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Abstrakt

Vymeéna plynli mezi rostlinou a okolim je zprostfedkovana priduchovymi bunkami,
které zménou svého objemu reguluji velikost priduchové Stérbiny, kde k této vyméné
dochazi. Jedine¢né vlastnosti stomat jsou dany specificky utvatenou bunécnou sténou, ktera
dovoluje asymetrické roztazeni bunky. V priabéhu otevirani stomat dochdzi k velkému
narGstu turgorového tlaku, doprovazeného piijmem znacného mnozstvi vody. Z tohoto
divodu je nutné rychle ménit vnitini povrch priduchové buiky. Tento proces je zajiStén
dynamickym pohybem membran uvnitt buiiky. Béhem téchto procesti jsou z plasmatické
membrany od$tépovany vacky, které jsou pii zavirdni stomat integrovany zpét. Jeden
komplex exocyst. Diky multiplikaci podjednotek exocystu je u rostlin funkce komplexu
exocyst znaén¢ diverzifikovana a ucastni se mnoha bunéénych procest. V této praci je
studovan vliv mutaci genech exo70B1, exo70B2 a jejich kombinace exo70B1/ex070B2 na
dynamiku stomat. Obé& tyto mutace maji vliv na otevirani priducht béhem zvySené intenzity
osvétleni. Mutace exo70B1 je v tomto pfipadé ovlivnéna ve vétsi mife. Tyto defekty jsou
vSak patné zpiisobeny jinymi procesy, jelikoz mutant exo70B2 vykazuje mensi velikost
celych stomat 1 apertury v otevieném stavu, ale tento projev vSak neni pfitomny u mutace
exo70B1. Dvojitd mutace exo70B1/exo70B2 Castecné potlacuje tvorbu hypersenzitivnich
1ézi zplisobenou mutaci exo70B1 a pravdépodobné i ¢astecné napravuje fenotyp exo70BI v

otevirani stomat na svétle.

Klic¢ova slova: Stomata, komplex exocyst, dynamika praduchi, konduktance stomat,

Arabidopsis thaliana



Abstract

The exchange of gases between the plant and the environment is mediated by guard
cells, which, by changing their volume, regulate the size of the stomatal pore where the
exchange takes place. Unique properties of stomata are given by a specifically designed cell
wall, allowing asymmetric cell expansion. During the opening of stomata, there is a large
increase in turgor pressure, accompanied by the uptake of considerable amount of water. For
this reason, it is necessary to quickly change the inner surface of the guard cell. This process
is ensured by the dynamic movement of the membranes inside the cell. During these
processes, the vesicles are removed from the plasma membrane and reintegrated back during
stomatal closure. One of the important regulators of the polarized transport of vesicles within
the cell is a multiprotein complex exocyst. Due to the multiplication of exocyst subunits, the
exocyst complex functions in plants are extensively diversified and involved in many
cellular processes. In this thesis the effect of mutation in subunits exo70B1, exo70B2 and its
combination exo70B1/exo70B2, on stomatal dynamics is studied. Both of these mutations
affect the opening of the stomata during increased light intensity. The mutation of exo70B1
is in this case affected in greater manner. These defects, however, may be caused by other
processes, since the exo70B2 mutant exhibits a smaller size of the entire stomata and aperture
in the open state, unlike exo70B1 mutant. The double mutation exo70B1/exo70B2 partially
suppresses the occurrence of hypersensitivity lesions caused by the exo70B1 mutation and
is likely to partially rescues the phenotype of the exo70B1 in the light induced stomatal

opening.

Key words: Stomata, complex exocyst, stomatal dynamics, stomatal conduktance,

Arabidopsis thaliana
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2 Uvod a cile prace

Rostliny si pii pfechodu na sous musely vyvinout mechanismus, ktery by jim zarucil
dostate¢né¢ zasobeni oxidem uhli¢itym a zarovenl zabranil zbyteCnym ztratam vody
transpiraci. Vysledkem evoluce jsou pruduchy neboli stomata vysSich rostlin, jez jsou
schopny aktivné regulovat velikost pruduchové §térbiny a tim rychle pfizptisobovat intenzitu
vymény plynt lokalnim podminkam. Ackoliv bunky stomat postradaji plasmodesmalni
spoje, jsou schopny reagovat na obrovské mnozstvi podnéti jak z okoli, tak od ostatnich
bun¢k. Otevirani praducht je velice komplexni proces zahrnujici masivni zménu objemu a
povrchu buiiky. Pohyby stomat jsou totiz zaloZeny na zménach vnitiniho tlaku (turgoru),
ktery je pohdnén rozdilem vodniho potencidlu uvniti buniky a naslednou akumulaci vody. To
samoziejmé vyzaduje narlst vnitiniho povrchu buiiky, a tedy rychlou integraci membran do
plasmatické membrany, béhem zavirdni naopak dochézi k odstépovani vezikuld a tvorbé
invaginaci vnitinich membran. JelikoZ vétSinu z pfijatétho mnozstvi vody pojme vakuola, i
zde je potfeba regulovat jeji objem. Zmény vodniho potencidlu jsou uskute¢novany
prostiednictvim kanali a pump, které zajistuji pfijem ¢i vydej iont z bunky i vakuoly. To
umoznuje velice sloZitou regulaci pohybl stomat a konkrétni odpovéd’ na ptislusny signal.
Kanaly se nachazeji na membranach uvnitf buiikky a béhem zmén objemu dochézi k jejich
opakované re-integraci prostiednictvim vackového transportu. Komplex exocyst hraje
stézejni roli v polarizované sekreci vezikulli a proto se pravdépodobné ucastni téchto
procesti. Sklada se z osmi podjednotek, ze kterych nejrozsitenéjsi rodina EXO70 slouzi
k pfesnému zacileni vacki na ptislusné misto. Tato rodina osahuje 23 paralognich geni,
jejichz tloha v bunice se odliSuje a tvoii tak komplikovanou sekre¢ni sit’ zasahujici do

obrovskeé Skaly procest v zivoté rostlinné bunky, vetné stomat.
Cile prace

e Ov¢fit otevienost stomat v ambientnich a stresovych podminkach u jedincii
nesoucich mutaci v podjednotkdch EXO70B1, EXO70B2 a u dvojitého
mutanta exoB1/exoB2

e Zjistit, zda maji mutace vliv na tvar a pocet stomat.

e Lokalizovat podjednotky ve stomatech pomoci fluorescencnich proteinti.



3 Soucasny stav poznani

4 Stomata

Priduchové Stérbiny jsou tvofeny parem vysoce specializovanych buné¢k, obecné
znamych jako svéraci bunky. Komplexy téchto svéracich bun¢k a vnitini $térbiny se nazyvaji
priduchy ¢i stomata a vyskytuji se s riznou hustotou v epidermis jak listu, stonku, tak
dokonce 1 v kvétnich ¢astech rostliny. Jejich funkci je regulace vymény plyna, piijem a vyde;j

CO; a H>0, mezi buitkami mezofylu a okolim.

V této praci je pro vyzkum vyuzivana modelova rostlina Arabidopsis thaliana, kde se
vymeéna plynli odehravaji pfevazné na abaxidlni strané listu, nicméné napfti¢ rostlinnou fisi
existuje mnoho specializaci na rizné klimatické podminky a priduchy mohou byt rozli¢né
modifikovany: vnofeny hluboko pod povrch epidermis ¢i opatfeny slozitou pied-
priduchovou $térbinou. Tyto modifikace maji zna¢ny vliv jak na dynamiku, tak i na
mechaniku stomat (P. J. Franks and Farquhar 2006). U Arabidopsis se zaddna z téchto
modifikaci ve zvySené mife nevyskytuje a je proto pomérné vhodnou modelovou rostlinou

ke studiu dynamiky praducht.

4.1 Vyvoj stomat

Priduchy se zakladaji z pokozkovych bun€k v mozaikovitém uspofadéni, pfiCemz
mezi kazdymi dvéma praduchy se nachézi minimaln¢ jedna odd€lujici buiika. Dva spolu
pfimo sousedici priuduchy jsou vysledkem chybné cytokineze v pribéhu jejich vyvoje.
Matetskou bunikou davajici vznik builkdm priduchti je meristemoid, ktery vznika
asymetrickym déleni plivodni bunky. Nasledujicich vyvojovych cest je n€kolik, vSechny
vSak zahrnuji kombinace symetrickych a asymetrickych déleni (Paliwal 1967) (Obrazek 1).
Hustota priiducht se 1i8i druh od druhu, nicméné jak bylo zjisténo (Lake et al. 2001; Xu and
Zhou 2008), rostlina je schopna hustotu praduchii regulovat v zavislosti na rozlicnych
faktorech okolniho prostfedi a odviji se tedy i od podminek kultivace. Na vyvoji pruduchii
se podili rovnéz bezpocet gent, jako hlavni ptedstavitele 1ze uvést gen YODA, jehoz mutace
ma za nasledek pretvoteni vétSiny pokozkovych bunék ve stomata, ¢i gen SDDI, jenz ma
pfimi vliv na vzor zakladani priiducht (Bergmann et al., 2004). Regulace hustoty se rovnéz

ucastni fada fytohormont predevsim kyselina abscisova (ABA) (Pantin et al. 2013; Chater
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et al. 2014; Caine et al. 2016) dale pak auxin (Le et al. 2014), giberiliny (Saibo et al. 2003)
1 brassinosteroidy (Kim et al. 2012)

Protodermalni  Matefska bunka
bufka meristemoidu

Meristemoid
Svéraci bunky

: Symetrické déleni ]: @

/ﬂ«symetrické déleni

ﬁ \ symetrické déleni

-

Symetrické déleni

Obrdzek 1 Model vyvoje pruduchi u Arabidopsis thaliana. (pfevzato a upraveno z Bergmann and

Sack 2007)

4.2 Turgor

Jako turgor se oznacuje tlak plasmatické membrany na bunécnou sténu buiiky. Tento
tlak je generovan pifijmem a zadrzovanim vody uvniti bun¢k. Pohyb vody se odviji od
rozdilu vodniho potencialu mezi buitkami a okolnim prostiedim. Slozek, jez se podileji na
vysledné hodnoté vodniho potencidlu je n€kolik (Glinka 1971; Taiz and Zeiger 2010). Pro

ptredstavu je vS§ak mozZné je zjednodusit na tii hlavnich predstavitele:

e Osmoticky potencidl, jez je ddn mnozstvim (koncentraci) rozpusténych latek
v roztoku.

e Tlakovy potencidl je u rostlin zplisoben odporem, jenz klade nedokonale
elasticka plasmatickd membrana, a hlavné rigidni bunécnéd sténa, béhem
zvySovani objemu.

e Gravitacni potencial, ktery je dan vzdalenosti od zemského povrchu, hustotou
a gravita¢nim zrychlenim. Na zméné€ vodniho potencialu se ze vSech tii slozek

podili nejméné.

11



Tyto tfi slozky tedy dohromady tvoii konecnou podobu vodniho potencialu, ktery
v buiikach obvykle nabyvé zapornych hodnot (Cistd voda = 0), pficemz voda ma tendenci
téci z mist s vyssi hodnotou vodniho potencidlu do mist s hodnotou nizsi. Intenzita s jakou
turgorovy tlak piisobi na stény priduchovych buné€k je zna¢na a pohybuje se v rozmezi cca

1-5 MPa (P. J. Franks, Cowan, and Farquhar 1998; Peter J Franks et al. 2001).

Pro rostliny je turgor klicovym faktorem zajiStujicim otevirani a zavirani stomat,
rovnéz hraje nepostradatelnou roli v objemovém ristu bun¢k a je nedilnou soucasti

nékterych pohybt a celkové opory rostlinného téla (Taiz and Zeiger 2010).

5 Regulace a dynamika stomat

Jak uz bylo feceno, na rozdil od vétSiny ostatnich pokozkovych bunék, jsou priaduchy
schopné aktivné ménit svij tvar v zavislosti na okoli a vnitini signalizaci. Tyto pohyby jsou
dany zménou turgoru uvnitt svéracich bunék, které se pfi zvyseni turgoru rozpinaji a tim
indukuji otevieni priduchu, naopak pokles turgoru ma za nasledek uzavieni priduchové
Stérbiny. Tento efekt je mimo jiné 1 umoznén izolaci stomat od svého okoli. Dospélé
priduchy totiz nemaji zaddné plasmodesmy (Wille and Lucas 1984). Hnacimi silami
generujici zmény turgoru jsou piijem a vydej kationtli a anionttl, a to jak mezi plasmatickou

membranou a apoplastem, tak mezi cytosolem a vakuolou.

Hlavnimi osmoticky aktivnimi ionty, jenz vytvafeji zmény vodniho potencialu, je u
rostlin pfedev§im draselny kationt K* (Fischer 1968), chloridovy aniont C1"(Vahisalu et al.
2008) a syntéza organickych kyselin pfedevs§im malatu (Kovermann et al. 2007) . Jelikoz je
plasmatickd membrana sama o sob& nepropustna pro molekuly s ndbojem, vyuZziva rostlinna
bunka specializovanych kandlti a pienaSect, jenz umoziuji rychly transport skrze jak
plasmatickou membranu, tak pfes membranu vakuoly (tonoplast). Svéraci buiiky disponuji
Shaker tj. KAT1, KAT2, AKT1 a AKT2/3 zajistujici pfijem draselnych kationtd do bunky
(Nakamura et al. 1995; Szyroki et al. 2001; Pilot et al. 2001, 2003; Lebaudy et al. 2008).
V opacném sméru jsou to pak pro draselné ionty kanaly GORK (Hosy et al. 2003) spolu
s proteiny KUP6 a KUP8 (Osakabe et al. 2013). VSechny tyto kanaly nalezi do skupiny
napétim ovladanych pienasecii a nachézi se na plasmatické membran€. Transport aniontii
probiha mimo jiné skrze proteiny z rodiny SLAC1 pro Cl"a SLAH3 pro NO*", jeZ reaguji na
svou aktivaci bud’ velmi rychle, R-typ, ¢i pomalu, S-typ (Vahisalu et al. 2008; Geiger et al.

2011). Veétsina ptijatych iontt je nasledné ukladédna do vakuoly, jejiz membréna rovnéz
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disponuje mnoZzstvim prenasecl. Na rozdil od plasmatické membrany, je vSak transport iontt
do vakuoly zprostfedkovan proteiny z rodiny NHX a pfimo spojen s vyménou vodikovych
protond H' za kationt K* ¢i Na"(Barragan et al. 2012). Dale jsou to pak specializované dvou-
porové kanaly TPK, které jsou témér rezistentni ke zménam membranového potencialu a
jejich aktivita je spousténa Ca®" ionty, navdzanim proteinu 14-3-3 a zménou mechanického
pnuti tonoplastu (Peiter et al. 2005;Gobert et al. 2007; Latz et al. 2007; Maathuis 2011;).
Transport vody do cytosolu, vakuoly a pfipadné¢ dalSich organel je zajistén ptisluSnymi

akvaporiny (Rongfeng et al. 2002;Fraysse et al. 2005; Grondin et al. 2015;).

5.1 Otevirani a zavirani stomat

Otevirani ¢i zavirdni stomat je spousténo zmeénou napéti na plasmatické membrané. U
rostlin tyto zmény bézné zajistuji H+ ATPazové pumpy AHA1 (Ueno et al. 2005; Yamauchi
et al. 2016; Inoue and Kinoshita 2017) , jenz za spotieby ATP transportuji protony vodiku
z bunky. Béhem otevirani stomat se zvySuje zaporny naboj cytosolu aktivitou AHA1 pump
az na -180 mV (Jezek and Blatt 2017 review), soucasné dochazi k inhibici aniontovych
pfenaSec¢li SLAC1 (Vahisalu et al. 2008) a SLAH3 (Geiger et al. 2011). Tim dojde
k takzvané hyperpolarizaci membrany, coZ ma za nasledek otevieni vyse zminénych kanali
KATI, KAT2, AKT1 a vtok K iontt z apoplastu do cytosolu (Nakamura et al. 1995).
K efektivni zméné napéti rovnéZ ptispiva dvojice specializovanych protonovych pump H+
ATPaza typu V a H+ pyrofosfataza, jenZ na misto ATP spottebovava pyrofosfat. Obé tyto
pumpy jsou situované na tonoplastu a vytvareji proton-motivni gradient pro translokaci iont
do a z vakuoly. Vysledkem téchto d&jii je poté masivni snizeni vodniho potencialu v buiikach

priducht, akumulace vody ve vakuole a otevieni priduchu (Jezek and Blatt 2017).

Zavteni pruduchové §térbiny je naopak provazeno depolarizaci membrany a inhibici
draselnych kanald KAT1 a ATPazovych pump. Aktivace aniontovych kanali nasledné
zpusobuje rychlou depolarizaci a poklesem napéti se dochazi k otevieni kanali GORK
(Hosy et al. 2003), které umozni vytok draselnych kationtli z buniky ven, sniZzeni vodniho
potencialu apoplastu, nasledny pokles turgoru v praduchovych buiikkach a uzavieni
praduchové stérbiny(Obrazek 2) ( shrnuto v Kollist, Nuhkat, and Roelfsema 2014; Jezek and
Blatt 2017).
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Otevirdni stomat Zdavirani stomat
Plasmatickd membrana Tonoplast Plasmaticka membrana Tonoplast

Cytosol

Vakuola Apoplast
H*

Vakuola

pH~ 5. 75
Em (mV)~ —120 30 En (mV)~ —60 -30

Obrdzek 2 Schéma transportu iontu skrze plasmatickou membrdnu a tonoplast. Béhem otevirani
dochdzi vlivem cinnosti ATPdzovych pump na membrdné (1), tonoplastu (2) a pyrofosfdatové pumpy
(3) k hyperpolarizaci plasmatické membrdny a aktivaci iontovych kandl(i pro draslik (4), NO3-(6), CI-
(7). Vétsina téchto iont( je ndsledné premisténa do vakuoly prostrednictvim prenaseci NHX (5) a
kandld (8) a (9). Zavreni priduchd je indukovdno depolarizaci membrdny skrze inhibici ATPdzovych
pump a aktivaci aniontovych kandli (10 a 11). To ndsledné zpisobuje aktivaci kandli pro vytok
kraselnych iont( z buriky (13), potaZmo vakuoly (14) a pravdépodobné i vytoku maldtu (12).

(prevzato a upraveno z Kollist, Nuhkat, and Roelfsema 2014)

5.2 Regulace stomat

Aby mohla rostlina maximalné vyuZit potencidl svého metabolismu, musi velice
presné regulovat otevirani a zavirani priaduchi. Do jisté miry je praduch sdim o sobé schopen
ptizpusobit velikost $té€rbiny v zévislosti na aktualnich, okolnich podminkach, proto je Casto
mozné pozorovat rizn€ oteviené priduchy i na jednom listu. V pfipad¢, Ze se rostlina
dostane do stresové situace, ¢i prechdzi z denni faze do nocni, je schopna ovladat aktivitu

pruduchi hromadné (Jezek et al., 2017 review).

5.2.1 Svétlo a CO,

W v

NejdulezitéjsSimi faktory pro rostlinu, co se ty€e otevirani priducht, jsou svétlo a
dostupnost CO» pro fotosynteticky aparat. V piipad¢ svétla se otvirdni stomat odviji od
intenzity modrého a Cerveného svétla dopadajicim na rostlinu. Rostlinné buiiky disponuji

specializovanymi receptor-kinazovymi proteiny PHOT1 a PHOT?2, které pii aktivaci
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modrym svétlem spoustéji skrze protein-kindzou BLUSI otevirani stomat, konkrétné
dochdzi k aktivaci protonovych pump AHA1 (Kinoshita et al. 2001; Yamauchi et al. 2016).
Pomérné dlouho byl tcinek cerveného svétla spojovan pouze s aktivaci fotosyntetického
aparatu (W. Wu and Assmann 1993). V neddvné dobé bylo vSak prokdzano zapojeni
fytochromit A i B (PHYA, PHYB) do regulace stomat. Jejich funkce se zda byt castecné
redundantni a vypnuti obou téchto genii ma za nasledek pouze mensi velikost apertury
stomat, klicCovym se ovsem jevi PHYB. Pfesna draha neni doposud zcela objasnéna, nicméné
u rostlin je percepce Cerveného svétla, respektive kombinace modrého a Cerveného svétla,
nutnd pro rychlé a Gplné otevieni stomat a rovnéz ma znacny vliv na regulaci protonovych

pump (F.-F. Wang et al. 2010; Suetsugu et al. 2014; Assmann et al. 2014).

Dostupnost oxidu uhli¢itého je patrné¢ monitorovana fostosyntetickym aparitem
v buitkdch mezofylu, zatim vSak nebyl objeven mechanismus, jakym piesné probiha jeho
recepce. Je vsak jisté spjat s pfitomnosti svétla a mnozstvim produktti vzniklych béhem
fotosyntézy. Nicméné pii jeho zvySené koncentraci ¢i nedostatku obecné dochazi ke zméné
dynamiky stomat. V pfipad¢, Ze mnozstvi CO; respektive HCO3™ je v buiikach mezofylu
nizké, dochazi k hromadnému otevieni stomat. Naopak vysoké mnozstvi CO> indukuje
jejich pfivieni, jelikoz je fotosynteticky apardt dostateCné zasoben a neni proto potieba
ztracet vodu transpiraci (Mott, Sibbernsen, and Shope 2008). Pravdépodobnym kandidatem
na regulaci dynamiky stomat v zavislosti na mnozstvi CO; je f—carbonic anhydraza BCA1 a
BCAA4, jejiz dvojity mutant vykazuje poruchu v odpovédi na zvysené mnozstvi CO» v okoli

(Hu et al. 2009).

5.2.2 Kyselina abscisova

Kyselina abscisova (ABA) je rostlinny fytohormon, jenz se ucastni mnoha bunéénych
pochodii béhem zivota rostliny. Obecné ma ABA zna¢né negativné regulacni efekt, udrzuje
v dormanci semena a negativné ovliviiuje navozeni kliceni, podili se na regulaci buné¢ného
cyklu, je odpovédné za tvorbu zdsobnich proteinll a rovnéz se ucastni mnoha stresovych
reakci. Jejim hlavnim polem plisobnosti je vSak obrana pfed vodnim stresem. Nedostatek
vody jak v kofeni, tak i v listech, spousti syntézu ABA, ktera je nasledné rozvadéna po téle

rostliny prostfednictvim xylému (Gowing, Jones, and Davies 1993).

Rozpoznani ABA ve stomatech vede k inhibici protonovych pump, k aktivaci
aniontovych kanali S-typu SLACI (Vahisalu et al. 2008) a nésledné rychlému uzavieni port

stomat (jak bylo popsano vyse). Ackoliv je tento ucinek jiz dlouho zndm a zkouman, teprve
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nedavno byla pouze ¢astecné objasnéna signalizacni kaskada doprovazejici recepci kyseliny
abscisové a doposud jsou stale objevovany nové a nové interaktory tohoto fytohormonu.
V roce 2010 Nishimura et al. zjistili, ze transdukei signalu k uzavieni praduchové stérbiny
v ptitomnosti ABA patrné zprostfedkovavaji solubilni proteiny z rodiny PYR/PYL/RCAR
(Ma et al. 2009; Park et al. 2009), jejichz Ctyfnasobny mutant pyrl/pyll/pyl2/pyl4 neni
schopen zavirat praduchy v pritomnosti ABA (Nishimura et al. 2010). Aktivace téchto
receptorti inhibuje protein fosfatazy ABI1, ABI2 a HAB1 (Gosti et al. 1999; Merlot et al.
2001; Saez et al. 2004), to nasledné¢ umoziuje kinaze OST1 interagovat s NADPH oxidazou
a spousti tvorbu oxidovych radikalti (ROS) a oxidu dusného NO, ktery ma velmi podobny
efekt jako ROS (Mustilli et al. 2002; Murata et al. 2001; Sierla et al. 2016). Podstatnou roli
v pienosu signalu pak hraje vyliti vapenatych iontt Ca®" z vakuoly, endoplasmatického
retikula 1 apoplastu, vedoucim k aktivovani aniontovych kanali SLAC1 (Reliable et al.
2000; Blatt et al. 2000; Vahisalu et al. 2008; Brandt et al. 2015; Minguet-Parramona et al.
2016).

Tento Ca*" signal mlize byt rostlinou interpretovan rozlicnym zpiisobem a velice
zalezi na jeho oscilacich a momentalnim stavu buiky (review Blatt 2000; Minguet-
Parramona et al. 2016). Kupfikladu pravé kanaly SLACI1 jsou mnohokrate citlivé)si
k minimalnim zm&nam koncentrace Ca** iontii v cytosolu v ptitomnosti ABA neZ v bézném
stavu (Brandt et al. 2015) obr. CoZz umoziuje rostlin€ zavtit vSechny priaduchy bez rozdilu
na aktualnim stavu jednotlivych stomat. V neposledni fad¢ je ABA zapojena 1 do regulace
samotnych akvaporini PIP2;1 rapidnim zvySenim permeability pro vodu (Grondin et al.

2015).

5.2.3 Kyselina salicylova a jasmonova

Kyselina salicylova (SA) i jasmonova (JA) jsou stresovymi hormony, jeZ se ucastni
v obran¢ proti patogenim. Jejich ucinkem dochdzi k zavirani priiduchii a tim k sniZeni
pravdépodobnosti priniku patogenniho organismu do téla rostliny. Signal pro uzavieni
stomat prostiednictvim SA je spojen s tvorbou ROS (prevazné superoxidu) SHAM-sensitive
peroxidazou, vylitim Ca** iontfi a inhibici draselnych kanalti pro vtok do buiiky (Mori et al.
2001; Khokon et al. 2011). Tim se u¢inek SA odliSuje od efektu JA a ABA. Kyselina
jasmonova indukuje tvorbu ABA, ¢imz se napojuje na ABA zavislou signalni drahu a je tedy
v CasteCném piekryvu s jejim ucinkem (Munemasa et al. 2007; Hossain et al. 2011). Mnoho

jak bakteridlnich, tak houbovych patogenti disponuje latkami schopnymi navodit otevieni
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stomat. Tyto metabolity jsou dnes pouzivany jako drogy usnadiiujici praci se stomaty, jedna

se naptiklad o fusicoccin ¢i coronatin (Eun and Lee 2000; Zheng et al. 2012).

Latek podilejicich se na regulaci stomat je nespocet, patii mezi n¢ dalsi fytohormony,
auxiny, cytokininy apod. OvSem jejich vliv je ve srovnani s vySe uvedenymi zanedbatelny a

obecné nejsou povazovany za klicové(Davies 2010) .

5.3 Dynamika membran

Béhem otevirani ¢i zavirani stomat dochézi k masivni zmén¢ povrchu a objemu celé
buiiky, plasmatické membrany a tonoplastu. Rozdil v povrchu plné€ otevienych stomat oproti
zavienym muze byt az 40 % (Peter J Franks et al. 2001; Shope, DeWald, and Mott 2003).
Elasticita plasmatické membrany i tonoplastu se pohybuje okolo 2 % (Wolfe and Steponkus
1983). To znamend, ze béhem zvySovani ¢i snizovani turgoru musi v buiikdch stomat
dochéazet k rychlé a opakované integraci membranovych vacki a k vnitinimu vrasnéni
membran (Shope, DeWald, and Mott 2003; Tobias Meckel et al. 2004). Diky modernim
metodam genového inzenyrstvi a moznostem konfokalnich mikroskopt, je mozné pomérné
dobte sledovat dynamiku bunécnych membran. Meckel et al. zjistili, ze ¢asti plasmatické
membrany, které jsou endocytovany béhem zavirani praduchi, nejsou ndhodné a 1isi se od
sebe svou velikosti a sloZzenim proteind (Hurst et al. 2004; Tobias Meckel et al. 2004).
Nékteré z malych vezikuld nesou na svém povrchu draselné kanaly KAT1 a jejich zpétna
integrace ptimo plisobi na dynamiku stomat (Hurst et al. 2004). Vétsi télesa maji pak ziejme
charakter pre-vakuolarnich endosomu , nejvétsi tubuly a vezikuly jsou vzniklé osmocytdzou,

coz je pouze fyzikalni nemetabolicky jev (Tobias Meckel et al. 2004).

Nemalych fluktuaci na objemu 1 povrchu doznava vakuola, jez v pln€ otevieném
priduchu muze zabirat aZz vice 90 % celkového objemu bunky. Zavieném stavu je vakuola
poklesem objemu rozclenéna do tubuldrnich vybeézkl, pifipadné mize dochazet i
k fragmentaci na malé samostatné vakuoly (Diekmann et al. 1993; Tanaka et al. 2007; X. Q.
Gao et al. 2009). Tyto zmény navic doprovazi tvorba intravakuolarnich télisek, obsahujicich
vysoké mnozstvi transmembranovych proteinid (X. Q. Gao et al. 2009). Rychld zména
objemu a povrchu tonoplastu je caste¢né regulovana hodnotou pH uvnitt vakuoly a
pfitomnosti fosfatidylinositol 3,5-bisfosfatu, potazmo aktivitou fosfatidylinositol 3-fosfat 5
kin4zy (PI3P5K). Mutant s touto nefunkéni kindzou, vykazuje mnohem pomalejsi zavirani

stomat neZ nemutantni jedinec (Bak et al. 2013).
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Obrdzek 3 Zndzornéni invaginaci
plasmatické membrdny v stomatech
Plasmatickd membrdna je
vizualizovéna pomoci FM1-43. Usecka
=10um prevzato a upraveno z (Tobias

Meckel et al. 2004)

(a)

Zaviena stomata Polo-oteviena stomata Oteviena stomata

3
.

Obrdzek 4 Srovndni modelu (a) a mikroskopického snimku (b) dynamiky vakuoly ve trech stddiich

(b)

otevfenosti stomat u Vicia faba. (N) jadro, (V) vakuola. Usecka = 10um. (Pfevzato a upraveno z Gao

et al., 2009)

5.3.1 Vliv cytoskeletu na dynamiku stomat

5.3.1.1 Aktin

Nezanedbatelnou roli hraje v dynamice stomat reorganizace cytoskeletu. Smér a
mnozstvi aktinovych vlaken se v pribéhu otevirani ¢i zavirani stomat znac¢né lisi. Nicmén¢
jak v zavieném, tak v otevieném priduchu je mozné sledovat jak nahodné, tak prstencovité
uspotfadani filament, coZz svéd¢i o znacné dynamice tohoto procesu. Ve vysledku vSak

dochéazi béhem otevirdni stomat k reorganizaci aktinovych vlaken z ndhodné uspofadanych
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k prstencovitym (Obrazek 5) (Jing et al. 2008; X. Q. Gao et al. 2009; K. Jiang et al. 2012).
Polymerace, depolymerace a reorganizace aktinu je tedy spojend s pfechodem mezi t€émito
dvéma stavy o cemz sveédCi nepfitomnost téchto struktur ve fazi otevirani a zavirani. Pouziti
cytoskeletalnich de/stabilizacnich drog ma tedy znacny vliv pohyby stomat (X. Q. Gao et al.
2009; Jing et al. 2008). Dynamiku aktinu zajistuje mino jiné ARP2/3 komplex, protein
odpovédny za vétveni a nukleaci aktinovych filament. Aktivita tohoto komplexu je
regulovana kyselinou abscisovou (ABA) a jak bylo zjisténo, ARP2/3 se pfimo podili na
iniciaci zavirani ¢i otevirani priducha a (K. Jiang et al. 2012). Pomoci inhibitoru
polymerizace aktinu CD a phalloidinu s opa¢nym efektem, Zhang et al. 2007 objevili spojeni
aktinu a cytoplasmatického Ca?" kandlu, ktery je aktivovan mechanickym pnutim. Tento
mechanismus pravdépodobné slouzi jako ukazatel pln¢ oteviené¢ho pridduchu, piekroci-li
turgorovy tlak urity prah, dojde k aktivaci toho kandlu a pifjmu Ca** iontl a k inhibici

draselnych kanali KAT (W. Zhang, Fan, and Wu 2007).

Velmi dllezitou soucasti rostlinné bunky, jeZz je patrné ovlivnéna aktinovym
cytoskeletem, je 1 vakuola. Jak uz bylo popsano vyse, tonoplast doznava v disledku pohybu
stomat znacnych zmén. Tvorba vezikult a tubull je velmi dalezitym faktorem ovliviiujicim
dynamiku stomat (X.-Q. Gao et al. 2005; X. Q. Gao et al. 2009), tato funkce je vSak také
naruSena mutaci v ARP2/3 komplexu. Fenotypovym projevem je pak priduch, neschopny

reagovat na signal pro otevieni ¢i zavieni (X. Q. Gao et al. 2009; K. Jiang et al. 2012).

&

— 30 mINS =190 ming —

Obrdzek 5. Zména uspordddni aktinovych filament v pribéhu na svétle oteviranych priduchda.
Ndhodné organizovand vidkna depolymeruji a uspordddvaji se do prstencovité struktury

v otevieném stavu (120 min). Usecka=10 um. (Pfevzato a upraveno z Jing et al., 2008).
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5.3.1.2 Mikrotubuly

Mikrotubularni sit” (MT) je rovn€z nezbytnou soucasti funkce stomat. Stézejni funkci
MT cytoskeletu je uklddani bunééné stény béhem vyvoje priduchu, uplatiuje se vSak i
v pozd¢jsi fazi. Obdobné jako filamenta aktinu i mikrotubuly prochazeji dynamickymi
zménami. Propojeni mikrotubulli s pohyby stomat bylo poprvé pozorovano v roce 1998, jako
odli$na organizace MT béhem stfidani noci a dne (Fukuda et al. 1998). Za dne pIn¢ oteviené
priduchy obsahuji mnozstvi vysoce organisovanych MT, =zatimco vnoci jsou
stomata uzaviend a MT depolymerizovany (Fukuda et al. 1998). Zdanlivé by bylo mozné
pfisoudit tento fenomén pouze zménam doprovazejicim pohyby praduchd, jako je tomu u
aktinu. OvSem v tomto piipadé je reorganizace MT velice rychlé (v fddech minut) a patrné
¢astecné regulovana svételnym zatenim (Lahav et al. 2004) Nicmén¢ inhibici polymerace
MT pomoci drog jako je oryzalin, dochézi k Gplnému zastaveni otevirani priducht (Marcus,
Moore, and Cyr 2001; Eisinger, Ehrhardt, and Briggs 2012). Pfesn4 tloha MT cytoskeletu
neni doposud kompletné objasnéna, pravdépodobné stoji re-modelace MT na pocatku
signaliza¢ni kaskady pro zavieni nebo otevieni stomat, ¢emuz nasvédcuje i nedavno

objevend interakce MT s ABA, kterd indukuje jejich depolymeraci (Y. Jiang et al. 2014).

5.3.2 Bunécna sténa

Pro efektivni fungovani priiducht je stéZejni spravné ukladani bunécné stény kolem
priduchové Stérbiny a neméné jeji celkové slozeni. Takto specificky ztloustlé bunééné stény
svéracich bunék, rozkladaji turgorovy tlak na stény nerovnomérné, timto je mozné docilit
konkrétnich pohybli svéracich bunc¢k (Tobias Meckel et al. 2007). Diky modernim
technologiim a vykonnym poc¢ita¢lim je dnes mozné matematicky modelovat chovani stomat
stizné rostlou bunéfnou sténou ¢i  odliSnym slozenim matrix. Pomérem
homogalaktouronanii a rhamnogalaktouronanti, respektive jejich postrannich fetézcl
(arabinany, galaktany) (Jones et al. 2003; Amsbury et al. 2016). Velikost apertury uzce
souvisi s objemem pruduchové buiiky a jiz zminovaném uloZeni bunécné stény, respektive
celulozovych mikrofibril po obvodu (Carter et al. 2017; Woolfenden et al. 2017; Marom,
Shtein, and Bar-On 2017). Priiduch, jenZ by mé&l rovnomérné (isotropn¢) rostlou bunéénou
sténu, by se vyznacoval velice odliSnou dynamikou a pfi turgorovém tlaku, béznym pro plné
oteviena stoma SMPa, by byl naopak zcela uzavien (Obrazek 6) (Woolfenden et al. 2017). I
malé zmeény ve formaci BS praduchii, vedou k pozménéni funkce stomat. Projevem mutace

v podjednotce celuldza-syntazy CesA7"™3- je priiduch, ktery vykazuje stejnou odezvu na
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signaly jako WT, nicmén¢ apertura mutantniho priduchu je mensi a ztrata vody transpiraci
je tak snizena (Liang et al. 2010). Je rovnéz tifeba vzit v uvahu i tlohu bunék sousedicich
s priduchy, jejichz turgorovy tlak klade odpor otvirajicim se stomatim (Woolfenden et al.
2017; Carter et al. 2017). Veskeré tyto faktory maji pak ve vysledku zésadni vliv na celkovou
mechaniku stomat. Naptiklad na polech odli§né slozeni matrix BS uvnitt priiduchové bunky
témer fixuje délku celého priduchu a méni se tak pouze velikost poru, coz maximalizuje
efektivitu otevirani a zavirani (Carter et al. 2017). BS 1 pies svou zna¢nou rigiditu obsahuje
slozky umoznujici jeji CasteCné rozvolilovani. Stézejni roli v tomto sméru maji hlavné
pektiny, arabinany a de-methyl esterazy, které maji vliv na elasticitu BS a tim i dynamiku
stomat (Jones et al. 2003; Amsbury et al. 2016). Vysledky téchto studii ukazuji, ze pohyby,
které praduchy vykonavaji béhem otevirani a zavirani, jsou velice komplexni a zahrnuji
mnozstvi torznich a horizontalnich zmén, nikoliv pouhou plosnou separaci praduchovych
bun¢k od sebe. Odlisnost tvaru, proporci apertury a celého priduchu v zavislosti na velikosti
turgorového tlaku, znacné znesnadiiuje méfeni a interpretaci otevienosti priduchi ve stavu
jiném nez v pln¢ zavieném a otevieném. Pomérné zavedena technika strhnuti epidermdlni
vrstvy bunék, miiZze mit za nasledek ztratu vlivu sousednich bunék priiduchi, ptipadné rizné
dimenzionalni a proporéni zmény zptisobené oddélenim od mezofylu. Je proto tieba vénovat

nemalé mnoZstvi pozornosti pti volbé metodiky.
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Obrdzek 6 Modelové zndzornéni chovdni priduchové apertury a objemu stomat na zménu
turgorového tlaku bez specifického uloZeni celulézovych mikrofibril (A) a s cirkumferencidlné
uloZenymi mikrofibrilami (B). Sedivy tsek odpovidd protitlaku, jeZ zplsobuji epidermdini buriky.

(Prevzato a upraveno z Woolfenden et al., 2017).
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6 Exocyst komplex

Bunécéna sténa a organizace rostlinného téla neumoznuje bunkdm migrovat, proto je
pro rostliny velice dilezitd vnitrobunéénd komunikace, zprostfedkovana vackovym
transportem. Jednim z mnoha mechanisml zapojenych do tohoto procesu je exocyst,
multiproteinovy komplex skladajici se z 8 podjednotek (Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Secl0,
Secl5, Exo70, Exo84) a zajistujici pfesné zacileni vackového transportu na plasmatickou
membranu (Guo, Grant, and Novick 1999; Guo et al. 1999; Boyd et al. 2004; Munson and
Novick 2006), tak aby mohlo v dalSim kroku dojit ke splynuti vezikulu a PM pomoci
proteint ze skupiny SNARE (Sutton et al. 1998; Sollner et al. 1993). Na zaklad¢ pozorovani
ruzné distribuce jednotlivych podjednotek v kvasinkach, byl sestaven model exocystu (viz
Obrazek 7 A') (Boyd et al. 2004; Munson and Novick 2006). Podle tohoto modelu je vazba
na vezikul nepiimd a je zprostfedkovana Rab GTPazou, kterd spojuje vacek s
proteinem Secl5p (A. X. Zhang et al. 2004), na né&jz se vazi Sec10p a Sec84p (Guo et al.
1999). Jadro komplexu tvoii Sec5p, Sec8p (Sivaram et al. 2006; Guo et al. 1999) a
podjednotka Sec6p interagujici s proteiny SNARE (Shen et al. 2013; Dubuke et al. 2015).
S PM asociuji skrze fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat dvé zbyvajici podjednotky Sec3p a
Exo70p (He et al.,, 2007; Zhang et al., 2008), jez jsou regulovany GTPéazami Rho
(Guo, Tamanoi, and Novick 2001; Robinson et al. 1999). K fuzi vezikulu a PM muze dojit
v pripade uspésného sestaveni celého komplexu (Grote, Carr, and Novick 2000; Cvrékova
et al. 2012). Evoluc¢né je exocyst konzervovan, 1ze ho nalézt jak u kvasinek, na kterych byl
objeven (TerBush et al. 1996), tak u pokrocilych zivoc€ichi (savéi model) (S. Hsu et al. 1998;
S. C. Hsu et al. 1996; Andrews et al. 2002; Murthy et al. 2003) a rovnéZ u rostlin, kde ovSem
doslo k znaénému zmnoZeni genli v n€kterych podjednotkach (Elias et al. 2003; Hala et al.
2008; Cvrckova et al. 2012). Modelova rostlina Arabidopsis thaliana obsahuje ve svém
genomu 23 kopii genl pro podjednotky EXO70, tfi kopie EXO84 a dvé SEC3,5,10,15
(Cvrckova et al. 2012).

Rostlinny model pro sestavovani komplexu exocyst se od kvasinkového Castecné
odliSuje (Obrazek 7 B). U Arabidopsis EXO84b interaguje obéma konci s SEC15b a
EXO70A1 (Fendrych et al. 2010). Na dvou-hybridovém kvasinkovém testu byla u rostlin
dokazana interakce mezi SEC3a a EXO70A1, jez nebyla pozorovana u kvasinek a savcl

(Hala et al. 2008).
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Plasmaticka
mambrana

Vezikul

Plasmaticka membran

Obrazek 7 Srovnani modelu komplexu exocyst pro kvasinky (A) a rostliny (B). (A) pfevzato a

pupraveno z (Munson and Novick 2006). Druhy model byl zhotoven T. Pecenkovou CSc.

Jak uz bylo feceno, komplex exocyst se ucastni polarizovaného transportu. Konkrétni
destinaci urcuji podjednotky EXO70 a SEC3 (Pleskot et al. 2015; Bloch et al. 2016).
Multiplikace genil, pfevazné v podjednotce EXO70, ma zasadni vliv na narist komplexity
procest, jejichZ se exocyst v rostlinach Gcastni. Dllezitost jednotlivych paralogli v rodiné
EXO70, rovnéz dokazuji vysledky publikovanych studii. Podjednotka EXO70A1 ma
spole¢né se SEC8, SEC6, SEC15b a EXO84b zasadni vliv na formaci bunécné prepazky a
cytokinezi bunék (Fendrych et al. 2010). Proces tvorby buné¢né prepazky je doprovazeny
intenzivni exocytozou a fizi vezikuld, jenZ je u téchto mutaci narusena. EXO70A1 se rovnéz
ucastni tvorby pektinového obalu vulkanickych bunék (Kulich et al. 2010) Vyznamnou roli
hraje 1 podjednotka EXO70H4 podilejici se na depozici kaldzy v trichomech (Kulich et al.
2015). Komplex exocyst je tedy zdsadnim faktorem umoznujicim a regulujicim vackovy
transport, ucastni se tudiz mnoha pochodi spojenych s polarizaci buiiky, recyklaci proteinti
1 samotné PM a rovnéZ i v obrané¢ pied patogeny (Hala et al. 2008; Pecenkova et al. 2011;

Drdova et al. 2013; Sekeres et al. 2017)
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6.1 Role podjednotky EXO70B1 v bunkach pokozky a stomat

6.1.1 Autofagie a obrana pred patogeny

Funkce podjednotky EXO70B1 je v dnesni dob¢ spojovéana s autofagickou drahou,
ucastni se vSak i riznych obranych reakci. Autofagie je specializovany typ vackového
transportu zacileného do vakuoly. Aktivita tohoto procesu masivné vzrista za stresovych
podminek at’ uZ se jedna o nutri¢ni hladovéni &i napadeni patogenem. Ucastni se viak i
vicemén¢ béznych bunécnych pochodu jako je degradace poSkozenych organel, proteini i
jinych latek v bunce. Osudem nékladu, jenz je dopravovan do vakuoly pomoci autofagie,
nemusi byt nutné destrukce, nékteré metabolity jsou takto transportovany za ucelem
skladovéni. Tak je tomu naptiklad u anthokyant, kde autofagickéd draha ptedstavuje jeden
ze dvou moznych postupt dopravy (Poustka et al. 2007). Specializaci této autofagické drahy
je nezavislost na golgiho aparatu, ktery jednoduse obchazi a tvoii tak pfimé spojeni mezi
endoplasmatickym retikulem a vakuolou (Poustka et al. 2007;Kulich et al. 2013). Formace
autofagosomu zahrnuje mimo EXO70B1 rovnéz i podjednotky EXO84b a SECS5
(Kulich et al. 2013). Fenotyp mutanta exo70BI se projevuje pravé vySe zmiilovanou
sniZzenou akumulaci anthokyanii a tvorbou hypersenzitvnich 1ézi (HR) na listech cca 6-8
tydnii starych rostlin, zélezi vSak na podminkach kultivace. Vysokou intenzitou osvétleni
(750uM/m?/s) Ize projev tento mutace (HR léze) ¢aste¢nd potlacit (Kulich et al. 2013).
Dtvodem vzniku 1ézi je pravdépodobné akumulace kyseliny salicylové, nicméné nazory na
tuto problematiku se rozchézeji. Kulich et al. 2013 prokézal zvySené mnoZstvi fytohormonti
(SA) u mutant exo70B1, coz mize souviset s poruchou autofagické drahy, nicméné studie
provedend o dva roky pozdéji ukézala, ze dvojity mutant exo70B1/sid? neschopny
akumulace SA vykazuje tvorbu 1€zi stejné jako mutant exo70B1 (Zhao et al. 2015). A cely
mechanismus, kterym vznikaji HR 1éze, by tak mohl byt indukovéan skrze stale aktivovany
protein TN2, jenz izce souvisi s indukci obranych reakci v disledku napadeni patogenem.
Mechanismus aktivace TN2 v dasledku mutace genem exo70BI vSak neni doposud
objasnén. Mimo HR 1éze se mutant exo70BI vyznauje zvySenou resistenci vici nékterym

patogentiim, coz pfispiva k hypotéze o stale aktivované imunité.

V soucasné dob¢ byla zasluhou nasi laboratote poodhalena interakce proteinu RIN4
s EXO70B1 (Sabol, Kulich, and Zarsky 2017). RIN4 je protein lokalizovany na PM a
ucastnici se imunitnich reakci, konkrétné¢ spusténi PTI (PAMP-triggered immunity)

(Mackey et al. 2002; Sabol, Kulich, and Zarsky 2017) a reguluje aktivitu protonovych pump
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zrodiny AHA (Liu et al. 2009). Pomoci fluorescen¢nich markert bylo zjisténo, ze RIN4
rekrutuje podjednotku Exo70B1 striktné na PM. Pro mou préci je zasadni fakt, Ze exprese
genu pro RIN4 je nevyssi v pruduchovych bunkéch (Liu et al. 2009) a podjednotka exocystu
Exo70B1 hraje patrné¢ dulezitou roli pfi regulaci stomat v rdmci obrannych reakci (Sabol,

Kulich, and Zarsky 2017).

6.1.2 Vliv Exo70B1 na stomata

Navzdory vyse zminénym vyzkumim existuji pouze druha studie, skute¢né dokazujici
vliv podjednotky Exo70B1 na dynamiku stomat. Jak jiz bylo zminéno vyse, podjednotky
Ex070 a Sec3 jsou regulovany GTP4zami z rodiny Rho, u rostlin tuto funkci zastavaji
GTPazy ROP (Rho of plants). Diky fizi ROP2, RIC7 (ROP-interactive Cdc42- and Rac-
interactive binding motif-containing protein 7), a Exo70B1 s fluorescen¢nimi proteiny a
jejich kombinovanou ko-expresi, byla zjisténa interakce proteinu RIC7 s Exo70B1. ROP2
je zodpovédny za regulaci aktivity RIC7 (Hong et al. 2016). Mutace v proteinu RIC7 ma za
nasledek zrychlené otevirdni stomat vlivem svétla a rovnéz urychlené zavirani, indukované
kyselinou abscisovou a je tedy negativnim regulatorem téchto reakci, stejnou funkci mé 1
ROP2 (Jeon et al. 2008; Hong et al. 2016) Naproti tomu u exo70BI je otevirani stomat
vlivem svétla omezeno. Ektopickd exprese EXO70B1 méa naopak za nésledek vyssi
otevienost nez WT. Tento fakt ¢ini z podjednotky EXO70B1 pozitivni regulator otevirani
stomat na svétle. Kombinaci obou téchto mutaci, exo70B1/ric7 bylo dokazano, ze EXO70B1
je regulovan proteinem RIC7, jelikoz tento dvojity mutant vykazuje fenotyp samostatné
mutace exo70B1 (Hong et al. 2016). RopGEF2 (exchange faktor ROP7/ROP2) je rovnéz
regulovan svétlem, respektive aktivitou PHYB, a rovnéZ negativné ovliviiuje otevirani
priduchti na svétle (W. Wang et al. 2017). Tim byla prokazano ptimé spojeni mezi percepci

svétla a u€¢inkem ROP2 potazmo 1 EXO70BI1.

V roce 2016 byla pak paraleln¢ publikovana studie, odhalujici degradaci komplexu
Ex070B1 prostfednictvim U-box E3 ubiquitin ligdzy PUB18 v proteasomu 26S b&hem
zavirani stomat u¢inkem ABA a mannitolu (simuluje stres vyvolany suchem) (Seo et al.

2016). V této studii byl rovnéZ prokazan vliv homologni podjednotky EXO70B2.
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Ackoliv je podle dat dostupnych na efpBrowseru (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb.cgi) gen pro podjednotku Exo70B1 ve stomatech aktivni, doposud nebylo

mozné fluorescencnimi markery indentifikovat jeho pfitomnost pod pfirozenym
promotorem a za béznych podminek. Nejvyssi exprese EXO70B1 dle efpBrowseru nastava
béhem vyvoje priaduchu z meristemoidu. Je tedy nasnad¢, ze se Exo70B1 pravdépodobné

podili i na vyvoji stomat.

Absolute
13920 96
12528 86
1113676
9744 67
8352 57
696048
5568.38
4176.28
278419
139209

Obradzek 8 Zndzornéni miry exprese genu EXO70B1. Hodnota exprese ve stomatech (A) je 1409 a

mezofylu 809. (B) exprese téhoZ genu pri vyvoji z meristemoidu.( http://bar.utoronto.ca/efp/cqi-

bin/efpWeb.cqgi)

6.2 Vliv podjednotky EXO70B2

Ex070B2 je nejblizsi homolog genu Exo70B1, nicméné funkéné se od sebe odlisuji.
Jedinec mutovany v genu Exo70B2 nema Zadny, pouhym okem pozorovatelny fenotyp,
nedochazi k tvorbé HR 1ézi a akumulace anthokyanli je srovnatelna s WT. O funkci
Ex070B2 je zndmo pomérné malo. Zda se, Ze Exo70B2 je zodpovédna za obrané reakce
rostlinné imunity. Mutace v tomto genu ma za nasledek zvyseni citlivosti k patogeniim, a to
jak k houbové, tak i k bakteridlni nakaze (Pecenkova et al. 2011; Stegmann et al. 2012).
Pocet kolonii bakterie Pseudomonas syringae pv. maculicola zjisténych u exo70B2 je vyssi,

néz u stejn¢ infikovaného WT (Pecenkova et al. 2011). Houbové patogeny jsou na rozdil od
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bakterialnich, schopny aktivni penetrace do buiiky hostitele. Rostlina se proti tomuto priniku
brani vytvarenim specifickych papil a depozici kaldézy v misteé, kde se patogen pokousi
proniknout. Formace papily zahrnuje nckolik fazi, jednou z prvnich je cileny transport
exocytickych vezikulii do mista penetrace. Mutace exo70B2 byla v tomto pozorovana
masivni akumulace vackt, coz znaci poruchu v jejich poutani a fuzi (PeCenkova et al. 2011).
Obdobné jako Exo70Bl1, je i aktivita podjednotky Exo70B2 regulovana E3 ubiquitin ligdzou
a nasledné¢ degradovana v proteazomu, nicméné v piipadé¢ druhého zminéného genu,
nesouvisi jeji ligdza PUB22 s drahou ABA, nybrz rovnéz s imunitni reakci (Stegmann et al.
2012). Jak bylo zjisténo, PUB22 reguluje reakci vyvolanou rozpoznanim patogennich
specifickych molekularnich sekvenci (PAMP) (Trujillo et al. 2008; Duplan and Rivas 2014;
Stegmann et al. 2012). To castecné objastiuje fenotypovy projev exoB2. K rozsifeni
poznatkii o aktivit¢ podjednotky Exo70B2 pfispivd studie z letoSniho roku. Aktivita
podjednotky Exo70B2 je spojena s exocytickou drahou vyuzivajici TGN (trans-golgi
network), nyni se ovSem ukazalo, ze Exo70B2 je transportovana i do vakuoly, a to
pravdépodobné skrze autofagickou drahu, v duisledku aktivace PTI (PAMP — triggered
immunity) (Teh et al. 2018). Dochazeji k zavéru, Ze presmérovani EXO70B2 do autofagické
dréhy je zptisobeno fosforylaci EXO70B2 na C-konci a tato podjednotka poté neni schopna
vazby na PM (Teh et al. 2018).

Vliv podjednotky EXO70B2 na stomata je zminén pouze v (Seo et al. 2016), kde je
tato podjednotka ddvana do souvislosti se zaviranim stomat indukovanym mannitolem.
Mutace v tomto genu se projevuje omezenou schopnosti zavirat priduchy pii oSetieni

mannitolem.

Obdobné¢  jako  jeho homolog  EXO70BI, je na efpBrowseru

(http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi) mozné pozorovat jistou hladinu exprese

mRNA, a tedy mutace této podjednotky, by méla mit na stomata vliv.
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Obrdzek 9 Zndzornéni miry exprese genu EXO70B2. Hodnota exprese ve stomatech (A) je 300 a
mezofylu 2153. (B) exprese téhoZ genu pri vyvoji z meristemoidu. (http://bar.utoronto.ca/efp/cqi-

bin/efpWeb.cqi)

7 Metodika

7.1 Rostlinny material

V této praci byly vyuzivany tyto komeréné dostupné rostliny:

e WT; Columbia 0 (NASC)

e exo70BI; Columbia O s inzertni mutaci v genu AT5G58430, linie
GABI 156G02 (NASC)

e exo70B2-1; Columbia 0 s inzertni mutaci v genu AT1G07000, linie
SALK 091877 (NASC)

e exo70B2-1;s inzertni mutaci v genu AT1G07000, linie SAIL _339-D07
(NASC)

Dvojity mutant exo70B1/exo70B2 byl ptipraven Mgr, Jitkou Ortmannovou PhD,
transgenni jedinec pB2::EXOB2-GFP byl rovnéz piipraven Mgr, Jitkou Ortmannovou PhD
v (Ortmannova et al., 2018 v ptiprave), psec8::SEC8-GFP byl pfipraven v (Fendrych et al.
2010), pB1::EXOB1-GFP byl vytvoien v této praci.

7.2 Kultivace rostlin

Standardné sterilizovand semena Arabidospsis thaliana byla vysévéana na raSelinové

tablety Jiffy a po 24h pobytu v chladové mistnosti k navozeni jarovizace, pfenesena do
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kultiva¢ni komory znacky Poly-klima typ M2-250-UV (Poly-klima GmbH, Némecko)
s kratkodenni délkou fotoperiody (10 hodin svétlo, 14h tma) a pravidelnou zalivkou vodou
z bézného vodovodu s frekvenci tiikrat tydné. Intenzita osvétlujicich zéativek Philips TL-D
18/840 (Koninklijke Philips Electronics N.V, Nizozemsko) byla nastavena na 50 % (150
umol m? sV, relativni vzdusna vlhkost 75 % a teplota udrzovéna na 20-21°C. Takto
kultivované rostliny byly pouzivany v experimentech pro zjisténi hustoty stomat,
vysouSecim experimentu, méteni priduchové konduktance pomoci Li-Cor 6400XT a pro
meéfeni rozméri stomat. Rostliny uréené pro fluorescencni mikroskopicka pozorovani, byly
vysévany ve flow-boxu na misky s 0,5 MS mediem a kultivovany in vitro kultivaéni
mistnosti s dlouhodenni fotoperiodou (16 h svétlo/ 8 tma), 23°C a osvétlenim o intenzité 100

umol m? s,
500
400

300

200

100

300 400 500 600 700 A nm
Barva svétla /840

Obrdzek 10 Spektrum, jeZ poskytuje zdrivka Philips TL-D 18/840.

7.3 VysousSeci experiment

Tento experiment byl v pribéhu vyzkumu proveden tiikrat s rizné starymi rostlinami.
5-7 tydnl staré rostliny, péstované v kultivaéni komoie Poly-klima, byly pfeneseny
k analytickym vaham a nasledn¢ bylo z kazdé sady rostlin (n=7 pro kazdou sledovanou linii)
odsttizeno dohromady 10 lista (4.-6. list). Ustfizené fapiky byly ihned ponofeny do vosku,
aby bylo zamezeno ztrat¢ vody touto cestou, a kazdy list zvIast zvazen v piesné

dodrZzovaném poftadi, vzdy po 1 hodiné (celkem 3 série vazeni: 1. 2. a 3 hodina). Tim bylo
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docileno moznosti sledovat ztratu vody v konkrétnim listu a pfipadné vytradit z méteni listy,
u kterych by byla tésnost voskové zatky naruSena. Mezi jednotlivymi sériemi vazeni byly
listy ponechany na papife abaxialni stranou vzhiru a prekryty velkym prasvitnym krytem,
¢imz bylo zabranéno vlivu cirkulace vzduchu. Vysledky byly analyzovény v programu

Excel a podrobeny statistickému testu ANOVA s post-hoc HSD Tukey testem.

7.4 Otisk epidermis

Z vyseci (n=10 pro kazdou sledovanou linii) horni tfetiny 5.-8. listu rostlin starych 7
tydnti, byl zhotoven lakovy otisk. Na pokozku byla nanesena tenkd a rovnomérna vrstva
bézného, rychleschnouciho laku na nehty. Po zaschnuti (15 minutéch) byl tento natér opatrné
odstranén a premistén na podlozni sklicko. A pozorovano pod mikroskopem Zeiss Apotome
2 (Carl Zeiss GmbH, Jena, Germany) s kamerou Axiocam 506 a objektivem EC plan-
neofluar 20x/0.50 M27. Snimky byly zpracovany v Zen 2.1 Software (Carl Zeiss GmbH)

and Fiji/Imagel. Analyzovéano bylo v priméru 1500 priduchtt na WT €1 mutantni linii.

7.5 Méreni konduktance stomat

Pro méfeni konduktance byl uZzit pfistroj Li-Cor Li 6400XT s 6400-02B LED
osvétlenim (Li-Cor, Nebraska USA). Pro toto méteni byly rostliny staré 7-8 tydnil pfevezeny
z laboratote UEB do laboratofe na katedie KEBR (P¥f UK) a ponechany v kultivaénim boxu

Conviron. Experiment byl rozdé€len na tfi méteni:

1) WTvsexo70B1
2) WTvsexo70B2
3) WT vs dvojity mutant exo70B1/exo70B2

Kazdé méfeni zapocalo pfenesenim rostlin z kultiva¢ni komory do laboratote, kde po
dobu jedné hodiny probihala aklimace na mistni podminky. Nésledné byly u mutantnich
rostlin 1 WT vytipovany podobn¢ velkeé a staré listy (5.-8. nejstarsi list), které byly proti sob¢,
nasledné stifidavé méteny (WT vs mutant). List byl umistén do méfici komory a sevien
Celistmi. Z dlivodu nutnosti znat piesny obsah testovan¢ho listu, byla po skonceni
experimentu oznacena, odstithnuta a vyfocena piesnad Cast listové cepele, umisténé
v komtirce. Podminky v méfici komote byly konstant& nastaveny na 400 ppm CO?, teplotu
21°C, rychlost vzduchu 500 pmol s™'. Zména intenzity ozafeni méla 3 faze: Relativni vlhkost

vzduchu nebylo mozno regulovat a pohybovala se v rozmezi 25-30 %.
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e V1. (ambientni) &4sti experimentu byla intenzita osvitu 150 pumol m? s™! FAR
po dobu 10 minut.

e V2. fazi doslo v 10 minuté méteni ke skokovému nartstu intenzity na 2500
umol m s FAR po dobu 5 minut.

e Ve 3. fazibylo v 15 minuté experimentu vypnuto osvétleni az do konce méteni

(3 minuty).

V kazdé¢ sledované kombinaci mutace a WT bylo otestovano 6 listi z 5 rostlin (jak pro
WT, tak pro mutanta) a vSechna méfeni probihala v ¢asovém rozmezi od 10-11:00 do 15-

16:00. Data z métici komory byla sbirdna po 5 vtefinach.

Konduktance stomat (gsw) softwarem pfistroje pocitana podle nasledujiciho vzorce.

" =
Esw

Kde gw je konduktance celého listu a gyw konduktance hrani¢ni vrstvy listu. Faktor kr
udava pomér konduktance priduchi mezi abaxidlni a adaxialni stranou listu. Jednotkou

konduktance je [mol HO m™ s!] (Li-Cor, 2012, manual).

Analyza dat byla provedena v programu Excel. Pro porovnani statisticky
signifikantnich rozdilti bylo vyuzito bud’ metody ANOVA s post-hoc HSD Tukey testem, ¢i

v piipad¢ porovnani pari obycejny T-test.

7.6 Priprava preparatl pro kvantifikaci rozmér( stomat

7.6.1 Indukce zavirani v disledku plsobeni tmy

Z horni tfetiny 4.-6.nejstarsich listli rostlin starych 5 tydnd byla odebrana vyse¢ (pro
kazdou linii 10 vyseci) (Obrazek 12), jenz byla po dobu 3 hodin ponofena do SOB (stomatal
opening buffer) pufru (30 mM KCI, 100 mM CaCl2, and 10 mM MES, pH 6.15) a ponechéna
v kultivaéni komote. Cimz bylo zaji§téno otevieni stomat na srovnateln& stejnou troveti.
Indukce zavirani byla navozena zakrytim poloviny vzorkl alobalovou folii po dobu 2 hodin.

Z kazdé vysece bylo analyzovano primérné 50 stomat. Méfenymi parametry byly délka
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celych stomat (SD), §iika celych stomat (SS), délka apertury (AD) a §iika apertury (AS) jak

v otevieném, tak v uzavieném stavu.

Obrdzek 11 MéFené parametry stomat. SD (modrd) SS (oranzovd), AD (&ernd) AS (Servend)

Obrdzek 12 Misto odebrané vysece.

7.6.2 Mikroskopicka analyza stomat

Mikroskopické preparaty, zhotovené za ucelem zjisténi uc¢inku tmy na otevienost
stomat, byly pozorovany pod mikroskopem Zeiss Apotome 2 s kamerou Axiocam 506 (Carl
Zeiss GmbH, Jena, Germany) a objektivem EC plan-neofluar 20x/0.50 M27. Snimky byly
zpracovany v Zen 2.1 Software (Carl Zeiss GmbH) and Fiji/ImageJ (open source). Pro
porovnani statisticky signifikantnich rozdilti bylo vyuzito metody ANOVA s post-hoc HSD
Tukey testem.

Fluorescencné mikroskopie byla provadéna na ZeissLSM880 (Carl Zeiss GmbH, Jena,
Germany) pii pouziti X63 oil immersion objectivu. Excita¢ni vinova délka pro GFP 488 nm
for GFP. Snimky byly zpracovany v Zen 2.1 Software (Carl Zeiss GmbH) a Fiji/Imagel

(open source)
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7.7 Priprava B1 GFP konstruktu

7.7.1 1zolace genomové DNA

Z homogenizovanych casti listi ekotypu Columbia0 (Col0) byla izolovana DNA
pomoci DNazolového kitu (DNazol reagent kit, ThermoFisher scientific, USA). Takto
pripravena DNA byla nasledné pouzivana jako templat pro PCR.

7.7.2 PCR

Primery byly navrzeny tak, aby byla zachovana promotorova oblast genu a vynechan

stop kodon kvili fazi s GFP
Pouzité primery:

e Bl EcoRI prom : AAGAATTCTGAACGATGTTCATTTTGGCATAACC
e B1 Sall NOSTOP: AAGTCGACTTTTCTTCCCGTGGTAGTCCCTTTG

Pro PCR bylo pouzito polymerazy Phusion (New England Biolabs, USA). Reakce

probihala na pfitstroji Biometra T-personal

Pro 20 pl se reakce skladala z 4ul 5x pufru, 0,5 pl dNTP, 0,2ul levého i1 pravého
primeru, lul izolované DNA, 0,02 pl polymerdzy, doplnéno na vysledny objem 20ul

demineralizovanou vodou.

Program cykleru byl nastaven na 98 °C prvotni denaturace, poté nasledoval program
opakujici se 3x s niz§i reasociacni teplotou pro umoznéni nedokonalého nasedani primeru
na templatovou DNA: denaturace 98 °C 30 s, reasociace 55 °C 30 s a elongace 120 s.

Nasledné 27x: Denaturace 98 °C 30 s, reasociace 65 °C 30 s, elongace 72 °C po dobu 120 s.
Zavérecna elongace probihala pii 72 °C po 5 min. a kone¢né ochlazeni na 4°C.

Fragmenty z produktu PCR byly ptecistény pomoci QIAquick PCR Purification Kit
(QIAGEN, Némecko) kolonek a st€peny enzymy EcoRI a Sall (NEB, USA). Nasledn¢ byly
fragmenty odseparovany na gelu pomoci elektroforézy. Slozeni gelu: 1 % agarosy
(0,5g),50ul TBE pufru, 5 pl ethidum bromidu, DNA z digesce byla obarvena 6x
koncentrovanou (loading dye) barvou. Po probéhnuti elektroforézy, byl gel vyfocen pod UV
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lampou pro kontrolu spravné délky fragmentu. Ty byly nasledné vyfiznuty a pieciStény

podle navodu pro QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Némecko).

7.7.3 Ligace a transformace E. coli

Vysledné purifikované fragmenty a EcoRI/Xhol nastépeny pENTR3C vektor
(ThermoFisher scinetific, USA) byly ligovany pomoci enzymu T4DNA ligazy
(ThermoFisher scinetific, USA). Reakce probihala po dobu 60 minut pii pokojové teploté.
Vysledna DNA byla transformovana do kompetentnich baktrerii Escherichia coli (ziskané
ze sbirek UEB AV CR) za pouziti metody teplotniho $oku: 30 minut inkubace na ledu, 42

°C po dobu 45 s a zpétné ochlazeni.
Bakterie byly rozpustény v 100 pl LB media a kultivovany 2 h pti 37°C.

Suspenze bakterii byla nasledné vyseta na plotny s pevnym LB mediem a antibiotikem

(kanamycin) a kultivovéna pies noc pii 37 °C

Narostlé kolonie byly odebrany a pfeneseny do tekutého LB media s kanamycinem a
kultivovéany na tfepacce po ptes noc pii 37°C. Z bakterii byl posléze QIAprepSpin Miniprep
Kitem (Qiagen, Némecko) ziskan pENTR vektor pro dalsi praci. Spravnost sekvence byla

ovéfena komerénim sekvenovanim (GATC Biotech, Némecko).

7.7.4 Preneseni vektoru do pGWB4 transformace E. coli

Promotor s kodujici oblasti z pENTR vektoru byl podle navodu pienesen do
destinacniho binarniho vektoru pGWB4 LR reakci uzitim Gateway LR Clonase Plus
Enzyme Mix. pGWB4 je binarni vektor a lze jej propagovat jak v E. coli tak v A.
tumefaciens, ktery umoznuje pozdé€jsi manipulaci s genomem rostlin. (Nakagawa et al.

2007)

Vektor byl opét transformovan do E.coli vySe popsanym postupem. Tyto bakterie byly
po kultivaci a opétovnému piecisténi plasmidu analyzovany $té€penim a na elektroforéze
nasledné bylo zjiSté€no, ktera z ptislusnych kolonii poskytuje fragmenty odpovidajicich

délek.

7.7.5 Tranformace A. tumefaciens

Vektor z odpovidajicich kolonii byl elektroporaci transformovan do elektro-

kompetentnich bakterii A. tumefaciens GV3013 (NASC, UK). Transformované bakterie
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byly nasledné¢ vysety na misky s LB mediem a pfisluSnym anibiotikem (rifampicin,

gentamycin, hygromycin a kanamycin) a pti 28 °C po 3 dny inkubovany.

7.7.6 Transformace rostlin

Rostliny byly transformovany metodou floral dip (Clough and Bent 1998)

Narostl¢ kolonie Agrobakteria byly odebrany z kultivacnich misek, resuspendovany v
tekutém LB s antibiotiky a kultivovany ptes noc pii 28°C. Dalsi den byla tato kultura
pfemisténa do 300 ml cerstvého LB media a kultivovana dalsi noc. Roztok byl nasledné
centrifugovan po 15 min pii 6000 rpm. Vysledny pelet byl rozpustén v 0,3 litru roztoku 10
% sacharozy a 0,05 % silvetu. Rostlinam byly nasledné opatrné ponoteny kvétni stvoly do
roztoku po dobu 30.Takto transformované rostliny byly pfeneseny do kultiva¢ni mistnosti,
kde dokoncily sviij zivotni cyklus. Vyprodukovana seminka byla sklizena, vymrazena
v mrazaku (-20°C) po 24 h, standardnim zptisobem sterilizovana, ponechdna po 24 hodin
v lednici a nasledné vyseta na misky s0,5 MS mediem a selekénimi antibiotiky
kanamycinem a hygromicinem, kvili rezistenci vnesené Agrobakteriem, a claforanem, pro
prevenci rustu piezivajiciho Agrobakteria. Kultivace in vitro se podminkami nelisila od

ostatnich takto péstovanych rostlin.
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8 Vysledky

8.1 Hustota priduchd

Hustota priiduchii (Graf 1) byla zméfena na vysecich z horni tretiny listu (viz Obrazek
13) V této Casti listu, je Cetnost zakladani novych priaduchi nizké a epidermélni bunky jsou
JiZ pln€ vyvinuty, variabilita Cetnosti pozorovatelnych stomat, vznikla pfi ploSném snimani
zménami roviny ostrosti, je proto sniZena na minimum. Pro kazdou mutaci bylo analyzovano
pres 1800 stomat. Vysledky jsou analyzovany metodou ANOVA s post-hoc HSD Tukey
testem a neprokazuji zadny statisticky vyznamné rozdily hustoty pruduchti mezi WT a
jednotlivymi mutanty. Mirn¢ zvySenou hustotu oproti ostatnim jedinclim vykazuje pouze
mutant exo70B2. Nejvyssi variabilitu v poctu stomat 1ze nalézt u dvojitého mutanta, nicméné

tento rozdil je zfejme zpuisoben jinak potfizenych snimku.

Obrdzek 13.Vyznaceni

pouZité vysece.
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Graf 1 Zndzornéni hustoty priiducht (pocet stomat na mm?) véetné smérodatnych odchylek u WT
(modrd), mutanta exo70B1 (oranZovd), exo70B2 (Sedivd) a mutanta sobéma defekty
ex070B1/exo70B2 (Zlutd). Statisticky test ANOVA s post-hoc HSD Tukey neodhalil Zaddné signifikantni

rozdily mezi mutanty a WT.
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8.2 Vysouseci experiment

Pro ovéteni, zda méa mutace exo70B1, exo70B2 a dvojity mutant vliv na stomatalni
dynamiku a metabolické zmény vzniklé v disledku excise listu, byl proveden vysouSeci
experiment (Graf 2). Statisticky signifikantni rozdily mezi mutanty a WT nejsou, dvojity
mutant v§ak vykazuje nahly pokles hmotnosti v 120 minuté experimentu. Tento pokus byl
ttikrat opakovan na rtizné starych rostlinach v rozpéti 5-7 tydnii. A ackoliv statistika nikdy
neprokazala signifikantni rozdily, fenomén nahlého poklesu hmotnosti dvojit¢ho mutanta je
pozorovatelny v kazdém opakovani. Treti experiment (prezentovany) byl proveden

s nejvetsi robustnosti (10 listl od kazdého mutanta i wt) a s rostlinami stafi 5 tydna.

105% ¢
100%

95% E

90% ——WT

85% s \ D
-
80% \ .

B1B2
75%

Relativni pokles hmotnosti

70%

65%
0 60 120 180 240

Cas [s]

Graf 2 Relativni ubytek vahy v ¢ase. WT (modrd), exo70B1 (B1 ,oranZovd), exo70B2 (B2, sedivd),
dvojity mutant exo70B1/exo70B2 (B1B2, :lutd). Usecky smérodatnych odchylek zachovdvaji
barevné znaceni. Pro ovéreni statisticky signifikantnich rozdili bylo uZito metody ANOVA s post-hoc

HSD Tukey testem. Vysledné rozdily nejsou signifikantni.

8.3 Méreni konduktance stomat

Pro kvantifikaci otevienosti a dynamiky stomat za ambientnich podminek a za
extrémni intenzity osvétleni, byl vyuzit multifunkéni pfistroj Li-Cor LI-6400XT, jenz velice

pfesné analyzuje vyménu plyni mezi listem a okolim. Vodivost stomat neboli konduktance,

37



je dana mirou transpirace celé plochy listu, od které je odectena transpirace hrani¢ni vrstvy.
Vyslednd hodnota je poté korelovana rozlozenim stomat na vrchni a spodni strané listu (viz.
metody). U Arabidopsis jsou priduchy pfitomny pouze na spodni, abaxidlni strané listu. Z
divodu organizace experimentu (viz. metody), jsou vysledky prezentovany v oddélenych

grafech a kazdy zkoumany mutantni fenotyp je srovnavan se svou vlastni kontrolou.

8.3.1 WT versus exo/0B1

Z prubéhu reakce zndzornéné v grafu 3 je patrné, ze ambientni hodnoty konduktance
(0-600 vtetina) WT i mutanta jsou srovnatelné a zasadni zmény nastavaji az pfi zméné
intenzity osvétleni z 150 na 2500 (600-900 vtetina), kde se exo70B1 projevuje zpomalenym
naristem vodivosti stomat. RovnéZ zpétny pokles, indukovany vypnutim svételného zdroje
(900-1080 vtetina), je u exo70B1 oproti WT zpomalen. Je mozné tedy konstatovat, ze

rychlost otevirani priduchu, ¢i zavirani praduchu je v disledku mutace exo70B1 nizsi.
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Graf 3 Méreni konduktance WT vs exo70B1. Casovy tsek 0-600 sec odpovidd intenzité osvétleni 150
umol m? s FAR. V useku 600-900 sec byla skokové zménéna intenzita na 2500 umol m2 s FAR.

Krivky predstavuji medidny vsech (v daném experimentu) mérenych jedincu (n=6)
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8.3.2 WT versus exo/0B2

Graf 4 ukazuje pribé¢h experimentu pro WT a exo70B2. Vliv mutace podjednotky
ex070B2 je viceméné¢ analogicky s pfedchozim métenim. Narist vodivosti stomat, béhem
zvySeni intenzity osvétleni, je oproti WT zpomalen. Rozdilny tvar kfivky WT (od

ptedchoziho experimentu) je zpisoben vyssi variabilitou v chovani métenych jedinci.
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Graf 4 Graf méreni konduktance WT vs exo70B2. Casovy Usek 0-600 sec odpovidd intenzité osvétleni
150 umol m? s-1 FAR. V useku 600-900 sec byla skokové zménéna intenzita na 2500 umol m? s

FAR. Krivky predstavuji medidny vsech (v daném experimentu) mérenych jedincti (n=6).
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8.3.3 WT versus exo/0B1/exo70B2

Pfitomnost obou mutaci mé& odlisSny vliv na chovani stomat, nez je tomu u
samostatnych mutaci. Z Graf 5 je patrné, Ze dvojity mutant exo70B1/exo70B2 vice koreluje
s pribéhem WT. Ambientni (150 pmol m™ s™! FAR) hodnoty konduktance (0-600 s) jsou u
dvojitého mutanta oproti WT lehce navySeny. Reakce na intenzivni ozafeni (600-900 s) se
projevuje pomalejSim nartistem konduktance stomat, nicméné rozdil oproti WT jiz neni tak
markantni, jako u ptfedchozich méteni. Kiivka poklesu vodivosti priduchil, v zavérecné
temnostni f4zi experimentu (900-1080 s), je témét totozna s kontrolou (WT). Bezpochyby
je tedy mozné konstatovat, Ze jak mutace exoB1, tak i mutace exo70B2 ma vliv na rychlost
otevirani stomat v disledku zmén intenzity osvétleni. Dvojity mutant zatim nezndmym
zpiisobem ¢aste¢né potlacuje vliv jednotlivych mutaci a svou dynamikou se tedy vice

podoba WT.
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Graf 5 Graf méfeni konduktance stomat WT vs exo70B1/exo70B2. Casovy usek 0-600 sec odpovidd
intenzité osvétleni 150 umol m? s FAR. V useku 600-900 sec byla skokové zménéna intenzita na
2500 umol m? s FAR. KFivky pfedstavuji medidny vsech (v daném experimentu) méfenych jedincii

(n=6).
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8.3.4 Narust konduktance

Kvantifikovana data konduktance stomat pii osvétleni o intenzité 150 pmol m? s’
FAR a 2500 pmol m? s! FAR jsou porovnany v Graf 6 a Graf 7. Velikost konduktance
predstavuje median 5 poslednich hodnot naméfenych pifed zménou intenzity svétla
(150 umol m? s! FAR na 2500 umol m? s FAR) poslednich 2 hodnot pied zménou
intenzity (2500 umol m™ s™! FAR na 0 m™ s FAR) pro kazdé méfeni (n=6). Viechny tfi
experimenty (1, 2, 3) byly zvlast analyzovany metodou ANOVA s post-hoc Tukey HSD
testem'. Vysledky této kvantifikace piekvapivé ukazuji, Ze mira vodivosti stomat u vSech
mutantdi se za ambientnich podminek (150 pmol m? s FAR) vyrazné neodliuje od WT a
pfipadné drobné rozdily nejsou signifikantni v zaddném z experimentl. Lze tedy
ptedpokladat, Ze mutace exo70B1, exo70B2 ani jejich kombinace nema vliv na dynamiku
stomat za béZnych podminek. Statistické testy naopak vyvraceji moZnost, Ze narist
konduktance, vznikajici béhem zvyseni intenzity osvitu, byl projevem pouhé ndhody (Graf
6). Zasadni informaci ziskanou béhem tohoto experimentu, je statistické potvrzeni odlisné
reakce a dynamiky priiduchii u mutantti exo70B1 a exo70B2 v z&vislosti na intenzité svétla,
jejichz maximdlni dosazena hodnota konduktance se signifikantn€ odliSuje od WT, nicméné
u dvojitého mutanta exo70B1/exo70B2 vuci WT statisticky signifikantni neni. Tento fakt tak

podporuje hypotézu o potlaceni fenotypového projevu ptitomnosti obou mutaci dohromady.

Nértst vodivosti priduchil v reakci na zménu intenzity ozafeni, je vypocten jako
rozdil konduktance pfi intenzité 2500 pmol m s' FAR a 150 umol m™ s™! FAR, kde hodnota
WT odpovida 100 % (Graf 7). Jednotlivé experimenty jsou v grafu prezentovany oddélené
(1, 2, 3). V ptipadé WT vs exo70B1 dosahuje nartst vodivosti priiduchii mutanta pouhych
37% nartstu WT, zatimco u exo70B2 a exo70B1/exo70B2 je navySeni konduktance témét
dvojnasobné. Pro exo70B2 je rovno 58 %. WT a dvojity mutant exo70B1/exo70B2 nabyvaji
62 %. Pro ovéteni, zda jsou naméfena data statisticky signifikantni, bylo pro kazdy
experiment pouZzito testu T-testu, ktery odhalil vysokou miru signifikance rozdilu (p <0,001)
pro WT vs exo70B1 a rovnéz v piipadé WT vs exo70B1/exo70B2. V experimentu WT vs

exo70B2 je mira signifikance nizsi (p <0,05)

'V grafech 6-9 jsou tedy vzdy pfitomny tfi spolu nesouvisejici statistické testy, kazdy jednotlivy
experiment (1, 2, 3) disponuje vlastnim testem, jehoz vysledky nejsou porovnavany s ostatnimi experimenty.
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Graf 6 obsahuje tri separdtni experimenty (1, 2, 3), kde je vidy porovndvdn fenotyp dané
mutace proti WT. Barvy oznacuji hodnotu konduktance stomat pro kaZdy experiment. WT pri
osvétleni o intenzité 150 FAR (WT 150 FAR = Modrd), WT pri intenzité 2500 FAR (WT 2500 FAR
= oranZovd). Mutantni linie o intenzité 150 FAR = sedivd, mutantni linie o intenzité 2500 FAR =

Zlutd. KaZdy experiment (1, 2, 3) byl otestovdn statistickou metodou ANOVA s post-hoc HSD
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Graf 7 Ndrust vodivosti (konduktance) stomat v dusledku zmény osvétleni. Rozdil WT
hodnot pfi intenzité osvétleni 2500 a 150 predstavuje 100 % v jednotlivych experimentech
(1, 2, 3). Graf zahrnuje tri separovand méreni:1) WT vs exo70B1, 2) WT vs exo70B2, 3) WT
vs exo70B1/exo70B2 vietné smérodatnych odchylek. Pismeny jsou zndzornény (T-test)
statisticky signifikantni rozdily pro jednotlivé pdry (** = p <0,01, * = p <0,05). Vysledek
statistického testu je platny pouze v pfisluSném experimentu (1, 2, 3). Hodnoty
v jednotlivych mérenich (1, 2, 3) nejsou mezi sebou napfic experimenty (1, 2, 3)

porovndvdny a neni tak mezi nimi Zddné statistické souvislosti.
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8.3.5 Pokles konduktance

Procentualni pokles konduktance, v disledku vypnuti svételného zdroje zndzoriuje
graf 8. Opét je mozné vidét, Zze dynamika priducht exo70B1 doznava nejvétSich zmén.
V disledku vypnuti svételného zdroje, konduktance exo70B1 poklesd o 52 % od plivodni
hodnoty (pfi intenzité 2500 pmol m™ s™). Jeho homolog exo70B2 vykazuje naopak nejmensi
rozdil v poklesu konduktance, o 26 %. Upadek vodivosti stomat u dvojitého mutanta ¢ini
31 %. WT poklesa ve vSech tfech méfenich 0 40-50 %. U vSech tii testovanych pari je rozdil

statisticky signifikantni.
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Graf 8 Relativni pokles konduktancei ve vztahu k predchozimu ndrustu. Pro zjisténi zda jsou rozdiky

mezi mutantem a jeho pfrislusnym WT signifikani, bylo uZito T-Testu. ** p<0,01, *p<0,05
8.4 Zmeéna proporci stomat: svétlo vs tma

8.4.1 Velikost praducht a apertury

Pro ovéfeni, zda maji mutace exoB1, exoB2 a jejich kombinace n¢jaky vliv na velikost
pruduchi ¢i apertury, byla provedena série mikroskopickych méfeni na 5 tydnt starych
rostlinach. Analyzovany byly dvé skupiny vzorkt. Prvni ¢ast pouzita pro analyzu otevienych
praducht byla ponechéna v kultiva¢ni komote po 3h v SOB pufru (viz metody), uzavirani
stomat v druhé skupiné bylo navozeno zakrytim nadoby se vzorky na 2 hodiny. Nicmén¢ za
tuto dobu nedosSlo k uplnému zavieni stomat a priduchova Stérbina byla stale patrna.

Hlavnimi sledovanymi atributy je délka a Sifka celého priduchu, rovnéz i délka a Sitka
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stomatalni apertury. Kvantifikace jednotlivych atributi otevienych, zavienych stomat je
prezentovana v Graf 9. Z vysledk vyplyva, ze v pribéhu otevirani dochazi, u vsech
sledovanych jedinct, ke zkracovani délky celého priiduchu, a naopak vzrista jeho Sitka.

Stejnym zméndm podléha pohyb samotné apertury. Konkrétni rozdily jsou rozebirany dale.

V otevieném stavu ma mutant exo70B2 v porovnani s ostatnimi signifikantné
nejmensi stomata. Délka celého priduchu (SD) se odliSuje od hodnoty WT téméf o 12 % a
$itka (SS) 0 7 %, rovnéz i velikost térbiny je v otevieném stavu nejmensi, délka apertury
(AD) i jeji $itka (AS) dosahuji pouze 80 % velikosti WT. Tento rozdil je od WT ve viech
pripadech statisticky signifikantni (p<0,01). Pozménénou velikosti apertury se projevuje
rovnéz dvojity mutant, kde je jeji délka oproti WT signifikantné (p<0,05) mensi o 8,5 %
(Graf 10). U zavienych praducht je efekt zcela analogicky k priiduchiim otevienym, proto

zde neni graf prezentovan.

Atributy stomat
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Graf 9 predstavuje redlné rozméry [um] stomat v otevieném (pripona O) a zavieném stavu
(pripona Z). Jednotlivé atributy sledovanych jedinci: délka celého priduchu (SD), sitka celého
priduchu (SS), délka apertury (AD) a Sitka apertury (AS), byly oddélené otestovdny metodou ANOVA

s post-hoc HSD testem pro potvrzeni rozdilu mezi otevienym a zavienym stavem. Riznymi pismeny

vvvvvv
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Graf 10 predstavuje rozdil v atributech stomat vaci WT (100 %) pouze v otevieném stavu. WT
zndzorriuje (modrd), exoB1 (oranZovd), exoB2 (sedivd), exoB1/B2 (Zlutd). Jednotlivé atributy, délka
celého priiduchu (SD), $itka celého priduchu (SS), délka apertury (AD) a Sitka apertury (AS), byly
oddélené otestovdny metodou ANOVA s post-hoc HSD testem. Ruznymi pismeny jsou oznaceny

statisticky signifikantni vysledky pro p<0,01. * znaci nizsi hladinu signifikance p<0,05.

8.4.2 Relativni zmény celych priduch a apertury

Relativni nartist a pokles sledovanych atributl stomat, je prezentovan v Graf 11 a Graf
12. Nejvétsi procentudlni narist délky (SD) v dasledku zavirani stomat, je piekvapive
pozorovatelny u exo70B2, o 22 %, tento vysledek je statisticky signifikantni (p<0,05).
V ptipadé¢ zmény délky samotné apertury (AD) se nejvice odliSuje dvojity mutant
exo70B1/exo70B2, u n¢hoz dochazi k nartstu o 35 %. U WT se délka apertury, v disledku
zavieni priduchu, prodlouzi o 38 % a u samostatnych mutaci exo70B1 a exo70B2 o 40 %.
Nicméné tyto rozdily nejsou statisticky signifikantni a oproti rozméru SD jsou zatizeny

zna¢nou odchylkou.

Mutant exo70B1/exo70B2 vykazuje, v disledku zavieni priaduchu, nejmensi snizeni
Sitky celého priduchu pouze 10 % (Graf 12). WT a ostatni mutanti snizuji velikost Sitky
stoma v praméru 13,8 %. Zména hodnot v Sifce apertury je zatizena znacné vysokou
smérodatnou odchylkou, a statistické testy neodhalily signifikantni rozdily mezi testovanymi
jedinci. K nejvétsi zméné v §iice apertury dochazi u exo70BI, kde SA poklesa o 70 %

ptvodni itky. Nejméné jsou priiduchy zavieny u exo70B1/exo70B2, ktery méni SA o 58 %.
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Graf 11 Relativni narUst délky celého stoma (SD) a apertury (AD). Pismenky jsou odliseny statisticky
signifikantni vysledky pro p<0,05. Kazdy atribut (SD) a (AD) byl zvlast podroben testu ANOVA s post
hoc HSD Tukey testem.
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Graf 12 Relativni pokles itky celého stoma (SS) a apertury (AS). Statisticky signifikantni vysledky pro
*p<0,05 . KaZzdy atribut (SS) a (AS) byl zvldst podroben testu ANOVA s post hoc HSD Tukey testem.
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8.4.3 Proporce a tvar sveraci bunky

Z ptedchozi analyzy vyplyva, Ze projev mutaci ma vliv na velikost celého priduchu.
Pro objasnéni, které ¢asti stomat jsou v disledku mutace postizeny nejvice, byla vypocitana
Sitka samostatné svéraci buniky a vyska pola (viz Obrazek 14), jako rozdil poloviny délky
praduchu a apertury (vyska polu) ¢i rozdil poloviny Sife priaduchu a apertury (Sitka svéraci
buiiky) v zavieném a otevieném stavu. Poté byly sledovany a kvantifikovany jejich zmény,

vzniklé v dlsledku zavirdni stomat (Graf 13).

Obrdzek 14 Vyznaceni mérenych parametrd.
Sitka priduchové buriky (B-Cernd) a vyska pdlu
(P-oranZovd), tyto rozméry plati i pro zaviend

stomata. Usecka= 10 um.

0 ka a vyska polu svéraci bunky

8
6
4
a
2
0
BO

mWT lexo7OB1 W exo70B2 exo7OBl/BZ
Graf 13 Souhrn velikosti Sitky priduchové buriky (B)a vysky polu (P) v otevieném (BO, PO) a

Délka [um]

zavieném stavu (BZ, PZ). V grafu se vyskytuji vysledky dvou na sobé nezdvislych statistickych testd.
Jeden pro (BO+BZ) a druhy pro (PO+PZ). Signifikantné odlisné sledované atributy jsou zndzornény
odlisnymi pismeny (p<0,01).
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Na rozdil vSech ostatnich jedincii, ma signifikantn€ nejmensi Sitku priiduchové bunky
exo70B2 (p<0.01) a to jak v zavieném (BZ), tak i otevieném stavu (BO). WT, dvojity mutant
a exo70B1 se od sebe v otevieném stavu statisticky 1 velikostné vyznamné neodliSuji.
Zajimavym tkazem je minimalni zména Sitky svéraci bunky pfti pfechodu z oteviené¢ho do
zaviené¢ho stavu. Tento rozdil ¢ini pouze 3 % u exo70B2 s vysokou hladinou signifikance
(p<0,01). U exo70B1 a dvojitého mutanta jsou to 4 % a rozdil signifikantn¢ odlisny neni. U
svéraci buitkky WT se narlst Sitky svéraci buniky pohybuje okolo 6 % (Graf 14 A). Jinak je
tomu u vySky polu priduchové buiky (Graf 14A Graf 14B). Vtomto ptipadé se
signifikantné odliSuje exo70BI, u kterého je velikost PO lehce zvySend, pouze vSak
v otevieném stavu. Zavieni priduchu nema prakticky zadny vliv na exo70B1/exo70Ba

exo70B2. Naopak u WT 1 exo70B1 dochazi ke zkraceni vysky polu v priméru o 13 %.

A Relativni narist Sirky burky B Relativni pokles vyiky pdlu
8% 25%
7% 20%
6%
15%
5%
4% 10%
[ * *
3% 5% e
2%
a 0%
1%
0% 5%
mRadal MRada2 mRada3 mRada4 B Radal ®Rada? ®Rada3 kadad

Graf 14 A) Relativni ndrdst sitky zaviené svéraci buriky. B) Relativni pokles vysky pdlu zaviené
svéraci buriky. A i B bylo zvldst podrobeno statistickému testu ANOVA s post-hoc HSD Tukey
testem. OdlisSnd pismena zndzornuji signifikantni rozdily (p<0,01). * oznacuje niZsi miru

signifikance (p<0,05), konkrétné mezi exo70B2 a dvojitym mutantem.
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Mutace v podjednotce Exo70B2 ma vliv 1 na celkovy tvar priducht. Pomér délky a

r~r

$itky celého priduchu ¢aste¢né vypovida o jeho tvaru. Cim bliZe se tento pomér blizi 1, tim

vice je finalni tvar podoben kruhu. V otevieném stavu se od ostatnich jedinct signifikantné

6%

odliSuje exo70B2, ktery se hodnotou poméru délky (SDO) a iiky (SSO) praduchu, nejvice

pfiblizuje kruhovému modelu. V zavieném stavu je modelu naopak nejblize dvojity

mutantexo70B1/exo70B2. Tento vysledek je rovnéZz signifikantné odliSny od ostatnich.

Z vysledki tedy l1ze vyvodit, Ze mutace exo70B2 ma patrné nejvétsi vliv na zmény proporci

stomat.
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Graf 15 Mira cirkularity otevienych (A) a zavienych stomat (B) je zavedena jako pomér délky celého

priduchu (SD) a Sitky celého priiduchu (SS). Otevieni & zavieni je oznaceno pfiponou (O) nebo (Z). Pro

graf A i B byl zvidst proveden statisticky test ANOVA s post-hoc HSD Tukey testem (p<0,01). Ruznd

pismena oznacuji signifikantné odlisné rozdily.
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8.5 Lokalizace EXO70B1 a EXO70B2 ve stomatech

Protein EXO70B1-GFP se bohuzel pod ptirozenym promotorem nepodafilo nasnimat
z divodu velmi nizké intenzity signalu 1 u proteinu EXO70B2 byl za ambientnich podminek
ve stomatech signal velmi slaby. V meristemiodu uz byl signal vice zietelny, ale lokalizaci
EXO70B2-GFP na membrané¢ se nepodafilo prokazat. Je vSak patrnd jeji pfitomnost

kompartmentech podobnym endosomtm.

Obrdzek 15 Lokalizace EXO70B2-GFP v meristemoidu casosbérny experiment. Membrdnovy signdl
je neznatelny. Sipkami je zndzornén signdl EXO70B2-GFP pravdépodobné v v zatim neuréeném

endomembrdnovém kompdrtmentu. Usecka =5 um.
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8.6 Lokalizace ,core” podjednotky exocystu SEC8

Podjednotka SEC8-GFP meéla opakovatelné¢ pozorovatelny vyskyt na rozhrani

pomocnych bunék stomat a praduchy samotnymi. Uvnitf priduchti vSak signal patrny nebyl.

Obrdzek 16 Lokalizace SEC8-GFP v dospélych burikdch stomat. Silny signdl je patrny na rozhrani

pomocné buriky a priduchu, oznaceno Sipkou. Usec¢ka = 10 um

9 Diskuze

9.1 Otevrenost stomat

Jednim z cilli této prace bylo objasnit, zda ma mutace v genech pro podjednotky
exocystu EXO70B1, EXO70B2 a ptipadné jejich kombinace vliv na dynamiku stomat za
béznych podminek. Vysledky nékterych fytopatologickych testi naznacovali, Ze jednim
z faktord, ktery by se mohl podilet na fenotypu zvysené citlivosti k patogennim ndkazdm u
mutanta exo70B2, je 1 pouha vétsi otevienost stomat za béznych podminek. Provéfit tento
stav, se zprvu ukazalo byt téméf nepiekonatelnou piekazkou. I rostliny péstované
v kultivacnich komorach (klima-boxech) nemaji zdaleka plné€ oteviené priiduchy, jelikoz
zpravidla netrpi nedostatkem CO; ani intenzita osvétleni a teplota neni vysokd, udrzuji
priduchy v polootevieném stavu, jez je velice nesnadné mikroskopicky zméfit a
interpretovat. Castym postupem pro kvantifikaci velikosti priduchové apertury, je vyuziti

autofluorescence vnitini stény svéracich bun¢k. Vyhodou této metody je vysoké mnozstvi
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kvantifikovatelnych apertur na potfizeny snimek. OvSem v pfipad¢, Ze jsou stomata oteviena
pouze Ccastecné, je tento zpusob znacné zavadéjici. V prubéhu mnou provadénych
experimentl vySlo najevo, Zze otevienost stomatalniho péru viditelného pod
autofluorescenci, nekoresponduje se snimkem pofizenym béznou metodou (BF), kde se
praduch naopak jevi jako zavieny. Rozmér ,,autofluorescen¢ni* apertury kopiruje velikost
skute¢né praduchové Stérbiny znaéné nestale a pfevazné az ve vice otevieném, ¢i Uplné
zavieném stavu (Obrazek 17). Razantni zmény velikosti praduchové $térbiny nastavaji az
pii urCitém turgorovém tlaku, do té rozmér apertury regulovan patrné velice jemné, coz
naznacuji i matematické modely (H. Wu and Sharpe 1979; Woolfenden et al. 2017; Carter
et al. 2017). Z tohoto divodu bylo upusténo i od metody strhnuti pokozky, kterd sice
poskytuje velice pfesné méfitelné priaduchy, nicméné jednd se o znaéné invazivni postup,
pfi kterém dochézi ke ztrat¢ vlivu mezofylovych bunék, jez hraji v dynamice stomat také
roli (Woolfenden et al. 2017). Stomata byly nakonec méfeny na celych vysecich z listt a
naslednym potizenim velkého mnozstvi snimku. JedineCnym piinosem do této problematiky
je méfeni stomatalni konduktance, jez poskytuje informace o aktualnim stavu priduchti za

riznych podminek.

Obrdzek 17 Rozdil ve velikosti stomatdini §térbiny pod autofluorescenci (A) a BF (B). Use¢ka = 10 um
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9.2 Stomatalni vodivost

Z analyzy dat pofizenych pfistrojem Li-Cor Li 6400XT vySlo najevo, ze za
ambientnich podminek se vodivost, potazmo tedy i velikost $térbiny, neodlisuje od WT.
Bohuzel béhem tohoto experimentu doslo k necekanému poklesu konduktance v druhém a
tretim méfeni (2. WT vs exo70B2 a 3. WT vs exo70B1/exo70B2). A bylo tedy nemozné,
mezi sebou statisticky porovnat hodnoty mutanti. Nicméné organizace experimentu byla
prednostné navrzena k zjisténi rozdilu v chovani mutaci a WT, ktery touto zménou nastésti
nebyl narusen. Pokles v hodnotach konduktance, ptisuzuji délce pobytu testovanych rostlin
v jiné kultiva¢ni komote, kde nebylo mozné zajistit totozné podminky s komorou ptvodni.
Pro méfeni vSak bylo nutné, vypéstovat rostliny do zna¢né velikosti, aby mohly byt listy
radn¢ zméteny a nedochdzelo k ptiliSnym deformacim. Z tohoto diivodu bylo v experimentu
pouzito pomérné starych rostlin 7-8 tydnt. To je vSak velice blizko stafi, kdy se zacina
intenzivné projevovat mutace exo70BI, ackoliv nikdy nebylo v tomto experimentu
pracovano s listy, jez by vykazovali tvorbu HR 1ézi, mize byt jeho vysledek timto faktorem
znacné ovlivnén. Velmi vysoké zmény v intenzité osvétleni bylo uZzito z divodu indukovani

silné stresové reakce, jez by mohla odhalit projev sledovanych mutaci.

M¢n¢ intenzivni nardst konduktance u mutace exo70B1, v disledku zmény intenzity
osvétleni, je v souladu s publikovanymi pracemi (Hong et al., 2016), kde je tento jev
studovan pfimo na rozmérech stomat ve spojitosti s aktivitou ROP2/RIC7, ktery se podili na
regulaci otevirdni stomat pisobenim svétla. Zasadnim objevem je vSak snizend reaktivita
mutanta exo70B2, jez v tomto kontextu nebyla nikdy publikovana. Relativni narast vodivosti
v prvnim piipad€ (u WT vs exo70B1), je oproti WT témét o polovinu mensi, neZ je tomu
v ptipadé WT vs exo70B2. Zda se tedy, Ze efekt prvni mutace m& masivnéjsi dopad na
dynamiku priduchli. Méfeni kombinace obou téchto mutaci ovSem dokazuje, Ze projev
exo70B1 a exo70B2 neni synergicky, naopak se zda byt siln€jsi fenotyp exo70B1 potlacen
vlivem mutace exo70B2. O ptuvodu tohoto fenoménu, Ize pouze spekulovat, jelikoz vliv
dvojité mutace exo70B1/exo70B2 na stomata nebyl doposud studovan. Kontrola hustoty
priduchii neodhalila Zadny signifikantni rozdil mezi mutanty a WT. A tudiZ je fenotyp vSech
mutant pravdépodobné zplisoben odlisSnou dynamikou stomat. Mechanismus, jakym jsou
tyto podjednotky ptfesné zapojeny do regulace praduchi, ziistdva prozatim neobjasnén.
Dulezitym faktorem, majicim vliv na otevienost stomat, je dynamika plazmatické membrany

a vakuoly, béhem pohybt stomat se tvoii mnozstvi vackl a tubuld, jejichz zpétna integrace
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je nutnd pro spravnou funkci priduchi (Tobias Meckel et al. 2004; T. Meckel et al. 2005;
X.-Q. Gao et al. 2005). A jak podjednotka exocystu EXO70BI1, tak EXO70B2 jsou
dilezitymi proteiny vackového transportu (V Zarsky et al. 2009; Pecenkova et al. 2011;
Viktor Zarsky et al. 2013; Kulich et al. 2013). Exocytozou rovnéZ dochézi k intenzivni re-
translokaci draselnych kanalit KAT1, které jsou jednim z hlavnich faktort podilejicich se na

zméndch turgoru (Hurst et al. 2004; T. Meckel et al. 2005; Tobias Meckel et al. 2007).

Razantni nartst v konduktanci, jenz nastadva béhem prvnich 20 vtefin od zvyseni
intenzity osvétleni, ma velmi specificky prubéeh, ktery ziejmé vznikd kombinaci mnoha
faktord. Nejrychleji pravdépodobné reaguje fotosyntéza, to podporuje i fakt, ze pokles
konduktance v diisledku vypnuti osvétleni ma v prvnich 20 vtefinach velmi podobny prib¢h
1 velikost. Nicmén¢ i tento rapidni nardst je u mutanti oproti WT nizsi, coz by mohlo byt
zpusobeno nejen piimo aktivni odpovédi na vysokou intenzitu svétla, ale i dynamickymi
moznostmi stomat mutantnich jedinct v piipadé, ze by byl vyvoj praduchi néjakym
zpusobem pozménén. Proto bylo provedeno rozsdhlé méfeni riiznych atributd stomat

v reakci na odlisné svételné podminky.

Nicméné¢ tyto experimenty nevypovidaji o tom, zda je nartist v konduktanci stomat u
mutantil pouze zpomalen, ¢i omezen. Organizace experimentu byla naplanovéana k potfizeni
co nejvice opakovani méteni od jednotlivych sledovanych linii, jelikoZ je variabilita
konduktance mezi jednotlivymi listy pomérné vysoka. Rovnéz i pfevoz a ptenos rostlin
z mista na misto neni idealni a bylo by vhodné&;si méfit pfimo v kultivacni mistnosti. Dal§im
faktorem, s kterym se muselo béhem méfeni pocitat, byla délka dne pouZita pro kultivaci
rostlin. Aby totiZ bylo dosazeno dostatecné velké listové riizice a inhibovéan nastup kveteni,
probihala kultivace rostlin na kratkém dni. Navic zde byl problém s nastupem fenotypu
exo70B1, kdy se pfi tomto stati 7-8 mohou objevit HR 1éze v kratkém ¢asovém horizontu.
Z toho ditvodu prevazné kratkého dne, musel byt interval méfeni nastaven pouze na 20 minut
na jedince, aby bylo dosaZeno dostatecného mnozstvi méteni, coz je vzhledem k jinym
publikovanym textiim velmi malo. Experiment byl v pritbé¢hu vyzkumu proveden 2x a 3x
v ptipadé¢ WT vs exo70B2. Béhem 1. méteni vSak v pritbé¢hu doslo ziejme ke Spatné kalibraci
pfistroje pred za¢atkem méfeni, coZ mélo za nésledek znehodnoceni mnoha 80 % dat, ovSem
kfivka nérGstu konduktance ma ve zbylych 20 % stejny pribéh s poslednim métenim.
So6lovy experiment v ptipadé¢ WT vs exo70B2 poskytuje totozné vysledky jako posledni,

v této praci uvedené méteni.
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9.3 Hustota prlduchl a vysouseci experiment

Experiment provedeny za ucelem odhalit zmény v hustoté priduchd, nepfinesl zadné
statisticky signifikantni vysledky a je tedy mozné povazovat vliv mutaci v genech EXO70B1
1 EXO70B2 za nulovy.

VysouSeci experiment ukazal, ze se samostatni mutanti neodliSuji od WT, dvojity
mutant v 3 na sob¢ nezavislych métenich (data nejsou prezentovana) pokazdé vykazuje
nahly pokles hmotnosti. Tento fenomén se vSak 1isi v Case, kdy k nému dochazi. Predchozi
meéfeni bylo navic provedeno na odlisné starych rostlinaich. U tohoto typu testu je
problematické docilit statisticky signifikantnich hodnot, jelikoz je velmi obtizné dodrzet
pfesné podminky pifi vaZeni, vybéru listi a manipulaci s testovanymi listy, coz
reprodukovani. Neni proto mozné s jistotou fici, zda pritomnost obou mutaci v genech

EXO70B1 a EXO70B2 ma v tomto ptipad¢ vliv na ztratu hmotnosti.

9.4 Zmény v proporcich priduchl exo70B2

V tomto experimentu bohuzel nebylo mozné pouZit stejné starych rostlin, jako tomu
bylo pii méteni konduktance. U 7-8 tydni starych rostlin se nedafilo oteviit priduchy v SOB
pufru. Proto byly v tomto experimentu testovany rostliny staré¢ 5 tydni, kde jiz otevieni
praduchti nebylo piekazkou. Z vysledki vyplynulo, Ze mutace v podjednotce exocystu
EXO70B2 ma pravdépodobné vliv na velikost priduchu i apertury. Tento defekt oviem
nemusi hrat roli za ambientnich podminek, kdy nejsou pruduchy otevieny plné, coz
koresponduje 1 s méfenim konduktance. Zmény v jednotlivych sledovanych atributech
rovnéz naznacuji, ze zpusob otvirani a zavirani praduchti by mohl byt lehce odlisny. Zatimco
u WT i exo70B1 se vySka polu svéraci buniky v pribéhu zavirani prodluzuje, pro exo70B2 i
dvojitého mutanta ziistdva témert stejnd. U praducht exo70B2 dochazi béhem otevirani ¢i
zavirani patrn€ k odliSnym zméndm pomeéru délky a Sitky, coZ ma za nasledek vyssi

cirkularitu otevieného 1 zavieného stoma.

Pfi¢inou naruseni dynamiky stomat u této mutace, by mohla byt pozménénd tvorba
bunééné stény kolem praduchové stérbiny. Podjednotka EXO70B2 se ucastni tvorby papil
pii obran¢ pied patogeny, privodnim jevem tohoto procesu je 1 ukladani kalézy, ktera je

dualezitou slozkou pfi tvorbé bunécné stény (Pecenkova et al., 2011; Stegmann et al., 2012;
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Ortmannova et al., v pfiprave). Na formaci pruduchti ma zasadni vliv EXO84b, kde je jejich
vyvoj fatalné narusen (Fendrych et al. 2010). Zmény v proporcich ukazuji, ze fluktuace
délky stomat je pii pohybech u exo70B2 vétsi nez u ostatnich mutant a WT. Tim vyvstava
otazka, zda neni vyvoj pruduchl u exo70B2 pouze zpomalen, jelikoz timto zplisobem se
pohybuji mladé praduchy, jez doposud nemaji nalezit¢ vyvinuty vSechny potiebné
komponenty, pfipadné nedochdzi-li  kSpatné¢ tvorbé celulozovych  vldken
(Carter et al. 2017). V této studii je navic ukazano, ze slozeni BS se na polech méni ve
vyskytu methylovanych a de-esterifikovanych pektinid, coz ma za nésledek tuhnuti pola
stomat a efektivnéj$i otevieni stomat. Podjednotka exocystu EXO70A1 je spojovana
s ukladanim pektini do vulkanickych bunék semen (Kulich et al. 2010). Tento proces je
spojen rovnéZ s podjednotkou SECS, ktera lokalizuje na okolo priduchi, neni tedy

vylouc€eno, ze by se Exo70B2 mohla i¢astnit depozice pektinii do svéracich bunék.

I ptes pomérné velké mnozstvi analyzovanych priducht (pro 250 na mutantni linii),
je interpretace takto ziskanych dat v nékterych ptipadech dle mého ndzoru zavadéjici.
Zasadnim problém zlstavd méteni apertury v zavieném stavu, kde se rozptyl dat, vlivem
lidského faktoru, podstatné zvysSuje. A proto vysledky vypovidajici velikosti zaviené
apertury a jemnych proporcnich zmén tvaru svéraci buniky, mohou byt faleSné pozitivni.
Planarni pozorovani stomat navic postrada 3. rozmér a neni jisté, zda velikost apertury, tak

jak ji vidime, odpovidé skutecnosti a priduch neni naptiklad vice vyklenut v ose z.
9.5 Projev mutace exo/0B1 na stomata

Mutace homologniho genu EXO70B1 se v proporcich stomat nijak vyrazné neodliSuje
od WT a zda se tedy, Ze zména konduktance, naméfend ptistrojem Li-Cor Li 6400XT, je
zpusobena pouze sniZenou senzitivitou mutovaného jedince k otevirani stomat na svétle,
prostfednictvim interakce s ROP2/RIC7 (Hong et al. 2016; Seo et al. 2016). V1ivii vSak mize
byt mnohem vice. I zde by mohlo dojit k naruSeni dynamiky membran vlivem autofagie a
re-translokace kanalti pro draslik KAT1 (Hurst et al. 2004; Tobias Meckel et al. 2007; Kulich
etal. 2013).

9.6 Fenotypové projevy dvojité mutace exo70B1/exo70B2

V pribéhu bezpoctu opakovanych kultivaci sledovanych mutantnich linii, bylo
zjisténo, Ze u dvojitého mutanta exo70B1/exo70B2 je nastup tvorby HR l1ézi (fenotyp

exo70B1) oproti samostatné mutaci opozdén a zpocatku je i méné intenzivni. Pfitomnost
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exo70B2 tedy casteCné potlacuje fenotyp mutace exo70BI. Z vysledkli provedenych
experimentl je mozno usoudit, ze se tento efekt netyka pouze tvorby HR 1ézi, ale i vlivu na
dynamiku stomat. V ptipad¢ méteni konduktance je projev dvojité mutace nejvice podobny
WT, coz ovSem miize byt projev vySe zminovanym del§im pobytem v kultivacni komote.

Relativné je rozdil v konduktanci vii¢i WT srovnatelny s projevem exo70B2.

Jednim z divodu, pro¢ by mohla kombinace obou mutaci potlatovat projev
jednotlivych, je akumulace kyseliny salicylové (SA) (i jinych fytohormont) v exo70B1 a
naruseni obranyschopnosti u mutace exo70B2 (PeCenkova et al. 2011; Kulich et al. 2013).
Vzhledem k zna¢nému stéii testovanych rostlin, je vice nez pravdépodobné, ze koncentrace
SA v pribéhu méfeni byla v listech exo70BI zvySena. To mohlo, spolecné s efektem
spojenym s ROP2/RIC7, pfispét k vyraznéjSimu prohloubeni rozdilu mezi mutacemi
exo70B1 a exo70B2. Naproti tomu mutant exo70B2 vykazuje snizenou schopnost obrany
pred patogeny, ktera velice Uzce souvisi s pravé s kyselinou salicylovou, ackoliv efekt
mutace  exo70B2 je spojen  spiSe  srozezndnim  pfitomnosti  patogenu
(PeCenkova et al. 2011; Stegmann et al. 2012), neni mozné vyloucit piekryv projevii obou
téchto mutaci a jejich drah. To podporuje i fakt, Ze dvojity mutant casteCné potlacuje a
zpomaluje tvorbu hypersenzitivnich 1€zi. Vysledky z méfeni proporci stomat rovnéz ukazuji
na vétsi podobnost spise s projevem mutace exo70B2, nicméné oproti ostatnim sledovanym
liniim, u dvojit¢ho mutanta se priiduch, vlivem pobytu ve tmé¢, zavird 10 % méné (tento
rozdil ovSem neni statisticky signifikantni) a zstava vice otevien, nez je tomu u ostatnich,
coz paradoxné odpovida i rozdilu ibytku hmotnosti ve vysouSecim experimentu, ktery se od
ostatnich 1i8i rovnéz o 10 %. Pfi¢inou této odliSnosti, by mohlo byt odstfiZeni listu a aktivace
poplasnych reakci, které jsou poskozenim v buiikach indukovany. Zejména pak autofagie,
kterd obecné ve vétsi €1 mensi mife doprovazi bunécnou smrt. Jelikoz je u obou mutaci
prokazano zapojeni do autofagickych déju (Kulich et al. 2013; Teh et al. 2018), miize dojit
naopak k secteni efektu mutovanych genti. To by mohlo mit za nésledek pozménéni
dynamickych zmén vakuoly a plasmatické membrany, jez jsou diilleZitou soucésti pohybii
praduchi (Hurst et al., 2004; Tobias Meckel et al., 2004; X. Q. Gao et al., 2009). Cimz by

se dala vysvétlit nizsi otevienost priuducht.

9.7 Lokalizace podjednotek exocystu

Pro tuto praci vytvofeny konstrukt EXO70B1-GFP s pfirozenym promotorem byl

zneznamého diivodu nefunkcni. Na viné by mohla byt naptiklad ubiquitinace ¢i RNA
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interference, ktera by ovlivnila ¢innost tohoto proteinu. Degradace tohoto proteinu PUB18
E3 ubiquitin ligdzou v zavislosti na ABA a stresu zptisobeného mannitolem byla popsana v
(Seo et al. 2016). Nicméné piitomnost EXO70B1 neni pozorovatelnd ani za ambientnich
podminek, a tedy mechanismus jeji pfipadné degradace bude vazan na jinou drahu, ktera

doposud nebyla objevena.

Konstrukt EXO70B2-GFP pod pfirozenym promotorem nema za ambientnich
podminek silny signal a v dospé€lych buiikach stomat je nepozorovatelny. B€hem vyvoje

priduchu je vS§ak mozné EXOB2 detekovat v kompartmentech podobnym endosomtim.

Konstrukt SEC8-GFP se ukéazal byt konstanté aktivni kolem priduchovych bunék a
na rozhranich mezi pomocnymi bunkami. AvSak jeho tuloha ve stomatech zistava

neobjasnéna a je nutno tento fenomén lépe prostudovat.

10 Souhrn

1. Podafilo se prokazat vliv mutaci v genech EXO70B1, EXO70B2 a
EXO70B1+EX070B2 na otevirani praduchi na svétle.

2. Podatilo se prokdzat vliv mutace v genu EXO70B2 na tvar a otevienych
velikost stomat. Mutant exo70BI nevykazuje zésadni odliSnost ve velikosti
praduchd.

3. Nepodafilo se lokalizovat EXO70B1-GFP v prudusich ani jinych castech
rostliny, nepodaftilo se lokalizovat EXO70B2-GFP na membrané praduchu,
pouze jako souc¢ast endomembranovych kompartmenti, které¢ bude nutné blize

urdit.
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