diikaz role peroxidaz v tvorbé
Casparyho prouzku a také, Ze moznd ve spojeni s dalSimi endodermalné exprimovanymi
peroxiddzami, je piimo potfebna k tvorbé Casparyho prouzku. Vyznam PER64 doklada
vyrazné zpozdéni vzniku Casparyho prouzkl u rostlin s vnesenou inducibilni, endodermis
specifickou microRNA zpiisobujici vyfazeni PER64 z funkce. Pouzitim mCherry c-termindlni
fuze s PER64 se navic zjistila dokonala kolokalizace s CASP1-GFP v plazmatické membrané.
Lokalizace PER64 v misté vznikajiciho prouzku u caspl casp3 dvojit¢tho mutantu také
dokazuje, Ze pro spravnou lokalizaci PER64 do CSD jsou potiebné proteiny CASP. Zapojeni
dalsich endodermaln¢ exprimovanych peroxidaz, napt. PER03, PER39, PER72 nebo PER09,
piimo v lignifikaci Casparyho prouzku nebylo zatim jednozna¢né prokazano (Lee et al.

2013).

3. Suberinové lamely

Po utvofeni Casparyho prouzk se endodermalni bunka dostdvd do piechodného
stadia, kdy nedochazi k dalsim velkym vyvojovym zméndm, ve kterém bud mize zustat,
nebo se dale diferencuje a prechdzi do sekundarni faze vyvoje (Perumalla a Peterson 1986;
Clarkson et al. 1987; Barnabas a Peterson 1992; Geldner 2013; Robbins et al. 2014). Pii dalsi
diferenciaci se téméf po celém jejim povrchu (kromé oblasti s plazmodezmy) mezi bunécnou
sténou a cytoplazmatickou membranou ukldda hydrofobni vrstva suberinu a ptidavnych
voskl, nazyvana suberinova lamela. V endodermalnich bunkéch je mezi dokon¢enim tvorby
prouzkl a zacatkem ukladani suberinovych lamel casové prodleva, na rozdil od exodermis,
kde k tvorbé lamel dochdzi kratce po vzniku Casparyho prouzkii (Enstone a Peterson 1997).

Predpoklada se, ze lamely zabranuji vstupu iontd z apoplastu do endodermalnich bunék.
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V ptirozenych podminkéach se napfi¢ rostlinnymi druhy netvoii tak casto, jako Casparyho
prouzky, a proto se jejich funkci apoplastické bariéry nepfipisuje takova dileZitost jako
ligninovym prouzkiim (Zeier et al. 1999; Enstone et al. 2003). Maji schopnost efektivné
blokovat, nebo alesponn potlacovat, pfistup malych nabitych, nebo polarnich molekul k
transportériim a prenasecim v endodermalni plazmatické membrané€. Suberinové lamely jsou
proto méné ucinné pro blokaci apoplastického a difuzniho transportu mezi endodermalnimi
buiikami, ale pomérné ucinné blokuji, nebo redukuji transport vody, zivin a popftipadé
patogent pres plazmatickou membranu do samotné bunky (Geldner 2013). Pozorovani u fady
rostlinnych druht, napfiklad Arabidopsis thaliana, Zea mays, Hordeum vulgare nebo Alium
cepa ukazala, Ze se suberinové lamely netvoii souvisle s postupné stoupajici akumulaci
suberinu ve vSech bunikach zaroven, ale spiSe roztrousené v nékterych diive a v jinych pozdéji
(Robards et al. 1973; Cholewa a Peterson 2004). Je to ziejmé piedevsim v elongacni zong,
kdy siln€ suberinizované buiiky lezi vedle téch, které nevykazuji Zadnou akumulaci suberinu
(Schreiber et al. 1999; Geldner 2013). Dozravani bunéénych stén do sekundarni faze obvykle
nastava nejprve u bunck v blizkosti floémovych polia (Peterson a Enstone 1996). Naopak
endodermalni bunky Casto lezici blizko protoxylémovych polt cévniho svazku, ve kterych se
suberinové lamely neukladaji, nebo se ukladaji vyrazné pozd¢ji nez v okolnich buiikach, jsou
nazyvany jako ,,propustné bunky®“. Jsou to buiky, které maji vyvinuté pouze Casparyho
prouzky a kvili absenci suberinovych lamel jsou ziejmé vice piistupné k transportu iontti do
stélé. Postupné s rustem kotfene se 1 v téchto bunkach suberinové lamely tvofi, ¢imzZ jejich
pocet klesa a ve starSich ¢astech kotfene se jiz nemusi vyskytovat viibec (Peterson a Enstone

1996; Enstone et al. 2003; Cholewa a Peterson 2004; Geldner 2013).

3.1. Chemické sloZeni a struktura suberinovych lamel

Zatim jsou kompletné znamy pouze hlavni monomery a o samotné struktufe suberinu
se nevi vSe. Kvili své makromolekuldrni struktufe, suberin nemtize byt izolovan a zkouman
in vitro bez alespon ¢astecné modifikace (Vishwanath et al. 2014). Suberin je polymer
slozeny z polyalifatickych polyestert glycerolu, které jsou propojené s fenoly a pridavnymi
vosky. Struktura lamel diky chemickému slozeni suberinu, jenz tvofi polyfenolickd a
polyalifaticka doména, pod transmisnim elektronovym mikroskopem vytvaii stiidavé tmavé a
svétlé pruhy (Bernards 2002). Alifatickd cast obsahuje mastné kyseliny, w-hydroxykyseliny,
a,m-dikarboxylové kyseliny a primarni mastné alkoholy (Pollard et al. 2008). A fenolicka ¢ast

obsahuje estery hydroxyskoficovych kyselin (pfedevsim kyseliny ferulové), ale i mensi
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mnozstvi monolignolli (kumarylalkohol, koniferylalkohol a sinapylalkohol), diky ¢emuz je
podobna ligninu (Bernards 2002). Monomery mastnych kyselin jsou dlouhé 16 — 32 atomt
uhliku (u Arabidopsis Ci¢ — C»4) a mastné alkoholy a ferulaty maji délku Cig — Cy, (Franke et
al. 2005). Toto slozeni suberinu z velmi dlouhych fetézci mastnych kyselin a alkoholu,
kratkych esterifikovanych hydroxyskoficovych kyselin a glycerolu, dovoluje extensivni
polymeraci a mize vést k tvorbé linearnich nebo rozvétvenych polymeri o vysoké
molekulové hmotnosti. Vznikly lipidovy polyester je hydrofobni a vysoce rezistentni k
chemické a enzymatické degradaci (Perumalla a Peterson 1986; Pollard et al. 2008; Meyer et
al. 2011; Ranathunge et al. 2011; Geldner 2013). V Arabidopsis maji suberinové lamely
pfesny pocatek tvorby, ktera zacina pfiblizn¢ v oblasti 38 bunék po pocatku elongace a 26

bunék po tvorbé Casparyho prouzkii (Naseer et al. 2012).

3.2. Mechanismus syntézy a ukladani suberinu

Procesu wukladdni suberinu ptedchdzi biosyntéza alifatickych, fenolickych a
glycerolovych monomerti nasledovand jejich transportem do prostoru mezi membranou a
bunécnou sténou a konefnou polymerizaci (Ranathunge et al. 2011). Samotna syntéza
suberinu zac¢ina v plastidech, kdy se mastné kyseliny o délce C;s a C;g syntetizuji za pomoci
proteinového komplexu syntdzy mastnych kyselin (fatty acid sythase) a nasledné jsou
ptevedeny do podoby thioesterti (acyl-CoA) (Vishwanath et al. 2014) pisobenim acyl-CoA
syntetazy mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (LACS, long-chain acyl-CoA synthetase)
nalezené v Arabidopsis z nichz LACS2 je zapojen v syntéze kutikularnich voskt a LACSI
aktivuje Ci¢ kyseliny pfi syntéze kutinu (Shockey a Fulda 2002). Dalsi prodlouZeni fetézce
probiha v endoplazmatickém retikulu s pomoci komplexu elongazy mastnych kyselin (FAE,
fatty acid elongase). FAE komplex, ve kterém dochdzi k elongaci a produkci mastnych
kyselin s velmi dlouhymi fetézci (VLCFA, > C;;), obsahuje B-ketoacyl-CoA syntazu (KCS, B-
ketoacyl-CoA synthase). Jedna znich KCS2/DAISY, jejiz gen Atg04220 je exprimovan
hlavné ve stiednim vélci kofene, v kofenové Spicce a v kvétech, méa schopnost prodluzovat
mastné kyseliny na délku fetézcli Cy — Cy4 (Vishwanath et al. 2014). Mutant pro KCS2
pojmenovan daisy u Arabidopsis vykazuje stejny pomér v absolutnim mnozstvi suberinu v
koteni jako divoky genotyp, ale obsahuje mensi mnozstvi mastnych kyselin s del§im fetézcem
(> Cy), naopak vykazuje vysSi objem w-hydroxykyselin, o,0-dikarboxylovych kyselin a
alkoholi s krat§Sim fetézcem. Ve fenotypu se mutant projevuje vyznamné snizenym

kofenovym rastem (Franke et al. 2009). Velmi podobnou funkci ma gen KCS20 (At5g43760),
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ktery byl exprimovan ve vSech zkoumanych organech (ve stonku, v kofenech, listech,
silicnych kanalcich a kvétech). Analyza suberinu v mutantech kcs20 ukazala, Zze mutace
v KCS20 o 6% zvysila mnozstvi C,9 mastnych kyselin oproti zastoupeni mastnych kyselin s
velmi dlouhymi fetézci (VLCFA, > Cy) u divokého genotypu. V koteni dvojitého mutantu
kcs20 kcs2/daisy-1 byl celkovy objem alifatického suberinu o 8% niZzs§i oproti kontrole a
v endodermis byla citelné¢ naruSena lameldrni struktura, ackoli samostatné mutanty zadné
signifikantni snizeni alifatického suberinu ani deformaci suberinové lamely nemély (Obr. 7.).
Dvojity mutant mél také objem C,p pfiblizné o 51% a 24% vy$$i nez tomu bylo
v samostatnych kcs20 a kcs2/daisy-1, coz ukazuje spoluzapojeni KCS20 v prodluzovani Cy

na C; masné kyseliny (Lee et al. 2009).

Obr. 7. Suberinové lamely v endodermis Arabidopsis zobrazené TEM mikroskopii: A) divoky
genotyp, B) dvojity mutant kcs20 kcs2/daisy-1. CW — bunééna sténa, SL — suberinova lamela (Lee et
al. 2009).

Pied elongaci mastnych kyselin s velmi dlouhymi fetézci mize reduktdzou mastnych
kyselin (FAR, fatty acyl-CoA reductase), konkrétné FARS, zcasti dochazet k redukci
mastnych kyselin na primarni alkoholy Cis a a,m-dioly. Po elongaci se 1 mastné kyseliny
s velmi dlouhymi fetézci (VLCFA-CoA) putsobenim reduktaz FAR1 a FAR4 césteéné
pfeménuji na primarni alkoholy C,p— Cy,. Rodina FAR obsahuje osm proteind u Arabidopsis
potiebnych pro syntézu suberinu. Geny pro reduktdzy FARI, 4 a 5 jsou exprimovany ve vsech
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tkanich podléhajicich ukladani suberinu, pifedev§im v semeni a v endodermis kotene.
Jednotlivé mutanty vykazovaly snizeni v celkovém zastoupeni mastnych alkohold, u farl
snizeni C,; - OH, far4 vykazoval snizeni Cy - OH a far5 mél snizeny obsah Ci;s - OH
alkohold (Domergue et al. 2010).

Mastné kyseliny podléhaji hydroxylaci za vzniku m-hydroxykyselin a nasledné oxidaci
za vzniku o,o-dikarboxylovych kyselin. Hydroxylaci zajistuje hydroxyldza mastnych
kyselin, enzym patfici do rodiny cytochrom P450-monooxygenaz (CYP, cytochrome P450
monooxygenase), konkrétné do podrodiny CYP86. Oxidaci pak dehydrogendza -
hydroxykyselin. CYP86A1/HORST je exprimovan v endodermis po celé¢ délce kotfene (Obr.
8.), jeho mutant cyp86Al/horst vykazoval o vice nez 60% mensi mnozstvi celkového
suberinu oproti divokému genotypu a meél (kromé¢ alkohold) méné vSech specifickych
monomerd, ziejmée kvili silné redukci v po¢tu Ci a Ci3 w-hydroxykyselin a Cjs — Cyp 0,0-

dikarboxylovych kyselin (Hofer et al. 2008).

Obr. 8. Lokalizace exprese ProCYP86A1/HOSRT::GUS u sedmidenniho semenacku Arabidopsis: A)
celkovy pohled, B) radialni fez. C — primarni kira, CC — stfedni valec, E — endodermis (Hofer et al.

2008).

Enzym CYP86B1s mutantem cyp86B1l/ralph charakterizovanym s velmi podobnymi
expresnimi znaky v endodermis (Obr. 9.). Jeho w-hydroxy a a,m-dikarboxylové masné
kyseliny s poctem uhlikli C; a Cy4 témét Uplné€ chybély v suberinu kofené a semene, coz ale

nemélo zadny vliv na funkci suberinové bariéry ani na fenotyp rostliny, nebot’ poméry
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hlavnich funkénich monomeri C;s a C;3 o-hydroxy a o,0-dikarboxylovych kyselin
dilezitych pro stavbu suberinu zlstaly nezménény. Zmény se signifikantné nepromitly ani na
celkovém mnozstvi suberinu kofene a semene. Nenasly se ani viditelné zmény v obsahu iontti
Mg, K a Ca v listech u cyp86B1l/ralph mutantu. Coz dokazalo neménnost v poméru iontt
v listech ralph mutantu (Compagnon et al. 2009). Gen HORST je tedy zodpovédny za
hydroxylaci mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (C;s — Cy), zatimco u genu RALPH je

hlavni funkci hydroxylace mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem (Cy, — Caa).

Obr. 9. A) Lokalizace exprese proCYP86B1::GUS v endodermis kofene Arabidopsis fezaném Imm

od $picky. B) Endodermis kofene Arabidopsis fezany 1mm od $pi¢ky barveny toluidinovou modii.

Ep — epidermis, ¢ — primarni ktira, en — endodermis, p — pericykl (Compagnon et al. 2009).

Nasledna esterifikace m-hydroxy a a,m-dikarboxylovych kyselin s glycerol-3-fosfatem
je katalyzovana glycerol-3-fosfat acyltransferazou (GPAT, acyl-CoA:glycerol-3-phosphate
acyltransferase). Rodina GPAT ma u Arabidopsis osm ¢lentl, z nichz je v zapojeni do syntézy
kotene. Knock-out mutant tohoto genu gpatS vykazoval o 50% niZsi zastoupeni alifatického
suberinu a velkou redukci v zastoupeni Cyp — Co4 ®-hydroxy a a,w-dikarboxylovych kyselin
v semenech, se stejnym jen méné vyraznym efektem i v mladych kofenech (Beisson et al.
2007). GPATS katalyzuje acylaci glycerolu na pozici Sn-2. Ma relativné Sirokou substratovou
specificitu, vaze acyly o délce Cj4 az Cy4, ale nejefektivnéji acyly s velmi dlouhym fetézcem

C2 — Cu. U mutantu gpat5 bylo pozorovano snizeni v obsahu iontd Mg, K a Ca v listech
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oproti divokému genotypu (Compagnon et al. 2009). GPAT6 je nejvice produkovana
v kvétech Arabidopsis a vykazuje silnou selektivitu pro C16 mastné kyseliny a jeho mutant
gpaté proto vykazuje 80 — 95% snizeni C;s s mensi zménou v C;g3 w-hydroxy a o,o-
dikarboxylovych kyselinach. GPAT4 a 8 maji az Sedesatkrat vyssi aktivitu pro Cis a Cig, nez
pro ostatni w-hydroxy a a,w-dikarboxylové kyseliny (Yang et al. 2012). Dvojity knockout
mutant t€chto enzymu gpat4/gpat8 mél 60% redukci v Ci a C13 monomerech kutinu, hlavné
u Cj3 a,w-dikarboxylovych kyselin. GPAT4, 6 a 8 také produkuji sn-2 monoacylglyceroly,
které jsou povazovany za prvotni stavebni bloky suberinu (Yang et al. 2012).

Soucasti syntézy suberinu je také esterifikace aromatickych komponent s mastnymi
kyselinami ¢i alkoholy, respektive monoacylglyceroly. Kafeické, kumarinové a ferulové
kyseliny jsou pfipojeny k mastnym alkoholtim pomoci acyltransferazy BAHD (Vishwanath et
al. 2014). BAHD je Siroka skupina enzymu vyuzivajicich acyl-CoA, pojmenovana podle ¢tyt
acyltransferaz patficich do této skupiny (BEAT, Benzylalcohol O-acetyltransferase; AHCT,
Anthocyanin O-hydroxycinnamoyltransferase; HCBT, Anthranilate N-
hydroxycinnamoyl/benzoyltransferase a DAT, Deacetylvindoline 4-O-acetyltransferase) (Abe
et al. 2008) a obsahuje jich pfiblizné 445 rozdélenych do péti hlavnich skupin (D’Auria
2006). Mezi BAHD acyltransferazy patii i ASFT (aliphatic suberin feruloyl transferase)
identifikovana v Arabidopsis. ASFT (AT5G41040) je exprimovan v endodermalni zong,
peridermu v zén¢ druhotného tloustnuti kofene a ve vnéjsich vrstvach semene, vzdy tam, kde
je zahajeno ukladani suberinu. Kontroluje a syntetizuje mnozstvi ferulatii spojenych s estery
v suberinu. Mutant asft vykazuje silnou ztratu ferulatti, coz ale podle transmisni elektronové
mikroskopie nema dopad na strukturu suberinu ulozeného v peridermu (Molina et al. 2009).

Polymerizace suberinovych monomerd a jejich vnitrobunécny transport stale neni
objasnén. Nejsou ani popsany konkrétni transportéry monomeri pies cytoplazmatickou
membranu, jako hlavni kandidat pro tuto funkci byl ur¢en ABCG pienasec, pomoci trojit€ho
mutantu abcg2 abcgb abcg20, ktery mél snizeny obsah suberinu, zkiivenou strukturu lamel,
snizenou schopnost bariér branit vstupu vody i solutli, a zménénou kofenovou strukturu
podobnou té pfi stresu. Podskupina G je nejvétsi skupina prenasect pattici do rodiny ATP-
binding cassette (ABC) transportéra. PCR analyza ukézala, ze se ABCG geny exprimuji
hlavné v endodermis kofene a méné ve stonku, semenech a v pylovych zrnech (Yadav et al.
2014). Kromé¢ ABC transportérd, jsou do suberinizace pravdépodobné zapojeny také LTP
proteiny transportujici lipidy (LTP, lipid transfer protein), které jsou jiz dlouhou dobu
navrzeny jako membranové prenasece vazajici mastné kyseliny a podilejici se na stavbé
ptidavnych voski a kutinu (Wirtz 1997; Arondel et al. 2000). Spoustéci impuls vSech téchto
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reakci je stdle neznamy, ale studie vnitrobunéénych lokalizaci ukazuji, Ze jadro reakci
suberinové syntézy je membranoveé lokalizované a zdvislé na endoplazmatickém retikulu

(Vishwanath et al. 2014).

4. Terciarné ztloustlé bunécné stény

U mnoha rostlinnych druhli predev§im jednodé&loznych rostlin se vytvateji dalsi
zietelné modifikace bunéénych stén v endodermalnich bunkach, popsané pii terciarni fazi
vyvoje endodermis. Tyto modifikace predstavuji ukladdani materialu sekundarni bunééné stény
mezi plazmalemu a primarni bunécnou sténu. Ukladani probihd ve vrstvach, coz je dobie
patrné na snimcich z elektronového mikroskopu. Terciarné ztloustlé bunééné stény jsou Casto
ve tvaru ,,U* (Obr. 10.), z prostorového hlediska pfipominaji spiSe kaliSek, nebot’ vnitini
periklindlni a radidlni bunécné stény tloustnou, kdezto vnéjsi periklindlni sténa zlstava tenka
(Northcote et al. 1989; Zeier a Schreiber 1998; Geldner 2013). Hlavni soucasti takto ukladané
sekundarni stény je celuloza, kterd miize byt impregnovana ligninem, jenZ muze byt hlavni
soucasti nejsvrchnéji uloZeného materidlu terciarni stény. Suberin Casto chybi, nebo se
vyskytuje jen v malém mnozstvi (Enstone et al. 2003), coz bylo dokazano elektronovou
mikroskopii na péti rostlinnych druzich Monstera deliciosa, Iris germanica, Allium cepa,
Aspidistra elatior a Agapanthus africanus, jenz v praméru vykazovaly nevelky obsah

suberinu v terciarnich sténéach (Zeier a Schreiber 1998).

Obr. 10. Terciarni bunécné stény

v endodermis kofene u Allium

cepa pod elektronovym
mikroskopem, ztloustlé  na
radialnich a vnitinich

tangencialnich stranach (Cerné
Sipky). e — endodermdlni buiika

(Zeier a Schreiber 1998).

Toto terciarni tloustnuti, je vlastni tvorba sekundarni bunécéné stény. Proces ukladani
sekundarni stény byl zatim zkouman pievazné€ v souvislosti s diferenciaci na xylému, nebo s

procesem sekundarniho tloustnuti u dievin i bylin, véetné Arabidopsis (Chaffey et al. 2002).
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U Arabidopsis jsou hlavnimi regulatory tvorby sekundarnich stén transkripéni faktory ze
skupiny NAC (pojmenované podle proteinit NAM, ATF1/2, CUC2), geny NST1, NST2 a
NST3 (NAC secondary wall thickening promoting faktorl, 2, 3) (Mitsuda et al. 2005; Mitsuda
et al. 2007). Pozorovani hypokotylu dvojitého mutanta nst1-1 nst3-1 ukazalo, Ze u néj nedoslo
k syntéze ligninu a celulosy pro tvorbu sekundarnich bunéénych stén ve sklerenchymu
drenovych paprskii stonku a sekundarnim xylému hypokotylu, ale nebyly ovlivnény vlastni
cévni elementy. Exprese 391 genli zapojenych v syntéze sekundarnich stén byla u nstl-1 nst3-
1 potlacena o 50%. Také v kofeni tohoto dvojit¢tho mutanta byla tvorba sekundérnich stén
kompletné potlacena ve sklerenchymu sekundarniho xylému, zlstala jen u cévnich element
(Mitsuda et al. 2007). U Oryza sativa je pro ukladani sekundarni bunécné stény dulezity
protein SWN (secondary wall NAC domain protein). Pfi tloustnuti sklerenchymatickych
bunécnych stén v listové Cepeli plisobi hlavné gen OsSWNL1 a u tloustnuti stén v xylému je
dulezity OSSWN2 (Yoshida et al. 2013). Funkénimi orthology ke skupiné NAC jsou
transkripéni faktory MYB u Oryza sativa (3 MYB) a Zea mays (4 MYB) zapojené v
ektopickém ukladani sekundarnich stén v epidermalnich listovych bunkach u mutanti se
zvysenou expresi OSMYB46 a ZmMYB46. Analyza téchto mutantd ukézala, ze u nich soucasné
dochazi ke stimulaci exprese genti, kddujicich enzymy, syntézu ligninu, celuldozy a xylanu,
coz vede k sekundarnimu tloustnuti bunéénych stén (Zhong et al. 2011). U Brachypodium
vulgareae se zvysenou expresi BASWN5 se kroutily kofeny a mladé epidermalni kofenové
buniky, na rozdil od bunck primarni kiry kofene a xylémovych bunck, nevykazovaly
ektopickou tvorbu bunéfnych stén. StarSi Casti kofene se nezménily, coZ ukazuje, Ze pouze
diferencujici se bunky jsou schopné reagovat na expresi SWN5 (Valdivia et al. 2013). Jak je to
s procesy tloustnuti pfimo v endodermis kofene dosud neni jasné, ale predpoklada se, ze by

zde mohly byt zapojeny podobné mechanismy tloustnuti jako v ptedchozich ptikladech.

5. Polarita membrany

S tvorbou a ukladanim apoplastickych bariér také tésn€ souvisi transport iontl pies
plazmalemu, regulace jejich dal$iho pohybu symplastem a nasledné naklddani do xylému.
S tim je spojena i polarizovana lokalizace zapojenych membranovych transportérii vykazujici
centralné-periferni (lateralni) polaritu v endodermis i exodermis (Ma et al. 2006; Miwa et al.
2007; Alassimone et al. 2010; Takano et al. 2010). Lateralni polarita byla popsana relativné
nedavno a netykd se jen endodermis a exodermis, ale i epidermis kofene, coz je prvni vrstva

kotene, kterd je v kontaktu s prostfedim a je velmi dilezita z hlediska nejen piijmu latek do
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kotene, ale 1 vydej do prostfedi. Zatimco apikalné-bazalni polarita je popisovana jiz relativné
dlouho, hlavné diky studiu lokalizace PIN transportéri a mechanismu transportu auxinu,
lateralni polarita je teprve objevovana a pravdépodobné se jejiho ustaveni ucastni i odlisné
regulaéni mechanismy (Takano et al. 2008; Alassimone et al. 2012). Cytoplazmaticka
membrana endodermdlnich i1 exodermdlnich bunék vykazuje centralné-periferni polaritu,
nebot’ je pomoci CSD a Casparyho prouzki rozd€lena na dvé membranové domény
(Alassimone et al. 2010). Vng&jsi ¢ast plazmatické membrany je nazyvana periferni, nebo také
distalni a vnitini ¢ast membrany je centralni téz proximalni (Alassimone et al. 2010; Barberon
a Geldner 2014). Proteiny z jedné lateralni domény nejsou schopny difundovat do opacné
domény a jednotlivé domény se lisi zastoupenim konkrétnich membranovych bilkovin, jenz
se podileji na ptijmu nebo vydeji latek (Ma et al. 2007; Takano et al. 2010). Endodermalni
bunika proto obsahuje transportéry lokalizované v centralni doméné plazmatické membrany
obklopujici stélé, nebo transportéry v periferni doméné plazmalemy, kterd je ve styku
s pudou. Lokalizace téchto proteinti je centralné-periferni polaritou plazmatické membrany,
ktera je vyznamna nejen pro transport latek, ale také pro samotny rdst a vyvoj rostliny
(Geldner et al. 2003).

Ptikladem apikélné-basélni polarity jsou proteiny transportujici auxin, vynasece
auxinu (PIN, Pinformed) a vnase¢ auxinu (AUX1, Auxin rezistant 1). U Arabidopsis je osm
riznych PIN ptenasecu, které jsou v diferencované zoné kofene umistény hlavné v bazalni
casti plazmalemy bunék stfedniho vaélce, pfipadné pokozky a laterdlni kotenové cepicky
(PIN1, PIN3, PIN4 a PIN7). PIN2 je uloZen na apikdlni stran¢ bunék (Feraru a Friml 2008).
PrenaseCe PIN vykazuji apikédlné-basalni polaritu lokalizace, kterd je zfejmé ustavovana
pozdéji a za pomoci jinych mechanismii nez centralné-periferni lokalizace boru nebo
kfemiku. V jesté nediferencovanych bunkach meristému nemaji PIN polarni lokalizaci,
zatimco transportéry boru a kiemiku jiz ano (Alassimone et al. 2012). Lokalizace PIN
proteinil je zavisld na jejich aktivnim pfenosu mezi endozomdélnimi kompartmenty a
pfedurc¢enou doménou plazmalemy. Tohoto cyklovéani se Ucastni ARF-GEF faktor GNOM,
ktery je nezbytny pro regulaci formovani vackii a jejich exocytozu do bazalni Casti
plazmalemy (Steinmann et al. 1999). GNOM je GDP/GTP vyménny faktor (GEF, guanine
nucleotide exchange factor) zajiStujici vyménu GDP za GTP na proteinu ARF. ADP-
ribozylacni faktor (ARF, ADP-ribosylation factor) je maly G protein (Geldner et al. 2003).
Exocytdza do bazalni oblasti plazmalemy je citliva k BFA (brefeldin A), transport do apikalni
¢asti plazmalemy nikoli, proto je pravdépodobné zajistovan BFA rezistentnimi ARF-GEF

proteiny. Endocytéza PIN proteini je zprostfedkovana pomoci klatrinovych vacka
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(Donaldson a Jackson 2000; Naramoto et al. 2014; Adamowski a Friml 2015). Mutant gnom

ma siln¢€ naruSenou apikalné-bazalni ristovou polaritu (Geldner et al. 2003).

5.1. Transport boru a kiremiku — priklad centralné-periferni polarity

Centralné-periferni polarita vyskytu membranovych transportérti na plazmalemé byla
poprvé popsana v bunikach pokozky kofene u Solanum tuberosum na ptikladu transportéru
fosforu StPT2. Imunodetekce prokazala jeho prednostni vyskyt v elongaéni zoné kotene, kde
byl lokalizovan v Casti plazmatické membrany orientované smérem k povrchu kofene
(Gordon-Weeks et al. 2003). Nejlépe prostudovanym ptikladem centralné-periferni polarity je
transport boru a kiemiku. Dva nejvice zkoumané transportéry boru u Arabidopsis thaliana
jsou BOR1 a NIP5;1. V proximalni ¢asti plazmalemy je uloZeny pienaSe¢ zajiStujici vyde;j
boru (BORI, boron efflux carrier 1) patfici mezi sedm objevenych BOR transportéri
v Arabidopsis (Takano et al. 2008), ktery je schopen bor pfenaset ve formé kyseliny borité
nebo boratového aniontu (Frommer a von Wirén 2002; Takano et al. 2002). A v distalni ¢asti
plazmalemy je lokalizovan kanal (NIP5;1, nod26-like intrinsic protein 5;1), patfici do skupiny
MIP, ktery zajist'uje ptijem kyseliny borité do burnky (Takano et al. 2006; Takano et al. 2008)
(Obr. 11. a 12.). Takto polarizovany vyskyt transportéri boru na membrané¢ endodermalni
buiikky umoznuje jeho efektivni pfijem a transport do stfedniho vélce, respektive nakladani do
xylému. Polarizovana lokalizace se nicméné zacind objevovat v jest€¢ nediferencovanych
bunkach kotfenové Spicky (véetné bunek klidového centra) a elongacni zoény, ¢imz predchazi
diferenciaci endodermis a tvorbu Casparyho prouzka (Alassimone et al. 2010). Polarni
lokalizace BOR1, NIP5;1, PIS1 (polar auxin transport inhibitor sensitivitel), jehoz mutant
pisl je velmi citlivy na mnozstvi auxinu (Ruzicka et al. 2010) a lokalizace dal$ich proteint je
tedy urcena jiz v bunikach meristému. Plazmalema je rozdélena na vnitini a vnéj$i doménu,
ale pfechod mezi nimi jesté neni plné diferencovéan. Ostry pifechod mezi centralni a periferni
doménou nastava az v momenté zalozeni CSD, ktera brani laterdlnimu pohybu proteinii mezi
obéma doménami (Alassimone et al. 2012). Existenci takové zabrany potvrzuje i aplikace PI
(propidium jodid) do okoli kofene. Tato lipofilni latka, kterd v tomto pifipad¢ funguje jako
apoplasticka sonda, byla schopna difundovat pouze do wvné&j$i domény plazmalemy
endodermalni bunky, ale vnitini doména zlstala neobarvena (Takano et al. 2010). Analyza
bunécné lokalizace NIP5;1 uzitim rostlin nesoucich translacni fuzi NIP5;1 s GFP na N-
terminalnim konci pod kontrolou NIP5;1 promotoru ukazala, ze je preferen¢né lokalizovan

v distalni ¢asti plazmalemy bunék lateralni kofenové Cepicky a v protodermu meristematické
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oblasti kofene a v elongacni zong. Tato polarni lokalizace NIP5;1 je dilezita pro Ginny
pfijem boru z pidy do kofene. Stejnd analyza BORI1-GFP ukézala, Ze je lokalizovan do
vnitini domény plazmalemy bunék v kolumele, v laterdlni kofenové Cepicce, protodermu i
v bunkéach zdkladniho meristému vcetné¢ proendodermalni linie bunék v meristematické
oblasti kofene a v elongacni zon€. BOR1-GFP byl také v epidermis, endodermis a v bunikach
primarni kiiry. BOR1 je nutny pii transportu boru do stélé a zaroveil brani v jeho unikédni ze
stélé a xylému (Takano et al. 2010). Pti nizké koncentraci boru v prostiedi, jsou transportéry
dualezité pro jeho ptisun do cévnich svazki kofene, ale pfi vysokém obsahu boru v ptidé musi
byt jejich aktivita potlatena, aby nedochéazelo k ptiliSnému piijmu boru, ktery je sice pro
rostlinu potiebny, ale ve velkém mnozstvi je toxicky. Redukce BORI1 je zprostfedkovana jeho
endocytozou z plazmalemy do vakuoly, kde je poté protein degradovan. Tento proces
dokazuje pfesun GFP-BOR1 do vakuoly nasledovany postupnym vymizenim GFP signalu ve
vakuole u rostlin Arabidopsis péstovanych v pudé s vysokym obsahem boru. U jeho protéjsku
GFP-NIP5;1 se tato draha nepotvrdila, redukce NIPS5;1 ziejmé spociva pfimo ve snizené
expresi jeho genu NIP5;1 (Takano et al. 2010). Protoze pfi nizkém obsahu boru v pudé faze
promotoru GUS indikovala zvySenou expresi NIP5;1 v elongacni zon¢€ koiene a v kofenovych

vlascich, za vysokého obsahu boru se exprese snizila (Takano et al. 2006).
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Obr. 11. Schéma transportu boru do xylému koiene u Arabidopsis thaliana pomoci pienasecu

v plazmatické membrané (Robert a Friml 2009).

Pro ustaveni polarizované lokalizace BOR1 na membrané je nezbytna pfitomnost
tyrozinovych zbytkll v pozici 373, 405 a 398 vregulacni oblasti Ctvrté cytoplazmatické
smycky tohoto proteinu. Jejich mutace zptlisobi ztratu polarizované lokalizace v buikach
pokozky i kofenové Spicky, ale prekvapivé nikoli v endodermalnich buinkach (Takano et al.

2010). Na rostlinach nesoucich mutaci v nékterém z téchto tyrozinovych zbytkli se testoval
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také jejich vyznam v dopravé prenaSece BOR1 do vakuoly v podminkach nizké a vysoké
dostupnosti boru v prostiedi. A podle rychlosti degradace u jednotlivych mutantl se zjistilo,
ze tyrozinové zbytky jsou potfebné nejen pro zprosttedkovani polarni lokalizace
v elongujicich se epidermalnich bunkach a v buikach kotenové Spicky, ale také pro
nasmérovani BOR1 k degradaci do vakuoly. Degradace ve vakuole je hlavnim mechanismem
kontroly mnozstvi BOR1 pfi idedlnim obsahu boru v pidé nebo pfi jeho nadbytku. Syntéza
BORI je také kontrolovana snizenou expresi jeho genu BOR1 v zavislosti na mnozstvi boru
v pud¢. Mutant borl-1, s nepolarni lokalizaci v buiikach kofenové $picky pii nizkém obsahu
boru, mél velmi zkraceny rist stonku. Oproti BOR1, neobsahuje NIP5,1 na tyrozinu zaloZeny

signal ve vnitrobunécné oblasti smycky (Takano et al. 2010).

A B

Obr. 12. Polarni lokalizace pienaSe¢t v kofenové Spi¢ce a elongaéni zoné koiene Arabidopsis

thaliana A) GFP-NIP5;1, B) GFP-BORI (Takano et al. 2010).

Lateralni polarita byla popsana také pro membranové pifenaSecCe UcCastnici se piijmu
kfemiku u rostlin s vysokym pozadavkem na kiemik, konkrétné u Oryza sativa, ktera velmi
siln¢ akumuluje kifemik ve svém téle (> 10% obsahu susiny). K transportu kiemiku ve formé
kyseliny kiemicité do kotfenovych bun€k u Oryza sativa dochazi prostifednictvim kanalu
(Lsil, low silicon rice 1, neboli OsNIP2;1), ktery je podobné jako dalsi NIP (nod26-like
intrinsic protein) proteiny, pfibuzny s aquaporiny (Ma et al. 2006). Dalsim zkoumanim byl
objeven, Lsilnepftili§ podobny, transportér (Lsi2, low silicon rice 2). Ukézalo se, ze Lsi2
zajistuje vydej kiemiku z bunky. Imunodetekci se zjistilo, Ze je lokalizovan v proximalni
¢asti plazmalemy exodermalnich a endodermalnich bunék kotene, stejné jako kanal Lsil,

ktery je uloZzen na distalni strané kotenovych bun¢k (Ma et al. 2007). Oba dva pienasece jsou
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pottebné pro transport kiemiku do stélé (Obr. 13.). Kfemik je nejprve transportovan do
exodermalnich bun¢k pomoci Lsil a z nich je prostiednictvim Lsi2 uvolnén do apoplastu
dalsich bun¢k, které nemaji apoplastické bariéry. Poté je kiemik opét pomoci
Lsiltransportovan do endodermalnich bun¢k a uvolnén do stélé pomoci Lsi2. Pro transport
kfemiku ptes buiiky s Casparyho prouzky do stélé, kde nelze vyuzit pfenos apoplastem, je
spojeni Lsil a Lsi2 v jedné butice protilehlych domén plazmatické membrany velmi dilezité.
Vi se, ze ptenos pies Lsil je nezavisly na energii, zatimco ptes Lsi2 je to energeticky zavisly
aktivni proces, fizeny protonovym gradientem, ale k blizSimu pochopeni tohoto transportniho
mechanismu bude nutny dal$i vyzkum (Ma et al. 2007). Jeden ze sedmi objevenych
transportérd kovi u Oryza sativa (Belouchi et al. 1997) je transportér (Nramp5, Natural
resistence-associated macrophage protein 5), ktery je hlavnim transportérem zajistujicim
vstup kadmia a manganu do buiniky. Byl objeven ve vnéjs§i doméné plazmalemy bunéck
exodermis i endodermis. Nebyl k nému ale nalezen ekvivalentni transportér zajistujici vydej
manganu a kadmia. Koncentrace téchto dvou prvkil v kofenech a stonku knockout mutanta
byla nizsi nez u divokého genotypu, protoze ztratil schopnost v jejich pfijmu, mél mutant
také celkové mensi vzrist (Sasaki et al. 2012). Nicméné Oryza sativa nemusi piedstavovat
univerzalni modelovou rostlinu, nebot’ ve srovnani s jinymi druhy pfijimé kiemiku velké
mnozstvi a analogy transportéri Lsi u jinych zkoumanych rostlin nevykazovaly takto
signifikantni lokalizaci ani expresi v endodermis. U Zea mays (Zm Lsil) a Hordeum vulgare
(Hv Lsil) jsou pienaSeCe kiemiku lokalizovany v epidermdlnich, hypodermalnich bunikach a
v bunikach stfedniho valce (Obr. 14.). Homology transportéru pfenéasejiciho kiemik z bunky
Lsi2 byly také objeveny u Zea mays a Hordeum vulgare zde se Lsi2 nejsilnéji exprimoval
v bazalni oblasti kofene s regulaci zavislou na obsahu kifemiku v rostliné. Zm Lsi2a Hv Lsi2
jsou lokalizovany pouze v endodermis a nevykazuji polaritu na rozdil od Os Lsi2, ktery je
polarizovan 1 v exodermis, nejspiS pro efektivnéjsi transport kiemiku do stélé. Polarita
transportérd u Zea mays a Hordeum vulgare ziejmé neni vyvinuta, protoZze tyto rostliny
nepfijimaji kiemik v tak velkém mnozstvi jako Oryza sativa (Mitani et al. 2009).

Dalsi ptiklad centralné-periferni polarity ukazuje, ze ne vSechny PIN jsou orientovany
apikalné nebo bazaln¢. PIN3 protein, s centralné-periferni polaritou v endodermalni bunce, je
auxinovy pfenaSe¢ nezbytny pro fototropismus hypokotylu a gravitropismus kofene. Ve tmé
méa PIN3 v endodermalnich bunikdch hypokotylu apolarni lokalizaci, pfi vystaveni kofent
svétlu postupné mizi z vnéjsi oblasti plazmalemy a naopak zlstdva ve vnitini oblasti
plasmalemy orientované smérem ke stfednimu valci. Recyklace na plazmalemu je citliva na

inhibitor drahy vacku tzv. brefeldin A (BFA), jehoz aplikace indukuje intracelularni akumulaci
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PIN3-GFP v epidermalnich bunikach hypokotylu. CoZz dokazuje, Ze fototropickd odpovéd’ a
svétlem zprostfedkovand PIN3 polarizace vyZzaduje drahu citlivou na BFA, se zapojenim
serin/treonin-proteinkinazy PINOID (PID) a zifejm¢ endocytézu PIN3 z vnéj$i do vnitini
oblasti plazmalemy zavislou na GNOM (Ding et al. 2011). Po nerovnomérné svételné
stimulaci je PIN3 na osvétlené strané hypokotylu piesunut z vnéjsi oblasti plazmalemy
endodermalnich bunék a stabilizuje se na jejich vnitini strané. Na zastinéné stran¢ kotene
naopak PIN3 ve vné&jsi oblasti plasmalemy zlstava a zachovava si apolarni lokalizaci. Tato
PIN3 asymetrie zpasobi auxinovy tok do mista zastinénych bunék (Ding et al. 2011;
Rakusova et al. 2015). Ztoho vyplyva, ze PIN3 aktivita dava endodermis funkci
obousmérného ventilu, Zene auxin k vnéj$i nebo vnitini vrstvé, podle vné&jSich lokéalnich
podminek. A podobné to probihd i pii gravitropismu, coz naznacuje, ze PIN3 je zapojen i
v dalSich tropizmech (Dinneny 2014). Neddvno objevenou funkci auxinu je podpora iniciace
lateralnich kotenil, kde je PIN3 exprimovan na proximalni strané¢ endodermalnich bunék
(Marhavy et al. 2011).

Jak jiz bylo vySe naznaceno, laterdlni polarita a s ni spojeny polarizovany vyskyt
transportérii se netyka vzdy jen endodermalnich, nebo exoderméalnich bunck. To potvrzuje 1
pozorovani sedmi nezavislych transgennich linii nesoucich BOR4-GFP fuzi, které ukazalo, Ze
transportér boru BOR4 akumuluje do plazmalemy na distalni strané¢ bun¢k protodermu (Obr.
11.) v elongac¢ni zén¢ kotene za vysoké koncentrace boru, coz naznacuje, ze BOR4 nepodléha
(na rozdil od BOR1) postranslacnimu degrada¢nimu systému, ktery zajistuje vymizeni BOR1
z plazmalemy pfi vysoké dostupnosti boru v prostfedi. Se zvySujicim se obsahem kyseliny
borité v pudeé stoupala akumulace BOR4-GFP a tim i tolerance rostliny k boru. Distalni
lokalizace BOR4 je diilezitd pro ptfimy export boru z kofenti do pidy a pro zabranéni jeho
akumulace v xylému a v rostoucich bunikach (Miwa et al. 2007). Podobn¢ také vysoce afinitni
transportér dusiku (NRT2.4, Nitrate transporter2.4) u Arabidopsis U¢inny za nizké
koncentrace dusiku je pfednostné lokalizovan ve vnéjsi doméné plazmalemy pokozkovych
bun¢k kofene, coz ukazalo GFP (Kiba et al. 2012). Stejnou polarni lokalizaci vykazuje
transportér zeleza u Arabidopsis thaliana (IRT1, Iron-regulated transporter 1) s genem
exprimovanym v epidermis kotfene (Vert et al. 2002). IRT1, jehoZz polarita udrzuje homeostazi
zeleza a dalSich kovi se vyskytuje na vnéj$i doméné plazmalemy epidermalnich buné¢k a je
regulovan transkripei IRT1, ubiquitinaci a recyklaci z endosomu pomoci proteinu obsahujici
domény (Fabl, YOTB, Vacl a EEA1), ze kterych vznikla zkratka proteinu FYVE], jenz vaze
hlavni slozku endozomalni membrany fosfatidylinositol 3-fosfat (Kolb et al. 2015). Mutant se

ztratou polarity, péstovany v piidé€ s velmi nizkym obsahem Zeleza, ukazoval defekt radidlniho
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transportu, snizenou akumulaci Zeleza a krat§i kofenovy rist oproti divokému genotypu.

(Barberon et al. 2014).

Rice @ st [)Lsi2 @ osnNP3:1 ([ Os BOR1 Obr. 13. Schéma

transportu  kiemiku

do cévniho svazku
kofene u Oryza sativa

pomoci prenasect

v plazmatické

Casparian band Casparian band membrané (Takano et
Epidermis I Cortex I Xylem

Exodermis Endodermis al. 2010).

Obr. 14. A) Imunolokalizace Lsi2 v kofeni Oryza sativa, B) Exodermis s fluorescenéné znacenym

Lsil (zelend) a Lsi2 (Cervend), jadra obarvena DAPI a autofluorescence bunééné stény (modie) (Ma et
al. 2007). C) Kofen Zea mays imunodetekci oznaceny Lsi2, lokalizovany jen v endodermis (Mitani et
al. 2009). EN — endodermis, EX - exodermis

Ptijem dalSich iontli do kofene pomoci pienasect jiz nevykazuje tak vyraznou polaritu
vyskytu pfenasecti na membranach bunék kotene. Dalsi transportéry, které jsou dulezité pro
pfijem iontl a nevykazuji polarni umisténi na membrané, jsou naptiklad v transportu drasliku
u Arabidopsis thaliana. Pfenase¢ AtHAKS, jehoz gen byl pfi nedostatku drasliku v ptdé jeden
z nejvice exprimovanych prenasecovych gent. GFP odhalila AtHAKS promotorovou aktivitu
(Obr. 15.) v epidermis, v buiitkach primarni kiry a stélé dospélych kotfenti a dokonce silng€jsi
aktivitu v postranich kofenech, naopak velmi nizkd az neaktivni lokalizace byla v kofenové

Spicce (Gierth et al. 2005). Vyrazna lateralni polarita lokalizace AtHAKS nebyla pozorovana.
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Podobné také jeden znejvyznamnéjSich ptenaSect zajiStujicich piijem nitrdtu (NRT1.1,
Nitrate-regulated auxin transport), ktery je zapojen i v transportu auxinu, nevykazuje ve
svrchnich bunécnych vrstvach kofene lateralni polaritu vyskytu (Obr. 15.). NRTI1.1. je
zapojen také vregulaci rastu postrannich kofent v zavislosti na dostupnosti nitratu v
prostfedi. Mutant NRT1.1 vykazoval zvySenou akumulaci auxinu a dusiku v postrannich

kofenech rostoucich v piidé s nizkym obsahem dusiku (Krouk et al. 2010).

lateral root

eﬁidermis

Obr. 15. A) Lokalizace GFP-AtHAKS5 v epidermis postranniho koiene Arabidopsis (Gierth et al.
2005), B) NRT1.1-GFP lokalizace ve $pi¢ce postranniho kotfene Arabidopsis (Krouk et al. 2010).

6. SHORT-ROOT a SCARECROW

SHORT-ROOT (SHR) je gen zodpovédny za signalni regulaci radialniho rustu,
konkrétné¢ za asymetrické bunécné déleni v diferenciaéni zoéné kofene, kam se radialné
ptresouva ze stélé, diky cemuz vznika endodermis a primarni ktira (Helariutta et al. 2000) SHR
je exprimovan jiz béhem embryogeneze v primarni kiife a v inicidlach endodermis. GFP
ukazalo pohyb SHR proteinu do jednotlivych vnéjsich tkéani, kde vstupoval do jader déjicich
se bun¢k a po jejich rozdé€leni zistal pouze v jadru t€ vnitini bunky, ¢cimz pravdépodobné fidi
radialni symetrii (Nakajima et al. 2001). Pro pohyb SHR je nicméné nutna i jeho lokalizace
v cytoplazmé (Gallagher et al. 2004). Spoluzapojeny gen s podobnou funkci SCARECROW
(SCR) je exprimovan také v primarni kife a v inicialach endodermis. Lokalizace exprese
dovoluje, t¢émto dvéma gentim u Arabidopsis thaliana, regulaci radialni organizace nejen v
meristému kofene (SHR, SCR), ale i ve stonku (SCR) (Di Laurenzio et al. 1996; Wysocka-
Diller et al. 2000). Zatimco SHR gen reguluje bunécné déleni a endodermalni specifikaci,
SCR reguluje primarné jen bunécné déleni. A piedpokladéa se, ze SHR je mozna pozitivnim
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regulatorem exprese SCR (Helariutta et al. 2000). Roli téchto gent v radialnim déleni
meristému ukazaly jednotlivé mutanty. Shr mutant nema v kotenech vyvinuté endodermalni
buiiky, ma jen jednu vrstvu bun¢k primarni kiiry a mnohem méné bunék ve stiednim valci
oproti divokému genotypu nebo scr-3 mutantu, kvili cemuz mé mensi pramér a délku kotene
(Martinka et al. 2012). Scr-3 mutant ma nekompletni endodermalni vrstvu, nebot’ primarni
kira je slozena zvnéjSich endodermalnich bun€k a z atypickych bunék primarni kiry
pochazejicich z tangencialni nerozdélené inicialy, Casparyho prouzky jsou ukladany stejné
jako u divokého genotypu. Mutant Scr obsahuje endodermalni bunky podobné tém v divokém
genotypu s Casparyho prouzky a suberinovymi lamelami, ale také ma atypické bunky
nevytvarejici pravé Casparyho prouzky, jen nepravidelné utvary z ligninu. Shr nerozviji
Casparyho prouzky ani suberinové lamely v zadnych svych endodermdlnich bunkéach

(Martinka et al. 2012).

7. Zavér

Za tvorbou a ukladanim apoplastickych kofenovych bariér stoji fada procesti a mechanizmi,
z nichz byla dosud objevena pouze ¢ast. Zatim je nejpodrobnéji popsané ukladani Casparyho
prouzki, pii jehoz vyzkumu doslo k objevu dilezitych a zajimavych membranovych proteint,
které pomahaji cilené depozici ligninu. Suberinové lamely vyzaduji syntézu suberinu. Tento
polymer se diky své struktuie $patn¢ izoluje a zkouma, kviili ¢emuz jsou znamy pouze jeho
hlavni komponenty, které umoznuji ziskat jen piibliznou predstavu o jeho makromolekularni
struktufe. O jeho syntéze se vi pomérné dost, ne vSak tolik aby se mohl tento velice zajimavy
proces ukladani suberinovych lamel kompletné popsat. Doposud se nejméné zjistilo o
sekundarnim tloustnuti v terciarni fazi vyvoje bunéénych stén v endodermis a jest¢ méné
v exodermis. Existence ptikladd tloustnuti v jinych bunécnych vrstvach nestaci pro plné
pochopeni diferenciace endodermis a exodermis. Ve své budouci praci, bych se proto chtél
zamétit na diferenciaci téchto vrstev kofene Zea mays ve vztahu k nedostatku zivin v pideé.
Dosavadni vyzkumy ukazuji snizenou a zpomalenou tvorbu exodermis a diferenciaci
apoplastickych bariér v podminkéach chudych na Ziviny, ale jiné naopak potvrzuji zrychlenou
tvorbu bariér za nedostatku zivin. V mé magisterské praci bych se proto chtél vénovat vztahu
mezi dostupnosti Zivin a vyvojem bariér v kofeni a mechanismiim koordinace vyvojovych
procesit v kofenech (predevs§im mezi vétvenim kofene a diferenciaci exodermalni vrstvy),

vcetné zapojeni auxinu v koordinaci téchto procest.
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