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Abstrakt

Rostlinné buiiky vykazuji dva zékladni typy ristu: difuzni a vrcholovy. Mutace komplexu
ARP2/3, coz je nukleator aktinu, vede k fenotypickym projeviim u difuzné i vrcholové
rostoucich bunék. Mnohé z téchto zmeén, napt. porucha bunééné adheze pokozkovych bunck
hypokotylu nebo pomalejsi rist pylovych lacek, naznacuji, ze pozorované fenotypy souvisi s
bunécnou sténou. Komponenty bunécné stény jsou do apoplastického prostoru dopravovany
exocytozou. Na fizené exocytoze se podili mnoho faktorti, z nichz jeden z nejprozkoumanéjSich
je poutaci komplex exocyst. Mutanty komplexu exocyst vykazuji fenotypy v difuzné i
vrcholové rostoucich bunkéach, coz znaci, ze tento poutaci komplex je vyznamny pro oba typy
ristu. Podjednotka exocyst komplexu EXO84b navic interaguje s ARP2/3 komplexem. V této
diplomové praci jsem zkoumala vliv mutace podjednotek ARP2/3 komplexu na exocytézu
difuzné a vrcholové rostoucich bunék pomoci sledovani lokalizace a dynamiky fluorescencné
znaceného markeru EXO84b-GFP. V pokozkovych buiikach hypokotylu (model difuzniho
rustu) mél EXO84b-GFP kratsi ¢as setrvani na plazmatické membrané v ARP2/3 mutantach
oproti divokému typu. Téz se mirné liSil vzor jeho lokalizace na plazmatické membran¢.
V pylovych la€kach (model vrcholového riistu) nebylo z technickych divodid mozné zkoumat
dynamiku EXO84b-GFP. Proto jsem se soustfedila na zonaci tohoto markeru, ktera se v ARP2/3
mutantech vyznamné nelisila oproti divokému typu.

Klic¢ova slova: komplex ARP2/3, rostlinna butika, aktinovy cytoskelet, rist buiiky, exocytoza,
exocyst, pylova lacka, 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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1. Uvod a cile prace

Rostlinné bunky nabyvaji rozli¢nych tvari, coz mé zasadni vyznam pro jejich vyvoj a adaptaci
na podnéty prostfedi. Mezi faktory, které fidi bunécnou expanzi, hraje kli¢ovou roli souhra
cytoskeletu, sekrecni drahy a syntézy bunécné stény. Cytoskelet, ktery se v rostlinach sklada z
mikrotubull a aktinovych vlaken, vytvaii uvnitt bunék dynamickou sit’. Tato sit’ slouzi jako
draha pro vnitrobunécny transport a také jako platforma pro interakci mnoha proteinti. ARP2/3
komplex je evolucné konzervovany nukleator aktinového cytoskeletu, ktery je po aktivaci
schopen tvofit vétvend aktinova vladkna, ¢imz pfispiva k tvorbé aktinové sité. Rostliny
s mutovanym ARP2/3 komplexem maji zkroucené trichomy, kratsi hypokotyly, kieh¢i organy,
a poruchu bunécné adheze (Mathur, Mathur, Kernebeck, et al., 2003; Pratap Sahi et al., 2017;
Yanagisawa et al., 2015). Nedavno byl téz v nasi laboratofi objeven fenotyp v pylovych lackéach
(nepublikované vysledky). VSechny tyto fenotypy poukazuji na narusenou rovnovahu bunécné
stény.

Rostlinné bunky vykazuji rizné zptsoby rastu, které se daji rozd¢lit do dvou kategorii: difuzni
a vrcholové. Prikladem téchto dvou typl ristu jsou pokozkové bunky hypokotylu a pylové
lacky. Regulace téchto rstovych vzorcl zahrnuje slozité bunécné procesy, véetné dynamické
reorganizace cytoskeletu, sekrece materidlii bunécné stény a jejich cilenych modifikaci.
Bunécna sténa funguje jako strukturni bariéra davajici bunkkdm tvar. Aby rostlinné buniky mohly
rist, musi se stavajici bunécnd sténa uvolnit a byt do ni syntetizovan novy material. Syntéza
nového materidlu bunécné stény se odehrava predevSim v Golgiho aparatu, ze kterého je
sekretovan na povrch buiiky exocytézou. Exocytozy se ucastni fada faktort, z nichz pro cilenou
lokalizaci va¢kli na membranu jsou dulezité poutaci komplexy. Jednim z nejlépe
prozkoumanych poutacich komplexii v rostlindch je komplex exocyst. Mutanty tohoto
komplexu vykazuji fenotypy spojené se syntézou bunécné stény a maji obzvlasté¢ zadvazné
projevy ve vrcholové rostoucich bunkach (Kulich et al., 2015; Markovi¢ et al., 2020;
Vukasinovi¢ et al., 2017). Navic bylo zjisténo, Ze podjednotka exocyst komplexu EXO84b
interaguje s podjednotkami ARP2/3 komplexu (Jelinkova, 2021). Pochopeni interakce mezi
ARP2/3 a proteiny zapojenymi do exocytézy muze poskytnout ndhled do regulace syntézy
bunécné stény a rostlinného ristu.

Cile prace:
Studovat ilohu ARP2/3 komplexu v exocytdze za pouziti konfokalni mikroskopie:

1) Zjistit, zda absence komplexu ARP2/3 ovlivni dynamiku a lokalizaci podjednotky
komplexu exocyst EXO84b v buiikach hypokotylu

2) Zjistit, zda absence komplexu ARP2/3 ovlivni lokalizaci podjednotky komplexu
exocyst EXO84b v pylové lacce

3) Studovat lokalizaci komplexu ARP2/3 v rostouci pylové lacce



2. Literarni prehled

2.1 Rast rostlinnych bunék

Schopnost rist je jednim za zékladnich znakt Zivych organismil. Rist mize byt chapan na
nékolika trovnich od jednotlivé buiiky po cely organismus. Na Grovni organismu je do riistu
zapojeno i déleni bun¢k a zakladani novych organti. Tato prace vSak pojednava pouze o riistu
na bunécné trovni, tudiz se pod pojmem rast rozumi expanzivni riist neboli zvétSovani objemu
a povrchu bunky, nikoliv vS§ak bunécné déleni. Riist rostlinnych bun¢k je specificky existenci
rigidni bun&né stény (BS), kterd omezuje pohyb bunék. Ma-li dojit k ristu, musi byt BS
rozvolnéna.

Expanzivni rust rostlin je vysledkem dvou procesii: elastické deformace bun€k a nevratného
roztazeni BS (Lockhart, 1965). Tento proces vyZzaduje uvolnéni BS prostfednictvim souhry
pusobeni mnoha proteini a enzyml (napf. expansinl, xyloglukan endotransglukosylaz/
hydroldz, pektin methylesteraz), fytohormona (piedevsim auxinu) a cytoskeletu (Cosgrove,
2018; W. Lin et al., 2021). Pro rist rostlinnych bun¢k je téz dilezitym pojmem turgor, coz je
tlak vakuoly proti plazmatické membran¢ (PM), ktery dava bunkam pevny tvar. Rozvolnéni BS
musi byt ndsledovano ptijmem vody, aby byl turgor udrzen (Ortega, 2023).

Rostlinné bunky mohou zaujimat mnoZstvi tvarl. PrestoZze vétSina bunék jsou valcovité
(naptiklad parenchymatické bunky), jiné zaujimaji komplexni tvary (napt. pokozkové bunky
listd ¢i trichomy). Pro vytvoreni téchto tvari musi byt rist ptisné regulovan (shrnuto v Van
Spoordonk et al., 2023). Zpusob, jakym se tyto komplexni tvary tvoii je dlouhodobé predmétem
zajmu veédcl napfi¢ obory, diky ¢emuz existuje mnozstvi modelll, které popisuji fyzikalni 1
biologické principy rostlinného ristu (shrnuto v Bidhendi & Geitmann, 2018).

Rist miZzeme délit na dvé kategorie: izotropni a anizotropni. Pfi izotropnim rlstu dochéazi
k stejnomérnému  zvétSovani objemu ve vSech smérech, ¢imz vznikd koule. Ve
vysSich rostlinach vSak takovéto sférické buiky nenalezneme. Sférické rostlinné buiky vSak
1ze vytvotit digesci BS pfi tvorbé protoplasti (Jeong et al., 2021), coZ doklada vyznam BS pro
smér rustu. VétSina rostlinnych bunék tudiZ roste anizotropné, coZ znamena, ze nékteré jejich
¢asti se zvetSuji vice nezli jiné. V ramci anizotropniho ristu rozliSujeme difuzni a vrcholovy
rust. Difuzni rist se odehrava na vétsim povrchu, piikladem mohou byt podélné se prodluZujici
buniky hypokotylu. Extrémem anizotropniho ristu je vrcholovy rist, kdy ke zvétSovani dochazi
pouze v jediném misté, jako je tomu u pylovych lacek. Mezi difuznim a vrcholovym rlstem
existuje zakladni rozdil v depozici BS. Zatimco pii vrcholovém ristu je vldknity material BS
(celuldza) deponovan rovnobézné se smerem rastu, pii difuznim ristu je celuldzni slozka BS
deponovéna kolmo, ¢imz mtze dochéazet k podélnému prodluZzovéani (shrnuto v Braidwood et
al., 2014). Principy téchto typi rustu se téz 1i$i na molekulérni Grovni, naptiklad uspotddanim
cytoskeletu (Adamowski et al., 2019; Idilli et al., 2013; Qu et al., 2017).

Cytoskelet tvoii v butice trojrozmérnou, vysoce dynamickou sit’ proteint, kterd je nezbytna pro
vétsinu fyziologickych procesi. V rostlinnych buiikach se v ramci cytoskeletu hovoii pouze o



mikrotubulech (MT) a aktinovych filamentech (AF), nebot’ existence intermedialnich filament
v rostlinach zatim nebyla prokdzana. Obecnym znakem cytoskeletu je, Ze se jedna o vlaknité
polymery slozené z globularnich podjednotek (tubulin v ptipadé¢ MT, aktin v ptipadé AF), jenz
jsou schopny polymerizovat a depolymerizovat. Kromé polarizace a depolymerizace jsou vSak
moznosti cytoskeletu omezeny, proto vétSinu jeho funkcei a interakei s okolim zprostredkovavaji
proteiny asociované s cytoskeletem. Jednim znich je proteinovy komplex ARP2/3, jehoz
vyzkumem se zabyva nase laboratof a tato diplomova prace.

ARP2/3 komplex je evolu¢né konzervovany 220 kDa proteinovy komplex slozeny 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,
sdili strukturni podobnost s aktinem (R. C. Robinson et al., 2001). Zbylych pét podjednotek
(ARPC1-ARPC5S) neni pribuznych aktinu a jejich jména jsou odvozena podle jejich klesajici
molekulové hmotnosti (Higgs & Pollard, 2001). Zakladni funkce ARP2/3, tj. nukleace
aktinovych vlaken pod uhlem 70° (Volkmann et al., 2001), byla téz popsana v rostlinach
(FiSerova et al., 2006). Krom¢ ARP2/3 je nukleatorem AF v eukaryotech tézZ rodina formint
(Xuetal., 2023). Aby byl ARP2/3 komplex funkéni, musi byt nejprve aktivovan pomoci faktorti
podporujicich nukleaci (NPF, nucleation promoting factors, Yarar et al., 1999). U zivocicha
bylo popséano nékolik rodin NPF, z nichz u rostlin se dochoval pouze SCAR/WAVE komplex
(Kollmar et al., 2012). I kdyz je komplex ARP2/3 evolu¢né konzervovan, projev jeho mutace
se mezi organismy li§i. Zatimco mutace ARP2/3 u opisthokont jsou letalni (Zallen et al., 2002),
mutované rostliny projevuji relativné mirny fenotyp, naptiklad zkroucené trichomy (S. Li et al.,
2003; Mathur, Mathur, Kernebeck, et al., 2003). Divodem tohoto rozdilu muize byt fakt, ze
ARP2/3 je u zivoc¢icht dilezity pro bunéénou motilitu, ktera je zdsadni pro embryogenezi (Sun
et al., 2013). Na rozdil od Zivo€ichi jsou rostlinné buiiky obklopeny BS, kterd omezuje jejich
motilitu, a tudiZ je jejich osud uréen pozici v ramci pletiva (Yu et al., 2017).

2.1.1 Difuzni rust

K difuznimu ristu mize dochazet v celé roviné bunky, jako je tomu v piipadé podélné expanze
bunék hypokotylu, nebo jen na ¢asti jejich povrchu, jako je tomu v ptipadé pokoZkovych bunék
listl. Béhem difuzniho ristu je dalezité zajistit ukladani nové BS pfi zachovani jeji anizotropie
(Dauphin et al., 2022). Anizotropie umoziiuje BS odliSné¢ reagovat na napéti vyvolané
turgorovym tlakem v zavislosti na sméru piisobeni, coZ fidi smér rlstu (shrnuto v Braidwood
et al., 2014). V této praci pouzivam jako model pro difuzni riist pokozkové bunky hypokotylu,
coz je orgén, ktery predstavuje spojovaci clanek mezi kofenem a vrcholem rostliny. JelikoZ je
hypokotyl zcela embryonélniho ptivodu, rist v ném probiha zvétSovanim jiz existujicich bunék
(Scheres et al., 1994), tudiz je idedlnim modelem difuzniho bunécného rustu.

Orientace celulozovych mikrofibril je hlavnim faktorem urcujicim smér diftzniho rastu;
obvykle jsou kolmé na osu maximalniho prodlouZeni (Paredez et al., 2006). Diky tomu dochazi
pusobenim tlaku k roztazeni celul6zovych vldken od sebe, a tudiz dlouzivému rustu. Ptesto
bylo ukazano, ze vzor ukladani celulozy se mezi sousednimi bunikami podobného tvaru mtze
lisit (Duncombe et al., 2022), proto smér ukladani celuldézy pravdépodobné neni jedinym
determinantem sméru rastu. Kromé celulozy hraje v dlouzivém rastu hypokotylu téz dilezitou



roli selektivni deesterifikace pektinu v podélnych sténach (Peaucelle et al., 2015). Strukturni
vlastnosti pektinu a jeho modifikaci rozebira kapitola 2.2.2.

Depozici celulézy z velké ¢asti fidi MT (Chan & Coen, 2020), coz bude detailnéji popsano
v kapitole 2.2.1. MT jsou vétSinou orientovany ve sméru mechanického stresu (S. Robinson &
Kuhlemeier, 2018). Proto také byva v souvislosti s difuznim rdstem nejvétsi pozornost
vénovana MT cytoskeletu. Presto existuji dikazy, ze v difuznim rastu téz hraje roli aktin.
Genetické ¢i biochemické naruseni aktinového cytoskeletu mé za nasledek zakrslé rostliny s
dezorientovanou rovinou bunééného deleni (Baluska et al., 2001; Kandasamy et al., 2009). Na
roli aktinu v difuznim rastu téz poukazuje fenotyp ARP2/3 mutant. ARP2/3 mutanty maji kratsi
hypokotyly a pomaleji rostouci kofeny a jejich pokozkové buiiky listl jsou méné lalocnaté
(Dyachok et al., 2008; Mathur, Mathur, Kernebeck, et al., 2003; Pratap Sahi et al., 2017).
Zaroven maji ARP2/3 mutanty kieh¢i a tenci délozni listky a kvétni stvol (Pratap Sahi et al.,
2017). Bylo téz ukéazano, Ze tyto mutanty maji naruSeno cyklovani auxinovych ptenaseci PIN
(PIN-FORMED, Garcia-Gonzalez et al., 2020). Tyto poznatky naznacuji, ze ARP2/3 mutanty
maji snizenou kapacitu transportu v ramci sekretorické drahy. To se projevuje naptiklad jinym
obratem PIN ptfenaSect, ale také to nejspiS ovliviiuje sekreci slozek BS, coz vede ke tvorbé
kiehc¢ich organti. ARP2/3 komplex muze téz fungovat jako prostiednik mezi AF a MT, nebot’
podjednotka ARPC2 véze kromé aktinu téZ tubulin (Havelkova et al., 2015).

Dal$im nukleatorem aktinu jsou forminy. Neddvno bylo zjiSténo, ze bazaln¢ lokalizovana
barelovita struktura z aktinu polymerizovaného forminem je nezbytna pro zahajeni elongace
hypokotylu béhem kli¢eni semen (Cui et al., 2023). Vliv aktinu regulovaného forminem a
profilinem na dlouzivy rast byl téZ prokazan v etiolovanych hypokotylech (L. Cao et al., 2016).
Na organizaci aktinu pro dlouzivy rist hypokotylu se téz podili myosiny tfidy XI (C. Cai et al.,
2014; Cui et al., 2023) Je mozné, ze aktomyosinovy systém by mohl fidit polarni lokalizaci
organel v bunikach hypokotylu, podobné jako ve vrcholové rostoucich buiikach (Cui et al.,
2023), napiiklad by mohl dopravovat cisterny Golgiho aparatu (GA) se slozkami BS do
blizkosti PM.

2.1.2 Vrcholovy riist

Vrcholovy (nékdy nazyvan téz apikalni) rlst je vyjimecny tim, Ze nedochazi k vyrovnané
expanzi bun¢k do vSech smért, ale bunky se prodluzuji pouze v jednom mistg, tj. ristovém
vrcholu. Vrcholovy riist je zavisly na smérovaném transportu vacka z GA, které dopravuji do
rostouciho vrcholu slozZky membrany a BS (N. Luo et al., 2017). Tento transport je z velké ¢asti
fizen cytoskeletem spolu s cytoskeletem asociovanymi proteiny (Bou Daher & Geitmann, 2011;
shrnuto v R. Zhang et al., 2023). Aby dochézelo k rGstu pouze v jednom misté, musi byt cely
proces piisné regulovan (shrnuto v Scholz et al., 2020).

Vrcholovy rist neni specifikem rostlin, nybrz jej najdeme 1 v dalSich fylogenetickych liniich.
Ptikladem mohou byt hyfy hub nebo vybézky neuronti. Spolenymi znaky pro vrcholovy riist
napfi¢ fylogenetickymi skupinami jsou: zonace, podélné uspotadani cytoskeletu ve sméru
rustu, a cytoplazmatické proudéni (shrnuto v Rounds & Bezanilla, 2013). Zonace odrazi zptisob
rustu, pro ktery je zdsadni smérovana sekrece materialit BS do rostouci $picky. Apikalni zéna
vrcholové rostoucich bun€k je obohacend o vacky a chybi v ni velké organely, za coz zde
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odpovida dynamicky aktinovy cytoskelet (Idilli et al., 2013; Qu et al., 2017). Na apikalni zonu
navazuje zoéna obohacena o mitochondrie, cisterny GA, a endoplazmatické retikulum (ER).
V zadni ¢asti vrcholové rostouci buniky se hromadi velké organely jako vakuoly a plastidy
(Lovy-Wheeler et al., 2007). Vzhledem k velké mife exocytozy dochazi ve Spicce k vkladani
ohromného mnozstvi membranového materidlu, ktery je nasledné recyklovan endocytdézou
(Richter et al., 2012). Ketellar et al. spocitali, Zze v pylovych la¢kach je takto recyklovano 79 %
a v kofenovych vlascich dokonce 86,7 % nové vlozené membrany (2008). Dilezitou roli
endocytozy je téz recyklace signaliza¢nich molekul (napi. ROP [Rho of plants] GTP4z) z PM
(H. Lietal., 2018).

Jelikoz se detaily rlstu jednotlivych vrcholové rostoucich bunék 1i8i, budu se dale zabyvat
pouze ristem pylovych lacek, které pouzivam jako model pii svych experimentech. Mezi
pylovymi la¢kami krytosemennych a nahosemennych rostlin existuji vyznamné rozdily (napf.
v rychlosti riistu, organizaci cytoskeletu a slozeni bunééné stény; shrnuto v Breygina et al.,
2021), proto se budu dale vénovat popisu riistu pylovych lacek pouze u krytosemennych rostlin,
mezi néZ patii téz mnou zkoumana modelova rostlina husenicek rolni (4rabidopsis thaliana).

Pylové lacky jsou zdsadni strukturou pro pohlavni rozmnozovéani krytosemennych rostlin.
Pylova lacka je vybézkem vegetativni bunky a uvnitf své cytoplazmy nese generativni
spermatickou buriku ¢i buniky (J. Zhang et al., 2017). Pylova lacka se stala oblibenym modelem
pro studium morfogeneze diky tomu, Ze mé vcelku jednoduchou strukturu, haploidni genom,
rychle roste a je kultivovatelnd in vitro (Bloch et al., 2016). Pylové lacky jsou téZ zavedenym
modelem vyzkumu polarizované exocytozy a ukladani BS v rostlinach (N. Luo et al., 2017; R.
Zhang et al., 2023).

Ve vyvoji pylové la¢ky se odehrava nékolik kritickych momentt. Prvné musi pylové zrno
(sam¢i gametofyt) rozpoznat kompatibilni bliznu (samici pletivo), nasleduje rychla rehydratace
pylu a kli¢eni lacky (Rozier et al., 2020). Lacka poté roste smérem k zarodecnému vaku,
pri¢emz si musi razit cestu skrz pletivo ¢nélky a odolavat mechanickému tlaku (Burri et al.,
2018). Rast je navadén chemickymi signaly, které vysila samic¢i pletivo (shrnuto v Mizuta &
Higashiyama, 2018). Tyto signaly maji za cil navést lacku aZ k zarode€nému vaku, uvnitt
kterého se nachazi vajicka (sami¢i gamety). Signalizace téZ zajiStuje, Ze do kazdého
zarode¢ného vaku proristd pouze jedna lacka (Huck et al., 2003). V zavéru své cesty, kdyz
dorazi az k sami¢imu gametofytu, lacka praskd, ¢imz se uvoliuji sam¢i gamety (Leydon et al.,
2015; Mecchia et al., 2017). Cely proces od vykli¢eni po priinik do zdrodecného vaku trva u 4.
thaliana pti 25 °C ptiblizné 8—10 hodin (Kandasamy et al., 1994).

Pylova lacka je délena na nékolik ¢asti (Obrazek 1). Distalni oblast 14¢ky navazujici na pylové
zrno je siln¢ vakuolizovéana a pfed¢lena kalézovymi zatkami, diky cemuz cytoplazma proudi
pievazné ve vrcholové ¢asti (Franklin-Tong, 1999). Vrcholova c¢ast je rozd€lena na rostouci
Spicku (tip, apex), subapikalni zoénu (sub-apical region, subapex) a oblast za rostouci Spickou
pylové lacky (shank). Oblast v tplné Spicce se nazyva ,,clear zone*, nebot’ se zde nenachazi
velké organely, v dusledku ¢ehoz se ve svételném mikroskopu jevi prazdnd (Hepler & Winship,
2015). Existence clear zone je znakem rostoucich lacek, nebot’ tato zona mizi v momenté, kdy



lacka prestava rust (Qu et al., 2017). Spermatické bunky (¢i bunika v zavislosti na rostlinném
druhu) a jadro vegetativni buniky se nachazi v oblasti za rostouci Spi¢kou (J. Zhang et al., 2017).

AN SUB-APEX APEX
Podélna aktinova vidkna Actin fringe :Ir::: aktinova
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Obrazek 1 - V pylovych lackach se nachézi tfi rizna uspotaddani aktinovych vlaken: podélné svazky,
»actin fringe a kratka aktinova vlakna ve $pi¢ce. Myozin pohani pohyb organel podél aktinovych
svazkil. Sekrec¢ni vacky se hromadi ve vrcholové oblasti a vétSi organely jsou vylouceny filtracni
aktivitou actin fringe. Vacky mohou byt pohanény myosinem, cytoplazmatickym proudénim nebo
difuzi. Vysoka koncentrace vapniku ve vrcholu mize inaktivovat myosin a podpofit rozpad aktinu, ¢imz
se vacky uvoliuji. Upraveno podle G. Cai et al., 2015.

Pylové lacky nerostou rovnomérng, nybrz ve vlnach, pficemz tato oscilace je zdvisla na
mikrotubularnim 1 aktinovém cytoskeletu (Geitmann et al., 1996; Vidali et al., 2001). V souladu
s tim na PM téz osciluji regulatory aktinu (Lee et al., 2008; Zhou et al., 2015) a béhem rastu
téz dochazi k oscilacim polarizované exocytézy (Bove et al., 2008; McKenna et al., 2009).
K exocytoze pravdépodobné dochazi po celé délce lacky, ovSem nejaktivnéjsi je v samotné



Spicce (N. Luo et al., 2016), coz dokazuje i smérovany transport materialu BS do této oblasti
(Bloch et al., 2016; N. Luo et al., 2017). Stejné tak k endocytéze dochazi po celé délce lacky
(Kaneda et al., 2019), pficemz pro vrcholovy rust je zfejmé zasadni endocytdza v subapikalni
zong, ktera udrzuje zonaci ristovych regulatora (H. Li et al., 2018; Rockel et al., 2008).

Pro rtst pylovych lacek je vyznamnych n¢kolik signaliza¢nich drah. Hlavnimi signaly jsou
hladina reaktivnich forem kysliku (ROS) a oxidu dusnatého (NO), gradient Ca?* a gradient pH
(Potocky et al., 2012; shrnuto v Scholz et al., 2020). Tyto signaly jsou piijimany skrz receptory
a prekladany skrz Cinnost malych GTPaz a fosfolipidi, vysledkem cehoz je regulovana
organizace cytoskeletu a udrzovana rovnovaha mezi exocytdzou a endocytézou (Lassig et al.,
2014; Potocky et al., 2012). To dale umoznuje ptesn¢ regulovat slozeni bunééné stény tak, aby
turgorovy tlak plisobil ve sméru vyzadovaném pro vrcholovy rist. Pro spravny rist jsou
zasadni predevsim aktin, ale roli hraji 1 MT (Vidali et al., 2001). Obecné¢ je pfijimano tvrzeni,
ze hlavni transport probiha po AF a MT zprosttedkovavaji specifi¢téjsi funkce (shrnuto v Chebli
et al., 2013). Pohyb po AF je velmi rychly a nepravidelny, oproti tomu po pohyb po MT je
pomalejsi a plynuly (Romagnoli et al., 2007).

Role MT v pylovych lackach je oproti aktinu méné prozkoumana. Depolymerizace MT pomoci
mikrotubularnich drog mé prekvapivé maly efekt na rist pylovych lacek (Idilli et al., 2013;
Laitiainen et al., 2002). V oblasti za rostouci $pickou pylové lacky jsou MT organizovany do
dlouhych, podélné orientovanych svazki a ve Spicce tvoii kratkd ndhodné orientované vlakna
(Idilli et al., 2013). Neni vSak znamo, jakou maji svazky polaritu (G. Cai, 2022). MT jsou
zodpovédné za pohyb spermatické buiiky a vegetativniho jadra (Astrom et al., 1995; Laitiainen
et al., 2002). Organely izolované z pylovych lacek jsou schopny pohybu po in vitro
polymerizovanych MT pomoci molekuldrniho motoru kinesinu, ov§em rychlost tohoto pohybu
je mnohem pomalej$i nez v pfipad€ pohybu fizeném aktomyosinovym systémem (Romagnoli
et al., 2003). Tento mikrotubulo-kinesinovy systém se pravdépodobné in vivo v 1ackach tcastni
transportu sekretorickych vacki na kratkou vzdélenost (Romagnoli et al., 2003). Téz byla
navrzena role MT v transportu mitochondrii, v ramci kterého kinesin zpomaluje pohyb
mitochondrii rapidné se pohybujicich po AF (Romagnoli et al., 2007).

Aktin je v rostouci Spi¢ce organizovan do kratkych a velmi dynamickych vléken, zatimco v
subapikélni oblasti je mozné pozorovat delsi aktinova vldkna, ktera tvoii v kortikalni zoéné
limcovitou strukturu nazyvanou ,,actin fringe* (Lovy-Wheeler et al., 2005). Zaroveil se zde
tvoti subpopulace jemného aktinu smétujici do stfedu lacky (Qu et al., 2017). AF v oblasti za
rostouci Spi¢kou pylové lacky tvoii dlouhd, silna a stabilni vlakna orientovand rovnobé&zné se
smérem rustu pylové 1acky (Lovy-Wheeler et al., 2007), podobné jako je tomu v této oblasti u
MT. Dynamika AF ve Spicce je fizena ROP1 (Rho of plants1) GTPazou skrz jeji interaktory
RIC3 (ROP-interactive CRIB motif-containing protein) a RIC4 (Lee et al., 2008). RIC4
stabilizuje AF, coZ je nezbytné pro koncentraci vackli do Spicky, naopak depolarizace AF
pomoci RIC3 je dilezitd pro splynuti vackti s membranou (Lee et al., 2008). Stale vSak v
lackach nebyl objeven prostiednik interakce mezi RIC proteiny a aktinem.

AF hraji zasadni roli v transportu organel na dlouhou vzdalenost a téz vytvaii cytoplazmatické
proudéni (shrnuto v Chebli et al., 2013). V krytosemennych rostlinach proudi organely a vacky



ve tvaru obracené fontany, pricemz smérem do Spicky proudi v kortikdlni vrstvé a dovnitf se
vraceji stfedem lacky (Bove et al., 2008; Qu et al., 2017). Jednou z hypotéz pro vyznam
cytoplazmatického proudéni v 1a¢kach je, Ze obstarava dopravu organel blize k rostouci Spicce
a téz recykluje staré organely a vacky s prebyte¢nou membranou (Rounds & Bezanilla, 2013).
Pti zméné sméru ristu 14¢ky dochézi nejdrive k reorganizaci AF a az nasledné k pohybu vacki
do nové Spicky a ohybu lacky (Qu et al., 2017). Rané pokusy s nizkymi koncentracemi
latrunculinu B (LatB) vsak ukézaly, ze lacky pfrestavaji rist diive, nezli dojde k narusSeni
cytoplazmatického proudéni (Vidali et al., 2001). Kromé role v transportu je aktin téz dilezity
pro vyclenéni a udrzeni zén 1acky (Qu et al., 2017).

V rostlinnych buiikdch existuji dva hlavni nukleatory aktinu: ARP/3 komplex a forminy.
Mutanty ARP2/3 komplexu nemayji vyrazny fenotyp v pylovych lac¢kach (S. Li et al., 2003), a
proto byla do nedavna pozornost vénovana predev§im forminim. Formin polymerizuje aktin
na plus konci, kterym jej téz kotvi k membrané (Cvrckova, 2000; Ingouff et al., 2005). Jemna
AF ve $picce lacky jsou prevazné polymerizovana timto zptisobem, diky ¢emuz maji stejnou
polaritu (Cheung et al., 2010; Lan et al., 2018). Toho je vyuZivano myosiny tfidy XI pro dopravu
vackl na PM S$picky (Qu et al., 2017). Pro udrzeni ristu ve Spicce je dilezitd bunécnd sténa,
kterd musi byt mekka ve Spi¢ce a pevna po stranach, diky ¢emuz se plisobenim turgoru
roztahuje pouze mékka Spicka. Pokud je zonace tuhosti stény naruSena, dochazi k zdufeni a
deformacim Spicky (Zerzour et al., 2009).
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2.2 Depozice bunéc¢né stény a role cytoskeletu béhem riistu

Bunécna sténa (BS) vytvaii komplexni extracelularni matrix okolo rostlinnych bunék. Hraje
zasadni roli v udrzeni bunécného tvaru, pevnosti pletiv, ochrané pied patogeny i mezibunééné
komunikaci (Feraru et al., 2011; N. Luo et al., 2017; Underwood, 2012). Konkrétni slozeni BS
se 1i81 mezi rostlinnymi druhy i bunéénymi typy (Yokoyama, 2020). Navic se slozeni BS mtize
ménit i béhem vyvoje jediné buniky, napiiklad béhem sekundarniho tloustnuti (J. Wang et al.,
2023). V obecné roviné je vSak sténa tvoiena polysacharidy, glykoproteiny a proteoglykany,
v sekundarnich sténéch téz polyfenoly. Obecné je piijimano, ze vlaknité slozky BS (celuldza a
kaloza) dodavaji stén¢ pevnost, zatimco hemicelulozy, a predev§im pektiny ovliviuji jeji
pruznost. Pravé tato pruznost je zdkladnim ptedpokladem pro anizotropni rist (Peaucelle et al.,
2015).

Polymery celulézy a kaldzy vznikaji pfimo na membrané ¢innosti enzymu celul6zasyntaz a
kal6ézasyntaz (Amor et al., 1995). Oproti tomu zbyl¢ slozky BS vznikaji v GA a do apoplastu
jsou dopravovany exocytozou (shrnuto v Kim & Brandizzi, 2016). Depozice materialti BS je
fizena cytoskeletem, ktery navadi jednotlivé slozky vyrobni masSinerie na sva mista (shrnuto v
Szymanski & Staiger, 2018). Rostlinné buiiky oSetiené aktinovou drogou (LatB) nerostou
(Baluska et al., 2001). Stejné tak je rlst zastaven v mutantach genti pro myosiny tiidy XI, coz
naznacuje vliv transportu po AF na tomto fenotypu (Peremyslov et al., 2010). Pfedpoklada se,
ze hlavnim divodem zastavy ristu je pferuseni transportu k BS (Peremyslov et al., 2015).
V souladu s touto hypotézou maji aktinové mutanty ¢i rostliny oSetiené LatB v BS méné
celulozy, v diisledku nepravidelné distribuce GA dopravujicich CSC na PM (Sampathkumar et
al., 2013).

V souvislosti s vlivem aktinu na depozici BS je zajimavy projev mutace ARP2/3 komplexu.
Charakteristickym projevem mutace ARP2/3 jsou pokroucené trichomy, jeZ vykazuji vSechny
mutované podjednotky s vyjimkou ARPC3 (Bellinvia et al., 2022; Mathur, Mathur, Kernebeck,
et al., 2003; Mathur, Mathur, Kirik, et 1., 2003). Bylo prokdzano, Ze tento fenotyp souvisi
sdepozici BS (Yanagisawa et al., 2015). Niz§i obsah celuléozy a vyS§i obsah
homogalakturonanu v BS ARP2/3 mutant byl téZ pozorovan v pravych listech a kvétnich
stvolech A. thaliana (Pratap Sahi et al., 2017). SniZzeny obsah celul6zy pravdépodobné souvisi
téz s pomalej$im pohybem komplexti celul6zasyntdz (Dubenecka, 2018). V souvislosti s BS téz
stoji za zminku odli$na depozice ligninu v nadzemnich ¢astech souvisejici s akumulaci auxinu
(Pratap Sahi et al.,, 2017). Pro ARP2/3 mutanty je téZ charakteristickd porucha adheze
pfedevSim v rychle rostoucich buiikach, napt. etiolovanych hypokotylech (Mathur, Mathur,
Kernebeck, et al., 2003) a téz v pokozkovych bunkéch lista, pfedevsim v blizkosti praduchii
(Pratap Sahi et al., 2017). Podobny (i kdyz vyraznéj$i) fenotyp poruchy bunétné adheze
vykazuji také mutanty v draze biosyntézy pektinu (napt. QUASIMODO2 [QUAZ2], J. Du et al.,
2020). Navic bylo zjisténo, ze PM v rozich buné¢k je obohacena o aktivatory ARP2/3 komplexu
BRK1 and SCARI1 a brkl i arp2 vytvafi v této oblasti abnormalni BS (Dyachok et al., 2008).
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2.2.1 Celul6za a kaloza

Celuldza a kaldza jsou nevétvené polymery glukozy, o kterych se predpoklada, Ze zajistuji
pevnost BS v tahu. Zatimco v celuléze jsou podjednotky glukézy propojeny B(1,4) vazbou,
v kaloze se vyskytuje B(1,3) vazba. Oba polymery jsou syntetizovany enzymatickymi komplexy,
které svou ¢innost vykonavaji pfimo na PM (Amor et al., 1995). Tyto enzymatické komplexy
jsou pravdépodobné syntetizovany v ER a poté maturuji v GA, z néjz jsou (nejspis skrz trans
Golgi network [TGN]) dopravovany na PM (G. Cai et al., 2011). Doprava celul6zasyntaz a
kalozasyntaz na PM je zavisla na cytoskeletu. Aktinovy cytoskelet se pravdépodobné podili na
transportu GA a vackl s komplexy na dlouhou vzdalenost, zatimco MT se pravdépodobné
podili na cileni komplexii na membranu (G. Cai et al., 2011; Chan & Coen, 2020; L. Liu et al.,
2023; Parrotta et al., 2022; W. Zhang & Staiger, 2022). V nasledujicich kapitolach bude
vnitrobunéény transport a jeho regulace cytoskeletem popsany detailnéji.

Celuldza je na PM syntetizovana komplexy celuldézasyntaz (CSC), jejichZ podjednotky jsou
kédovany CesA geny (Kimura et al., 1999). Tyto enzymy jsou na PM dopravovany
sekretorickou drahou zéavislou jak na AF, tak na MT (Gutierrez et al., 2009; Sampathkumar et
al., 2013). Celul6zové mikrofibrily jsou na PM syntetizovany podél MT (Paredez et al., 2006).
Spojeni mezi CSC a MT zprostiedkovava protein CSI1 (Cellulose synthase interactive protein
1; S. Lietal., 2012). Krom¢ navadéni CSC podél MT téZ existuje na MT nezavisly systém, pii
kterém nové CSC sleduji stopy zanechané star§imi CSC (pravdépodobné ve formé nascentnich
celulézovych mikrofiril) a sleduji tak jejich drahu (Chan & Coen, 2020).

Syntéza celuldzy je fizena mirou dopravy CSC na membranu a téZ jejich internalizaci a
recyklaci (Y. Zhu & McFarlane, 2022). Do regulace syntézy celuldzy je tudiZ zapojena jak
exocytoza, tak endocytdza. Mutanty v téchto drdhach syntetizuji méné celulozy 1 pies to, Ze
maji vyssi hustotu CSC na PM (Bashline et al., 2015; Sdnchez-Rodriguez et al., 2018; X. Zhu
et al., 2018). Na vin¢ je patrné setrvavani poskozenych CSC na membrané (Bashline et al.,
2015).

V regulaci exocytézy CSC je implikovano mnoho proteinti (shrnuto v Y. Zhu & McFarlane,
2022), z nichz nékteré (napt. TRAPIII) jsou obecnymi regulatory TGN transportu (Rosquete et
al.,, 2019), zatimco jiné (napt. 7TM proteiny) se zdaji byt specifické pro transport CSC
(McFarlane et al., 2021). Cileni CSC na PM se ucastni AF, myosin i MT skrz interakci s CSI1
(Obrazek 2; L. Liu et al., 2023; W. Zhang & Staiger, 2022; X. Zhu et al., 2018)
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Obrazek 2 - Model znazornujici odlisné role kortikalniho cytoskeletu v sekreci CSC (komplexii
celuldzasyntaz). GA/TGN (Golgiho aparat/trans Golgi network) a/nebo malé vacky obsahujici CSC
jsou zodpoveédné za dopravu CSC na plazmatickou membranu (PM). Tyto kompartmenty podstupuji
transport na dlouhé vzdalenosti pohanény myozinem XI, ktery se pohybuje podél svazkl aktinovych
vlaken umisténych v cytoplazmé. V kortikalni cytoplazmé se vacky obsahujici CSC spojuji s
kortik&lnimi mikrotubuly (MT), které pravdépodobné oznacuji mista vloZzeni CSC do PM. Efektivniho
pripoutani vacki je dosazeno koordinovanym plisobenim aktinu, myozinu XI a komplexu exocyst pied
naslednym splynutim membran a vlozeni CSC do PM. Po vlozeni se CSC pfemist’uji v roviné PM po
trajektoriich definovanych kortikdlnimi MT a zaroven syntetizuji celulézové mikrofibrily. CSI1:
Cellulose synthase interactive protein 1; V: vaéek; upraveno podle W. Zhang & Staiger, 2022

Internalizaci CSC z membrany pravdépodobné zajistuje endocytéza zdvisla na klathrinu
(CME). V rostlinnych bunkach existuji dva typy adaptorovych komplexi pro CME: AP2
komplex a TPLATE (Gadeyne et al., 2014; Yamaoka et al., 2013). V internalizaci CSC figuruji
oba systémy (Bashline et al., 2015; Sanchez-Rodriguez et al., 2018). K masivni internalizaci
CSC dochazi pti reakci na stres. Po odeznéni stresoru ¢i adaptaci dochéazi k navratu CSC na PM
rychlosti, za kterou nemtize byt zodpovédna pouze de novo syntéza, tudiz se predpoklada, ze
endocytické CSC maji téz recyklacni funkci (shrnuto v Y. Zhu & McFarlane, 2022). V ptipadé
mechanismu endocytozy CSC vsak zlstava stidle mnoho otazek, naptiklad zatim nebylo
zjisténo, zda se ji Gcastni t€Z endocytdza nezavisla na klathrinu (Bandmann et al., 2012).

V souhrnu z téchto experiment vyplyva, ze syntéza celulozovych slozek zavisi na souhie
endomembranového systému a cytoskeletu. Doprava CSC na membranu je predevSim fizena
aktinem a myosinem. Naopak trajektorie CSC na membrané a tim 1 smér depozice celuld6zovych
vlaken je pfedevsim pod kontrolou mikrotubuli.

Kalo6za je v rostlinnych buiikdch syntetizovana pouze ve specifickych mistech a situacich
(shrnuto v Uséak et al., 2023). Nachazi se napiiklad v sitkovicich floému, ve spiralovitych
vyztuzich tracheid, v plasmodesmech, v pylové tetrad¢, matetské buiice pylovych zrn, a téz v
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pylovych lac¢kach a kotenovych vlascich (Barratt et al., 2011; Brodzki, 2015; Ridgeway, 1913;
Shi et al., 2016; Vatén et al., 2011; Xie et al., 2011). Kaloza je rostlinami vyuzivana jako
ochranna bariéra v odpovédi na stres, naptiklad pii napadeni patogeny (Beffa et al., 1996). Také
slouzi pro vyztuzeni pletiv ¢né€lky, ¢imz brani proriistani nekompatibilniho pylu (Dumas &
Knox, 1983). Dale se kaldza objevuje béhem cytokineze v prvotnich stadiich tvorby bunécné

piepazky (Thiele et al., 2009), kde je nasledné degradovana a nahrazena celulézou (Samuels et
al., 1995).

Kalo6za svou roli v Zivoté bunky ¢asto vykondva pouze piechodné. Vyjimkou jsou pylové lacky,
kde ma dominantni pozici. Kal6za se vyskytuje po celé délce stény pylové lacky, kromé uplného
vrcholu (Parre & Geitmann, 2005). Predpoklada se, ze kaloza dodava sténam lacky pevnost,
diky ¢emuz turgor roztahuje pouze Spicku (Parre & Geitmann, 2005). Navic vytvafi takzvané
kalézové zatky, které se tvori jako prstencovité ztloustnuti, které se dostfediveé roztahuje, az se
spoji a vytvori pfepazku mezi cytoplazmou v aktivné rostouci Spicce a starsi casti lacky (Kapoor
& Geitmann, 2023). Pro tvorbu kalézovych zatek jsou téz dilezité, ne vSak nezbytné,
mikrotubuly (Laitiainen et al., 2002).

Kaloza je syntetizovana pomoci kaldzasyntaz (CalS), které jsou stejn¢ jako CSC lokalizovany
na PM (Hong et al., 2001; Turner et al., 1998). Jelikoz kal6za vykonava tadu specifickych
funkei, musi byt jeji depozice piesné regulovana. Podobné jako u celulézy se i zde nabizi
regulace exocytéozou a endocytéozou CalS. Neaktivni Cals byly nalezeny ve vackovych
kompartmentech pod PM (Parrotta et al., 2022), pfesto neni ziejmé, zdali se jedna pouze o
dopravu de novo syntetizovanych komplext, nebo téz o recyklaci. Spojeni s cytoskeletem je
v ptipad¢ kalézy méné prozkoumané nez u celuldzy. CalS Castené kolokalizuji s MT na PM,
pomoci biochemickych metod v§ak nebyla pozorovana pfima interakce CalS ani s aktinem, ani
s tubulinem (G. Cai et al., 2011; Parrotta et al., 2022).

2.2.2 Neceluldzni polysacharidy

Mezi necelul6zni polysacharidy se fadi hemiceluldzy a pektin. Hlavni roli téchto polysacharida
je tvorba matrix, do které jsou zasazeny vlakna celuldzy a téZ propojeni téchto vlaken mezi
sebou. Tyto slozky BS jsou syntetizovany v GA ¢innosti mnoha enzymii (Sterling et al., 2001;
G. F. Zhang & Staehelin, 1992) a dopravovany na PM skrz sekretorickou drdhu (shrnuto v
Hoffmann et al., 2021).

Hemiceluldzy jsou chemicky rozmanitou skupinou, kterd zahrnuje xyloglukany, xylany,
manany, glukomanany a B-(1—3,1—4)-glukany (Scheller & Ulvskov, 2010). Hemicelul6zy
piispivaji k tuhosti a odolnosti BS vic¢i tlaku (Cavalier et al., 2008). Pétinasobnd mutace vSech
gentt CSLC (cellulose synthase like-C) syntetizujicich xyloglukan piekvapivé zpiisobuje veelku
mirny fenotyp (zakrsklost, poSkozeni kotenovych vlaski a sniZzend klicivost pylovych lacek) 1
piesto, ze tyto mutanty nemaji ve sténach detekovatelny xyloglukan (Kim et al., 2020).
Podobny fenotyp byl pozorovan v rostlinach s mutovanymi obéma geny xylosyltransferaz
(XXT1 a XXT2), ve kterych téZ nebyl detekovan xyloglukan (Cavalier et al., 2008). V kontrastu
s tim ma mutace galactosyltransferaizy MURUS3 (MUR3), které piidava fukozu na postranni
fetézce xyloglukanu, za nésledek extrémni zakrslost a dal$i vazné projevy (Kong et al., 2015).
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jeho uplna absence, jelikoz trojity mutant xxtI/xxt2/mur3 caste¢né zachranuje fenotyp mur3
(Kongetal., 2015). Pfic¢inou tohoto rozdilu muze byt také to, ze mur3 mutanty téz maji problém
se sekreci xyloglukanti a pektinu a dochazi k jejich hromadéni v agregéatech uvnit buiiky (Kong
etal., 2015).

Pektin je slozity heteropolysacharid, ktery se nachazi ptevazné v primarni BS a mezibunéénych
oblastech (stfedi lamele). Pektiny jsou bohaté na kyselinu galakturonovou a jsou zndmé svymi
rozmanitymi funkcemi, v&etné interakci s dvojmocnymi kationty (Ca®") prostfednictvim
demethylesterifikovanych skupin kyseliny galakturonové (Willats et al., 2001). Pektin pfispiva
ke slozitym fyziologickym procestim, jako je bunécny rist a diferenciace, a urCuje integritu a
tuhost rostlinnych pletiv (J. Du et al., 2020; Haas et al., 2020; Peaucelle et al., 2015). Pro své
zelirujici, emulgujici a antioxidacni vlastnostmi jsou téz pektiny cennou surovinou pro
potravinafstvi i jina primyslova odvétvi (shrnuto v Freitas et al., 2021).

K syntéze pektinli dochdzi v GA a nasledné jsou exocytézou dopravovany na PM (shrnuto v
Hoffmann et al, 2021; Sterling et al., 2001). Pektin je do BS dopravovan
v methylesterifikované formé, tudiz nasledn¢ musi byt do BS dopraveny i pektin
methylesterazy (PME) a jejich inhibitory (PMEI), které reguluji esterifikacni status pektinu a
tim jeho vlastnosti (Bosch et al., 2005; Giovane et al., 2004). Na dopravé pektinu se ziejme
podili sekre¢ni vackové klastry (SVC, secretory vesicle clusters) odvozené z TGN, které jsou
charakterizovany ptitomnosti proteinu SCAMP2 (SECRETORY CARRIER MEMBRANE
PROTEIN 2, Toyooka et al., 2009). Piedpoklada se, Ze polarni exocytézu pektinu do Spicky
pylovych lacek reguluji ROP GTPazy (napt. ROP1, N. Luo et al., 2017). Sekreci pektinu na PM
pak (alesponi v semennych obalech) napomaha poutaci komplex exocyst (Kulich et al., 2010),
kterému je vénovana kapitola 2.3.1. Role aktinu v transportu pektinu je relativné malo
prozkoumané téma. Regulaci aktinového cytoskeletu totiz obstarava mnoho proteind, jejichz
funkce jsou casto redundantni (Avisar et al., 2009; Peremyslov et al., 2010). AF vSak
pravdépodobné tvoti drahu, po které myosiny dopravuji vacky s pektiny a enzymy pro jejich
upravu na PM. V pylovych lackach tabaku bylo ukézano, Ze disrupce apikalnich AF pomoci
inhibitoru wortmanninu narusila polarizovanou sekreci pektin methylesterdzy NtPPMEI do
Spicky (H. Wang et al., 2013). Zarovein se dopravy pektint nejspi§ ucastni i MT skrz interakci
s kinesinem FRA1 (FRAGILE FIBER 1, C. Zhu et al., 2015).

2.2.3 Bunécné sténa pylovych lacek

V pylovych lackach se vyskytuje celuldza, kaldéza, hemiceluldzy i pektiny (Chebli et al., 2012;
Dardelle et al., 2010). Jednotlivé slozky zde sleduji jasnou zonaci, ktera je pro spravny vyvoj
laCky nezbytna (Zerzour et al., 2009). Oproti vétSing rostlinnych bunék je v pylovych lackach
relativné malo celuldzy, a naopak obsahuji velké mnozZstvi kalozy (Chebli et al., 2012). Po celé
délce lacky je také zastoupen pektin, jehoz esterifikacni status je regulovan v Case a prostoru
(Cheblietal., 2012; N. Luo et al., 2017; Parre & Geitmann, 2005). Methylesterifikovany pektin
je omezen pouze na vrchol 14¢ky a po stranach nalezneme deesterifikovany pektin (Chebli et
al., 2012). Piedpoklada se, ze tento rozdil ve sloZzeni BS Spicky a nerostouci oblasti hraje roli
v mechanické roztaznosti stény a tim piispiva k vrcholovému rastu (N. Luo et al., 2017).
V souladu s tim jsou PMEI udrZzovany pouze ve Spicce, nebot’ jsou ze starSich Casti lacky
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aktivné odstranovany endocytéozou (Rockel et al., 2008). Role aktinového cytoskeletu
v endocytdze neni u rostlin jasn€ vymezena. V difuzné rostoucich buiikach (pokozkové buiky
listd) vSak bylo ukazano, ze se ARP2/3 komplex podili na recyklaci proteini z PM do
endosomu (Garcia-Gonzélez et al., 2020). Pro zonaci pektinu v pylovych lackach je téz dulezita
signalizace integrity BS. Na této signalizaci se podili RALF (Rapid Alkalinization Factor)
peptidy interagujici s kindzou Feronia (FER). Pfi naruseni této signaliza¢ni kaskady se zvétsila
zona methylesterifikovaného pektinu, diky ¢emuz lacky predCasné praskaly (Mecchia et al.,
2017).

Zéaveérem lze konstatovat, Ze bunécna sténa hraje kliCcovou roli v procesu rustu a udrzovani
celkové struktury rostlinnych bunék. Riist bunééné stény je regulovan mnoha faktory, jednim
z nichz je dynamika cytoskeletu. Jelikoz je vétSina slozek bunécné stény (nebo enzymatického
aparatu pro jejich tvorbu) dopravovéana na povrch exocytdzou, bude tomuto procesu vénovana
nasledujici kapitola.
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2.3 Exocytoza v rustu rostlinnych bunék

Exocytoza je proces, kterym se extracelularni material, membranové lipidy a proteiny dostavaji
na povrch builky. Jednd se o posledni krok sekretorické drahy, pfi kterém sekretorické vacky
splyvaji s PM a jejich obsah je vypustén do apoplastického prostoru. Exocyt6zou je naptiklad
dorucovan na povrch material BS a enzymy pro jeho modifikaci (Bosch et al., 2005; McKenna
et al., 2009). S exocytézou téz Uzce souvisi endocytdza, pfi které je naopak néaklad z
extracelularni prostoru internalizovan do buiiky, odkud mutze byt bud’to recyklovan zpét na PM
nebo degradovan (shrnuto v Rodriguez-Furlan et al., 2019). Nyni pievlada nazor, Ze exocytdza
a endocytoza jsou v bunikach tizce propojeny a jejich vzajemna regulace je nezbytna pro funkcni
ustanoveni a udrzeni bunééné polarity, morfogenezi a riist (shrnuto v L. Zhang et al., 2019).

Mezi hlavni faktory regulujici exocytozu patii Rab GTPazy, poutaci komplexy a SNARE
komplexy (shrnuto v Rodriguez-Furlan et al., 2019). Rab GTPéazy jsou bunétné ,,spinace®, které
se vyskytuji ve dvou stavech a funguji jako master regulétory exocytické drahy (Mayers et al.,
2017; Pang et al., 2022). Ptikladem funkce Rab GTP4az v syntéze BS muze byt RAB-H1b, ktera
v A. thaliana reguluje exocytdézu CSC, pravdépodobné skrz modulaci membran GA, v disledku
¢ehoz maji mutanty RAB-H1b ve sténach snizeny obsah celuldzy a problém s elongaci bun¢k
(He et al., 2018). Poutaci komplexy slouzi k zprostiedkovani prvotni interakce mezi vackem a
cilovou membranou a pomahaji cilit vacky na konkrétni membranu (X. Cao et al., 1998).
Poutaci komplexy se déli do dvou Sirokych skupin: dlouhé coiled-coil proteiny a multi-
podjednotkové komplexy (Brocker et al., 2010), pfi¢emz obé& skupiny jsou zastoupeny v
rostlinach (Paul et al., 2014). SNARE (soluble N-ethylmaleimide—sensitive factor attachment
protein receptor) komplexy zajist'uji splynuti vacku s cilovou membranou (Sollner et al., 1993).
SNARE tvofi v rostlinach velikou rodinu, jejiz Clenové maji rozdélené role a lokalizaci na
riznych membranovych strukturach a jsou tak zakladnimi reguldtory endomembranového
transportu, potazmo celého ristu (C. Luo et al., 2022; Sanderfoot, 2007).

Kromé kompletni fuze, pti které dochazi k Uplnému splynuti vacku s cilovou membranou
existuje téz tzv. ,kiss and run® exocytéoza (KR). Pii KR vacky nesplyvaji uplné, ale jen co
vypusti naklad, tak se zase odd¢li, diky ¢emuz se nezvétSuje povrch membrany. Tento typ
exocytdzy je hojné vyuzivan v savcich sekretorickych bunikdch (An et al., 2021), ale bylo téz
navrzeno, ze se podili na ristu pylovych lac¢ek (Bove et al., 2008).

2.3.1 Komplex exocyst v riistu rostlin

Jak je vidno, exocytdzy se Ucastni fada faktord, z nichZ ne vSechny ne vSechny jsou zatim
znamy. Mezi jeden z nejvice prozkoumanych faktort v rostlinach vSak patfi poutaci komplex
exocyst. Tento komplex patii do rodiny CATCHR (complexes associated with tethering
containing helical rods) ze skupiny multi-podjednotkovych komplext (Brocker et al., 2010).
Jedna se o evolu¢né konzervovany komplex, ktery se sklada z osmi podjednotek: SEC3, SECS,
SEC6, SEC8, SEC10, SEC15, EXO70, a EXO84 (Cvrckova et al., 2012; Hala et al., 2008;
Heider et al., 2016). V rostlinach doslo ke zmnozeni vétsiny podjednotek, predev§im EXO70,
ktery ma v Arabidopsis 23 paralogli a existuji diikazy pro jejich funkéni specializaci (Cvrckova
et al., 2012; Kulich et al., 2015; Synek et al., 2017). EXO84 se nachazi v 4. thaliana ve tiech
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variantach (Cvrckova et al., 2012). Neprozkoumangjsi je role EXO84b (Fendrych et al., 2010,
2013; Hématy et al., 2022), jehoz fluorescenc¢né znaceny konstrukt pouzivam jakozto marker
exocytozy v této praci.

Exocyst se sklada ze dvou subkomplexii. Subkomplex I obsahuje SEC3, SECS, SEC6 a SECS,
subkomplex II tvoti zbylé podjednotky SEC10, SEC15, EXO70 a EXO84 (Heider et al., 2016).
Kazdy subkomplex obsahuje podjednotku, ktera vaze lipidy. V ptipadé subkomplexu I se jedna
o SEC3, u subkomplexu II to je EXO70 (Bloch et al., 2016; Synek et al., 2021). V rostlinnych
bunikach, ovSem ne v zivocisnych, spolu tyto dvé podjednotky piimo interaguji a cely
holokomplex je tak na PM stabilizovan v porovnani s volnou cytoplazmickou formou
(Fendrych et al., 2013; Synek et al.,, 2021). Pfesto fluorescenéné znacené podjednotky
vizualizované na PM tvofi velmi dynamické struktury (Fendrych et al., 2013). Tyto struktury
(tecky) maji vétsi hustotu nezli vacky v blizkosti PM, tudiz je mozné, ze nesymbolizuji
jednotlivé exocytické udalosti, nybrz predpiipraveny komplex na PM (Fendrych et al., 2013).

Komplex exocyst ma v rostlinach fadu funkci. Mimo jiné byla popséana jeho role v poladrnim
rustu (Synek et al., 2006), morfogenezi (Hala et al., 2008), autofagii (Kulich et al., 2013; T.
Zhang et al., 2023), obrané proti patogeniim (Pecenkova et al., 2011) a v budovani bunécné
stény (Y. Li et al., 2017; Vukasinovi¢ et al., 2017). Pfevazné se jedna o evolu¢né konzervované
funkce, nebot’ role exocystu v polarizovaném ristu, autofagii i obrané proti patogentim, byla
prokazéana také v zivocisSnych modelech (shrnuto v Heider & Munson, 2012). Podjednotka
EXO84b je dulezita pro morfogenezi vrcholove i difuzné rostoucich bunék. Mutanty EXO84b
jsou zakrslé, pravdépodobné v disledku narusené sekrece do tvoficich se bunéénych desek
(Fendrych et al., 2010). Podobné jako ARP2/3 mutanty jsou pokozkové buiky listl exo84b
mén¢ lalo¢naté, navic se u nich objevuji vybézky BS do buiiky. Trichomy exo84b bud’ chybi
uplné nebo jsou deformované, a narusend je téZ morfologie priiduchti. Velmi silny je fenotyp
v pylovych lackach a mutované rostliny vykazuji samci sterilitu (Fendrych et al., 2010).

Existuje mnoho praci zabyvajicich se spojenim mezi exocystem a BS. Bylo zjisténo, zZe
komplex exocyst hraje roli v dopravé novych CSC na PM ve spolupraci s PATROL1 a CSI1
(X. Zhu et al., 2018). Exocyst pii této cinnosti interaguje s myosiny tiidy XIK, které
pravdépodobné napomahaji jeho spravné lokalizaci a funkci (W. Zhang et al., 2021). Komplex
exocyst téz tidi dopravu CSC pro budovani sekunddrni BS tracheji za ucasti podjednotky
EXO70A1 (Vukasinovi¢ et al., 2017). Tato podjednotka je téz diilezita pro dopravu pektint
(Kulich et al., 2010). Exocyst téZ reguluje syntézu kalozy. Mutanty vétSiny podjednotek exocyst
komplexu vytvaii méné kalozy v odpovedi na patogeny (Y. Du et al., 2018; Ortmannova et al.,
2022). Ze zmnozenych podjednotek EXO70 hraje v depozici kaldézy (pravdépodobné skrz
sekreci CalS) hlavni roli EXO70H4 (Kulich et al., 2015, 2018). Komplex exocyst hraje té¢Z
vyznamnou roli v rastu pylovych la¢ek. Ditkkazem toho je, Ze rostliny s mutovanym komplexem
Casto vykazuji sam¢i sterilitu (Bloch et al., 2016; Fendrych et al., 2010; Héla et al., 2008).

V sav€ich buinkach bylo zjiSténo, Ze sestaveni holokomplexu reguluji malé GTPazy
(Moskalenko et al., 2003). Také v rostlinach byla pozorovéana regulacni role ROPS skrz
podjednotku SECS pii autofagii (Y. Lin et al., 2021). GTPaza RABEI1 zase reguluje skladani
komplexu exocyst béhem recyklace auxinového prenasece PIN2 béhem cytokineze (Mayers et
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al., 2017). Kromé regulace pomoci malych GTPaz exocyst téz obsahuje tadu
fosforylovatelnych mist (Ganesan et al., 2020). V kvasinkdch bylo zjisténo, ze fosforylace
EXO84 brani sestaveni komplexu, v nasledku ¢ehoz dochazi k blokaci exocytozy a zastave
rustu bun¢k (Duan et al., 2019; G. Luo et al., 2013). Fosforylace EXO84 je navic fizena
bunénym cyklem, nebot’ ji zprostiredkovava CDK1 (cyklin dependentni kindza, Duan et al.,
2019). V rostlinach jsou fosforylaci regulovany nékteré izoformy EXO70 (Brillada et al., 2021;
Saccomanno et al., 2021). Napiiklad fosforylacni status EXO70B2 rozhoduje o tom, zda-li bude
komplex cilen na PM ¢i do vakuoly skrz autofagickou drahu (Brillada et al., 2021).

Krom¢ kanonické role exocystu jakozto poutaciho komplexu (G. Luo et al., 2014) byly pro
tento komplex navrzeny dalsi funkce (vyplyvajici pfedev§im z vyzkumu na opisthokontech).
V kvasinkach bylo zjisténo, ze exocyst reguluje skladani a funkci SNARE komplexu (Peer et
al., 2022; Yue et al., 2017). Interakce exocystu (podjednotky EXO70) s podjednotkami SNARE
komplexii byla popsédna i v rostlinnych buiikéch (Larson et al., 2020; Ortmannova et al., 2022).
V zivocisnych bunkéch bylo navic prokazano spojeni mezi exocystem a cytoskeletem. Bylo
zjisténo, ze EXO70 stimuluje aktivitu ARP2/3 komplexu pfti tvorbé lamelopodii (J. Liu et al.,
2012). EXO70 je téZ schopno oligomerizaci navozovat zakfiveni membrany nezavisle na
aktinu, ¢imz pfispivd migra¢ni schopnosti bun¢k (Zhao et al., 2013). Rostlinné¢ buiky
nemigruji, ani netvoii lamelopodia (ovSem néckteré specializované rostlinné buiiky maji
schopnost tvofit vyb&zky). Piesto byla v rostlinach nalezena interakce ARP2/3 komplexu
s podjednotkou EXO84b (Jelinkova, 2021). Funk¢ni vyznam této interakce vSak zatim nebyl
objasnén. Abychom se dozvédéli vice o roli aktinu a ARP2/3 v exocytdze, bylo cilem této
diplomové prace analyzovat exocytotické procesy v ARP2/3 mutantdich béhem difuzniho a
vrcholového ristu.
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3. Material a metody

3.1 Rostlinny material

Transgenni linie rostlin huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) vyuzité v této praci jsou
uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 1).

Tabulka 1 - Transgenni linie A.thaliana pouzité v ramci této diplomové prace

Linie Pozadi Promotor | Zdroj/autor
L1 EXO84b-GFP WT pEXO84b | Fendrych et al., 2010
L2 arp2:EXO84b-GFP | arp2 pEXO84b | Kfizenis L1
L3 arpc4:EXO84b-GFP | arpc4 pEXO84b | Kfizenis L1
L4 arpc5:EXO84b-GFP | arpcs pEXO84b | Kfizenis L1
L5 napl:EXO84b-GFP | napl pEXO84b | Kfizenis L1
L6 C3-GFP arpc3 pUBQ E. Kollarova (nepublikovéano)
L7 C5-GFP arpcS pUBQ E. Kollarova (nepublikovéano)
L8 Lifeact-GFP WT pUBQ E. Kollarova

3.1.1 Kultivace rostlin

Kultivace rostlin 4. thaliana probihala v kultiva¢ni mistnosti za teploty 23 °C a pfi fotoperiodé
16 hodin svétla a 8 hodin tmy. Rostliny rostly jednotlivé v raSelinnych peletach (jiffy). Jifty
byly rehydratované ve vod¢ s pfidavkem hnojiva Kristalon o koncentraci 1 g/l. Rostliny
exprimujici fluorescenéni marker byly vysety in vitro na agarové plotny a po tydnu kultivace
preneseny do ex vitro podminek na jiffy. Pfed pfenesenim ex vitro byly selektovany dle kvality
fluorescence na mikroskopu Olympus Provis AX70.

3.1.1.1 In vitro kultivace

Pro in vitro kultivaci byla semena sterilizovana nasledujicim protokolem. Nejprve byla semena
vystavena kratkému ptisobeni 95% EtOH (30-60 s). Nasledn¢ byla 10 minut promyta v 50%
roztoku bélidla SAVO. Po uplynuti 10 minut bylo SAVO odpipetovano a zkumavka se semeny
4x promyta ultra cistou destilovanou vodou. Cely proces sterilizace semen probihal
v laminarnim boxu.

Semena nasledné podstoupila stratifikaci pti 4 °C trvajici minimalné 2 dny. Po stratifikaci byla
sterilizovana a stratifikovand semena rovnomérné vyseta na plastovou Petriho misku s
kultivaénim mediem (Tabulka 2). Misky byly zalepeny chirurgickou samolepici péaskou a
preneseny do kultivacni mistnosti s teplotou 23 °C a fotoperiodou 16 hodin svétlo/8 hodin tma
a kultivovany v §ikmé poloze.
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Tabulka 2 - Kultiva¢ni medium pro A. thaliana (minimalni MS medium), hodnoty pro 11 media, pH
upraveno na 5,7 pomoci KOH.

Slozka MnoZstvi (pro 1 1 media)
Sachardza 10 g

Agar (Duchefa Biochemie, P1001) 8¢g

MS soli (Merck, M5524) 22¢g

3.1.1.2 Kultivace pylovych lacek

Pylové laCky A. thaliana byly kultivovany na tuhém médiu (Tabulka 3) podle Boavida a
McCormick (2007). Médium bylo pied pouzitim ohtato v mikrovinné troub¢. Kapka teplého
kli¢iciho média byla pipetou nanesena na mikroskopické sklicko a ptiblizn€ po 30 sekundéach
pteklopena krycim sklickem, ¢imZ se vytvofila rovna plocha. Kryci sklicko bylo odstranéno a
povrch média byl jemné potien Cerstvé nasbiranymi otevienymi kvéty, aby se uvolnila pylova
zrna. Na jeden vzorek bylo pouzito 3—5 kvétl ze stejné rostliny. Tuhé médium s pylovymi zrny
bylo nésledné pieklopeno pylem doli na kryci sklo o rozmérech 22x40 mm. Mikroskopické
skla s pylem byla inkubovana v uzaviené plastové Petriho misce naplnéné vlhéenou bunic¢inou
pro udrZeni vysoké vlhkosti. Inkubace probihala ve tmé pti pokojové teploté po dobu 4 hodin.

Tabulka 3 - Kultiva¢ni medium pro pylové lacky (podle Boavida & McCormick, 2007), pH pufrovano
na hodnotu 6.

Slozka Finalni koncentrace
Sachar6za 10 %

H3BO3 0,01 %

CaCl, 5 mM

MgSO4 1 mM

Agar 1,5 %

3.1.2 K¥izZeni rostlin

Rodicovské rostliny pro kiiZeni byly péstovany dle vySe popsaného protokolu (kapitola 3.1.1).
Na pfiblizné€ tfi tydny starych kvetoucich rostlindch byla vybrana vrcholovéa kvétenstvi, ze
kterych byly odstranény vSechny SeSule a jiz oteviené kvéty. Pod stereoskopickym
mikroskopem byly nasledné vybrany 2-3 vhodné kvéty s receptivni bliznou, které jesté nemély
oteviené¢ praSniky. Ostatni kvéty byly odstranény pinzetou. Z vybranych kvétd byly
hodinaiskou pinzetou odstranény kaliSni a korunni listky a praSniky. Z darcovské rostliny byl
sebran rozkvetly kvét, ktery byl prasniky otfen o ¢erstvé odhalenou bliznu, aby doslo k opyleni.

Takto byla vytvorena linie nap I:EXO84b-GFP pouzitd v této praci. Zbyl¢ linie EXO84b-GFP
v ARP2/3 mutantach jsem ziskala jiz nakiiZzené v F1 generaci. Mym dilem byla selekce rostlin
vykazujici fenotyp ARP2/3 mutant (pokroucené trichomy), které zaroven zelen¢ svitily (diikaz
ptitomnosti EXO84b-GFP) a jejich dopéstovani do nestépici generace.
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3.2 Mikroskopie

3.2.1 Mikroskopie hypokotyli

Pro mikroskopii byly pouzity 5 dnl staré¢ semenacky A. thaliana péstované in vitro. Ze
semenackil byly ntizkami odstranény dé€lohy pro optimalizaci kontaktu hypokotylu s krycim
sklem. Nasledn¢ byl preparat prenesen do kapky vody na podlozni sklo, ptekryt krycim sklem
a okamzité¢ pozorovan na mikroskopu. Pro pozorovani byl pouzit konfokalni Spinning disk
mikroskop Nikon (Ustav experimentalni botaniky, AV CR). Pro snimani byla pouZita kamera
Photometrics Prime BSI, objektiv Plan-Apochromat L 100x/1.45 Oil a excitacni laser Omicron
LightHUB ULTRA o vinové délce 488 nm. Kompletni technické parametry pristroje 1ze najit
na webovych strankach ustavu: http://www.ueb.cas.cz/cs/if/equipment.

Pro vyzkum dynamiky EXO84b-GFP byly vytvotfeny ¢asosbérné snimky. Expozi¢ni ¢as byl
400 ms a interval mezi snimky 500 ms. Jedno snimani trvalo 120 s. Experiment byl proveden
ve tfech biologickych opakovanich. V kazdém biologickém opakovani bylo nasnimano nékolik
bun¢k od kazdé¢ varianty z nejméné dvou raznych rostlin.

3.2.2 Mikroskopie pylovych lacek

Pozorovany byly 4-6 hodin staré¢ pylové la€ky A. thaliana kultivované in vitro dle vySe
popsaného protokolu (kapitola 3.1.1.2). Pro pozorovani byly vybrany Zivé lacky vykazujici
cyklézu. Pro mikroskopii pylovych lacek byl pouZzit konfokéalni mikroskop Leica SP8
(Laboratot konfokalni a fluorescenéni mikroskopie PfF UK, Vini¢na 7). Pro sniméni byl pouZit
HyD detektor, objektiv HC PL APO CS2 63x/1,20 W a excitacni laser o vinové délce 488 nm.

3.3 Obrazova analyza

3.3.1 Analyza dynamiky EXO84b-GFP v hypokotylu

Mikroskopickd videa byla nejprve upravena v programu NIS Elements funkci Equalize
Intensity, aby se zmirnil projev photobleachingu (vysviceni fluoroforil). K photobleachingu
dochazi, kdyz jsou fluorofory vystaveny delSimu ¢i intenzivnimu plsobeni laseru, v disledku
zmény vazebné interakce mezi fluoroforem a zkoumanym proteinem (Waters, 2013). Upravena
videa byla nasledné importovana do programu FIJI, ve kterém byly vytvoteny ¢tvercové vyiezy
o rozméru 100x100 um. Vyiezy byly vybrany tak, aby se celé nachdzely uvniti buniky a pokud
mozno neobsahovaly v zabéru chloroplast ¢i jinou organelu, ktera by mohla vnést do méteni
chybu. Takto bylo vytvofeno mezi jednim aZ tfemi nepiekryvajicimi se vyfezy na bunku, dle
velikosti ostrého obrazu splitujictho vySe zminéné pozadavky. Takto vytvofena videa byla
pouzita jako vstupni data pro analyzu.

Analyza dynamiky EXO84b-GPF probihala v programu Matlab pomoci skriptu
singChan_cellSurfaceAnalysis podle Johnson et al. (2020). Tento skript slouzi k automatické
detekci udalosti na plazmatické membrané (v mém piipadé EXO84b-GFP tecek) a pocita jejich
lifetime (LT, Cas, po ktery byly tecky pozorovatelé na membrang) a hustotu. Tento skript filtruje
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detekované udalosti tak, ze do analyzy nezahrnuje udalosti, které se nachéazeji na prvnich a
poslednich 10 snimcich filmu, dale udalosti, které se nachéazeji do 10 pixelti od okraje filmu, a
zavérem udalosti, které se objevuji na méné¢ nez péti po sobé jdoucich snimeich (v mém piipade
odpovidajici 2,5 s). Data ze vSech tfi opakovani jsem zkompletovala v programu Microsoft
Excel (verze 2108) pro dalsi statistickou analyzu (kapitola 3.4.1).

3.3.2 Analyza lokalizace EXO84b-GFP v pylovych lackach

Mikroskopické snimky byly importovany do programu FIJI. Nejprve byla vytvorena maximalni
projekce ze tfi snimkl prochazejicich stiedem pylové lacky. V této projekci pak byla stfedem
lacky prolozena 2 pum Sirokd sonda o délce 20 um. Sonda zacinala vné lacky, kde nebyl
detekovatelny GFP signal. Pomoci funkce Plot profile byla ziskdna primérnd intenzita
EXO84b-GFP signalu v celé délce sondy. Ziskana data byla ulozena pro dalsi analyzu. Tvorba
grafli distribuce intenzity EXO84b-GFP signalu probihala v programu Microsoft Excel (verze
Verze 2309). Statistickd analyza byla provedena v programu RStudio (R verze 4.2.3) pomoci
jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA).

3.4 Statisticka analyza

3.4.1 Statisticka analyza dynamiky EXO84b-GFP v hypokotylu

Statistickou analyza dynamiky EXOS84b-GFP v hypokotylu navrhl a provedl dr. Stanislav
Vosolsobé za pouziti mnou naméfenych dat. Distribuce LT exocytickych udalosti
(reprezentovanych teckami EXO84b-GFP) byla ziskdna sectenim zastoupeni jednotlivych LT
v ramci kazdé analyzované linie. Rozdil mezi liniemi byl testovan bootsrapovanim, kdy bylo
ziskano 1000 distribuci zaloZenych na variacich s opakovanim z pivodniho souboru dat.
Randomizace byla provadéna bud’ na zakladé nahodného faktoru identity snimané rostliny,
nebo na zdkladé¢ faktoru identity konkrétni casové série. Z distribuci odvozenych z
randomizovanych sobort dat byly odhadnuty 95% konfiden¢ni intervaly vychozi distribuce
jako percentily 2,5 % a 97,5 % pro kazdou dobu z méfeného intervalu. Data byla paralelné
fitovana zobecnénym linearnim modelem (GLM) zaloZzenym na Poissonové distribuci. Protoze
byla data snimana s ¢asovym rozliSenim 0,5 s, byla vynasobena dvéma za ticelem pievedeni na
celoCiselnou Skalu, pro kterou je aplikovatelnd zvolena distribuce. Fitovany model byl
diagnostikovan Q-Q plotem a ponévadz byla detekovdna znacnd overdisperze dat (rezidudly
modelu systematicky nariistaly pro delsi doby) byla data logaritmovana a zaokrouhlena po
vynasobeni 1000 za ucelem ziskani celoc¢iselnych hodnot na logaritmické Skale. U takto
ziskanych hodnot jiz nedochéazelo k overdisperzi. Model byl dale rozsifen zahrnutim nahodnych
efektl (GLMM, pouZity identifikatory rostliny, buniky a snimané série) a fitovan funkci glmer
z balicku Ime4 (Bates et al., 2015). Signifikance efektu genotypu byla stanovena likelihood-
ratio testem oproti referenénimu modelu obsahujicimu pouze nahodné efekty. Signifikance
rozdilu LT exocytickych udélosti byla pro jednotlivé linie stanovena post-hoc testem zalozenym
na odhadu marginalnich praimérti (EMMs, funkce emmeans z balic¢ku emmeans, Searle et al.,
1980). Statistické hodnoceni bylo provedeno v prostiedi R (https://www.R-project.org/.)

23


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

4. Vysledky

4.1 Vybér markeru exocytozy

Pro studium dynamiky exocytozy byl vybran fluorescencni marker EXO84b-GFP. Protein
EXO84b byl vybran na zaklad¢ predchozich vysledkl nasi laboratoie, kdy Barbora Jelinkova
zjistila, ze EXO84b-RFP castecné kolokalizuje s podjednotkami ARP2/3 komplexu a tato
interakce byla téz potvrzena biochemicky (Jelinkova, 2021). Na rozdil od Barbory Jelinkové
jsem pouzila zelené¢ znaCeny EXO84b-GFP. Divodem byla pfedevSim dostupnost, nebot’
EXO84b-GFP jiz byl v laboratofi nakiizen do tfi liniit ARP2/3 mutant (arp2, arpc4 a arpc)).
Tato volba mutantniho pozadi pokryva oba typy podjednotek ARP2/3 komplexu: aktinu
podobné ARP proteiny (v zastoupeni arp2:EXO84b-GFP) a s aktinem neptibuzné ARPC
ze marker EXO84b-GFP je funkéni, nebot’ byl schopen zachranit trpaslic¢i fenotyp homozygotni
mutanty (Fendrych et al., 2010). Jednd se navic o expresi pod nativnim promotorem, diky
¢emuz je véEtsi Sance, Ze pozorovand lokalizace a dynamika markeru mé fyziologicky vyznam.

4.2 Dynamika EXO84b-GFP v hypokotylu A. thaliana

Jiz dtive bylo publikovéano, Ze fluorescencni marker EXO84b-GFP vytvafi na plazmatické
membran¢ (PM) kofene malé dynamické teCky (Fendrych et al., 2013). Tyto tecky vytvaii 1
cervené znaceny EXO84b-RFP v pokozkovych buiikidch hypokotylu (Jelinkova, 2021). Cilem
tohoto experimentu bylo zjistit, zda mutace podjednotek ARP2/3 komplexu bude mit vliv na
dynamiku nebo lokalizaci téchto tecek.

Pro pozorovani byly zvoleny linie WT:EXO84b-GFP, arp2:EXO084b-GFP, arpc4:EX0O84b-
GFP a arpc5:EX0O84b-GFP. Mikroskopovala jsem pokozkové bunky hypokotylu, nebot’ tyto
bunky maji dobry kontakt s krycim sklem a umoZziuji snimat naraz velky usek PM. Zaroven
bylo jiz diive ukdzano, Ze hypokotyl mutant ARP2/3 komplexu vykazuje fenotyp v podobé
nedokonal¢ bunécné adheze, kvili niz vznikaji mezery mezi buiikami (Mathur, Mathur,
Kernebeck, et al., 2003). Hypokotyly ARP2/3 mutant jsou téZ krat$i oproti WT, coZ signalizuje
problém v bunétné elongaci (Mathur, Mathur, Kernebeck, et al., 2003).

V souladu s publikovanymi vysledky v koteni (Fendrych et al., 2013), EXO84b-GFP i v
hypokotylu vytvafel dynamické tecky na PM (Obrazek 3). Tecky EXO84b-GFP vykazovaly
minimalni laterdlni dynamiku. PovétSinou se objevily, setrvaly na nékolika snimcich a zase
zmizely. V nékterych piipadech (Obrazek 3, B, WT) teCky vytvarely transverzalni pruhy
pfipominajici orientaci MT v kortikalni zon€ rostoucich hypokotylii (Adamowski et al., 2019).
Téz v ARP2/3 mutantech EXO84b-GFP tvofil dynamické tecky na PM. Na rozdil od WT vSak
transverzalni pruhy nebyly tak vyrazné, jelikoz byl signdl rovnomérnéji rozptylen v buiice
(Obrazek 3, B, arp2).
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Obrazek 3 - Lokalizace EXO84b-GFP v kortikalni vrstvé pokozkovych bun¢k hypokotylu A.thaliana.
A) Jednotlivé snimky zobrazujici vyfezy plazmatické membrany WT a ARP2/3 mutant (arp2, arpc4 a
arpc5) exprimujicich EXO84b-GFP, které byly pouzity pro analyzu. B) Primérna projekce
casosbérného snimku (120 s) celé buiiky ukazujici existenci transverzalnich pruhti v WT a jejich absenci
v mutanté arp2. Obrazek a2:EXO084b-GFP je reprezentativni pro vSechny sledované ARP2/3 mutanty.
Vsechny snimky byly potfizeny pomoci spinning-disk mikroskopu. Métitko = 5 pm.
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U vSech variant byl méfen LT. Pouziti automatické analyzy ndm umoznilo vygenerovat veliké
mnozstvi dat (Tabulka 4). Naptiklad pro WT:EXO84b-GFP bylo nasniméno 38 bunék ve
kterych bylo detekovano 35 511 tecek. Vzhledem k nadstandartnim objemu dat bylo potieba
pouzit speciadlni analyzu, proto jsem o pomoc pozadala dr. Stanislava Vosolsobé. Ten navrhl a
provedl analyzu, ve které byla vypoctena distribuce LT EXO84b-GFP tecek na PM sectenim
zastoupeni jednotlivych LT v ramci kazdé analyzované linie. Nasledné byl hodnocen rozdil
mezi liniemi bootstrapovanim, kdy bylo ziskdno 1000 distribuci zalozenych na variacich s
opakovanim z ptivodniho souboru dat. Data byla paralelné fitovana zobecnénym linearnim
modelem (GLM) zalozenym na Poissonové distribuci. Bootstrapovanim ziskané konfiden¢ni
intervaly distribuce LT EXO84b-GFP tecek na PM ukazuji na signifikantné vyssi zastoupeni
kratSich LT (interval 3-5 s) a naopak nizsi zastoupeni delSich LT (10-11 s) u vSech mutantnich
linii oproti WT (Obrazek 4). Celkova signifikance efektu genotypu odvozena ze zobecnéného
linedrniho modelu se smiSenymi efekty (GLMM) je p = 0.02526, piicemz nejvétsi pokles
signifikance je spojen se zahrnutim ndhodné proménné identity rostliny do modelu (Obrazek
5). Na zaklad¢ odhadu marginalnich priméra (EMMs) vychazi signifikantni rozdil mezi
WT:EXO84b-GFP a linii arp2:EX084b-GFP. Slabsi prikaznost tohoto testu oproti GLMM je
dana tim, ze GLMM fituje kiivku, kterd nezohlednuje lokélni rozdily v distribuci na dil¢ich
intervalech.

Tabulka 4 - Pocet snimanych rostlin, bunék, vytvofenych vytezl a teCek detekovanych automatickou
analyzou (Johnson et al., 2020)

Varianta Pocet rostlin Pocet bunék | Vyrezi Pocet tecek
WT:EXOb-GFP 10 38 82 35519
arp2: EXOb-GFP 9 38 67 27 529
arpc4:EXO084b-GFP | 7 42 74 34130
arpc5:EXO84b-GFP | 9 39 65 30383

Obrazek 4 (na dalsi strance) - Distribuce lifetimes (LT) EXO84b-GFP te¢ek v pokozkovych buikach
hypokotylu linii nesoucich mutace v podjednotkach komplexu ARP2/3 (arp2, arpc4 a arpch). LT
EXO84b-GFP byly méfeny prostiednictvim Spinning-disk mikroskopu s ¢asovym rozliSenim 0,5 s.
Grafy ukazuji propor¢ni zastoupeni jednotlivych udalosti (standardizovano podle celkového poctu
zméfenych udalosti v kazdé linii) a 95% konfidencni intervaly odhadnuté bootstrapovanim
(randomizace dat byla provedena na rovni jednotlivych ¢asovych sérii). Pokud se v ur¢itém intervalu
pro dané dv¢ linie nepfekryvaji konfiden¢ni intervaly, je rozdil v dynamice exocytozy signifikantni.
Vsechny grafy zahrnuji data ze tii biologickych opakovani. A) Celkovy pohled na distribuci EXO84b-
GFP. B) Distribuce kratkych udalosti (LT 3—6 s), kde zietelné pfevazuje proporce ARP2/3 mutant oproti
WT. C) Distribuce LT stfedné dlouhych udalosti (LT 8-12 s), kde je WT vice zastoupen oproti ARP2/3
mutantam. B) a C) jsou zvétSeninami grafu A)-
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Obrazek 5 - Zobecnény linearni model se smiSenymi efekty (GLMM) dynamiky EXO84b-GFP v
mutantnich liniich podjednotek komplexu ARP2/3. Lifetime (LT) exocytickych udalosti
(symbolizovanych teckami EXO84b-GFP) byl meéfeny pomoci Spinning-disk mikroskopu v
hypokotylech linii Arabidopsis thaliana exprimujicich EXO84b-GFP na genetickych pozadich s
mutacemi v genech ARP2, ARPC4 ¢i ARPCS5 a v divoké linii (WT) jako kontrole. Graf ukazuje stfedni
LT exocytickych udalosti (GLMM zaloZeny na Poissonové distribuci; identity rostliny, bunck a
jednotlivych snimanych ¢asovych sérii byly zohlednény v rdmci ndhodnych efektt; celkova signifikance
genotypu je p = 0.02526) a jejich 95% konfiden¢ni intervaly ur¢ené mnohocetnym porovnanim.
Signifikantné se lisi linie arp2 od WT (p = 0.0035).

4.3 Pylové lacky

V dal$ich experimentech jsem se zaméfila na dal$i bunécny typ, kterym jsou pylové lacky. Na
rozdil od difuzné rostoucich pokozkovych bunék hypokotylu predstavuji pylové lacky systém
vrcholové rostoucich bun€k. Mechanismus vrcholového ristu zavisi piedev§im na presné
koordinované exocytdéze v aktivné rostouci apikalni casti (N. Luo et al., 2017).
Z experimentl nasi laboratofi vime, Ze pylové lacky ARP2/3 mutant vykazuji fenotyp (jsou
kratS$i a SirSi, nepublikované vysledky). Z tohoto divodu se lze domnivat, ze se ARP2/3
komplex podili na vrcholovém rlistu pylovych la¢ek. Proto jsem se zajimala, zdali se bude liSit
lokalizace (napt. zonace) EXO84b-GFP jakozto markeru exocytozy v lackach ARP2/3 mutant
oproti WT. Pro snimani jsem pouzila konfokalni mikroskop, ktery je pro studium markerd
exocytozy v pylovych lackach bézné vyuzivan (Markovi¢ et al., 2020).

Béhem provadéni téchto experimentl se v laboratofi poprvé vyskytly fluorescenéni markery
pro ARP2/3 podjednotky exprimované pod ubiquitinovym promotorem (pUBQ). Ubiquitinem
fizena exprese je na rozdil od CaMV 35S promotoru aktivni i v pylovych la¢kach (Kollarova et
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al., 2021; Wilkinson et al., 1997), proto jsem do experimentu zahrnula i tyto markery a
studovala lokalizaci téchto markeri v pylovych lackéach.

4.3.1 Lokalizace ARPCS a ARPC3 v pylovych lackach

Pro tento experiment byly pouzity linie pUBQ::ARPC3-GFP a pUBQ::ARPC5-GFP (autor:
Eva Kollarova). Zaroven jsem snimala i linii Lifeact-GFP (in vivo marker pro F-aktin) pro
srovnani lokalizace ARP2/3 podjednotek s aktinovymi strukturami v lacce. Signal ARPC5-GFP
1 ARPC3-GFP je zietelny po celé délce pylové lacky. Signal se vyskytuje v cytoplazmé bez
naznaku membranové lokalizace. Nejvice signalu bylo ¢asto nahromadéno ve Spicce pylové
lacky. V maximalni projekci je mozné vidét maximalni intenzitu signalu v oblasti pfipominajici
obracenou fontanu (Obréazek 6, A a D). Nékdy se akumulace signalu vyskytla v pruhu ptiblizné
2 um pod Spickou (Obrazek 6, I-K), v oblasti, kde se bézn¢ vyskytuje tzv. ,,actin fringe* (Lovy-
Wheeler et al., 2005). Po celé délce laCky se objevovaly pohyblivé vétsi tecky, které by mohly
ptedstavovat ARP2/3 komplex asociovany s peroxisomy (Martinek et al., 2023).

Obrazek 6 (na nasledujici stran€) - Lokalizace pUBQ::ARPC3-GFP, pUBQ::ARPC5-GFP a Lifeact-
GFP v pylové laCce A. thaliana. A) a D) Maximalni projekce Z-stacku. B) a E) Snimek jedné roviny
totozné lacky, ve které je viditelny prstenec intenzivnéjsiho signalu v subapikalni zoné. C) a F) Snimek
stejné roviny totozné lacky jako v B) a E) v pruchozim svétle. G) Snimek jedné roviny la¢ky exprimujici
Lifeact-GFP. H) Snimek totozné lacky a roviny jako v G) v prichozim svétle. I), J) a K) predstavuji
zvétsenou 3picku laéek ze snimki G), B) a E). Sipky znazoriuji prstenec v subapikalni zon&. Snimky
byly zprocesovany pro zvyraznéni kontrastu. Méfitko = 5 pm. A) a D) skala v AU (artificial unit, uméla
jednotka)

29



ARPC3-GFP

aE o
n

#




4.3.2 Lokalizace EXO84b-GFP v pylové lacce

DalSim cilem prace bylo pozorovat lokalizaci markeru EXO84b-GFP v pylovych lackéach
ARP2/3 mutant a srovnat ji s lokalizaci tohoto markeru ve WT. Zakladem pro pokusy bylo
zjisténi kolegl z nasi laboratote, ze ARP2/3 mutanty vykazuji poruchy v rastu pylovych lacek
(nepublikované vysledky). Jelikoz je komplex exocyst zapojen do polarni sekrece v pylovych

vvvvvv

EXO84b-RFP s podjednotkami ARP2/3 komplexu (Jelinkova, 2021), zajimalo mé¢, zdali se lisi
lokalizace (zonace) EXO84b-GFP v pylovych la¢kach WT a ARP2/3 mutant.

Pro vyzkum byly vybrany linie WT:EXO84b-GFP, arp2:EXO084b-GFP, arpc4:EX084b-GFP a
arpc5:EXO84b-GFP. Jedna se o stejné linie, které byly pouzity v pfedchozim pokusu, ktery
zkoumal dynamiku EXO84b-GFP v pokozkovych buitkach hypokotylu. EXO84b-GFP
v pozadi nap I (podjednotka SCAR/WAVE komplexu, coz je aktivator ARP2/3 komplexu) jsem
ziskala az iplnym zavérem préce, a proto jsem nenasbirala dostatek dat pro jeho analyzu spolu
s ARP2/3 mutantami. Pro porovnani vSak ukazuji snimky lokalizace EXO84b-GFP i v této
mutanté (Obrazek 7). Lacky byly snimany konfokalnim mikroskopem. JelikoZ mé& zajimala
zonace, prolozila jsem 20 pm sondu o sile 2 um sttedem la¢ky (centralni opticky fez) od Spicky
smérem k pylovému zrnu a generovala kiivky intenzity signdlu EXO84b-GFP, které jsem
nasledné mezi sebou srovnavala. Podobny postup je pro sledovéni lokalizace fluorescenc¢nich
markert v pylovych lackach bézné pouzivan (T. Fan et al., 2023; Kollarova et al., 2021).

Marker EXO84b-GFP vydaval nejsilnéjsi signal ve Spic¢ce. Vypozorovala jsem korelaci mezi
lokalizaci markeru a rychlosti rstu la¢ky. Rychleji rostouci lacky mély vyraznéji akumulovany
signal EXO84b-GFP na membrané $picky, zatimco u pomaleji rostoucich lacek se vice signalu
nachazelo v cytoplazmé. Nezda se vSak, Ze by existoval signifikantni rozdil v lokalizaci
EXO84b-GFP mezi WT a nami testovanymi ARP2/3 mutantami. U vSech linii doSlo
k prudkému vzestupu signdlu ve Spicce, po kterém nasledoval pozvolny pokles (Obrazek 8).
Jelikoz signal silné kolisal, pro vyneseni do grafu pribéhu intenzity jsem rozd¢lila kontinualni
méteni intenzity EXO84b-GFP do kategorii po jednom mikrometru (um). Hodnota pro kazdy
um odpovida priméru pro tento interval. Obrazek 8, (A-D) zobrazuje namétené kiivky
intenzity pro jednotlivé varianty. Obecné mezi jednotlivymi méfenimi panovala velka
variabilita v intenzit€ signalu, kterd znemoznovala vycist z dat trend. Proto jsem intenzitu
standardizovala vynesenim poméru primérného signalu pro dany pm ku dosazenému maximu.
Obrazek 8 (E) ukazuje takto standardizované priimérné hodnoty pro jednotlivé varianty.

Pro srovnani obecného chovani markeru EXO84b-GFP mezi ARP2/3 mutantami a WT mé
zajimalo, jak ¢asto v prib&hu méfené vzdalenosti 20 um signal roste a klesa. Pro tuto analyzu
jsem odecetla od hodnoty pro kazdy um hodnotu nésledujici. Takto jsem analyzovala jednotliveé
kazdou lacku a vysledné hodnoty zprimeérovala (Obrazek 9). Dale jsem pomoci jednofaktorové
analyzy rozptylu (ANOVA) vyhodnotila, zdali se tento pomér klesani ku stoupani 1isi mezi
jednotlivymi genetickymi variantami (Obrazek 10). WT m¢l nejvyssi median, néasledovany
arp2, arpc4 a nakonec arpc5. Z dat 1ze vycist trend, ovSem nent statisticky signifikantni. Nezda
se tudiz, Ze by tento rozdil v lokalizaci EXO84b-GFP byl schopen vysvétlit pozorovany fenotyp
pylovych la¢ek ARP2/3 mutant.
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Obrazek 7 - Lokalizace EXO84b-GFP v pylovych lac¢kach A.thaliana. Vlevo fluorescentni signdl ve
sttedni roving lacek WT a mutant genti pro ARP2/3 komplex (napl, arp2, arpc4, a arpc5 mutanty).
Vpravo snimek stejné roviny lacky v prichozim svétle. Métitko = 5 um
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Obrazek 8 - Graf prubéhu intenzity signalu EXO84b-GFP GFP v pylovych lackach A. thaliana v
mutantaich ARP2/3 komplexu arp2 (A), arpc4 (B) a arpc5 (C) a divokém typu (WT). (E) Srovnani
primérnych hodnot EXO84b-GFP signalu vSech 4 variant (arp2, arpc4, arpc5 a WT) vyjadrenych jako
pomeér z maximalni dosazené intenzity. Zobrazeny jsou vysledky 3 biologickych opakovani. AU =um¢la
jednotka (artificial unit)
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Obrazek 9 - Graf primérné zmény intenzity signalu EXO84b-GFP v pylovych la¢kach A. thaliana v
mutantach ARP2/3 (arp2, arpc4 a arpc5) a divokém typu (WT). Kladné hodnoty znaci, Ze signal klesal,
zaporné, ze signal rostl. Graf vyjadfuje prumér tii biologickych opakovani. (A) Graf primémé zmeény
intenzity signalu EXO84b-GFP v celé délce pylové lacky. (B) Graf primérné zmény intenzity signalu
EXO84b-GFP v intervalu 2-20 um od $picky lacky. Prvni pm byl z méfeni odfiltrovan, jelikoz se jednalo
o zménu z nulového signalu vné lacky smérem k maximalnimu signalu na plazmatické membrané
Spicky. Tato zména svou magnitudou znemoznila vidét v grafu mensi rozdily v intenzité¢ signalu
uvnitt lacky. AU =umél4 jednotka (artificial unit)
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Pomeér kladnych zmén intenzity signalu EXO84b-GFP
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Obrazek 10 - Krabicovy diagram zndzornujici pomér zastoupeni kladnych zmén intenzity EXO84b-GFP
oproti zapornym (viz graf zména intenzity) v 20 pm od $picky pylovych lackach 4. thaliana v mutantach
ARP2/3 (arp2, arpc4 a arpch) a divokém typu (WT). Zvyraznéna ¢ara predstavuje median, krabice
zna¢i mezikvartalové rozpéti (IQR), ,,vousy* zna¢i minimalni a maximalni hodnoty nebo 1,5*IQR
v piipad€ odlehlych hodnot (vyznaCenych jako samostatné body). Na zakladé jednofaktorového
ANOVA testu neni rozdil mezi variantami statisticky signifikantni (p = 0.279).
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5. Diskuze

5.1 Dynamika a lokalizace EXO84b-GFP v hypokotylu

Do pozorovani dynamiky EXO84b-GFP v hypokotylu A. thaliana jsem zaradila mutanty
v podjednotce ARP2, ARPC4 a ARPCS5. Bylo by téz zajimavé otestovat mutanty v nékteré z
podjednotek SCAR/WAVE komplexu, jez slouzi jako aktivator ARP2/3 komplexu (Eden et al.,
2002). V dob¢ mych experimentii vSak bohuzel nebyla zadna linie exprimujici EXO84b-GFP
v mutantim pozadi aktivatoru k dispozici. EXO84b-GFP jsem do mutantniho pozadi napl
nakftizila az v zavéru prace a z ¢asovych diivodil proto nebylo mozné experiment vykonat.

5.1.1 Lokalizace EXO84b-GFP v hypokotylu
Fluorescen¢ni marker EXO84b-GFP vytvari na PM kotfene malé dynamické tecky (Fendrych

dynamické tecky téz na PM hypokotylu (2021). Podobné tecky na PM tvofi také fluorescencné
znacené podjednotky ARP2/3 komplexu, pti¢emz mala subpopulace téchto tecek kolokalizuje
s EXO84b (Jelinkova, 2021). Oproti pozorovani vySe zminénych kolegti byly mnou pozorované
teCky mén¢ zietelné. Tento rozdil by mohl byt zplisoben tim, Ze na rozdil od Fendrych et al.
(2013) a Barbory Jelinkové (2021), ktefi pouzivali mikroskopickou metodu VAEM (Variable-
angle epifluorescence microscopy), jsem hypokotyly snimala na Spinning disk konfokalnim
mikroskopu (SDCM). VAEM umozZiiuje excitovat a tim padem pozorovat fluorescencni
markery vrovné PM a k ni té€sné prilehlé kortikalni cytoplazmé&. Oproti tomu konfokalni
mikroskopie sice téZ umoziuje pozorovat pouze jednu optickou rovinu, ale k excitaci
fluoroforti dochazi v celém vzorku, coz zdsadné snizuje rozliSeni.

Z dtivejsich vyzkumi vyplyva, Ze existence teCek EXO84b-GFP na PM, tedy tvorba komplexu
exocyst na membrané, neni zavisla na aktinu (Fendrych et al., 2013). Toto tvrzeni podporuje 1
mé pozorovani, nebot’ v mutantech ARP2/3 lokalizoval EXO84b-GFP do stejnych struktur jako
ve WT, i1 kdyz doSlo ke zméné jejich distribuce. V nékterych ptipadech (Obrazek 3) tecky
vytvarely transverzalni pruhy pfipominajici orientaci MT v kortikdlni z6né rostoucich
hypokotylii (Adamowski et al., 2019). Neni ovSem vylouceno, Ze mnou pozorovana lokalizace
EXO84b-GFP pouze reflektuje transverzalni usporadani kortikalni cytoplazmy uréené MT a
pohybujicimi se CSC. Fendrych et al. zkoumali asociaci markeru EXO84b-mRFP s MT a
nenasli signifikantni kolokalizaci (2013). Oproti tomu v zivociSich byla asociace komplexu
exocyst s MT prokazana (Vega & Hsu, 2001; S. Wang et al., 2004). V rostlinach byla
pozorovana kolokalizace komplexu exocyst s MT v mistech tvorby sekundarnich BS cévnich
svazkl (VukasSinovi¢ et al., 2017). Interakce mezi exocystem a MT vSak neni pfima, nybrZ je
zprostfedkovana interakci EXO70AT1 s dalSimi proteiny (Oda et al., 2015). Pro potvrzeni, zda
se v mych pozorovanich jednd doopravdy po lokalizaci podél MT by bylo zapotitebi pouzit
mikrotubularni marker. Zajimavé by téz bylo pozorovat, jaky efekt by na orientaci tecek méla
aplikace mikrotubularni drogy a zda by doSlo k naruseni lokalizace do transverzalnich pruha.
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5.1.2 Dynamika EXO84b-GFP v hypokotylu

Z analyzy dynamiky EXO84b-GFP je patrné, Ze tento marker ma vétsi dynamiku v ARP2/3
mutantach oproti WT (Obrazek 4). VSechny mutanty se chovaly podobné, coz naznacuje, ze
pro dynamiku EXO84b-GFP je potieba funkéni ARP2/3 komplex jako celek. U mutant je
(810 s), kde bylo pozorovano maximum u Fendrych et al. (2013). Tudiz je pravdépodobné,
ze ARP2/3 komplex vykonava v blizkosti PM funkci, ktera prodluzuje dobu setrvani EXO84b-
GFP na PM. Jedna z teorii tvrdi, Ze jemna aktinova sit’ v kortikalni vrstvé rostlinnych bunck
slouzi jako bariéra pro endocytézu (Nagawa et al., 2012). Neni vylouceno, ze se ARP2/3 podili
na budovani této sit€. Velmi recentni ¢lanek potvrzuje, ze mutace ARP2/3 komplexu vede
k snizeni mnozstvi vétveného aktinu v hypokotylech, a téz ze AF nukleovanad pomoci ARP2/3
vykazuji specifickou dynamiku odliSnou od aktinu polymerovaného forminem (Xu et al.,
2023). Vliv aktinu na dynamiku EXO84b-GFP sledovali t¢Z Fendrych et al. (2013), ktefi
pozorovali pomalejsi obnoveni fluorescence po fotovybéleni (FRAP) u bunék osetfenych LatB.
Tento vysledek se na prvni pohled mize zdat protichidny vi¢i mému méfeni. Pokud vSak
uvazime, ze mutace ARP2/3 ovliviiyje strukturu a dynamiku aktinového cytoskeletu spiSe
mirné (Cifrova et al., 2020), je mozno se téz domnivat, ze ztrata komplexu ARP2/3 mize
ovlivnit pouze uréitou c¢ast polymerovaného aktinu, kterd ma specifickou roli v oblasti PM.
Oproti tomu naruseni aktinu pomoci LatB vede ke kompletni depolymerizaci aktinovych vldken
(Staiger et al., 2009).

Mnou pozorovana dynamika EXO84b-GFP v hypokotylech vSech genetickych variant byla
vyznamné rychlej$i oproti pozorovani v koteni, kde median pro EXO84b-GFP ¢inil 11 s
(Fendrych et al., 2013). Pro srovnani, mnou pozorovany median EXO84b-GFP v hypokotylu
¢inil 5 s pro WT a 4,5 s pro mutanty ARP2/3 komplexu. Divodem této odliSnosti mize byt
pouziti odlisného modelu (hypokotyl vs. kofen) a také odliSnd metodika méfeni. Fendrych et
al. (2013) meéfili LT te€ek manualné pomoci kymogrami. V mém piipadé byla pouZita
automatickd detekce EXO84b-GFP tecek, kterd umoznuje zachytit i velmi kratké jevy, které by
pfi ruénim méfeni mohly ztstat prehlédnuty. Velmi rychlé LT byly téz pozorovany i pro dalsi
markery hodnocené automatickou analyzou (Narasimhan et al., 2020; Voloshina, 2023). Neni
vSak vylouceno, ze se automaticka analyza dopousti chyb a detekuje 1 udalosti, které by ¢lovek
z analyzy jednoznac¢né vyloucil. V soucasné dob¢ se jedna o velmi aktualni otazku, zda je pro
podobny typ experimentil vhodngjsi automaticka ¢i manudlni analyza. Tuto polemiku by bylo
vhodné vyfesit komparativnimi experimenty, coZ je ovSem nad ramec této diplomové prace.

Otazkou téz zlstava biologicky vyznam téchto velmi kratkych udalosti. Zda se, Ze existence
podjednotek komplexu exocyst nemusi vzdy predstavovat fuzni udalost, nybrz ¢ast komplexti
¢eké predpripravena na PM (Fendrych et al., 2013). Pozorovat probihajici exocytické udalosti
lze bud’ kolokalizaci dvou fluorescencnich markeri nebo pomoci transmisni elektronové
mikroskopie (TEM). Studium za pouziti TEM je narocné, nebot’ exocytdza je velmi dynamicka
a zfidka dochazi k zachyceni udalosti (Toyooka et al., 2009). Pii pouziti dvojité znacenych linii
zase miize byt problémem spravna volba markeru vacku, stejn¢ jako mozné protékani signalu
z jednoho kanalu do druhého (Jelinkova, 2021). Zjistit konkrétni funkci a vyznam téchto
kratkych LT tudiz piedstavuje vyzvu pro experimentalni biologii.
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5.2 Kultivace a mikroskopie pylovych la¢ek

Pro rast pylové lacky je dulezitd komunikace se samicimi pletivy (Mizuta & Higashiyama,
2018). Presto je mozné lacky péestovat také in vitro. Ve své praci pouzivam upraveny protokol
podle Boavida & McCormick (2007). Kultivace pylovych lacek je obtizna, nebot” jsou velmi
citlivé k teploté, vlhkosti, pH a osmotickému prostfedi (Boavida & McCormick, 2007; Burke
et al., 2004; L.-M. Fan et al., 2003). Nase laboratof zacala pouzivat pylové 1acky jako pokusny
materidl teprve nedavno, a proto stale optimalizujeme kultivacni postupy. Prvni piil rok mych
pokusii na lackach provazely nezdary. Mnou péstované lacky mély nizkou kliCivost, rostly
pomalu a pfi pozorovani pod mikroskopem praskaly.

Obzvlasté obtizné bylo pozorovat lacky ARP2/3 mutant. V literatuie sice zatim nebyl popsan
lackovy fenotyp mutant ARP2/3 (Yanagisawa et al., 2013), v nasi laboratofi ptesto byly u téchto
mutant pozorovany odchylky od normalniho vyvoje pylovych lacek. Mezi tyto odchylky patii
krat$i, SirSi, pomaleji rostouci laCky s odchylkami v zonaci bunécné stény (nepublikované
vysledky). Pomalejsi rast lacek mutant ARP2/3 jsem pozorovala i ve svych experimentech.
Navic se v pylu ARP2/3 mutant vyskytovalo vétSi mnozstvi abortovanych pylovych zrn nez u
WT (nepublikované vysledky).

Jednou z pfi¢in nezdara pti kultivaci pylovych la¢ek mohlo byt rocni obdobi. S pokusy jsem
zaCala na podzim 2022 a vétSina pokust na lackach probihala pres zimu 2022 a 2023. Kveteni
Arabidopsis zavisi predevsim na teploté a délce dne (Chew et al., 2012). Pokusné rostliny byly
po celou dobu péstovany v kultivaéni mistnosti se svételnym rezimem napodobujicim dlouhy
den (16 hodin svétla/8hodin tmy) s konstantni teplotou 23°C. Chew et al. (2012) ukazuji, Ze
obzvlast na podzim a v zimé je pro kveteni dllezity nocni pokles teplot, k ¢emu v kultivaéni
mistnosti nedochazi. Navic v prib¢hu kultivace nékolikrat doSlo k porucham klimatizace a
prehrati mistnosti, v disledku cehoz byl pyl nekvalitni. Zaroven byly 1a€ky na cesté z kultivaéni
mistnosti k mikroskopu vystaveny venkovni teploté. Jednalo se o kratkodobé vystaveni (v fadu
minut), které ovSem piesto mohlo mit vliv na chovani la¢ek. Dal§im vlivem mohlo byt pH.
Zpocatku jsem pouzivala kultivacni protokol bez uprav. Jan Martinek pozdéji zjistil, Ze 1ze
dosahnout lepsi kli¢ivosti, pti Upravé pH na hodnotu 6. Po tpravé protokolu jsme dosahli
vyrazng lepsi klic¢ivosti.

Zéaverecnym problémem bylo najit vhodné nastaveni pro pozorovani in vitro kultivovanych
lacek, aby by bylo co nejblize jejich ptirozenému prostiedi. Pii pozorovani lacek kultivovanych
na povrchu tuhého média zakapnutych pted pozorovanim kapkou tekutého média a ptikrytych
krycim sklickem, dochazelo k €astému praskédni pylovych lacek. V kombinaci s nizkou
klicivosti pylu to znamenalo nedostatek materidlu pro pozorovani. Proto jsem spolu se
Skolitelkou vyvinula systém, ve kterém pylova zrna rovnou kli¢i v kontaktu s krycim sklem
pfekrytd tuhym médiem a béhem kliceni si musi proraZet cestu timto médiem. TudiZ je
simulovan pfirozeny proces, pii kterém si lacky razi cestu pletivy ¢nélky (Burri et al., 2018).
Tento systém se osvédCil a vSechny snimky lacek prezentované v této praci byly
mikroskopovany timto zptusobem. K podobnému zjisténi, ze 1aCky 4. thaliana 1épe rostou
v tuz§im médiu dosly také Kapoor & Geitmann (2023).
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5.2.1 Lokalizace ARPCS a ARPC3 v pylovych liackach

Fluorescencné znacené podjednotky ARPC3-GFP a ARPC5-GFP maji v pylovych lac¢kach Cisté
cytoplazmatickou lokalizaci. Nejvice signadlu ARPC3-GFP a ARPCS5-GFP jsem pozorovala ve
Spicce lacky. K hromadéni signdlu ve Spicce lacky vsak dochazi i za pouziti volného GFP
(nepublikované vysledky), tudiz tato lokalizace nejspi§ pouze odrazi proudéni cytoplazmy
v lacce. Jedna se navic o nadmérnou expresi fizenou ubiquitinovym promotorem (Holtorf et al.,
1995), ktera muze do pozorovani zanést artefakty. Mé pozorovani lokalizace ARP2/3
podjednotek vSak odpovida lokalizaci komplexu v jinych bunkach (Havelkova et al., 2015;
Martinek et al., 2023). Lokalizace podjednotek ARP2/3 v pylovych la¢kach A. thaliana zatim
nebyla publikovana. M¢é vysledky vsak lze srovnat s homology ARP2/3 z rajcete (Solanum
lycopersicum) transientn¢ exprimovanymi v 1a¢kach tabaku (Nicotiana tabacum), které téz maji
prevazné cytoplazmatickou lokalizaci (H. K. Liu et al., 2020).

V mych experimentech, stejné jako u Liu et al. (2020), fluorescen¢né znacené ARP2/3
podjednotky znacily malé pohyblivé cytoplazmatické struktury. Tyto struktury by mohly
predstavovat ARP2/3 komplex asociovany s peroxisomy (Martinek et al., 2023). Pro potvrzeni
této hypotézy by vSak bylo nutné pouzit peroxisomalni marker. Zajimavy je t€z zvySeny vyskyt
signalu ARPC3-GFP a ARPC5-GFP v misté odpovidajicimu actin fringe (Obrazek 6). Bylo by
zajimavé sledovat lokalizaci téchto markert v pfitomnosti markeru aktinu a zjistit tak, zdali
spolu tyto struktury kolokalizuji. Podobnou lokalizaci v oblasti actin fringe maji i dal$i proteiny
asociované s aktinem, napiiklad FIMBRINS, ktery svazkuje AF (Wu et al., 2010).

5.2.2 Lokalizace EXO84b-GFP v pylovych lackach

V rostlindch je nejvétsi koncentrace exocystu pozorovana ve Spickach pylovych lacek,
kotenovych vlaskti a v bunééné piepazce béhem déleni, coz znaéi, ze hraje roli v polarni sekreci
(Fendrych et al., 2010; Genre et al., 2012; Hala et al., 2008). PfestoZe o markeru EXO84b-GFP
vyslo nékolik publikaci, jeho lokalizace v pylové lacce zatim nebyla publikovana. V literatute
vSak existuje popis lokalizace jinych podjednotek komplexu exocyst, napiiklad EXO70A2,
nebo SEC3 (Bloch et al., 2016; Markovic¢ et al., 2020). Mnou pozorovana lokalizace EXO84b-
GFP v pylovych lackach se podobala vySe zminénym podjednotkam (Obrazek 7). Podobné jako
EXO70A2, i EXO84b-GFP vydavalo nejsilngjsi signal na PM ve Spicce. V kontrastu s tim
podjednotka EXO70C2 vykazuje cytoplazmatickou lokalizaci a bylo navrzeno Ze muze
fungovat jako regulator exocytézy mimo komplex exocyst (Synek et al., 2017). Membranova
lokalizace EXO84b-GFP podporuje hypotézu, ze EXO84b-GFP v pylové lacce interaguje
s ostatnimi podjednotkami komplexu exocyst a ucastni se polarizované sekrece jako soucast
komplexu.

Na rozdil od pozorovani v kotfeni a hypokotylu jsem nebyla schopnéd detekovat na PM lacek
teCky EXO84b-GFP. Ditvodem je pravdépodobné rozdil v pouzité¢ mikroskopické technice. Pro
snimani pylovych lacek jsem pouzila klasickou konfokalni mikroskopii, zatimco buiky
hypokotylu jsem snimala na SDCM. Klasicky laserovy konfokalni mikroskop neni vhodny pro
snimani dynamickych udalosti, nebot’ je limitovan rychlosti snimani. Zaroven pylové lacky
nejsou vhodny model pro vyzkum membranovych struktur, nebot’ maji valcovity tvar, a tudiz
neni snadné pozorovat vétsi isek membrany v jedné optické roving€. V nasi laboratofi se zatim
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nepodatilo lacky pozorovat pomoci VAEM, kvilli Spatnému kontaktu s krycim sklickem
(nepublikované vysledky), pfestoze je u nas tato metoda na jinych bunécnych typech zavedena
(Martinek et al., 2023). V jinych vyzkumnych skupindch je vSak VAEM pro pozorovani
pylovych lacek pouzivan (Chebli et al., 2012; Kaneda et al., 2019). Chebli et al. (2012)
naptiklad pouzili VAEM v lackach A. thaliana pro pozorovani fluorescenéné znaceného
markeru CESA6-YFP. Kaneda et al. zase pouzili VAEM pro sledovani CME (2019).

V mych pozorovanich jsem nebyla schopna detekovat statisticky signifikantni rozdil
v lokalizaci EXO84b-GFP v pylovych lackach WT a ARP2/3 mutant. Pro vrcholovy rist lacek
je regulace polarizované exocytozy nezbytna, coz dokazuje i fenotyp EXO84b mutanti (samci
sterilita; Fendrych et al., 2010). Proto se da piedpokladat, ze pti vyrazném naruSeni lokalizace
EXO084 by lacky ARP2/3 mutant vykazovaly silnéjsi fenotyp. V této praci jsem nehodnotila
dynamiku EXO84b na membran¢ v pylovych la¢kach. Otazkou proto zlstava, jakou by méla
mutace ARP2/3 komplexu vliv na dynamiku tohoto markeru. V této praci jsem ukdzala, ze
EXO84b-GFP ma vétsi dynamiku v PM pokozkovych bunék hypokotylit ARP2/3 mutant,
pfesto Ze lokalizace markeru na membrané je podobnd (Obrazek 3). Sledovat dynamiku
EXO84b-GFP vSak nebylo mozné ztechnickych divodu, jelikoZ konfokalni mikroskop
neposkytuje dostate¢né rozliSeni a pozorovani pomoci TIRF/VAEM se nezdafilo.
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6.

1)

2)

3)

Zavéry

Pomoci spinning disk konfokalni mikroskopie byla sledovana lokalizace a dynamika
EXO84b-GFP v ARP2/3 mutantech a divokém typu (WT). EXO84b-GFP tvoii na
plazmatick¢ membrané pokozkovych bunék hypokotylu tecky (z nichz alesponi ¢ast
nejspis reprezentuje exocytické udélosti). V. ARP2/3 mutantaich ma oproti WT vétsi
proporce téchto udalosti kratsi lifetime (LT) v intervalu 0-5 s, a naopak mensi proporce
se jich vyskytuje v intervalu 8-11 s. Zaroven se mirn¢ lisi lokalizace tohoto markeru na
plazmatické membrané (PM), nebot’ ve WT tvofi transverzalni pruhy, zatimco v ARP2/3
mutantach je signal vice rozptyleny.

Pomoci konfokéalni mikroskopie byla dale sledovana lokalizace EXO84b-GFP
v pylovych lackach ARP2/3 mutant a WT. VSechny genetické varianty vykazovaly
nejsilngjsi signal EXO84b-GFP na Spicce pylové lacky v blizkosti PM. Slabsi signal byl
téz pozorovatelny v cytoplazmé. Mutace podjednotek ARP2/3 komplexu nevedla k
statisticky vyznamné zmeén¢ lokalizace EXO84b-GFP v pylové lacce.

Pomoci konfokalni mikroskopie byla pozorovana lokalizace ARPC3-GFP a ARPCS5-
GFP v pylovych la¢kach. Ob¢ podjednotky vydavaly difuzni cytoplazmaticky signal
s maximem tvoficim prstenec v subapikalni zon¢ a téz jasnéji znacily malé pohyblivé
struktury v cytoplazmé.
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