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Abstrakt

Sporofyticka inkompatibilita (SI) je jednim ze systému, kterym krytosemenné rostliny
zabranuji opyleni vlastnim pylem nebo pylem geneticky piibuzné rostliny. Nejvice je
prozkouména u celedi brukvovitych (Brassicaceae), ptedev§im diky jejimu hospodatskému
vyznamu a zaroven do ni patfici modelové rostliné husenicku rolnimu (Arabidopsis thaliana).
V poslednich tficeti letech dosSlo diky pokrokiim v molekularné biologickych metodach
k charakterizaci velké ¢asti signaliza¢ni kaskady, ktera vede k odmitnuti inkompatibilniho pylu.
Déle je studovdna funkce riznych bunécnych struktur (napt. cytoskeletu, exocystu nebo
proteazomu) zapojenych do inkompatibilni odpovédi pii opyleni, a to piedevSim
mikroskopickym pozorovanim zivych bunék. V neposledni fadé je zkouméan vliv abiotickych
stresovych podminek na fungovani SI. Cilem prace je shrnuti novych poznatkli o molekularnich
mechanismech SI u celedi Brassicaceae, popis procest vedoucich k vykli¢eni kompatibilniho
pylového zrna a rovnéz charakterizace nové popsanych proteinli ucastnicich se bunécéné

signalizace vedouci k odmitnuti inkompatibilniho pylu.

Klicova slova: pylovad zrna, pylova inkompatibilita, sporofytickd inkompatibilita, S-lokus

Brassicaceae



Abstract

Sporophytic incompatibility (SI) represents one of the systems by which angiosperms prevent
pollination by their own pollen or by the pollen from a genetically related plant. It is mostly
studied in the Brassicaceae family, mainly due to its agricultural importance. Another reason
is that the model plant Arabidopsis thaliana belongs to this family. In the last three decades,
advances in molecular biological methods enabled the characterization of a large part of the
signalling cascade that leads to the rejection of incompatible pollen. Then, the functions of
various cellular components (e.g. cytoskeleton, exocyst or proteasome) involved in the
incompatible response to pollination are studied mainly by live cell microscopy. Last but not
least, the function of SI under various abiotic stresses was described to reveal their influence
on SI mechanisms. The aim of this bachelor thesis is to summarize the new discoveries
characterizing the molecular mechanisms of SI in the Brassicaceae family, to describe the
processes leading to the germination of compatible pollen grain and to characterize the newly

described proteins involved in cellular signalling leading to the rejection of incompatible pollen.

Key words: pollen grain, pollen incompatibility, sporophytic incompatibility, Brassicaceae,
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1 Uvop

Pro uspésné pohlavni rozmnozovani rostlin je zapotiebi opyleni, tedy pienos pylu
z tyC¢inek na pestik, které je u krytosemennych rostlin zprostfedkovano opylovaci, vétrem,
ptipadné vodou. Na bliznu se pfi opyleni nepiendsi pouze pyl daného druhu, ale mize se na ni
ocitnout i pyl jin¢ho druhu, ptipadné jeji vlastni a blizna tak musi mezi nimi rozliSovat. Na
spravném rozpoznani pylového zrna je zavisly jeho dalsi osud, pokud ho blizna nerozpozna,
neni mu dovoleno vyklicit, vytvofit pylovou lacku a oplodnit vaje¢nou buniku v zarodecném
vaku. Opyleni kvétu pylem ze stejné rostliny je nazyvano samospraseni (samoopyleni) a mize
vést u vétSiny druhti k oplozeni a vzniku potomki. Rostlina se tim vSak ptipravi o velkou ¢ast
vyhod plynoucich z cizosprasnosti, mezi které patii zachovani genetické variability pfi

kombinaci alel od rtiznych jedincti a udrzovani heterozygott v populaci.

Schopnost samosprasnosti a nasledného samooplozeni u rostlin si povsiml jiz Charles
Darwin (1809-1882). Podrobnéji se tomuto fenoménu vénoval ve své knize The Effects of Cross
and Self-Fertilisation in the Vegetable Kingdom, kterd byla vydana jiz v roce 1876. Pii svych
experimentech, které popisuje ve zminéném dile, se zaméfil predevsim na vliv pfibuzenského
rozmnozovani (inbreeding; extrémnim piipadem je samooplozeni, kdy dochazi ke vzniku
nového jedince z genetické informace jediného jedince). BEéhem pokust byly rostliny cilené
opylovany svym vlastnim pylem po nékolik generaci. Brzy bylo u potomkt takto
rozmnozovanych rostlin patrné zhorSeni v pozorovanych znacich pfi porovnani
s neSlechténymi rostlinami. Darwin tedy doSel k zavéru, Ze samospraSnost a piibuzenské
ktizeni je Skodlivé, sniZzuje variabilitu a neni dlouhodobé¢ udrzitelné (Darwin, 1876). Postupem
Casu vSak védci dosli k zavéru, Ze samosprasnost ma i své klady a v pfirod¢ se nevyskytuje

bezucdelné.

Za urcitych podminek je samospraSeni vyhodnou strategii, kterd zajiStuje pokraovani
druhu, naptiklad kdyZ nebyl v dobé rozmnozovani v dosahu zadny vhodny partner, v ptipadé
rostlin spiSe zadny vhodny pfenaSe¢ pylu. Pro daného jedince je vyhodné&jsi se rozmnozit i
s rizikem, Ze jeho potomci budou mit snizenou Zivotaschopnost, nez zahynout a nevytvofit
vibec Zadné potomky. Déle se samospraSnost uplatni, pfi predavani vyhodnych vlastnosti
rostliny dal§i generaci. Pfi samospraSnosti dochazi pii vzniku gamet k rekombinaci
chromozomt béhem meiodzy a jejich ndhodnému rozchodu do gamet, ale nedojde ke smichani

gamet dvou rozdilnych jedinci, ¢imz vznikne pouze mirn€ upraveny genom se stejnymi



alelami, jaké nese rodi¢ovsky jedinec. Pti cizospraseni dojde ke kombinaci dvou gamet riznych
jedinct, ¢imz se dosud vyhodné alely dostanou do jinych vztaht s cizimi alelami a miize tak
zaniknout prospésnost piivodnich alel pro rostlinu. Druht, pro které je samosprasnost jedinym
zpusobem rozmnozovani, je velice malo, mnoho druhti rostlin totiz zaklada své rozmnozovani

na kombinaci samosprasnosti a cizosprasnosti (shrnuto v Barrett ef al., 2003).

Vyhod samosprasnosti rostlina vyuzije, kdyz neni k dispozici vhodny opylovac, pii riistu
ve stabilnim prostiedi, nebo pii kolonizaci nového tizemi. To, Ze rostlina k produkci semen
nepotiebuje partnera, ji umozni vytvorit populaci na novém stanovisti. Kdyz se poté dostane na
toto stanovisté novy jedinec (idedln¢ geneticky neptibuzny), jsou rostliny schopny sprasit se
mezi sebou a tim obnovit ztracenou genetickou variabilitu, kterd jim umozni lepsi ptizptisobeni
se nové lokalité. Dalsi vyuziti nalezne samosprasnost u rostlin jiz pfizpisobenych podminkam
daného stanovisté. Tyto rostliny maji takovou kombinaci alel, kterd je pro né€ na této lokalité
velmi vyhodnd. Bylo by pro n¢ tedy nejlepsi ji predat potomkiim v co nejméné pozménéném
stavu a nevnaset do genetické informace jiné alely, jejichz pritomnost by mohla potomkim

uskodit, a proto se ¢asto uchyluji k samosprasnosti (shrnuto v Jarne a Charlesworth, 1993).

Ptes jisté vyhody samospraSnosti nemalé ¢ast rostlinnych druht zalozila své pohlavni
rozmnozovani vyhradn€¢ na cizosprasnosti a vyvinula proto fadu mechanismi, kterymi
zabrainuje samosprasnosti a brani se tak vuci vzniku homozygott, ktefi mohou byt méné
zivotaschopni kvili akumulaci recesivnich alel se skrytou Skodlivou funkci. Nékteré druhy se
vydaly cestou casového oddéleni dozravani pestiku a ty€inek v témze oboupohlavném kvétu
(shrnuto v Goodwillie a Weber, 2018). ProtoZe se v takovém kvétu nevyskytnou oba zralé

pohlavni organy soucasn¢, nemtze dojit k samospraseni.

Dals8i moZnosti je prostorové oddéleni tyCinek a pestiku, nebo vznik jednopohlavnych
kvéth. Ty se mohly vyskytovat spolecné na jedné rostlin€, ¢imz vznikla jednodomost, nebo
v populaci vznikly rostliny nesouci pouze samici kvéty a hermafroditické rostliny, gynodioecie.
Od tohoto uspotadani je jiz krok k ptejiti na dvoudomost, tedy systém, kdy rostlina tvoti bud’
sami¢i nebo samc¢i kvéty (obr. 1) (shrnuto v Barrett, 2002). Poslednim mechanismem
zabranujicim samospraSnosti je pylova inkompatibilita, které se bude vénovat zbyvajici Cast

této prace.



Jednodomost

Androdioecie

Obrazek 1: Dvé hlavni vyvojové cesty od rostlin

s oboupohlavnimi kvéty ke dvoudomosti.

Ke vzniku gynodiecie (a) dojde genetickymi zménami,
které vedou ke vzniku samicich a hermafroditickych
rostlin. Zmény poté mohou pokracovat, az dojde
k pfeméné zbyvajicich hermafroditickych rostlin na

rostliny samci a dojde ke vzniku dvoudomosti.

Vyvojova vétev jdouci pfes jednodomost (b)
pravdépodobné zahrnovala disruptivni selekci, ktera
zapricinila vznik pohlavné specializovanych kvétu.
Dal$i vyvoj poté muze pokracovat ke dvoudomosti,
nebo také ke gynodioecii.

Z dvoudomosti se mulze vzacné vyvinout dalSi
rozdéleni pohlavi v kvétech tzv. androdioecie.
V takovych populacich se vyskytuji sam&i a
hermafroditické rostliny. Upraveno podle Barrett,
(2002)




2 PYLOVA INKOMPATIBILITA A JEJI DRUHY

Pylova inkompatibilita je Siroce rozsifeny systém zajiStujici cizosprasnost u zhruba
poloviny druhti krytosemennych rostlin (shrnuto v de Nettancourt, 1977). Rostliny
s oboupohlavnymi kvéty uplatnily tento systém pro rozpozndni vlastniho pylu a pylu
nepiibuzné rostliny stejného druhu, aby zabranily samospraseni a udrzely tak genetickou
variabilitu ve svych populacich. Pylova inkompatibilita se vyvinula nezavisle na sobé u mnoha

(A) Gametofytickd inkompatibilita (1) Celedi krytosemennych a je obecné délena

enotyp redicovsks na gametofytickou inkompatibilitu (GI) a
. t:‘cf:stli:v © 88, 8§18, S;8, g yt p (G
sporofytickou inkompatibilitu (SI). Podle
Genotyp pylu S § S, §; S; 8§, . . , .
postupné¢ objevovanych molekularnich
principi inkompatibility u riznych celedi
dochazi k dalsimu podrobnéjsimu déleni
vramci dvou vySe zminénych skupin
O (shrnuto v Charlesworth et al., 2005).
Néazvy obou zdkladnich typl pylovych
Genotyp blizny 5132 S5, S5, ) o )
inkompatibilit jsou odvozeny od stadia
(B} Sporofyticka inkompatibilita (SI) rostliny (sporofyt/gametofyt), které dava
Genﬂ\rfgsrtfiﬂ:fwské $,S, S8, S,S, vzniknout  pylovym  determinantiim

inkompatibility.  V pfipadé¢  SI  je
Fenotyp pylu 5152 5132 5133 5133 3354 3354

determinant exprimovan buiikkami tapeta a

transportovan do exiny, svrchni vrstvy

bunééné stény pylového zrna (Iwano et al.,

2003). Determinant GI je oproti tomu

O O tvofen vegetativni butikou pylového zrna a
Strbyrhibiny s,S, 5., S, je lokalizovan v cytoplazmé (Wang a Xue,
2005).

Obrazek 2: Schéma fungovani jednolokusové gametofytické (Gl) a sporofytické inkompatibility (SI)..

(A) V pripadé Gl je rozpoznavany genotyp pylu haploidni a pro kompatibilni opyleni je potfeba, aby se haplotyp
pylu liSil od alel nesenych pestikem. V tomto pfipadé pouze pyl s jinymi S-alelami nez S+ a Sz je kompatibilni.
Pouze polovina pylu z rostliny s alelami S1Ss bude kompatibilni, protoZze nese alelu Ss. (B) U Sl jsou bliznou
rozpoznavany obé S-alely nesené pylem. Pro uspé&Sné opyleni se nesmi ani jedna z S-alel pylu shodovat s S-
alelami pestiku. Na obrazku je vyobrazena situace, kdy veSkery pyl z otcovské rostliny s alelami S1S3 je

inkompatibilni, protoZe alela S1 je spole¢né blizné i pylu. Upraveno podle Manzanares, (2013)



Vyzkum pylové inkompatibility zapocal na ptelomu 19. a 20. stoleti. Jedny z prvnich
experimentll provedl némecky botanik Carl Erich Correns (1864-1933) na fefi$nici luéni
(Cardamine pratensis, Celed Brassicaceae), ptiCemz publikoval své zavéry o fungovani
inkompatibility jiz v roce 1912 (Correns, 1912). Ve své hypotéze predpokladal, ze pylova
inkompatibilita je zplisobena dvéma inhibujicimi faktory/geny v aktivni B/G a inaktivni formé
b/g obsazenymi v blizng, které blokuji rist pylové lacky. Pfi kiizeni rostlin s mySlenym
genotypem BbGg se potomci téchto rostlin rozd¢€lily do ¢ty skupin podle Mendelovych zakont
(tab. 1). Jejich genotypy tedy byly BG + Bg + bG + bg. Prvni skupina (BG) byla pii zpétném
ktizeni inkompatibilni s obéma rodici, prostiedni dvé skupiny (Bg a bG) byly inkompatibilni
vzdy s rodi¢em, jehoz aktivni alelu nesly, a posledni skupina (bg) byla kompatibilni s obéma

rodi¢ovskymi rostlinami, jelikoz nenese aktivni alelu ani jednoho z nich.

G g Tabulka 1: Genotypovy §tépny pomér rostlin
s genotypem Bb a Gg

Genotypy vzniklé podle C. Corrense u
B BG Bg autoinkompatibilni fefidnice luéni. Pokud nese
matefska rostlina alespon jeden stejny aktivni
gen jako pyl, nedojde k oplozeni. V pfipadé, ze
pyl nebo matefska rostlina nese pouze inaktivni
formy, je spojeni kompatibilni s jakymkoli
genotypem.

Pozornost vyzkumniki se dale zaméfila na jiné druhy, predevsim na tabak ktidlaty (Nicotiana
alata) a tabak Nicotiana forgetiana (Compton, 1913; East, 1915), aby ovéfili pravdivost
Corrensovy hypotézy i u dalSich druhd. ProtoZe se obecnd platnost Corrensovy teorie
nepotvrdila, formulovali East a Mangelsdorf dal§i a nazvali ji teorii opozi¢nich faktord.
Ptredpokladali, Ze v rostlindch nedochézi k inhibici riistu pylovych la¢ek, ale naopak rostlina
podporuje v ristu pouze ten pyl, ktery nese jinou alelu nez mé ona sama. V praxi tedy rostlina
nesouci alely S1S2 opylena pylem rostliny s alelami S1S3 podpoti vyhradné rist pylu s alelou S3

(East a Mangelsdorf, 1925).

Pozdé¢ji bylo pozorovano kliceni pylovych zrn a rist jejich la€ek u rtznych
inkompatibilnich druhd. Jako prvni bylo zaznamenano nekli€eni inkompatibilniho pylu u zeli
pekingského (Brassica pekinensis). 1 kdyz pyl v n€kolika ptipadech vyklicil, nebyla lacka
schopna proniknout do bunék blizny a stacela se pouze po povrchu (Stout, 1931). Stejné
chovani vykazoval pyl kokoSky pastusi tobolky (Capsella bursa-pastoris) (Riley, 1932). U

tabdku ktidlatého bylo pozorovano prortstani inkompatibilni lacky bliznou, ale znenadéani u ni



dochdzelo k zastaveni rlstu a nebyla tak schopnéa oplodnit zdrode¢ny vak v semeniku (East,
1934). Do té doby pozorované odli$nosti pfi kiizeni riiznych inkompatibilnich rostlin shrnul K.
Mather (1911-1990). Predstavil svou myslenku, Ze o inkompatibilité ¢i kompatibilité pylového
zrna muze rozhodovat jak samotny haploidni genom daného pylu, tak i diploidni genom
rostliny, kterd mu dala vzniknout (Mather, 1944). Z této mySlenky se pozd¢ji stal zaklad

soucasného rozdéleni na GI a SI, které podrobnéji popiSu v navazujicim textu.
2.1 Sporofyticka inkompatibilita

Poprvé byla sporofyticka inkompatibilita (SI) popséana u skardy smrduté (Crepis foetida)
z Celedi Asteraceae (Hughes a Babcock, 1950). U tohoto druhu byla jiz dfive pozorovana
pylovéa inkompatibilita, ale teprve pfi podrobnéjSim vyzkumu bylo odhaleno, ze vysledky
ktizeni se odliSuji od podobného experimentu provedeném na tabaku (Nicotiana sandraera).
Autofti dosli k zavéru, Ze na inkompatibilité pylu se podili i genotyp rodi¢ovské rostliny a ne
pouze genotyp pylu, jak tomu je naptiklad u vyse zminéného tabaku (Hughes a Babcock, 1950).
Pozdé&ji byl stejny druh inkompatibility popsan i u dalSich druh@ z riznych celedi, naptiklad u
celedi hvézdnicovité (Asteraceae), brukvovité (Brassicaceae) a svlaccovité (Convolvulaceae)
(shrnuto v Hiscock et al., 2003). Vétsina poznatkli o molekularnich mechanismech SI pochazi
ze studia Celedi Brassicaceae. Vyhodou studia SI u této celedi je, Zze se v ni nachazeji
hospodéisky vyznamné druhy a rovnéz do ni patfi i modelova rostlina huseni¢ek rolni
(Arabidopsis thaliana). Pokusy pii kiizeni brukve zelné (Brassica oleraceae) potvrdily
hypotézu, ze SI je fizena jednim lokusem, pozdéji nazvanym S-lokus (z anglictiny self-
incompatibility locus), s nékolika alelami. Pyl nese v tomto typu inkompatibility ob¢ alely S-
lokusu a blizna je dokaze rozpoznat. Pokud se alesponi jedna z alel shoduje s alelou nesenou
bliznou, pyl je vyhodnocen jako inkompatibilni a nedochazi k jeho vykliceni (Sampson, 1957).
Mezi jednotlivymi alelami byly rovnéz pozorovany riizné stupné jejich dominance, coz
umoziuje vznik rostlin nesoucich dvé stejné S-alely (Thomson a Taylor, 1966). Pozd¢ji byl S-
lokus lokalizovan na chromozomu a bylo v ném rozliSena sekvence pro nékolik genti
zodpovédnych za SI, oznaceni S-lokus vSak jiz zistalo (Boyes a Nasrallah, 1993). Dalsi
vyzkum se v soucasnosti zamétuje na odhaleni dalSich gend, jimiz kdédované proteiny se

podileji na odpovédi blizny na inkompatibilni opyleni.



2.1.1 Heteromorfni inkompatibilita

Jako zvlastni druh SI byla popsana heteromorfni inkompatibilita. Rostliny s timto typem
inkompatibility jsou jiz na prvni pohled dobfe rozeznatelné diky rozdilim ve stavbé kvétl mezi
jedinci stejného druhu. Jiz Charles Darwin si povSiml, zZe u prvosenky bezlodyzné (Primula
vulgaris) se vyskytuji dva od sebe odlisné kvéty (Obr. 3). Kvéty s kratkym pestikem a dlouhymi
tyCinkami (tzv. thumb) a kvéty s dlouhym pestikem a kratkymi tyCinkami (tzv. pin). Rovnéz

zaznamenal, Ze k tvorbé semen dojde pouze pti opyleni kratkého pestiku pylem z kratké blizny

Obrazek 3: Distylie u prvosenky bezlodyzné (Primula vulgaris)

(A) Cela rostlina v pribé&hu kveteni. (B) Kvét s dlouhym pestikem a kratkymi tycinkami, tzv. pin. (C) Kvét thumb,
ktery je charakteristicky dlouhymi ty¢inkami a kratkym pestikem. Prevzato z Balazova et al., (2016).

a stejn¢ tak u delSich forem. Nikdy tak nemohlo dojit k vytvofeni semene opylenim blizny
pylem ze stejného kvétu (Darwin, 1862). Pro tento jev se pouZziva oznaeni distylie. Pozdéji
popsal dal8i variantu heteromorfnich rostlin pfi studiu kypreje vrbice (Lythrum salicaria).
Tento druh tvofil dal§i formu pestikli a ty¢inek, ozna¢ovanou jako stiedni. V kvétu se poté
vykytovala jedna z forem pestiku a ty¢inky byly zastoupeny zbyvajicimi dvéma. K oplozeni
dochazelo pti opyleni pestiku pylem ze stejné formy ty¢inek (Darwin, 1864). Varianta se tfemi

morfami se nazyva tristylie. Obecné&j$i oznaceni zahrnujici oba pojmy je heterostylie.

Heterostylie se vykytuje u alespont 28 celedi krytosemennych rostlin a u 199 rodu.
Nejcastéji je dnes studovana distylie prvosenek (rod Primula) z ¢eledi prvosenkovitych
(Primulaceae) a tristylie u §tavelu (rod Oxalis) z ¢eledi stavelovitych (Oxalidaceae) (shrnuto
v Naiki, 2012). Nejnovéjsi poznatky o genetickém mechanismu distylie u prvosenky uvadéji,
ze fenotyp je fizen skupinou Uzce spojenych genti souhrnné nazyvanych S-lokus, nebo také S-
supergen. Tento S-lokus je pfitomen jedenkrat v diploidnim genomu pouze u rostlin s variantou
kvéth thumb. Rostliny s variantou pin S-lokus zcela postradaji (Li et al., 2016). Pfi porovnani

transkriptomu (ziskaného metodou sekvenace nové generace) prvosenky jarni (Primula veris)
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a prvosenky bezlodyzné (Primula vulgaris) bylo identifikovano 113 kandidatnich genti, které

vykazuji vyznamné rozdily v expresi u jednotlivych kvétnich forem (Nowak et al., 2015).

Pti studiu stavelu (rod Oxalis) bylo potvrzeno, ze tristylie je fizena dvéma lokusy, S a
M. Oba maji dominantni alelu S/M a recesivni alelu s/m. Pokud je v genotypu alela S, rostlina
vytvari kvéty s dlouhym pestikem. Alela S je epistaticka k alele M, kterd zapticinuje tvorbu
sttedniho pestiku. Pokud rostlina nese genotyp ssmm, ma kvéty s kratkym pestikem (Weller,
1976). V poslednich letech probéhl vyzkum tristylie i u tokozelky (Eichhornia paniculata)
z ¢eledi modraskovité (Pontederiaceae). Tento druh vykazuje stejny geneticky model tristylie
M lokusu na chromozomech. To umozni v budoucim vyzkumu zuzit vybér gend, které se

podileji na tvorbé tristylie (Arunkumar et al., 2017).

2.2 Gametofyticka inkompatibilita

Gametofyticka inkompatibilita (GI) byla popsana u celedi lilkovité (Solanaceae),
ruzovité (Rosaceae), krticnikovité (Scrophulariaceae), bobovité (Fabaceae), pupalkovité
(Onagraceae), zvonkovité (Campanulaceae), makovité (Papaveraceae) a lipnicovité
(Poaceae) (shrnuto v Franklin-Tong a Franklin, 2003). Jeji fungovani je zalozeno na jednom
mnohoalelickém S-lokusu. Inkompatibilita pylového zrna je urovana alelou, kterou ma pyl ve
svém haploidnim genomu, zatimco blizna nese obé alely. KdyZz dojde k opyleni pylem
nesoucim stejnou alelu jako je jedna z alel blizny, nastane inkompatibilni reakce (East a
Mangelsdorf, 1925). Tento typ pylové inkompatibility je méné¢ striktni nez SI, u nizZ musi pyl
nést odlisné ob¢ alely od alely blizny. Oproti SI, ktera byla podrobnéji popsana pouze u celedi
Brassicaceae, byly u GI objeveny jiZ dva rtizné molekularni mechanismy zabranujici opyleni
inkompatibilnim pylem (shrnuto v McClure a Franklin-Tong, 2006). Rizné mechanismy

naznacuji, ze GI vznikla v prubéhu evoluce nékolikrat nezévisle na sobg.

U vétSiny Celedi s GI byl popsan systém zalozeny na SRNazach. Tento princip byl
poprvé objeven u tabaku ktidlatého (Nicotiana alata) z €eledi lilkovitych (Solanaceae). Bylo
dokédzano, ze RNazy vyskytujici se v pestiku tabaku kiidlatého zabranuji riistu pylové lacky
(Anderson ef al., 1986). Jako determinant pylové inkompatibility byly pozdé¢ji nalezeny SLF
geny (z anglictiny S-locus F-box). Proteiny kddované témito geny byly specificky exprimovany

v pylu a pii inkompatibilnim opyleni reagovaly s SRNazou v blizn€¢ a vedly tak k zastaveni



rustu pylové lacky (Sijacic et al., 2004). Dalsi vyzkum se snazi odhalit geny souvisejici s touto

reakci.

Odlisny mechanismus GI byl popsan u ¢eledi makovité (Papaveraceae). Misto SRNaz
bylo spusténi inkompatibilni reakce pozorovano s naristem koncentrace Ca>* v burikach blizny
(Franklin-Tong et al., 1993). Tento nartst spousti kaskadu reakci, kterd vede k programované
bunécné smrti pylové lacky, ¢imz je dana nezvratnost inkompatibilniho opyleni (Thomas a

Franklin-Tong, 2004).

Uvodem jsme se seznamili s riiznymi druhy pylové inkompatibility vyskytujicich se u
krytosemennych rostlin. Podrobnéji bude v navazujicim textu rozebrana SI u celedi
Brassicaceae, na které je v soucasnosti provadén nejintenzivnéj$i vyzkum snazici se objasnit
molekularni mechanismy SI. VSechny nové poznatky ziskané o vSech druzich pylové
inkompatibility naleznou své uplatnéni v zemé&d¢lstvi, kde mohou pomoci pfi Slechténi novych

hybridnich druhti plodin.



3 PRINCIPY INTERAKCE BLIZNY A PYLU U CELEDI

BRASSICACEAE

Zjednodusen¢ se interakce mezi pylem a bliznou skldda ze Ctyi Casti: prilnuti pylu
k blizn€, rozpoznani kompatibilniho pylu, hydratace pylového zrna a vykliceni pylové lacky.
Kazdad ztéchto fazi vyzaduje nejenom molekularni signalizaci mezi pylem a bliznou, ale
zahrnuje 1 fadu biochemickych a biofyzikalnich procesti. Tyto procesy se lisi u jednotlivych
rostlinnych druhti, pficemz v nasledujici kapitole budou popsana zjisténi vztahujici se k Celedi
brukvovitych (Brassicaceae). Jednotlivé faze jsou zprosttedkovany rychlou komunikaci mezi
pylem a bliznou, ktera predchéazi a posléze napomaha rastu pylové lacky a oplozeni vaje¢né

burky.
3.1 Adheze pylu k blizné

K prvni komunikaci mezi pylem a pestikem dochdzi na blizn€. Schopnost blizny
rozpoznat kompatibilni, nekompatibilni a pyl jiného druhu zavisi i na typu blizny. U
krytosemennych rostlin byly popsdny dva typy blizen, mokré a suché, které se odlisSuji
schopnosti povrchové sekrece. Mokré blizny maji vyraznou povrchovou sekreci, ktera
zachytava veskery pyl a umoziuje mu vykli¢it. Oproti tomu povrchova sekrece u suchych
blizen chybi a pyl je proto zavisly na komunikaci s bliznou, kterd urcuje, kterd zrna vyklic¢i
(Heslop-Harrison a Shivanna, 1977). Blizna u brukvovitych rostlin byla popsdna jako sucha a
pokryta jednobunécnymi papilami (Heslop-Harrison a Shivanna, 1977). Jako hlavni slozky
bunécné stény papil, které umoznuji pfilnuti pylu, byly nalezeny glykoproteiny. Experiment,
ktery to potvrdil, byl velmi jednoduchy. Blizny oSetiené protedzou nebyly schopny kvili
roz§tépenym proteinim navazat na svij povrch pyl. Tento efekt vSak trval pouze dvé hodiny.
Po této dobe¢ jiz stacily bunky blizny vytvofit nové proteiny, které nahradily jiz nefunk¢ni,
rozStépené proteiny, coz vedlo k obnoveni piivodnich vlastnosti blizny (Stead et al., 1980).
Podobny pokus byl proveden i na pylu, kdy byly z buné¢né stény pylu chemicky vymyty
glykoproteiny, které byly poté smichdny s vyextrahovanymi glykoproteiny z blizny a byla
pozorovana jejich vzajemna interakce, pii niz doslo k jejich spojeni (Doughty et al., 1993). Za
pouziti transmisni elektronové mikroskopie byla popsano vytvoieni adhezni zony pii kontaktu
exiny (vngj$i vrstvy bunééné stény pylového zrna) s bunéfnou sténou papilarni buiky

(Kandasamy et al., 1994). Rovnéz bylo popséno navazani v fragmentli bunééné stény pylu na
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papilarni buiiku, coz potvrdilo, Ze adhezi pylu nepfedchazi zddna bunééna komunikace mezi
pylem a bliznou. Jde tedy o Cisté chemickou interakci mezi slozkami exiny a bunéénych stén

papilarnich bun¢k (Zinkl et al., 1999).

Pro ptesnéjsi objasnéni, které geny a obsazené latky jsou zodpovédné za spravné piilnuti
pylu kblizn¢ u brukvovitych rostlin, byly vyuzity mutantni rostliny husenicku rolniho
(Arabidopsis thaliana) (naptiklad Lolle a Cheung, 1993; Verger ef al., 2016). Vyznam lipidi
pritomnych v bunécné sténé¢ pylu pii hydrataci byl studovan na mutantech nazvanych
eceriferum (cer; z latiny nemajici vosk). Tyto rostliny maji defekt v syntéze dlouhych
lipidovych molekul, coz se projevuje nepfitomnosti voskové vrstvy na pokoZzce stonku a Sesuli.
Kromé toho pylova zrna cer mutanti postradaji lipidy ulozené v luminach (dutindch) exiny,
kviili cemuz pyl nedokaze hydratovat na blizn€ a nésledné vyklicit. Tento efekt v§ak muze byt
zvracen, kdyz je opyleni mutantnim pylem provedeno za vysoké vzdusné vlhkosti (Preuss et
al., 1993; Hiilskamp et al., 1995; Aarts et al., 1995). Pro studium funkce lipidi pfi ptilnuti pylu
k blizn€ byl vytvotfen mutant fiddlehead (fdh). Za béznych podminek je pyl schopen vyklicit
pouze na zralé blizn€ a na Zadné jiné ¢asti kvétu (Kandasamy et al., 1994). To neplati pro fdh
mutanty. Ti umoziuji hydrataci a kli¢eni pylu na kterékoli epidermalni bufice na nadzemni ¢asti
rostliny (Lolle a Cheung, 1993). Dale byla u téchto mutantt zjisténa zvysena koncentrace lipidi
s dlouhym fetézcem (Lolle et al., 1997). Vyzkum na dvou vyse zminénych mutantech dokazal

nezastupitelnou roli dlouhych lipidi pii interakei pylu s bliznou.

Dalsi latky obsazené v bunécné sténé, které v tomto ptipadé hraji roli v adhezi bunék
celé rostliny, nejen pylu a blizny, jsou pektiny. Pivodni objev zapojeni pektinu do adheze bun¢k
byl proveden na mutantu quasimodo (qua). Mutace v genech QUAT a QUA2 se na fenotypu
projevuje trpaslicim vzristem rostliny a snizenou pfilnavosti bun€k kviilli mensi koncentraci
pektinll v bunééné sténé (Mouille ef al., 2007). Pavodni predpoklad autord byl, ze QUA geny
se podileji na fizeni syntézy pektinl. Nejnovéjsi poznatky ale spiSe naznacuji, Ze tyto geny jsou
soucasti signalizacni kaskady odpovidajici na obsah pektini v bunééné stén€. Tomu napovida
1 charakterizace genu ESMERALDA (ESMD), ktery pravdépodobné koduje fukosyltransferazu
(Verger et al., 2016). Mutace v tomto genu se neprojevuje zadnym fenotypovym rozdilem od
divokych rostlin. Kdyz byly v jedné rostliné vytazeny geny QUA1, QUA2 a soucasné i ESMD,
doslo k zvraceni fenotypu zpiisobeného mutaci v QUA genech. QUA geny jsou pravdépodobné
s ESMD genem v jedné signaliza¢ni drdze ovliviiujici adhezi bunék a slouzi zaroven jako

supresory ESMD genu (Verger ef al., 2016).
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3.2 Rehydratace kompatibilniho pylu

Po pfilnuti pylového zrna k blizné nasleduje rozpoznani kompatibilniho pylu. Dosud
objevené molekularni mechanismy tohoto procesu budou popsany v nésledujici kapitole. Pti
opyleni vhodnym pylem dale nastava proces jeho hydratace. Tato faze je nezbytnd, aby se pyl
stal metabolicky aktivnim a mohl poté vykli¢it a vytvofit pylovou lacku. Ukazuje se, ze
klic¢ovou roli pii hydrataci pylu maji malé na cystein bohaté proteiny lokalizované v bunécéné
sténé pylu pattici do skupiny proteini pylového obalu B (z anglictiny pollen coat proteins class
B; PCP-B). Slouzi jako reguldtory hydratace pylu pfi navazani kompatibilni interakce. PCP-B
skupina proteinti je v husenicku rolnim kédovéana Ctyfmi geny. Pii mutaci ve vice PCP-B
genech soucasné je poskozena hydratace pylu, coz vede ke sniZeni jeho pfilnavosti k blizn¢ a
k opozdéni kliceni pylové lacky (Wang et al., 2017). Jiz dfive byla popsana skupina PCP ttidy
A, ktera interaguje s proteinem piibuznym s S-lokuseml (z anglictiny S-locus related protein
1) a S-lokusovym glykoproteinem (SLG), ktery se ti€astni inkompatibilni signalizace. Proto se
budou pravdépodobné tcastnit signalizace mezi pylem a bliznou, ale pfesna uloha PCP-A

dosud nebyla popsana (Doughty et al., 1998; Takayama et al., 2000).

Jednim z dalezitych signalti po rozpoznani kompatibilniho pylového zrna je zména
koncentrace vapenatych kationtl Ca®" v papilarni burice (Iwano et al., 2004). Pro sledovani
hladiny Ca®" byl pouzit protein cameleon, ktery méni svou konformaci po navazani Ca*".
Zména konformace je spojena i se zménou vinoveé délky vyzatovaného svétla. Byly pozorovany
tfi zmény koncentrace Ca*" v papilarnich buiikdch béhem interakce s kompatibilnim pylem
(Iwano et al., 2004). Prvni se projevila v misté kontaktu pylu s papilou béhem hydratace pylu.
Druhé zména se stejnou lokalizaci probéhla pfi kliceni pylového zrna a tfeti, nejsilngj$i nartist

koncentrace Ca®’, se objevil pied proniknutim pylové lacky do papily (Iwano et al., 2004).

Dal$im prvkem zapojenym do hydratace pylu je exocyst, pfedevSim pak jeho
podjednotka Exo70A1. Tato podjednotka je zapojena rovnéz v inkompatibilni odpovédi u
brukve fepky. Exo70A1 byl lokalizovan v celé plazmatické membrané papilarnich bun&k
(Samuel et al., 2009). Piesto se zdd, Ze Exo070Al1 je aktivni pfi fuzovani vacka s
cytoplazmatickou membranou pouze v misté¢ kontaktu s pylem. Zapojeni zbyvajicich sedmi
podjednotek do hydratace pylu bylo rovnéz popsano, ale je tieba dal§iho vyzkumu pro objasnéni
jejich presné funkce (Safavian et al, 2015). Obsah transportnich vackli neni zndm, ale

predpokladd se, Zze obsahuji latky pro hydrataci pylu a pro rozvolnéni bunétné stény k
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usnadnéni priniku pylové 1acky (Safavian a Goring, 2013). Aquaporiny, které by usnadnily
ptenos vody do pylu, jsou jednim z moznych proteini transportovanych pomoci téchto vackt
(Obr. 4). Nedavno byly popsany dva aquaporiny podilejici se na hydrataci pylu. Nebyl ale
dosud potvrzen jejich transport s vyuzitim exocystu (Windari et al., 2021).

Obrazek 4: Predpokladany model fungovani
exocystu béhem kompatibilni interakce pylu
s bliznou v Arabidopsis thaliana.

A

(A) Prvni faze reakce na kompatibilni opyleni 1)
bunétna sténa pylu a papily interaguji a dojde
k pfilnuti pylu. 2) pylové zrno je rehydratovano. 3)
Pylova lacka kli¢i a prorGsta papilarni burikou.

(B) Po kompatibilnim opyleni dojde k dosud
neznamému signalu (znazornény ¢ernou Sipkou), u
néhoz se predpoklada, ze spousti skladani
komplexu podjednotek exocystu. Exocyst zajiStuje
transport vackld s latkami potfebnymi k zahajeni
hydratace a rustu pylové lacky z kompatibilniho
pylového zrna. Jednim z moznych
transportovanych proteini je Ca?*-ATPaza 13
(ACA13) (lwano et al., 2014). U dalSich
transportovanych proteind (oranzova Sipka) je
predpokladana funkce v transportu vody
k hydrataci pylu a pfi rozvolnéni bunécné stény
papilarni buriky pro snadné;jsi pranik pylove lacky.

apilarni bunika blizny

~ Kompatibilni pyl

Vezikul

Papilarni
bunka blizny
N

Upraveno podle Safavian et al., (2015)

3.3 Kliceni pylové lacky

Po hydrataci pylu nastava faze kliceni pylové 1acky, tim je v nasledujicim textu chapan
proces, ktery narusi bunécnou sténu pylu a umozni rist pylové lacce. Zékladni strukturni
sloZzkou exiny je sporopolenin, vysoce odolny biopolymer, ktery umoziuje pylu piezit i po
dlouhou dobu nehostinné podminky vnéjsiho prostiedi. Aby doslo k naruseni této struktury, je
zapotiebi silné enzymatické aktivity. Jako nejpravdépodobnéjsi enzymy toho schopné se jevi
enzymy s obdobnou enzymatickou aktivitou jakou maji peroxidéza a katalaza (Edlund et al.,
2017). Pfi experimentu byla pouZita sm&s peroxidazy, kataldzy a peroxidu vodiku, ktera
dokazala lokaln¢ naru$it exinu vétSiny pylovych zrn huseni¢ku rolniho. Pravdépodobny
mechanismus celého procesu je nasledujici. Pfireakci peroxidu vodiku produkovaného
papilarni buiikou s katalazou, je peroxid vodiku rozloZen a je vytvofeno teplo spole¢né s kratce
se vyskytujicimi vysoce reaktivnimi kyslikovymi radikély. Ty jsou vyuzity peroxidédzou pfi
oxidaci sporopoleninu (Edlund et al., 2017). Ptestoze byl peroxid vodiku na blizn¢ detekovan,

neni zndm mechanismus, kterym buiiky spousti jeho tvorbu. Uvazuje se o zapojeni Ca**, jehoz
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zvySena koncentrace byla pozorovana tésné pred vyklicenim pylové lacky (Iwano et al., 2004).
Ucast Ca®" se jevi jako velmi pravdépodobnd, protoze v proteomu blizny hoi¢ice habesské
(Brassica carinata) bylo identifikovano 17 transportérii Ca** a v proteomu pylu jich bylo
dokonce 23 (Robinson et al., 2021). Mezi nimi i ortolog Ca*" inhibované ATP4zy 9 vyskytujici
se v husenic¢ku rolnim. Mutace v genu pro ATPazu 9 vede k ¢astecné sterilité pylu (Schiett et

al., 2004).

Tato kapitola shrnula nové poznatky o molekularnich interakcich mezi pylem a bliznou,
které predchazeji rastu pylové lacky a naslednému oplozeni vaje¢né buiiky. Doslo k objasnéni
fungovani mechanismu pfilnuti pylu k blizné, ktery funguje na interakci slozek bunéénych stén
pylového zrna a papilarni buniky. Tim je zajisténa stabilni pozice pylu na blizné, ktera je nutna
pro dal$i komunikaci. Ta zaji$t'uje rozpoznani kompatibilniho pylu a jeho naslednou hydrataci,
na niz se podle nejnovéjSich poznatkli podili komplex exocyst. Rovnéz doSlo k popsani
pravdépodobného mechanismu, ktery umoznuje naruSeni bunécné stény pylu a nasledné

vykli¢eni pylové lacky.
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4 MOLEKULARNI PODSTATA SI U CELEDI BRASSICACEAE

V této kapitole si popiSeme postupny proces objasiiovani molekuldrnich mechanismt
homomorfni sporofytické pylové inkompatibility a dosud objevené proteiny, které zajist'uji jeji
funkci u brukvovitych rostlin. Jelikoz do této ¢eledi patii i hospodatsky vyznamné rostliny, jako
je brukev tepak (Brassica rapa), brukev zelna (Brassica oleraceae) a brukev tepka (Brassica
napus), je porozuméni fungovani SI u Celedi Brassicaceae dulezité 1 z komercniho hlediska.
Znalosti této problematiky se vyuziji napiiklad pti Slechténi novych kultivart a hybrida vyse
zminénych rostlin. Po pfedstaveni zdkladnich proteini zodpovédnych za rozpoznani
inkompatibilniho pylového zrna, si pfiblizime i1 funkci dalSich proteind, které s nimi interaguji.

Dale bude popsano nekolik signdlnich molekul, které se taktéz podileji na fungovani SI.

U homomorfni sporofytické pylové inkompatibility dochazi k rozpoznani
nekompatibilniho pylu jiz na papilarnich bunkach blizny b&éhem né¢kolika prvnich minut po
opyleni. Nekompatibilni pylova zrna ve vétsiné ptipadt nevykli¢i v pylovou lacku kviili selhani
rehydratace pylu. Pokud k ristu pylové 1a¢ky dojde, neni schopna prorazit povrchem blizny a
roste pouze po jejim povrchu a nasledné umira (Stout, 1931). Od pocatku 30. let 20. stoleti se
ptedpokladalo, Ze dochazi k bunécné interakci mezi pylovym zrnem a povrchem blizny. Dalsi
hypotéza vychézela z myslenky, Ze cely systém je zalozen na skupiné gend. Tyto geny by spolu
interagovaly a jejich vzdjemné plsobeni by urcovalo, zda je pyl inkompatibilni ¢i nikoliv.
Jednotlivé alely geni by byly v recesivnim, dominantnim nebo kodominantnim vztahu.
(Bateman, 1955). Pozd¢ji byly oba piedpoklady potvrzeny a tato skupina gent byla nazvana S-
lokusem (z anglického self-incompatibility locus). Transkript jednoho z gent kodujicich S-
lokus byl pomoci in situ hybridizace lokalizovan v papilarnich bunikach blizny. Tento transkript
byl pozorovan pouze ve zralych papilarnich bunikach a nevyskytoval se v Zadném jiném typu
bun¢k blizny (Nasrallah et al., 1988). Pfesné&ji byly glykoproteiny specifické pro S-lokus
lokalizovany za vyuziti imunocytochemickych metod v bunééné sténé predevSim v mistech
piiléhajicich k plazmatické membran€. U mladSich papilarnich bunék byly glykoproteiny
nalezeny v cytoplazmé a u nejmladSich papilarnich bun¢k nebyly nalezeny viibec. Absence
glykoproteint u nejmladsich bunék byla vysvétlena aktivaci exprese jejich gent az v pozdéjSim
vyvoji builky. (Kandasamy et al., 1989). Konkrétné byl v S-lokusu rozliSen gen pro S-
lokusovou receptorovou kindzu (SRK) a S-lokusovy glykoprotein (SLG). Podle nukleotidoveé
sekvence genomové DNA a kodujici DNA byla SRK charakterizovana jako transmembranovy

receptor se specifickou serin/threoninovou kindzovou aktivitou. SRK je polymorfni gen, ktery
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dava vzniknout velkému mnozstvi alternativnich transkripti kédujicich odlisné proteiny.
Popsana byla i vysoce homologni extracelularni doména SRK a SLG (Nasrallah ef al., 1987,
Stein et al., 1991). Krom¢ papilarnich bunék blizny byla pozorovana transkripce S-lokusu,
konkrétné SLG genu, i1 v bunkéch tyCinek (Toriyama et al., 1991). Dale bylo dokazano, ze
nefunkéni gen pro SRK zpisobi ztratu pylové inkompatibility a umozni rostlin¢ ziskat
schopnost samospraseni (Nasrallah ez al., 1994). Pii podrobnéjsim zkoumani SRK a SLG bylo
zjisténo, ze tyto dva proteiny spolu interaguji a ze SLG miize pomahat ve stabilizaci SRK (Yu
et al., 1996). Jelikoz SRK byla povazovana za samici determinant SI kvili své expresi
v papildrnich bunikach, hledal se i sam¢i determinant SI, ktery byl pravdépodobné specificky

exprimovan v ty¢inkach.

Jako posledni z genti lokalizovanych na S-lokusu a zodpovédnych za SI byl popséan S-
lokusovy na cystein bohaty protein (z anglictiny S-locus cystein rich protein, SCR; také zndmy
jako S-locus protein 11). Tento gen je exprimovan pouze v tyCinkdch a je stejné vysoce
polymorfni jako SRK. Byl to onen hledany samci determinant SI. Bylo experimentalné
dokézano, Ze SCR je nezbytnou soucasti Sl a Ze slouZi jako ligand pro SRK receptor (Takayama
etal.,2001). Transkrip¢ni aktivita genu pro SCR byla pozorovana pouze po vzniku haploidnich
mikrospor, pfestoze SCR je aktivni az pfi kontaktu pylového zrna s bliznou. Tato nesrovnalost
byla vysvétlena pozorovanou expresi genu v bunkéch tapeta, které davaji vzniknout nékolika
sloZkdm bunécné stény pylového zrna, pfedevsim exiné (Schopfer et al., 1999; Takayama, et
al., 2000). Lokalizace SCR v bunétné sténé¢ pylového zrna byla potvrzena diky
imunoelektronové mikroskopii (Shiba et al., 2001).

Béhem studia jednotlivych alelickych forem genii pro SLG, SRK a SCR u brukve zelné
a brukve fepdku bylo po osekvenovani S-lokusu u nékolika desitek jedincl zjisténo, ze
v nékterych sekvencich nebyly pfitomny sekvence pro SLG. Pfesto i rostliny bez SLG genu
nebyly samosprasné. Z tohoto diivodu neni SLG povazovan za nezbytnou soucast SI. (Sato et

al., 2002).
4.1 Dalsi geny zapojené do sporofytické inkompatibility

Po odhaleni zékladnich soucasti SI se pozornost vyzkumnika obratila na popsani celé
signalni kaskady, na jejimz pocatku stoji interakce SCR a SRK a na konci niz je signal, ktery
zabranuje vykli¢eni nekompatibilniho pylového zrna. Mezi prvnimi jejimi ¢astmi byl popsan

protein ARM-repeat-containing protein 1 (ARC1). Tento protein patii do rodiny PUB proteina
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(z angliCtiny plant U-box proteins; fadi se do rodiny ubiqitin ligdz), které jsou charakteristické
svou vysoce konzervovanou U-box doménou sloZzenou z asi 70 aminokyselin. Vaze se na SRK
kinazovou doménu. Také bylo popsano, ze snizeni mnozstvi mRNA tohoto genu je spojeno se
zhorSenym fungovanim SI u brukve fepky. Jeho funkci je v piitomnosti aktivované SRK
podporovat ubiqitinylaci a naslednou proteazomalni degradaci kompatibilnich faktori
v pestiku, coz nakonec vede k odmitnuti inkompatibilniho pylu (Stone et al., 1999; Stone et al.,
2003). V navaznych pokusech byly hledany proteiny interagujici s ARC1. U brukve fepky byla
popsana interakce ARCI1 s Exo70A1, coz je podjednotka komplexu exocyst. Ztrata funkce
Ex070A1 vede u Brassica rapus a A. thaliana k odmitnuti kompatibilniho pylu a naopak
zvySena exprese vede u inkompatibilni brukve fepky k ¢astecnému naruseni funkce ST a miize
tedy dojit 1 k opyleni vlastnim pylem. Exo70A1 se ucastni hydratace pylu na blizné¢ a pii
inkompatibilni odpovédi je spoluzodpovédny za odmitnuti rehydratace pylového zrna (Samuel
et al.,2009). ARCI rovnéz reguluje mnozstvi glyoxalazy 1 (GLO1). GLO1 je enzym potifebny
pro detoxikaci methylglyoxalu, coz je cytotoxicky vedlejsi produkt glykolyzy. Methylglyoxal
slouzi v papilarnich buiikach jako jeden z faktorti odpovidajici za SI. Pfi sniZzeni koncentrace
GLO1 dojde ke zvySeni mnozstvi methylglyoxalu, coz vyvold inkompatibilni odpovéd
(Sankaranarayanan ef al., 2015). Pfi nadmérné expresi GLO1 se hladina methylglyoxalu snizi
a to vede az k naruseni SI u Brassica napus. Po opyleni nekompatibilnim pylem dojde ke
zvySeni koncentrace methylglyoxalu. S tim je spojena i zvySena exprese genl reagujicich na
tuto latku, véetné GLO1. ARC1 aktivovany inkompatibilni reakci zprostiedkovava degradaci
GLO1 a dochazi tak kudrzeni zvySené koncentrace methylglyoxalu v papildrni burice

(Sankaranarayanan et al., 2015).

DalSim proteinem tucastnicim se této signalizace je proteinova kinaza M-lokusu (z
anglictiny M-locus protein kinase, MLPK). Tato kinaza je lokalizovana v plazmatické
membrané papilarnich bun€k a byly popsany dvé jeji formy lisici se pouze v N-termindlni
sekvenci. Za pouziti biomolekularni fluorescenéni komplementace (BiFC) byla dokézana
interakce obou forem MLPK s SRK. Pti vyfazeni genu pro MLPK doslo k zastaveni signalizace
nutné pro odmitnuti inkompatibilniho pylu a mutantni rostlina se tak stala samosprasnou. Pro
spravnou funkci MLPK je rovnéz nutné jeji umisténi v plazmatické membrané. Pti zadsahu do
sekvence N-konce, MLPK ztratila svou pivodni lokalizaci a mutantni rostliny opét nebyly
schopné aktivovat SI. Pfestoze neni pfesna fyziologicka funkce MLPK jesté objasnéna, je jeji
funkce v SI neopomenutelnd (Kakita ez al., 2007). Vyzkum v tomto sméru neni zdaleka mozné

povazovat za ukonceny. V dalsi studii bylo identifikovano devatendct unikatnich proteint,
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jejichz mnozstvi se snizovalo po inkompatibilnim opyleni. Funkce téchto proteinl je
predikovana v biosyntetickych drahach, béhem signalizace, v organizaci cytoskeletu a pii
exocytoze (Samuel et al., 2011). Jednim z identifikovanych proteina byl jiz diive popsany S-
locus related-1 protein (SLR1), ktery poméha kompatibilnimu pylu pfilnout na bunky blizny
(Luu et al., 1999). Jeho degradace pii rozpoznani inkompatibilniho pylu zabrani pylovému zrnu

ptilnout k papilarnim bunikam, takze nemtize dojit k rehydrataci pylu.

Svou ulohu pfi SI hraje i cytoskelet a jeho piestavby v papilarnich buiikach. Zatimco pfii
kompatibilnim opyleni dochazi k polymerizaci aktinu, coz napomaha transportu latek nutnych
pro hydrataci pylu a kli¢eni pylové lacky, opyleni inkompatibilnim pylem vede k reorganizaci
a pravdépodobné¢ depolymerizaci aktinu (Iwano et al., 2007). Pozorovani téchto procesii bylo
mozné diky rhodanin-faloidinovému, barveni aktinu. Role aktinu byla potvrzena pti pouZiti
cytochalasinu B, ktery inhibuje polymeraci aktinu. Po jeho aplikaci do papilarnich bunék byla

vyrazné zpomalena hydratace pylu a rist pylovych lacek (Iwano et al., 2007).

Rovnéz bylo studovdno 1 pfipadné zapojeni mikrotubuli. V tomto ptipadé byly
aplikovany dvé latky pusobici na mikrotubuly: taxol, ktery zabrafiuje depolymerizaci, a
oryzalin, ktery naopak brani polymerizaci. Pfi inkompatibilnim opyleni nebyl pozorovan vliv
ani jednoho z mikrotubularnich jedd. Béhem kompatibilniho opyleni vSak po aplikaci taxolu
doslo ke snizeni mnozstvi hydratovaného pylu a vykli¢enych pylovych lacek. Oryzalin pak
vykazoval opacné pilisobeni, kdy podporoval hydrataci pylu a jeho kli¢eni. Funkce

mikrotubularni sité proto bude podrobena dal$imu vyzkumu (Samuel ez al., 2011).

4.2 Signaliza¢ni molekuly zapojené do sporofytické

inkompatibility

Kromé hledéani asociovanych proteinii k nékterému ze zakladnich prvki SI se vyzkum
zamé&fuje 1 na jiné signalni molekuly. Jednou z vyznamnych signalnich molekul v rostlinnych
butikidch jsou vépenaté kationty Ca®". Bylo dokadzano, Ze zvySeni koncentrace Ca®"
v papilarnich bunkach po interakci mezi SRK a SCR vede k odmitnuti inkompatibilniho
pylového zrna, zatimco pfi opyleni kompatibilnim pylem zfistdva hladina Ca** na stejné nebo
pouze mirné€ vyssi trovni. Jako hlavni zprostfedkovatel tohoto signdlu byl urcen receptorovy
kanal podobny glutamatovému kanalu (z anglictiny glutamate-like receptor channel, GLR).

Mutanti v genu pro GLR kanal méli omezenou schopnost odpovédi na inkompatibilni pyl, takze
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tento pyl byl rovnéz schopen vykli¢it. Pfi umélém navyseni koncentrace Ca®" v papilarnich
bunikach naopak doslo i k odmitnuti kompatibilniho pylu a byla zastavena jeho hydratace na

povrchu blizny (Iwano et al., 2015).

Vedle koncentrace vapenatych ionti se v signalizaci odpovédi na inkompatibilni opyleni
ucastni 1 etylen. Etylen je plynnym rostlinnym hormonem, ktery reguluje Sirokou Skélu
vyvojovych procesi v rostling, od kli¢eni semen, dozravani plodu, senescenci, po odpovéd’ na
abiotické a biotické stresy (shrnuto v Igbal et al., 2017). Pii experimentech byl na bunky pestiku
aplikovan ethefon, synteticka latka rozkladajici se na etylen. Na oSetienych pesticich dochazelo
ke kli¢eni inkompatibilniho pylu. Rovnéz byla pozorovana programovand bunécnd smrt
papilarnich bun¢k. Kdyz vSak byly pestiky vystaveny inhibitoru syntézy etylenu chloridu
kobaltnatému CoClz, nebo inhibitoru signalizace etylenu dusi¢nanu stiibrnému AgNOs3,
nedoslo k vykliceni pylu i ptfi opyleni kompatibilnim pylem (Su et al., 2020). Ukazalo se, ze
programovana bunééna smrt papilarnich bunék zptsobend etylenem, je nezbytna pro Uspésné
opyleni u brukve fepaku. Tento poznatek nabizi i praktické vyuziti. Jelikoz ma vétSina
brukvovitych plodin SI, je pomérné sloZité je Slechtit a vytvaret hybridni kultivary. Po oSetieni
brukve fepaku ethafonem vSak doslo k narusSeni fungovani SI, coZ umozni vznik efektivnich
zpuisobt inbrednich linii plodin se zachovanou SI. Proteiny zodpovédné za reakci papilarnich
bun¢k na etylen a jeho pfesné zafazeni do signalizac¢ni drahy nebylo dosud piesné urceno.
Jednim z kandidatnich proteind, na ktery se zamé&fi dalsi vyzkum, je na etylen necitlivy protein

3 (z anglictiny ethylen-insensitive protein 3) (Su et al., 2020).

Ptestoze neni dosud zndm cely molekularni mechanismus fungovéani sporofytické
inkompatibility u celedi Brassicaceae, doSlo v poslednich 30 letech k vyraznému posunu
v chapani jeho fungovani. Byly popsany zakladni proteiny (SCR, SRK, SLG) zodpovédné za
rozpoznani inkompatibilniho pylu, doslo k charakterizovani funkce né€kolika dalSich proteinti
v signaliza¢ni kaskadé SI (ARC1, GLO1, Exo70A1, MLPK) a dokonce se podafilo prokéazat
roli signaliza¢nich molekul (Ca**, etylen), které na prvni pohled se SI nesouviseji. I pfes tento
obrovsky skok ¢ekd védce mnoho prace a experimentl, nez dojde k objasnéni vSech zahad

sporofytické inkompatibility.
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Obrazek 5: Model pylové inkompatibility u rodu huseni¢ek (Arabidopsis) a fepka (Brassica)

Schéma interakce pylu s papilarni burikou a nasledné bunééné odpovédi pfi rozpoznani inkompatibilniho pylu v
husenicku (A) a fepce (B). Oba druhy sdili fadu podobnosti, ale v nékterych krocich se odliSuji. Pylovy
determinant inkompatibility SCR se vaze na SRK blizny stejné alely S-lokusu. To vede k autofosforylaci SRK a
nasledné k fosforylaci a aktivaci ARC1. Aktivovany ARC1 ubiquitinyluje Exo70A1, ktery je degradovan
v proteazomu. Procesy vedouci k hydrataci kompatibilniho pylu (napf. exocytéza) jsou zablokovany a pylové
zrno je odmitnuto. (A) V husenicku bylo popsano zvy$eni koncentrace Ca?* v dusledku aktivace GLR kanalu.
Tim je spusténa autofagie, ktera odstrani sekretorické vacky (vezikuly). Pfesné mechanismy vedouci k autofagii
vezikuli nejsou dosud znamy. Viepce (B) ARC1 ubigitinuje i GLO1 a zpUsobuje tak jeho degradaci
v proteazomu. Ta je zodpovédna za zvySeni hladiny cytotoxického methylglyoxalu, jehoz pravdépodobnou funkci
je modifikace faktord kompatibilni odpovédi a poSkozeni jejich funkce. Multivezikularni téliska (z angli¢tiny
multivesicular bodies, MVB), ktera jsou zapojena do transportu extracelularnich vacka pro kompatibilni odpovéd,
jsou nasmérovana do vakuoly, pravdépodobné procesem autofagie. Upraveno podle Jany et al., (2019)
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5 STUDIUM PYLOVE INKOMPATIBILITY U RODU ARABIDOPSIS

Mimo vyse zminénych hospodaisky vyznamnych rostlin rodu Brassica se SI studuje od
pocatku tohoto tisicileti 1 u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Piestoze je tento druh
samosprasny, dostal se na pfedni misto pii studiu SI diky uspésnému celogenomovému
osekvenovani v roce 2000 (The Arabidopsis Genome Iniative, 2000). Dalsi prednosti husenicku
rolniho jsou blizce ptibuzné druhy fefiSni¢nik Hallertv (Arabidopsis halleri) a fetiSnicnik
skalni (drabidopsis lyrata)', které maji SI a jsou striktng cizosprasné. Také rostliny rodu
Arabidopsis nebyly nikdy v minulosti cilené¢ péstovany clovékem, coz umoznuje studium SI
v prirodnich populacich, které nebyly objektem cileného Slechténi. V nasledujicim textu si
objasnime vyhody studia SI u modelové rostliny husenicku rolniho a fefi$ni¢niku skalniho a
vyznam vySlechténi linii husenicku s aktivni SI. Také budou shrnuty nejnovéjsi poznatky (jako
je vliv aktinového cytoskeletu, ztrata funkce pii vystaveni vysokeé teploté a dalsi) o SI zjiSténé

prave na rostlinach rodu Arabidopsis.

Rod Arabidopsis se od rodu Brassica oddélil asi pted 15-20 miliony let (Yang et al.,
1999). K samotnému oddéleni druhii husenicku rolniho a fefisSni¢niku skalniho a Hallerova
doslo asi pied 5 miliony let (Koch et al., 2001). Po téchto zjisténich a zatazeni druhd do
fylogenetického stromu brukvovitych byl dal§i vyzkum zaméfen na odhaleni ptivodu SI a na
rozdily v S-lokusu mezi jednotlivymi druhy. Pti analyze S-lokusu u 4. lyrata bylo zjisténo, ze
tento lokus obsahuje dva Uzce spojené ortologni geny, gen pro SRK a gen pro SCR. Tyto
proteiny umoznuji rozpoznani inkompatibilniho pylu na papilarnich bunikach pestiku. Oproti S-
lokusu brukve fepaku vSak genom fefiSni¢niku skalniho nezahrnuje gen pro SLG. Rovnéz se
geny A. lyrata pro SRK a SCR 1i§i od gentli brukve svym uspotadanim v S-lokusu a délkou své
sekvence. Porovnani S-lokusti obou druhti naznacuje, Ze od odd¢€leni rodii prodélal S-lokus
nékolik duplikaci, a Ze byl premistén mezi dvéma vzdalenymi pozicemi na chromozomu béhem
oddéleni vyvoje brukve a fefisSni¢niku. Dalsi analyza potvrdila pfitomnost ortolognich gent pro

SRK a SCR 1 u samospra$ného husenic¢ku rolniho (Kusaba ef al., 2001).

Jelikoz se pfemeéna cizosprasnych rostlin na rostliny samosprasné objevuje velmi ¢asto

v pfirodnich i domestikovanych rostlinnych populacich, pokusili se védci navodit obraceny

! Na zakladé analyzy DNA byly do rodu Arabidopsis zafazeny nékteré z druh( rodu Cardaminopsis, kam patfily i
druhy refisnicnik skalni a fefisni¢nik Haller(v, dfive pojmenované jako Cardaminopsis petrarea a Cardaminopsis
halleri (Al-Shehbaz a O’Kane, 2002)
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proces. Jejich cilem bylo ziskat autoinkompatibilni rostlinu z bézné¢ samosprasného druhu
husenicku rolniho. To se podafilo vlozenim genti pro SRK a SCR z 4. lyrata do genomu
husenicku rolniho (Nasrallah et al., 2002). Prvni generace transformovanych rostlin byla stale
samosprasna, ale nékteré rostliny vykazovaly snizeni mnozstvi vykli¢eného pylu na blizné. U
potomki téchto jedinct se vSak jiz objevila silnd inkompatibilni reakce pii opyleni vlastnim
pylem a byly tak ziskany linie husenic¢ku rolniho se SI (Nasrallah et al., 2002). Analyzou S-
lokusu husenic¢ku rolniho bylo zjiSténo, ze je vykazovan vyrazny polymorfismus v genech
potiebnych pro SI, pfestoze jsou vSechny znamé populace 4. thaliana samosprasné. Nadavkem
k tomuto polymorfismu je ukrytd schopnost exprese gent potiebnych pro SI, ktera se objevi
pouze po vlozeni genli z autoinkompatibilni A. lyrata (Nasrallah et al., 2004). V uptesiujici
studii byl polymorfismus potvrzen pouze u genu pro SRK u vSech tii druhi (4. lrata, A.
thaliana, A. halleri), zatimco gen kodujici SCR polymorfismus A. thaliana postradal. To vedlo
autory vyzkumu k myslence, ze ztrata pylové inkompatibility prob&hla u huseni¢ku rolniho
relativné nedavno z diivodu fixace nefunk¢ni alely genu SCR v populaci. Pfi vypoctu mutacni
rychlosti vyslo, Ze ptechod k samosprasnosti huseni¢ku rolniho se mohl odehrét nanejvyse pied
413 tisici lety. Autofi z toho usuzuji, Ze husenicek rolni mél funkéni SI alespon 91,7 % doby

od svého vzniku jako samostatny druh (Bechsgaard et al., 2006).

5.1 Ortologni geny sporofytické inkompatibility pritomné v rodu

Arabidopsis

Po vytvoteni stabilnich transgennich linii A. thaliana s funkéni SI se u téchto rostlin
zacal studovat vliv dalSich proteinli ucastnicich se inkompatibilni odpovédi, jejichz role v SI
byla poprvé popsana u brukve fepaku. APK1b v 4. thaliana je povazovan za ortolog genu pro
MLPK u Brassica rapa. APK1b sdili s MLPK asi 76 % podobnost své genomové sekvence a
ma rovnéz dv¢ alternativni formy. Pro otestovani zapojeni APK1b do SI byly vytvoieny
mutantni rostliny husenicku rolniho s vyfazenym genem pro APK1b. Tito mutanti byli uméle
zktiZeni s transgennimi A. thaliana s funkéni SI. Teprve ve tfeti generaci byly ziskany rostliny,
u nichZ nebyl detekovan transkript APK1b, pfesto vS§ak méli tito jedinci silnou inkompatibilni
odpovéd’. Vysledkem experimentd bylo zjisténi, ze APK1b neni soucasti signaliza¢ni drahy SI

u A. thaliana (Kitashiba et al., 2011).

Dalsi gen popsany u brukve je ARCI. Ortolog tohoto genu nalezeny v genomu

husenicku rolniho je ale pouze fragmentovanym pseudogenem, ktery postrada vétSinu své
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kodujici sekvence (Kitashiba et al., 2011). Pii vyzkumu ortologl u dalSich druhi z celedi
Brassicaceae bylo zjisténo, ze u n¢kolika druht, které ztratily SI, doslo k rozpadu nebo deleci
ARCI1 genu. Z téchto pozorovani byla odvozena hypotéza, ze ARC1 ztraci svou funkci pii
piechodu druhu k samospraseni. Pro otestovani hypotézy byly pfipraveny transgenni rostliny
A. lyrata, unichz byla pomoci RNA interference zablokovana translace mRNA ARCI. U rostlin
fefiSni¢niku skalniho bez ARC1 doslo k naruseni SI obdobné jako u brukve fepaku. To ukazuje
konzervovanou roli ARC1 ve SI napiic¢ ¢eledi Brassicaceae (Indriolo et al., 2012). V navazujici
studii byl ARC1 gen spolu s geny pro SRK a SCR z 4. lyrata vlozen do ekotypu husenicku
rolniho Columbia-0, u n¢hoz pti vlozeni genli vyhradné pro SRK a SCR nedoslo ke vzniku SI.
Cilem experimentu bylo ovéfit, zda je ARC1 potiebny pro obnovu funkce SI. Vysledek pokusu
funkci ARC1 v signalizaci SI potvrdil. Pfi vloZeni vSech tfi gend ¢ast transgennich rostlin
vykazovala silnou inkompatibilni odpovéd’ pfi samospraseni. Neocekavané byla u ziskanych
transgennich rostlin pozorovana herkogamie (prostorové oddé€leni pestiku a ty¢inek v kvétu).
Prestoze je u A. lyrata pestik vzdy vyssi nez tyCinky, nebyla tato morfologie kvétu nikdy diive
pozorovana u ekotypu A. thaliana Columbia-0 (Indriolo et al., 2014). Tento fenotyp nebyl ani
popsan u transgennich rostlin ekotypu Columbia-0, které exprimovaly funkéni SRK a SCR. Po
pfeméteni délky pestiku a tyCinek u divokych a transgennich rostlin, bylo zji§téno, ze
herkogamie je zptsobena prodlouzenim pestiku (Indriolo et al., 2014). Pozdéji byl obdobny
experiment zopakovén s pouzitim genu pro ARC1, SRK a SCR z 4. halleri a Brassica rapa.
Geny z brukve nebyly schopny obnovit funkci SI u A. thaliana. Geny pivodem z A. halleri
byly schopné znovu aktivovat SI u ekotypu Columbia-0. Tim byla nezavisle dokazana role
ARCI1 v signalizacni draze pro odmitnuti inkompatibilniho pylu u husenicku. Dale byla
sledovana 1 urovenl exprese jednotlivych gentt pro ARCI1, SRK a SCR riizného plvodu
v transgennich rostlinach. Zde se zddna souvislost mezi jejich zvysenou ¢i sniZzenou koncentraci

v papilarnich buiikach na funkci SI neprokazala (Zhang et al., 2019).

Ptestoze husenicek rolni nemd funk¢ni gen pro ARCI, bylo u ného otestovano
potencialni zapojeni Exo70A1 do signalizace u transgennich rostlin exprimujicich 4/SRK a
AISCR. Opétovné mél Exo70A1 nalezeny v genomu husenicku vysokou sekvencni podobnost
s Exo70A1 z brukve fepaku. Nadmérnou expresi Exo70A1 nedoslo u transgennich husenickt

k oslabeni SI (Kitashiba ef al., 2011).

Spole¢ny ptivod mé rovnéz gen pro GLO1 v brukvi a huseni¢ku rolnim. V genomech

husenicku rolniho a fefi$ni¢niku skalniho byly nalezeny paralogni geny s velkou sekvencni
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podobnosti ke genu GLO1 v brukvi. Pfi nadmérmné expresi GLO1 v brukvi fepaku bylo
pozorovano naruSeni funkce SI, coZ umoznilo samospraSeni. Pro ovéfeni vysledku byly
pripraveny transgenni rostliny husenicku s vlozenym nadmérné exprimovanym genem GLO1
z brukve a geny pro ARCI1, SCR SRK z A. lyrata. Mutantni rostliny poté nevykazovaly
vlastnosti SI, zatimco rostliny bez vlozeného genu pro GLO1 ano. Exprese vSech genti byla
potvrzena metodou kvantitativni rtqPCR. Tim se dokdzala role GLOI1 pfi regulaci

inkompatibilni odpovédi (Kenney et al., 2020).

5.2 Funkce cytoskeletu ve sporofytické inkompatibilité

Pro spravné fungovani SI je nutné, aby SRK byla zaclenéna v cytoplasmatické
membrané papilarnich bunék. Vyznamnym mechanismem pro transport proteini do
cytoplasmatické membrany je klatrinem zprostiedkovana endocytéza (z anglického clathrin-
mediated endocytosis). Na té se podili adaptorovy proteinovy komplex 2 (z anglického adaptor
protein comlex 2, AP2). Pfestoze SRK nese doménu pro moznou interakci s AP2, nebylo
dokézano, ze by byla AP2 nezbytna pro transport SRK do cytoplazmatické membrany pomoci
klatrinovych vacka. Piedpoklada se, ze role AP2 neni nezbytnd pro fungovani SI u

autoinkompatibilnich linii husenic¢ku rolniho (Yamamoto et al., 2018).

K objasnéni role aktinového cytoskeletu béhem SI, jehoz zapojeni bylo diive popsano u
brukve fepaku (Iwano et al., 2007), byly provedeny mikroskopické analyzy Zivych bunék (z
anglictiny live-cell imaging). Tento druh mikroskopie umoZiiuje pozorovat procesy v Zivych
buiikach bez jejich poSkozeni v pribéhu daného Casového intervalu. Proto byla sledovana
dynamika aktinu v daném Casovém intervalu. Pfed opylenim byl aktinovy cytoskelet tvoien
pfevazné svazky umisténymi u podélné osy bunék blizny. Po opyleni kompatibilnim pylem
doslo k soustfedéni aktinu v mistech kontaktu buiiky s pylovym zrnem (Rozier et al., 2020).
Zvysené mnozstvi aktinu bylo pozorovano rovnéz tésné pred vyklicenim pylové lacky v misté
kontaktu pylu s bliznou a pfi jejim proristani bylo sledovano pfemisténi aktinu podél pylové
lacky. Pfi opyleni papilarni buniky né€kolika kompatibilnimi pylovymi zrny soucasnég, bylo
soustiedéni aktinu v misté kontaktu zaznamenano u kazdého z nich. Zadné podobné sousttedéni

aktinu nebylo zachyceno pfi opyleni inkompatibilnim pylem.

Autofi rovnéZ sledovali Urovenl hydratace jednotlivych pylovych zrn. Zjistili, Ze
kompatibilni pyl je témét okamzité po dopadu na bliznu hydratovan a po deseti minutach je

pylové zrno kompletn¢ zavodnéno (Rozier et al., 2020). Za stejnou dobu hydratace u vétSiny
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inkompatibilniho pylu ani nezapocne. I kdyz 19 % inkompatibilniho pylu jevilo znamky
hydratace, tato pylova zrna nikdy nevykli¢ila (Rozier et al., 2020). Pfi zvySené vzdu$né
vlhkosti, kterd napomohla samovolné hydrataci pylu, vykli¢il také inkompatibilni pyl, ale
pylové lacky rostly pomalu a nebyly schopné proniknout bunéc¢nou sténou do papilarni bunky.
Aktinovy cytoskelet napoméha hydrataci pylu ve dvou fazich. Po pocatecni fazi, ktera zajisti
dosazeni urcitého obsahu vody v pylovém zrnu, nastane druhd faze. Béhem ni dojde
k drastickému poklesu mnozstvi vody v cytoplasmé pylu a zacne rast pylové lacky. Veskera
popsana pozorovani byla provedena na transgennim huseni¢ku rolnim se SI v semi in-vivo

podminkach (Rozier et al., 2020).
5.3 Vliv zvySené teploty na fungovani sporofytické inkompatibility

U linii A. thaliana se SI, byl rovnéz popsan vliv zvysené teploty na funkci pylové
inkompatibility. Pfi vystaveni blizen opylenych inkompatibilnim pylem pfi teploté 29 °C po
dobu 16 hodin nedoslo k vykliceni pylu a SI nebyla ovlivnéna zvysenou teplotou. Kdyz vSak
byla blizna vystavena teplotnimu stresu po dobu 6 hodin nez byla opylena, doslo k vykli¢eni
nckolika inkompatibilnich pylovych zrn. Prodlouzeni doby teplotniho stresu pfed opylenim na
16 hodin zptisobilo, Ze pfi porovnani poctu vykli¢eného inkompatibilniho a kompatibilniho
pylu bylo srovnatelné. Autofi si dale polozili otazku, jestli zvy$ena teplota poskozuje fungovani
SI v pylu, nebo v blizn&. Proto byly rostliny vystaveny teplotnimu stresu a nasledné opyleny
pylem z kontrolnich rostlin. Proveden byl i opaény postup, kdy se na kontrolni bliznu nanesl
pyl ze stresované rostliny (Yamamoto et al., 2019). V prvnim piipadé doslo k vykli¢eni a ristu
pylové lacky, zatimco ve druhém bylo vykli¢eni pylového zrna inhibovano. Z toho Ize usoudit,
ze zvySena teplota ovliviiuje SRK, kterd je zodpov€dna za rozpoznéani inkompatibilniho pylu
na blizn¢, a nemd vliv na SCR, ktery se vyskytuje v pylu. Pfi vnitrobuné¢né lokalizaci SRK
bylo pozorovano sniZené¢ mnozstvi SRK v cytoplazmatické membrang, pokud k vystaveni
zvysené teploté doSlo béhem vyvoje papiladrnich bunék. To potvrdilo, Ze nespravna lokalizace

SRK zptisobena vysokou teplotou vede k poSkozeni funkce SI (Yamamoto et al., 2019).

V této kapitole byl popsan vyznam transgennich rostlin huseni¢ku rolniho b&éhem
vyzkumu SI u ¢eledi Brassicaceae. Nejenom ze linie 4. thaliana s aktivni SI umoZznuji ovéfit
funkci proteint diive popsanych jako soucast signalizace SI u brukve na novém rodu, ale jsou
také zdrojem poznani o evolucnim vyvoji SI. Déle je diky nim mozné postupné popsat proces,

ktery vedl ke ztrat€ SI u husenicku rolniho a vyuzit novych poznatki u jinych druht.
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6 ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo shrnout zndmé poznatky o sporofytické inkompatibilité
(SI) brukvovitych rostlin, pfedevsim pak u roda fepka (Brassica) a husenicek (Arabidopsis), na
kterych stale probihd intenzivni vyzkum této problematiky. Béhem poslednich tficeti let doslo
k vyznamnému posunu v pochopeni molekuldrnich mechanism a evolu¢niho vzniku SI,
predevsim diky pokroku v molekularné biologickych metodach, které umoznily detailni
charakterizaci geni S-lokusu vcetn¢ odhaleni jejich sekvenci. S tim je spojeno i odhaleni
dalSich proteind, které interaguji s proteiny kédovanymi geny S-lokusu a dohromady vytvari
signaliza¢ni kaskddu vedouci k rozpoznani inkompatibilniho pylu. Velkou zasluhu pfi
objasniovani mechanizmi SI u Celedi Brassicaceae ma rovnéz vytvoreni transgennich rostlin
husenicku rolniho (4Arabidopsis thaliana), u nichz se podatilo obnovit SI, ackoliv se jedna o
samospras$ny druh. Nésledny vyzkum provedeny na téchto rostlindch odhalil mirné odlisné
fungovani SI nez u fepky a zaroven poodhalil, k jakym zménam v genomu musi dojit, aby se
z cizospra$né¢ho druhu stala samosprasna rostlina. S pokroky na poli mikroskopie zahrnujici
pozorovani zivych bunék v semi-in vivo systémech bylo umoznéno pozorovani interagujicich
proteind v redlném case, ¢imz byla ziskana data o zménach lokalizace procesii SI v buiice.
S postupujicimi zménami klimatu je rovnéz feSena otdzka vlivu vysSich teplot na pribéh
opyleni a zaroven na pfipadné zmény ve fungovani pylovych inkompatibilnich systému, které

mohou byt zplisobeny vzriistajicimi teplotami.

Prestoze jsou nové poznatky o SI velice obsihlé, neni tato oblast vyzkumu
rozmnozovani rostlin rozhodné vycerpana a na védce stale ¢eka mnozstvi objevll potiebnych
pro popsani fungovani SI nejen u €eledi brukvovitych ale 1 u dalSich celedi se stejnym nebo

obdobnym systémem pylové inkompatibility.
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