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Abstrakt

Tato prace shrnuje soucasné poznatky o komunikaci partnerl béhem progamické faze pylu se
zamérenim na rostliny ¢eledi brukvovitych. Po specifickém pfichyceni pylu na bliznu stejného
druhu se peptidy pylového tryfinu vaZzou na receptory papilarni buriky. Peptidy PCP (POLLEN
COAT PEPTIDE) kompetitivné inhibuji autokrinni signalizaci vnimanou receptorem FERONIA v
papilarni burice a tim umozni pfijeti pylu. Naopak pylovy protein SCR (S-LOCUS CYSTEIN RICH
PROTEIN) detekovany receptorem SRK (S-LOCUS RECEPTOR KINASE) urcéuje inkompatibilitu
pylu. Pro rlst pylové lacky je zasadni regulace orientované sekrece. BEhem ristu lacky ¢nélkou
a vodicim pletivem jsou vnimany komponenty extracelularni matrix i pfimo tuhost prostredi a
tlak. Na své cesté k vajicku lacka dozrava, dochazi ke zménam genové exprese a ziskava
kompetenci k vnimani signalt. Lacka z vodiciho pletiva zahyba na poutko diky ovuldrnim
signalim. Lacka je pfrijata synergidami, komunikace probihd pomoci peptidi RALF (RAPID
ALKALIZATION FACTOR) a receptoru FERONIA. Signalizace vyusti v prasknuti pylové lacky a
dopraveni spermatickych bunék k sami¢im gametam. Spermatické buriky se navdzou na
vaje¢nou bunku a centralni buniku zdrodecného vaku a po potvrzeni sprdvného rozmisténi se
samic¢imi gametami fuzuji. Po oplodnéni vajecnd bunka degraduje signalni molekuly a
perzistentni synergida degraduje. Pfi nelUspéSném oplozeni perzistentni synergida muze

prildkat dalsi pylovou lacku.

Klicova slova: samci gametofyt, pylova lacka, progamicka faze, signalizace, vedeni pylové lacky



Abstract

This thesis summarizes the current understanding of the communication between partners
during the progamic phase of pollen with focus on the cruciferous family After attachment of
conspecific pollen to stigma, pollen coat peptides (PCP) competitively inhibit the signaling
perceived by the FERONIA receptor in the papillary cell and thus allow pollen acceptance.
Contrary, the interaction of pollen protein SCR (S-LOCUS CYSTEIN RICH PROTEIN) with SRK
receptor (S-LOCUS RECEPTOR KINASE) determines pollen incompatibility. The regulation of
oriented secretion is essential for pollen tube (PT) growth. During the growth of the PT, the
components of the extracellular matrix as well as stiffness and preassure are perceived. On its
way to the egg, the PT matures and acquires the competence to perceive signals. The PT exits
the transmitting tract thanks to the ovular signalisation. The PT is accepted by synergids,
communication takes place involving RALF peptides (RAPID ALKALIZATION FACTOR) and the
FERONIA receptor. The signaling results in the rupture of the PT and the transport of sperm
cells to the female gametes. Sperm cells bind to the egg cell and the central cell and after
confirmation, fuse with the female gametes. After fertilization, the egg cell degrades signaling
molecules and the persistent synergid also degrades. If fertilization fails, the persistent

synergid may attract additional pollen tube.

Keywords: male gametophyte, pollen tube, pollen-pistil interaction, progamic phase,

signalling, pollen tube guidance
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2 Uvod

Cilem prace je shrnout soucasné poznatky ohledné pribéhu progamické faze pylu, kde
podobné jako tanecnici tanga spolu partnefi diimysiné komunikuji. Tato faze vyvoje pylu
zacind dosednutim pylu na bliznu a kon¢i dvojitym oplozenim. Zaméreni je predevsim na celed
Brassicaceae a druh Arabidopsis thaliana. Progamickd faze se déli na nékolik fazi, podle
kterych je ¢lenéna i tato prace. Po adhezi pylu dochazi k jeho hydrataci. U ¢eledi brukvovitych
se suchou bliznou musi pro Uspésnou hydrataci pylu papilarni burika zahajit sekreci vody. Diky
tomu mUZe nastat prisna kontrola kompatibility pylu a jen kompatibilnim pylovym zrndm je
umoznéna hydratace a vykli¢eni. Po vykli¢eni jsou dvé spermatické buriky potfebné pro dvojité
oplozeni dopraveny pylovou lackou k vajicku. Zda se, Ze pro cestu lacky pestikem az do jejiho
prasknuti uvnitf vajicka dostacuje vegetativni burika, a tedy spermatické buriky se jevi jako
pasivni ndklad (Zhang et al., 2017). Béhem r(stu lacky dochazi ke zméndm genové exprese a
ziskavani kompetence k vnimani rlznych signdl{i. To mize byt pozorovdno na rozdilu in vitro
a semi-in vivo experimentl. V prvnim pripadé pylova lacka roste i kli¢i vumélém médiu,
v druhém pripadé lacka kli¢i na blizné, prortsta ¢nélkou a aZ poté roste v pfipraveném médiu.
V praci jsou uvadény objevené dynamiky intraceluldrniho vapniku, protoze, diky jeho roli
druhého posla, mohou nastinit pribéh bunécné signalizace. Rostliny ¢asto vyuzZivaji stavajici
mechanismy k novym funkcim. Je tomu tak i v pripadé signalizace pylové |acce. Receptorova
kindza FERONIA, ktera kromé dale zminénych funkci pfi ptijeti pylového zrna a prijeti pylové
lacky ma roli i v rostlinné imunité (Zhang et al., 2020)*. Rodina peptid( DEFL (DEFENSIN-LIKE)
obsahuje peptidy, které se ptimo podileji na obrané proti patogenim svymi inhibi¢nimi ucinky.
Do DEFL rodiny ale patfi i LURE peptidy lakajici pylovou lacku na cesté k vajicku (Dresselhaus
and Marton, 2009)*. Odpovéd na pylovou lacku je tedy silné spojena s mechanismy odpovédi

na patogeny.

3 Rozmnozovani krytosemennych rostlin

Pro pochopeni souvislosti je vhodné zaméfit se na rozmnoZovani krytosemennych rostlin a
jeho evoluci. Béhem Zivotniho cyklu rostlin, diploidni sporofyt produkuje haploidni spory,
z kterych vznikd gametofyt. V rdmci evoluce vyssich rostlin se nékolikrat nezdavisle na sobé
vyvinula heterosporie. Jedna se o tvorbu spor rtznych velikosti (Bateman and DiMichele,

1994)*. Pfi heterosporii dochazi k rozdéleni spor na mikrospory a megaspory na zakladé



optimalizace investice zdrojl do jejich tvorby. Do velkych megaspor je investovano vice pro
zvyseni Zivotaschopnosti nového jedince, tim padem mikrospory nemusi pfinaset takové
mnozstvi energie a jsou produkovany s minimalni moznou investici zdroja ve velkém mnozstvi.
Heterosporie se tedy velmi podobd anisogamii, neboli rozdéleni gamet na mensi sam¢i a vétsi
samici (Petersen and Burd, 2017)*. Dalsi inovaci je uzavieni megasporangii uvniti' sporofytu
odkud uZ nedochazi k uvolfiovdni megaspor. Tim je zvySena ochrana a vyZiva megaspor a
pohlavni rozmnozZovani semennych rostlin tedy neni pfimo vazané na vodni prostredi. Spolu
s uzavienim megasporangii je nutna produkce odolnych mikrospor obsahujicich redukovany
gametofyt. Ty se pak mohou Sifit vzduchem a dopravit se k sami¢imu gametofytu umisténému
i vysoko na sporofytu (Wang and Bai, 2019)*. Oproti nahosemennym rostlindm maiji
krytosemenné dva vaje¢né obaly misto jednoho a vajicka chranéna uvnitf pestiku. Pylova lacka

tak tomu musi za pomoci komunikace s okolnimi tkanémi pror(stat pestikem az k vajicku.

Samici megaspory vznikaji v megasporangiu, tim je nucellus vaji¢ka. Zde z materské burky
zarodecného vaku (megasporocyt) meidzou vnikaji Ctyfi haploidni megaspory. Tfi z nich
odumiraji, zlstava jedina, ta se nazyva mlady zarodecny vak. Nasledné tfikrat po sobé
probéhne jaderné déleni, vysledny zraly zdrodecny vak obsahuje osm jader. Cytokinezi vznika
Sest haploidnich bunék — 3 antipody, 2 synergidy, vaje¢na burika a jedna diploidni centralni

burika zarode¢ného vaku.
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Obr. 1: Souhrnné schéma vyvoje pylu

V prasném pouzdru neboli mikrosporangiu se meioticky déli materské pylové buriky
(mikrosporocyty). Vytvafri se Ctyfi haploidni mikrospory, které jsou kalosou spojeny do tetrad. Tetrady
se rozvolnuji za pomoci enzymu kalasy sekretovaného vnitini vrstvou prasného pouzdra — tapetem.
Mikrospory si vytvareji bunécnou sténu, kterd je sloZena ze dvou vrstev — vnitini intina, vnéjsi exina.
Béhem dozravani mikrospor se na tvorbé exiny podileji i buriky tapeta. Ve volnych mikrosporach
dochazi k vytvoreni velké vakuoly a pfitisknuti jadra k bunécné sténé. Takto polarizovana burika se
asymetricky rozdéli a vznika velka vegetativni a mala generativni burika, toto déleni se nazyva pylova
mitdza |. Generativni burika se nasledné vnofuje do burky vegetativni. Dale podstupuje pylovou
mitdzu Il a vnikaji dvé spermatické buriky. Nacasovani druhého déleni se u rostlin lisi, m(zZe nastat ve
zrajicim pylu — vznika trojbunécény pyl, ten se vyskytuje napfiklad v ¢eledi brukvovitych, nebo az po
vykli¢eni pylu — tvofi se dvojbunécny pyl. Vyvoj pylového zrna je zakonéen akumulaci rezerv a
dehydrataci. Dehydratace umozni odlehceni pylovych zrn potfebné pro jejich spravné rozsireni.
Pouzité zkratky: R!, meiosa; PMI, pylova mitdza I; PMII, pylova mitéza Il. Pfevzato a upraveno z
(Hafidh and Honys, 2021)*.

Pyl béhem svého vyvoje vyuziva mechanismy stresové odpovédi. Zejména proteiny teplotniho
Soku (,heat shock protein”), které pti dehydrataci a ndsledné rehydrataci pomahaji
spravnému uloZeni a aktivaci rezerv RNA a protein(. Proto je pyl obzvlasté citlivy na teplotni

stres, ktery ovlivni stejné mechanismy a narusi jejich fyziologické funkce (Sze et al., 2021).



4 Adheze a hydratace pylového zrna

4.1 Prichyceni pylu a adheze

Po pristani pylového zrna dochazi ke specifickému prichyceni (,,pollen capture®), jehoz sila je
zavisla na pribuznosti pylu a samici rostliny. U Arabidopsis pro prvotni pfichyceni dostacuji
lipofilni molekuly exiny (Zinkl et al., 1999). Mohlo by se jednat o sporopolenin, protoze
mutanti v enzymech jeho syntézy (LESS ADHESIVE POLLEN — LAP) se vyznacuji nizkou

adhezivitou pylu a samdi sterilitou (Kim et al., 2010).

V bakulich uvnitf exiny je uschovan tryfin (,pollen coat”, ,tryphine”) pochazejici z bunék
sporofytického tapeta. Je tvoren prevaziné lipidickymi latkami, proteiny a peptidy, mlze
obsahovat i celé organely (Dickinson et al., 2000%*; Piffanelli et al., 1998*). Po pfichyceni pylu
se tryfin uvolni z bakuli a rozleje po povrchu papildrni buriky (Elleman and Dickinson, 1990).
Po promiseni s kutikulou papilarni buriky expanduje jeji bunééna sténa (Elleman et al., 1992).
K tomuto dochazi po nékolika minutach, béhem 10 minut se pyl polarizuje a u mista kontaktu
s papilou se akumuluji vacky (Kandasamy et al., 1994). Ke komunikaci mezi pylem a papilarni
bunkou dochazi interakci peptidd pylového tryfinu — PCP (POLLEN COAT PEPTIDE) a receptort
v bunécéné sténé papilarni buriky SLG (S-LOCUS GLYCOPROTEIN) a SLR1 (SLG-LIKE RECEPTOR 1)
(Doughty et al., 1993; Hiscock et al., 1995). Navazani PCP na SLG a SLR1 zvySuje adhezi,
experimentdlni zablokovani exprese SLR1 nebo zablokovani SLG a SLR1 pomoci protilatek

adhezi snizi (Luu et al., 1999).,

4.2 Autoinkompatibilita

Pti samoopyleni rostlin dochazi k zvySovani podilu homozygot( v populaci a tim se mohou
snadnéji projevit negativni recesivni alely. Tento jev se nazyva imbredni deprese. Také
nedochdzi k michani genomu rodica, které zvysuje genetickou variabilitu populace. Z téchto
dlvodld se samoopyleni vétSina rostlin snazi zabranit pomoci prostorového ¢i ¢asového
oddéleni produkce pylu a vajicek, nebo pomoci autoinkompability. Pfi autoinkompabilité se
uplatiuji geny S loku, pti¢emz pylu se stejnou alelou S loku pestik znemozni oplozeni. Pokud
zaleZi pouze na genotypu pylu a samiéi rostliny jedna se o gametofytickou autoinkompabilitu,
pokud se v pylu projevuji obé rodicovské varianty S loku je autoinkompabilita sporofyticka.

Brukvovité rostliny vyuzivaji sporofytické inkompability. Nékteré rostliny (napt. A. thaliana)



samoopyleni vyuZivaji, jelikoz umoziiuje snadné opyleni bez potfeby partnera (Buchanan et

al., 2015)*.

Receptory SRK (S-LOCUS RECEPTOR KINASE) a SLG jsou hlavni samiéi determinanty
sporofytické inkompatibility, pfiCemz nezbytna je pfitomnost pouze SRK, ale sekretovany SLG
zvysSuje jeji uc€innost (Takasaki et al., 2000). Transmembranova receptorova kindza SRK ma
extraceluldarni doménu homologni k SLG. Geny SRK a SLG jsou polymorfni a v genové vazbé
(Stein et al., 1991). Ligandem SRK nachazejicim se v pylovém tryfinu, je polypeptid SCR, znamy
také jako SP11 (S-LOCUS CYSTEINE-RICH PROTEIN/ S-LOCUS PROTEIN 11), ktery je také

polymorfni (Schopfer et al., 1999).

Navazanim ligandu se SRK fosforyluje, aktivuje a s pomoci dalsi kindzy vazané na plasmatickou
membranu - MLPK (M-LOCUS PROTEIN KINASE) aktivuje protein ARC1 (ARM REPEAT
CONTAINING 1) (Kakita et al., 2007; Stone et al., 2003). ARC1, E3 ubikvitin ligdza, zastavuje
inkompatibilni pyl ubikvitinaci papilarnich proteini nezbytnych pro hydrataci pylu a jeho
vykliceni, jako je Exo70A1 (Samuel et al., 2009). Exo70A1 je peptid, ktery je soucdsti exocyst
komplexu. Ten fidi kotveni vaekd k membrané a Géastnici se orientované sekrece (Zarsky et

al., 2009)*.

Pfi opylenim nekompatibilnim pylem nastane zvy3eni koncentrace cytoplazmatického Ca?*
v papilarni bunce. Z molekul pylu je pro tento jev nezbytny pouze nekompatibilni SCR,
papilarni burika potiebuje funkéni kanal GLR (GLUTAMATE RECEPTOR-LIKE CHANEL) a i umélé
navy$eni Ca?* v papildrni bufice zpuUsobi odmitnuti pylu (lwano et al.,, 2015). Pro
autoinkompatibilni reakci je nutna pritomnost ROS (reaktivni formy kysliku) na blizné,

nekompatibilni pyl zplsobi zvySeni jejich koncentrace (Zhang et al., 2021).

U Solanaceae, Rosaceae a Plantaginaceae je mechanismus autoinkompability zaloZen na
produkci toxickych S-RNaz v pestiku, které mohou byt degradovény SLF (S-LOCUS F-BOX)

proteinem jiné S alely (Hua et al., 2008*; Kubo et al., 2010%*).



4.3 Hydratace pylu

Zrala pylova zrna jsou dehydratovdna a pro obnoveni metabolické aktivity a rlst pylové lacky
potfebuji pfijmout vodu. V ramci tryfinu je i mnoZstvi enzyma a protein( interagujicich s lipidy
a béhem wvyliti z bakuli dochazi k jeho preusporadani (Elleman and Dickinson, 1986). Pravé
sloZeni lipid(i a proteint tryfinu ma vliv na Uspésnost a rychlost hydratace (Fiebig et al., 2000;

Mayfield and Preuss, 2000; Preuss et al., 1993).

Kromé vySe zminéné adheze jsou peptidy PCP, konkrétné PCP-B potifebné ke spravnému
zahdjeni hydratace (Wang et al., 2017). Nové poznatky C. Liu kol. (2021) osvétluji
mechanizmus pusobeni PCP-B jako signdlu pro pfijeti pylového zrna. Pro jeho pochopeni se
nejprve musime zaméfit na funkci receptorové kindzy FER (FERONIA), kterd byla zjisténa
vyzkumem koren(. FER spolecné s GPI (glykosylfosfatidylinositol) kotvenym proteinem LLG
(LORELEI-LIKE GPI-ANCHORED PROTEIN) aktivuje GTPazu ROP (RHO-LIKE GTPASE OF PLANTS).
Aktivovana ROP indukuje tvorbu ROS pomoci NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfat)
oxidazy RBOHD (RESPIRATORY BURST OXIDASE HOMOLOG D) (Duan et al., 2010; Li et al.,
2015). V papildrni burice se v komplexu s FER vyskytuje dalsi receptorova kinaza ze stejné
rodiny genli ANJ (ANJEA). Komplex ANJ-FER spolu s LLG1 vazZe autokrinné sekretované peptidy
RALF23, 33 (RAPID ALKALINIZATION FACTOR 23, 33), aktivaci ROP2 a RBOHD indukuje
produkci ROS na blizné. Tato signalizace je narusena uvolnénim PCP-B z pylu, které se také
vazou na ANJ-FER a kompetitivné inhibuji RALF22, 33 signalizaci. Tim se prerusi tvorba ROS, a
nasledné snizeni jejich koncentrace umozni hydrataci a kliceni pylu. U mutantt v této draze se
snizenou koncentraci ROS na blizné dochazi k rychlejsi hydrataci pylu (C. Liu et al., 2021). Pfi
autoinkompatibilni reakci dochazi nezndmym zplsobem k aktivovani stejné drahy a tedy ke
zvySeni produkce ROS (Zhang et al., 2021). Na blizné se vyskytujici se ROS mohou byt zhaseny

oxidem dusnatym pfitomnym v pylovych zrnech (Mclnnis et al., 2006).

V apikdlni casti papildrni bunky, kterd je v kontaktu s pylovym zrnem dojde ke zvyseni
koncentrace cytoplazmatického Ca?*. Nasleduje vytvofeni pregerminaéniho gradientu Ca%*v
pylovém zrnu. Pro jeho vytvofeni a pro kli¢eni jsou potfebné Ca2* kanaly (Iwano et al., 2004).
Pregerminacni gradient je nezbytny pro vykliceni pylové lacky (Heslop-Harrison and Heslop-
Harrison, 1992). V papilarni burnce dojde k oscilacim koncentrace vapniku se tfemi maximy,
postupné: pred hydrataci, vyklicenim pylu a po proniknuti pylové lacky do bunécné stény

papily (lwano et al., 2004).



Signalizace slozkami tryfinu kompatibilniho pylu indukuje zmény v aktinovém cytoskeletu
papilarni bunky. Je zvySena polymerizace aktinu a dochazi ke vzniku svazk( aktinovych vlaken
(,actin bundles”) v apikdlni c¢asti burniky. Tyto zmény vedou k preorientovani vakuolarniho
systému smérem k mistu kontaktu. Naopak inkompatibilni pyl vyvolava depolymerizaci aktinu
a naruseni struktury vakuol, podobné, naruseni polymerizace aktinu zamezi vykli¢eni pylu
(lwano et al., 2007). Goring (2018)* porovnava zjisténé koncentrace Ca?* pfi kompatibilni
(lwano et al., 2004) a nekompatibilni (lwano et al., 2015) stigmatické reakci. Koncentrace pfi
kompatibilni reakci odpovida dfive zjisténé koncentraci podporujici tvorbu aktinovych svazku
pomoci villinG. B&hem nekompatibilni reakce je koncentrace Ca%* vy$si a odpovida
koncentraci, pfi které jsou aktinova vlakna Stépena villiny a profiliny vyvazuji monomerni

aktin.

Vyskyt sekrecnich vacka v papilarni burice B. oleracea po kompatibilnim opyleni i vyskyt vacku
v bunécné sténé byly zjistény jiz dfive, ale extracelularni vacky byly pokladany za artefakty
(Elleman et al., 1992; Elleman and Dickinson, 1996). Jejich pfitomnost byla vysvétlena
pozorovanim exocytdzy multivezikularnich télisek (Safavian and Goring, 2013). U Arabidopsis
byla pozorovdna exocytéza jen jednoduchych vack(. Exocytdza vackl je pritomna pouze u
kompatibilni reakce, pfi odmitnuti pylu jsou vacky dokonce odstranovany autofagii (Safavian
and Goring, 2013). Jedna z molekul, ktera je pfi kompatibilni reakci transportovana vacky na
plazmatickou membranu papildrni bunky v misté kontaktu s pylovym zrnem, je ACA13
(AUTOINHIBITED CA2+ ATPASE 13), ATPaza pumpujici vapenaté ionty ven z bunky. Exprese
ACA13 je po opyleni zvySena v papilarnich burikach i burikach vodiciho pletiva (,,transmitting

tract”) (lwano et al., 2014).
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Obr. 2: Souhrnné schéma komunikace pylu a papilarni burfiky

Prvni obrdzek znazornuje pfrijeti kompatibilniho pylu. Pylové peptidy PCP-A se vaZou na receptory v bunécné
sténé papilarni bunky a podileji se na adhezi pylu. Peptidy PCP-B kompetuji s RALF peptidy o vazbu na ANJ-FER-
LLG1 komplex a blokuji tim jeho aktivaci, a tedy i aktivaci ROP2 a tvorbu ROS pomoci RBOHD. Dochazi k exocytdze
a transportu ACA13 na membrdnu. Druhy obrdzek ukazuje autoinkompatibilni reakci. Hlavnim signdlem je pylovy
peptid SCR, ktery se vaze na SRK receptorovou kinazu. Pomoci MLPK kindzy se signdl pfenasi na ARC1 ubikvitin
ligdzu, ta ubikvitinaci Exo70Al inhibuje exocytdézu. Zatim nezndmym mechanismem je aktivovana FER drdha
aktivujici produkci ROS (na obrazku pferusovana sSipka ukazuje moznost aktivace FER pomoci SRK kinazy). Kanal
GLR je nezndmym mechanismem aktivovan piitomnosti SCR a zpUsobuje zvy3eni koncentrace Ca®* v papilarni
burice, které ma za nasledek odmitnuti pylu (na obrazku prerusovana Sipka naznacCuje moZnost aktivace

fosforylaci pomoci SRK kinazy).



5 Kli¢eni a prortistani pylové lacky bliznou
5.1 Kliceni

Vyzkumem kli¢eni pylu bylo objeveno mnoho latek, které na klic¢eni maji prokazatelny vliv, ale
jejichz funkce je nejasnd. Sulfinylované azadekaliny, které mimikuji strukturu latek
produkovanych bliznou, zvysuji kli¢ivost pylu (Qin et al., 2011). Brassinosteroidy zvysuji
klicivost pylu i rychlost ristu pylové lacky in vitro. Vysledna rychlost se vice podoba ristu in
vivo. Pylové lacky na rostlinach s poskozenou syntézou brassinosteroid(i rostou vyznamné
kratsi (Vogler et al., 2014). Také sloZeni kutikuly samici rostliny ovliviiuje kli¢eni pylu,
pritomnost dlouhych mastnych kyselin zpUsobi kliceni pylu i mimo bliznu (Wolters-Arts et al.,

1998).

Béhem kli¢eni a rlstu pylové lac¢ky dochazi ke zvySeni a zménam transkripce oproti zralému
pylovému zrnu (Wang et al., 2008). Vysledky pokus( s inhibitory transkripce a translace se
mirné lisi, predevsim ve vyznamu transkripce béhem kli¢eni. Podle Honyse a Twella (2004),
inhibice translace vyznamné snizi kli¢ivost a témér zastavi rlst pylové lacky, ale inhibice
transkripce omezi kliceni jen slabé. Podle Wanga a kol. (2008), inhibice transkripce vyznamné
snizi klicivost i rast pylové lacky. Klicici pyl vykazuje zvySenou expresi zejména kalmodulin(,
CHX (CATION/HYDROGEN EXCHANGER) a proteind teplotniho Soku (Wang et al., 2008).
Kalmoduliny v apoplastu jsou potfebné pro udrieni apikalniho gradientu Ca?* a spravnou

funkci pektinl pfi rlstu pylové lacky (Wang et al., 2013).
5.2 Mechanismus apikalniho rtistu

Apikalni rlist je oproti rGstu difuznimu orientovany a rostouci burika je silné polarizovana.
K tvorbé bunécné stény dochazi pouze na Spicce rostouci bunky. Mimo pylové lacky apikalnim

rastem rostou i korenové vlasky.

Pro rast lacky je nutna sekrece velkého mnozstvi slozek bunécné stény a jejich prisna regulace.
Ve Spiéce jsou exocytovany pektiny v esterifikovaném stavu. Spolu s nimi jsou sekretovany
pektin methylesterazy blokované svymi inhibitory. Po disociaci inhibitor( v postranni ¢asti

$picky mohou methylesterdzy pektin demethylovat, ¢imZ je umoinéna vazba Ca®' na
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karboxylové skupiny. Vapenaté ionty provazuji pektinové retézce navzajem a tim je zvySena

tuhost bunécné stény (Mollet et al., 2013)*.

Klicovym regulatorem rlstu jsou malé GTPazy ROP. Pokud maji navazan GTP
(guanosintrifosfat) jsou aktivni, samovolné se deaktivuji hydrolyzou GTP na GDP
(guanosindifosfat). Aktivaci i deaktivaci mohou napomahat dalsi faktory. ROP efektory RIC3 a
RIC4 (ROP-INTERACTIVE CRIB MOTIF-CONTAINING PROTEIN 3, 4) antagonisticky reguluji
dynamiku aktinu. RIC4 podporuje skladani apikédlniho aktinu, RIC3 pomoci Ca?* signalizace
potlacuje formovani apikdlniho aktinu a rast lacky (Gu et al., 2005). Dalsim efektorem je RIP1
(ROP INTERACTIVE PARTNER 1 znamy také jako INTERACTOR OF CONSTITUTIVE ACTIVE ROPS
1), ktery, pomoci SEC3 podjednotky exocyst komplexu, ovliviiuje exocytdzu (Lavy et al., 2007).
ROP a jejich regulacni faktory jsou ovliviiovany fosforylaci, do které je zapojeno mnoho
enzymU vcetné receptorovych kindz, mitogenem aktivovanych kinaz a na vapniku zavislych
kindz (Fehér and Lajkd, 2015)*. Oscilace koncentrace cytoplazmatického Ca?* jsou navrieny

jako synchroniza¢ni mechanizmus ristové masinerie (Johnson et al., 2019)*.

5.3 Rust bliznou

Pylova lacka prorusta kutikulu papily v misté pokrytém tryfinem. Roste vrchni a spodni vrstvou
bunécné stény, u A. thaliana byly pozorovany i pylové lacky rostouci mezi plazmatickou
membranou a bunécénou sténou (Elleman et al., 1992). Pro naruseni kutikuly a bunécéné stény
jsou potifeba enzymy, esterdzy a kutindzy. Byly nalezeny jak v pylu, tak v blizné (Lavithis and
Bhalla, 1995). Jejich inhibice neovlivni kli¢eni pylu, ale prorUstani kutikulou je zna¢né naruseno

(Hiscock et al., 2002).

U rostlin s velkou bliznou je potifebné nasmérovat pylovou lacku k ¢nélce. U lilii vykazuje
pylova lacka chemotropismus k proteinu chemocyaninu patficimu do rodiny proteint
vazajicich méd - plantacyanind (Kim et al., 2003). | v pestiku Arabidopsis se vyskytuje gradient
plantacyaninu s nejvyssi koncentraci ve vodicim pletivu semeniku. Pylové [acky reaguji na
zvysSenou expresi plantacyaninu neorientovanym rdstem na blizné, ale pfimy chemotropismus

nebyl potvrzen (Dong et al., 2005).

Po rastu bliznou musi pylova lacka proniknout rozhranim mezi bliznou a ¢nélkou (,,stigma-style
interface”). OTF1 (O-FUCUSYLTRANSFERASE), enzym lokalizovany v Golgiho aparatu, u rostlin

pravdé podobné provadi O-fukosylaci. Jeho pfitomnost byla identifikovdna jako klicova pro
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penetraci tohoto rozhrani. Mechanizmus jeho funkce je zatim neznamy, ale autofi navrhuji

vvvvv

syntéze sloZzek bunécné stény lacky (Smith et al., 2018).

6 RuUst pestikem

V pestiku se nachazi vodici pletivo, které slouzi k usnadnéni a usmérnéni rlistu pylové lacky.
Pestik Arabidopsis se nazyva plny, protoze vodici pletivo obsahuje jen velmi malou dutinu a je
vyplnéné extraceluldrni matrix. Ta je produkovdna podlouhlymi sekretornimi burikami, které
béhem dozravani kvétu odumiraji a tim usnadnuji rast pylové lacce (Pereira et al., 2021)*. Tato

kapitola postupné predstavi hlavni faktory, které interaguji s pylovou la¢kou na cesté pestikem

a nasledné podstatu dozravani lacky.

Currant Biology

Obr. 3: Schéma stavby pestiku Arabidopsis
Schéma podélného fezu pestikem (A). Dobarveny pricny fez semenikem (B).
Pfevzato a upraveno z: (Crawford and Yanofsky, 2008)*

6.1 Role extracelularni matrix

Glykoproteiny TTS (TRANSMITING TRACT SPECIFIC), patfici mezi arabinogalaktanové proteiny
(AGP), jsou soucasti extracelularni matrix vodiciho pletiva a zvySuji rychlost rlistu pylové lacky
u rostlin Nicotiana. V semi-in vivo experimentech lacky pfitahuji (Cheung et al., 1995). Mira
jejich glykosilace se zvySuje v bazipetdlnim sméru, pylova lacka je deglykosiluje a zabudovava
do své bunécné stény (Wu et al., 1995). AGP jsou exprimovany i v pylové |acce Arabidopsis a
nachazeji se najeji Spicce (Pereira et al., 2006). Modelové AGP stechiometricky vazou

vapenaté ioty, pfi snizeni pH se vapnik uvolni. Vzhledem k umisténi a schopnosti vazat a
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uvolnit vapnik byla navriena moZnd role pfi udrzovéni oscilaci CaZ* ve $picce lacky (Lamport

and Varnai, 2013).

6.2 Vnimani vzacnych aminokyselin

Kyselina y-aminomaselna (GABA) stimuluje rlst pylové lacky in vitro, ale vysoka koncentrace
pusobi inhibicné. Transamindzy POP2 degraduji GABA a vytvareji jeji gradient k otvoru
klovému. U pop2 rostlin je v pestiku GABA nadbytek a dochazi k zastaveni pop2 pylovych lacek.
Pylové lacky divokého typu (,,wild type“) v pop2 pesticich rostou normalné, pro spravny rust
tedy postacuji transamindzy pritomné v lacce (Palanivelu et al., 2003). Dalsi aminokyselina
podilejici se na signalizaci pylové lacce je D-serin. Aktivuje GLR kanaly na Spice lacky, tim
umozriuje vtok Ca?* a ovliviiuje Ca?* oscilace (Michard et al., 2011). Za vznik D-serinu je
zodpovédna serinovd racemasa. Ta se v rostlindch nachazi v pestiku a vysoka exprese je ve

vajicku (Boavida et al., 2011; Michard et al., 2011).

6.3 Vnimani tlaku — durotropismus

Pylové lacky vnimaji tuhost prostredi. Lacky Nicotiana tabacum, rostliny s plnym pestikem,
zrychli rst, pokud se tuhost prostredi zvysi a rozhranim mékciho a tuzsiho prostfedi snadno
pronikaji. Naopak lacky Lilium longifolium, rostliny s dutym pestikem, snizuji rychlost rlistu se
zvysujici se tuhosti okoli a do tuzsiho prostredi pronikaji htre. Tyto rozdily nejsou podminény
rdznou schopnosti lacek vytvaret penetracni silu. Tato skutec¢nost dokazuje, Ze lacky rostlin
jsou na tuhost pestiku adaptované a dokdzi tlak vnimat (Reimann et al., 2020). Na zmény tlaku
pfi rlstu z ¢nélky do otevienéjsiho vodiciho pletiva reaguje membranova receptorova kinaza
BUPS1 (BUDDHA'S PAPER SEAL 1). Pomoci interakce s ROPGEF (ROP GUANINE NUCLEOTIDE
EXCHANGE FACTOR) aktivuje ROP1 GTP4zu, ktera ovliviiuje exocytdzu a stavbu bunééné stény,
signal je zesilen autokrinni sekreci RALF4, ktery opét aktivuje BUPS1. Pylova lacka tak zesili

svou bunécnou sténu a vyrovna se se zménou okolniho tlaku (Zhou et al., 2021).
6.4 Dozravani pylové lacky

Rlastem pestikem ziska pylova lacka kompetenci k vnimani signdli vydavanych vajickem, in
vitro rostouci lacky vajickem pritahovany nejsou (Higashiyama et al., 1998; Palanivelu and
Preuss, 2006). Jako faktor AMOR, zpUsobujici kompetenci pylové lacky, byl u Torenia fournieri
z Celedi pustickovitych identifikovan methyl-glukuronosyl arabinogalaktan, ale pro tuto funkci
postacuje koncovy disacharid. AMOR je produkovan vajickem a zpUsobi vnimavost pylové
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lacky k LURE peptiddm (Mizukami et al., 2016). Obdoba tohoto faktoru zatim nebyla u
Arabidopsis potvrzena. Transkripéni faktory MYB97, 101 a 120 reguluji expresi pylové Iacky.
Jsou nezbytné pro jeji Uspésné pfijeti a jejich exprese je indukovana ristem pestikem (Leydon
et al., 2013; Liang et al., 2013; Qin et al., 2009). Tyto transkrip¢ni faktory reguluji fadu genf
nékolika funkénich kategorii: transmembranové transportéry, proteiny s aktivitou spojenou
s uhlovodiky, malé sekretované proteiny (Leydon et al., 2017, 2013). Béhem rastu pestikem
v semi-in vivo pokusech se méni genova exprese pylu. Je zvySena u receptor( typu TIR-NBS-
LRR (TOLL/INTERLEUKIN 1 - NUCLEOTIDE BINDING SITE - LEUCIN RICH REPEAT), které patfi do
skupiny receptori vnimajicich patogeny (Qin et al., 2009; Burch-Smith and Dinesh-Kumar,

2007%).

7 Interakce pylové lacky a vajicka

7.1 Ovularni signalizace

Pylova lacka musi z vodiciho pletiva proniknout na poutko, po kterém pokracuje smérem
k mikropylarnimu otvoru. Navadéni pylové lacky smérem k vajicku se déje pomoci signald
vydavanych vajickem. Synergidy na mikropylarnim konci maji tzv. filiformni aparat, jednd se o
zvrasnéni bunééné stény a membrany. Dochazi zde k sekreci téchto signalnich molekul, ale i
k recepci signalll pylové lacky. Ovularni atrakci je mozné rozdélit na dvé faze, funikuldrni a
mikropylarni, které jsou na sobé ¢dstecné nezavislé (Shimizu and Okada, 2000). Peptidy
bohaté cysteinem LURE, patfici do rodiny DEFL (DEFENSIN-LIKE) peptidd, slouzi ke komunikaci
s pylovou lackou. Jsou produkovany synergidami a jsou uzce druhové specifické (Takeuchi and
Higashiyama, 2012). Receptorové kindzy s extraceluldarnimi LRR (leucin-rich repeat) doménami
MDIS1 (MALE DISCOVERER 1), MIK1 a MIK2 (MDIS1-INTERACTING RECEPTOR-LIKE KINASE 1,2)
se vyskytuji jako heteromery, které vdzou LURE. Vazba LURE aktivuje kindzovou aktivitu pouze
MIK1. Stejné jako LURE jsou druhové specifické (Wang et al., 2016). Receptorové kindzy PRK
(POLLEN-SPECIFIC RECEPTOR-LIKE KINASE) také reaguji na peptidy LURE, obsahuji
extracelularni LRR domény a jsou druhové specifické. PRK6 je lokalizovan na Spicce pylové
lacky a na extracelularni LURE reaguje lacka asymetrickym rozmisténim PRK6 smérem ke zdroji
LURE. PRK6 interaguje s ROPGEF, sdm se sebou, PRK3 a LIP1,2 (LOST IN POLLEN TUBE
GUIDANCE 1,2) (Takeuchi and Higashiyama, 2016). Receptorové kindzy LIP1, 2 jsou vdzany na

membranu palmitoylovou kotvou a cileny do Spicky pylové lacky. Dvojiti mutanti maji
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zhorsenou reakci na LURE. Jedna se pravdépodobné o koreceptor, protoze nema

extracelularni doménu (Liu et al., 2013).

Dalsi cysteinem bohaté peptidy TIC (TICKET) a XIUQIU se také podileji na navadéni pylové
lacky. Podobné jako LURE je i TIC druhové specificky. U tic knockoutu pylové lacky vykazuji
horsi navigaci a mirné pokrouceny rist, ale celkova fertilita neni ovlivnéna (Meng et al., 2019).
XIUQIU je naopak konzervovany pro celou Celed Brassicaceae, semi-in vivo pfitahuje pylové
lacky, nezdvisle na PRK6 a LURE. Signalizace druhové specifickym LURE spolu s nespecifickym
XIUQIU umozniuje asnéjsi zahnuti konspecifickych pylovych [acek z vodiciho pletiva k vajicku.
Tim se udrZuje mezidruhova bariéra (Zhong et al., 2019). V experimentu zkoumajicim
pfitazlivost kompetujicich wt (divoky typ) vaji¢ek a vajicek neprodukujicich LURE1 byla wt
pouzity mutantni prk6 lacky nebyl mezi atraktivitou wt a lurel vaji¢ek vyznamny rozdil. Pro
vnimani specifické LURE1 signalizace je tedy PRK6 nezbytny. Pfi kompetici A. thaliana a A.
lyrata pylu na rostliné A. thaliana neprodukujici LURE, dojde k proniknuti vyznamné vétsiho
mnozstvi pylovych lacek jiného druhu do vajicka nez u wt (M. Liu et al.,, 2021). Tyto
experimenty ukazuji, Ze druhové specifickd LURE1/PRK®6 signalizace je lackami vnimana silnéji,
ale pro spravnou atrakci lacek a fertilitu rostliny postacuje signalizace méné specifickymi
peptidy jako je XIUQIU. Signalizace LURE1/PRK6 se projevuje zvyhodnénim konspecifickych

pylovych [acek a udrzovanim mezidruhové bariéry.
7.2 Prijeti pylové lacky synergidou

Po proniknuti mikropyldarnim otvorem pylovd lacka zastavi a dochdazi ke komunikaci se
synergidou (Palanivelu and Preuss, 2006). Pro spravny vyvoj synergid a filiformniho aparatu je
nezbytny transkripéni faktor MYB98 (Kasahara et al., 2005). Pro spravnou atrakci lacky
vajickem jsou potiebné PRP8A, B (PRE-MRNA PROCESSING FACTOR 8) proteiny spliceosomu.
Stejné faktory jsou nutné i v pylové lacce pro spravné vnimani ovularnich signald (Kulichova et

al., 2020).

Pylova lacka roste nejprve pomalu a obé synergidy na ni reaguji ustanovenim oscilaci
cytoplazmatického Ca?*, oscilace se §ifi od mikropylarniho k chalazalnimu konci. V pylové laéce
se poté zvysi koncentrace cytoplazmatického Ca?*, 1acka zrychli rGst a pronika kolem receptivni

synergidy. V receptivni synergidé oscilace nahradi stdlé zvySeni koncentrace vapniku,
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v perzistentni synergidé oscilace pokracuji. Pfed puknutim pylové la¢ky se koncentrace Ca?*
v obou synergidach ddle zvysi, pficemz v perzistentni synergidé dosahne vyssich hodnot nez
v receptivni. Po smrti receptivni synergidy se v druhé synergidé objevi nové oscilace s nizsi
amplitudou a delsi periodou, které pretrvavaji po nejméné hodinu (Hamamura et al., 2014;

Ngo et al., 2014).

FER (FERONIA, znam3 také jako SIRENE) je receptorova kinaza lokalizovand do filiformniho
aparatu synergidy. U feronia-/- rostlin, se pylova lacka nezastavi a dojde k jejimu prerlstani.
Podobny fenotyp nastane i pfi mezidruhovém kfiZzeni, a tedy FER a jeji ligand jsou druhové
specifické (Escobar-Restrepo et al., 2007; Huck et al., 2003; Rotman et al., 2003). V jinych
funkcich FER vaze RALF peptidy, tato signalizace se uplatriuje pfi potlaceni ristu kofene nebo

imunitni reakci (Haruta et al., 2014; Stegmann et al., 2017).

Protein kotveny pomoci GPI — LRE (LORELEI) vaZe extracelularni doménu FER, jeho mutace ma
stejny fenotyp jako fer. LRE je specificky exprimovany ve vajicku, v ostatnich ¢astech rostliny
je produkovany protein LLG (LORELEI-LIKE GPI-ANCHORED PROTEIN), ktery ma také funkci
koreceptoru FER. Asociace FER a LRE probiha uz v ER (endoplazmatické retikulum) a pokud
neni LRE pfitomen nedochdzi k spravnému transportu FER na plazmatickou membranu
filiformniho apardtu (Li et al.,, 2015). Tomuto pozorovani ale odporuje vyzkum X. Liu a
kol. (2016), podle kterého muze byt funkce LRE v synergidé nahrazena LRE exprimovanym na

povrchu pylové [acky.

FERONIA v kofenech interaguje s ROPGEF a pomoci NADPH oxidazy ovliviiuje produkci ROS
(Duan et al., 2010). Pravdépodobné podobny mechanismus se uplatiuje i pfi produkci ROS
synergidou, ta je také kontrolovdna FER. Vysoka koncentrace ROS, zejména hydroxylovych
radikall, zpusobuje prasknuti pylové lacky. Pro prasknuti pylové lacky je dale nutné, aby
probéhlo zvy$eni koncentrace cytoplazmatického Ca?*1acky (Duan et al., 2014). LRE a FER jsou
potiebné i pro ustanoveni dynamiky vapniku v synergidach (Ngo et al., 2014). Signalizace FER
zplUsobi  polarizované rozmisténi NTA (NORTIA), transmembranového proteinu
s kalmodulinovou doménou, ktery je potifebny pro udrzeni signalizace vapnikem (Kessler et
al., 2010; Ngo et al., 2014). ENODL 14 (EARLY NODULIN-LIKE 14) je dalsi GPI kotveny protein
lokalizovany do filiformniho aparatu. ENODL 14 interaguje s extracelularni ¢asti FER a je

nezbytny pro pfijeti pylové lacky (Hou et al., 2016). Mutace proteinli EVAN a TURAN ma
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podobny projev jako fer. Jsou lokalizovany v ER a podileji se na N-glykosilaci (Lindner et al.,

2015).

Receptorové kindzy HERK (HERCULES RECEPTOR KINASE) a ANJ (ANJEA) jsou navzajem
zastupitelné, ale dvojiti mutanti maji opét podobny fenotyp jako fer s prerlistanim pylové
lacky. Obé se nachdzeji ve filiformnim apardtu a interaguji s FER a LRE. Jsou potiebné pro
reakci NTA proteinu, avSak ne pro spravnou tvorbu ROS. Pro jejich funkci neni potfeba
kindzovda doména (Galindo-Trigo et al., 2020). Receptor FER-ANJ-HERK1 interaguje
s peptidovymi ligandy RALF6, 7, 16, 36, 37 produkovanymi pylovou la¢kou a tim je umoznéno
prijeti lacky. Pylové lacky, které neprodukuji tyto peptidy, nejsou spradvné zaznamenany
synergidami a nedochazi k jejich puknuti. K tomuto ale dochazi zhruba v poloviné ptipadd,

synergidy tedy pravdépodobné maiji dal$i mechanismus vnimani lac¢ky (Zhong et al., 2022).

7.3 Puknuti pylové lacky

U kukutice samic¢i gametofyt produkuje ES (EMBRYO SAC) proteiny z rodiny DEFL, na které
pylova lacka reaguje zastavenim a puknutim. ES pfimo ovliviiuje draselny kanal 1acky (Amien
etal., 2010). Receptorova kindza RUPO (RUPTURED POLLEN TUBE) lokalizovana na Spicce lacky
ryze opét interaguje s draselnym transportérem a tim reguluje integritu lacky (L. Liu et al.,
2016). Avsak blokace draselnych kanalG u Arabidopsis prasknuti pylové Iacky neovlivni (Duan

et al,, 2014).

Receptorové kinazy blizce pfibuzné FER lokalizované na Spicce pylové lacky ANX1 (ANXUR 1) a
ANX2 se mohou navzajem nahradit, ale dvojitd mutace zpUsobi predc¢asné prasknuti pylové
lacky (Boisson-Dernier et al., 2009; Miyazaki et al., 2009). ANX stimuluji sekreci komponent
bunécné stény, jejich zvySena exprese zastavi rlst lacky nadmérnou depozici bunécné stény.
Tato stimulace pusobi pres NADPH oxidazy, které generuji ve Spic¢ce lokalizované pulzy H.0,,

ty zas ovliviiuji gradient Ca%* (Boisson-Dernier et al., 2013).

BUPS1, 2, dalsi receptorové kinazy se také nachazeji na Spicce lacky. BUPS1 vytvari bud
homodimery, nebo heterodimery s BUPS2. Oba proteiny interaguji s extracelularnimi
doménami ANX1 a ANX2. Mutace BUPS1 se projevi bud nafouknutymi pylovymi lackami, které
nejsou schopny fertilizace, nebo jejich predéasnym prasknutim, mutace BUPS2 ma pouze
mirny projev (Ge et al., 2017; Zhu et al., 2018). BUPS 1 a 2 vazou lackou produkované peptidy

RALF4 a RALF19, mutace téchto peptidl také zpUsobi predcasné prasknuti lacky.
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V synergidach je exprimovan RALF34. Ten dokazZe pfimo kompetovat s RALF4 a 19, tim narusit
jejich signalizaci a zpUsobit prasknuti lacky (Ge et al., 2017). Jako koreceptor BUPS/ANX
heteromeru, nezbytny pro jeho funkci a udrzeni integrity lacky, slouzi LLG2 a 3. Oba proteiny
interaguji pfimo s ligandy RALF4, 19 i s receptory BUPS/ANX, vazba ligandu zesiluje jejich
interakci s receptory (Ge et al., 2019).Pro sekreci RALF4 a 19 jsou potifebné LRX (LEUCIN-RICH-
REPEAT EXTENSIN), které jsou sekretovany do bunééné stény. LRX dimerizuji a oba monomery
vazou RALF (Moussu et al., 2020). LRX jsou potfebné pro signalizaci RALF s BUPS/ANX i jinym
mechanizmem ne? asistenci pfi sekreci RALF, ovliviuji totiz signalizaci i pfi experimentalnim

dodani syntetickych RALF peptid( (Mecchia et al., 2017).
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Obr. 4: Souhrnné schéma mechanismu komunikace pylové lacky a synergidy

Pylova lacka k vajicku a synergidam dorazi za pomoci navigace LURE, TIC a XIUQIU peptidi produkovanych
synergidami. LURE jsou vnimany PRK6/MDIS1-MIK/LIP receptory. Béhem ristu lacka udrZuje svoji integritu
autokrinni signalizaci RALF4 a 19, ty jsou vnimany receptory BUPS/ANX/LLG moZna za pomoci LRX v bunécné
sténé. Synergida vnima pritomnost pylové lacky pravdépodobné signalizaci peptidy RAL6, 7, 16, 36, 37 (na
obrazku mylné vyznacené jako signalizace RALF4, 19), pomoci receptorl FER/ANJ/HERK/LRE. Pylova lacka
praskne kvli naruseni autokrinni signalizace RALF4, 19 synergidou produkovanym RALF 34. Synergidy spolu
neznamym zpUsobem komunikuji a uréi receptivni a perzistentni burnku. Pfevzato a upraveno z (Hafidh and
Honys, 2021)*
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8 Dvojité oplozeni a blokace polyspermie

U krytosemennych rostlin dochazi k oplozeni dvou samicéich gamet. Jedna spermatickd burika
splyva svajecnou bunkou za vzniku zygoty, ta se ddle déli a zakldada embryo. Druha
spermaticka bunka fuzuje s diploidni centralni burikou zdrode¢ného vaku. Vysledna triploidni

bunka dava zaklad vyZivovacimu pletivu neboli endospermu.

Oplodnéni samicich gamet vice spermatickymi burikami se nazyva polyspermie. Spermatické
buriky mohou pochazet z jedné nebo v ptipadé tzv. polytubey z vice pylovych lacek. Rostliny
maji nékolik mechanismu, jak polyspermii zabranit. Pokud i tak vaje¢na burika splyne s vice
spermatickymi, mulze z vysledné triploidni zygoty vzniknout funkéni embryo
(Toda et al., 2016). Nehledé na zpUsob vzniku je vétsina triploidnich rostlin sterilnich, ¢ehoz se

vyziva napfiklad pfi Slechténi bezsemennych plodd.

Current Opinion in Plant Biology

Obr. 5: Schéma prasknuti pylové lacky a splynuti spermatickych bunék se sami¢imi gametami

Vlevo: Spermaticka jadra jsou po prasknuti lacky jejim obsahem unesena mezi vaje¢nou buriku a centralni buriku.
Receptivni synergida zanikd. Vpravo: Po plazmogamii gamet jadra spermatickych bunék putuji k samicim
(pferusované Sipky). Zbyvajici synergida zanika destabilizaci jadra a fuzi s centralni bunkou. PIné Sipky oznacuji
pozistatky plazmatické membrany spermatické buriky. Srafovand oblast znaci nové deponovanou bunéénou
sténu. Pouzité zkratky: CCn, jadro centralni bunky; ECn, jadro vajecné burky; Il, vnitfni integument; Ol, vnéjsi
integument; PEn, jadro primarniho endospermu; pSY, perzistentni synergida; PT, pylova lacka; rSY, receptivni
synergida; VCn, jadro vegetativni bunky; 1,2, jadra spermatickych bunék. Pfevzato z (Sprunck, 2020)*
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8.1 Navadeéni spermatickych bunék

Spermatické bunky jsou ve schopnosti oplodnit samici gamety ekvivalentni a obé mohou
splynout jak s vaje¢nou burikou, tak s centralni burikou zarode¢ného vaku. Po prasknuti [acky
jsou spermatické buriky béhem asi 10 s rychle dopraveny k rozhrani oosféry a centralni buriky,
kde preckavaji zhruba 7 min. Nasleduje splynuti membran s odpovidajicimi burikami, pohyb
samcich jader k samic¢im a jejich splynuti (Hamamura et al., 2011). Spermatické buriky jsou na
misto doneseny obsahem pylové lacky, ktery po jejim prasknuti prudce vytryskne (Hamamura
et al., 2011; Higashiyama et al., 2000). Po doruceni spermatickych bunék k mistu kontaktu
s oosférou a centrdlni burikou nasleduji ndhlé pohyby spermatickych bunék k obéma samicim
burikdm (Denninger et al., 2014). Pokud jsou obé spermatické bunky pfichyceny ke stejné
bunce, jedna se uvolni a pfichyti na buniku druhou. Toto naznacuje pfitomnost komunikace a
synchronizace mezi spermatickymi burikami (Huang et al., 2015). Mezi splynutim prvniho a

druhého paru gamet je zhruba 2,5min prodleva (Hamamura et al., 2011).

Prasknuti 1a¢ky vyvold prudky narGst cytoplazmatického Ca?* v centrdlni burice i vajeéné
burice. Po upfesnéni pozice spermatickych bunék nasleduje druhé zvyseni Ca?* ve vajecné
bunice korelované s plazmogamii se spermatickou bunkou, v nékterych pripadech bylo
pozorovano druhé zvyseni Ca?* i v centralni burice (Denninger et al., 2014; Hamamura et al.,

2014).

Spermatické buriky jsou k sami¢im gametam prichyceny pomoci GEX2 (GAMETE EXPRESSED 2)
transmembranového proteinu. GEX2 ma podobnou strukturu jako proteiny podilejici se na
adhezi gamet rfas a metazoi. JelikoZ mutace GEX2 nezpUsobi Uplnou sterilitu, pravdépodobné
mUze byt zastoupen jinym mechanizmem (Mori et al., 2014). Na zakladé podobnosti GEX2
s dalSimi proteiny, napfriklad savéim 1IZUMO1 byla navrzena pfitomnost jeho receptoru na
samicich burikdch (Sprunck, 2020)*. Pro po pfichyceni nastavajici fizi membran je nezbytny
protein HAP2 (HAPLESS 2, znamy také jako GENERATIVE CELL-SPECIFIC 1) (von Besser et al.,
2006). Jedna se o transmembranovy protein konzervovany napfi¢ eukaryoty, ktery je
homologni k virovym fuznim proteindm II. tfidy. BEhem fuze dochazi k jeho trimerizaci (Fédry
et al., 2017). Fuzi membran napomahaji ¢aste¢né vzdjemné zastupitelné proteiny DMPS, 9
(DOMAIN-OF-UNKNOWN-FUNCTION-679 MEMBRANE PROTEIN 8, 9). DMP8, 9 maji
vyznamnéjsi roli pfi fuzi spermatické a vaje¢né buriky nez u druhych dvou gamet (Cyprys et al.,
2019).
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K aktivaci spermatickych bunék slouzi maly protein bohaty cysteinem EC1 (EGG CELL 1). Je
produkovan vajecnou burkou a je lokalizovan v sekre¢nich vaccich. K sekreci EC1 ale dojde az
po stimulaci vaje¢né burnky samcéim gametofytem. Spermatické bunky na EC1 reaguji
pfemisténim HAP2 na svij povrch (Sprunck et al., 2012). Signalizace EC1 je potiebna pro
adhezi spermatickych bunék k samic¢im i pro oddéleni spermatickych bunék od sebe (Cyprys
et al., 2019). Pro spravné oplozeni centrdlni buriky neni zapotfebi pfitomnost vajec¢né bunky.
V pfipadé zniceni oosféry splyne centrdlni bunka jen sjednou spermatickou burikou. |
v pfitomnosti nadbytku spermatickych bunék oosféra fluzuje pouze s jednou spermatickou
bunkou, u centrdlni buriky se mize vyskytnout polyspermie. Z téchto vysledkd vyplyva, Zze obé
samici gamety mohou nezavisle fuzovat se spermatickymi burikami. A obé maji mechanizmus
zabrany polyspermie, ale v centralni burice je tento mechanizmus slabsi (Nagahara et al.,
2021). V ptipadé neuspésného oplozeni zacne perzistentni synergida pritahovat dalsi pylovou

lacku (Kasahara et al., 2012).
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Obr. 6: Schéma mechanismu komunikace spermatickych bunék s centralni a vaje€nou burikou

Aktivovand vajecna burika produkuje EC1, ktery naopak pfipravi spermatickou buriku k fuzi expozici GEX2 a HAP2
na povrchu. Mechanismus signalizace EC1 je neznamy, centrdlni bunka pravdépodobné produkuje EC1
ekvivalent. Spermatické bunky spolu musi koordinovat spravné prichyceni k obéma samicim burikam a pfipadné
chyby jsou opraveny. Pouzité zkratky: ECN, jadro vajecné buriky; SN1,2, jadra spermatickych bunék; CCN, jadro
centralni buriky. Pfevzato a upraveno z (Hafidh and Honys, 2021)*.

8.2 Zabrana polyspermie

7

Po Uspésném oplozeni samicich gamet je perzistentni synergida degradovana a tim je
zabranéno atrakci dalSich pylovych lac¢ek (Beale et al., 2012; Kasahara et al., 2012). Obé samici
gamety mohou signalizovat Uspésnost oplozeni nezdvisle, pfi nedspésném oplozeni jedné
z nich perzistentni synergida 1aka dalsi 1a¢ku. Naopak pfi Uspésném oplozeni je atrakce
pylovych |acek zastavena jiz pred degradaci zbyvajici synergidy (Maruyama et al., 2013). Po
Uspésné fuzi spermatické bunky s vaje¢nou, dochazi k sekreci endopeptidadz ECS1 a ECS2 (EGG
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CELL-SPECIFIC), které specificky stépi LURE peptidy (Yu et al., 2021). Signalizace ethylenem
navozuje degradaci synergidy (Volz et al., 2013). Signalizace ethylenem je zapocata po
oplozeni vajecné bunky a vyusti v dezorganizaci jddra synergidy, oplozeni centralni buriky
zpUsobi jeji fuzi se synergidou. Narusené jadro synergidy je v centralni burfice béhem mitdzy
degradovano (Maruyama et al., 2015). K zabranéni polytubey dochazi jiz béhem rlstu lacky
po povrchu septa, kde pomoci receptoril FER-ANJ-HERK1 epidermdlni burfiky vnimaji peptidy
RALF 6, 7, 16, 36, 37 produkované lackou. Tato signalizace je po prasknuti [acky narusena, tim
je v pfipadé neuspésného oplozeni umoznéno dalsi lacce rust do stejného vajicka (Zhong et
al.,, 2022). Mechanismus této signalizace je neznamy, vzhledem k dalSim funkcim FERONIA

receptoru by mohla byt soucasti produkce ROS.

9 Zaveér

Problematika progamické faze a komunikace mezi rostlinnymi partnery je stale velmi aktivné
zkoumana. Nejnovéjsi prace odkryly dlouho oéekavany mechanismus pfijeti pylu na blizné a
prijeti pylové lacky synergidami. V obou pfipadech se jednd o signalizaci zahrnujici
receptorovou kindzu FERONIA a peptidy RALF. Podrobné pochopeni mechanismu funkce této
signalizace bude klicové pro pochopeni komunikace mezi materskou rostlinou a samcéim
gametofytem. A i pres tyto vyznamné objevy stale zUstava nejasny mechanismus sekundarni
signalizace ROS, ¢i vapenatymi ionty. DalSim nové otevienym tématem je blok polytubey
vnimanim pylové lacky jiz na septu. Vzhledem k mechanismu, ktery je pravdépodobné stejny
jako pfi pfijeti lacky synergidou, se nabizi moznost produkce ROS na septu. Ta by mohla mit za
nasledek odpuzovani dalSich pylovych lac¢ek. Podobné jiz zavedené koncepty jsou ve svétle
nejnovéjsich objevl nabourany. Prikladem je oddélena mikropyldrni a funikularni atrakce a
pritomnost LURE v obou z téchto signalizaci. Nebo uvadény kratky dosah LURE a jejich
navrhovana role pti zahybani lacky z vodiciho pletiva. Na toto téma bylo vypracovano nékolik

prehledovych ¢lankd, které se obsahové ¢astecné prekryvaji s touto resersi (Adhikari et al.,

2020%*; Hafidh and Honys, 2021%*; Johnson et al., 2019%*; Sprunck, 2020%).
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