
Univerzita Karlova 

Přírodovědecká fakulta 

 

Studijní program: Experimentální biologie rostlin 

 

 

 

Bc. Klára Ničová 

 

 

Analýza vztahu mezi funkcí proteinového komplexu ARP2/3 a exocytózou v rostlinných 

buňkách 

Analysis of the relationship between the function of the ARP2/3 protein complex and 

exocytosis in plant cells 

 

 

Diplomová práce 

 

Vedoucí práce: RNDr. Kateřina Schwarzerová, Ph.D. 

 

Praha, 2023 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlášení: 

Prohlašuji, že jsem závěrečnou práci zpracovala samostatně a že jsem uvedla všechny použité 

informační zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná část nebyla předložena k získání 

jiného nebo stejného akademického titulu. 

V Praze, 12. 12. 2023            Bc. Klára Ničová

  

  



Poděkování 

Tato práce vznikla za podpory velkého množství lidí. Nejdříve bych chtěla poděkovat celému 

kolektivu laboratoře č. 203/204. Číslo na dveřích se změnilo, vnitřní atmosféra a lidé však 

zůstali stále stejně úžasní. Díky též patří členům sesterské laboratoře 002. Bylo mi ctí být 

součástí takto všestranně talentovaného týmu. Speciální poděkování patří všem, kteří za ty roky 

přinesli nepřeberné množství vynikajících dortů na naše týmová setkání.  

Moc děkuji své školitelce Kateřině Schwarzerové za její vřelý přístup, osvěžující nápady a 

odvahu zkoušet nové věci. Také si vážím svobody, kterou mi během studia poskytla. Velký dík 

patří Standovi Vosolsobě za pomoc se zkrocením velkého množství dat získaných 

během měření dynamiky exocytózy v hypokotylech. Dále jsem vděčná Honzovi Martinkovi za 

sdílení zkušeností s pěstováním láček a za cenné rady týkající se mikroskopie. Jemu, a také 

Petře Cifrové, děkuji za diskuse ohledně pylových láček a entuziasmus, který do vědy vnášejí. 

Dále bych chtěla poděkovat Janě Pilátové, Báře Jelínkové, a Marii Voloshině za diskuse s vědou 

související i nesouvisející. Zároveň vděčím kolegům z práce za to, že mi umožnili vzít si 

studijní volno, aby tato práce mohla být sepsána v termínu.  

Na závěr bych chtěla poděkovat svým nejbližším. Velký dík patří mým rodičům za poskytnutí 

střechy nad hlavou a za vše, co mě v životě naučili. Petrovi děkuji za jeho bezmeznou podporu, 

lásku a víru v mé schopnosti. Děkuji, že jsi můj pevný bod v chaotickém vesmíru a těším se na 

další dobrodružství, která nás společně čekají. Nakonec vzdávám hold tisícům semenáčků a 

láček Arabidopsis, které obětovaly svůj život ve prospěch vědy. Bez nich by tato práce doslova 

nemohla vzniknout. 

  



Abstrakt 

Rostlinné buňky vykazují dva základní typy růstu: difuzní a vrcholový. Mutace komplexu 

ARP2/3, což je nukleátor aktinu, vede k fenotypickým projevům u difuzně i vrcholově 

rostoucích buněk. Mnohé z těchto změn, např. porucha buněčné adheze pokožkových buněk 

hypokotylu nebo pomalejší růst pylových láček, naznačují, že pozorované fenotypy souvisí s 

buněčnou stěnou. Komponenty buněčné stěny jsou do apoplastického prostoru dopravovány 

exocytózou. Na řízené exocytóze se podílí mnoho faktorů, z nichž jeden z nejprozkoumanějších 

je poutací komplex exocyst. Mutanty komplexu exocyst vykazují fenotypy v difuzně i 

vrcholově rostoucích buňkách, což značí, že tento poutací komplex je významný pro oba typy 

růstu. Podjednotka exocyst komplexu EXO84b navíc interaguje s ARP2/3 komplexem. V této 

diplomové práci jsem zkoumala vliv mutace podjednotek ARP2/3 komplexu na exocytózu 

difuzně a vrcholově rostoucích buněk pomocí sledování lokalizace a dynamiky fluorescenčně 

značeného markeru EXO84b-GFP. V pokožkových buňkách hypokotylu (model difuzního 

růstu) měl EXO84b-GFP kratší čas setrvání na plazmatické membráně v ARP2/3 mutantách 

oproti divokému typu. Též se mírně lišil vzor jeho lokalizace na plazmatické membráně. 

V pylových láčkách (model vrcholového růstu) nebylo z technických důvodů možné zkoumat 

dynamiku EXO84b-GFP. Proto jsem se soustředila na zonaci tohoto markeru, která se v ARP2/3 

mutantech významně nelišila oproti divokému typu. 

 

Klíčová slova: komplex ARP2/3, rostlinná buňka, aktinový cytoskelet, růst buňky, exocytóza, 

exocyst, pylová láčka, hypokotyl 

  



Abstract 

Plant cells exhibit two types of growth: diffuse and apical. Mutation of the ARP2/3 complex, 

which is an actin nucleator, leads to phenotypic expression in both diffusely and apically 

growing cells. Many of these changes, such as impaired epidermal cell adhesion of hypocotyl 

cells or slower growth of pollen tubes, suggest that the observed phenotypes are cell wall 

related. Cell wall components are transported into the apoplastic space by exocytosis. Many 

factors are involved in controlled exocytosis, one of the most studied being the exocyst tethering 

complex. Mutants of the exocyst complex show phenotypes in both diffusely and apically 

growing cells, indicating that this complex is important for both types of growth. In addition, 

subunit EXO84b of the exocyst complex interacts with subunits of the ARP2/3 complex. In this 

thesis, I investigated the effect of mutation of ARP2/3 complex subunits on exocytosis of 

diffusely and apically growing cells by observing the localization and dynamics of the 

fluorescently labeled marker EXO84b-GFP. In epidermal hypocotyl cells (a model of diffuse 

growth), EXO84b-GFP had a shorter lifetime at the plasma membrane in ARP2/3 mutants 

compared to wild type. The pattern of its localization to the plasma membrane was also slightly 

different. It was not possible to examine EXO84b-GFP dynamics in pollen tubes (apical growth 

model) for technical reasons. Therefore, I focused on the zonation of this marker, which did not 

significantly differ in ARP2/3 mutants compared with wild type. 

 

Keywords: ARP2/3 complex, plant cell expansion, actin cytoskeleton, exocytosis, exocyst, 

pollen tube, hypocotyl 
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Seznam zkratek 

AU Artificial unit, umělá jednotka  

ARP2/3   Actin related protein 2/3 komplex 

AF Aktinová filamenta 

ANOVA Analysis of variance, analýza rozptylu  

ARP2  Actin-realted protein 2 

ARP3 Actin-realted protein 3 

BRK1 BRICK1, podjednotka SCAR/WAVE komplexu 

BS Buněčná stěna 

CalS Callose synthase, kalózasyntáza 

CATCHR Complexes associated with tethering containing helical rods 

CESA Cellulose synthase, celulózasyntáza 

CME  Clathrin-mediated endocytosis, endocytóza závislá na klathrinu 

CSC  Cellulose synthase complex, complex celulózasyntáz 

CSI1 Cellulose synthase interactive protein 1 

CSLC Cellulose synthase like-C 

EMMs Estimated marignal means, odhad marginálních průměrů  

ER Endoplazmatické retikulum 

FRA1 Fragile fiber1, kinesin 

FRAP 
Fluorescence recovery after photobleaching, obnovení fluorescence po 

fotovybělení 

GA Golgiho aparát 

GFP, RFP  Green, red fluorescent protein 

GLM Generalized linear model, zobecněný lineární model 

GLMM Generalized linear mixed model, zobecněný lineární model se smíšenými efekty 

KR Kiss and run exocytóza 

LatB  Latrunculin B 

LT Lifetime, doba setrvání na membráně 

MT  Mikrotubuly 

MUR3 MURUS3 

NAP1 Nck-Associated protein 1 

NO Nitric oxide, oxid dusnatý 

NPF Nucleation promoting factor, faktor podporující nukleaci 

PIN PIN-FORMED 

PM Plasma membrane, plazmatická membrána 

PME Pectin methylesterase, pektin methylesteráza 

PMEI Pectin methylesterase inhibitor, inhibitor pektin methylesterázy  

PTL Patrol1 

QUA3 Quasimodo3 

RIC ROP-interactive CRIB motif-containing protein  

ROP Rho of plants 

ROS Reactive oxygen species, reaktivní formy kyslíku 
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SCAR Suppressor of cAMP receptor 

SDCM Spinning disc confocal microscopy, spinning disk konfokální mikroskopie 

SEC Secretory mutant 

SNARE SNAP receptor 

SVC Secretory vesicle cluster, sekreční váčkový klasr 

TEM Transmisní elektronová mikroskopie 

TGN Trans Golgi network 

TIRF Total internal reflection fluorescence 

TPC TPLATE complex 

VAEM Variable-angle epifluorescence microscopy 

WAVE WASP family verprolin homologous 

WT wild type, divoký typ 

XXT Xyloglucan Xylosyltransferase, xyloglukan xylosyltransferáza 
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1. Úvod a cíle práce 

Rostlinné buňky nabývají rozličných tvarů, což má zásadní význam pro jejich vývoj a adaptaci 

na podněty prostředí. Mezi faktory, které řídí buněčnou expanzi, hraje klíčovou roli souhra 

cytoskeletu, sekreční dráhy a syntézy buněčné stěny. Cytoskelet, který se v rostlinách skládá z 

mikrotubulů a aktinových vláken, vytváří uvnitř buněk dynamickou síť. Tato síť slouží jako 

dráha pro vnitrobuněčný transport a také jako platforma pro interakci mnoha proteinů. ARP2/3 

komplex je evolučně konzervovaný nukleátor aktinového cytoskeletu, který je po aktivaci 

schopen tvořit větvená aktinová vlákna, čímž přispívá k tvorbě aktinové sítě. Rostliny 

s mutovaným ARP2/3 komplexem mají zkroucené trichomy, kratší hypokotyly, křehčí orgány, 

a poruchu buněčné adheze (Mathur, Mathur, Kernebeck, et al., 2003; Pratap Sahi et al., 2017; 

Yanagisawa et al., 2015). Nedávno byl též v naší laboratoři objeven fenotyp v pylových láčkách 

(nepublikované výsledky). Všechny tyto fenotypy poukazují na narušenou rovnováhu buněčné 

stěny. 

Rostlinné buňky vykazují různé způsoby růstu, které se dají rozdělit do dvou kategorií: difuzní 

a vrcholové. Příkladem těchto dvou typů růstu jsou pokožkové buňky hypokotylu a pylové 

láčky. Regulace těchto růstových vzorců zahrnuje složité buněčné procesy, včetně dynamické 

reorganizace cytoskeletu, sekrece materiálů buněčné stěny a jejich cílených modifikací. 

Buněčná stěna funguje jako strukturní bariéra dávající buňkám tvar. Aby rostlinné buňky mohly 

růst, musí se stávající buněčná stěna uvolnit a být do ní syntetizován nový materiál. Syntéza 

nového materiálu buněčné stěny se odehrává především v Golgiho aparátu, ze kterého je 

sekretován na povrch buňky exocytózou.  Exocytózy se účastní řada faktorů, z nichž pro cílenou 

lokalizaci váčků na membránu jsou důležité poutací komplexy. Jedním z nejlépe 

prozkoumaných poutacích komplexů v rostlinách je komplex exocyst. Mutanty tohoto 

komplexu vykazují fenotypy spojené se syntézou buněčné stěny a mají obzvláště závažné 

projevy ve vrcholově rostoucích buňkách (Kulich et al., 2015; Marković et al., 2020; 

Vukašinović et al., 2017). Navíc bylo zjištěno, že podjednotka exocyst komplexu EXO84b 

interaguje s podjednotkami ARP2/3 komplexu (Jelínková, 2021). Pochopení interakce mezi 

ARP2/3 a proteiny zapojenými do exocytózy může poskytnout náhled do regulace syntézy 

buněčné stěny a rostlinného růstu. 

 

Cíle práce: 

Studovat úlohu ARP2/3 komplexu v exocytóze za použití konfokální mikroskopie: 

1) Zjistit, zda absence komplexu ARP2/3 ovlivní dynamiku a lokalizaci podjednotky 

komplexu exocyst EXO84b v buňkách hypokotylu 

2) Zjistit, zda absence komplexu ARP2/3 ovlivní lokalizaci podjednotky komplexu 

exocyst EXO84b v pylové láčce 

3) Studovat lokalizaci komplexu ARP2/3 v rostoucí pylové láčce 
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2. Literární přehled 

2.1 Růst rostlinných buněk  

Schopnost růst je jedním za základních znaků živých organismů. Růst může být chápán na 

několika úrovních od jednotlivé buňky po celý organismus. Na úrovni organismu je do růstu 

zapojeno i dělení buněk a zakládání nových orgánů. Tato práce však pojednává pouze o růstu 

na buněčné úrovni, tudíž se pod pojmem růst rozumí expanzivní růst neboli zvětšování objemu 

a povrchu buňky, nikoliv však buněčné dělení. Růst rostlinných buněk je specifický existencí 

rigidní buněčné stěny (BS), která omezuje pohyb buněk. Má-li dojít k růstu, musí být BS 

rozvolněna.  

Expanzivní růst rostlin je výsledkem dvou procesů: elastické deformace buněk a nevratného 

roztažení BS (Lockhart, 1965). Tento proces vyžaduje uvolnění BS prostřednictvím souhry 

působení mnoha proteinů a enzymů (např. expansinů, xyloglukan endotransglukosyláz/ 

hydroláz, pektin methylesteráz), fytohormonů (především auxinu) a cytoskeletu (Cosgrove, 

2018; W. Lin et al., 2021). Pro růst rostlinných buněk je též důležitým pojmem turgor, což je 

tlak vakuoly proti plazmatické membráně (PM), který dává buňkám pevný tvar. Rozvolnění BS 

musí být následováno příjmem vody, aby byl turgor udržen (Ortega, 2023).  

Rostlinné buňky mohou zaujímat množství tvarů. Přestože většina buněk jsou válcovité 

(například parenchymatické buňky), jiné zaujímají komplexní tvary (např. pokožkové buňky 

listů či trichomy). Pro vytvoření těchto tvarů musí být růst přísně regulován (shrnuto v Van 

Spoordonk et al., 2023). Způsob, jakým se tyto komplexní tvary tvoří je dlouhodobě předmětem 

zájmu vědců napříč obory, díky čemuž existuje množství modelů, které popisují fyzikální i 

biologické principy rostlinného růstu (shrnuto v Bidhendi & Geitmann, 2018).  

Růst můžeme dělit na dvě kategorie: izotropní a anizotropní. Při izotropním růstu dochází 

k stejnoměrnému zvětšování objemu ve všech směrech, čímž vzniká koule. Ve 

vyšších rostlinách však takovéto sférické buňky nenalezneme. Sférické rostlinné buňky však 

lze vytvořit digescí BS při tvorbě protoplastů (Jeong et al., 2021), což dokládá význam BS pro 

směr růstu. Většina rostlinných buněk tudíž roste anizotropně, což znamená, že některé jejich 

části se zvětšují více nežli jiné. V rámci anizotropního růstu rozlišujeme difuzní a vrcholový 

růst. Difuzní růst se odehrává na větším povrchu, příkladem mohou být podélně se prodlužující 

buňky hypokotylu. Extrémem anizotropního růstu je vrcholový růst, kdy ke zvětšování dochází 

pouze v jediném místě, jako je tomu u pylových láček. Mezi difuzním a vrcholovým růstem 

existuje základní rozdíl v depozici BS. Zatímco při vrcholovém růstu je vláknitý materiál BS 

(celulóza) deponován rovnoběžně se směrem růstu, při difuzním růstu je celulózní složka BS 

deponována kolmo, čímž může docházet k podélnému prodlužování (shrnuto v Braidwood et 

al., 2014). Principy těchto typů růstu se též liší na molekulární úrovni, například uspořádáním 

cytoskeletu (Adamowski et al., 2019; Idilli et al., 2013; Qu et al., 2017).  

Cytoskelet tvoří v buňce trojrozměrnou, vysoce dynamickou síť proteinů, která je nezbytná pro 

většinu fyziologických procesů. V rostlinných buňkách se v rámci cytoskeletu hovoří pouze o 
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mikrotubulech (MT) a aktinových filamentech (AF), neboť existence intermediálních filament 

v rostlinách zatím nebyla prokázána. Obecným znakem cytoskeletu je, že se jedná o vláknité 

polymery složené z globulárních podjednotek (tubulin v případě MT, aktin v případě AF), jenž 

jsou schopny polymerizovat a depolymerizovat. Kromě polarizace a depolymerizace jsou však 

možnosti cytoskeletu omezeny, proto většinu jeho funkcí a interakcí s okolím zprostředkovávají 

proteiny asociované s cytoskeletem.  Jedním z nich je proteinový komplex ARP2/3, jehož 

výzkumem se zabývá naše laboratoř a tato diplomová práce.  

ARP2/3 komplex je evolučně konzervovaný 220 kDa proteinový komplex složený ze sedmi 

podjednotek (Machesky et al., 1994; Welch et al., 1997). Podjednotky ACTIN-RELATED 

PROTEIN2 (ARP2) a ACTIN-RELATED PROTEIN3 (ARP3), které daly komplexu jméno, 

sdílí strukturní podobnost s aktinem (R. C. Robinson et al., 2001). Zbylých pět podjednotek 

(ARPC1-ARPC5) není příbuzných aktinu a jejich jména jsou odvozena podle jejich klesající 

molekulové hmotnosti (Higgs & Pollard, 2001). Základní funkce ARP2/3, tj. nukleace 

aktinových vláken pod úhlem 70° (Volkmann et al., 2001), byla též popsána v rostlinách 

(Fišerová et al., 2006). Kromě ARP2/3 je nukleátorem AF v eukaryotech též rodina forminů 

(Xu et al., 2023). Aby byl ARP2/3 komplex funkční, musí být nejprve aktivován pomocí faktorů 

podporujících nukleaci (NPF, nucleation promoting factors, Yarar et al., 1999). U živočichů 

bylo popsáno několik rodin NPF, z nichž u rostlin se dochoval pouze SCAR/WAVE komplex 

(Kollmar et al., 2012). I když je komplex ARP2/3 evolučně konzervován, projev jeho mutace 

se mezi organismy liší. Zatímco mutace ARP2/3 u opisthokont jsou letální (Zallen et al., 2002), 

mutované rostliny projevují relativně mírný fenotyp, například zkroucené trichomy (S. Li et al., 

2003; Mathur, Mathur, Kernebeck, et al., 2003). Důvodem tohoto rozdílu může být fakt, že 

ARP2/3 je u živočichů důležitý pro buněčnou motilitu, která je zásadní pro embryogenezi (Sun 

et al., 2013). Na rozdíl od živočichů jsou rostlinné buňky obklopeny BS, která omezuje jejich 

motilitu, a tudíž je jejich osud určen pozicí v rámci pletiva (Yu et al., 2017).  

2.1.1 Difuzní růst  

K difuznímu růstu může docházet v celé rovině buňky, jako je tomu v případě podélné expanze 

buněk hypokotylu, nebo jen na části jejich povrchu, jako je tomu v případě pokožkových buněk 

listů. Během difuzního růstu je důležité zajistit ukládání nové BS při zachování její anizotropie 

(Dauphin et al., 2022). Anizotropie umožňuje BS odlišně reagovat na napětí vyvolané 

turgorovým tlakem v závislosti na směru působení, což řídí směr růstu (shrnuto v Braidwood 

et al., 2014). V této práci používám jako model pro difuzní růst pokožkové buňky hypokotylu, 

což je orgán, který představuje spojovací článek mezi kořenem a vrcholem rostliny. Jelikož je 

hypokotyl zcela embryonálního původu, růst v něm probíhá zvětšováním již existujících buněk 

(Scheres et al., 1994), tudíž je ideálním modelem difuzního buněčného růstu. 

Orientace celulózových mikrofibril je hlavním faktorem určujícím směr difúzního růstu; 

obvykle jsou kolmé na osu maximálního prodloužení (Paredez et al., 2006). Díky tomu dochází 

působením tlaku k roztažení celulózových vláken od sebe, a tudíž dlouživému růstu. Přesto 

bylo ukázáno, že vzor ukládání celulózy se mezi sousedními buňkami podobného tvaru může 

lišit (Duncombe et al., 2022), proto směr ukládání celulózy pravděpodobně není jediným 

determinantem směru růstu. Kromě celulózy hraje v dlouživém růstu hypokotylu též důležitou 
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roli selektivní deesterifikace pektinu v podélných stěnách (Peaucelle et al., 2015). Strukturní 

vlastnosti pektinu a jeho modifikací rozebírá kapitola 2.2.2. 

Depozici celulózy z velké části řídí MT (Chan & Coen, 2020), což bude detailněji popsáno 

v kapitole 2.2.1. MT jsou většinou orientovány ve směru mechanického stresu (S. Robinson & 

Kuhlemeier, 2018). Proto také bývá v souvislosti s difuzním růstem největší pozornost 

věnována MT cytoskeletu. Přesto existují důkazy, že v difuzním růstu též hraje roli aktin. 

Genetické či biochemické narušení aktinového cytoskeletu má za následek zakrslé rostliny s 

dezorientovanou rovinou buněčného dělení (Baluška et al., 2001; Kandasamy et al., 2009). Na 

roli aktinu v difuzním růstu též poukazuje fenotyp ARP2/3 mutant. ARP2/3 mutanty mají kratší 

hypokotyly a pomaleji rostoucí kořeny a jejich pokožkové buňky listů jsou méně laločnaté 

(Dyachok et al., 2008; Mathur, Mathur, Kernebeck, et al., 2003; Pratap Sahi et al., 2017). 

Zároveň mají ARP2/3 mutanty křehčí a tenčí děložní lístky a květní stvol (Pratap Sahi et al., 

2017). Bylo též ukázáno, že tyto mutanty mají narušeno cyklování auxinových přenašečů PIN 

(PIN-FORMED, García-González et al., 2020). Tyto poznatky naznačují, že ARP2/3 mutanty 

mají sníženou kapacitu transportu v rámci sekretorické dráhy. To se projevuje například jiným 

obratem PIN přenašečů, ale také to nejspíš ovlivňuje sekreci složek BS, což vede ke tvorbě 

křehčích orgánů. ARP2/3 komplex může též fungovat jako prostředník mezi AF a MT, neboť 

podjednotka ARPC2 váže kromě aktinu též tubulin (Havelková et al., 2015).  

Dalším nukleátorem aktinu jsou forminy. Nedávno bylo zjištěno, že bazálně lokalizovaná 

barelovitá struktura z aktinu polymerizovaného forminem je nezbytná pro zahájení elongace 

hypokotylu během klíčení semen (Cui et al., 2023). Vliv aktinu regulovaného forminem a 

profilinem na dlouživý růst byl též prokázán v etiolovaných hypokotylech (L. Cao et al., 2016). 

Na organizaci aktinu pro dlouživý růst hypokotylu se též podílí myosiny třídy XI (C. Cai et al., 

2014; Cui et al., 2023) Je možné, že aktomyosinový systém by mohl řídit polární lokalizaci 

organel v buňkách hypokotylu, podobně jako ve vrcholově rostoucích buňkách (Cui et al., 

2023), například by mohl dopravovat cisterny Golgiho aparátu (GA) se složkami BS do 

blízkosti PM.  

2.1.2 Vrcholový růst  

Vrcholový (někdy nazýván též apikální) růst je výjimečný tím, že nedochází k vyrovnané 

expanzi buněk do všech směrů, ale buňky se prodlužují pouze v jednom místě, tj. růstovém 

vrcholu. Vrcholový růst je závislý na směrovaném transportu váčků z GA, které dopravují do 

rostoucího vrcholu složky membrány a BS (N. Luo et al., 2017). Tento transport je z velké části 

řízen cytoskeletem spolu s cytoskeletem asociovanými proteiny (Bou Daher & Geitmann, 2011; 

shrnuto v R. Zhang et al., 2023). Aby docházelo k růstu pouze v jednom místě, musí být celý 

proces přísně regulován (shrnuto v Scholz et al., 2020).   

Vrcholový růst není specifikem rostlin, nýbrž jej najdeme i v dalších fylogenetických liniích. 

Příkladem mohou být hyfy hub nebo výběžky neuronů. Společnými znaky pro vrcholový růst 

napříč fylogenetickými skupinami jsou: zonace, podélné uspořádání cytoskeletu ve směru 

růstu, a cytoplazmatické proudění (shrnuto v Rounds & Bezanilla, 2013). Zonace odráží způsob 

růstu, pro který je zásadní směrovaná sekrece materiálů BS do rostoucí špičky.  Apikální zóna 

vrcholově rostoucích buněk je obohacená o váčky a chybí v ní velké organely, za což zde 
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odpovídá dynamický aktinový cytoskelet (Idilli et al., 2013; Qu et al., 2017). Na apikální zónu 

navazuje zóna obohacená o mitochondrie, cisterny GA, a endoplazmatické retikulum (ER). 

V zadní části vrcholově rostoucí buňky se hromadí velké organely jako vakuoly a plastidy 

(Lovy‐Wheeler et al., 2007). Vzhledem k velké míře exocytózy dochází ve špičce k vkládání 

ohromného množství membránového materiálu, který je následně recyklován endocytózou 

(Richter et al., 2012). Ketellar et al. spočítali, že v pylových láčkách je takto recyklováno 79 % 

a v kořenových vláscích dokonce 86,7 % nově vložené membrány (2008). Důležitou rolí 

endocytózy je též recyklace signalizačních molekul (např. ROP [Rho of plants] GTPáz) z PM 

(H. Li et al., 2018). 

Jelikož se detaily růstu jednotlivých vrcholově rostoucích buněk liší, budu se dále zabývat 

pouze růstem pylových láček, které používám jako model při svých experimentech. Mezi 

pylovými láčkami krytosemenných a nahosemenných rostlin existují významné rozdíly (např. 

v rychlosti růstu, organizaci cytoskeletu a složení buněčné stěny; shrnuto v Breygina et al., 

2021), proto se budu dále věnovat popisu růstu pylových láček pouze u krytosemenných rostlin, 

mezi něž patří též mnou zkoumaná modelová rostlina huseníček rolní (Arabidopsis thaliana). 

Pylové láčky jsou zásadní strukturou pro pohlavní rozmnožování krytosemenných rostlin. 

Pylová láčka je výběžkem vegetativní buňky a uvnitř své cytoplazmy nese generativní 

spermatickou buňku či buňky (J. Zhang et al., 2017). Pylová láčka se stala oblíbeným modelem 

pro studium morfogeneze díky tomu, že má vcelku jednoduchou strukturu, haploidní genom, 

rychle roste a je kultivovatelná in vitro (Bloch et al., 2016). Pylové láčky jsou též zavedeným 

modelem výzkumu polarizované exocytózy a ukládání BS v rostlinách (N. Luo et al., 2017; R. 

Zhang et al., 2023). 

Ve vývoji pylové láčky se odehrává několik kritických momentů. Prvně musí pylové zrno 

(samčí gametofyt) rozpoznat kompatibilní bliznu (samičí pletivo), následuje rychlá rehydratace 

pylu a klíčení láčky (Rozier et al., 2020). Láčka poté roste směrem k zárodečnému vaku, 

přičemž si musí razit cestu skrz pletivo čnělky a odolávat mechanickému tlaku (Burri et al., 

2018). Růst je naváděn chemickými signály, které vysílá samičí pletivo (shrnuto v Mizuta & 

Higashiyama, 2018). Tyto signály mají za cíl navést láčku až k zárodečnému vaku, uvnitř 

kterého se nachází vajíčka (samičí gamety). Signalizace též zajišťuje, že do každého 

zárodečného vaku prorůstá pouze jedna láčka (Huck et al., 2003). V závěru své cesty, když 

dorazí až k samičímu gametofytu, láčka praská, čímž se uvolňují samčí gamety (Leydon et al., 

2015; Mecchia et al., 2017). Celý proces od vyklíčení po průnik do zárodečného vaku trvá u A. 

thaliana při 25 °C přibližně 8–10 hodin (Kandasamy et al., 1994). 

Pylová láčka je dělena na několik částí (Obrázek 1). Distální oblast láčky navazující na pylové 

zrno je silně vakuolizována a předělena kalózovými zátkami, díky čemuž cytoplazma proudí 

převážně ve vrcholové části (Franklin-Tong, 1999). Vrcholová část je rozdělena na rostoucí 

špičku (tip, apex), subapikální zónu (sub-apical region, subapex) a oblast za rostoucí špičkou 

pylové láčky (shank). Oblast v úplné špičce se nazývá „clear zone“, neboť se zde nenachází 

velké organely, v důsledku čehož se ve světelném mikroskopu jeví prázdná  (Hepler & Winship, 

2015). Existence clear zone je znakem rostoucích láček, neboť tato zóna mizí v momentě, kdy 
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láčka přestává růst (Qu et al., 2017). Spermatické buňky (či buňka v závislosti na rostlinném 

druhu) a jádro vegetativní buňky se nachází v oblasti za rostoucí špičkou (J. Zhang et al., 2017).  

 

Obrázek 1 - V pylových láčkách se nachází tři různá uspořádání aktinových vláken: podélné svazky, 

„actin fringe“ a krátká aktinová vlákna ve špičce. Myozin pohání pohyb organel podél aktinových 

svazků. Sekreční váčky se hromadí ve vrcholové oblasti a větší organely jsou vyloučeny filtrační 

aktivitou actin fringe. Váčky mohou být poháněny myosinem, cytoplazmatickým prouděním nebo 

difúzí. Vysoká koncentrace vápníku ve vrcholu může inaktivovat myosin a podpořit rozpad aktinu, čímž 

se váčky uvolňují. Upraveno podle G. Cai et al., 2015. 

Pylové láčky nerostou rovnoměrně, nýbrž ve vlnách, přičemž tato oscilace je závislá na 

mikrotubulárním i aktinovém cytoskeletu (Geitmann et al., 1996; Vidali et al., 2001). V souladu 

s tím na PM též oscilují regulátory aktinu (Lee et al., 2008; Zhou et al., 2015) a během růstu 

též dochází k oscilacím polarizované exocytózy (Bove et al., 2008; McKenna et al., 2009). 

K exocytóze pravděpodobně dochází po celé délce láčky, ovšem nejaktivnější je v samotné 
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špičce (N. Luo et al., 2016), což dokazuje i směrovaný transport materiálu BS do této oblasti 

(Bloch et al., 2016; N. Luo et al., 2017). Stejně tak k endocytóze dochází po celé délce láčky 

(Kaneda et al., 2019), přičemž pro vrcholový růst je zřejmě zásadní endocytóza v subapikální 

zóně, která udržuje zonaci růstových regulátorů (H. Li et al., 2018; Röckel et al., 2008). 

Pro růst pylových láček je významných několik signalizačních drah. Hlavními signály jsou 

hladina reaktivních forem kyslíku (ROS) a oxidu dusnatého (NO), gradient Ca2+  a gradient pH 

(Potocký et al., 2012; shrnuto v Scholz et al., 2020). Tyto signály jsou přijímány skrz receptory 

a překládány skrz činnost malých GTPáz a fosfolipidů, výsledkem čehož je regulována 

organizace cytoskeletu a udržována rovnováha mezi exocytózou a endocytózou (Lassig et al., 

2014; Potocký et al., 2012). To dále umožňuje přesně regulovat složení buněčné stěny tak, aby 

turgorový tlak působil ve směru vyžadovaném pro vrcholový růst.  Pro správný růst jsou 

zásadní především aktin, ale roli hrají i MT (Vidali et al., 2001). Obecně je přijímáno tvrzení, 

že hlavní transport probíhá po AF a MT zprostředkovávají specifičtější funkce (shrnuto v Chebli 

et al., 2013). Pohyb po AF je velmi rychlý a nepravidelný, oproti tomu po pohyb po MT je 

pomalejší a plynulý (Romagnoli et al., 2007).  

Role MT v pylových láčkách je oproti aktinu méně prozkoumána. Depolymerizace MT pomocí 

mikrotubulárních drog má překvapivě malý efekt na růst pylových láček (Idilli et al., 2013; 

Laitiainen et al., 2002). V oblasti za rostoucí špičkou pylové láčky jsou MT organizovány do 

dlouhých, podélně orientovaných svazků a ve špičce tvoří krátká náhodně orientovaná vlákna 

(Idilli et al., 2013). Není však známo, jakou mají svazky polaritu (G. Cai, 2022). MT jsou 

zodpovědné za pohyb spermatické buňky a vegetativního jádra (Åström et al., 1995; Laitiainen 

et al., 2002). Organely izolované z pylových láček jsou schopny pohybu po in vitro 

polymerizovaných MT pomocí molekulárního motoru kinesinu, ovšem rychlost tohoto pohybu 

je mnohem pomalejší než v případě pohybu řízeném aktomyosinovým systémem (Romagnoli 

et al., 2003). Tento mikrotubulo-kinesinový systém se pravděpodobně in vivo v láčkách účastní 

transportu sekretorických váčků na krátkou vzdálenost (Romagnoli et al., 2003). Též byla 

navržena role MT v transportu mitochondrií, v rámci kterého kinesin zpomaluje pohyb 

mitochondrií rapidně se pohybujících po AF (Romagnoli et al., 2007). 

Aktin je v rostoucí špičce organizován do krátkých a velmi dynamických vláken, zatímco v 

subapikální oblasti je možné pozorovat delší aktinová vlákna, která tvoří v kortikální zóně 

límcovitou strukturu nazývanou „actin fringe“ (Lovy-Wheeler et al., 2005). Zároveň se zde 

tvoří subpopulace jemného aktinu směřující do středu láčky (Qu et al., 2017). AF v oblasti za 

rostoucí špičkou pylové láčky tvoří dlouhá, silná a stabilní vlákna orientovaná rovnoběžně se 

směrem růstu pylové láčky (Lovy‐Wheeler et al., 2007), podobně jako je tomu v této oblasti u 

MT. Dynamika AF ve špičce je řízena ROP1 (Rho of plants1) GTPázou skrz její interaktory 

RIC3 (ROP-interactive CRIB motif-containing protein) a RIC4 (Lee et al., 2008). RIC4 

stabilizuje AF, což je nezbytné pro koncentraci váčků do špičky, naopak depolarizace AF 

pomocí RIC3 je důležitá pro splynutí váčků s membránou (Lee et al., 2008). Stále však v 

láčkách nebyl objeven prostředník interakce mezi RIC proteiny a aktinem.  

AF hrají zásadní roli v transportu organel na dlouhou vzdálenost a též vytváří cytoplazmatické 

proudění (shrnuto v Chebli et al., 2013).  V krytosemenných rostlinách proudí organely a váčky 
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ve tvaru obrácené fontány, přičemž směrem do špičky proudí v kortikální vrstvě a dovnitř se 

vracejí středem láčky (Bove et al., 2008; Qu et al., 2017). Jednou z hypotéz pro význam 

cytoplazmatického proudění v láčkách je, že obstarává dopravu organel blíže k rostoucí špičce 

a též recykluje staré organely a váčky s přebytečnou membránou (Rounds & Bezanilla, 2013). 

Při změně směru růstu láčky dochází nejdříve k reorganizaci AF a až následně k pohybu váčků 

do nové špičky a ohybu láčky  (Qu et al., 2017).  Rané pokusy s nízkými koncentracemi 

latrunculinu B (LatB) však ukázaly, že láčky přestávají růst dříve, nežli dojde k narušení 

cytoplazmatického proudění (Vidali et al., 2001). Kromě role v transportu je aktin též důležitý 

pro vyčlenění a udržení zón láčky (Qu et al., 2017). 

V rostlinných buňkách existují dva hlavní nukleátory aktinu: ARP/3 komplex a forminy. 

Mutanty ARP2/3 komplexu nemají výrazný fenotyp v pylových láčkách (S. Li et al., 2003), a 

proto byla do nedávna pozornost věnována především forminům. Formin polymerizuje aktin 

na plus konci, kterým jej též kotví k membráně (Cvrčková, 2000; Ingouff et al., 2005). Jemná 

AF ve špičce láčky jsou převážně polymerizována tímto způsobem, díky čemuž mají stejnou 

polaritu (Cheung et al., 2010; Lan et al., 2018). Toho je využíváno myosiny třídy XI pro dopravu 

váčků na PM špičky (Qu et al., 2017). Pro udržení růstu ve špičce je důležitá buněčná stěna, 

která musí být měkká ve špičce a pevná po stranách, díky čemuž se působením turgoru 

roztahuje pouze měkká špička. Pokud je zonace tuhosti stěny narušena, dochází k zduření a 

deformacím špičky (Zerzour et al., 2009).  
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2.2 Depozice buněčné stěny a role cytoskeletu během růstu 

Buněčná stěna (BS) vytváří komplexní extracelulární matrix okolo rostlinných buněk. Hraje 

zásadní roli v udržení buněčného tvaru, pevnosti pletiv, ochraně před patogeny i mezibuněčné 

komunikaci (Feraru et al., 2011; N. Luo et al., 2017; Underwood, 2012). Konkrétní složení BS 

se liší mezi rostlinnými druhy i buněčnými typy (Yokoyama, 2020). Navíc se složení BS může 

měnit i během vývoje jediné buňky, například během sekundárního tloustnutí (J. Wang et al., 

2023). V obecné rovině je však stěna tvořena polysacharidy, glykoproteiny a proteoglykany, 

v sekundárních stěnách též polyfenoly. Obecně je přijímáno, že vláknité složky BS (celulóza a 

kalóza) dodávají stěně pevnost, zatímco hemicelulózy, a především pektiny ovlivňují její 

pružnost. Právě tato pružnost je základním předpokladem pro anizotropní růst (Peaucelle et al., 

2015).  

Polymery celulózy a kalózy vznikají přímo na membráně činností enzymů celulózasyntáz a 

kalózasyntáz (Amor et al., 1995). Oproti tomu zbylé složky BS vznikají v GA a do apoplastu 

jsou dopravovány exocytózou (shrnuto v Kim & Brandizzi, 2016). Depozice materiálů BS je 

řízena cytoskeletem, který navádí jednotlivé složky výrobní mašinerie na svá místa (shrnuto v 

Szymanski & Staiger, 2018). Rostlinné buňky ošetřené aktinovou drogou (LatB) nerostou  

(Baluška et al., 2001). Stejně tak je růst zastaven v mutantách genů pro myosiny třídy XI, což 

naznačuje vliv transportu po AF na tomto fenotypu (Peremyslov et al., 2010). Předpokládá se, 

že hlavním důvodem zástavy růstu je přerušení transportu k BS (Peremyslov et al., 2015). 

V souladu s touto hypotézou mají aktinové mutanty či rostliny ošetřené LatB v BS méně 

celulózy, v důsledku nepravidelné distribuce GA dopravujících CSC na PM (Sampathkumar et 

al., 2013). 

V souvislosti s vlivem aktinu na depozici BS je zajímavý projev mutace ARP2/3 komplexu. 

Charakteristickým projevem mutace ARP2/3 jsou pokroucené trichomy, jež vykazují všechny 

mutované podjednotky s výjimkou ARPC3 (Bellinvia et al., 2022; Mathur, Mathur, Kernebeck, 

et al., 2003; Mathur, Mathur, Kirik, et l., 2003). Bylo prokázáno, že tento fenotyp souvisí 

s depozicí BS (Yanagisawa et al., 2015). Nižší obsah celulózy a vyšší obsah 

homogalakturonanu v BS ARP2/3 mutant byl též pozorován v pravých listech a květních 

stvolech A. thaliana (Pratap Sahi et al., 2017). Snížený obsah celulózy pravděpodobně souvisí 

též s pomalejším pohybem komplexů celulózasyntáz (Dubenecká, 2018). V souvislosti s BS též 

stojí za zmínku odlišná depozice ligninu v nadzemních částech související s akumulací auxinu 

(Pratap Sahi et al., 2017). Pro ARP2/3 mutanty je též charakteristická porucha adheze 

především v rychle rostoucích buňkách, např. etiolovaných hypokotylech (Mathur, Mathur, 

Kernebeck, et al., 2003) a též v pokožkových buňkách listů, především v blízkosti průduchů 

(Pratap Sahi et al., 2017). Podobný (i když výraznější) fenotyp poruchy buněčné adheze 

vykazují také mutanty v dráze biosyntézy pektinu (např. QUASIMODO2 [QUA2], J. Du et al., 

2020). Navíc bylo zjištěno, že PM v rozích buněk je obohacena o aktivátory ARP2/3 komplexu 

BRK1 and SCAR1 a brk1 i arp2 vytváří v této oblasti abnormální BS (Dyachok et al., 2008).  
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2.2.1 Celulóza a kalóza 

Celulóza a kalóza jsou nevětvené polymery glukózy, o kterých se předpokládá, že zajišťují 

pevnost BS v tahu. Zatímco v celulóze jsou podjednotky glukózy propojeny β(1,4) vazbou, 

v kalóze se vyskytuje β(1,3) vazba. Oba polymery jsou syntetizovány enzymatickými komplexy, 

které svou činnost vykonávají přímo na PM (Amor et al., 1995). Tyto enzymatické komplexy 

jsou pravděpodobně syntetizovány v ER a poté maturují v GA, z nějž jsou (nejspíš skrz trans 

Golgi network [TGN]) dopravovány na PM (G. Cai et al., 2011). Doprava celulózasyntáz a 

kalózasyntáz na PM je závislá na cytoskeletu. Aktinový cytoskelet se pravděpodobně podílí na 

transportu GA a váčků s komplexy na dlouhou vzdálenost, zatímco MT se pravděpodobně 

podílí na cílení komplexů na membránu (G. Cai et al., 2011; Chan & Coen, 2020; L. Liu et al., 

2023; Parrotta et al., 2022; W. Zhang & Staiger, 2022). V následujících kapitolách bude 

vnitrobuněčný transport a jeho regulace cytoskeletem popsány detailněji. 

Celulóza je na PM syntetizována komplexy celulózasyntáz (CSC), jejichž podjednotky jsou 

kódovány CesA geny (Kimura et al., 1999). Tyto enzymy jsou na PM dopravovány 

sekretorickou drahou závislou jak na AF, tak na MT (Gutierrez et al., 2009; Sampathkumar et 

al., 2013). Celulózové mikrofibrily jsou na PM syntetizovány podél MT (Paredez et al., 2006). 

Spojení mezi CSC a MT zprostředkovává protein CSI1 (Cellulose synthase interactive protein 

1; S. Li et al., 2012). Kromě navádění CSC podél MT též existuje na MT nezávislý systém, při 

kterém nové CSC sledují stopy zanechané staršími CSC (pravděpodobně ve formě nascentních 

celulózových mikrofiril) a sledují tak jejich dráhu (Chan & Coen, 2020).  

Syntéza celulózy je řízena mírou dopravy CSC na membránu a též jejich internalizací a 

recyklací (Y. Zhu & McFarlane, 2022). Do regulace syntézy celulózy je tudíž zapojena jak 

exocytóza, tak endocytóza. Mutanty v těchto dráhách syntetizují méně celulózy i přes to, že 

mají vyšší hustotu CSC na PM (Bashline et al., 2015; Sánchez-Rodríguez et al., 2018; X. Zhu 

et al., 2018). Na vině je patrně setrvávání poškozených CSC na membráně (Bashline et al., 

2015). 

V regulaci exocytózy CSC je implikováno mnoho proteinů (shrnuto v Y. Zhu & McFarlane, 

2022), z nichž některé (např. TRAPIII) jsou obecnými regulátory TGN transportu (Rosquete et 

al., 2019), zatímco jiné (např. 7TM proteiny) se zdají být specifické pro transport CSC 

(McFarlane et al., 2021). Cílení CSC na PM se účastní AF, myosin i MT skrz interakci s CSI1 

(Obrázek 2; L. Liu et al., 2023; W. Zhang & Staiger, 2022; X. Zhu et al., 2018)  
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Obrázek 2 - Model znázorňující odlišné role kortikálního cytoskeletu v sekreci CSC (komplexů 

celulózasyntáz).  GA/TGN (Golgiho aparát/trans Golgi network) a/nebo malé váčky obsahující CSC 

jsou zodpovědné za dopravu CSC na plazmatickou membránu (PM). Tyto kompartmenty podstupují 

transport na dlouhé vzdálenosti poháněný myozinem XI, který se pohybuje podél svazků aktinových 

vláken umístěných v cytoplazmě. V kortikální cytoplazmě se váčky obsahující CSC spojují s 

kortikálními mikrotubuly (MT), které pravděpodobně označují místa vložení CSC do PM. Efektivního 

připoutání váčků je dosaženo koordinovaným působením aktinu, myozinu XI a komplexu exocyst před 

následným splynutím membrán a vložení CSC do PM. Po vložení se CSC přemisťují v rovině PM po 

trajektoriích definovaných kortikálními MT a zároveň syntetizují celulózové mikrofibrily. CSI1: 

Cellulose synthase interactive protein 1; V: váček; upraveno podle W. Zhang & Staiger, 2022 

Internalizaci CSC z membrány pravděpodobně zajišťuje endocytóza závislá na klathrinu 

(CME). V rostlinných buňkách existují dva typy adaptorových komplexů pro CME: AP2 

komplex a TPLATE (Gadeyne et al., 2014; Yamaoka et al., 2013). V internalizaci CSC figurují 

oba systémy (Bashline et al., 2015; Sánchez-Rodríguez et al., 2018). K masivní internalizaci 

CSC dochází při reakci na stres. Po odeznění stresoru či adaptaci dochází k návratu CSC na PM 

rychlostí, za kterou nemůže být zodpovědná pouze de novo syntéza, tudíž se předpokládá, že 

endocytické CSC mají též recyklační funkci (shrnuto v Y. Zhu & McFarlane, 2022). V případě 

mechanismu endocytózy CSC však zůstává stále mnoho otázek, například zatím nebylo 

zjištěno, zda se jí účastní též endocytóza nezávislá na klathrinu (Bandmann et al., 2012). 

V souhrnu z těchto experimentů vyplývá, že syntéza celulózových složek závisí na souhře 

endomembránového systému a cytoskeletu. Doprava CSC na membránu je především řízena 

aktinem a myosinem. Naopak trajektorie CSC na membráně a tím i směr depozice celulózových 

vláken je především pod kontrolou mikrotubulů.  

Kalóza je v rostlinných buňkách syntetizována pouze ve specifických místech a situacích 

(shrnuto v Ušák et al., 2023). Nachází se například v sítkovicích floému, ve spirálovitých 

výztužích tracheid, v plasmodesmech, v pylové tetrádě, mateřské buňce pylových zrn, a též v 
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pylových láčkách a kořenových vláscích (Barratt et al., 2011; Brodzki, 2015; Ridgeway, 1913; 

Shi et al., 2016; Vatén et al., 2011; Xie et al., 2011). Kalóza je rostlinami využívána jako 

ochranná bariéra v odpovědi na stres, například při napadení patogeny (Beffa et al., 1996). Také 

slouží pro vyztužení pletiv čnělky, čímž brání prorůstání nekompatibilního pylu (Dumas & 

Knox, 1983). Dále se kalóza objevuje během cytokineze v prvotních stádiích tvorby buněčné 

přepážky (Thiele et al., 2009), kde je následně degradována a nahrazena celulózou (Samuels et 

al., 1995). 

Kalóza svou roli v životě buňky často vykonává pouze přechodně. Výjimkou jsou pylové láčky, 

kde má dominantní pozici. Kalóza se vyskytuje po celé délce stěny pylové láčky, kromě úplného 

vrcholu (Parre & Geitmann, 2005). Předpokládá se, že kalóza dodává stěnám láčky pevnost, 

díky čemuž turgor roztahuje pouze špičku (Parre & Geitmann, 2005). Navíc vytváří takzvané 

kalózové zátky, které se tvoří jako prstencovité ztloustnutí, které se dostředivě roztahuje, až se 

spojí a vytvoří přepážku mezi cytoplazmou v aktivně rostoucí špičce a starší částí láčky (Kapoor 

& Geitmann, 2023). Pro tvorbu kalózových zátek jsou též důležité, ne však nezbytné, 

mikrotubuly (Laitiainen et al., 2002).  

Kalóza je syntetizována pomocí kalózasyntáz (CalS), které jsou stejně jako CSC lokalizovány 

na PM (Hong et al., 2001; Turner et al., 1998). Jelikož kalóza vykonává řadu specifických 

funkcí, musí být její depozice přesně regulována. Podobně jako u celulózy se i zde nabízí 

regulace exocytózou a endocytózou CalS. Neaktivní Cals byly nalezeny ve váčkových 

kompartmentech pod PM (Parrotta et al., 2022), přesto není zřejmé, zdali se jedná pouze o 

dopravu de novo syntetizovaných komplexů, nebo též o recyklaci. Spojení s cytoskeletem je 

v případě kalózy méně prozkoumané než u celulózy. CalS částečně kolokalizují s MT na PM, 

pomocí biochemických metod však nebyla pozorována přímá interakce CalS ani s aktinem, ani 

s tubulinem (G. Cai et al., 2011; Parrotta et al., 2022).  

2.2.2 Necelulózní polysacharidy 

Mezi necelulózní polysacharidy se řadí hemicelulózy a pektin. Hlavní rolí těchto polysacharidů 

je tvorba matrix, do které jsou zasazeny vlákna celulózy a též propojení těchto vláken mezi 

sebou. Tyto složky BS jsou syntetizovány v GA činností mnoha enzymů (Sterling et al., 2001; 

G. F. Zhang & Staehelin, 1992) a dopravovány na PM skrz sekretorickou dráhu (shrnuto v 

Hoffmann et al., 2021).  

Hemicelulózy jsou chemicky rozmanitou skupinou, která zahrnuje xyloglukany, xylany, 

manany, glukomanany a β-(1→3,1→4)-glukany (Scheller & Ulvskov, 2010). Hemicelulózy 

přispívají k tuhosti a odolnosti BS vůči tlaku (Cavalier et al., 2008). Pětinásobná mutace všech 

genů CSLC (cellulose synthase like-C) syntetizujících xyloglukan překvapivě způsobuje vcelku 

mírný fenotyp (zakrsklost, poškození kořenových vlásků a snížená klíčivost pylových láček) i 

přesto, že tyto mutanty nemají ve stěnách detekovatelný xyloglukan (Kim et al., 2020). 

Podobný fenotyp byl pozorován v rostlinách s mutovanými oběma geny xylosyltransferáz 

(XXT1 a XXT2), ve kterých též nebyl detekován xyloglukan (Cavalier et al., 2008). V kontrastu 

s tím má mutace galactosyltransferázy MURUS3 (MUR3), která přidává fukózu na postranní 

řetězce xyloglukanu, za následek extrémní zakrslost a další vážné projevy (Kong et al., 2015). 

Zdá se, že pro rostliny je závažnější přítomnost nesprávně modifikovaného xylogukanu, nežli 
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jeho úplná absence, jelikož trojitý mutant xxt1/xxt2/mur3 částečně zachraňuje fenotyp mur3 

(Kong et al., 2015).  Příčinou tohoto rozdílu může být také to, že mur3 mutanty též mají problém 

se sekrecí xyloglukanů a pektinu a dochází k jejich hromadění v agregátech uvnitř buňky (Kong 

et al., 2015).   

Pektin je složitý heteropolysacharid, který se nachází převážně v primární BS a mezibuněčných 

oblastech (středí lamele). Pektiny jsou bohaté na kyselinu galakturonovou a jsou známé svými 

rozmanitými funkcemi, včetně interakcí s dvojmocnými kationty (Ca2+) prostřednictvím 

demethylesterifikovaných skupin kyseliny galakturonové (Willats et al., 2001). Pektin přispívá 

ke složitým fyziologickým procesům, jako je buněčný růst a diferenciace, a určuje integritu a 

tuhost rostlinných pletiv (J. Du et al., 2020; Haas et al., 2020; Peaucelle et al., 2015). Pro své 

želírující, emulgující a antioxidační vlastnostmi jsou též pektiny cennou surovinou pro 

potravinářství i jiná průmyslová odvětví (shrnuto v Freitas et al., 2021).  

K syntéze pektinů dochází v GA a následně jsou exocytózou dopravovány na PM (shrnuto v 

Hoffmann et al., 2021; Sterling et al., 2001). Pektin je do BS dopravován 

v methylesterifikované formě, tudíž následně musí být do BS dopraveny i pektin 

methylesterázy (PME) a jejich inhibitory (PMEI), které regulují esterifikační status pektinu a 

tím jeho vlastnosti (Bosch et al., 2005; Giovane et al., 2004).  Na dopravě pektinu se zřejmě 

podílí sekreční váčkové klastry (SVC, secretory vesicle clusters) odvozené z TGN, které jsou 

charakterizovány přítomností proteinu SCAMP2 (SECRETORY CARRIER MEMBRANE 

PROTEIN 2, Toyooka et al., 2009). Předpokládá se, že polární exocytózu pektinu do špičky 

pylových láček regulují ROP GTPázy (např. ROP1, N. Luo et al., 2017). Sekreci pektinu na PM 

pak (alespoň v semenných obalech) napomáhá poutací komplex exocyst (Kulich et al., 2010), 

kterému je věnována kapitola 2.3.1. Role aktinu v transportu pektinu je relativně málo 

prozkoumané téma. Regulaci aktinového cytoskeletu totiž obstarává mnoho proteinů, jejichž 

funkce jsou často redundantní (Avisar et al., 2009; Peremyslov et al., 2010). AF však 

pravděpodobně tvoří dráhu, po které myosiny dopravují váčky s pektiny a enzymy pro jejich 

úpravu na PM. V pylových láčkách tabáku bylo ukázáno, že disrupce apikálních AF pomocí 

inhibitoru wortmanninu narušila polarizovanou sekreci pektin methylesterázy NtPPME1 do 

špičky (H. Wang et al., 2013). Zároveň se dopravy pektinů nejspíš účastní i MT skrz interakci 

s kinesinem FRA1 (FRAGILE FIBER 1, C. Zhu et al., 2015).  

2.2.3 Buněčné stěna pylových láček 

V pylových láčkách se vyskytuje celulóza, kalóza, hemicelulózy i pektiny (Chebli et al., 2012; 

Dardelle et al., 2010). Jednotlivé složky zde sledují jasnou zonaci, která je pro správný vývoj 

láčky nezbytná (Zerzour et al., 2009). Oproti většině rostlinných buněk je v pylových láčkách 

relativně málo celulózy, a naopak obsahují velké množství kalózy (Chebli et al., 2012). Po celé 

délce láčky je také zastoupen pektin, jehož esterifikační status je regulován v čase a prostoru 

(Chebli et al., 2012; N. Luo et al., 2017; Parre & Geitmann, 2005). Methylesterifikovaný pektin 

je omezen pouze na vrchol láčky a po stranách nalezneme deesterifikovaný pektin (Chebli et 

al., 2012).  Předpokládá se, že tento rozdíl ve složení BS špičky a nerostoucí oblasti hraje roli 

v mechanické roztažnosti stěny a tím přispívá k vrcholovému růstu (N. Luo et al., 2017). 

V souladu s tím jsou PMEI udržovány pouze ve špičce, neboť jsou ze starších částí láčky 
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aktivně odstraňovány endocytózou (Röckel et al., 2008). Role aktinového cytoskeletu 

v endocytóze není u rostlin jasně vymezena. V difuzně rostoucích buňkách (pokožkové buňky 

listů) však bylo ukázáno, že se ARP2/3 komplex podílí na recyklaci proteinů z PM do 

endosomů (García-González et al., 2020). Pro zonaci pektinu v pylových láčkách je též důležitá 

signalizace integrity BS. Na této signalizaci se podílí RALF (Rapid Alkalinization Factor) 

peptidy interagující s kinázou Feronia (FER). Při narušení této signalizační kaskády se zvětšila 

zóna methylesterifikovaného pektinu, díky čemuž láčky předčasně praskaly (Mecchia et al., 

2017). 

Závěrem lze konstatovat, že buněčná stěna hraje klíčovou roli v procesu růstu a udržování 

celkové struktury rostlinných buněk. Růst buněčné stěny je regulován mnoha faktory, jedním 

z nichž je dynamika cytoskeletu. Jelikož je většina složek buněčné stěny (nebo enzymatického 

aparátu pro jejich tvorbu) dopravována na povrch exocytózou, bude tomuto procesu věnována 

následující kapitola. 
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2.3 Exocytóza v růstu rostlinných buněk   

Exocytóza je proces, kterým se extracelulární materiál, membránové lipidy a proteiny dostávají 

na povrch buňky. Jedná se o poslední krok sekretorické dráhy, při kterém sekretorické váčky 

splývají s PM a jejich obsah je vypuštěn do apoplastického prostoru. Exocytózou je například 

doručován na povrch materiál BS a enzymy pro jeho modifikaci (Bosch et al., 2005; McKenna 

et al., 2009). S exocytózou též úzce souvisí endocytóza, při které je naopak náklad z 

extracelulární prostoru internalizován do buňky, odkud může být buďto recyklován zpět na PM 

nebo degradován (shrnuto v Rodriguez-Furlan et al., 2019). Nyní převládá názor, že exocytóza 

a endocytóza jsou v buňkách úzce propojeny a jejich vzájemná regulace je nezbytná pro funkční 

ustanovení a udržení buněčné polarity, morfogenezi a růst (shrnuto v L. Zhang et al., 2019). 

Mezi hlavní faktory regulující exocytózu patří Rab GTPázy, poutací komplexy a SNARE 

komplexy (shrnuto v Rodriguez-Furlan et al., 2019). Rab GTPázy jsou buněčné „spínače“, které 

se vyskytují ve dvou stavech a fungují jako master regulátory exocytické dráhy (Mayers et al., 

2017; Pang et al., 2022). Příkladem funkce Rab GTPáz v syntéze BS může být RAB-H1b, která 

v A. thaliana reguluje exocytózu CSC, pravděpodobně skrz modulaci membrán GA, v důsledku 

čehož mají mutanty RAB-H1b ve stěnách snížený obsah celulózy a problém s elongací buněk 

(He et al., 2018). Poutací komplexy slouží k zprostředkování prvotní interakce mezi váčkem a 

cílovou membránou a pomáhají cílit váčky na konkrétní membránu (X. Cao et al., 1998). 

Poutací komplexy se dělí do dvou širokých skupin: dlouhé coiled-coil proteiny a multi-

podjednotkové komplexy (Bröcker et al., 2010), přičemž obě skupiny jsou zastoupeny v 

rostlinách (Paul et al., 2014). SNARE (soluble N-ethylmaleimide–sensitive factor attachment 

protein receptor) komplexy zajišťují splynutí váčku s cílovou membránou (Söllner et al., 1993). 

SNARE tvoří v rostlinách velikou rodinu, jejíž členové mají rozdělené role a lokalizaci na 

různých membránových strukturách a jsou tak základními regulátory endomembránového 

transportu, potažmo celého růstu (C. Luo et al., 2022; Sanderfoot, 2007).   

Kromě kompletní fúze, při které dochází k úplnému splynutí váčku s cílovou membránou 

existuje též tzv. „kiss and run“ exocytóza (KR). Při KR váčky nesplývají úplně, ale jen co 

vypustí náklad, tak se zase oddělí, díky čemuž se nezvětšuje povrch membrány. Tento typ 

exocytózy je hojně využíván v savčích sekretorických buňkách (An et al., 2021), ale bylo též 

navrženo, že se podílí na růstu pylových láček (Bove et al., 2008). 

2.3.1 Komplex exocyst v růstu rostlin 

Jak je vidno, exocytózy se účastní řada faktorů, z nichž ne všechny ne všechny jsou zatím 

známy. Mezi jeden z nejvíce prozkoumaných faktorů v rostlinách však patří poutací komplex 

exocyst. Tento komplex patří do rodiny CATCHR (complexes associated with tethering 

containing helical rods) ze skupiny multi-podjednotkových komplexů (Bröcker et al., 2010). 

Jedná se o evolučně konzervovaný komplex, který se skládá z osmi podjednotek: SEC3, SEC5, 

SEC6, SEC8, SEC10, SEC15, EXO70, a EXO84  (Cvrčková et al., 2012; Hála et al., 2008; 

Heider et al., 2016). V rostlinách došlo ke zmnožení většiny podjednotek, především EXO70, 

který má v Arabidopsis 23 paralogů a existují důkazy pro jejich funkční specializaci (Cvrčková 

et al., 2012; Kulich et al., 2015; Synek et al., 2017). EXO84 se nachází v A. thaliana ve třech 
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variantách (Cvrčková et al., 2012). Neprozkoumanější je role EXO84b (Fendrych et al., 2010, 

2013; Hématy et al., 2022), jehož fluorescenčně značený konstrukt používám jakožto marker 

exocytózy v této práci.  

Exocyst se skládá ze dvou subkomplexů. Subkomplex I obsahuje SEC3, SEC5, SEC6 a SEC8, 

subkomplex II tvoří zbylé podjednotky SEC10, SEC15, EXO70 a EXO84 (Heider et al., 2016). 

Každý subkomplex obsahuje podjednotku, která váže lipidy. V případě subkomplexu I se jedná 

o SEC3, u subkomplexu II to je EXO70 (Bloch et al., 2016; Synek et al., 2021). V rostlinných 

buňkách, ovšem ne v živočišných, spolu tyto dvě podjednotky přímo interagují a celý 

holokomplex je tak na PM stabilizován v porovnání s volnou cytoplazmickou formou 

(Fendrych et al., 2013; Synek et al., 2021). Přesto fluorescenčně značené podjednotky 

vizualizované na PM tvoří velmi dynamické struktury (Fendrych et al., 2013). Tyto struktury 

(tečky) mají větší hustotu nežli váčky v blízkosti PM, tudíž je možné, že nesymbolizují 

jednotlivé exocytické události, nýbrž předpřipravený komplex na PM (Fendrych et al., 2013). 

Komplex exocyst má v rostlinách řadu funkcí. Mimo jiné byla popsána jeho role v polárním 

růstu (Synek et al., 2006), morfogenezi (Hála et al., 2008), autofagii (Kulich et al., 2013; T. 

Zhang et al., 2023), obraně proti patogenům (Pečenková et al., 2011) a v budování buněčné 

stěny (Y. Li et al., 2017; Vukašinović et al., 2017). Převážně se jedná o evolučně konzervované 

funkce, neboť role exocystu v polarizovaném růstu, autofagii i obraně proti patogenům, byla 

prokázána také v živočišných modelech (shrnuto v Heider & Munson, 2012). Podjednotka 

EXO84b je důležitá pro morfogenezi vrcholově i difuzně rostoucích buněk. Mutanty EXO84b 

jsou zakrslé, pravděpodobně v důsledku narušené sekrece do tvořících se buněčných desek 

(Fendrych et al., 2010).  Podobně jako ARP2/3 mutanty jsou pokožkové buňky listů exo84b 

méně laločnaté, navíc se u nich objevují výběžky BS do buňky. Trichomy exo84b buď chybí 

úplně nebo jsou deformované, a narušená je též morfologie průduchů. Velmi silný je fenotyp 

v pylových láčkách a mutované rostliny vykazují samčí sterilitu (Fendrych et al., 2010).  

Existuje mnoho prací zabývajících se spojením mezi exocystem a BS. Bylo zjištěno, že 

komplex exocyst hraje roli v dopravě nových CSC na PM ve spolupráci s PATROL1 a CSI1  

(X. Zhu et al., 2018). Exocyst při této činnosti interaguje s myosiny třídy XIK, které 

pravděpodobně napomáhají jeho správné lokalizaci a funkci (W. Zhang et al., 2021). Komplex 

exocyst též řídí dopravu CSC pro budování sekundární BS trachejí za účasti podjednotky 

EXO70A1 (Vukašinović et al., 2017). Tato podjednotka je též důležitá pro dopravu pektinů 

(Kulich et al., 2010). Exocyst též reguluje syntézu kalózy. Mutanty většiny podjednotek exocyst 

komplexu vytváří méně kalózy v odpovědi na patogeny (Y. Du et al., 2018; Ortmannová et al., 

2022). Ze zmnožených podjednotek EXO70 hraje v depozici kalózy (pravděpodobně skrz 

sekreci CalS) hlavní roli EXO70H4 (Kulich et al., 2015, 2018). Komplex exocyst hraje též 

významnou roli v růstu pylových láček. Důkazem toho je, že rostliny s mutovaným komplexem 

často vykazují samčí sterilitu (Bloch et al., 2016; Fendrych et al., 2010; Hála et al., 2008).   

V savčích buňkách bylo zjištěno, že sestavení holokomplexu regulují malé GTPázy 

(Moskalenko et al., 2003). Také v rostlinách byla pozorována regulační role ROP8 skrz 

podjednotku SEC5 při autofagii (Y. Lin et al., 2021). GTPáza RABE1 zase reguluje skládání 

komplexu exocyst během recyklace auxinového přenašeče PIN2 během cytokineze (Mayers et 
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al., 2017). Kromě regulace pomocí malých GTPáz exocyst též obsahuje řadu 

fosforylovatelných míst (Ganesan et al., 2020). V kvasinkách bylo zjištěno, že fosforylace 

EXO84 brání sestavení komplexu, v následku čehož dochází k blokaci exocytózy a zástavě 

růstu buněk (Duan et al., 2019; G. Luo et al., 2013). Fosforylace EXO84 je navíc řízena 

buněčným cyklem, neboť ji zprostředkovává CDK1 (cyklin dependentní kináza, Duan et al., 

2019). V rostlinách jsou fosforylací regulovány některé izoformy EXO70 (Brillada et al., 2021; 

Saccomanno et al., 2021). Například fosforylační status EXO70B2 rozhoduje o tom, zda-li bude 

komplex cílen na PM či do vakuoly skrz autofagickou dráhu (Brillada et al., 2021).  

Kromě kanonické role exocystu jakožto poutacího komplexu (G. Luo et al., 2014)  byly pro 

tento komplex navrženy další funkce (vyplývající především z výzkumu na opisthokontech). 

V kvasinkách bylo zjištěno, že exocyst reguluje skládání a funkci SNARE komplexu (Peer et 

al., 2022; Yue et al., 2017). Interakce exocystu (podjednotky EXO70) s podjednotkami SNARE 

komplexů byla popsána i v rostlinných buňkách (Larson et al., 2020; Ortmannová et al., 2022). 

V živočišných buňkách bylo navíc prokázáno spojení mezi exocystem a cytoskeletem. Bylo 

zjištěno, že EXO70 stimuluje aktivitu ARP2/3 komplexu při tvorbě lamelopodií (J. Liu et al., 

2012). EXO70 je též schopno oligomerizací navozovat zakřivení membrány nezávisle na 

aktinu, čímž přispívá migrační schopnosti buněk (Zhao et al., 2013). Rostlinné buňky 

nemigrují, ani netvoří lamelopodia (ovšem některé specializované rostlinné buňky mají 

schopnost tvořit výběžky). Přesto byla v rostlinách nalezena interakce ARP2/3 komplexu 

s podjednotkou EXO84b (Jelínková, 2021). Funkční význam této interakce však zatím nebyl 

objasněn. Abychom se dozvěděli více o roli aktinu a ARP2/3 v exocytóze, bylo cílem této 

diplomové práce analyzovat exocytotické procesy v ARP2/3 mutantách během difuzního a 

vrcholového růstu.   
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3. Materiál a metody 

3.1 Rostlinný materiál 

Transgenní linie rostlin huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) využité v této práci jsou 

uvedeny v následující tabulce (Tabulka 1). 

Tabulka 1 - Transgenní linie A.thaliana použité v rámci této diplomové práce 

 Linie Pozadí Promotor Zdroj/autor 

L1 EXO84b-GFP WT  pEXO84b Fendrych et al., 2010 

L2 arp2:EXO84b-GFP arp2 pEXO84b Křížení s L1 

L3 arpc4:EXO84b-GFP arpc4 pEXO84b Křížení s L1 

L4 arpc5:EXO84b-GFP arpc5 pEXO84b Křížení s L1 

L5 nap1:EXO84b-GFP nap1 pEXO84b Křížení s L1 

L6 C3-GFP arpc3 pUBQ E. Kollárová (nepublikováno) 

L7 C5-GFP arpc5 pUBQ E. Kollárová (nepublikováno) 

L8 Lifeact-GFP WT pUBQ E. Kollárová 

 

3.1.1 Kultivace rostlin 

Kultivace rostlin A. thaliana probíhala v kultivační místnosti za teploty 23 °C a při fotoperiodě 

16 hodin světla a 8 hodin tmy. Rostliny rostly jednotlivě v rašelinných peletách (jiffy). Jiffy 

byly rehydratované ve vodě s přídavkem hnojiva Kristalon o koncentraci 1 g/l. Rostliny 

exprimující fluorescenční marker byly vysety in vitro na agarové plotny a po týdnu kultivace 

přeneseny do ex vitro podmínek na jiffy. Před přenesením ex vitro byly selektovány dle kvality 

fluorescence na mikroskopu Olympus Provis AX70. 

3.1.1.1 In vitro kultivace 

Pro in vitro kultivaci byla semena sterilizována následujícím protokolem. Nejprve byla semena 

vystavena krátkému působení 95% EtOH (30-60 s). Následně byla 10 minut promyta v 50% 

roztoku bělidla SAVO. Po uplynutí 10 minut bylo SAVO odpipetováno a zkumavka se semeny 

4x promyta ultra čistou destilovanou vodou. Celý proces sterilizace semen probíhal 

v laminárním boxu.  

Semena následně podstoupila stratifikaci při 4 °C trvající minimálně 2 dny. Po stratifikaci byla 

sterilizovaná a stratifikovaná semena rovnoměrně vyseta na plastovou Petriho misku s 

kultivačním mediem (Tabulka 2). Misky byly zalepeny chirurgickou samolepící páskou a 

přeneseny do kultivační místnosti s teplotou 23 °C a fotoperiodou 16 hodin světlo/8 hodin tma 

a kultivovány v šikmé poloze. 
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Tabulka 2 - Kultivační medium pro A. thaliana (minimální MS medium), hodnoty pro 1l media, pH 

upraveno na 5,7 pomocí KOH. 

Složka Množství (pro 1 l media) 

Sacharóza 10 g 

Agar (Duchefa Biochemie, P1001) 8 g 

MS soli (Merck, M5524) 2,2 g 

 

3.1.1.2 Kultivace pylových láček 

Pylové láčky A. thaliana byly kultivovány na tuhém médiu (Tabulka 3) podle Boavida a 

McCormick (2007). Médium bylo před použitím ohřáto v mikrovlnné troubě. Kapka teplého 

klíčícího média byla pipetou nanesena na mikroskopické sklíčko a přibližně po 30 sekundách 

překlopena krycím sklíčkem, čímž se vytvořila rovná plocha. Krycí sklíčko bylo odstraněno a 

povrch média byl jemně potřen čerstvě nasbíranými otevřenými květy, aby se uvolnila pylová 

zrna. Na jeden vzorek bylo použito 3–5 květů ze stejné rostliny. Tuhé médium s pylovými zrny 

bylo následně překlopeno pylem dolů na krycí sklo o rozměrech 22x40 mm. Mikroskopická 

skla s pylem byla inkubována v uzavřené plastové Petriho misce naplněné vlhčenou buničinou 

pro udržení vysoké vlhkosti. Inkubace probíhala ve tmě při pokojové teplotě po dobu 4 hodin. 

Tabulka 3 - Kultivační medium pro pylové láčky (podle Boavida & McCormick, 2007), pH pufrováno 

na hodnotu 6. 

Složka Finální koncentrace 

Sacharóza 10 % 

H3BO3 0,01 % 

CaCl2 5 mM 

MgSO4 1 mM 

Agar 1,5 % 

 

3.1.2 Křížení rostlin 

Rodičovské rostliny pro křížení byly pěstovány dle výše popsaného protokolu (kapitola 3.1.1). 

Na přibližně tři týdny starých kvetoucích rostlinách byla vybrána vrcholová květenství, ze 

kterých byly odstraněny všechny šešule a již otevřené květy. Pod stereoskopickým 

mikroskopem byly následně vybrány 2-3 vhodné květy s receptivní bliznou, které ještě neměly 

otevřené prašníky. Ostatní květy byly odstraněny pinzetou. Z vybraných květů byly 

hodinářskou pinzetou odstraněny kališní a korunní lístky a prašníky. Z dárcovské rostliny byl 

sebrán rozkvetlý květ, který byl prašníky otřen o čerstvě odhalenou bliznu, aby došlo k opylení.  

Takto byla vytvořena linie nap1:EXO84b-GFP použitá v této práci. Zbylé linie EXO84b-GFP 

v ARP2/3 mutantách jsem získala již nakřížené v F1 generaci. Mým dílem byla selekce rostlin 

vykazující fenotyp ARP2/3 mutant (pokroucené trichomy), které zároveň zeleně svítily (důkaz 

přítomnosti EXO84b-GFP) a jejich dopěstování do neštěpící generace.  



22 

 

3.2 Mikroskopie 

3.2.1 Mikroskopie hypokotylů 

Pro mikroskopii byly použity 5 dnů staré semenáčky A. thaliana pěstované in vitro. Ze 

semenáčků byly nůžkami odstraněny dělohy pro optimalizaci kontaktu hypokotylu s krycím 

sklem. Následně byl preparát přenesen do kapky vody na podložní sklo, překryt krycím sklem 

a okamžitě pozorován na mikroskopu. Pro pozorování byl použit konfokální Spinning disk 

mikroskop Nikon (Ústav experimentální botaniky, AV ČR). Pro snímání byla použita kamera 

Photometrics Prime BSI, objektiv Plan-Apochromat L 100x/1.45 Oil a excitační laser Omicron 

LightHUB ULTRA o vlnové délce 488 nm. Kompletní technické parametry přístroje lze najít 

na webových stránkách ústavu: http://www.ueb.cas.cz/cs/if/equipment.  

Pro výzkum dynamiky EXO84b-GFP byly vytvořeny časosběrné snímky. Expoziční čas byl 

400 ms a interval mezi snímky 500 ms. Jedno snímání trvalo 120 s. Experiment byl proveden 

ve třech biologických opakováních. V každém biologickém opakování bylo nasnímáno několik 

buněk od každé varianty z nejméně dvou různých rostlin.  

3.2.2 Mikroskopie pylových láček 

Pozorovány byly 4–6 hodin staré pylové láčky A. thaliana kultivované in vitro dle výše 

popsaného protokolu (kapitola 3.1.1.2). Pro pozorování byly vybrány živé láčky vykazující 

cyklózu. Pro mikroskopii pylových láček byl použit konfokální mikroskop Leica SP8 

(Laboratoř konfokální a fluorescenční mikroskopie PřF UK, Viničná 7). Pro snímání byl použit 

HyD detektor, objektiv HC PL APO CS2 63x/1,20 W a excitační laser o vlnové délce 488 nm. 

3.3 Obrazová analýza 

3.3.1 Analýza dynamiky EXO84b-GFP v hypokotylu  

Mikroskopická videa byla nejprve upravena v programu NIS Elements funkcí Equalize 

Intensity, aby se zmírnil projev photobleachingu (vysvícení fluoroforů). K photobleachingu 

dochází, když jsou fluorofory vystaveny delšímu či intenzivnímu působení laseru, v důsledku 

změny vazebné interakce mezi fluoroforem a zkoumaným proteinem (Waters, 2013). Upravená 

videa byla následně importována do programu FIJI, ve kterém byly vytvořeny čtvercové výřezy 

o rozměru 100x100 µm. Výřezy byly vybrány tak, aby se celé nacházely uvnitř buňky a pokud 

možno neobsahovaly v záběru chloroplast či jinou organelu, která by mohla vnést do měření 

chybu. Takto bylo vytvořeno mezi jedním až třemi nepřekrývajícími se výřezy na buňku, dle 

velikosti ostrého obrazu splňujícího výše zmíněné požadavky. Takto vytvořená videa byla 

použita jako vstupní data pro analýzu. 

Analýza dynamiky EXO84b-GPF probíhala v programu Matlab pomocí skriptu 

singChan_cellSurfaceAnalysis podle Johnson et al. (2020). Tento skript slouží k automatické 

detekci událostí na plazmatické membráně (v mém případě EXO84b-GFP teček) a počítá jejich 

lifetime (LT, čas, po který byly tečky pozorovatelé na membráně) a hustotu. Tento skript filtruje 

http://www.ueb.cas.cz/cs/if/equipment
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detekované události tak, že do analýzy nezahrnuje události, které se nacházejí na prvních a 

posledních 10 snímcích filmu, dále události, které se nacházejí do 10 pixelů od okraje filmu, a 

závěrem události, které se objevují na méně než pěti po sobě jdoucích snímcích (v mém případě 

odpovídající 2,5 s). Data ze všech tří opakování jsem zkompletovala v programu Microsoft 

Excel (verze 2108) pro další statistickou analýzu (kapitola 3.4.1).  

3.3.2 Analýza lokalizace EXO84b-GFP v pylových láčkách  

Mikroskopické snímky byly importovány do programu FIJI. Nejprve byla vytvořena maximální 

projekce ze tří snímků procházejících středem pylové láčky. V této projekci pak byla středem 

láčky proložena 2 µm široká sonda o délce 20 µm. Sonda začínala vně láčky, kde nebyl 

detekovatelný GFP signál. Pomocí funkce Plot profile byla získána průměrná intenzita 

EXO84b-GFP signálu v celé délce sondy. Získaná data byla uložena pro další analýzu. Tvorba 

grafů distribuce intenzity EXO84b-GFP signálu probíhala v programu Microsoft Excel (verze 

Verze 2309). Statistická analýza byla provedena v programu RStudio (R verze 4.2.3) pomocí 

jednofaktorové analýzy rozptylu (ANOVA). 

3.4 Statistická analýza 

3.4.1 Statistická analýza dynamiky EXO84b-GFP v hypokotylu  

Statistickou analýza dynamiky EXO84b-GFP v hypokotylu navrhl a provedl dr. Stanislav 

Vosolsobě za použití mnou naměřených dat. Distribuce LT exocytických událostí 

(reprezentovaných tečkami EXO84b-GFP) byla získána sečtením zastoupení jednotlivých LT 

v rámci každé analyzované linie. Rozdíl mezi liniemi byl testován bootsrapováním, kdy bylo 

získáno 1000 distribucí založených na variacích s opakováním z původního souboru dat. 

Randomizace byla prováděna buď na základě náhodného faktoru identity snímané rostliny, 

nebo na základě faktoru identity konkrétní časové série. Z distribucí odvozených z 

randomizovaných soborů dat byly odhadnuty 95% konfidenční intervaly výchozí distribuce 

jako percentily 2,5 % a 97,5 % pro každou dobu z měřeného intervalu. Data byla paralelně 

fitována zobecněným lineárním modelem (GLM) založeným na Poissonově distribuci. Protože 

byla data snímaná s časovým rozlišením 0,5 s, byla vynásobena dvěma za účelem převedení na 

celočíselnou škálu, pro kterou je aplikovatelná zvolená distribuce. Fitovaný model byl 

diagnostikován Q-Q plotem a poněvadž byla detekována značná overdisperze dat (reziduály 

modelu systematicky narůstaly pro delší doby) byla data logaritmována a zaokrouhlena po 

vynásobení 1000 za účelem získání celočíselných hodnot na logaritmické škále. U takto 

získaných hodnot již nedocházelo k overdisperzi. Model byl dále rozšířen zahrnutím náhodných 

efektů (GLMM, použity identifikátory rostliny, buňky a snímané série) a fitován funkcí glmer 

z balíčku lme4 (Bates et al., 2015). Signifikance efektu genotypu byla stanovena likelihood-

ratio testem oproti referenčnímu modelu obsahujícímu pouze náhodné efekty. Signifikance 

rozdílu LT exocytických událostí byla pro jednotlivé linie stanovena post-hoc testem založeným 

na odhadu marginálních průměrů (EMMs, funkce emmeans z balíčku emmeans, Searle et al., 

1980). Statistické hodnocení bylo provedeno v prostředí R (https://www.R-project.org/.) 

https://www.r-project.org/


24 

 

4. Výsledky 

4.1 Výběr markeru exocytózy 

Pro studium dynamiky exocytózy byl vybrán fluorescenční marker EXO84b-GFP. Protein 

EXO84b byl vybrán na základě předchozích výsledků naší laboratoře, kdy Barbora Jelínková 

zjistila, že EXO84b-RFP částečně kolokalizuje s podjednotkami ARP2/3 komplexu a tato 

interakce byla též potvrzena biochemicky (Jelínková, 2021). Na rozdíl od Barbory Jelínkové 

jsem použila zeleně značený EXO84b-GFP. Důvodem byla především dostupnost, neboť 

EXO84b-GFP již byl v laboratoři nakřížen do tří linií ARP2/3 mutant (arp2, arpc4 a arpc5). 

Tato volba mutantního pozadí pokrývá oba typy podjednotek ARP2/3 komplexu: aktinu 

podobné ARP proteiny (v zastoupení arp2:EXO84b-GFP) a s aktinem nepříbuzné ARPC 

proteiny (zastoupeny arpc4:EXO84b-GFP a arpc5:EXO84b-GFP). Dřívější studie prokázala, 

že marker EXO84b-GFP je funkční, neboť byl schopen zachránit trpasličí fenotyp homozygotní 

mutanty (Fendrych et al., 2010). Jedná se navíc o expresi pod nativním promotorem, díky 

čemuž je větší šance, že pozorovaná lokalizace a dynamika markeru má fyziologický význam. 

4.2 Dynamika EXO84b-GFP v hypokotylu A. thaliana 

Již dříve bylo publikováno, že fluorescenční marker EXO84b-GFP vytváří na plazmatické 

membráně (PM) kořene malé dynamické tečky (Fendrych et al., 2013). Tyto tečky vytváří i 

červeně značený EXO84b-RFP v pokožkových buňkách hypokotylu (Jelínková, 2021). Cílem 

tohoto experimentu bylo zjistit, zda mutace podjednotek ARP2/3 komplexu bude mít vliv na 

dynamiku nebo lokalizaci těchto teček.  

Pro pozorování byly zvoleny linie WT:EXO84b-GFP, arp2:EXO84b-GFP,  arpc4:EXO84b-

GFP a arpc5:EXO84b-GFP. Mikroskopovala jsem pokožkové buňky hypokotylu, neboť tyto 

buňky mají dobrý kontakt s krycím sklem a umožňují snímat naráz velký úsek PM. Zároveň 

bylo již dříve ukázáno, že hypokotyl mutant ARP2/3 komplexu vykazuje fenotyp v podobě 

nedokonalé buněčné adheze, kvůli níž vznikají mezery mezi buňkami (Mathur, Mathur, 

Kernebeck, et al., 2003). Hypokotyly ARP2/3 mutant jsou též kratší oproti WT, což signalizuje 

problém v buněčné elongaci (Mathur, Mathur, Kernebeck, et al., 2003).    

V souladu s publikovanými výsledky v kořeni (Fendrych et al., 2013), EXO84b-GFP i v 

hypokotylu vytvářel dynamické tečky na PM (Obrázek 3). Tečky EXO84b-GFP vykazovaly 

minimální laterální dynamiku. Povětšinou se objevily, setrvaly na několika snímcích a zase 

zmizely. V některých případech (Obrázek 3, B, WT) tečky vytvářely transverzální pruhy 

připomínající orientaci MT v kortikální zóně rostoucích hypokotylů (Adamowski et al., 2019). 

Též v ARP2/3 mutantech EXO84b-GFP tvořil dynamické tečky na PM. Na rozdíl od WT však 

transverzální pruhy nebyly tak výrazné, jelikož byl signál rovnoměrněji rozptýlen v buňce 

(Obrázek 3, B, arp2).  
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Obrázek 3 - Lokalizace EXO84b-GFP v kortikální vrstvě pokožkových buněk hypokotylu A.thaliana. 

A) Jednotlivé snímky zobrazující výřezy plazmatické membrány WT a ARP2/3 mutant (arp2, arpc4 a 

arpc5) exprimujících EXO84b-GFP, které byly použity pro analýzu. B) Průměrná projekce 

časosběrného snímku (120 s) celé buňky ukazující existenci transverzálních pruhů v WT a jejich absenci 

v mutantě arp2. Obrázek a2:EXO84b-GFP je reprezentativní pro všechny sledované ARP2/3 mutanty. 

Všechny snímky byly pořízeny pomocí spinning-disk mikroskopu. Měřítko = 5 µm. 
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U všech variant byl měřen LT. Použití automatické analýzy nám umožnilo vygenerovat veliké 

množství dat (Tabulka 4). Například pro WT:EXO84b-GFP bylo nasnímáno 38 buněk ve 

kterých bylo detekováno 35 511 teček. Vzhledem k nadstandartním objemu dat bylo potřeba 

použít speciální analýzu, proto jsem o pomoc požádala dr. Stanislava Vosolsobě. Ten navrhl a 

provedl analýzu, ve které byla vypočtena distribuce LT EXO84b-GFP teček na PM sečtením 

zastoupení jednotlivých LT v rámci každé analyzované linie. Následně byl hodnocen rozdíl 

mezi liniemi bootstrapováním, kdy bylo získáno 1000 distribucí založených na variacích s 

opakováním z původního souboru dat. Data byla paralelně fitována zobecněným lineárním 

modelem (GLM) založeným na Poissonově distribuci. Bootstrapováním získané konfidenční 

intervaly distribuce LT EXO84b-GFP teček na PM ukazují na signifikantně vyšší zastoupení 

kratších LT (interval 3-5 s) a naopak nižší zastoupení delších LT (10-11 s) u všech mutantních 

linií oproti WT (Obrázek 4). Celková signifikance efektu genotypu odvozená ze zobecněného 

lineárního modelu se smíšenými efekty (GLMM) je p = 0.02526, přičemž největší pokles 

signifikance je spojen se zahrnutím náhodné proměnné identity rostliny do modelu (Obrázek 

5). Na základě odhadu marginálních průměrů (EMMs) vychází signifikantní rozdíl mezi 

WT:EXO84b-GFP a linií arp2:EXO84b-GFP. Slabší průkaznost tohoto testu oproti GLMM je 

dána tím, že GLMM fituje křivku, která nezohledňuje lokální rozdíly v distribuci na dílčích 

intervalech. 

Tabulka 4 - Počet snímaných rostlin, buněk, vytvořených výřezů a teček detekovaných automatickou 

analýzou (Johnson et al., 2020) 

Varianta Počet rostlin Počet buněk Výřezů Počet teček 

WT:EXOb-GFP 10 38 82 35 519 

arp2: EXOb-GFP 9 38 67 27 529 

arpc4:EXO84b-GFP 7 42 74 34 130 

arpc5:EXO84b-GFP 9 39 65 30 383 

 

 

 

 

 

Obrázek 4 (na další stránce) - Distribuce lifetimes (LT) EXO84b-GFP teček v pokožkových buňkách 

hypokotylů linií nesoucích mutace v podjednotkách komplexu ARP2/3 (arp2, arpc4 a arpc5). LT 

EXO84b-GFP byly měřeny prostřednictvím Spinning-disk mikroskopu s časovým rozlišením 0,5 s. 

Grafy ukazují proporční zastoupení jednotlivých událostí (standardizováno podle celkového počtu 

změřených událostí v každé linii) a 95% konfidenční intervaly odhadnuté bootstrapováním 

(randomizace dat byla provedena na úrovni jednotlivých časových sérií). Pokud se v určitém intervalu 

pro dané dvě linie nepřekrývají konfidenční intervaly, je rozdíl v dynamice exocytózy signifikantní. 

Všechny grafy zahrnují data ze tří biologických opakování.  A) Celkový pohled na distribuci EXO84b-

GFP. B) Distribuce krátkých událostí (LT 3–6 s), kde zřetelně převažuje proporce ARP2/3 mutant oproti 

WT. C) Distribuce LT středně dlouhých událostí (LT 8–12 s), kde je WT více zastoupen oproti ARP2/3 

mutantám. B) a C) jsou zvětšeninami grafu A)- 
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Obrázek 5 - Zobecněný lineární model se smíšenými efekty (GLMM) dynamiky EXO84b-GFP v 

mutantních liniích podjednotek komplexu ARP2/3. Lifetime (LT) exocytických událostí 

(symbolizovaných tečkami EXO84b-GFP) byl měřeny pomocí Spinning-disk mikroskopu v 

hypokotylech linií Arabidopsis thaliana exprimujících EXO84b-GFP na genetických pozadích s 

mutacemi v genech ARP2, ARPC4 či ARPC5 a v divoké linii (WT) jako kontrole. Graf ukazuje střední 

LT exocytických událostí (GLMM založený na Poissonově distribuci; identity rostliny, buněk a 

jednotlivých snímaných časových sérií byly zohledněny v rámci náhodných efektů; celková signifikance 

genotypu je p = 0.02526) a jejich 95% konfidenční intervaly určené mnohočetným porovnáním. 

Signifikantně se liší linie arp2 od WT (p = 0.0035). 

 

4.3 Pylové láčky 

 

V dalších experimentech jsem se zaměřila na další buněčný typ, kterým jsou pylové láčky. Na 

rozdíl od difuzně rostoucích pokožkových buněk hypokotylu představují pylové láčky systém 

vrcholově rostoucích buněk. Mechanismus vrcholového růstu závisí především na přesně 

koordinované exocytóze v aktivně rostoucí apikální části (N. Luo et al., 2017). 

Z experimentů naší laboratoři víme, že pylové láčky ARP2/3 mutant vykazují fenotyp (jsou 

kratší a širší, nepublikované výsledky). Z tohoto důvodu se lze domnívat, že se ARP2/3 

komplex podílí na vrcholovém růstu pylových láček. Proto jsem se zajímala, zdali se bude lišit 

lokalizace (např. zonace) EXO84b-GFP jakožto markeru exocytózy v láčkách ARP2/3 mutant 

oproti WT. Pro snímání jsem použila konfokální mikroskop, který je pro studium markerů 

exocytózy v pylových láčkách běžně využíván (Marković et al., 2020). 

Během provádění těchto experimentů se v laboratoři poprvé vyskytly fluorescenční markery 

pro ARP2/3 podjednotky exprimované pod ubiquitinovým promotorem (pUBQ). Ubiquitinem 

řízená exprese je na rozdíl od CaMV 35S promotoru aktivní i v pylových láčkách (Kollárová et 
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al., 2021; Wilkinson et al., 1997), proto jsem do experimentu zahrnula i tyto markery a 

studovala lokalizaci těchto markerů v pylových láčkách. 

4.3.1 Lokalizace ARPC5 a ARPC3 v pylových láčkách  

Pro tento experiment byly použity linie pUBQ::ARPC3-GFP a pUBQ::ARPC5-GFP (autor: 

Eva Kollárová). Zároveň jsem snímala i linii Lifeact-GFP (in vivo marker pro F-aktin) pro 

srovnání lokalizace ARP2/3 podjednotek s aktinovými strukturami v láčce. Signál ARPC5-GFP 

i ARPC3-GFP je zřetelný po celé délce pylové láčky. Signál se vyskytuje v cytoplazmě bez 

náznaku membránové lokalizace. Nejvíce signálu bylo často nahromaděno ve špičce pylové 

láčky. V maximální projekci je možné vidět maximální intenzitu signálu v oblasti připomínající 

obrácenou fontánu (Obrázek 6, A a D). Někdy se akumulace signálu vyskytla v pruhu přibližně 

2 µm pod špičkou (Obrázek 6, I–K), v oblasti, kde se běžně vyskytuje tzv. „actin fringe“ (Lovy-

Wheeler et al., 2005). Po celé délce láčky se objevovaly pohyblivé větší tečky, které by mohly 

představovat ARP2/3 komplex asociovaný s peroxisomy (Martinek et al., 2023).  

 

Obrázek 6 (na následující straně) - Lokalizace pUBQ::ARPC3-GFP, pUBQ::ARPC5-GFP a Lifeact-

GFP v pylové láčce A. thaliana. A) a D) Maximální projekce Z-stacku. B) a E) Snímek jedné roviny 

totožné láčky, ve které je viditelný prstenec intenzivnějšího signálu v subapikální zóně. C) a F) Snímek 

stejné roviny totožné láčky jako v B) a E) v průchozím světle. G) Snímek jedné roviny láčky exprimující 

Lifeact-GFP. H) Snímek totožné láčky a roviny jako v G) v průchozím světle. I), J) a K) představují 

zvětšenou špičku láček ze snímků G), B) a E). Šipky znázorňují prstenec v subapikální zóně. Snímky 

byly zprocesovány pro zvýraznění kontrastu. Měřítko = 5 µm. A) a D) škála v AU (artificial unit, umělá 

jednotka) 
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4.3.2 Lokalizace EXO84b-GFP v pylové láčce 

Dalším cílem práce bylo pozorovat lokalizaci markeru EXO84b-GFP v pylových láčkách 

ARP2/3 mutant a srovnat ji s lokalizací tohoto markeru ve WT. Základem pro pokusy bylo 

zjištění kolegů z naší laboratoře, že ARP2/3 mutanty vykazují poruchy v růstu pylových láček 

(nepublikované výsledky). Jelikož je komplex exocyst zapojen do polární sekrece v pylových 

láčkách (Marković et al., 2020) a v dřívějších pokusech byla pozorována částečná kolokalizace 

EXO84b-RFP s podjednotkami ARP2/3 komplexu (Jelínková, 2021), zajímalo mě, zdali se liší 

lokalizace (zonace) EXO84b-GFP v pylových láčkách WT a ARP2/3 mutant. 

Pro výzkum byly vybrány linie WT:EXO84b-GFP, arp2:EXO84b-GFP, arpc4:EXO84b-GFP a 

arpc5:EXO84b-GFP. Jedná se o stejné linie, které byly použity v předchozím pokusu, který 

zkoumal dynamiku EXO84b-GFP v pokožkových buňkách hypokotylu. EXO84b-GFP 

v pozadí nap1 (podjednotka SCAR/WAVE komplexu, což je aktivátor ARP2/3 komplexu) jsem 

získala až úplným závěrem práce, a proto jsem nenasbírala dostatek dat pro jeho analýzu spolu 

s ARP2/3 mutantami. Pro porovnání však ukazuji snímky lokalizace EXO84b-GFP i v této 

mutantě (Obrázek 7). Láčky byly snímány konfokálním mikroskopem. Jelikož mě zajímala 

zonace, proložila jsem 20 µm sondu o síle 2 µm středem láčky (centrální optický řez) od špičky 

směrem k pylovému zrnu a generovala křivky intenzity signálu EXO84b-GFP, které jsem 

následně mezi sebou srovnávala. Podobný postup je pro sledování lokalizace fluorescenčních 

markerů v pylových láčkách běžně používán (T. Fan et al., 2023; Kollárová et al., 2021). 

Marker EXO84b-GFP vydával nejsilnější signál ve špičce. Vypozorovala jsem korelaci mezi 

lokalizací markeru a rychlostí růstu láčky. Rychleji rostoucí láčky měly výrazněji akumulovaný 

signál EXO84b-GFP na membráně špičky, zatímco u pomaleji rostoucích láček se více signálu 

nacházelo v cytoplazmě. Nezdá se však, že by existoval signifikantní rozdíl v lokalizaci 

EXO84b-GFP mezi WT a námi testovanými ARP2/3 mutantami. U všech linií došlo 

k prudkému vzestupu signálu ve špičce, po kterém následoval pozvolný pokles (Obrázek 8). 

Jelikož signál silně kolísal, pro vynesení do grafu průběhu intenzity jsem rozdělila kontinuální 

měření intenzity EXO84b-GFP do kategorií po jednom mikrometru (µm).  Hodnota pro každý 

µm odpovídá průměru pro tento interval. Obrázek 8, (A–D) zobrazuje naměřené křivky 

intenzity pro jednotlivé varianty. Obecně mezi jednotlivými měřeními panovala velká 

variabilita v intenzitě signálu, která znemožňovala vyčíst z dat trend. Proto jsem intenzitu 

standardizovala vynesením poměru průměrného signálu pro daný µm ku dosaženému maximu. 

Obrázek 8 (E) ukazuje takto standardizované průměrné hodnoty pro jednotlivé varianty. 

Pro srovnání obecného chování markeru EXO84b-GFP mezi ARP2/3 mutantami a WT mě 

zajímalo, jak často v průběhu měřené vzdálenosti 20 µm signál roste a klesá. Pro tuto analýzu 

jsem odečetla od hodnoty pro každý µm hodnotu následující. Takto jsem analyzovala jednotlivě 

každou láčku a výsledné hodnoty zprůměrovala (Obrázek 9). Dále jsem pomocí jednofaktorové 

analýzy rozptylu (ANOVA) vyhodnotila, zdali se tento poměr klesání ku stoupání liší mezi 

jednotlivými genetickými variantami (Obrázek 10). WT měl nejvyšší medián, následovaný 

arp2, arpc4 a nakonec arpc5. Z dat lze vyčíst trend, ovšem není statisticky signifikantní. Nezdá 

se tudíž, že by tento rozdíl v lokalizaci EXO84b-GFP byl schopen vysvětlit pozorovaný fenotyp 

pylových láček ARP2/3 mutant. 
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Obrázek 7 - Lokalizace EXO84b-GFP v pylových láčkách A.thaliana. Vlevo fluorescenční signál ve 

střední rovině láček WT a mutant genů pro ARP2/3 komplex (nap1, arp2, arpc4, a arpc5 mutanty). 

Vpravo snímek stejné roviny láčky v průchozím světle. Měřítko = 5 µm 
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Obrázek 8 - Graf průběhu intenzity signálu EXO84b-GFP GFP v pylových láčkách A. thaliana v 

mutantách ARP2/3 komplexu arp2 (A), arpc4 (B) a arpc5 (C) a divokém typu (WT). (E) Srovnání 

průměrných hodnot EXO84b-GFP signálu všech 4 variant (arp2, arpc4, arpc5 a WT) vyjádřených jako 

poměr z maximální dosažené intenzity. Zobrazeny jsou výsledky 3 biologických opakování. AU = umělá 

jednotka (artificial unit) 
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Obrázek 9 - Graf průměrné změny intenzity signálu EXO84b-GFP v pylových láčkách A. thaliana v 

mutantách ARP2/3 (arp2, arpc4 a arpc5) a divokém typu (WT). Kladné hodnoty značí, že signál klesal, 

záporné, že signál rostl. Graf vyjadřuje průměr tří biologických opakování. (A)  Graf průměrné změny 

intenzity signálu EXO84b-GFP v celé délce pylové láčky. (B) Graf průměrné změny intenzity signálu 

EXO84b-GFP v intervalu 2-20 µm od špičky láčky. První µm byl z měření odfiltrován, jelikož se jednalo 

o změnu z nulového signálu vně láčky směrem k maximálnímu signálu na plazmatické membráně 

špičky. Tato změna svou magnitudou znemožnila vidět v grafu menší rozdíly v intenzitě signálu 

uvnitř láčky.  AU = umělá jednotka (artificial unit) 
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Obrázek 10 - Krabicový diagram znázorňující poměr zastoupení kladných změn intenzity EXO84b-GFP 

oproti záporným (viz graf změna intenzity) v 20 µm od špičky pylových láčkách A. thaliana v mutantách 

ARP2/3 (arp2, arpc4 a arpc5) a divokém typu (WT). Zvýrazněná čára představuje medián, krabice 

značí mezikvartálové rozpětí (IQR), „vousy“ značí minimální a maximální hodnoty nebo 1,5*IQR 

v případě odlehlých hodnot (vyznačených jako samostatné body). Na základě jednofaktorového 

ANOVA testu není rozdíl mezi variantami statisticky signifikantní (p = 0.279). 
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5. Diskuze 

5.1 Dynamika a lokalizace EXO84b-GFP v hypokotylu 

Do pozorování dynamiky EXO84b-GFP v hypokotylu A. thaliana jsem zařadila mutanty 

v podjednotce ARP2, ARPC4 a ARPC5. Bylo by též zajímavé otestovat mutanty v některé z 

podjednotek SCAR/WAVE komplexu, jež slouží jako aktivátor ARP2/3 komplexu (Eden et al., 

2002). V době mých experimentů však bohužel nebyla žádná linie exprimující EXO84b-GFP 

v mutantím pozadí aktivátoru k dispozici. EXO84b-GFP jsem do mutantního pozadí nap1 

nakřížila až v závěru práce a z časových důvodů proto nebylo možné experiment vykonat.  

5.1.1 Lokalizace EXO84b-GFP v hypokotylu 

Fluorescenční marker EXO84b-GFP vytváří na PM kořene malé dynamické tečky (Fendrych 

et al., 2013). Mé pozorování potvrzuje dřívější zjištění Barbory Jelínkové, že EXO84b tvoří 

dynamické tečky též na PM hypokotylu (2021). Podobné tečky na PM tvoří také fluorescenčně 

značené podjednotky ARP2/3 komplexu, přičemž malá subpopulace těchto teček kolokalizuje 

s EXO84b (Jelínková, 2021). Oproti pozorování výše zmíněných kolegů byly mnou pozorované 

tečky méně zřetelné. Tento rozdíl by mohl být způsoben tím, že na rozdíl od Fendrych et al. 

(2013) a Barbory Jelínkové (2021), kteří používali mikroskopickou metodu VAEM (Variable-

angle epifluorescence microscopy), jsem hypokotyly snímala na Spinning disk konfokálním 

mikroskopu (SDCM). VAEM umožňuje excitovat a tím pádem pozorovat fluorescenční 

markery v rovně PM a k ní těsně přilehlé kortikální cytoplazmě. Oproti tomu konfokální 

mikroskopie sice též umožňuje pozorovat pouze jednu optickou rovinu, ale k excitaci 

fluoroforů dochází v celém vzorku, což zásadně snižuje rozlišení.  

Z dřívějších výzkumů vyplývá, že existence teček EXO84b-GFP na PM, tedy tvorba komplexu 

exocyst na membráně, není závislá na aktinu (Fendrych et al., 2013). Toto tvrzení podporuje i 

mé pozorování, neboť v mutantech ARP2/3 lokalizoval EXO84b-GFP do stejných struktur jako 

ve WT, i když došlo ke změně jejich distribuce.  V některých případech (Obrázek 3) tečky 

vytvářely transverzální pruhy připomínající orientaci MT v kortikální zóně rostoucích 

hypokotylů (Adamowski et al., 2019). Není ovšem vyloučeno, že mnou pozorovaná lokalizace 

EXO84b-GFP pouze reflektuje transverzální uspořádání kortikální cytoplazmy určené MT a 

pohybujícími se CSC. Fendrych et al. zkoumali asociaci markeru EXO84b-mRFP s MT a 

nenašli signifikantní kolokalizaci  (2013). Oproti tomu v živočiších byla asociace komplexu 

exocyst s MT prokázána (Vega & Hsu, 2001; S. Wang et al., 2004). V rostlinách byla 

pozorována kolokalizace komplexu exocyst s MT v místech tvorby sekundárních BS cévních 

svazků (Vukašinović et al., 2017). Interakce mezi exocystem a MT však není přímá, nýbrž je 

zprostředkována interakcí EXO70A1 s dalšími proteiny (Oda et al., 2015).  Pro potvrzení, zda 

se v mých pozorováních jedná doopravdy po lokalizaci podél MT by bylo zapotřebí použít 

mikrotubulární marker. Zajímavé by též bylo pozorovat, jaký efekt by na orientaci teček měla 

aplikace mikrotubulární drogy a zda by došlo k narušení lokalizace do transverzálních pruhů.  



37 

 

5.1.2 Dynamika EXO84b-GFP v hypokotylu  

Z analýzy dynamiky EXO84b-GFP je patrné, že tento marker má větší dynamiku v ARP2/3 

mutantách oproti WT (Obrázek 4). Všechny mutanty se chovaly podobně, což naznačuje, že 

pro dynamiku EXO84b-GFP je potřeba funkční ARP2/3 komplex jako celek. U mutant je 

signifikantně větší incidence kratších LT (mezi 2,5–6 s) a naopak nižší incidence v intervalu od 

(8–10 s), kde bylo pozorováno maximum u Fendrych et al. (2013).  Tudíž je pravděpodobné, 

že ARP2/3 komplex vykonává v blízkosti PM funkci, která prodlužuje dobu setrvání EXO84b-

GFP na PM. Jedna z teorií tvrdí, že jemná aktinová síť v kortikální vrstvě rostlinných buněk 

slouží jako bariéra pro endocytózu (Nagawa et al., 2012). Není vyloučeno, že se ARP2/3 podílí 

na budování této sítě. Velmi recentní článek potvrzuje, že mutace ARP2/3 komplexu vede 

k snížení množství větveného aktinu v hypokotylech, a též že AF nukleovaná pomocí ARP2/3 

vykazují specifickou dynamiku odlišnou od aktinu polymerovaného forminem (Xu et al., 

2023). Vliv aktinu na dynamiku EXO84b-GFP sledovali též Fendrych et al. (2013), kteří 

pozorovali pomalejší obnovení fluorescence po fotovybělení (FRAP) u buněk ošetřených LatB. 

Tento výsledek se na první pohled může zdát protichůdný vůči mému měření. Pokud však 

uvážíme, že mutace ARP2/3 ovlivňuje strukturu a dynamiku aktinového cytoskeletu spíše 

mírně (Cifrová et al., 2020), je možno se též domnívat, že ztráta komplexu ARP2/3 může 

ovlivnit pouze určitou část polymerovaného aktinu, která má specifickou roli v oblasti PM. 

Oproti tomu narušení aktinu pomocí LatB vede ke kompletní depolymerizaci aktinových vláken 

(Staiger et al., 2009). 

Mnou pozorovaná dynamika EXO84b-GFP v hypokotylech všech genetických variant byla 

významně rychlejší oproti pozorování v kořeni, kde medián pro EXO84b-GFP činil 11 s 

(Fendrych et al., 2013). Pro srovnání, mnou pozorovaný medián EXO84b-GFP v hypokotylu 

činil 5 s pro WT a 4,5 s pro mutanty ARP2/3 komplexu. Důvodem této odlišnosti může být 

použití odlišného modelu (hypokotyl vs. kořen) a také odlišná metodika měření. Fendrych et 

al. (2013) měřili LT teček manuálně pomocí kymogramů. V mém případě byla použita 

automatická detekce EXO84b-GFP teček, která umožňuje zachytit i velmi krátké jevy, které by 

při ručním měření mohly zůstat přehlédnuty. Velmi rychlé LT byly též pozorovány i pro další 

markery hodnocené automatickou analýzou (Narasimhan et al., 2020; Voloshina, 2023). Není 

však vyloučeno, že se automatická analýza dopouští chyb a detekuje i události, které by člověk 

z analýzy jednoznačně vyloučil. V současné době se jedná o velmi aktuální otázku, zda je pro 

podobný typ experimentů vhodnější automatická či manuální analýza. Tuto polemiku by bylo 

vhodné vyřešit komparativními experimenty, což je ovšem nad rámec této diplomové práce.  

Otázkou též zůstává biologický význam těchto velmi krátkých událostí. Zdá se, že existence 

podjednotek komplexu exocyst nemusí vždy představovat fúzní událost, nýbrž část komplexů 

čeká předpřipravena na PM (Fendrych et al., 2013). Pozorovat probíhající exocytické události 

lze buď kolokalizací dvou fluorescenčních markerů nebo pomocí transmisní elektronové 

mikroskopie (TEM). Studium za použítí TEM je náročné, neboť exocytóza je velmi dynamická 

a zřídka dochází k zachycení události (Toyooka et al., 2009). Při použití dvojitě značených linií 

zase může být problémem správná volba markeru váčku, stejně jako možné protékání signálu 

z jednoho kanálu do druhého (Jelínková, 2021). Zjistit konkrétní funkci a význam těchto 

krátkých LT tudíž představuje výzvu pro experimentální biologii. 
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5.2 Kultivace a mikroskopie pylových láček 

Pro růst pylové láčky je důležitá komunikace se samičími pletivy (Mizuta & Higashiyama, 

2018). Přesto je možné láčky pěstovat také in vitro. Ve své práci používám upravený protokol 

podle Boavida & McCormick (2007). Kultivace pylových láček je obtížná, neboť jsou velmi 

citlivé k teplotě, vlhkosti, pH a osmotickému prostředí (Boavida & McCormick, 2007; Burke 

et al., 2004; L.-M. Fan et al., 2003). Naše laboratoř začala používat pylové láčky jako pokusný 

materiál teprve nedávno, a proto stále optimalizujeme kultivační postupy. První půl rok mých 

pokusů na láčkách provázely nezdary. Mnou pěstované láčky měly nízkou klíčivost, rostly 

pomalu a při pozorování pod mikroskopem praskaly.  

Obzvláště obtížné bylo pozorovat láčky ARP2/3 mutant. V literatuře sice zatím nebyl popsán 

láčkový fenotyp mutant ARP2/3 (Yanagisawa et al., 2013), v naší laboratoři přesto byly u těchto 

mutant pozorovány odchylky od normálního vývoje pylových láček. Mezi tyto odchylky patří 

kratší, širší, pomaleji rostoucí láčky s odchylkami v zonaci buněčné stěny (nepublikované 

výsledky). Pomalejší růst láček mutant ARP2/3 jsem pozorovala i ve svých experimentech. 

Navíc se v pylu ARP2/3 mutant vyskytovalo větší množství abortovaných pylových zrn než u 

WT (nepublikované výsledky).  

Jednou z příčin nezdarů při kultivaci pylových láček mohlo být roční období. S pokusy jsem 

začala na podzim 2022 a většina pokusů na láčkách probíhala přes zimu 2022 a 2023. Kvetení 

Arabidopsis závisí především na teplotě a délce dne (Chew et al., 2012). Pokusné rostliny byly 

po celou dobu pěstovány v kultivační místnosti se světelným režimem napodobujícím dlouhý 

den (16 hodin světla/8hodin tmy) s konstantní teplotou 23°C. Chew et al. (2012) ukazují, že 

obzvlášť na podzim a v zimě je pro kvetení důležitý noční pokles teplot, k čemu v kultivační 

místnosti nedochází. Navíc v průběhu kultivace několikrát došlo k poruchám klimatizace a 

přehřátí místnosti, v důsledku čehož byl pyl nekvalitní. Zároveň byly láčky na cestě z kultivační 

místnosti k mikroskopu vystaveny venkovní teplotě. Jednalo se o krátkodobé vystavení (v řádu 

minut), které ovšem přesto mohlo mít vliv na chování láček. Dalším vlivem mohlo být pH. 

Zpočátku jsem používala kultivační protokol bez úprav. Jan Martinek později zjistil, že lze 

dosáhnout lepší klíčivosti, při úpravě pH na hodnotu 6. Po úpravě protokolu jsme dosáhli 

výrazně lepší klíčivosti. 

Závěrečným problémem bylo najít vhodné nastavení pro pozorování in vitro kultivovaných 

láček, aby by bylo co nejblíže jejich přirozenému prostředí. Při pozorování láček kultivovaných 

na povrchu tuhého média zakápnutých před pozorováním kapkou tekutého média a přikrytých 

krycím sklíčkem, docházelo k častému praskání pylových láček. V kombinaci s nízkou 

klíčivostí pylu to znamenalo nedostatek materiálu pro pozorování. Proto jsem spolu se 

školitelkou vyvinula systém, ve kterém pylová zrna rovnou klíčí v kontaktu s krycím sklem 

překrytá tuhým médiem a během klíčení si musí prorážet cestu tímto médiem. Tudíž je 

simulován přirozený proces, při kterém si láčky razí cestu pletivy čnělky (Burri et al., 2018). 

Tento systém se osvědčil a všechny snímky láček prezentované v této práci byly 

mikroskopovány tímto způsobem. K podobnému zjištění, že láčky A. thaliana lépe rostou 

v tužším médiu došly také Kapoor & Geitmann (2023).  
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5.2.1 Lokalizace ARPC5 a ARPC3 v pylových láčkách  

Fluorescenčně značené podjednotky ARPC3-GFP a ARPC5-GFP mají v pylových láčkách čistě 

cytoplazmatickou lokalizaci. Nejvíce signálu ARPC3-GFP a ARPC5-GFP jsem pozorovala ve 

špičce láčky. K hromadění signálu ve špičce láčky však dochází i za použití volného GFP 

(nepublikované výsledky), tudíž tato lokalizace nejspíš pouze odráží proudění cytoplazmy 

v láčce. Jedná se navíc o nadměrnou expresi řízenou ubiquitinovým promotorem (Holtorf et al., 

1995), která může do pozorování zanést artefakty. Mé pozorování lokalizace ARP2/3 

podjednotek však odpovídá lokalizaci komplexu v jiných buňkách (Havelková et al., 2015; 

Martinek et al., 2023). Lokalizace podjednotek ARP2/3 v pylových láčkách A. thaliana zatím 

nebyla publikována. Mé výsledky však lze srovnat s homology ARP2/3 z rajčete (Solanum 

lycopersicum) transientně exprimovanými v láčkách tabáku (Nicotiana tabacum), které též mají 

převážně cytoplazmatickou lokalizaci (H. K. Liu et al., 2020).  

V mých experimentech, stejně jako u Liu et al. (2020), fluorescenčně značené ARP2/3 

podjednotky značily malé pohyblivé cytoplazmatické struktury. Tyto struktury by mohly 

představovat ARP2/3 komplex asociovaný s peroxisomy (Martinek et al., 2023). Pro potvrzení 

této hypotézy by však bylo nutné použít peroxisomální marker. Zajímavý je též zvýšený výskyt 

signálu ARPC3-GFP a ARPC5-GFP v místě odpovídajícímu actin fringe (Obrázek 6). Bylo by 

zajímavé sledovat lokalizaci těchto markerů v přítomnosti markeru aktinu a zjistit tak, zdali 

spolu tyto struktury kolokalizují. Podobnou lokalizaci v oblasti actin fringe mají i další proteiny 

asociované s aktinem, například FIMBRIN5, který svazkuje AF (Wu et al., 2010).  

5.2.2 Lokalizace EXO84b-GFP v pylových láčkách  

V rostlinách je největší koncentrace exocystu pozorována ve špičkách pylových láček, 

kořenových vlásků a v buněčné přepážce během dělení, což značí, že hraje roli v polární sekreci 

(Fendrych et al., 2010; Genre et al., 2012; Hála et al., 2008). Přestože o markeru EXO84b-GFP 

vyšlo několik publikací, jeho lokalizace v pylové láčce zatím nebyla publikována. V literatuře 

však existuje popis lokalizace jiných podjednotek komplexu exocyst, například EXO70A2, 

nebo SEC3 (Bloch et al., 2016; Marković et al., 2020). Mnou pozorovaná lokalizace EXO84b-

GFP v pylových láčkách se podobala výše zmíněným podjednotkám (Obrázek 7). Podobně jako 

EXO70A2, i EXO84b-GFP vydávalo nejsilnější signál na PM ve špičce. V kontrastu s tím 

podjednotka EXO70C2 vykazuje cytoplazmatickou lokalizaci a bylo navrženo že může 

fungovat jako regulátor exocytózy mimo komplex exocyst (Synek et al., 2017). Membránová 

lokalizace EXO84b-GFP podporuje hypotézu, že EXO84b-GFP v pylové láčce interaguje 

s ostatními podjednotkami komplexu exocyst a účastní se polarizované sekrece jako součást 

komplexu.  

Na rozdíl od pozorování v kořeni a hypokotylu jsem nebyla schopná detekovat na PM láček 

tečky EXO84b-GFP. Důvodem je pravděpodobně rozdíl v použité mikroskopické technice. Pro 

snímání pylových láček jsem použila klasickou konfokální mikroskopii, zatímco buňky 

hypokotylu jsem snímala na SDCM. Klasický laserový konfokální mikroskop není vhodný pro 

snímání dynamických událostí, neboť je limitován rychlostí snímání. Zároveň pylové láčky 

nejsou vhodný model pro výzkum membránových struktur, neboť mají válcovitý tvar, a tudíž 

není snadné pozorovat větší úsek membrány v jedné optické rovině. V naší laboratoři se zatím 
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nepodařilo láčky pozorovat pomocí VAEM, kvůli špatnému kontaktu s krycím sklíčkem 

(nepublikované výsledky), přestože je u nás tato metoda na jiných buněčných typech zavedená  

(Martinek et al., 2023). V jiných výzkumných skupinách je však VAEM pro pozorování 

pylových láček používán (Chebli et al., 2012; Kaneda et al., 2019).  Chebli et al. (2012) 

například použili VAEM v láčkách A. thaliana pro pozorování fluorescenčně značeného 

markeru CESA6-YFP. Kaneda et al. zase použili VAEM pro sledování CME (2019).  

V mých pozorováních jsem nebyla schopna detekovat statisticky signifikantní rozdíl 

v lokalizaci EXO84b-GFP v pylových láčkách WT a ARP2/3 mutant. Pro vrcholový růst láček 

je regulace polarizované exocytózy nezbytná, což dokazuje i fenotyp EXO84b mutantů  (samčí 

sterilita; Fendrych et al., 2010). Proto se dá předpokládat, že při výrazném narušení lokalizace 

EXO84 by láčky ARP2/3 mutant vykazovaly silnější fenotyp. V této práci jsem nehodnotila 

dynamiku EXO84b na membráně v pylových láčkách. Otázkou proto zůstává, jakou by měla 

mutace ARP2/3 komplexu vliv na dynamiku tohoto markeru. V této práci jsem ukázala, že 

EXO84b-GFP má větší dynamiku v PM pokožkových buněk hypokotylů ARP2/3 mutant, 

přesto že lokalizace markeru na membráně je podobná (Obrázek 3). Sledovat dynamiku 

EXO84b-GFP však nebylo možné z technických důvodů, jelikož konfokální mikroskop 

neposkytuje dostatečné rozlišení a pozorování pomocí TIRF/VAEM se nezdařilo.  
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6. Závěry 

1) Pomocí spinning disk konfokální mikroskopie byla sledována lokalizace a dynamika 

EXO84b-GFP v ARP2/3 mutantech a divokém typu (WT). EXO84b-GFP tvoří na 

plazmatické membráně pokožkových buněk hypokotylu tečky (z nichž alespoň část 

nejspíš reprezentuje exocytické události). V ARP2/3 mutantách má oproti WT větší 

proporce těchto událostí kratší lifetime (LT) v intervalu 0-5 s, a naopak menší proporce 

se jich vyskytuje v intervalu 8-11 s. Zároveň se mírně liší lokalizace tohoto markeru na 

plazmatické membráně (PM), neboť ve WT tvoří transverzální pruhy, zatímco v ARP2/3 

mutantách je signál více rozptýlený.  

 

2) Pomocí konfokální mikroskopie byla dále sledována lokalizace EXO84b-GFP 

v pylových láčkách ARP2/3 mutant a WT. Všechny genetické varianty vykazovaly 

nejsilnější signál EXO84b-GFP na špičce pylové láčky v blízkosti PM. Slabší signál byl 

též pozorovatelný v cytoplazmě. Mutace podjednotek ARP2/3 komplexu nevedla k 

statisticky významné změně lokalizace EXO84b-GFP v pylové láčce. 

 

3) Pomocí konfokální mikroskopie byla pozorována lokalizace ARPC3-GFP a ARPC5-

GFP v pylových láčkách. Obě podjednotky vydávaly difuzní cytoplazmatický signál 

s maximem tvořícím prstenec v subapikální zóně a též jasněji značily malé pohyblivé 

struktury v cytoplazmě.  
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