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D e cl a r ati o n 

 

I d e cl ar e t h at t his w or k is t h e r es ult of m y o w n r es e ar c h e x c e pt as cit e d i n t h e r ef er e n c es. T h e                             

t h esis h as n ot b e e n a c c e pt e d f or a n y d e gr e e a n d is n ot c urr e ntl y s u b mitt e d i n t h e c a n di d at ur e of                       

a n y ot h er d e gr e e. 

I u n d erst a n d t h at m y r es ults r el at e t o t h e ri g hts a n d o bli g ati o ns of t h e A ct N o. 1 2 1/ 2 0 0 0 C oll., t h e                         

C o p yri g ht A ct, as a m e n d e d, i n p arti c ul ar t h e f a ct t h at C h arl es U ni v ersit y i n Pr a g u e h as t h e ri g ht                       

t o c o n cl u d e a li c e n c e a gr e e m e nt o n t h e us e of t his w or k as a s c h o ol w or k p urs u a nt t o S e cti o n 6 0                           

p ar a gr a p h 1 of t h e C o p yri g ht A ct. 

  

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

I n Pr a g u e, 4t h of J ul y i n 2 0 1 8 J ur aj S e k er eš 

 

  



P r o hl áš e ní 

 

Pr o hl aš uji, ž e t at o pr á c e j e v ýsl e d k e m e x p eri m e nt ů, kt er é js e m v y k o n al s a m ost at n ě či v e                    

s p ol u pr á ci s k ol e g y, kt eří js o u r o v n ě ž u v e d e ni j a k o s p ol u a ut oři n a př e dl o ž e n ý c h p u bli k a cí c h.                   

D ál e pr o hl aš uji, ž e vš e c h n y p o u žit é i nf or m a č ní z dr oj e js o u cit o v á n y v t e xt u a js o u ř á d n ě u v e d e n y                          

v s e z n a m u lit er at ur y. P o d a n á pr á c e n e b yl a dří v e a ni s o u b ě ž n ě p o u žit a k zís k á ní j a k é h o k oli v                       

tit ul u v Č R či v z a hr a ni čí. 

C h á p u, ž e m á pr á c e p o dl é h á pr á v ů m a p o vi n n ost e m dl e z á k o n a č. 1 2 1/ 2 0 0 0 S b., a ut ors k é h o                     

z á k o n a, v e z n ě ní p o z d ější c h př e d pis ů. Js e m sr o z u m ě n s tí m, ž e U ni v er zit a K arl o v a v Pr a z e m ů ž e                        

u z a vřít li c e n č ní s ml o u v u o u ží v á ní t ét o pr á c e j a k o š k ol ní pr á c e p o dl e § 6 0 o dst. 1 a ut ors k é h o                           

z á k o n a. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V Pr a z e, 4. č er v e n c e  2 0 1 8                                                                              J ur aj S e k er eš   



A c k n o wl e d g e m e nt 

 

First a n d m ost of all, I w o ul d li k e t o t h a n k M arti n P ot o c k ý f or b ei n g g o o d m e nt or, fri e n d a n d f or                            

virt u all y s a vi n g m y ass, pr o b a bl y m or e t h a n o n c e. I w o ul d li k e t o t h a n k T h e Cl o ni n g M ast er                            

Př e m ysl P ej c h ar f or t h e pr o p er i niti ati o n i nt o t h e a n ci e nt art of t h e m ol e c ul ar cl o ni n g. I w o ul d                        

li k e t o t h a n k Vi kt or Ž árs k ý a n d F ati m a C vr č k o v á f or o n g oi n g i ns piri n g i nt ell e ct u al sti m ul ati o n. I                       

w o ul d li k e t o t h a n k L e o p ol d B utt ers St ot c h, R o m a n Pl es k ot a n d Jit k a Ort m a n n o v á f or c o nti n u o us                       

s u p pl y of i nt er esti n g c o n v ers ati o ns a n d al c o h ol i nt o xi c ati o n. I w o ul d li k e t o t h a n k L u k áš S y n e k                    

f or i m pr o vi n g m y i nsi g ht i n mi cr os c o p y a n d tr a v elli n g. I w o ul d li k e t o t h a n k I v a n K uli c h a n d                         

P et er S a b ol f or all t h e fr uitf ul s ci e ntifi c dis c ussi o ns d uri n g t h e ti m es of m y pr es e n c e at t h e                       

f a c ult y. I w o ul d li k e t o t h a n k A n a mi k a R a w at f or e ntr usti n g m e t h e s a cr e d mi g ht y C h e e k u. I                         

w o ul d li k e t o t h a n k J a n a Š ť o ví č k o v á a n d M aj or H al uš k a f or t h eir fri e n dl y attit u d e a n d o c c asi o n al                        

s u p pl y of fr e e t o b a c c o. I w o ul d als o li k e t o t h a n k b ot h o ur t e c h ni ci a ns, M art a Č a d y o v á a n d J a n a                           

Š ť o ví č k o v á f or all t h e s u p p ort pr o vi d e d. I als o t h a n k all ot h er m e m b ers of T h e L a b or at or y of                        

C ell M or p h o g e n esis at t h e C h arl es U ni v ersit y i n Pr a g u e a n d t h e L a b or at or y of C ell Bi ol o g y at                     

t h e I nstit ut e of E x p eri m e nt al B ot a n y f or c o ntri b uti n g t o t h e g e n ui n el y p ositi v e a n d n o uris hi n g                  

e n vir o n m e nt I h a d t h e h o n o ur t o b e p art of. I w o ul d li k e t o t h a n k m y f a mil y a n d J ar mil a Kr ál o v á                         

f or g e n eri c m or al s u p p ort a n d m a ki n g m y lif e m or e pl e as a nt. I w o ul d li k e t o t h a n k Al e x a n dr a                         

El b a k y a n f or h er ast o nis hi n g br a v er y i n t h e fi g ht a g ai nst t h e br o k e n i n d ustr y c o m pl e x pi m pi n g                      

t h e s ci e ntifi c p u bli c ati o n pr o c ess a n d f or s a vi n g m a n y h o urs of m y ti m e. I w o ul d li k e t o t h a n k t h e                           

r e vi e w ers of t his t h esis f or t h e j ust a n d m er cif ul or d e al. I w o ul d li k e t o t h a n k t h e Gr a nt A g e n c y                         

of t h e C h arl es U ni v ersit y f or fi n a n ci all y s u p p orti n g m y r es e ar c h a n d t h us pr o vi di n g m e t h e                      

o p p ort u nit y t o p arti ci p at e i n s e v er al hi g hl y i nt er esti n g i nt er n ati o n al m e eti n gs a n d t o t h e C z e c h                   

S ci e n c e F o u n d ati o n ( G A C R) f or c o ntri b uti n g t o m y al ms. I w o ul d li k e t o t h a n k E M B O f or                      

f u n di n g m y p arti ci p ati o n at c o urs es b o osti n g m y tr ai ni n g, as w ell as t o t h e or g a ni z ers of t h e                     

c o urs es f or all o wi n g m e t o p arti ci p at e.  



 

A bst r a ct 

 

V esi cl e t et h eri n g c o m pl e x e x o c yst is o n e of t h e k e y r e g ul at ors of t h e c ell p ol arit y a n d                        

m or p h o g e n esis i n e u k ar y ot es. T h e c o m pl e x i nt er a cts wit h t h e s e cr et or y v esi cl e, as w ell as pl as m a                      

m e m br a n e, a n d f a cilit at es f or m ati o n of cis S N A R E c o m pl e x l e a di n g i nt o f usi o n of t h e v esi cl e                      

wit h t ar g et d esti n ati o n. T w o of t h e ei g ht e x o c yst s u b u nits, t h e S E C 3 a n d E X O 7 0 ar e k n o w n t o                         

bi n d pl as m a m e m br a n e vi a pr ot ei n a n d li pi d i nt er a ct ors i n O pist h o k o nt m o d el or g a nis ms.                    

G e n o m es of a n gi os p er m pl a nts e n c o d e a s ur prisi n gl y wi d e r e p ert oir e of E X O 7 0 is of or ms wit h                      

o v er 2 0 pr es e nt i n b ot h Ar a bi d o psis a n d di pl oi d t o b a c c o g e n o m e. It h as b e e n pr o p os e d t h at                        

diff er e nt E X O 7 0 is of or ms w o ul d f or m p arts of f u n cti o n all y disti n ct s u bt y p es of t h e pl a nt e x o c yst                        

c o m pl e x dri vi n g m e m br a n e tr affi c ki n g t o v ari o us m e m br a n e d o m ai ns. S p e cifi c i nt er a cti o ns of                   

p eri p h er al m e m br a n e pr ot ei ns wit h p arti c ul ar m e m br a n e p h os p h oli pi ds l ar g el y c o ntri b ut e t o                 

t ar g eti n g of c ell ul ar c o m p o n e nts t o s u b c ell ul ar c o m p art m e nts a n d m e m br a n e d o m ai ns. T his                 

t h esis f o c us es o n r ol e of pr ot ei n-li pi d i nt er a cti o ns i n r e g ul ati o n of pl a nt c ell p ol arit y a n d                      

c o ntri b ut es t o f u n cti o n al a n al ysis of t h e pl a nt E X O 7 0 f a mil y di v ersit y. W e i ntr o d u c e t h e t o pi c                      

wit h t h e t h e or eti c al r e vi e ws s u m m ari zi n g r ol e of pr ot ei n-li pi d i nt er a cti o ns i n est a blis hi n g pl a nt                  

c ell m e m br a n e d o m ai ns at v ari o us s p ati o-t e m p or al s c al es a n d r ol e of t h e e x o c yst c o m pl e x at t h e                      

i nt erf a c e of c yt os k el et o n a n d m e m br a n e tr affi c ki n g i n e u k ar y ot es. A n al y zi n g t h e r ol es of di v ers e                   

E X O 7 0 is of or m wit hi n si n gl e c ell is t h e c or e of t h e first st u d y t h at s yst e m ati c all y c o m p ar es                        

s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n of t h e w h ol e E X O 7 0 r e p ert oir e usi n g t h e gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b e, a                       

w ell est a blis h e d m o d el s yst e m f or a d dr essi n g r e g ul ati o n of pl a nt c ell p ol arit y. Tr a nsf erri n g t h e                    

p oll e n t u b es wit h c o nstr u cts e n c o di n g t h e t a g g e d n ati v e t o b a c c o E X O 7 0 is of or ms, w e u n c o v er e d                       

t ar g eti n g of t h e pr ot ei ns t o v ari o us c o m p art m e nts, i n cl u di n g v esi cl e- e nri c h e d i n v ert e d c o n e,                

n u cl e us a n d t w o s p ati all y disti n ct pl as m a m e m br a n e d o m ai ns o v erl a p pi n g t o a diff er e nt d e gr e e                      

wit h s p ati al m a xi m a of a ni o ni c p h os p h oli pi ds p h os p h ati d yli n osit ol- 4, 5- bis p h os p h at e a n d            

p h os p h ati di c a ci d. T his is f oll o w e d b y t h e d et ail e d a n al ysis of E X O 7 0 A 1, t h e E X O 7 0 is of or m                      

e x pr ess e d a cr oss m a n y pl a nt tiss u es a n d k n o w n t o dri v e p ol ar e x o c yt osis i n diff er e nt c ell t y p es.                         

W e c o m bi n e d li v e c ell i m a gi n g of Ar a bi d o psis r o ot c ells a n d t o b a c c o p oll e n t u b es wit h i n vitr o                          



pr ot ei n-li pi d bi n di n g ass a ys a n d m ol e c ul ar d y n a mi cs si m ul ati o ns t o d e m o nstr at e i m p ort a n c e of                  

E X O 7 0 A 1 dir e ct i nt er a cti o n wit h a ni o ni c p h os p h oli pi ds i n m e m br a n e t ar g eti n g of t h e pl a nt                   

e x o c yst c o m pl e x. T h e t h esis f urt h er i n cl u d es f u n cti o n al st u di es t h at a d dr ess t h e r ol es of                       

Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1, E X O 7 0 B 1 a n d E X O 7 0 B 2 is of or ms i n t ar g eti n g tr affi c ki n g t o v ari o us                   

m e m br a n e d o m ai ns a n d s u b c ell ul ar c o m p art m e nts, a n d t o w hi c h I c o ntri b ut e d. I n t h e f or m of                    

c o m pr e h e nsi v e r e vi e w, w e dis c uss o ur d at a a n d t h e s o f ar p u blis h e d st u di es a d dr essi n g t h e                      

r el ati o n b et w e e n t h e s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n a n d f u n cti o n of pl a nt E X O 7 0 is of or ms.  



S o u h r n 

 

V á č k o v ý p o ut a cí k o m pl e x e x o c yst p atří m e zi hl a v ní r e g ul át or y b u n ě č n é p ol arit y e u k ar y ot. T e nt o                       

pr ot ei n o v ý k o m pl e x pr o p oj uj e s e kr et ori c k é v á č k y s pl a z m ati c k o u m e m br á n o u a r e g ul uj e v z ni k                 

cis S N A R E k o m pl e x u, j e h o ž f or m o v á ní p o h á ní f ú zi m e m br á n y v á č k u s cíl o v o u m e m br á n o u.                     

V ý z k u m f u n k c e k o m pl e x u e x o c yst u k v asi n k o v ý c h a s a v čí c h b u n ě k u k á z al, ž e d v ě z j e h o os mi                       

p o dj e d n ot e k, S E C 3 a E X O 7 0, p o ut ají k o m pl e x k pl a z m ati c k é m e m br á n ě dí k y pří m ý m                  

i nt er a k cí m s e s p e cifi c k ý mi pr ot ei n y a m e m br á n o v ý mi f osf oli pi d y. P o dj e d n ot k a e x o c yst u E X O 7 0               

j e v g e n o m e c h kr yt os e m e n n ý c h r ostli n k ó d o v á n a v el k ý m p o čt e m p ar al o g ů, v pří p a d ě                  

m o d el o v ý c h r ostli n h us e ní č k u a t a b á k u s e j e d n á o ví c e n e ž 2 0 g e n ů. R o z díl n é i z of or m y E X O 7 0                        

pr a v d ě p o d o b n ě t v oří s o u č ást f u n k č n ě o dliš n ý c h t y p ů k o m pl e x u e x o c yst a r e g ul ují j eji c h z a cíl e ní                      

d o r o zli č n ý c h m e m br á n o v ý c h d o m é n, j eli k o ž s p e cifi c k é i nt er a k c e p erif er ní c h m e m br á n o v ý c h               

pr ot ei n ů s r ů z n ý mi f osf oli pi d y o b e c n ě přis pí v ají k n as m ěr o v á ní pr ot ei n ů d o cíl o v ý c h or g a n el a                    

m e m br á n o v ý c h d o m é n. T at o pr á c e s e z a m ěř uj e n a f u n k ci s p e cifi c k ý c h i nt er a k cí pr ot ei n ů a li pi d ů                     

v r á m ci r e g ul a c e b u n ě č n é p ol arit y u r ostli n a přis pí v á k o bj as n ě ní r o z m a nit osti i z of or e m                     

p o dj e d n ot k y e x o c yst u E X O 7 0 v r ostli n n ý c h b u ň k á c h. Ú v o d ní př e hl e d n é čl á n k y při n áš ejí                  

r e c e nt ní s hr n utí s o u hr y pr ot ei n ů a li pi d ů v ust ál e ní m e m br á n o v ý c h d o m é n r ostli n n ý c h b u n ě k n a                     

r ů z n ý c h č as o v ý c h a pr ost or o v ý c h š k ál á c h a f u n k c e p o ut a cí h o k o m pl e x u e x o c yst n a r o z hr a ní                   

c yt os k el et u a v á č k o v é h o m e m br á n o v é h o tr a ns p ort u. St u di u m r o z díl n é r ol e p o dj e d n ot e k E X O 7 0                

v r á m ci b u ň k y j e j á dr e m pr v ní s yst e m ati c k é st u di e sr o v n á v ají cí b u n ě č n o u l o k ali z a ci vš e c h                    

i z of or e m E X O 7 0 v klí čí cí p yl o v é l á č c e t a b á k u, kl asi c k é m m o d el o v é m s yst é m u pr o v ý z k u m                     

r e g ul a c e b u n ě č n é p ol arit y r ostli n. Tr a nsf or m o v ali js m e p yl o v é l á č k y t a b á k u k o nstr u kt y                  

k ó d ují cí mi fl u or es c e n č n ě z n a č e n é i z of or m y E X O 7 0 a p o z or o v ali l o k ali z a ci d o r ů z n ý c h                

b u n ě č n ý c h k o m p art m e nt ů, j a k o n a pří kl a d s u b a pi k ál ní o bl ast c yt o pl a z m y b o h at á n a m e m br á n o v é                

v á č k y, b u n ě č n é j á dr o a d v ě r o z díl n é d o m é n y pl a z m ati c k é m e m br á n y s r ů z n ý m o bs a h e m                    

f osf ati d yli n osit ol- 4, 5- bisf osf át u a f osf ati d o v é k ys eli n y. N a t ut o st u dii n a v a z uj e p o dr o b n á a n al ý z a                

šir o c e e x pri m o v a n é is of or m y E X O 7 0 A 1, kt er á j e n e z b yt n á pr o p ol ari z o v a n o u e x o c yt ó z u v                

m n o h a r ostli n n ý c h pl eti v e c h. P o m o cí p o kr o čil é fl u or es c e n č ní mi kr os k o pi e, bi o c h e mi c k ý c h            

a n al ý z a p o čít a č o v ý c h si m ul a cí i nt er a k cí E X O 7 0 A 1 s li pi d y js m e u k á z ali, ž e E X O 7 0 A 1                   



i nt er a g uj e s v y br a n ý mi z á p or n ě n a bit ý mi f osf oli pi d y a t yt o i nt er a k c e js o u n e z b yt n é pr o z a cíl e ní                      

k o m pl e x u e x o c yst d o míst b u n ě č n é s e kr e c e. Pr á c e d ál e z a hr n uj e v ýsl e d k y n ě k oli k a pr oj e kt ů                      

p o pis ují cí c h f u n k ci i z of or e m E X O 7 0 A 1, E X O 7 0 B 1 a E X O 7 0 B 2 v r á m ci b u n ě č n é h o tr a ns p ort u                   

d o s p e cifi c k ý c h m e m br á n o v ý c h d o m é n a v a k u ol y u m o d el o v é h o or g a ni z m u Ar a bi d o psis             

t h ali a n a, n a j eji c h ž ř eš e ní js e m s e p o díl el. V r á m ci dis k us e př e dst a v uj e m e d ů kl a d n o u st u dii                     

s hr n ují cí z n á m é p o z n at k y o v zt a h u v nitr o b u n ě č n é l o k ali z a c e a bi ol o gi c k é f u n k c e i z of or e m                  

E X O 7 0 u r ostli n.  



 



I nt r o d u cti o n

I n t h e f oll o wi n g r e p orts, I h a v e a d dr ess e d t h e iss u es of c ell bi ol o g y, t h e i nt er pl a y of li pi ds a n d                         

pr ot ei ns i n est a blis hi n g a n d m ai nt e n a n c e of pl a nt c ell p ol arit y a n d t h e r ol e of t h e v esi cl e                      

t et h eri n g c o m pl e x e x o c yst as t h e i nt er a cti o n m a c hi n e at t h e i nt erf a c e of c yt os k el et o n a n d                   

m e m br a n e tr affi c ki n g. 

P A P E R 1: 

Titl e: 1 8 0 Y e ars of t h e C ell: Fr o m M att hi as J a k o b S c hl ei d e n t o t h e C ell Bi ol o g y of t h e                        

T w e nt y- First C e nt ur y 

A ut h o rs: J ur aj S e k er eš a n d Vi kt or Ž árs k ý 

R ati o n al e of t h e r e p o rt: W e h a v e e x pl or e d t h e c o n c e pt of t h e c ell a n d its p ar a di g m ati c                     

i m pli c ati o ns si n c e t h e birt h of t h e C ell T h e or y i n 1 9t h c e nt ur y, t hr o u g h est a blis h m e nt of m o d er n                       

m ol e c ul ar bi ol o g y till r e c e nt tr e n ds i n c ell bi ol o g y s y nt h esi zi n g r e d u cti o nist a n d h olisti c                   

a p pr o a c h es li k e m o d ul ar a n d s yst e ms bi ol o g y a n d att e m pts f or i n vi v o bi o c h e mistr y as a w a y t o                      

u n d erst a n d fi n e d y n a mi c str u ct ur e a n d s elf- or g a ni z ati o n of t h e c yt o pl as m. S p e ci al f o c us w as als o                    

d e di c at e d t o t h e d e v el o p m e nt of t h e c o n c e pt of bi ol o gi c al m e m br a n es fr o m t h e e arl y dis p ut es                    

o v er c ell b o u n d ari es i n cl u di n g d e b at es b et w e e n pr o p o n e nts of t h e C ell T h e or y a n d t h e                      

Pr ot o pl as mi c T h e or y c o n c e pts t hr o u g h dis c o v er y of t h e p h os p h oli pi d bil a y er till m o d er n                 
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C h a pt e r 2

1 8 0  Y e a rs of t h e  C ell:  F r o m  M att hi as J a k o b
S c hl ei d e n t o t h e  C ell  Bi ol o g y of t h e
T w e nt y- Fi rst  C e nt u r y

J u r aj S e k e r e s a n d  Vi kt o r  Z a rs k y

A bst r a ct T h e f a ct t h at t h e f or m a n d f u n cti o n of or g a nis ms r es ults fr o m t h e
c oll e cti v e a cti o n of c ells, t h e str u ct ur al a n d f u n cti o n al u nits of lif e, is u n d o u bt e dl y
o n e of t h e  m ost i m p ort a nt f o u n d ati o ns of c o nt e m p or ar y bi ol o g y.  H er e,  w e pr o vi d e a
gli m p s e of t h e k e y dis c o v eri es a n d a c c o m p a n yi n g t h e or eti c al dis p ut es t h at l e d fr o m
t h e dis c o v er y of t h e c ell ul ar str u ct ur e of or g a nis ms, t hr o u g h el a b or ati o n of a t o ol s et
e n a bli n g st u d y of c ell p h e n o m e n a at t h e  m ol e c ul ar l e v el i n a  m e c h a ni sti c fr a m e-
w or k, t o t h e l at est t h e or eti c al a n d  m et h o d ol o gi c al tr e n ds i n a d dr e ssi n g c ell ul ar
or g a ni z ati o n as t h e  m et h o d ol o gi c al a n d i nt er pr et ati o n al fr a m e w or k f or a d dr e ssi n g
t h e p h e n o m e n a of lif e.  W e als o e m p h asi z e h o w vi e ws of c ell str u ct ur e a n d f u n cti o n
pr e v aili n g d uri n g p arti c ul ar er as  w er e i n fl u e n c e d b y  m et h o d ol o gi c al c o nstr ai nts at
t h e ti m e a n d h o w pr e vi o usl y disr e g ar d e d c o n c e pts r et ur n e d t o  m ai nstr e a m bi ol o g y
as a r es ult of n o v el t e c h ni q u es t h at c o ul d pr o vi d e  m or e d et ail e d i nsi g ht i nt o t h e
str u ct ur e a n d d y n a mi cs of c ell ul ar c o m p o n e nts.

2. 1  T h e o r eti c al a n d  M et h o di c al  F o u n d ati o ns of  C ell
T h e o r y

V ari o us i d e as, first i n t h e f or m of  m yt h ol o gi c al n arr ati v es, o n t h e ori gi ns a n d b asis
of lif e h a v e e xist e d si n c e t h e d a w n of h u m a n ki n d. S o m e of t h e first  m o d er n i d e as o n
t h e s u bst a n c e of lif e a n d its d e v el o p m e nt al pr o gr a m b ei n g c o n fi n e d t o a s m all pi e c e
of li vi n g or g a nis m c a m e fr o m  Arist otl e i n t h e f o urt h c e nt ur y  B C.  O n t h e b asis of
e m piri c al e x p eri e n c e of e g g d e v el o p m e nt a n d pl a nt v e g et ati v e r e pr o d u cti o n, h e
p ost ul at e d “ e nt el c h y ” as a dri vi n g pri n ci pl e t h at l e a ds or g a nis ms t o w ar d f ul filli n g
t h eir f or m a n d p ot e nti al ( W el c h a n d  Cl e g g 2 0 1 0 ).  U ntil t h e s e v e nt e e nt h c e nt ur y, t h e

J. S e k er es ( * ) •  V.  Z ars k y
L a b or at or y of  C ell  Bi ol o g y, I nstit ut e of  E x p eri m e nt al  B ot a n y,  C z e c h  A c a d e m y of S ci e n c e,
Pr a g u e 6,  C z e c h  R e p u bli c

L a b or at or y of  C ell  M or p h o g e n esis,  D e p art m e nt of  E x p eri m e nt al Pl a nt  Bi ol o g y, F a c ult y of
S ci e n c e,  C h arl es  U ni v ersit y, Pr a g u e 2,  C z e c h  R e p u bli c
e- m ail: j ur o.s e k y @ g m ail. c o m; vi kt or. z ars k y @ n at ur. c u ni. c z

© S pri n g er I nt er n ati o n al P u blis hi n g  A G 2 0 1 8
V. P. S a hi, F.  B al usˇk a ( e ds.), C o n c e pts i n  C ell  Bi ol o g y -  Hist or y a n d  E v ol uti o n ,
Pl a nt  C ell  M o n o gr a p hs 2 3, htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ 9 7 8- 3- 3 1 9- 6 9 9 4 4- 8 _ 2

3

7

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/978-3-319-69944-8_2&domain=pdf
mailto:juro.seky@gmail.com
mailto:viktor.zarsky@natur.cuni.cz
https://doi.org/10.1007/978-3-319-69944-8_2


d e v el o pi n g s ci e n c e of bi ol o g y o nl y r ar el y s o u g ht t h e c a us e s of li v e p h e n o m e n a i n
t h e fi n e str u ct ur e of or g a nis ms. Pr o mi n e nt tr e n ds s u c h as Fr e n c h  m or p h ol o g y a n d
G er m a n N at ur p hil os o p hi e l o o k e d f or e x pl a n ati o n of b o d y pl a n s a n d str u ct ur e s i n
a bstr a ct i d e al f or ms t o w ar d  w hi c h or g a nis ms ar e dri v e n ( R a dl 1 9 3 0 ); t h e a p pr o a c h
w as l ar g el y ort h o g o n al t o l at er a n d c o nt e m p or ar y  m e c h a nisti c vi e ws of lif e.

I d e alisti c c o n c e pts a c c o m p a ni e d bi ol o g y f urt h er, b ut a gr a d u al s hift t o w ar d
e m piri cis m a n d  m e c h a ni sti c t e n d e n ci es i n s ci e n c e a p p e ar e d i n t h e ei g ht e e nt h
c e nt ur y.  T h e tr e n d i n cl u d e d r e vi v al of at o mi s m, a t h e or y t h at cl ai m s t h at pr o p erti es
of  m att er ar e gi v e n b y t h e s m all i n di visi bl e p arti cl es it is c o m p os e d of ( H arris
2 0 0 0 ). It is i m p ort a nt t o n ot e t h at a d v a n c es r es ulti n g i n f or m ul ati o n of c ell t h e or y
w er e n ot o nl y l e d b y t e c h n ol o gi c al i m pr o v e m e nts i n  mi cr o s c o p y, b ut als o b y a
c h a n g e i n t h e or eti c al f o c us.  M a n y s c h ol ars alr e a d y h a d t h e i d e a t h at o bs er v e d
tiss u e s  w er e a g gr e g at es of  m or e b asi c u nits, e v e n b ef or e l o o ki n g t hr o u g h  mi cr o-
s c o p e s ( H arris 2 0 0 0 ).  A n ot h er i m p ort a nt p hil os o p hi c al i ns pir ati o n ( q uit e disti n ct
fr o m c o m m o n e arl y a n al o gi es b et w e e n c ells a n d at o ms or cr yst als, a n d  m u c h cl os er
t o t h e c o nt e m p or ar y p er c e pti o n of c ells) c a m e fr o m  G. W.  L ei b ni z ( 1 6 4 6 – 1 7 1 6).  His
i d e a est a blis h e d t h e oft e n u nr e c o g ni z e d b asis of c ell t h e or y. I n t h e i d e a of f ull y
a ut o n o m o us s elf-r e pr o d u ci n g “ m o n a ds, ” d e v el o p e d i n a criti c al dis c o urs e  wit h t h e
C art esi a n  m e c h a nisti c vi e w of t h e u ni v ers e,  L ei b ni z st at e d t h at if li vi n g or g a nis ms
w er e  m a c hi n es t h eir p arts  w o ul d n ot  m er el y b e si m pl e  m e c h a ni c al pi e c es of  m att er
b ut s m all er  m a c hi n es t h e ms el v e s. I m p ort a ntl y, t h e d y n a mi c s of  m o n a ds is dri v e n
fr o m t h e i nsi d e.  T his i d e a sti m ul at e d t h e c o n c e pt of  G er m a n p hil os o p h er  L or e n z
O k e n ( 1 7 7 9 – 1 8 5 1) t h at all or g a nis ms ar e c o m p os e d of “i nf us ori a ” a n d
“ Ur bl ä s c h e n ” ( pri m or di al b u b bl es) as b asi c lif e u nits; t his s p e c ul ati o n dir e ctl y
pr e c e d e d t h e  w or ks of t h e first e m piri c al c ell bi ol o gist s ( C a n g uil h e m 2 0 0 8 ;  H arris
2 0 0 0 ).  H o w e v er, it  w as o nl y t h e i n v e nti o n a n d i m pr o v e m e nt of  mi cr o s c o p e s t h at
e n a bl e d dir e ct o bs er v ati o n of t h e  m at eri al b asis a n d c o m p ositi o n of or g a nis ms.

B as e d o n e arl y o bs er v ati o ns, t h e c o m p ositi o n of tiss u e s as fi b ers, gl o b ul es, or
t wist e d c yli n d ers  w as p ost ul at e d ( H arris 2 0 0 0 ). I n t h e ei g ht e e nt h c e nt ur y,  Al br e c ht
v o n  H all er, i ns pir e d b y at o mi s m, s p e c ul at e d t h at fi b ers c o m p os e d of stri n g s of
at o ms  w er e t h e b asi c str u ct ur al el e m e nts of t h e b o d y: “ F or t h e fi b er is f or t h e
p h ysi ol o gist  w h at t h e str ai g ht li n e f or t h e g e o m etri ci a n, a n d fr o m t his fi br e all
s h a p e s s ur el y aris e ” (i n  H arri s 2 0 0 0 ).  R o b ert  H o o k e  w as a cti v e i n  m a n y fi el ds of
n at ur al s ci e n c es i n t h e s e c o n d h alf of t h e s e v e nt e e nt h c e nt ur y a n d is c o nsi d er e d t o
b e t h e f at h er of t h e t er m “ c ell ” i n bi ol o g y.  H e us e d t his t er m t o d es cri b e t h e
str u ct ur es h e s a w  wit h his si m pl e  mi cr os c o p e i n sli c es of pl a nt c or k tiss u e b e c a us e
t h e y r es e m bl e d h o n e y c o m b c ells (c ell ul a e i n  L ati n).  At t h at ti m e, c ells  w er e
c o n c ei v e d as h oll o w a n d r e g ar d e d as “ a v e n u es of c o m m u ni c ati o n, c h a n n els f or
c o n v e y a n c e of j ui c es ” (i n  W el c h a n d  Cl e g g 2 0 1 0 ).
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2. 2  F r o m S c hl ei d e n t o  Vi r c h o w:  F o r m ati o n of  C ell
T h e o r y  T e n ets

M or e a n d  m or e ni n et e e nt h c e nt ur y s ci e ntists  w er e c o n vi n c e d t h at pl a nt tiss u e s  w er e
g e n er all y c o m p os e d of c ells, b ut  M att hi as J a k o b S c hl ei d e n ( 1 8 0 4 – 1 8 8 1)  m a d e t h e
first att e m pt t o us e c ell ul ar c o m p ositi o n as a u nif yi n g e x pl a n at or y pri n ci pl e i n
b ot a n y ( H arris 2 0 0 0 ). S c hl ei d e n  w a nt e d t o est a blis h b ot a n y o n a fir m gr o u n d as a
m or e e x a ct s ci e n c e, l e a vi n g b e hi n d t h e s p e c ul ati v e tr a diti o n of  G er m a n
N at ur p hil os o p hi e . S c hl ei d e n  w as  m e c h a ni sti c all y ori e nt e d a n d, li k e  m a n y of his
c o nt e m p or ari e s, i ns pir e d b y Is a a c  N e wt o n ’s p h ysi cs.  H e us e d cr yst al-li k e  m et a-
p h ors f or c o n c e pt u ali zi n g t h e s elf- or g a ni z ati o n of or g a nis ms.  H e als o e m p h asi z e d
i n d u cti v e a n d e m piri c al a p pr o a c h es, as  w ell as t h e i m p ort a n c e of f oll o wi n g o nt o g-
e n y (r e fl e cti n g s p e ci fi c ati o n or diff er e nti ati o n of i niti al si m pl er g e n er al f or ms i nt o
m or e c o m pl e x el a b or at e d o n es) i n or d er t o pr o p erl y u n d er st a n d pl a nt tiss u e s.
S c hl ei d e n ’s eff orts r es ult e d i n t h e f or m ul ati o n of a g e n er al r ul e t h at all pl a nt tiss u es
ar e c o m p os e d of a si n gl e b asi c el e m e nt, t h e p ol y h e dr al c ell.  H e  w o ul d s u bs e q u e ntl y
c all f or “ c o n d e m n ati o n of e v er y t h e or y t h at e x pl ai n s pr o c ess e s i n a pl a nt ot h er wis e
t h a n as c o m bi n ati o n of pr o c ess e s i n i n di vi d u al c ells ” (i n  R a dl 1 9 3 0 ).

T h e c ell  w all as t h e b o u n d ar y a n d str u ct ur al el e m e nt  w as still c o nsi d er e d  m or e
i m p ort a nt t h a n t h e i nt er n al c o nt e nt, alt h o u g h t h e n u cl e us  w as alr e a d y k n o w n a n d
d es cri b e d. It  w as n a m e d i n 1 8 3 3 b y  R o b ert  Br o w n  w h o, h o w e v er, di d n ot r e c o g ni z e
t h e g e n er al pr es e n c e of n u cl ei i n all c ells. S u c h a n o pi ni o n is u n d erst a n d a bl e
c o nsi d eri n g t h at t h e c ell  w all is  m or p h ol o gi c all y t h e  m ost c o ns pi c u o us str u ct ur e
i n diff er e nti at e d pl a nt c ells a n d is oft e n t h e f u n cti o n al d et er mi n a nt of t h e p arti c ul ar
tiss u e.  M or e o v er, t h e cr u ci al i m p ort a n c e of c ell  w all  m e c h a ni cs a n d its i nt e gr ati o n
wit h t h e pl a nt c ell  m e m br a n e a n d c yt o pl as mi c c or e ar e c urr e ntl y  w ell-r e c o g ni z e d
f e at ur es of pl a nt b o d y or g a ni z ati o n. S c hl ei d e n  w as u n cl e ar a b o ut t h e o nt o g e ni c
ori gi n of c ells; t h er ef or e, a n e xtr a c ell ul ar pr ot o pl as m or s a p pl a y e d a r ol e i n his
c o n c e pt of c ell f or m ati o n.  H e p ost ul at e d c o n d e n s ati o n of n u cl ei fr o m t his  m at eri al
a n d f or m ati o n of c ell ul ar  m att er ar o u n d t h e m.  C ells  w er e f or m e d fr o m n u cl ei as
gr o wi n g v esi cl es u ntil t h e y t o u c h e d e a c h ot h er ( H arris 2 0 0 0 ; i n  R a dl 1 9 3 0 ).  L at er i n
d e v el o p m e nt, t h e y  m ostl y f or m e d ar o u n d n u cl ei i nsi d e ot h er c ells ( L o m b ar d 2 0 1 4 ).
S c hl ei d e n c o nsi d er e d n u cl ei i n  m at ur e c ells dis p e ns a bl e a n d oft e n r e a bs or b e d
( H arris 2 0 0 0 ).

B e c a us e of t h e a bs e n c e of disti n ct c ell  w alls a n d dif fi c ulti es i n s a m pl e pr e p ar a-
ti o n, t h e c ell ul ar n at ur e of a ni m al b o di e s  w as l ess cl e ar.  A ni m al c ells  w er e st u di e d,
f or e x a m pl e i n d e v el o pi n g e m br y os.  H o w e v er, t h e g e n er al e m piri c al s u p p ositi o n
p ost ul at e d f or m ati o n of t h e a ni m al b o d y fr o m c ells d uri n g e arl y d e v el o p m e nt, b ut
n ot n e c ess aril y i n its a d ult st at e.  H e nri  D utr o c h et ( 1 7 7 6 – 1 8 4 7) a d v o c at e d a  m at e-
ri alisti c  w orl d vi e w a n d ai m e d t o i d e ntif y vit al p h e n o m e n a i n a ni m als a n d pl a nts
( H arris 2 0 0 0 ).  H e cl ai m e d t h at b ot h pl a nt a n d a ni m al tiss u e s  w er e c o m p os e d of
“ v esi cl es ” a n d “ gl o b ul e s, ” alt h o u g h h e pr o b a bl y c o ul d n ot o bs er v e a ni m al c ells.
Alt h o u g h  D utr o c h et ’s  m or p h ol o gi c al vi e w of c ells  w as l ar g el y err o n e o us, h e  w as
pr o b a bl y t h e first t o p er c ei v e c ells as b asi c p h ysi ol o gi c al u nits of  m et a b oli c

2 1 8 0  Y e ars of t h e  C ell: Fr o m  M att hi as J a k o b S c hl ei d e n t o t h e  C ell . . .
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e x c h a n g e  wit h s el e cti v e i n fl o w of n utri e nts a n d o ut fl o w of  w ast e.  H e als o s u g g est e d
t h e e xist e n c e of t h e s a m e u n d erl yi n g pri n ci pl e s i n a ni m al a n d pl a nt tiss u e s:
“[If] p h e n o m e n a ar e tr a c k e d d o w n t o t h eir ori gi ns, t h e diff er e n c e s ar e s e e n t o
dis a p p e ar a n d a n a d mir a bl e u nif or mit y of pl a n is r e v e al e d ” (i n  H arris 2 0 0 0 ).

T h e first cl ai m of t h e  wi d es pr e a d pr es e n c e of “ K or n c h e n ” a n al o g o us t o pl a nt
c ells i n a ni m al tiss u e s, b a c k e d b y c o u ntl ess hist ol o gi c al o bs er v ati o ns,  w as  m a d e b y
B o h e mi a m J a n  E v a n g eli st a P ur k y n eˇ/ P ur ki nj e ( H arris 2 0 0 0 ).  H e cl ai m e d t h at a ni-
m al tiss u es  w er e u ni v ers all y c o m p os e d of c ells, fi b ers, a n d fl ui ds. P ur k y n e ˇ w as als o
o n e of t h e first (f oll o wi n g  D utr o c h et) t o e m p h asi z e t h e f u n cti o n al si g ni fi c a n c e of
c ells a n d f a cilit at e d t h e tr a nsiti o n fr o m “ hist o m or p h ol o g y ” t o “ hist o p h ysi ol o g y ”
( H arris 2 0 0 0 ), p arti c ul arl y t hr o u g h c o m pr e h e nsi v e st u di es of cili ar y  m o v e m e nts i n
s e v er al a ni m al tiss u es.  U nli k e S c h w a n n,  w h o p ut  m ost e m p h asis o n t h e n u cl e us,
P ur k y n ě als o f o c us e d o n t h e a cti v e c o nt e nt of t h e c ell, t h e “ pr ot o pl as m ” (s e e
S e ct. 2. 3 ).

T h e o d or S c h w a n n ( 1 8 1 0 – 1 8 8 2) g ot  m ost cr e dit f or e xt e n di n g c ell t h e or y t o
a ni m al tiss u e b e c a us e h e  m a d e str o n g er ( alt h o u g h n ot al w a ys c orr e ct) cl ai ms t h a n
P ur k y n ě ( H arris 2 0 0 0 ). I ns pir e d b y S c hl ei d e n’s c o n cl usi o ns, as  w ell as t h e si mil ar-
it y b et w e e n a ni m al n ot o c h or d c ells a n d pl a nt c ells dis c o v er e d b y S c h w a n n’s t e a c h er
J o h a n n es  M ü ll er ( H arris 2 0 0 0 ), S c h w a n n a c c u m ul at e d a v ast n u m b er of e x a m pl es
of e m br y o ni c a n d a d ult a ni m al tiss u e s c o nsi sti n g of c ells a n d cl ai m e d c ell ul ar ori gi n
as t h e u nif yi n g o nt o g e ni c pri n ci pl e f or a ni m als as  w ell as pl a nts ( R a dl 1 9 3 0 ).
S c h w a n n  w as n ot c ert ai n a b o ut t h e e x a ct ori gi n of i n di vi d u al c ells a n d p ost ul at e d
t h eir ori gi n eit h er fr o m h o m o g e n o us lif e  m att er ( p ossi bl y t hr o u g h first g e n er ati n g a
n u cl e us) or fr o m i nsi d e ot h er c ells, ar o u n d t h eir n u cl ei.  A c c or di n g t o S c h w a n n,
c ells c o ul d t h us ori gi n at e i nsi d e or o utsi d e ot h er c ells ( H arris 2 0 0 0 ;  L o m b ar d 2 0 1 4 ).
I ns pir e d b y S c hl ei d e n, S c h w a n n cl ai m e d t h at f or m ati o n of c ells fr o m li q ui d vi a
n u cl ei  w as a  m e c h a nisti c cr yst alli z ati o n-li k e pr o c e ss ( H arris 2 0 0 0 ).

S e v er al diff er e nt i d e a s a b o ut t h e  m e c h a ni s m of n e w c ell g e n er ati o n c o e xi st e d
a n d  m a n y s ci e ntists a c c e pt e d t h at diff er e nt  m e c h a ni s ms c o ul d  w or k i n diff er e nt
or g a nis ms a n d tiss u es ( H arris 2 0 0 0 ).  Dis c o v er y of bi n ar y c ell fissi o n b y  B art h él e m y
D u m orti er a n d  H u g o v o n  M o hl  w as of o utst a n di n g i m p ort a n c e, alt h o u g h b ot h
a d mitt e d t h e pl ur alit y of  m e c h a ni s ms of c ell f or m ati o n. Fr a n z  U n g er ( 1 8 0 0 – 1 8 7 0)
w as t h e first t o o p p os e S c hl ei d e n ’s a g gr e g ati o n/ cr yst alli z ati o n i d e a o p e nl y.  H e
disr e g ar d e d “ c yt o bl asts ” as s o ur c e of c ells a n d p ost ul at e d t h at bi n ar y di visi o n  w as
t h e  m ost c o m m o n  m e c h a nis m of pl a nt c ell di vi si o n ( H arris 2 0 0 0 ).  Wit hi n a f e w
y e ars, s uf fi ci e nt e m piri c al e vi d e n c e h a d a c c u m ul at e d t o a b a n d o n S c hl ei d e n ’s c o n-
c e pt of c ell f or m ati o n.  B e c a us e of t e c h ni c al dif fi c ulti es, it t o o k  m u c h l o n g er t o
a c c u m ul at e pr e cis e o bs er v ati o ns of a ni m al c ell f or m ati o n.  R o b ert  R e m a k
( 1 8 1 5 – 1 8 6 5) pr o p os e d t h e first e x pli cit u nif yi n g t h e or y of c ell di visi o n i n b ot h
pl a nts a n d a ni m al s.  R e m a k d e v el o p e d n o v el h ar d e ni n g a g e nts t h at all o w e d hi m t o
c arr y o ut e xt e nsi v e st u di es of c ell f or m ati o n i n  m a n y a ni m al tiss u es.  H e c o n cl u d e d
t h at e xtr a c ell ul ar f or m ati o n of c ells d o es n ot o c c ur i n a ni m al tiss u es a n d t h at bi n ar y
di visi o n is t h e u ni v ers al  m e c h a nis m of c ell f or m ati o n.  D e v el o p m e nt is t h us a
s e q u e n c e of bi n ar y di visi o ns f oll o w e d b y  m or p h ol o gi c al  m o di fi c ati o ns; f urt h er-
m or e, t h e e g g its elf is a c ell.  R e m a k als o pr o p os e d t h at t h e s a m e r ul es g o v er n e d c ell
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di visi o n i n b ot h p at h ol o gi c a n d e m br y o ni c tiss u es (i n dir e ct o p p ositi o n t o  M ü ll er’s
t h e or y of s p e ci fi c  m ali g n a nt t u m or f or m ati o n).  R e m a k c at e g ori c all y o p p os e d
S c hl ei d e n a n d S c h w a n n, p arti c ul arl y t h eir a n al o gi es b et w e e n c ells a n d cr yst als:
“It is h ar dl y n e c es s ar y t o  m a k e s p e ci al  m e nti o n of t h e si mil arit y or dis p arit y of c ells
a n d cr yst als, f or, i n t h e li g ht of t h e f a cts t h at I h a v e dis c uss e d, t h e t w o str u ct ur es
off er n o p oi nts of c o m p aris o n ” (i n  H arris 2 0 0 0 ).

R u d olf  Vir c h o w ( 1 8 2 1 – 1 9 0 2), str o n gl y i ns pir e d b y  R e m a k a n d s pr e a di n g
R e m a k ’s i d e a s, c o ns oli d at e d c ell t h e or y  wit h his f a m o us st at e m e nt “ O m ni s c ell ul a
e c ell ul a , ” r e fl e cti n g t h e ori gi n of e xisti n g c ells fr o m ot h er c ells a n d d es cri bi n g
o nt o g e n y as a gr a d u al pr o c ess of bi n ar y di visi o ns fr o m a f ertili z e d e g g t o a d ult
tiss u e s.  Cl assi c al c ell t h e or y t h us st o o d o n t hr e e  m aj or t e n ets:

1.  All li vi n g or g a nis ms ar e c o m p os e d of o n e or  m or e c ells.
2.  T h e c ell is t h e b asi c u nit of str u ct ur e a n d f u n cti o n i n all or g a nis ms.
3.  All c ells aris e fr o m pr e e xisti n g c ells.

T h e hist or y of dis c o v eri es l e a di n g t o a u ni fi e d pi ct ur e of c ell di visi o n ( a n d t h e
r el ati o ns hi p b et w e e n n u cl e us a n d c yt o pl as m d uri n g f or m ati o n of n e w c ells) is a n
e x c ell e nt e x a m pl e of h o w t h e c h oi c e of  m et h o ds a n d  m o d el s yst e m c a n i n fl u e n c e
t h e i nf err e d t h e or y.  T his as p e ct h as al w a ys c o nstr ai n e d e x p eri m e nt al bi ol o g y a n d is
still r el e v a nt i n o ur ti m e. Fr o m t h e c o nt e m p or ar y p oi nt of vi e w (i. e., r etr os p e cti v e
j u d g e m e nt), i d e a s a b o ut e xtr a c ell ul ar f or m ati o n a n d cr yst alli z ati o n ar o u n d n u cl ei
mi g ht s e e m o bs c ur e.  H o w e v er, o n e  m ust a c k n o wl e d g e t h at  m a n y c o n cl usi o ns  w er e
b as e d o n o bs er v ati o ns of fi x e d tiss u e s pr o n e t o artif a ct s a n d pr o vi di n g o nl y a st ati c
vi e w of u n d erl yi n g d y n a mi c p h e n o m e n a.  T h e pr es e n c e of o p e n  mit osis i n b ot h
a ni m als a n d pl a nts ( S a z er et al. 2 0 1 4 )  m a d e d e ci p h eri n g t h e r el ati o ns hi ps b et w e e n
“s a p ” ( c yt o pl as m), n u cl e us, a n d c ell di visi o n e v e n  m or e c o m pli c at e d u ntil t h e
n at ur e of c hr o m os o m e s  w as u n d er st o o d.

M or e o v er, s o m e of t h e tiss u es us e d i n t h e p ast as  m o d el s yst e m s ar e n o w a d a ys
k n o w n as r at h er e x c e pti o n al c as es.  E v e n ori gi n al o bs er v ati o ns of pl a nt tiss u e s b y
S c hl ei d e n i n v ol v e d e n d os p er m s y n c yti u m u n d er g oi n g c ell ul ari z ati o n,  w hi c h  mi g ht
h a v e gi v e n hi m t h e  wr o n g i m pr e ssi o n of c ell f or m ati o n ( H arris 2 0 0 0 ).  M a n y e arl y
c o n cl usi o ns  w er e als o  misl e d b y  mist a ki n g st ar c h gr ai ns (f or mi n g i nsi d e c ells) f or
n u cl ei.  O n t h e ot h er h a n d,  D u m orti er a n d v o n  M o hl  w er e a bl e t o  m a k e t h eir
o utst a n di n g dis c o v er y t hr o u g h o bs er vi n g a n i d e al  m o d el s yst e m f or st u d y of bi n ar y
c ell di visi o n —t h e fil a m e nt o us al g a C o nf er v a ( Dr a p ar n al di a b y c o nt e m p or ar y
n o m e n cl at ur e) wit h c ells di vi di n g at t h e t er mi ni of fil a m e nt s.  C artil a g e  w as r e p e at-
e dl y us e d as ar g u m e nt f or t h e a c ell ul ar ori gi n of a ni m al c ells ( H arris 2 0 0 0 ).
D e v el o pi n g e m br y os,  w hi c h e n a bl e d dir e ct o bs er v ati o n of u n fi x e d di vi di n g c ells
i n ti m e,  w er e t h e s o ur c e b ot h of s u p p ort f or a  m o d el of bi n ar y c ell di visi o n a n d of
err o n e o us j u d g m e nt.  Alt h o u g h  m a n y a ut h ors ( w or ki n g  m ostl y  wit h a m p hi bi a n
m o d els) c orr e ctl y i nt er pr et e d t h e p artiti o ni n g of e g g as pr o gr essi v e c ell di visi o n,
Fr e n c h bi ol o gi st  Q u atr ef a g es d e  Br é a u cl ai m e d i n t h e  mi d dl e of t h e ni n et e e nt h
c e nt ur y t h at t h e d e v el o p m e nt of g astr o p o d e m br y os i n v ol v es f or m ati o n of c ells
wit hi n c ells.  Q u atr ef a g es d e  Br e´a u  w as pr o b a bl y dri v e n b y a n att e m pt t o s u p p ort
S c h w a n n ’s  m o d el.  E v e n  D u m orti er,  w h o dis c o v er e d bi n ar y di visi o n i n C o nf er v a
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( Dr a p ar n al di a b y c o nt e m p or ar y n o m e n cl at ur e), a c k n o wl e d g e d t h e p ossi bl e f or m a-
ti o n of c ells  wit hi n c ells a n d e v e n f or m ati o n of c ells fr o m a c ell ul ar  m at eri al aft er
o bs er vi n g g astr o p o d d e v el o p m e nt ( H arris 2 0 0 0 ).  L ar g e y ol k y e m br y os  wit h
u n e q u al cl e a v a g e  w er e als o s o ur c e of c o nf usi o n, as i n t h e c as e of  C arl  V o gt  w h o
cl ai m e d t h at Al yt es fr o g e m br y o f urr o wi n g  w as i n d e p e n d e nt of f or m ati o n of n e w
c ells.

I n t h e li g ht of i n c o n gr u e nt fr a g m e nt ar y o bs er v ati o ns, it  w a s h o n e st of  m a n y
c o nt e m p or ar y s ci e nti sts i n t h e ni n et e e nt h c e nt ur y t o a c k n o wl e d g e t h e pl ur alit y of
a ni m al c ell f or m ati o n  m e c h a nis ms ( H arris 2 0 0 0 ). Str o n g u ni v ers al cl ai m s r e q uir e d
s yst e m ati c c o m p aris o n of  m a n y diff er e nt ti s s u e s a n d i m pr o v e d t e c h ni q u e s, a s
p erf or m e d b y  R e m a k.  Alt h o u g h h e o p p os e d i d e as t h at i n v ol v e d i ntr a c ell ul ar
f or m ati o n of c ell s, h e a d mitt e d t h at it  w a s oft e n n ot sl o p pi n e ss of o b s er v ati o n or
ill j u d g m e nt t h at l e a d t o i n c orr e ct c o n cl u si o ns, b ut a c ci d e nt al c h oi c e of pr o bl e m-
ati c  m at eri al s u c h a s c artil a g e or  m u s cl e fi b er.  H o w e v er, e v e n  R e m a k  m a d e a n
err o n e o us c o n cl u si o n r e g ar di n g n u cl e ar di visi o n, p ossi bl y b e c a u s e of o bs er v ati o n
of st ati c fi x e d s p e ci m e n s a n d a bi a s t o w ar d  m a ki n g a n a n al o g y b et w e e n bi n ar y c ell
di visi o n a n d bi n ar y n u cl e ar di vi si o n.  K arl  B o gisl a us  R ei c h ert ( 1 8 1 1 – 1 8 8 3)
o bs er v e d dis s ol uti o n of n u cl ei d uri n g di vi si o n of r e d bl o o d c ells,  w hi c h h e us e d
a s a n ar g u m e nt f or S c h w a n n ’s c o n c e pt of d e n o v o n u cl ei f or m ati o n a n d a g ai n st t h e
c o n c e pt of bi n ar y c ell di visi o n.  R e m a k cl ai m e d t h at h e h a d f ail e d t o r e pr o d u c e
R ei c h ert ’s o bs er v ati o n of n u cl e us dis s ol uti o n i n di vi di n g r e d bl o o d c ell s.  R ei c h ert’s
i d e as a b o ut c ell f or m ati o n  w er e g e n er all y  wr o n g b ut s o m e of his o bs er v ati o ns  w er e
c orr e ct,  w h er e as  R e m a k ’s i d e a s a b o ut c ell f or m ati o n  w er e g e n er all y ri g ht b ut s o m e
of his o bs er v ati o n s  w er e  wr o n g.  R e m a k o c c a si o n all y o bs er v e d n u cl e ar dis s ol uti o n
b ut i nt er pr et e d it as a n artif a ct.  B ot h  R e m a k a n d  Vir c h o w s u p p ort e d a  m o d el of
n u cl e ar bi n ar y di visi o n t h at i n v ol v e d f or m ati o n of gr o o v e s, c o n stri cti o n, a n d
di visi o n of o n e n u cl e us i nt o t w o. S o m e s ci e ntist s a d v o c at e d  R e m a k ’s a n d
Vir c h o w ’s  m o d els,  w h er e a s ot h ers r ef err e d t o n u cl e ar dis s ol uti o n ( “ R ei c h ert’s
d o ctri n e ”), oft e n  wit h i nt er pr et ati o ns cl o s e t o S c h w a n n ’s ori gi n al i d e as a b o ut c ell
f or m ati o n ( H arri s 2 0 0 0 ).

2. 3  P r ot o pl as mi c  C o n c e pts a n d  E a rl y  C riti cis ms of  N e wl y
Est a blis h e d  C ell  T h e o r y

C ell t h e or y  w as p o p ul ar  wit h r e d u cti o nists,  w h o att e m pt e d t o c o m pr e h e n d f u n d a-
m e nt al lif e p h e n o m e n a b y st u d yi n g si m pl e str u ct ur al c o m p o n e nts.  T e c h n ol o gi c al
i m pr o v e m e nts s u c h as t h e oil i m m ersi o n l e ns, P ur k y n ě’s  mi cr ot o m e t e c h ni q u e
( H arris 2 0 0 0 ), a n d n o v el fi x ati o n a n d st ai ni n g  m et h o ds ( M cI nt os h a n d  H a y s
2 0 1 6 ) l e d t o c o u ntl ess o bs er v ati o ns of c ells a n d t h eir c o nt e nts i n t h e ni n et e e nt h
c e nt ur y.  Criti cis m of c ell t h e or y als o e xist e d a n d, i n e xtr e m e c as es,  m a n y hist ol o g-
i c al dis c o v eri es  w er e a c c us e d of b ei n g st ai ni n g a n d/ or fi x ati o n artif a cts. S k e pti cis m
o v er t h e u ni v ers alit y of c ell t h e or y oft e n cit e d t h e e xist e n c e of c ells  wit h o ut n u cl ei,
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m ulti n u cl e ar s y n c yti a, a n d l ar g e a m o u nts of e xtr a c ell ul ar  m at eri al i n a d ult tiss u e s as
e vi d e n c e a g ai nst c ell t h e or y.  N e v ert h el ess, all of t h es e p h e n o m e n a  w er e ulti m at el y
u n d er st o o d as d e v el o p m e nt al pr o d u cts of c ells.  O n e of t h e l ast bitt er ar g u m e nts
a b o ut t h e g e n er al v ali dit y of c ell t h e or y  w as o v er t h e n at ur e of n er v o us tiss u e.
“ R eti c ul at e t h e or y ” c o nsi d er e d t h e n er v o us tiss u e as a c o nti n u o us u ni nt err u pt e d
n et w or k, b e c a us e of o bs er v ati o n li mit s s et b y c o nt e m p or ar y  mi cr o s c o p es.  Y et, c ell
t h e or y e n vi s a g e d n er v o us tiss u e as c o nsisti n g of i n di vi d u al c ells as i n ot h er tiss u es
(t h e “ n e ur o n al d o ctri n e ”).  R a m o n y  C aj al d e m o nstr at e d t h e l att er t o b e tr u e b y usi n g
a st ai ni n g  m et h o d t h at r a n d o ml y  m ar k e d o nl y a f e w n e ur o ns  wit hi n t h e tiss u e,
cl e arl y i n di c ati n g dis c o nti n uit y i n t h e n e ur o n al n et w or k ( R a dl 1 9 3 0 ).

I n a d diti o n t o cl ai ms t h at c ell t h e or y c a n n ot u ni v ers all y e x pl ai n t h e f u n cti o ni n g
of or g a nis ms a n d t h at  m a n y o bs er v e d str u ct ur e s  mi g ht b e fi x ati o n artif a cts, c ell
t h e or y  w as als o r e p e at e dl y a c c us e d of b ei n g i ns uf fi ci e nt or e v e n n ot r el e v a nt t o
u n d er st a n d t h e u ni v ers al pr o p erti es of lif e. S o m e of t h es e i n c o n gr u e n c es  w er e
f or m ul at e d i n v ari o us f or ms of “ pr ot o pl as mi c t h e or y, ”  w hi c h eit h er c o m pl e m e nt e d
c ell t h e or y b y cl osi n g a c o n c e pt u al g a p b et w e e n t h e c ell s urf a c e a n d c ell ul ar
c o nt e nt s or c o m p et e d  wit h c ell t h e or y b y c o m pl et el y s hifti n g f o c us fr o m c ells as
a  m er e b uil di n g bri c ks t o t h e li vi n g s u bst a n c e i nsi d e t h e c ell.  T h e t er m “ pr ot o-
pl as m ”  w as i ntr o d u c e d b y J a n  E v a n g eli st a P ur k y n ě / P ur ki nj e i n 1 8 3 9,  w ell b ef or e
H u g o v o n  M o hl a n d i n a v er y si mil ar s e ns e (J a n k o a n d Sˇ tr b áň o v á 1 9 8 8 ;  H arris
2 0 0 0 ; Z árs k ý 2 0 1 2 ;  Li u 2 0 1 6 ).  H u g o v o n  M o hl  w as criti c al of S c hl ei d e n’s a n d
S c h w a n n ’s f o c us o n u n d erst a n di n g c ells i n t er ms of b o u n d ari es a n d b uil di n g bl o c ks
a n d disli k e d a n al o gi es b et w e e n c ells a n d cr yst als.  H e r e d e fi n e d t h e c ell ’s f u n cti o n
as  m or e b as e d o n i nt er n al or g a ni z ati o n a n d f or m ul at e d his pr ot o pl as mi c t h e or y i n
1 8 4 6 ( Li u 2 0 1 6 ).

F er di n a n d  C o h n pr o p os e d i n 1 8 5 0 t h at “ pl a nts a n d a ni m als  w er e a n al o g o us n ot
o nl y b e c a u s e of t h eir c o nstr u cti o n fr o m c ells, b ut als o, at a  m or e f u n d a m e nt al l e v el,
b y virt u e of a c o m m o n s u bst a n c e, pr ot o pl as m, filli n g t h e c a viti es of t h os e c ells ”
( W el c h a n d  Cl e g g 2 0 1 0 ;  Li u 2 0 1 6 ).  H e t h us c o n n e ct e d v o n  M o hl’s c o n c e pt  wit h t h e
e arli er i d e a of “s ar c o d e, ” a c o ntr a ctil e s u bst a n c e pr o p os e d b y F é li x  D uj ar di n t o
pr o vi d e t h e lif e b asi s of u ni c ell ul ar e u k ar y ot es ( Li u 2 0 1 6 ).  T h e t e n d e n c y t o l o o k f or
b asi c attri b ut es of lif e (irrit a bilit y, s e nsi bilit y, c o ntr a ctilit y, r e pr o d u cti o n, et c.) i n
t h e pr o p erti es of pr ot o pl as m  w as n ot u n c o m m o n, a n d pr ot o pl as m its elf  w as c o m-
p ar e d t o a n “ el e m e nt ar y or g a nis m. ”  A n at o mi st  M a x S c h ult z e s u g g est e d i n t h e
mi d dl e of t h e ni n et e e nt h c e nt ur y t h at t h e tr u e b asi s of lif e  w o ul d b e f o u n d b y
st u d yi n g pr ot o pl as m, n ot t h e c ell ( W el c h a n d  Cl e g g 2 0 1 0 ) a n d r e d e fi n e d t h e c ell as
a “ cl u m p of pr ot o pl as m ” ar o u n d a n u cl e us ( Li u 2 0 1 6 ).

S o m e a ut h ors r e g ar d e d t h e c ell as a n o nli vi n g e n v el o p e a n d f o c us e d o n st u d yi n g
pr ot o pl as m as t h e “ n a k e d st at e of li vi n g  m att er ” ( W el c h a n d  Cl e g g 2 0 1 0 ). F or
e x a m pl e,  E. B. Wils o n di d n ot cl ai m pr ot o pl as m t o b e t h e o nl y li vi n g el e m e nt i nsi d e
t h e c ell: “ Pr ot o pl as m d e pri v e d of n u cl e ar  m att er h as l ost,  w h oll y or i n p art, o n e of
t h e  m ost c h ar a ct eristi c vit al pr o p erti es, n a m el y, t h e p o w er of s y nt h eti c  m et a b olis m,
y et  w e still s p e a k of it as ‘li vi n g’, b e c a us e it  m a y f or a l o n g ti m e p erf or m s o m e of
t h e ot h er f u n cti o ns,  m a nif esti n g irrit a bilit y a n d c o ntr a ctilit y, a n d s h o wi n g als o
d e fi nit e c o or di n ati o n of  m o v e m e nts ” ( as i n t h e e n u cl e at e d pr ot o z o a n) ( Wils o n
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1 8 9 9 ).  H e als o disr e g ar d e d str o n g v ersi o ns of r e d u cti o nis m t h at s e ar c h e d f or a
si n gl e b asi c el e m e nt of lif e i n “ a n y si n gl e s u bst a n c e or str u ct ur al el e m e nt of t h e
c ell, ” b e c a u s e “lif e i n its f ull s e ns e is t h e pr o p ert y of t h e c ell-s yst e m as a  w h ol e
r at h er t h a n of a n y o n e of its s e p ar at e el e m e nts. ”  His t h e or y is t h us n ot at o mi sti c or
r e d u cti o nisti c b ut p uts a str o n g f o c us o n t h e pr o p erti es of pr ot o pl as m b y cl ai mi n g
“t h at t h e c o nti n u o us s u bst a n c e is t h e  m ost c o nst a nt a n d a cti v e el e m e nt a n d t h at
w hi c h f or ms t h e f u n d a m e nt al b asi s of t h e s yst e m, tr a nsf or mi n g its elf i nt o gr a n ul es,
dr o ps, fi brill a e or n et w or ks i n a c c or d a n c e  wit h v ar yi n g p h ysi ol o gi c al n e e ds ” ( Wil-
s o n 1 8 9 9 ).  Y et,  Wils o n pr o p h eti c all y a d mitt e d t h at h e c o ul d n ot a c hi e v e a n y cl e ar
g e n er al c o n cl usi o n b e c a u s e t h e b asis of all p h e n o m e n a li es i n t h e “i n visi bl e
or g a ni z ati o n of a s u bst a n c e  w hi c h s e e ms t o t h e e y e h o m o g e n o us. ”  H e b eli e v e d
t h at “ ultr a mi cr os c o pi c b o di es, ”  m ol e c ul es, gr o u ps of  m ol e c ul es, a n d  mi c ell a e
f or m e d t h e b asis of pr ot o pl as mi c or g a ni z ati o n ( Wils o n 1 8 9 9 ).

2. 4  Dis c o v e r y of  O r g a n ell es: I n c r e asi n g  A p p r e ci ati o n
of  C ell ul a r  C o nt e nt

Al o n g  wit h pr ot o pl as mi c c o n c e pts i n v ol vi n g t h e a cti o ns of  mi c ell es, dr o ps, a n d ti n y
fi brill a e, t h e pr es e n c e of l ar g er str u ct ur e s l o c ali z e d  wit hi n c ells  w as  m or e a n d  m or e
r e c o g ni z e d a n d e m p h asi z e d, i n cl u di n g t h e n oti o n of s m all er li vi n g u nits pr es e nt
i nsi d e c ells, i ns pir e d b y  L ei b nit z’s t h e or y of s p o nt a n eit y a n d hi er ar c h y of  m o n a ds
(s e e S e ct. 2. 1 ). Fr a n z  U n g er d es cri b e d  m o vi n g str u ct ur es i n p oll e n c yt o pl as m as a n
“ ar m y of  m o n a ds f ull of i n n er vit alit y, f ull of a n i n n er s elf- d et er mi n ati o n t h at
r e v e al e d its elf i n t h eir  m o v e m e nts ” (i n  H arris 2 0 0 0 ).  O bs er v ati o ns of l ar g e u ni c el-
l ul ar e u k ar y ot es s u c h as a m o e b a e a n d cili at es f urt h er sti m ul at e d t h o u g hts a b o ut
s u b c ell ul ar str u ct ur e s  wit h s p e ci ali z e d f u n cti o ns, a n al o g o us t o  m a cr os c o pi c b o di es.
I n 1 8 8 4,  K arl  A u g u st  M o bi us s u g g est e d t h e t er m “ or g a n ul u m ” (littl e or g a n) f or
s u c h str u ct ur es b e c a u s e t h e y f or m p arts of o n e c ell,  w h er e a s tr u e or g a n s of
m ulti c ell ul ar a ni m als c o nsist of  m a n y c ells.  T h e t er m  w as l at er tr a nsf or m e d i nt o
“ or g a n ell e ” a n d its  m e a ni n g  w as e x p a n d e d t o c o v er s u b c ell ul ar str u ct ur es of b ot h
u ni c ell ul ar a n d  m ulti c ell ul ar or g a nis ms ( S c h ul di n er a n d S c h w a p p a c h 2 0 1 3 ).

A n i m p ort a nt br e a kt hr o u g h  w as  m a d e b y v a n  B e n d e n a n d  B o v eri at t h e e n d of
t h e ni n et e e nt h c e nt ur y.  T h e y dis c o v er e d t h e a ut o n o m o us lif e c y cl e of t h e c e ntr o-
s o m e a n d c o n cl u d e d t h at t h e str u ct ur e h a d a lif e of its o w n;  B o v eri d es cri b e d t h e
c e ntr os o m e as a s p e ci al or g a n of c ell di visi o n ( H arris 2 0 0 0 ).  W hit m a n p er c ei v e d t h e
c ell as a “ c ol o n y of si m pl er u nit s, n u cl e us, c e ntr os o m e, a n d s o o n, ”  m u c h as a
hi g h er or g a nis m is c ol o n y of c ells ( W hit m a n 1 8 9 3 ). I n 1 8 8 2, J uli us S a c hs  wr ot e t h at
“ c hl or o p h yl b o di e s ” ( c hl or o pl asts) b e h a v e d li k e a ut o n o m o us or g a nis ms t h at di vi d e
t o a dj ust t h eir n u m b er t o t h e si z e of gr o wi n g l e a v es ( K uts c h er a a n d  Ni kl a s 2 0 0 5 ). I n
1 8 8 3,  A n dr e as S c hi m p er n oti c e d t h e si mil arit y b et w e e n c hl or o pl asts a n d
c y a n o b a ct eri a a n d pr o p os e d t h e s y m bi oti c c y a n o b a ct eri al ori gi n of pl asti ds ( T a yl or
1 9 8 7 ). I n 1 8 9 0,  Alt m a n n p ost ul at e d t h e u ni v ers al pr es e n c e of “ bi o bl asts ” ( n a m e d
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“ mit o c h o n dri a ” b y  G er m a n  mi cr o bi ol o gi st  B e n d a i n 1 8 9 8) a n d dis c o v er e d t h at t h e y
h a d s a m e st ai ni n g pr o p erti es as b a ct eri a; h e c o n cl u d e d t h at t h e y  w er e  m o di fi e d
b a ct eri a ( Er nst er a n d S c h at z 1 9 8 1 ;  K uts c h er a a n d  Ni kl a s 2 0 0 5 ).

T his i d e a of t h e e n d os y m bi oti c ori gi n of c hl or o pl asts a n d x e n o bi oti c ori gi n of
e u k ar y oti c c ells as a n e v ol uti o n ar y a m al g a m of o n c e-i n d e p e n d e nt or g a nis ms  w as
f urt h er el a b or at e d b y  K o nst a nti n  M er es c h k o ws k y b et w e e n 1 9 0 5 a n d 1 9 2 0 ( T a yl or
1 9 8 7 ;  K uts c h er a a n d  Ni kl a s 2 0 0 5 ), b ut  w as n ot g e n er all y a c c e pt e d u ntil its r e vi v al
i n t h e 1 9 7 0s.  Wit h i m pr o v e d  mi cr os c o p e s a n d st ai ni n g  m et h o ds, n o v el or g a n ell es
w er e a d d e d t o t h e n u cl ei, c hl or o pl ast s, a n d v a c u ol es k n o w n fr o m e arli er o bs er v a-
ti o ns ( Er nst er a n d S c h at z 1 9 8 1 ).  Wit h t h e dis c o v er y of “ er g at o pl as m ” (l at er n a m e d
“ e n d o pl as mi c r eti c ul u m ”) i n 1 8 9 7 a n d t h e  G ol gi a p p ar at us o n e y e ar l at er,  m ost
l ar g e c o m m o n c o m p o n e nt s of t h e c ell “i n v e nt or y ”  w er e k n o w n b y t h e e n d of t h e
ni n et e e nt h c e nt ur y ( Er nst er a n d S c h at z 1 9 8 1 ).

2. 5  Dis p ut es o v e r  C ell  B o u n d a ri e s

F or a li vi n g s yst e m, t h e e xist e n c e a n d pr o p erti es of a b o u n d ar y t o t h e o utsi d e  w orl d
ar e as i m p ort a nt as t h e pr o p erti es of its i nt er n al c o m p ositi o n.  Y et, t h e pr es e n c e a n d
i d e ntit y of a b o u n d ar y b et w e e n c ells a n d t h e o utsi d e e n vir o n m e nt  w as n ot cl e ar i n
t h e ni n et e e nt h c e nt ur y a n d ( es p e ci all y fr o m t h e c o nt e m p or ar y p ers p e cti v e)  w as
l ar g el y n e gl e ct e d b y pr o p o n e nts of b ot h c ell a n d pr ot o pl as mi c p oi nts of vi e w.
S c h w a n n ass u m e d t h at s urf a c es/ m e m br a n es al w a ys li mit t h e  m o bilit y i n/ o ut of a
c ell, e v e n if i n visi bl e, a n d t his c o ul d b e i nf err e d fr o m t h e  Br o w ni a n  m oti o n of c ell
c o m p o n e nts,  w hi c h d o n ot es c a p e t h e c ell v ol u m e as d eli mit e d b y t h e s urf a c e
str u ct ur e.  G e n er all y, h o w e v er, c o m p aris o n of t h e c ell s urf a c e s of pl a nt c ells ( wit h
w alls) a n d a ni m al c ells  w er e c o nf u si n g a n d t h e t er ms “ w all ” a n d “ m e m br a n e ”  w er e
oft e n us e d i nt er c h a n g e a bl y.  Tr u e  m e m br a n es  w er e i m p ossi bl e t o d et e ct  wit h ni n e-
t e e nt h c e nt ur y hist ol o g y t e c h ni q u es.  T h us, i n t h e s e c o n d h alf of t h e ni n et e e nt h
c e nt ur y, littl e att e nti o n  w as p ai d t o  m e m br a n es a n d, if pr es e nt, t h e y  w er e c o nsi d er e d
u n ess e nti al s e c o n d ar y str u ct ur es ori gi n ati n g fr o m h ar d e ni n g of t h e c ell s urf a c e.
M a x S c h ul z e, t h e pr o p o n e nt of pr ot o pl as mi c t h e or y,  w as als o a n e a g er o p p o n e nt of
t h e  m e m br a n e c o n c e pt ( L o m b ar d 2 0 1 4 ).  H e p ost ul at e d, i n pl a c e of c ells, s m all
bl e bs of c o ntr a ctil e pr ot o pl as m i m mis ci bl e  wit h  w at er.  D et e ct e d  m e m br a n es  w er e
si m pl y t h e r es ult of pr ot o pl as m h ar d e ni n g c a us e d b y c o nt a ct  wit h t h e o utsi d e
e n vir o n m e nt or a n artif a ct of d e g e n er ati o n a n d t h e h all m ar k of d e a d c ell ul ar
m at eri al.

T h e  m ai n s u p p ort f or t h e  m e m br a n e c o n c e pt c a m e fr o m os m oti c st u di es.
H e ws o n p u blis h e d e x p eri m e nts o n t h e s w elli n g a n d s hri n ki n g of bl o o d c ells as
e arl y as 1 7 7 3. I n t h e first h alf of t h e ni n et e e nt h c e nt ur y,  D utr o c h et e x pl ai n e d pl a nt
t ur g es c e n c e b y os m osis vi a a b or d er  wit h “ c h e mi c al si e v es ” ( H arris 2 0 0 0 ;  L o m b ar d
2 0 1 4 ).  T h e first arti fi ci al  m e m br a n es  w er e cr e at e d b y pr e ci pit ati o n of c o p p er
f err o c y a ni d e (fr o m p ot a ssi u m f err o c y a ni d e a n d c o p p er s ulf at e) a n d  w er e t h us
n a m e d pr e ci pit ati o n  m e m br a n es.  T o g et h er  wit h t h e c o nt e m p or ar y c oll oi d al c o n c e pt
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of c ell i nt eri or s a n d i d e a s a b o ut c ell  m e m br a n es ori gi n ati n g t hr o u g h s urf a c e h ar d-
e ni n g, t h e e xist e n c e of arti fi ci al pr e ci pit ati o n  m e m br a n es f u el e d b eli ef t h at t h e
s urf a c e of c oll oi d al pr ot o pl as m pr e ci pit at es a n d f or ms a n os m oti c b arri er.  O v ert o n ’s
pi o n e eri n g e x p eri m e nts ( p u blis h e d b et w e e n 1 8 9 5 a n d 1 9 0 0) s h o w e d c ell v ol u m e
c h a n g e s i n  m or e t h a n 5 0 0 diff er e nt s ol uti o ns a n d all o w e d hi m t o c o n cl u d e t h at a
b arri er disti n ct fr o m t h e pl a nt c ell  w all  m ust e xist a n d is  m a d e of et h er-s ol u bl e
c o m p o n e nts (i. e., is h y dr o p h o bi c).  H e s u g g est e d c h ol est er ol a n d p h os p h oli pi ds as
p ossi bl e c a n di d at es. I n c o m bi n ati o n  wit h  w or ks o n el e ctr o p h ysi ol o g y a n d  mi cr oi n-
j e cti o n e x p eri m e nts, a c c e pt a n c e of t h e pl as m a  m e m br a n e as a r e al str u ct ur e  w as
est a blis h e d i n t h e e arl y t w e nti et h c e nt ur y ( H arris 2 0 0 0 ;  L o m b ar d 2 0 1 4 ).

2. 6  T o w a r d  C ell ul a r  D et e r mi n a nts of  H e r e dit y

A cl e ar pi ct ur e of n u cl e ar di visi o n f or m e d o nl y aft er t h e  mit oti c s pi n dl e a n d
c hr o m os o m e s  w er e dis c o v er e d a n d u n d er st o o d.  R e c urr e nt o bs er v ati o n s e v e nt u all y
l e d t o t h e c o ns e ns us t h at n u cl ei dis a ss e m bl e a n d r e as s e m bl e d uri n g c ell di visi o n.
Str ass b ur g er pr o p os e d h o m ol o g y of pl a nt a n d a ni m al c ell di visi o n b ef or e t h e e n d of
t h e ni n et e e nt h c e nt ur y ( H arris 2 0 0 0 ). I n t h e 1 8 7 0s, d et ails of c ell di visi o n e v e nts
w er e r e p e at e dl y o bs er v e d a n d, i n 1 8 7 9,  W alt er Fl e m mi n g c oi n e d t h e t er m “ mit oti c
pr o c ess ” a n d d es cri b e d its b asi c c hr o n ol o g y. Fl e m mi n g als o i ntr o d u c e d t h e t er m
“ c hr o m ati n ” a n d  w as t h e first t o d es cri b e l o n git u di n al di visi o n of c hr o m os o m es i n
b ot h a ni m al a n d pl a nt c ells.  H e  w as a s h ar p criti c of t h e dir e ct n u cl e ar di visi o n
c o n c e pt a d v o c at e d b y  R e m a k a n d  Vir c h o w, b ut at t h e s a m e ti m e f ull y a c k n o wl-
e d g e d t h e c o nti n uit y of n u cl e ar  m at eri al d uri n g c ell di visi o n b y e x p a n di n g
Vir c h o w ’s st at e m e nt i nt o “ O m ni s n u cl e us e n u cl e o . ”

At t h at ti m e, t h er e  w as als o a  m aj or eff ort t o l o c ali z e t h e  m at eri al d et er mi n a nts of
h er e dit y.  M a n y gr e at bi ol o gist s of t h e ni n et e e nt h c e nt ur y, e v e n if n ot  w or ki n g  wit h
c ells t h e ms el v es, p ost ul at e d s u c h p arti cl es ( D ar wi n p ost ul at e d g e m ul a e;  H a e c k el,
pl asti d ul s; S p e n c er, p h ysi ol o gi c al u nits; d e  Vri es, p a n g e n es;  G alt o n, stri ps, et c.) a n d
t h us sti m ul at e d t h e s e ar c h f or t h e m ( R a dl 1 9 3 0 ).  C u m ul ati v e d es cri pti v e  w or k
h el p e d c h ar a ct eri z e t h e pr o gr essi o n of c ell di visi o n a n d b e h a vi or of c hr o m os o m es
i n s uf fi ci e nt d et ail t h at bi ol o gi c al i nt er pr et ati o ns a n d  m a ni p ul ati v e e x p eri m e nt s
w er e p ossi bl e.  As e arl y as 1 8 8 5, t h e c o n c e pt of c hr o m os o m al l o o ps as st or a g e
pl a c e f or h er e dit ar y i nf or m ati o n  w as pr o p os e d b y  A.  W eiss m a n n ( M cI nt os h a n d
H a ys 2 0 1 6 ) a n d h el p e d t o e x pl ai n t h e p h e n o m e n a of  m ei osis a n d r e c o m bi n ati o n
( H arris 2 0 0 0 ).  T h e  w or k of  T h e o d or  B o v eri ( 1 8 6 2 – 1 9 1 5) n ot o nl y d e fi niti v el y
d e m o n str at e d c hr o m os o m e f u n cti o n i n h er e dit y, b ut als o s hift e d  w or k fr o m s ol el y
c o m bi n ati o n of o bs er v ati o ns a n d d e d u cti o n t o t h e i ntr o d u cti o n of  m a ni p ul ati v e
e x p eri m e nts ( H arris 2 0 0 0 ).  His e x p eri m e nt s  wit h s e a ur c hi n e m br y os i n v ol v e d
p ol ys p er m y a n d  m a ni p ul ati o n of e arl y e m br y o cl e a v a g e, r es ulti n g i n bl ast o m er es
wit h u n e q u al c hr o m os o m e distri b uti o n.  B o v eri dis c o v er e d t h at t h e f at e of bl ast o-
m er es c orr el at e d  wit h i ntr o d u c e d c hr o m os o m al a b n or m aliti es a n d d e d u c e d t h at
diff er e nt c hr o m os o m e s c arr y diff er e nt g e n eti c l o a ds.  Aft er t h e r e dis c o v er y of
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M e n d el ’s l a ws,  B o v eri  w as t h e first t o p oi nt o ut t h e si mil arit y b et w e e n s e gr e g ati o n
of el e m e nts, as pr o p os e d b y  M e n d el, a n d p h ysi c al s e gr e g ati o n of c hr o m os o m es
( H arris 2 0 0 0 ).  T h e first c o n c e pt of g e n es  w as p ur el y p h e n o m e n ol o gi c al a n d di d n ot
n e c ess aril y as k f or t h e  m at eri al a g e nt of h er e dit y.  L at er, i n t h e li g ht of  m e c h a nisti c
tr e n ds, a  m at eri al c o m p o n e nt r es p o nsi bl e f or tr a ns mis si o n of g e n eti c i nf or m ati o n
w as e n vis a g e d.  B o v eri pr o p os e d t h at t h e  m at eri al b asi s of  M e n d el ’s l a ws of
i n h erit a n c e l a y i n t h e pr o p erti es of c hr o m os o m es a n d t h us c o ntri b ut e d t o t h e
d e v el o p m e nt of  m ol e c ul ar g e n eti cs i n t h e t w e nti et h c e nt ur y ( H arris 2 0 0 0 ).

2. 7  C ells i n  Tiss u es:  E a rl y  H olisti c a n d  R e d u cti o nist
E x p e ri m e nt al  A p p r o a c h es

Si n c e t h e e arl y d a ys of c ell t h e or y,  m a n y s ci e ntists h a v e str ess e d t h at or g a nis ms ar e
m or e t h a n j ust a n ass e m bl y of t h eir p arts, a n d t h at f u n cti o n al as p e cts of lif e s h o ul d
b e st u di e d i n t h e c o nt e xt of t h e  w h ol e d e v el o pi n g e m br y o/ or g a nis m.  Attit u d es
r a n g e d fr o m s h ar p criti ci s m of c ell d o ctri n e as i ns uf fi ci e nt a n d  misl e a di n g, t hr o u g h
att e m pt s t o i ntr o d u c e n o v el or g a ni zi n g pri n ci pl es t h at  w o ul d s u p pl e m e nt a n d
c o or di n at e t h e a cti o n of c ells, t o a s yst e m ati c att e m pt t o u n d er st a n d d e v el o pi n g
e m br y os p ur el y fr o m t h e c oll e cti v e i nt er a cti o ns of i n di vi d u al c ells.

T. H.  H u xl e y p ut f or w ar d a p h ysi ol o gi c al i nt er pr et ati o n of t h e c ell i n o p p ositi o n
t o S c hl ei d e n’s a n d S c h w a n n’s  m or p h ol o gi c al c o n c e pt.  H e cl ai m e d t h at “t h e c ell-
t h e or y of S c hl ei d e n a n d S c h w a n n ”  w as n ot o nl y “ b as e d u p o n err o n e o us c o n c e pti o ns
of str u ct ur e, ” b ut it als o l e d “t o err ors i n p h ysi ol o g y ” ( Ri c h m o n d 2 0 0 0 ).  H e
p arti c ul arl y disli k e d t h at “ c ell d o ctri n e ” o v erst at e d t h e ass u m pti o n of a n at o mi c
i n di vi d u alit y of c ells a n d f elt t h at c ells s h o ul d b e st u di e d i n t h eir  m ut u al r el ati o n i n
t h e c o nt e xt of d e v el o p m e nt, b e c a u s e t h e e ntir e lif e hist or y of a n or g a nis m is
“ d o mi n at e d b y d e v el o p m e nt ” ( Ri c h m o n d 2 0 0 0 ).  W hit m a n st at e d t h at “t h e f a ct
t h at p h ysi ol o gi c al u nit y is n ot br o k e n b y c ell- b o u n d ari e s is c o n fir m e d i n s o  m a n y
w a ys t h at it  m ust b e a c c e pt e d as o n e of t h e f u n d a m e nt al tr ut hs i n bi ol o g y ”
( W hit m a n 1 8 9 3 ). S a c hs a d v o c at e d t h e or g a nis m-st a n d p oi nt a n d c o nsi d er e d t h e
pr es e n c e of c ells, alt h o u g h a g e n er al p h e n o m e n o n of lif e, t o b e of s e c o n d ar y
i m p ort a n c e a n d o nl y o n e of t h e  m a n y  m a nif est ati o n of f or m ati v e lif e f or c es
( W hit m a n 1 8 9 3 ).  T h e i d e a of S a c hs t h at gr o wt h a n d c h a n g e of pl a nt f or ms is
pri m ar y a n d t h at pl a n es of c ell di visi o n ar e s e c o n d ar y a n d d e p e n d e nt o n o v er all
gr o wt h ( R a dl 1 9 3 0 )  w as als o s h ar e d b y d e  B ar y,  w h o c oi n e d t h e f a m o us st at e m e nt:
“ T h e pl a nt f or ms c ells, t h e c ells d o n ot f or m pl a nts ” ( T h o m ps o n 1 9 1 7 ).

M aj or att e m pt s at c a us al a n al ysi s of e m br y o ni c d e v el o p m e nt as a r es ult of
c oll e cti v e i nt er a cti o n of i n di vi d u al c ells cr yst alli z e d i nt o t h e dis ci pli n e of
E nt wi c kl u n gs m e c h a ni k ( d e v el o p m e nt al  m e c h a ni cs i n t h e s e ns e of n at ur al c a us a-
ti o n), e nt h usi asti c all y a d v o c at e d b y  Wil h el m  R o u x ( R a dl 1 9 3 0 ; S a n d er 1 9 9 1 ).  R o u x
s hift e d f o c us fr o m s p e c ul ati o ns b as e d p ur el y o n d es cri pti v e o bs er v ati o ns t o  m a ni p-
ul ati v e e x p eri m e nts i n a q u est f or c a us al e x pl a n ati o n of d e v el o p m e nt b y
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c o m bi n ati o n of i n di vi d u al a cti n g f or c es ( Pri v e n a n d  Alf o ns o- G ol df ar b 2 0 0 9 ;
S a n d er 1 9 9 1 ).  B a s e d o n his e x p eri m e nt s  wit h a m p hi bi a n e m br y os,  R o u x a d v o c at e d
a  m os ai c c o n c e pt of d e v el o p m e nt, st ati n g t h at c ells of t h e e arl y e m br y o d et er mi n e
t h e p ositi o n of l at er p arts of t h e or g a nis m.

Ot h er s ci e ntists pr o p os e d diff er e nt c o n c e pts of d e v el o p m e nt, l ar g el y b e c a us e
t h e y us e d ot h er  m o d el s yst e ms, s u c h as c ni d ari a ns a n d e arl y d e v el o pi n g e m br y os
t h at dis pl a y a n ast o nis hi n g c a p a cit y f or r e g e n er ati o n a n d a c ert ai n d e gr e e of
i n v ari a n c e of  m or p h o g e n esis  wit h r es p e ct t o t h e n u m b er of c ells p arti ci p ati n g.
S u c h e x p eri m e nts s u g g est e d t h at c ells of t h e s a m e li n e a g e c a n h a v e diff er e nt
f at es a n d c ells of diff er e nt li n e a g es t h e s a m e f at e, d e p e n di n g o n t h e p ositi o n t h e y
a c q uir e  wit hi n t h e e m br y o.  W hit m a n cl ai m e d t h at “ C o m p ar ati v e e m br y ol o g y
r e mi n ds us at e v er y t ur n t h at t h e or g a nis m d o mi n at es c ell-f or m ati o n, usi n g f or t h e
s a m e p ur p os e o n e, s e v er al, or  m a n y c ells,  m as si n g its  m at eri al a n d dir e cti n g its
m o v e m e nts, a n d s h a pi n g its or g a n s, as if c ells di d n ot e xist, or as if t h e y e xist e d o nl y
i n c o m pl et e s u b or di n ati o n t o its  will ” ( W hit m a n 1 8 9 3 ). S o m e of t h e tr e n ds e v e n
r es ult e d i n t h e s e ar c h f or h olisti c pri n ci pl es t h at pr e c e d e f or m ati o n of c ells a n d
or g a ni z e a cti o ns of c ells a cr oss t h e  w h ol e d e v el o pi n g or g a nis m.

H a ns  Dri es c h als o att e m pt e d t o br e a k t h e c o nti n u o us pr o c ess of a ni m al  m or p h o-
g e n esis i nt o its ulti m at e el e m e nts ( first pri n ci pl es) at t h e o uts et of his c ar e er ( S a n d er
1 9 9 2 a ). I n a visi o n ar y  m a n n er, h e c o nsi d er e d d e v el o p m e nt t o “st art  wit h a f e w
or d er e d  m a nif ol d n ess es, ”  w hi c h  w o ul d gr a d u all y “ cr e at e, b y i nt er a cti o ns, n e w
m a nif ol d n ess e s, ”  w hi c h “ a cti n g b a c k u p o n t h e ori gi n al o n es ( m a nif ol d n ess es)
pr o v o k e n e w diff er e n c es. ” “ Wit h e a c h r es p o ns e, a n e w c a us e is i m m e di at el y
pr o vi d e d, a n d a n e w s p e ci fi c r e a cti vit y f or f urt h er s p e ci fi c r es p o ns es. ” ( S a n d er
1 9 9 2 a ). P art s of t h e d e v el o pi n g e m br y o t h us c o nstit ut e a gr a d u al c o n v ersi o n of
st at es a n d r e c e pti vit y t o ot h er sti m uli.  G o v er n e d b y t h e n u cl e us, or g a n o g e n eti c
c h e mi c als ar e f or m e d i n t h e c yt o pl a s m,  w hi c h a cts as i nt er m e di ari es b et w e e n
e xt er n al sti m uli a n d t h e n u cl e us.  A c as c a d e of sti m uli b et w e e n c ells a n d t h eir
p arti al a cti v ati o ns dri v e d e v el o p m e nt of t h e or g a nis m ( S a n d er 1 9 9 2 a ).  L at er i n
his lif e,  Dri es c h b e c a m e criti c al of o v er e sti m ati n g t h e e x pl a n at or y p ot e nti al c ell
t h e or y ( W hit m a n 1 8 9 3 ) a n d e v e n r e v o k e d s o m e of his ori gi n al p ositi o ns ( S a n d er
1 9 9 2 b ).  E x p eri m e nts  wit h c ni d ari a ns, a cr asi d sli m e  m ol ds, pl a nts, a n d e c hi n o d er m
e m br y os ( M ar k o š 2 0 0 2 ; S a n d er 1 9 9 2 b ) l e d hi m t o s e ar c h f or f u n d a m e nt al l a ws
d et er mi ni n g t h e s p ati ot e m p or al c o or di n ati n g s yst e m t h at l e a ds c ells i nt o f or m
( Pri v e n a n d  Alf o ns o- G ol df ar b 2 0 0 9 ; S a n d er 1 9 9 3 ).  Dri es c h a d v o c at e d a  m at h e m at-
i c al a n d p h ysi c al a p pr o a c h ( Pri v e n a n d  Alf o ns o- G ol df ar b 2 0 0 9 ) b ut als o  w a nt e d
bi ol o g y t o b e a s ci e n c e  wit h a ut o n o m y a n d t h us s e ar c h e d f or or g a ni z ati o n pri n ci-
pl es, ar o u n d  w hi c h t h e u n d er g oi n g c h e mi c al a n d p h ysi c al p h e n o m e n a ar e c o nsti-
t ut e d ( Pri v e n a n d  Alf o ns o- G ol df ar b 2 0 0 9 ).  His c o n cl usi o n t h at c o nt e m p or ar y
c h e mistr y a n d p h ysi cs  w er e n ot s uf fi ci e nt t o e x pl ai n e m br y o g e n esis c o ul d i n f a ct
b e e xt e n d e d u ntil t h e 1 9 7 0s,  w h e n c ell r es e ar c h i n c or p or at e d a d v a n c es i n c y b er-
n eti cs a n d g e n eti c s ( R ot h 2 0 1 1 ).  Dri es c h p ut str o n g e m p h asi s o n t el e ol o g y i n
d e v el o p m e nt ( S a n d er 1 9 9 2 b ) a n d u n s u c c essf ull y tri e d t o f or m ul at e e nt el e c h y as a
n e w c oll e cti v e p h ysi c al q u a ntit y ( M ar k o š 2 0 0 2 ; Pri v e n a n d  Alf o ns o- G ol df ar b
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2 0 0 9 ), s p e ci fi c f or or g a nis ms,  w hi c h  mi g ht b e a n al y z e d usi n g  m at h e m ati c al
a p pr o a c h es ( Pri v e n a n d  Alf o ns o- G ol df ar b 2 0 0 9 ).

Dri es c h ’s att e m pt t o u n c o v er l a ws of or g a ni z ati o n t y pi c al f or bi ol o g y  w as f urt h er
d e v el o p e d b y  Al e x a n d er  G ur wits c h ( B el o uss o v 1 9 9 7 ;  M ar k o š 2 0 0 2 ).  G ur wits c h
st u di e d d e v el o pi n g s h ar k br ai n, f u n g al fr uiti n g b o di e s, a n d c o m p osit e fl o w ers a n d
arri v e d at t h e g e n er al c o n cl usi o n t h at t h e o v er all s h a p e r e p e at e dl y d e v el o ps i n a n
e x a ct  m a n n er d es pit e fl u ct u ati o ns i n t h e s h a p e a n d gr o wt h r at e of i n di vi d u al p arts.
H e als o t h o u g ht t h at t h e o utli n e of a p art or a  w h ol e e m br y o c a n b e f or m ul at e d
m at h e m ati c all y  m or e pr e cis el y t h a n t h e s h a p e a n d arr a n g e m e nts of t h eir i nt er n al
c o m p o n e nts ( B el o uss o v 1 9 9 7 ).  L o o ki n g f or a s u pr a c ell ul ar pri n ci pl e t h at or d ers a n d
c o or di n at es c ells o v er t h e e m br y o, a n d i ns pir e d b y c o nt e m p or ar y d e v el o p m e nts i n
p h ysi cs, h e f or m ul at e d t h e c o n c e pt of a “s p e ci e s-s p e ci fi c fi el d ” t h at or g a ni z es
m or p h o g e n esi s ( B el o uss o v 1 9 9 7 ;  M ar k o š 2 0 0 2 ).  C ells pr o d u c e t h e fi el d t h at
e xt e n ds t o a n d aff e cts a n e xtr a c ell ul ar s p a c e a n d, at t h e s a m e ti m e, t h e fi el d a cts
b a c k o n t h e c ells. Fi el ds fr o m c ells f or m a n a g gr e g at e fi el d,  w hi c h d e p e n d s o n t h e
c o n fi g ur ati o n of t h e  m ulti c ell ul ar  w h ol e a n d t h er e is f e e d b a c k b et w e e n t h e fi el d a n d
its  m or p h o g e n eti c c o ns e q u e n c es ( M ar k os 2 0 0 2 ).  T h e i nt er d e p e n d e n c e b et w e e n c ell
pr o p erti es a n d t h eir c o or di n at es of p ositi o n  wit hi n a d e v el o pi n g or g a nis m s h o ul d b e
pr e cis e a n d  m at h e m ati c all y si m pl e ( B el o uss o v 1 9 9 7 ).  G ur wit s c h e v e n att e m pt e d t o
d e fi n e t h e fi el d i n v e ct ori al  m a n n er ( as a g e o m etri c d es cri pti o n, n ot i n a stri ctl y
p h ysi c al s e ns e),  w h er e c ells f oll o w e d t h e v e ct ors of t h e fi el d ( M ar k o š 2 0 0 2 ).

B y t h e 1 9 3 0s,  m a n y cr u ci al dis c o v eri es i n e x p eri m e nt al e m br y ol o g y h a d b e e n
a c c o m plis h e d.  M a n y st u di es i n v ol v e d is ol ati o n a n d r e c o m bi n ati o n of e m br y o ni c
p arts a n d  m a p pi n g of t h e diff er e nti ati o n a n d i n d u cti v e p ot e nti al of t h e is ol at e d p arts
of e m br y os a n d t h e eff e cts of p arts tr a ns pl a nt e d o nt o ot h er e m br y os, i n cl u di n g
i nt ers p e ci fi c tr a ns pl a nts ( O p p e n h ei m er 1 9 6 6 ;  Gil b ert et al. 1 9 9 6 ). P h e n o m e n a s u c h
as t h e i n d u cti v e p ot e nti al of n e ur al f ol ds a n d est a blis h m e nt of li m b p ol arit y  w er e
i nt e nsi v el y st u di e d.  H a n s S p e m a n n r ei ntr o d u c e d t h e t er m “ fi el d of or g a ni z ati o n ” t o
d es cri b e t h e i n d u cti v e pr o p erti es of t h e a m p hi bi a n d ors al bl ast o p or e ( Gil b ert et al.
1 9 9 6 ), c o n c e pt u all y b uil di n g u p o n  Dri es c h’s c o n c e pt of a “ h ar m o ni o us e q ui p ot e n-
ti al s yst e m. ”  T h e c o n c e pt of a fi el d  w as t h us still vit al a n d, i n 1 9 3 9, P a ul  W eiss
p ost ul at e d t h at fi el d is t h e k e y or g a ni zi n g pri n ci pl e of e m br y ol o g y; d e v el o p m e nt al
p h e n o m e n a h a v e fi el d pr o p erti es a n d c o m p o n e nt s of fi el ds ar e c o n n e ct e d b y a  w e b
of i nt er a cti o ns ( Gil b ert et al. 1 9 9 6 ). Fi el d c o n c e pts i n t h e 1 9 3 0s e x p eri m e nt al
e m br y ol o g y  w er e  m at eri alisti c.  W eiss cl ai m e d t h at fi el d h as p h ysi c al e xist e n c e
a n d is b o u n d b y p h ysi c al s u bstr at es fr o m  w hi c h  m or p h o g e n esis aris es a n d s h o ul d b e
t h e o bj e ct of r es e ar c h li k e a n y ot h er p h ysi c al p h e n o m e n a.  T h e  m or p h o g e n eti c fi el d
w as s u p p os e d t o b e c o m e t h e b asi c p ar a di g m of e m br y ol o g y i n its att e m pt t o
dis c o v er t h e l a ws of  m or p h o g e n esis ( Gil b ert et al. 1 9 9 6 ).
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2. 8  Est a blis h m e nt of  M ol e c ul a r  Bi ol o g y

D et ails of t h e birt h a n d e arl y hist or y of bi o c h e mistr y ar e b e y o n d t h e s c o p e of t his
r e vi e w.  H o w e v er,  w e  m e nti o n s e v er al k e y dis c o v eri es a n d c o n c e pts b e c a u s e t h e
p ar a di g m a n d  m et h o d ol o g y el a b or at e d b y bi o c h e mists l ar g el y i n fl u e n c e d t h e a d v e nt
of  m o d er n c ell bi ol o g y, es p e ci all y i n t h e t w e nti et h c e nt ur y.  Alt h o u g h  m ost  G er m a n
s ci e ntists st u d yi n g c ells f o c us e d o n t h eir str u ct ur e a n d f or m ati o n, t h e Fr e n c h
n at ur alist Fr a n c ois  Vi n c e nt  R as p ail ( 1 7 9 4 – 1 8 7 8)  w as i nt er e st e d i n t h e c h e mistr y
of c ells.  H e a n al y z e d t h e c h e mi c al c o m p ositi o n of c ells b y a d o pti n g c h e mi c al
c o m b u sti o n a n al ysis f or s m all s a m pl es ( mi cr o b ur ni n g) a n d d e v el o p e d st ai ni n g
pr o c e d ur es t o d et e ct st ar c h, al b u mi n, sili c a,  m u ci n, s u g ar, c hl ori d es, a n d ir o n.  H e
als o str ess e d t h at t h at t h e c ell is its elf a  mi cr ol a b or at or y, c ar ef ull y b al a n ci n g
c at a b olis m a n d a n a b olis m ( H arris 2 0 0 0 ). I n 1 8 3 3, P a y e n a n d P ers o z p uri fi e d a
t h er m ol a bil e fr a cti o n a bl e t o br e a k d o w n st ar c h i nt o s u g ar. S u c h “ a g e nts ”  w er e l at er
n a m e d e n z y m es b y  Wil h el m  K u h n e. I n 1 8 9 3,  E d u ar d  B u c h n er  w as a bl e t o r e pli c at e
t h e  w h ol e y e ast f er m e nt ati o n pr o c ess b y a c ell-fr e e e xtr a ct.  T h o m a s  B urr  Os b or n e
s yst e m ati c all y cr yst alli z e d pr ot ei ns a n d d e m o nstr at e d a v ast di v ersit y of pr ot ei n
s p e ci es ( K y n e a n d  Cr o wl e y 2 0 1 6 ). I n 1 9 2 6, J a m es S u m n er  m a n a g e d t o is ol at e a n d
cr yst alli z e a n e n z y m e ( ur e as e) f or t h e first ti m e.  H e r e diss ol v e d ur e a s e fr o m t h e
cr yst al (t h us fr e e of a n y s m all c o m p o u n ds p ot e nti all y c o- p uri fi e d fr o m t h e c ell) a n d
s h o w e d its c at al yti c a cti vit y, als o d e m o nstr ati n g t h e pr ot ei n a c e o us ( a n d bi o p ol y-
m er) n at ur e of e n z y m es ( Q u ast el 1 9 8 5 ;  K y n e a n d  Cr o wl e y 2 0 1 6 ).

T h e i niti al a p pr o a c h of bi o c h e mistr y  w as t h us ort h o g o n al t o t h at of  mi cr os c o p y.
T h e pr o p erti es of lif e  w o ul d b e st u di e d o utsi d e of t h e or g a nis m al c o nt e xt,
irr es p e cti v e of t h e str u ct ur al pri n ci pl e s i n t h e i nt a ct b o d y.  T h e ai m  w as t o r e pli c at e
lif e or lif e-li k e pr o c ess e s i n a n is ol at e d s yst e m  wit h a  mi ni m al s et of c o m p o n e nts
a n d t h us is ol at e t h e u n d erl yi n g s u bst a n c es i n or d er t o u n d er st a n d t h e o n g oi n g
pr o p erti es a n d c h a n g es of  m att er. P arts of t h e “ pr ot o pl as mi c ” c o n c e pt  w er e dr o p p e d
or o v ers h a d o w e d b y t h e a d v e nt of cl assi c al bi o c h e mistr y,  w hi c h f o c us e d o n is ol at e d
m ol e c ul es i n b uff er e d  w at er s ol uti o ns of si m pl e c o m p ositi o n ( K y n e a n d  Cr o wl e y
2 0 1 6 ).  T h e si m pli fi e d “ b a g of e n z y m es i n s ol uti o n ” p er c e pti o n of c ell c o nt e nt,
w h er e  m ol e c ul es r a n d o ml y e n c o u nt er e a c h ot h er a n d f oll o w t h e l a w of  m ass a cti o n,
w as criti ci z e d at t h e o uts et of t h e s ci e n c e of bi o c h e mistr y. It  w as s u g g est e d t h at
c at al yti c a g e nts a ct as p art of a n i nt e gr al a n d d y n a mi c pr ot ei n a c e o u s n et w or k i n t h e
c ell.  H o w e v er, t h e ori gi n al f o c us of e arl y bi o c h e mistr y o n e n z y m es as c at al yti c
a g e nts pr o vi d e d a u ni fi e d  m e c h a nisti c t o ol s et f or c h ar a ct eri zi n g s u bs ets of c ell ul ar
c o m p o n e nts a n d p h e n o m e n a ( W el c h a n d  Cl e g g 2 0 1 0 ;  K y n e a n d  Cr o wl e y 2 0 1 6 ).
M ol e c ul ar bi ol o g y is c urr e ntl y u n d erst o o d as b as e d o n  m ol e c ul ar g e n eti cs, b ut
b ef or e t h e a bilit y t o  m o dif y g e n eti c i nf or m ati o n  w as a c q uir e d, it  w as bi o c h e mistr y
t h at est a blis h e d t h e first tr u e  m ol e c ul ar-l e v el r e d u cti o ni st d es cri pti o n of s o m e lif e
pr o c ess e s.

S y nt h e sis of  M e n d eli a n a n d c hr o m os o m al h er e dit y t h e ori es i n t h e e arl y t w e nti-
et h c e nt ur y p ut g e n es i nt o t h e s p ati al c o nt e xt of l o c ati o n o n c hr o m os o m es a n d
sti m ul at e d i nstit uti o n ali z ati o n of g e n eti cs as a dis ci pli n e.  As a r es ult of t h e
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s u c c essf ul r e d u cti o ni st a p pr o a c h a n d t h e i m m e di at e e c o n o mi c i m p a ct o n br e e di n g,
t h er e  w as a c o m m o n t e n d e n c y t o p ut g e n eti cs i nt o t h e c e nt er of a  m e c h a nisti c
bi ol o g y fr a m e w or k ( G a y o n 2 0 1 6 ). F or e x a m pl e, d e v el o p m e nt al g e n eti c s ar os e as a n
alt er n ati v e pr o gr a m t h at c o m p et e d  wit h est a blis h e d e x p eri m e nt al e m br y ol o g y
(i nst e a d of b ei n g pr o p os e d as a c o m pl e m e nt ar y a p pr o a c h).  B ot h t h e c o n c e pt of
g e n e us e d b y g e n eti cists a n d t h e c o n c e pt of fi el d us e d b y e m br y ol o gi sts  w er e
a bstr a ct a n d b ot h  w er e c o nsi d er e d t o h a v e a p h ysi c al b asis, alt h o u g h u n d erst o o d
o nl y v a g u el y.  At t h at ti m e, g e n es  w er e still c o nsi d er e d t o b e ass o ci at e d  wit h t h e
a cti o n of pr ot ei ns, p ossi bl y e n z y m es ( O p p e n h ei m er 1 9 6 6 ;  Gil b ert et al. 1 9 9 6 ).
G e n o c e ntri c t e n d e n ci es  w er e t h us e vi d e nt i n bi ol o g y at l e ast t w o d e c a d es b ef or e
t h e t e n ets of  m ol e c ul ar bi ol o g y  w er e c o ns oli d at e d.  T h e c o n c e pt of fi el d as a n
or g a ni zi n g pri n ci pl e  w as e v e nt u all y a b a n d o n e d, l ar g el y b e c a u s e bi o c h e mi c al t e c h-
ni q u es t o e x a mi n e fi el d p h e n o m e n a i n d et ail  w er e n ot a v ail a bl e,  w h er e a s t e c h ni q u es
f or st u d y of g e n e e x pr e ssi o n i n  m o d el s yst e m s gr a d u all y a p p e ar e d ( Gil b ert et al.
1 9 9 6 ).  D es pit e c o nti n u o us att e m pt s t o i nt er pr et lif e i n a h olisti c fr a m e w or k or
p ers p e cti v e, r e d u cti o ni st a p pr o a c h es pr e v ail e d i n bi ol o g y as a pr a g m ati c fr a m e w or k
f or fi n di n g  m e c h a nisti c e x pl a n ati o n s of c o m pl e x p h e n o m e n a.

G e n eti cs, bi o c h e mistr y, a n d bi o p h ysi cs d e v el o p e d i n d e p e n d e ntl y f or s o m e ti m e,
b ut st art e d t o c o n v er g e aft er t h e 1 9 3 0s.  K e y e x p eri m e nts o n g e n eti c r e g ul ati o n of
N e ur os p or a bi o c h e mistr y i n t h e 1 9 4 0s s h o w e d t h at e a c h st e p i n a  m et a b oli c
p at h w a y is c o ntr oll e d b y a si n gl e g e n e a n d t his l e d t o t h e “ o n e g e n e – o n e e n z y m e
h y p ot h esis, ”  w hi c h s u g g est e d t h at e a c h g e n e a cts dir e ctl y as a n e n z y m e or d et er-
mi n es t h e s p e ci fi cit y of a n e n z y m e ( G a y o n 2 0 1 6 ).  T his f urt h er sti m ul at e d p er c e p-
ti o n of t h e g e n e as a c e ntr al u nit of bi ol o gi c al f u n cti o n a n d  m u c h of t h e att e nti o n
t ur n e d t o t h e r el ati o ns hi p b et w e e n n u cl ei c a ci d a n d pr ot ei n  m a cr o m ol e c ul es a n d t h e
s e ar c h f or t h e  m ol e c ul ar b asis of h er e dit y. I ntr o d u cti o n of n o v el t e c h ni q u es s u c h as
X-r a y cr yst all o gr a p h y a n d ultr a c e ntrif u g ati o n h el p e d t o t ur n t h e f o c us fr o m c oll oi-
d al t h e ori es t o bi o p ol y m ers a n d t h eir str u ct ur es.

R e c a pit ul ati n g t h e gr e at e n d e a v ors of t w e nti et h c e nt ur y  m ol e c ul ar bi ol o g y is
b e y o n d t h e s c o p e of t his r e vi e w a n d is t h or o u g hl y d es cri b e d els e w h er e ( e. g.,
R h ei n b er g er 2 0 1 0 ).  M ost i m p ort a ntl y, t h e  m at eri al b asis of h er e dit ar y i nf or m ati o n
i n t h e f or m of n u cl e oti d e s e q u e n c es of n u cl ei c a ci ds  w as dis c o v er e d a n d t h e g e n eti c
c o d e s ol v e d, u n c o v eri n g t h e r el ati o ns hi p b et w e e n a g e n e s e q u e n c e a n d t h e pr ot ei n
m a cr o m ol e c ul e it e n c o d es.  Dis c o v eri es of t h e b asi c pri n ci pl es of  m ol e c ul ar bi ol o g y
f urt h er sti m ul at e d t h e s e ar c h f or g e n es r es p o nsi bl e f or all s ort s of pr o c ess e s i n li vi n g
or g a nis ms.

Wit h b asi c  m et a b oli c p at h w a ys  m a p p e d, bi o c h e mists b e c a m e i nt er e st e d i n t h e
r e g ul ati o n of  m et a b olis m.  Aft er t h e pi o n e eri n g r es e ar c h of J a c q u es  M o n o d
( 1 9 1 0 – 1 9 7 4) o n t h e r e g ul ati o n of bi o c h e mi c al p at h w a ys a n d g e n e e x pr e ssi o n
( P ar d e e a n d  R e d d y 2 0 0 3 ), t h e c o n c e pts of p ositi v e f e e d b a c k, n e g ati v e f e e d b a c k,
all ost eri c r e g ul ati o n, c o o p er ati vit y, i n d u cti o n of e n z y m es, c o ntr ol b y r e pr essi o n,
n o nli n e ar r e g ul ati o n, cr os s-i n hi biti o n, a n d b o ol e a n i nt e gr ati o n of r e g ul at or y pr o-
c ess es b e c a m e t h e st a n d ar d v o c a b ul ar y of  m ol e c ul ar bi ol o g y ( M o n o d 1 9 7 2 ; P ar d e e
a n d  R e d d y 2 0 0 3 ). P ar all els b et w e e n  m ol e c ul ar bi ol o g y a n d c y b er n eti cs  w er e t h us
gr o u n d e d ( M o n o d 1 9 7 2 ), alt h o u g h i d e as a b o ut c ell si g n ali n g a n d g e n e e x pr e ssi o n at
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t h e ti m e  w er e r o ot e d i n bi o c h e mistr y a n d si m pl e c y b er n eti c r el ati o ns.  N e wl y
d e v el o p e d t o ol s s hift e d t h e f o c us o nt o st u d y of i n di vi d u al g e n es a n d t h eir pr ot ei n
pr o d u cts or si m pl e si g n ali n g, g e n eti c, a n d bi o c h e mi c al p at h w a ys. It  w as u n d er st o o d
t h at ot h er c o m p o n e nts s u c h as e xtr a c ell ul ar  m atri x ( E C M) c o m p o n e nts a n d  m e m-
br a n e li pi d c o m p ositi o n als o pl a y i m p ort a nt r ol es ( M o n o d 1 9 7 2 ) b ut, b e c a u s e of
t e c h n ol o gi c al dif fi c ulti es, t h e y  w er e n e gl e ct e d i n c o m p aris o n  wit h r es e ar c h
p erf or m e d o n  D N A a n d pr ot ei ns.  T h es e  m ol e c ul es  w er e u n d er st o o d t o b e l o c ali z e d
i nsi d e c ells b ut  m or e f o c us  w as p ut o n u n d erst a n di n g t h eir f u n cti o n at a  m ol e c ul ar
l e v el t h a n o n t h eir c ell ul ar f u n cti o ns i n t er ms of str u ct ur al or g a ni z ati o n of t h e c ells.

2. 9  Bi ol o gi c al  M e m b r a n es i n t h e  T w e nti et h  C e nt u r y:  F r o m
Dis c o v e r y of  Li pi d  Bil a y e r s t o t h e  Fl ui d  M os ai c  M o d el

D es pit e i niti al n e gl e ct of t h e c ell b arri er i n t h e ni n et e e nt h c e nt ur y, t h e n at ur e of
bi ol o gi c al  m e m br a n es b e c a m e a n i m p ort a nt t o pi c i n t w e nti et h c e nt ur y c ell bi ol o g y.
I n 1 9 2 5,  G ort er a n d  Gr e n d el p erf or m e d a pi o n e eri n g e x p eri m e nt a d dr e ssi n g t h e
str u ct ur al n at ur e of t h e pl as m a  m e m br a n e.  T h e y pi c k e d er yt hr o c yt es, c ells d e v oi d
of i nt er n al  m e m br a n es, as t h e  m o d el s yst e m a n d s h o w e d t h at t h e r ati o of  m o n ol a y er
ar e a f or m e d fr o m e xtr a ct e d li pi ds a n d er yt hr o c yt e s urf a c e ar e a  w as 2: 1, s u g g esti n g
t h e bil a y er n at ur e of t h e pl as m a  m e m br a n e ( L o m b ar d 2 0 1 4 ). It is n ot e w ort h y t h at
t h e e x p eri m e nt  w as criti ci z e d f or s e v er al s h ort c o mi n gs, i n cl u di n g n e gl e cti n g t h e
pr ot ei n c o m p o n e nt s of t h e pl as m a  m e m br a n e a n d  wr o n g c al c ul ati o n of er yt hr o c yt e
s urf a c e. It is n o w b eli e v e d t h at s e v er al e x p eri m e nt al err ors r e ci pr o c all y c a n c ell e d
e a c h ot h er, l e a di n g t o t h e c orr e ct c o n cl usi o n.  H o w e v er, t h e v ali dit y of t his e arl y
m o d el c a n o nl y b e a p pr e ci at e d i n t h e li g ht of  m u c h l at er e x p eri m e nts.  R e g ar dl es s of
t h e criti ci s m, t h e i m m e di at e i m p a ct of t h e li pi d bil a y er h y p ot h esis  w as t o o p e n
dis c ussi o n o n t h e  m ol e c ul ar n at ur e of  m e m br a n e str u ct ur e.  Tr e n ds b as e d o n  Tr a u b e
pr e ci pit ati o n  m e m br a n es a n d  O v ert o n li pi d  m e m br a n es  w er e b ot h p o p ul ar. I n t er ms
of  m ol e c ul e p er m e a bilit y pr e di cti o n, a cr u ci al c o m p o n e nt of t h e f or m er  w as p or e
si z e a n d of t h e l att er, h y dr o p h o bi cit y.  T h e u nif yi n g t h e ori es ass u m e d  m e m br a n es t o
b e li pi d l a y ers i nt err u pt e d b y p or es.  T h e  mi x e d r ol es of li pi ds a n d pr ot ei ns i n t h e
f u n cti o n of  m e m br a n es  w er e a c k n o wl e d g e d, b ut t h eir r el ati v e c o ntri b uti o n  w as a
c o ntr o v ersi al iss u e ( L o m b ar d 2 0 1 4 ).

I n a d diti o n t o t h e i c o ni c c h ar a ct er of t h e s e ar c h f or  m ol e c ul ar h er e dit y d et er mi-
n a nts a n d s ol vi n g t h e diff er e nti al r ol e of pr ot ei ns a n d n u cl ei c a ci ds i n t h e n u cl e us,
a n ot h er k e y q u esti o n i n t w e nti et h c e nt ur y c ell bi ol o g y  w as t h e n at ur e of pr ot ei n a n d
li pi d i nt er pl a y i n t h e f u n cti o ni n g of bi ol o gi c al  m e m br a n es.  V ari o us  m o d els
i n v ol v e d  mi xt ur es of li pi d a n d pr ot ei n fr a cti o ns  wit hi n or b et w e e n p ost ul at e d l a y ers
of t h e  m e m br a n e. I nt er esti n gl y, o n e of t h e c o n c e pts d o mi n ati n g  m e m br a n e r es e ar c h
f or d e c a d es  w as t h e “ p a u ci m ol e c ul ar  m o d el, ”  w hi c h p ost ul at e d a li pi d l a y er
s a n d wi c h e d b et w e e n t w o pr ot ei n l a y ers.  T h e  m o d el  w as b as e d o n  m e as ur e m e nt of
s urf a c e t e nsi o n b et w e e n e c hi n o d er m/t el o ost ei c ells a n d a n oil l a y er, as  w ell as t h e

1 8

2 2 J. S e k er es a n d  V.  Z ars k y



str u ct ur e of  m y eli ni z e d a x o ns.  T h e s urf a c e t e nsi o n e x p eri m e nts  w er e s o o n criti ci z e d
f or usi n g tri a c yl gl y c er ol i nst e a d of n ati v e  m e m br a n e p h os p h oli pi ds, a n d f or usi n g
m y eli ni z e d a x o ns as r e pr es e nt ati v e  m o d el f or a g e n er al c ell  m e m br a n e.  N e v ert h e-
l ess, t h e c o n c e pt b e c a m e p o p ul ar f or a l o n g ti m e a n d e arl y l o w q u alit y el e ctr o n
mi cr os c o p y ( E M) i m a g es  w er e i nt er pr et e d as s u p p orti n g t h e p a u ci m ol e c ul ar  m e m-
br a n e  m o d el.  As i n  m a n y ot h er c as es, a  w ell-i nt e n d e d s et of e x p eri m e nts a n d c h oi c e
of  m o d el s yst e m l e d t o  wr o n g ass u m pti o ns t h at p ersist e d f or d e c a d es ( L o m b ar d
2 0 1 4 ).

M os ai c  m o d els of t h e pl as m a  m e m br a n e  w er e als o p o p ul ar. S p e c ul ati o ns i n v ol v-
i n g f at-li k e p arts a n d pr ot o pl as mi c-li k e p arts, a  mi xt ur e of si e v e-li k e a n d s ol v e nt
el e m e nts,  w er e s u p p ort e d b y p er m e a bilit y e x p eri m e nts at t h e b e gi n ni n g of t h e
t w e nti et h c e nt ur y. P er m e a bilit y e x p eri m e nts als o s u g g est e d t h at “ p or e ” di a m et er
c o ul d c h a n g e a c c or di n g t o t h e h y dr ati o n of t h e p or e, p H,  m et a b oli c a cti vit y, a n d c ell
t y p e b ut t h e  m ol e c ul ar  m e c h a ni s ms of  m e m br a n e pr o p erti es  w er e u n cl e ar.  E v e n t h e
br e a kt hr o u g h e x p eri m e nts of  H o d g ki n a n d  H u xl e y o n  m e m br a n e e x cit a bilit y ( 1 9 5 2)
w er e p h e n o m e n ol o gi c al a n d t h e  m e c h a ni s m of diff er e nti al  m e m br a n e p er m e a bilit y
t o w ar d  N a+ a n d  K + i o ns  w as n ot k n o w n ( L o m b ar d 2 0 1 4 ).  B e c a us e h y dr at e d  N a+

i o ns ar e l ar g er t h a n h y dr at e d  K+ i o ns, s el e cti v e pr ot ei n a g e nts f a cilit ati n g  N a+

tr a ns p ort  w er e dif fi c ult t o i m a gi n e.  Li pi d- b as e d c arri ers s p e ci fi c f or  N a+ w er e
p ost ul at e d. F urt h er m or e, s e v er al ar g u m e nts a g ai nst t h e li pi d n at ur e of pl as m a
m e m br a n es  w er e b as e d o n its hi g h  w at er p er m e a bilit y.  T h es e c o n u n dr u ms  w er e
e v e nt u all y s ol v e d i n t h e c o nt e xt of a d eli c at e str u ct ur e of t h e p ot assi u m c h a n n el a n d
t h e l at e dis c o v er y of a q u a p ori n s,  m e m br a n e pr ot ei ns t h at f a cilit at e  w at er
p er m e a bilit y.

T h e fl ui d  m os ai c  m o d el d o mi n at e d t h e  m e m br a n e fi el d i n t h e 1 9 7 0s. It  w as
c o m p ati bl e  wit h  m ost c o nt e m p or ar y e x p eri m e nts a n d pr e di ct e d f ut ur e o bs er v ati o ns;
t h e  m o d el r e m ai n e d b asi c all y u n alt er e d f or n e xt f e w d e c a d es.  O n e of its  m ai n
a d v a nt a g e s o v er s e v er al c o m p eti n g  m o d els  w as c o m p ati bilit y  wit h t h e t h er m o d y-
n a mi cs of pr ot ei n –li pi d a n d li pi d –li pi d bi n di n g  wit hi n  m e m br a n es, l ar g el y b as e d o n
h y dr o p h o bi c i nt er a cti o ns ( Si n g er 2 0 0 4 ;  L o m b ar d 2 0 1 4 ).  T h e g e n er al f o c us o n
pr ot ei ns  w as f ost er e d b y t o ols d e v el o p e d f or  m ol e c ul ar bi ol o g y, r es ulti n g i n  m e m-
br a n e pr ot ei ns b ei n g t h e pri m ar y t ar g et of r es e ar c h l o o ki n g f or  m ol e c ul ar a g e nts of
p arti c ul ar  m e m br a n e f u n cti o ns.  Li pi ds  w er e c o nsi d er e d t o b e p assi v e str u ct ur al
el e m e nts t h at  m ostl y e ns ur e d fl ui dit y of pr ot ei ns  wit hi n t h e  m e m br a n e. S u c h a n i d e a
is still a d v o c at e d i n  m a n y t e xt b o o ks.

2. 1 0 I nsi g hts i nt o  C ell  Ult r ast r u ct u r e a n d  O r g a n ell e  O ri gi n
i n t h e  T w e nti et h  C e nt u r y

T h e cl assi c al d es cri pti v e e n d e a v or of c ell t h e or y c o nti n u e d d uri n g t h e t w e nti et h
c e nt ur y  wit h t h e dis ci pli n es of hist ol o g y a n d c yt ol o g y.  T h e  m et h o d ol o gi c al b arri er
of  mi cr os c o p y  w as br o k e n i n t h e 1 9 3 0s b y t h e i ntr o d u cti o n of el e ctr o n  mi cr os c o p y.
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I n c o m bi n ati o n  wit h n o v el fi x ati o n, s e cti o ni n g, a n d st ai ni n g t e c h ni q u es, it b e c a m e
p ossi bl e t o i m a g e s u b c ell ul ar str u ct ur e s  wit h t h e pr e cisi o n of t e ns of n a n o m et ers.
First  E M i m a g es of  mit o c h o n dri a i m m e di at el y r e v e al e d t h e pr es e n c e of a d o u bl e
m e m br a n e  wit h i n n er  m e m br a n e f ol ds, n a m e d crist a e ( Er nst er a n d S c h at z 1 9 8 1 ). I n
1 9 5 3,  E M h el p e d r e dis c o v er t h e e n d o pl as mi c r eti c ul u m ( S c h ul di n er a n d
S c h w a p p a c h 2 0 1 3 ).  E M n ot o nl y s er v e d as a t o ol f or dis c o v eri n g n o v el d et ails of
s u b c ell ul ar str u ct ur es, b ut als o br o u g ht i n d e p e n d e nt c o n fir m ati o n of c o n cl usi o ns o n
s o m e ol d er c o n u n dr u m s or q u esti o ns. F or e x a m pl e, s e v er al c o m p eti n g  m o d els of
pl as m a  m e m br a n e str u ct ur e e xist e d a n d Fis c h er still o p p os e d  m e m br a n e t h e or y i n
1 9 2 1, ar g ui n g t h at  m e m br a n es  w er e i n visi bl e e v e n  w h e n b o u n d ari es of c ells  w er e
visi bl e (s e e S e ct. 2. 9 ).  E M e v e nt u all y c o n fir m e d t h e pr es e n c e of a pl as m a  m e m-
br a n e li pi d bil a y er e v e n i n b a ct eri al c ells,  w h er e it s pr es e n c e h a d b e e n d e b at e d f or a
l o n g ti m e ( L o m b ar d 2 0 1 4 ).  T h e g e n er all y a c c e pt e d n e ur o n al t h e or y  w as als o
u n e q ui v o c all y c o n fir m e d b y vis u ali zi n g t h e s y n a pti c cl eft, a s m all s p a c e b et w e e n
n ei g h b ori n g n e ur al c ells.  T h e hi g h s p ati al r es ol uti o n e n a bl e d d et e cti o n of n o v el fi n e
br a n c hi n g str u ct ur es c o n n e cti n g ot h er c ell ul ar c o m p o n e nts ( W el c h a n d  Cl e g g
2 0 1 0 ).  T his  mi cr otr a b e c ul ar n et w or k  w as c o nsi d er e d t h e “ b asi c s oli d c o m p o n e nt
of c yt o pl as m, ” b ut  w as als o d e e m e d a fi x ati o n artif a ct b y  m a n y o p p o n e nts.  T h e
c o n c e pt of s oli d/li q ui d p h as e s a n d h et er o g e n eit y of c yt o pl as m t h us b e c a m e h ot
t o pi c f or s o m e ti m e b ut t h e n dis a p p e ar e d, o nl y t o c o m e b a c k i n r e c e nt y e ar s ( W el c h
a n d  Cl e g g 2 0 1 0 ).

T h e i d e a of s y m bi o g e n esis (i ntr o d u c e d b y  M er es c h k o ws k y) as t h e a p p e ar a n c e of
e v ol uti o n ar y n o v elti es, i n cl u di n g n o v el c ell or g a n ell es,  w as r e vi v e d b y  L y n n
M ar g ulis i n t h e 1 9 7 0s ( T a yl or 1 9 8 7 ;  C h a p m a n a n d  M ar g ulis 1 9 9 8 ;  K uts c h er a a n d
Ni kl as 2 0 0 5 ).  M ar g ulis als o pr o p a g at e d t h e c o n c e pt of s eri al e n d os y m bi osi s, st ati n g
t h at  m o d er n e u k ar y oti c c ells ori gi n at e d b y  m ulti pl e s u c c essi v e s y m bi o g e n eti c
e v e nts of o n c e i n d e p e n d e nt or g a nis ms ( T a yl or 1 9 8 7 ), a n d t h e i d e a t h at
s y m bi o g e n eti c e v e nts  w er e a c o m m o n dri vi n g f or c e i n e u k ar y oti c s p e ci ati o n
( K uts c h er a a n d  Ni kl a s 2 0 0 5 ).  Wit h e m pl o y m e nt of  m ol e c ul ar bi ol o g y t e c h ni q u es,
s u p p ort f or t h e e n d os y m bi oti c ori gi n of  mit o c h o n dri a a n d pl asti ds s o o n a c c u m u-
l at e d a n d t h e p ar a di g m of e u k ar y oti c c ell e v ol uti o n s hift e d fr o m gr a d u al a c c u m u-
l ati o n of c h a n g es as t h e o nl y  m e c h a nis m t o t h e p ossi bilit y of a br u pt a c q ui siti o n of
or g a n ell es ( T a yl or 1 9 8 7 ).  R e vi v al of t h e s y m bi o g e n eti c or g a n ell e c o n c e pt a n d t h e
i d e a of t h e e u k ar y oti c c ell as a pr o d u ct of c ell ul ar f usi o n b et w e e n  Ar c h e a a n d
E u b a ct eri a ( K uts c h er a a n d  Ni kl a s 2 0 0 5 ) p oi nts t o t h e cr u ci al r ol e of c o o p er ati v e
pr o c ess e s i n t h e e v ol uti o n of lif e a n d t o t h e f a ct t h at t h e e v ol uti o n of c ells c o ul d n ot
b e f ull y u n d erst o o d as a si m pl e pr o gr essi v e, i n cr e m e nt al pr o c ess b ut i n v ol v e d
si n g ul ariti es  wit h cr u ci al  m a cr o e v ol uti o n ar y i m p a ct.

2 0

2 4 J. S e k er es a n d  V.  Z ars k y



2. 1 1  F o r m ati o n of  M o d e r n  C ell  Bi ol o g y a n d  M et h o di c al
T r e n ds i n  T w e nt y- Fi rst  C e nt u r y  C ell  Bi ol o g y

W h er e as ni n et e e nt h c e nt ur y bi ol o g y h a d t o d e ci d e  w hi c h of t h e bi g t h e ori es  w er e
c orr e ct, l at e t w e nti et h c e nt ur y c ell bi ol o g y  w as  m ar k e d b y t h e tr e n d t o p ut t o g et h er
t h e dis c o v eri es of g e n eti cs,  m ol e c ul ar bi ol o g y, bi o c h e mistr y, a n d c yt ol o g y i nt o a
c o n gr u e nt  w h ol e.  T o p- d o w n ( m or e a n d  m or e d et ail e d o bs er v ati o n of tiss u e ultr a-
str u ct ur e) a n d b ott o m- u p ( e x a mi ni n g t h e pr o p erti es of s m all est f u n cti o n al c o m p o-
n e nts i n t h e f or m of  m ol e c ul es a n d t h eir r el ati o ns hi ps) a p pr o a c h es  w er e e v e nt u all y
us e d t o g et h er as a c o m m o n t o ol s et of a u ni fi e d s ci e nti fi c fi el d.  M a n y pr o c ess e s  w er e
attri b ut e d t o s p e ci fi c g e n es a n d t h eir pr ot ei n pr o d u cts. Pr ot ei ns  w er e s u c c essf ull y
m a p p e d i nt o bi o c h e mi c al, si g n ali n g, a n d g e n e r e g ul at or y p at h w a ys.  Wit h t h e h el p
of c ell fr a cti o n ati o n t e c h ni q u es a n d  E M, c o m bi n e d  wit h a nti b o d y st ai ni n g, it
b e c a m e p ossi bl e t o  m a p bi o c h e mi c al p at h w a ys a n d pr ot ei n a cti viti es t o s p e ci fi c
s u b c ell ul ar c o m p art m e nts ( S c h ul di n er a n d S c h w a p p a c h 2 0 1 3 ).  T h e a bilit y t o  m ai n-
t ai n, gr o w, a n d  m a ni p ul at e c ells o utsi d e or g a nis ms ( a r el ati v el y si m pl e t as k f or
pl a nt c ells), t o g et h er  wit h t h e e x p a nsi o n of li v e c ell i m a gi n g t e c h ni q u es, es p e ci all y
dis c o v er y of g e n eti c all y e n c o d e d fl u or es c e nt pr ot ei ns, l e d t o c o u ntl e ss o bs er v ati o ns
of d y n a mi c pr o c e ss es i n li vi n g c ells.  C ells h a v e al w a ys b e e n p er c ei v e d as d y n a mi c
e ntiti e s, b ut t h e n e w t e c h ni q u es all o w e d o bs er v ati o n of  m ol e c ul ar pr o c ess e s i n vi v o
wit h t h e pr o p er s p ati al a n d t e m p or al c o nt e xt.

E m p h a sis h as gr a d u all y s hift e d fr o m t h e r ol e of i n di vi d u al g e n es t o h o w t h e
a cti o ns of i n di vi d u al c o m p o n e nt s  wit hi n t h e c ell c oll e cti v el y c o ntri b ut e t o a p arti c-
ul ar pr o c e ss.  T his tr e n d d o es n ot n e g at e t h e e arli er dis c o v eri e s of t w e nti et h c e nt ur y
m ol e c ul ar bi ol o g y i n a n y s e ns e, b ut d e m o nstr at es t h e i m p ort a n c e of st u d yi n g
m ol e c ul ar c o m p o n e nts  wit hi n li v e c ells, t a ki n g i nt o a c c o u nt str u ct ur al a n d d y n a mi c
pr o p erti es of t h e c ell ul ar e n vir o n m e nt.  T h e c ell h as t h us r e- e m er g e d as b ot h a
bi ol o gi c al a n d a n i nt er pr et ati o n al pl atf or m, c o n n e cti n g  m ol e c ul ar  m e c h a ni s ms
wit h  m a cr os c o pi c p h e n o m e n a.

S e v er al t e c h n ol o gi c al tr e n ds ar e t y pi c al f or c ell bi ol o g y i n t his n e w  mill e n ni u m.
First, i m pr o v e d t e c h ni q u es n o w all o w c ell ul ar c o m p o n e nts a n d pr o c e ss es t o b e
f oll o w e d  wit h gr e at er a n d gr e at er pr e cisi o n.  T h e r es ol uti o n of fl u or es c e n c e  mi cr o-
s c o p e s is i n cr e asi n g i n ti m e a n d s p a c e, b e y o n d t h e li mit ati o n i m p os e d b y t h e
diffr a cti o n b arri er ( W oll m a n et al. 2 0 1 5 ).  T h e cl assi c al r es ol uti o n li mit of li g ht
mi cr o s c o p y h as b e e n s ur m o u nt e d b y c o m bi n ati o n of fl u or es c e n c e t e c h n ol o gi es a n d
s p e ci ali z e d fl u or o p h or e e x cit ati o n  m et h o ds.  T h es e t e c h ni q u es, al o n g  wit h s o p histi-
c at e d c o m p ut er a n al ys es, all o w al m ost a n gstr o m ( Å ) r es ol uti o n i n s p e ci fi c c as es
( Z e n g a n d  Xi 2 0 1 6 ). Str u ct ur al a n al ys es of l ar g e  m a cr o m ol e c ul ar  m a c hi n es s u c h as
t h e ri b os o m e ( Y us u p o v a a n d  Y us u p o v 2 0 1 7 ) a n d n u cl e ar p or e ( B e c k a n d  H urt
2 0 1 7 ) ar e n ot u n c o m m o n. F ast t o ols f or i ntr a c ell ul ar  m a ni p ul ati o n, s u c h as o pti c al
t w e e z ers ( Rit c hi e a n d  W o o dsi d e 2 0 1 5 ), o pt o g e n eti c all y a cti v at e d pr ot ei ns
( T o ett c h er et al. 2 0 1 1 ), a n d s m all p h ot o a cti v at e d  m ol e c ul es ( H o gli n g er et al.
2 0 1 4 ), n o w s u p pl e m e nt tr a diti o n al g e n eti c a n d p h ar m a c ol o gi c al t o ols.
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S o m e of t h e n e w t e c h ni q u es ar e h el pi n g t o bri d g e tr a diti o n al a p pr o a c h es. F or
e x a m pl e, c orr el ati v e li g ht a n d el e ctr o n  mi cr os c o p y e n a bl es li v e c ell i m a gi n g.  Hi g h
r es ol uti o n  E M d at a c a n b e a c q uir e d f or a s p e ci fi c p art of t h e c ell aft er r a pi d fr e e zi n g
of t h e s a m pl e at a c h os e n ti m e p oi nt ( K o b a y a s hi et al. 2 0 1 6 ).  D uri n g i m a gi n g  m ass
s p e ctr o m etr y, s p e ci fi c r e gi o ns of a c ell/tiss u e ar e s e p ar at el y a n al y z e d b y  m ass
s p e ctr o m etr y,  w hi c h is t h us e nri c h e d  wit h s p ati al i nf or m ati o n ( As a n o et al. 2 0 1 6 ).
A n al ys es of pr ot ei n str u ct ur al pr o p erti es, pr e vi o usl y o bt ai n e d b y i n vitr o  m e as ur e-
m e nts, c a n b e p erf or m e d  wit hi n t h e c ell ul ar e n vir o n m e nt i n s o m e c as es
( S c h w a m b or n et al. 2 0 1 6 ).  A n ot h er d o mi n a nt tr e n d of c o nt e m p or ar y c ell bi ol o g y
is i n cr e asi n g e x p eri m e nt al t hr o u g h p ut  wit h t h e h el p of a ut o m ati z e d d at a a c q ui siti o n
a n d pr o c e ssi n g. S u c h t e n d e n ci es  w er e l ar g el y i ntr o d u c e d f or s e q u e n ci n g of  w h ol e
g e n o m es a n d tr a ns cri pt o m es b ut “ o mi cs ” a p pr o a c h e s ar e b e c o mi n g  wi d es pr e a d i n
c o n n e cti o n  wit h  m ost t e c h ni q u es, i n cl u di n g fl u or es c e n c e  mi cr os c o p y ( M atti a z zi
Us aj et al. 2 0 1 6 ), c ell s orti n g ( W ar ki a ni et al. 2 0 1 5 ), el e ctr o n  mi cr os c o p y ( E b erl e
et al. 2 0 1 5 ), a n d str u ct ur al bi ol o g y ( Gr a b o ws ki et al. 2 0 1 6 ).

2. 1 2  M o d ul a r  C ell  Bi ol o g y

It h as b e c o m e e vi d e nt t h at, alt h o u g h s o m e si m pl e c ell ul ar f u n cti o ns ar e e x e c ut e d b y
a si n gl e  m ol e c ul ar c o m p o n e nt ( p ot assi u m tr a ns p ort t hr o u g h t h e pl as m a  m e m br a n e
vi a a  m e m br a n e c h a n n el,  m et a b olit e c o n v er si o n b y a s p e ci ali z e d e n z y m e),  m ost
c ell ul ar f u n cti o ns ( gr o wt h r e g ul ati o n, c ell diff er e nti ati o n, c h e m ot a xis) aris e fr o m
t h e i nt er a cti o ns of  m a n y c o m p o n e nts ( H art w ell et al. 1 9 9 9 ).  Aft er d e c a d es of
c h ar a ct eri zi n g i n di vi d u al c ell c o m p o n e nts a n d tr e n ds f or t h eir t ot al c at al o gi z ati o n,
f o c us is n o w s hifti n g fr o m i d e ntif yi n g i n di vi d u al p art s t o u n d erst a n di n g t h eir
r el ati o ns hi ps, s p ati ot e m p or al ass o ci ati o ns, a n d c oll e cti v e b e h a vi or. S yst e ms bi ol-
o g y a p pr o a c h e s r el y o n c o m bi ni n g hi g h-t hr o u g h p ut d at a g e n er at e d b y v ari o us
o mi cs a n d q u a ntit ati v e c o m p ut ati o n al a n al ys es t o g e n er at e n e w i nt e gr at e d i nsi g hts
i nt o h o w i n di vi d u al p arts pr o d u c e e m er g e nt p h e n o m e n a. Pr e cis e d e fi niti o n a n d
m et h o d ol o g y of s yst e ms bi ol o g y is n ot u ni fi e d a n d oft e n el usi v e ( Si m ps o n 2 0 1 6 ),
b ut t h e  m ai n e m p h asis is o n d e d u ci n g t h e pr o p erti es of i nt er a cti o n n et w or ks
g o v er ni n g c ell ul ar pr o c ess e s.  O n g oi n g d e b at e e xists a b o ut t h e n e e d t o c h a n g e
p er c e pti o n a n d s ci e nti fi c l a n g u a g e if  w e ar e t o u n d er st a n d c ell ul ar f u n cti o ns.

T h e c o n c e pt of “ m o d ul ar bi ol o g y ” ( cl os el y li n k e d  wit h t h e c o n c e pt of s y nt h eti c
bi ol o g y) is b as e d o n t h e r e ali z ati o n t h at o mi cs a p pr o a c h e s al o n e ar e u n a bl e t o
u n c o v er a n d u n d erst a n d t h e “ d esi g n ” or “ e n gi n e eri n g ” (i n a f u n cti o n al s e ns e)
pri n ci pl es of li vi n g or g a nis ms ( H art w ell et al. 1 9 9 9 ).  Y uri  L a z e b ni k h as c all e d f or
a n e w f or m ali z e d l a n g u a g e t h at is b ett er s uit e d t o c o m pr e h e n d  m o d ul es i n li vi n g
s yst e m s ( L a z e b ni k 2 0 0 2 ). I ns pir e d b y  H art w ell et al. (1 9 9 9 ), h e us es t h e p ut ati v e
e x a m pl e of a n eff ort t o u n d er st a n d t h e f u n cti o ns of a r a di o a n d r e p air it usi n g t h e
m et h o d ol o g y of  m ol e c ul ar bi ol o g y: diss e cti n g t h e f u n cti o ni n g s yst e m i nt o a pil e of
r a n d o m s m all er p arts or d es cri bi n g t h e eff e cts of t h eir r e m o v al ( as i n cl assi c al
d e v el o p m e nt al g e n eti cs). S u c h a n a p pr o a c h  w o ul d u n d o u bt e dl y l e a d t o
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i d e nti fi c ati o n of a f e w c o m p o n e nt s t h at ar e cr u ci al f or f u n cti o ni n g, a n d r e pl a c e m e nt
of  w hi c h  w o ul d r e p air t h e r a di o if t h os e c o m p o n e nt s h a d b e e n d a m a g e d.  H o w e v er,
t his pr o c e d ur e is f util e if t h e i n di vi d u al c o m p o n e nt s ar e f u n cti o n al b ut n ot t u n e d
pr o p erl y. Si mil arl y, t h e q u est of t h e p h ar m a c e uti c al i n d ustr y t o fi n d “ mir a cl e dr u gs ”
b y i d e ntif yi n g “ criti c al  m ol e c ul ar t ar g ets ” d o es n ot oft e n  w or k b e c a u s e t h e  m al-
f u n cti o n  m a y b e t h e r es ult of i m pr o p er “t u ni n g ” of t h e  w h ol e s yst e m r at h er t h a n
d a m a g e t o t h e criti c al  m ol e c ul ar t ar g et.

O n t h e ot h er h a n d, t h e f or m al l a n g u a g e of el e ctr o ni cs ( wit h c o m p o n e nts s u c h as
tri g g ers a n d a m pli fi ers) us e d b y e n gi n e ers pr o vi d es dir e ct i nsi g ht i nt o pr o c e ss es t h at
t h e c o m p o n e nts ar e  wir e d t o p erf or m.  T h e a n al o g y is n ot e ntir el y f air b e c a us e
e n gi n e er s h a v e d esi g n e d artif a cts fr o m first pri n ci pl e s a n d f or m ul at e d s uit a bl e
l a n g u a g e o n t h e  w a y,  w h er e a s t h e r e v ers e- e n gi n e eri n g a p pr o a c h of  m ol e c ul ar
bi ol o g y  m e ets s yst e ms t h at h a v e e v ol v e d o n t h eir o w n f or billi o ns of y e ar s i n
c o m pl e x e n vir o n m e nts.  N e v ert h el ess, bi ol o gi sts c o ul d l e ar n  m or e fr o m t a ki n g a n
e n gi n e eri n g p ers p e cti v e.  E v e n t h e ori gi n al  m o d els of g e n e e x pr e ssi o n r e g ul ati o n
w er e i ns pir e d b y  B o ol e a n l o gi c, a n d  m a n y  m o d er n  m a c hi n es ar e n o w c o m pl e x
e n o u g h t o f ost er f urt h er di al o g u e b et w e e n bi ol o g y a n d e n gi n e eri n g, at l e ast i n t h e
r e al m of si g n al tr a ns missi o n, pr o c essi n g, a n d i nt er pr et ati o n ( Cs et e a n d  D o yl e
2 0 0 2 ).  T h e c o n c e pts of a m pli fi c ati o n, a d a pt ati o n (s h ort a n d l o n g t er m), r o b ust n ess,
i ns ul ati o n, attr a ct ors, bist a bilit y,  w a v es a n d os cill ati o ns,  m e m or y s wit c h es, filt er-
i n g, p att er n r e c o g niti o n, dis cri mi n ati o n of ti m e s eri es, h yst er e sis, c o m pl e x l o gi c
g at e o p er ati o ns, err or c orr e cti o n, a n d c oi n ci d e n c e d et e cti o n s h o ul d b e c o m e st a pl e
p arts of c ell bi ol o g y v o c a b ul ar y.  C ell ul ar  m o d ul es r e fl e cti n g t h es e c o n c e pts, r at h er
t h a n i n di vi d u al  m ol e c ul es, ar e of pri m ar y i nt er est i n u n d er st a n di n g c oll e cti v e c ell
p h e n o m e n a ( H art w ell et al. 1 9 9 9 ;  Kli p p a n d  Li e b er m eist er 2 0 0 6 ;  Li m et al. 2 0 1 3 ;
M ast et al. 2 0 1 4 ).  N o v el bi oi nf or m ati c  m et h o ds c a n b e us e d t o s e ar c h f or si mil ar
n et w or k  m otifs, a n d it c a n b e e x p eri m e nt all y t est e d  w h et h er si mil ar  m otifs pl a y t h e
s a m e r ol e i n diff er e nt c o nt e xt s ( Li m et al. 2 0 1 3 ).  T h e g e n er al f u n cti o ns of p ositi v e
f e e d b a c k ( bist a bilit y,  m e m or y, s wit c h-li k e b e h a vi or) a n d n e g ati v e f e e d b a c k ( n ois e
r esist a n c e, i n p ut-i n d u c e d st e a d y st at e) h a v e b e e n k n o w n f or a l o n g ti m e ( Li m
et al. 2 0 1 3 ).

T h e list of c o m m o n  m otifs a n d ar c hit e ct ur es ass o ci at e d  wit h s p e ci fi c f u n cti o ns i n
c ells is n o w b ei n g e x p a n d e d. F or e x a m pl e, c o h er e nt f e e df or w ar d l o o ps oft e n a ct as
p ersist e n c e d et e ct ors,  w hi c h s wit c h “ o n ” o nl y  w h e n t h e i n p ut p ersists f or  mi ni m al
a m o u nt of ti m e ( Li m et al. 2 0 1 3 ). If t h e s et of s ol uti o ns f or a p arti c ul ar pr o bl e m is
s m all e n o u g h,  m or e a n al o gi es b et w e e n arti fi ci al s yst e ms a n d c ells s h o ul d b e
p ossi bl e t o fi n d a n d a t a bl e of fr e q u e nt  m otif s  wit h t h eir f u n cti o ns est a blis h e d
( Li m et al. 2 0 1 3 ).  T h er e ar e e v e n c alls f or v eri fi c ati o n of t h es e r ul es b y b uil di n g
mi ni m al bi ol o gi c al pr o c e ssi n g n et w or ks,  wit h t h e us e of a “s y nt h eti c bi ol o g y ” as
t h e ulti m at e pr o of of u n d er st a n di n g ( M a st et al. 2 0 1 4 ).  H o w e v er, it s h o ul d b e
e m p h asi z e d t h at n et w or ks a n d t h eir  m otifs i n li vi n g s yst e ms h a v e t h eir o w n
s p e ci fi citi es, b e c a u s e t h e y oft e n e v ol v e d t o pl a y  m ulti pl e r ol es a n d  w or k i n u nst a bl e
e n vir o n m e nts ( Kli p p a n d  Li e b er m eist er 2 0 0 6 ).  Y et,  m a n y  m o d er n artif a ct s ar e n ot
d o mi n at e d b y  mi ni m al f u n cti o n b ut b y  m o d ul ar b uil d u p,  w hi c h e ns ur es r o b ust n ess
a n d f urt h er e v ol v a bilit y, s o  m or e si mil ariti es  wit h e v ol vi n g li vi n g s yst e m s c o ul d b e

2 1 8 0  Y e ars of t h e  C ell: Fr o m  M att hi as J a k o b S c hl ei d e n t o t h e  C ell . . .

2 3

2 7



dis c o v er e d i n t h e f ut ur e ( Cs et e a n d  D o yl e 2 0 0 2 ).  T h e l a n g u a g es of  m o d ul ar c ell
bi ol o g y a n d  m ol e c ul ar c ell bi ol o g y ar e c o m pl e m e nt ar y, b e c a us e t h e s a m e f u n c-
ti o n al  m otifs st u di e d b y  m o d ul ar bi ol o g y c a n b e i m pl e m e nt e d b y  m a n y diff er e nt
m ol e c ul ar a g e nt s: “ C ell bi ol o g y is i n tr a nsiti o n fr o m a s ci e n c e t h at  w as pr e o c c u pi e d
wit h assi g ni n g f u n cti o ns t o i n di vi d u al pr ot ei ns or g e n es, t o o n e t h at is n o w tr yi n g t o
c o p e  wit h t h e c o m pl e x s ets of  m ol e c ul es t h at i nt er a ct t o f or m f u n cti o n al  m o d ul es ”
( H art w ell et al. 1 9 9 9 ).

2. 1 3  C ells i n  Tiss u es:  M ol e c ul a r a n d  M o d ul a r  M e c h a nis ms
of  M o r p h o g e n esis

C o nt e m p or ar y bi ol o g y is a g ai n r e ali zi n g t h e i m p ort a n c e of a n ol d  wis d o m t h at
m ulti c ell ul ar a ni m als a n d pl a nts ar e n ot c o m p os e d of c ells i n a bri c k-li k e  m a n n er,
b ut t h at tiss u es f or m s p e ci ali z e d d o m ai ns b y c ell gr o wt h, di visi o n, a n d diff er e nti-
ati o n. I n a d diti o n t o f o c usi n g o n i n di vi d u al c ell a cti vit y i n t his pr o c e ss, t h e d y n a mi c
i nt e gr at e d  w h ol e of t h e or g a nis m t h at pr o d u c es a n d c o ntr ols c ells s h o ul d b e
c o nsi d er e d.  As i n c ell bi ol o g y, att e m pt s h a v e b e e n  m a d e t o u n d erst a n d  m ulti c ell ul ar
d e v el o pi n g s yst e ms i n t er ms of t h e i nf or m ati o n pr o c essi n g n et w or ks of si g n ali n g
p at h w a ys a n d g e n e e x pr e ssi o n r e g ul ati o n ( D a vi ds o n 2 0 1 0 ). It is als o u n d erst o o d
t h at, al o n g  wit h r e g ul at or y  m o d ul es e m b o di e d i n pr ot ei n – pr ot ei n i nt er a cti o ns a n d
g e n e pr o m ot er str u ct ur e s, t h e d y n a mi c s h a p e of tiss u e n e e ds t o b e t a k e n i n a c c o u nt.
F or e x a m pl e, gr a di e nts of si g n ali n g  m ol e c ul es ar e d y n a mi c all y r es h a p e d b y
c h a n g e s i n tiss u e s h a p e ( B oll e n b a c h a n d  H eis e n b er g 2 0 1 5 ).  T h er ef or e, e a c h s p e ci fi c
t y p e of c ell  wit hi n a n or g a nis m c a n b e f ull y u n d er st o o d o nl y  wit hi n t h e c o nt e xt of
its s p e ci fi c p ositi o n  wit hi n a tiss u e a n d its f u n cti o n.  B ott o m- u p  m ol e c ul ar a n d
m o d ul ar a p pr o a c h e s  m ust b e c o m pl e m e nt e d b y t o p- d o w n c o n c e pts t h at t a k e i nt o
a c c o u nt t h e str u ct ur e of d e v el o pi n g tiss u e s ( L e vi n 2 0 1 2 ).

U n d erst a n di n g b ot h t h e  m o d ul ar a n d i nt er c o n n e ct e d n at ur e of li vi n g s yst e ms h as
all o w e d r e vi v al of t h e s u pr a c ell ul ar c o n c e pt of fi el d i n d e v el o p m e nt al bi ol o g y a n d
its r e-f or m ul ati o n i n a fr a m e w or k c o m p ati bl e  wit h  m ol e c ul ar bi ol o g y ( Gil b ert et al.
1 9 9 6 ;  L e vi n 2 0 1 2 ). S u c h  m o d ul ar fi el ds, dis pl a yi n g b ot h a ut o n o m y a n d hi er ar c h y
a n d i nt er a cti n g  wit h e a c h ot h er, h a v e b e e n pr o p os e d as  m e di at ors b et w e e n g e n ot y p e
a n d p h e n ot y p e i n b ot h o nt o g e n y a n d e v ol uti o n.  U nli k e s o m e e arl y fi el d c o n c e pts,
t h es e fi el ds ar e b as e d o n g e n eti c all y d e fi n e d i nt er a cti o ns b et w e e n c ells.  T h eir
hi er ar c h y a n d est a blis h m e nt ar e i n fl u e n c e d b y g e n eti c i nf or m ati o n, b ut t h e fi el d
c o n c e pt all o ws a s hift of f o c us t o t h e s u pr a c ell ul ar l e v el of or g a ni z ati o n ( Gil b ert
et al. 1 9 9 6 ).

F or a l o n g ti m e, t h e  E C M  w as c o nsi d er e d a p assi v e  m at eri al t h at fill e d t h e s p a c e
b et w e e n c ells ( R o z ari o a n d  D e Si m o n e 2 0 1 0 ).  N o w it is u n d er st o o d as a d y n a mi c
r e p osit or y of si g n ali n g  m ol e c ul es.  T h e  E C M c a n i n hi bit or f a cilit at e si g n al s pr e a d-
i n g ( Y a n a n d  Li n 2 0 0 9 ;  R o z ari o a n d  D e Si m o n e 2 0 1 0 ), as  w ell as st or e t h e
m or p h o g e ns a n d r el e as e t h e m u p o n pr ot e ol yti c d e gr a d ati o n or sti m ul ati o n b y
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a d diti o n al si g n als ( R o z ari o a n d  D e Si m o n e 2 0 1 0 ).  M o vi n g c ells r e or g a ni z e t h e
str u ct ur e a n d p ositi o n of  E C M a n d  E C M tr a c ks t h e dri v e dir e cti o n of c ell  mi gr ati o n
( R o z ari o a n d  D e Si m o n e 2 0 1 0 ).  T h e a cti o ns of c ells a n d  E C M ar e t h us bi dir e cti o n al
a n d c o m pl e m e nt ar y.  M or e t h a n a c e nt ur y aft er  R o u x d e fi n e d a pr o gr a m of d e v el-
o p m e nt al  m e c h a ni cs,  m e c h a ni c al c o n c e pts ar e b e c o mi n g t h e h all m ar k of  m ai n-
str e a m d e v el o p m e nt al bi ol o g y.

A pr o gr a m ri di c ul e d b y e arl y d e v el o p m e nt al g e n eti cists f or n ot h a vi n g a c hi e v e d
a n y  m e c h a ni c al u n d erst a n di n g ( Gil b ert et al. 1 9 9 6 ) n o w  w or ks f ull y  wit hi n t h e
fr a m e w or k of  m ol e c ul ar bi ol o g y.  D e v el o p m e nt al bi ol o g y c a n als o f o c us o n
m e c h a ni c al as p e cts of d e v el o p m e nt as a r es ult of t e c h n ol o gi c al a d v a n c es s u c h as
o pti c al t w e e z ers ( L e et al. 2 0 1 6 ), l as er a bl ati o n of s el e ct e d c ells  wit hi n tiss u e
( P ol a c h e c k a n d  C h e n 2 0 1 6 ), a n d at o mi c f or c e  mi cr os c o p y t o  m e as ur e q u a ntit ati v el y
t h e  m e c h a ni c al pr o p erti es of c ell/ E C M s urf a c e s at  mi cr os c al e r es ol uti o n ( Al c ar a z
et al. 2 0 1 7 ).  A n i n cr e asi n g n u m b er of st u di es h a v e d e m o nstr at e d h o w t h e  m e c h a n-
i c al si g n ali n g  wit hi n i nt er c o n n e ct e d c ell ul ar – E C M n ets str o n gl y r e g ul at es gr o wt h,
g e n e e x pr essi o n, a n d diff er e nti ati o n ( H eis e n b er g a n d  B ell aı̈ c h e 2 0 1 3 ), i n cl u di n g
m e c h a ni c al as p e cts of r e g ul ati o n of c ell ul ar i n v asi vit y i n n or m al d e v el o p m e nt a n d
i n c a n c er est a blis h m e nt ( P ar e k h a n d  W e a v er 2 0 1 6 ).

2. 1 4 I nsi g hts i nt o  C yt o pl as m St r u ct u r e i n t h e  T w e nt y- Fi rst
C e nt u r y

T o g et h er  wit h t h e est a blis h e d tr a diti o n of ass o ci ati n g c ell ul ar pr o c ess es  wit h
m e m br a n e- b o u n d or g a n ell es, att e m pt s t o c o m pr e h e n d t h e str u ct ur e a n d pr o p erti es
of c yt o pl as m h a v e r e e m er g e d 1 0 0 y e ars aft er t h e d e cli n e of pr ot o pl as mi c c o n c e pts,
as ni c el y e x pr e ss e d i n a q u ot ati o n b y  T.  Mit c his o n ( 2 0 1 0 ): “ N ot hi n g e pit o mi z es t h e
m yst er y of lif e  m or e t h a n t h e s p ati al or g a ni z ati o n a n d d y n a mi cs of t h e c yt o pl a s m. ”

T h e a q u e o u s p h as e of t h e c yt o pl a s m is n ot a b a g of fr e el y diff usi n g e n z y m es, as
oft e n  wr o n gl y p er c ei v e d i n t h e li g ht of cl assi c al bi o c h e mistr y, b ut is cr o w d e d  wit h
m a cr o m ol e c ul es.  Diff usi v e tr a ns p ort a n d p artiti o ni n g of  m a cr o m ol e c ul es a n d
or g a n ell es i n c yt o pl as m is hi g hl y r estri ct e d b y st eri c hi n dr a n c e a n d b y u n e x p e ct e d
bi n di n g i nt er a cti o ns ( L u b y- P h el ps 2 0 1 3 ).  Hi g h vis c osit y a n d cr o w di n g ar e t h o u g ht
t o pl a y  m aj or r ol es i n t h e  m o bilit y of c yt o pl as mi c c o m p o n e nts.  M o bilit y  m e as ur e-
m e nts b y  m o d er n t e c h ni q u es i n d e e d s h o w b e h a vi or diff er e nt fr o m  m er e p assi v e
diff usi o n.  O d dl y, s m all pr ot ei ns oft e n  m o v e f ast er t h a n i n ert  m ol e c ul es ( R oss
2 0 1 6 ).  W e a k i nt er a cti o ns  wit h s urr o u n di n g c yt o pl as mi c c o m p o n e nts p ossi bl y
e n h a n c e t h eir  m o bilit y.  R e c e nt a d v a n c es h a v e a c c u m ul at e d s uf fi ci e nt e vi d e n c e f or
t h e e xist e n c e of  m e m br a n el ess or “ n a k e d ” c o m p art m e nts i n t h e c yt o pl as m. S u c h
c o m p art m e nts ar e f or m e d b y  m ulti v al e nt  w e a k i nt er a cti o ns b et w e e n l o w c o m pl e x-
it y r e p e at d o m ai ns a n d/ or dist ort e d h y dr o p h o bi c d o m ai ns ( L u b y- P h el ps 2 0 1 3 ;
U v ers k y 2 0 1 7 ). S elf-i nt er a cti o n of d o m ai ns e ns ur es p h as e s e p ar ati o n of t h e c o m-
p o n e nt s fr o m t h e r est of t h e c yt o pl as m.  U p o n f or m ati o n of s u c h a c o m p art m e nt b y
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p ol y v al e nt i nt er a cti n g pr ot ei ns,  m o n o v al e nt i nt er a cti n g p art n er s c a n e nt er t h e
c o m p art m e nt a n d c o n c e ntr at e t h er e.

M e m br a n el e ss dr o pl ets c o ul d pl a y a r ol e i n c o n c e ntr ati n g c o m p o n e nt s of a
c ell ul ar p at h w a y  wit h o ut t h e n e e d f or a  m e m br a n e b arri er or ot h er c a g e. I n di vi d u al
dr o pl et s of t h e s a m e ki n d c a n s plit a n d c o al e s c e, a n d c o m p o n e nt s ar e c o n st a ntl y
e x c h a n g e d  wit h t h e s ol u bl e p o ol ( W e b er a n d  Br a n g w y n n e 2 0 1 2 ).  T h es e str u ct ur e s
t h u s p os s e s s a hi g h l e v el of i nt er n al d y n a mi c s a n d ar e c h ar a ct eri z e d b y li q ui d-li k e
b e h a vi or, s u c h a s dri p pi n g, f u si o n,  w etti n g, a n d t h e a bilit y t o b e c o m e r e v er si bl y
d ef or m e d  w h e n e n c o u nt eri n g a p h y si c al b arri er ( U v er s k y 2 0 1 7 ).  Dr o pl ets of
diff er e nt ki n d s ( e a c h b a s e d o n a diff er e nt s elf-i nt er a cti o n d o m ai n) c a n c o e xi st
wit hi n t h e c yt o pl a s m  wit h o ut  mi xi n g t o g et h er.  M a n y s u c h c o m p art m e nts ar e
ri b o n u cl e o pr ot ei n gr a n ul e s c o n sisti n g of l o n g  m ulti v al e nt  R N A  m ol e c ul e s a n d
s p e ci fi c  R N A- bi n di n g pr ot ei n s ( W e b er a n d  Br a n g w y n n e 2 0 1 2 ). F or m ati o n of
m e m br a n el e s s c o m p art m e nt s i s c o n diti o n- d e p e n d e nt, r e v er si bl e, a n d c o ntr oll e d,
i n cl u di n g b y p o sttr a n sl ati o n al  m o di fi c ati o n ( U v er s k y 2 0 1 7 ).  T h e e n vir o n m e nt of
t h e s e c o m p art m e nt s is e v e n  m or e cr o w d e d t h a n t h e r e st of t h e c yt o pl a s m ( U v er s k y
2 0 1 7 ).  T h e c o m bi n ati o n of p h a s e s e p ar ati o n a n d  m ol e c ul ar cr o w di n g c a n e v e n tr a p
t o g et h er pr ot ei n s  wit h e xtr e m el y l o w c o p y n u m b er ( W ol d e a n d  M u gl er 2 0 1 4 ).  T h e
eff e ct s of cr o w di n g o n t h e d y n a mi cs of si g n ali n g p at h w a y s, g e n e r e g ul ati o n
n et w or k s, a n d  m et a b oli c n et w or k s ar e still n ot  w ell u n d er st o o d, b ut cr o w di n g
alt er s t h e diff u si o n of pr ot ei n s a n d t h e ki n eti c s of bi o c h e mi c al r e a cti o n s ( d u e t o
e ntr o pi c c h a n g e s), oft e n i n n o nli n e ar d e p e n d e n c e o n t h e c o n c e ntr ati o n s of  m ol e-
c ul es i n v ol v e d ( W ol d e a n d  M u gl er 2 0 1 4 ).

S o m e of t h e i d e as i n v ol vi n g a q u e o u s p h as e s e p ar ati o n as a s elf- or g a ni zi n g
m e c h a ni s m tr a c e b a c k t o 1 8 9 9 or p ossi bl y e arli er.  E. B.  Wils o n pr o p os e d at t h e
e n d of ni n et e e nt h c e nt ur y t h at n o n- m e m br a n e- b o u n d c o m p art m e nts s u c h as
P- gr a n ul es a n d  C aj al b o di e s c o ul d b e e x pl ai n e d b y t h e pri n ci pl es of c oll oi d c h e m-
istr y ( L u b y- P h el ps 2 0 1 3 ).  M e m br a n el e ss pr ot ei n b o di es of cr yst alli n e or q u asi cr ys-
t alli n e or g a ni z ati o n, pr o b a bl y f or m e d b y s elf- ass e m bl y, h a v e als o b e e n k n o w n f or
s o m e ti m e.  T h e s h ells of s u c h c o m p art m e nts ar e p er m e a bl e f or s m all  m et a b olit es
b ut ot h er wis e k e e p t h e i nsi d e is ol at e d fr o m t h e r est of t h e c yt o pl a s m ( O ’C o n n ell
et al. 2 0 1 2 ).  M ost of t h es e str u ct ur es  w er e dis c o v er e d i n b a ct eri al c ells, b ut
e x a m pl es fr o m e u k ar y ot es h a v e als o b e e n d es cri b e d. I n a d diti o n t o t h e  w ell-
k n o w n p ol y m eri z ati o n of a cti n a n d t u b uli n i nt o c yt os k el et al fi b ers, s o m e  m et a b oli c
e n z y m es s u c h as  C T P s y nt h as e als o t e n d t o f or m fi b ers.  L ar g e-s c al e fl u or es c e n c e
mi cr o s c o p y s cr e e ns r e v e al e d t h e l o c ali z ati o n of  m a n y s u p p os e dl y c yt o pl as mi c
y e ast pr ot ei ns i n fi b ers.  T h e st u di es a v oi d e d o v er e x pr essi o n artif a cts a n d  w er e
s u p p ort e d b y a d diti o n al  m et h o ds s u c h as  m as s s p e ctr o m etr y f or s el e ct e d c a n di d at es
( O’C o n n ell et al. 2 0 1 2 ). P a c ki n g of  m a n y pr ot ei ns i nt o as- y et u n c h ar a ct eri z e d
str u ct ur es is t h us b e c o mi n g e vi d e nt.

V ari o us r ol es f or pr ot ei n fi b ers a n d f o ci h a v e b e e n pr o p os e d, i n cl u di n g ef fi ci e nt
all ost eri c r e g ul ati o n, s hi el di n g of  m et a b oli c i nt er m e di at es a n d t h eir c h a n n eli n g i nt o
c o m pl e x p at h w a ys, a n d st or a g e of i n a cti v e pr ot ei ns.  E a c h of t h es e f u n cti o ns h as
b e e n d e m o nstr at e d i n p arti c ul ar c as es b ut, f or  m ost pr ot ei ns, t h e i m p a ct of ass e m bl y
i nt o a g gr e g at es is n ot k n o w n a n d t h e i m p a ct of t h e hi g hl y or g a ni z e d str u ct ur e of t h e
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c yt o pl a s m is c urr e ntl y n ot  w ell d o c u m e nt e d or u n d erst o o d.  H o w e v er, it is cl e ar t h at
c ert ai n e m er g e nt p h ysi c o c h e mi c al pr o p erti es of t h e c ell i nt eri or c a n n ot b e r e v e al e d
b y r e d u cti o nist e x p eri m e nt s  wit h a f e w is ol at e d c o m p o n e nt s.  A c h all e n g e f or
p ostr e d u cti o ni st bi o c h e mistr y is t o st u d y bi o c h e mi c al p h e n o m e n a f ar fr o m c h e m-
i c al e q uili bri u m a n d u n d er p h ysi ol o gi c all y r el e v a nt c o n diti o ns (i. e., i nsi d e c ells, i n
c o m pl e x c ell e xtr a cts, or i n cr o w d e d s ol uti o ns) ( K y n e a n d  Cr o wl e y 2 0 1 6 ).

2. 1 5  Li pi d a n d  M e m b r a n e  R es e a r c h i n t h e  T w e nt y- Fi rst
C e nt u r y

Alt h o u g h s u p p ort f or t h e  wi d es pr e a d e xist e n c e of  m e m br a n el ess c o m p art m e nt s i n
c ells is a c c u m ul ati n g,  m o d er n r es e ar c h als o d e m o nstr at es t h e vit al r ol e of bi ol o gi c al
m e m br a n es. I n i nt er pl a y  wit h c yt o pl a s mi c c o m p o n e nt s,  m e m br a n es e x p a n d t h e
m e c h a ni s ms of c ell c o m p art m e nt ali z ati o n a n d f u n cti o n al r e g ul ati o n  wit h a d diti o n al
l a y ers of c o m pl e xit y.  Li pi ds, alt h o u g h pr e vi o usl y o v erl o o k e d as  m er e p assi v e
c o m p o n e nts of  m e m br a n es, ar e n o w a p pr e ci at e d as cr u ci al d et er mi n a nts of  m e m-
br a n e pr o p erti es at diff er e nt s c al es a n d ar e a k e y r es e ar c h t o pi c i n  m o d er n c ell
bi ol o g y ( M o urits e n a n d  B a g at olli 2 0 1 5 ). I m pr o v e d li pi d o mi c a n al ys es d e m o nstr at e
t h at t h e di v ersit y of li pi ds c o ul d  m at c h t h e di v ersit y of pr ot ei n s p e ci es i n a
e u k ar y oti c c ell a n d t h at t h e c at al o g u e of li pi d di v ersit y is still e x p a n di n g ( S ali b a
et al. 2 0 1 5 ).  O n e y e ar aft er t h e f or m ul ati o n of t h e fl ui d  m os ai c  m o d el of pl as m a
m e m br a n es, it  w as h y p ot h esi z e d t h at  m or e st a bl e d o m ai ns e xist  wit hi n e v e nl y
mi x e d  m e m br a n es ( S e z gi n et al. 2 0 1 7 ).  T his “li pi d-r aft ” h y p ot h esi s, b as e d o n
bi o c h e mi c al e xtr a cti o ns i n di c ati n g st a bl e s p hi n g oli pi d a n d st er ol- e nri c h e d c o m-
p art m e nts  wit hi n  m e m br a n es,  w as n e v er f ull y a c c e pt e d.  H o w e v er, t h e e x p a n d e d
c o m p ut ati o n al, bi o p h ysi c al, a n d bi o c h e mi c al t o ol s et, i n cl u di n g  m ol e c ul ar d y n a mi c
si m ul ati o ns a n d a d v a n c e d s p e ctr os c o pi c  m et h o ds ( S e z gi n a n d S c h will e 2 0 1 1 , 2 0 1 2 ;
G u mı ´- A u d e nis et al. 2 0 1 6 ; S o m m er 2 0 1 3 ), is l e a di n g t o b ett er u n d er st a n di n g of
m e m br a n e h et er o g e n eit y at diff er e nt s p ati al a n d t e m p or al l e v els.  Li k e  m a cr o m ol-
e c ul es i n c yt o pl as m,  m e m br a n e c o m p o n e nts s h o w a n o m al o us diff usi o n a n d
u n d er g o cl ust eri n g ( H o ni g m a n n a n d Pr all e 2 0 1 6 ).  Tr a nsi e nt s elf- or g a ni z e d d o m ai ns
dri v e n b y s e gr e g ati o n of c o m p o n e nts ar e r e p ort e d at s c al es fr o m a f e w  m ol e c ul es t o
mi cr o m et ers.  M or e o v er, t h e c orti c al a cti n c yt os k el et o n o b vi o usl y fi n e t u n e s t h e
or g a ni z ati o n of  mi cr o d o m ai ns, n ot o nl y b y a cti n g as a b o u n d ar y t o  m e m br a n e
pr ot ei n diff usi o n b ut als o b y i n fl u e n ci n g li pi d or g a ni z ati o n a n d p h as e tr a nsiti o n,
w hi c h c a n b e f urt h er f a cilit at e d or s u p pr ess e d b y a cti n ( d e p e n di n g o n ot h er s p e ci fi c
c o n diti o ns) ( H o ni g m a n n a n d Pr all e 2 0 1 6 ).  T h e e xist e n c e of a fi n e a cti n –s p e ctri n
n et w or k h as b e e n o bs er v e d i n r e d bl o o d c ells a n d r e c e ntl y d e m o nstr at e d i n n e ur o ns
wit h t h e h el p of s u p er-r es ol uti o n  mi cr os c o p y ( D ’Est e et al. 2 0 1 6 ), i n di c ati n g a
g e n er al c ell ul ar p h e n o m e n o n. F ast l o c al r e arr a n g e m e nts of t h e d o m ai ns as a r es ult
of f e e d b a c k b et w e e n t h e l o c al p h os p h oi n ositi d e c o m p ositi o n a n d a cti n c yt os k el et o n
ar e als o p ossi bl e ( H o ni g m a n n a n d Pr all e 2 0 1 6 ).  Li k e t h e c yt o pl a s mi c c ort e x, t h e
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E C M is b eli e v e d t o i n fl u e n c e t h e  m o bilit y of  m e m br a n e pr ot ei ns,  w hi c h h as b e e n
d e m o n str at e d i n t h e c as e of s el e cti v e li miti n g of t h e  m o bilit y of pl a nt pl as m a
m e m br a n e pr ot ei ns b y t h e c ell  w all ( M arti ni e `r e et al. 2 0 1 2 ).  Diff er e n c es i n l o c al
li pi d c o m p ositi o n r e g ul at e t h e f u n cti o n of  m e m br a n e pr ot ei ns, a n d a s u bst a nti al
fr a cti o n of  m e m br a n e li pi ds ar e b o u n d t o tr a ns m e m br a n e pr ot ei ns i n t h e f or m of a
h y dr o p h o bi c s ol v ati o n s h ell i nst e a d of b ei n g fr e el y  m o bil e  wit hi n t h e bil a y er
( P o v e d a et al. 2 0 1 7 ).  T h e eff e ct s of li pi d c o m p ositi o n o n t h e p h ysi c al pr o p erti es
of a  m e m br a n e ar e c o m pl e x a n d dif fi c ult t o pr e di ct. F or e x a m pl e, c h ol est er ol c a n
i n cr e as e or d e cr e as e l o c al  m e m br a n e fl ui dit y d e p e n di n g o n t h e ot h er c o m p o n e nts
( S c h mi d 2 0 1 7 ).

C o m p ut ati o n al a n d e x p eri m e nt al t o ol s n o w all o w ass ess m e nt of t h e eff e ct of
s p e ci fi c c o m p ositi o ns o n  m e m br a n e p h ysi c al pr o p erti es a n d pr ot ei n str u ct ur e i n
diff er e nt sit u ati o ns ( P o v e d a et al. 2 0 1 7 ).  O n c e c yt o pl as mi c pr ot ei ns ar e r e cr uit e d t o
t h e  m e m br a n e, t h e di m e nsi o n alit y of t h eir  m o bilit y is r e d u c e d fr o m t hr e e t o t w o
di m e nsi o ns, i n cr e asi n g t h eir eff e cti v e c o n c e ntr ati o n b y or d er s of  m a g nit u d e.  M e m-
br a n es t h us s er v e as i nt er a cti o n pl atf or m s f or pr ot ei ns,  w hi c h c a n b e f urt h er fi n e-
t u n e d b y s e gr e g ati n g i nt er a cti o n p art n ers t o s p e ci fi c  mi cr o d o m ai ns ( H o ni g m a n n
a n d Pr all e 2 0 1 6 ; St o e g er et al. 2 0 1 6 ).  M e m br a n es ar e n o w als o u n d er st o o d t o s er v e
as t u n a bl e c a p a cit ors f or i nt e gr ati o n a n d st or a g e of i nf or m ati o n i n t h e f or m of
a c c u m ul ati o n of s p e ci fi c si g n ali n g p h os p h oli pi d s p e ci es ( St o e g er et al. 2 0 1 6 ).
C oi n ci d e n c e d et e cti o n of  m or e li pi d s p e ci es, or a s p e ci fi c li pi d t o g et h er  wit h a
pr ot ei n i nt er a cti o n p art n er, r e g ul at es pr ot ei n bi n di n g t o t h e  mi cr o d o m ai ns a n d
m e m br a n es of diff er e nt or g a n ell es ( S ali b a et al. 2 0 1 5 ).  L ar g e-s c al e pr ot ei n – pr ot ei n
i nt er a cti o n  m a ps ar e n o w b ei n g c o m pl e m e nt e d b y hi g h-t hr o u g h p ut s cr e e ns t esti n g
pr ot ei n – m e m br a n e i nt er a cti o ns a n d t h eir d e p e n d e n c e o n t h e c o m pl e x c o m p ositi o n
of t h e  m e m br a n e a n d bi o p h ysi c al pr o p erti es s u c h as c ur v at ur e ( S ali b a et al. 2 0 1 5 ).
T h e d y n a mi c eff e cts of li pi d c o m p ositi o n o n c ell ul ar pr o c ess e s h a v e b e e n dif fi c ult
t o st u d y, b e c a us e  m e m br a n e c o m p o siti o n is s u bj e ct t o ti g ht a n d f ast r e g ul ati o n i n
t h e f or m of p h os p h oli pi d h e a d gr o u p  m o di fi c ati o n, f att y a c yl c h ai n tr a nsf er, a n d
m o v e m e nt of li pi ds b et w e e n  m e m br a n e l e a fl ets ( S e k er es ˇ et al. 2 0 1 5 ). F urt h er m or e,
li pi d tr a nsf er pr ot ei ns i n c o n n e cti o n  wit h  m e m br a n e c o nt a ct sit es ar e b ei n g st u di e d
as r e g ul at e d hi g h w a ys f or li pi d tr a ns p ort. S u c h a tr a n s p ort  m e c h a nis m is p ossi bl y
m u c h f ast er t h a n v esi c ul ar tr a ns p ort, pr e vi o usl y c o nsi d er e d t o b e t h e  m aj or a g e nt of
li pi d  m o v e m e nt b et w e e n c o m p art m e nt s (J ai n a n d  H olt h uis 2 0 1 7 ).  E m er gi n g t e c h-
n ol o gi es s u c h as o pt o g e n eti c a cti v ati o n of li pi d- m o dif yi n g e n z y m es (I d e v all-
H a gr e n a n d  D e  C a milli 2 0 1 5 ) a n d p h ot o a cti v ati o n of c a g e d p h os p h oli pi ds
( H o gli n g er et al. 2 0 1 4 ) n o w e n a bl e  m o nit ori n g t h e eff e ct of  m e m br a n e c o m p o siti o n
c h a n g e s o n c ell ul ar pr o c e ss es at t h e p h ysi ol o gi c al s p ati ot e m p or al s c al e.
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2. 1 6 I nt o t h e  U n k n o w n:  T h e  F ut u r e of  C ell  Bi ol o g y

I n a d diti o n t o t h e i n cr e asi n g r es ol uti o n a n d c o v er a g e of  m ol e c ul ar  m e a s ur e m e nts,
dis c o v er y of s o m e pr e vi o usl y u n k n o w n f u n d a m e nt al c o m p o n e nts a n d  m e c h a ni s ms
h as b e e n a c hi e v e d.  Dis c o v er y of  R N A i nt erf er e n c e i n t h e 1 9 9 0s r es h a p e d t h e
p er c e pti o n of g e n e e x pr essi o n r e g ul ati o n a n d f ost er e d gr o wi n g i nt er est i n n o n c o d-
i n g  R N A s p e ci es ( D e ni z a n d  Er m a n 2 0 1 6 ).  T h er e ar e als o f a ct or s t h at pr o b a bl y h a v e
a l ar g e i m p a ct b ut ar e dif fi c ult t o  m e as ur e a n d f a ct or s  w h os e e xist e n c e  w e d o n ot
e v e n s us p e ct, t h e tr u e “ d ar k  m att er of c ell bi ol o g y ” ( R oss 2 0 1 6 ).  E x a m pl es of t h e
f or m er ar e t h e pr o p erti es of i ntri nsi c all y dis or d er e d pr ot ei ns, s m all i ntr a c ell ul ar a n d
i nt er c ell ul ar  D N A s p e ci es,  w e a k i nt er a cti o ns i m p ossi bl e t o d et e ct usi n g tr a diti o n al
bi o c h e mi c al  m et h o ds, a n d i ntr a c ell ul ar distri b uti o n of i o n s p e ci es.  T h e l att er f a ct ors
c o ul d b e u n dis c o v er e d pr ot ei n – pr ot ei n i nt er a cti o n  m otif s, e x oti c p h as e s, u n d et e ct e d
t y p es of s m all  m ol e c ul es e xisti n g at l o w c o p y n u m b ers, u n k n o w n p osttr a nsl ati o n al
m o di fi c ati o ns, or n e w  m o d es of c oll e cti v e b e h a vi or of bi o m ol e c ul es.  Wit h f urt h er
i m pr o v e m e nt of a v ail a bl e t o ols, it is p ossi bl e t h at pr e vi o usl y a b a n d o n e d a n d
p ossi bl y f or g ott e n c o n c e pts i n t h e fr a m e w or k of  m ol e c ul ar bi ol o g y  will b e r e vi v e d,
as h a p p e n e d  wit h e n d os y m bi oti c t h e ori es a n d e pi g e n eti c s.  C ell bi ol o gi sts  will
c o nti n u e t o us e t h e c o m bi n ati o n of t o p- d o w n a n d b ott o m- u p a p pr o a c h es.  D et ail e d
m e c h a ni sti c c h ar a ct eri z ati o n of i n di vi d u al c o m p o n e nt s  will b e c o m bi n e d  wit h
l ar g e- s c al e s yst e ms l e v el a p pr o a c h es, e n a bli n g i d e nti fi c ati o n of n o v el f u n cti o n al
c ell ul ar  m o d ul es.  T h e f ut ur e of c ell bi ol o g y ( a n d of bi ol o g y as a  w h ol e) als o li es i n
c a pt uri n g lif e pr o c ess e s si m ult a n e o usl y at diff er e nt s p ati ot e m p or al s c al es a n d t h e
i nt e gr ati o n of r es ults i nt o  m ultis c al e  m o d els, s o t h at t h e r el ati o ns hi p b et w e e n t h e
i nt er a cti o ns of i n di vi d u al c o m p o n e nts a n d c oll e cti v e e m er g e nt p h e n o m e n a c a n b e
u n d er st o o d.

A c k n o wl e d g m e nts T his  w or k  w as f u n d e d b y t h e pr oj e ct  Mi nistr y of  E d u c ati o n of t h e  C z e c h
R e p u bli c/ M S M T pr oj e ct  N P UI  L O 1 4 1 7. P art of t h e i n c o m e of J ur aj S e k er es  w as pr o vi d e d b y t h e
Gr a nt  A g e n c y of t h e  C z e c h  R e p u bli c pr oj e ct 1 7- 2 7 4 7 7 S.  W e  w o ul d li k e t o t h a n k P et er S a b ol f or
criti c al r e a di n g of t h e  m a n us cri pt.

R ef e r e n c es

Al c ar a z J,  Ot er o J, J or b a I,  N a v aj as  D ( 2 0 1 7)  Bi dir e cti o n al  m e c h a n o bi ol o g y b et w e e n c ells a n d
t h eir l o c al e xtr a c ell ul ar  m atri x pr o b e d b y at o mi c f or c e  mi cr os c o p y. S e mi n  C ell  D e v  Bi ol. d oi:
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.s e m c d b. 2 0 1 7. 0 7. 0 2 0

As a n o S,  E n g el  B D,  B a u m eist er  W ( 2 0 1 6) I n sit u cr y o- el e ctr o n t o m o gr a p h y: a p ost-r e d u cti o nist
a p pr o a c h t o str u ct ur al bi ol o g y. J  M ol  Bi ol 4 2 8( 2 Pt  A): 3 3 2 – 3 4 3

B e c k  M,  H urt  E ( 2 0 1 7)  T h e n u cl e ar p or e c o m pl e x: u n d erst a n di n g its f u n cti o n t hr o u g h str u ct ur al
i nsi g ht.  N at  R e v  M ol  C ell  Bi ol 1 8( 2): 7 3 – 8 9

B el o uss o v  L V ( 1 9 9 7)  Lif e of  Al e x a n d er  G.  G ur wits c h a n d his r el e v a nt c o ntri b uti o n t o t h e t h e or y of
m or p h o g e n eti c fi el ds. I nt J  D e v  Bi ol 4 1: 7 7 1 – 7 7 9

B oll e n b a c h  T,  H eis e n b er g  C P ( 2 0 1 5)  Gr a di e nts ar e s h a pi n g u p.  C ell 1 6 1( 3): 4 3 1 – 4 3 2
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C a n g uil h e m  G ( 2 0 0 8)  K n o wl e d g e of lif e. F or d h a m  U ni v ersit y Pr ess,  N e w  Y or k
C h a p m a n  MJ,  M ar g ulis  L ( 1 9 9 8)  M or p h o g e n esis b y s y m bi o g e n esis. I nt  Mi cr o bi ol 1( 4): 3 1 9 – 3 2 6
Cs et e  M E,  D o yl e J C ( 2 0 0 2)  R e v ers e e n gi n e eri n g of bi ol o gi c al c o m pl e xit y. S ci e n c e 2 9 5

( 5 5 6 0): 1 6 6 4 – 1 6 6 9
D ’Est e  E,  K a mi n  D,  V elt e  C,  G €ottf ert F, Si m o ns  M,  H ell S W ( 2 0 1 6) S u b c orti c al c yt os k el et o n

p eri o di cit y t hr o u g h o ut t h e n er v o us s yst e m. S ci  R e p 6: 2 2 7 4 1
D a vi ds o n  E H ( 2 0 1 0)  E m er gi n g pr o p erti es of a ni m al g e n e r e g ul at or y n et w or ks.  N at ur e 4 6 8

( 7 3 2 6): 9 1 1 – 9 2 0
D e ni z  E,  Er m a n  B ( 2 0 1 6)  L o n g n o n c o di n g  R N A (li n c R N A), a n e w p ar a di g m i n g e n e e x pr essi o n

c o ntr ol. F u n ct I nt e gr  G e n o mi cs 1 7: 1 3 5 – 1 4 3
E b erl e  A L,  Mi k ul a S, S c h al e k  R,  Li c ht m a n n J,  K n ot h e  T at e  M L,  Z ei dl er  D ( 2 0 1 5)  Hi g h-

r es ol uti o n, hi g h-t hr o u g h p ut i m a gi n g  wit h a  m ulti b e a m s c a n ni n g el e ctr o n  mi cr os c o p e. J
Mi cr os c 2 5 9( 2): 1 1 4 – 1 2 0

Er nst er  L, S c h at z  G ( 1 9 8 1)  Mit o c h o n dri a: a hist ori c al r e vi e w. J  C ell  Bi ol 9 1( 3 Pt 2): 2 2 7s – 2 5 5s
G a y o n J ( 2 0 1 6) Fr o m  M e n d el t o e pi g e n eti cs: hist or y of g e n eti cs.  C  R  Bi ol 3 3 9( 7 – 8): 2 2 5 – 2 3 0
Gil b ert S F,  O pit z J M,  R aff  R A ( 1 9 9 6)  R es y nt h esi zi n g e v ol uti o n ar y a n d d e v el o p m e nt al bi ol o g y.

D e v  Bi ol 1 7 3( 2): 3 5 7 – 3 7 2
Gr a b o ws ki  M,  Ni e d z al k o ws k a  E,  Zi m m er m a n  M D,  Mi n or  W ( 2 0 1 6)  T h e i m p a ct of str u ct ur al

g e n o mi cs: t h e first q ui n d e c e n ni al. J Str u ct F u n ct  G e n o mi cs 1 7( 1): 1 – 1 6
G u mı ´- A u d e nis  B,  C ost a  L,  C arl á F,  C o mi n F, S a n z F,  Gi a n n otti  MI ( 2 0 1 6) Str u ct ur e a n d

n a n o m e c h a ni cs of  m o d el  m e m br a n es b y at o mi c f or c e  mi cr os c o p y a n d s p e ctr os c o p y: i nsi g hts
i nt o t h e r ol e of c h ol est er ol a n d s p hi n g oli pi ds.  M e m br a n es ( B as el) 6( 4): 5 8

H arris  H ( 2 0 0 0)  T h e birt h of t h e c ell.  Y al e  U ni v ersit y Pr ess,  N e w  H a v e n. is b n: 0- 3 0 0- 0 8 2 9 5- 9
H art w ell  L H,  H o p fi el d JJ,  L ei bl er S,  M urr a y  A W ( 1 9 9 9) Fr o m  m ol e c ul ar t o  m o d ul ar c ell bi ol o g y.

N at ur e 4 0 2( 6 7 6 1 S u p pl): C 4 7 – C 5 2
H eis e n b er g  C P,  B ell aı ¨c h e  Y ( 2 0 1 3) F or c es i n tiss u e  m or p h o g e n esis a n d p att er ni n g.  C ell 1 5 3

( 5): 9 4 8 – 9 6 2
H o gli n g er  D,  N a dl er  A, S c h ult z  C ( 2 0 1 4)  C a g e d li pi ds as t o ols f or i n v esti g ati n g c ell ul ar si g n ali n g.

Bi o c hi m  Bi o p h ys  A ct a 1 8 4 1( 8): 1 0 8 5 – 1 0 9 6
H o ni g m a n n  A, Pr all e  A ( 2 0 1 6)  C o m p art m e nt ali z ati o n of t h e c ell  m e m br a n e. J  M ol  Bi ol 4 2 8( 2 4 Pt

A): 4 7 3 9 – 4 7 4 8
I d e v all- H a gr e n  O,  D e  C a milli P ( 2 0 1 5)  D et e cti o n a n d  m a ni p ul ati o n of p h os p h oi n ositi d es.  Bi o c hi m

Bi o p h ys  A ct a 1 8 5 1( 6): 7 3 6 – 7 4 5
J ai n  A,  H olt h uis J C M ( 2 0 1 7)  M e m br a n e c o nt a ct sit es, a n ci e nt a n d c e ntr al h u bs of c ell ul ar li pi d

l o gisti cs.  Bi o c hi m  Bi o p h ys  A ct a 1 8 6 4( 9): 1 4 5 0 – 1 4 5 8
J a n k o J, Š tr b áň o v á S ( 1 9 8 8)  V ě d a P ur k y ň o v y d o b y [ T h e s ci e n c e of P ur k y n ě ’

3 0

s ti m e].  A c a d e mi a,
Pr a g u e

Kli p p  E,  Li e b er m eist er  W ( 2 0 0 6)  M at h e m ati c al  m o d eli n g of i ntr a c ell ul ar si g n ali n g p at h w a ys.
B M C  N e ur os ci 7( S u p pl 1): S 1 0

K o b a y as hi S, I w a m ot o  M,  H ar a g u c hi  T ( 2 0 1 6)  Li v e c orr el ati v e li g ht- el e ctr o n  mi cr os c o p y t o
o bs er v e  m ol e c ul ar d y n a mi cs i n hi g h r es ol uti o n.  Mi cr os c o p y 6 5( 4): 2 9 6 – 3 0 8

K uts c h er a  U,  Ni kl as  KJ ( 2 0 0 5)  E n d os y m bi osis, c ell e v ol uti o n a n d s p e ci ati o n.  T h e or y  Bi os ci
1 2 4: 1 – 2 4

K y n e  C,  Cr o wl e y P B ( 2 0 1 6)  Gr as pi n g t h e n at ur e of t h e c ell i nt eri or: fr o m p h ysi ol o gi c al c h e mistr y
t o c h e mi c al bi ol o g y. F E B S J 2 8 3( 1 6): 3 0 1 6 – 3 0 2 8

L a z e b ni k  Y ( 2 0 0 2)  C a n a bi ol o gist fi x a r a di o ?  Or,  w h at I l e ar n e d  w hil e st u d yi n g a p o pt osis.  C a n c er
C ell 2( 3): 1 7 9 – 1 8 2

L e S,  Li u  R,  Li m  C T,  Y a n J ( 2 0 1 6)  U n c o v eri n g  m e c h a n os e nsi n g  m e c h a nis ms at t h e si n gl e pr ot ei n
l e v el usi n g  m a g n eti c t w e e z ers.  M et h o ds 9 4: 1 3 – 1 8

L e vi n  M ( 2 0 1 2)  M or p h o g e n eti c fi el ds i n e m br y o g e n esis, r e g e n er ati o n, a n d c a n c er: n o n-l o c al
c o ntr ol of c o m pl e x p att er ni n g.  Bi os yst e ms 1 0 9( 3): 2 4 3 – 2 6 1

Li m  W A,  L e e  C M,  T a n g  C ( 2 0 1 3)  D esi g n pri n ci pl es of r e g ul at or y n et w or ks: s e ar c hi n g f or t h e
m ol e c ul ar al g orit h ms of t h e c ell.  M ol  C ell 4 9( 2): 2 0 2 – 2 1 2

3 4 J. S e k er es a n d  V.  Z ars k y



Li u  D ( 2 0 1 6)  T h e c ell a n d pr ot o pl as m as c o nt ai n er, o bj e ct, a n d s u bst a n c e, 1 8 3 5 – 1 8 6 1. J  Hist  Bi ol.
d oi: htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/s 1 0 7 3 9- 0 1 6- 9 4 6 0- 9

L o m b ar d J ( 2 0 1 4)  O n c e u p o n a ti m e t h e c ell  m e m br a n es: 1 7 5 y e ars of c ell b o u n d ar y r es e ar c h.  Bi ol
Dir e ct 9: 3 2

L u b y- P h el ps  K ( 2 0 1 3)  T h e p h ysi c al c h e mistr y of c yt o pl as m a n d its i n fl u e n c e o n c ell f u n cti o n: a n
u p d at e.  M ol  Bi ol  C ell 2 4( 1 7): 2 5 9 3 – 2 5 9 6

M ar k os ˇ A ( 2 0 0 2)  R e a d ers of t h e b o o k of lif e: c o nt e xt u ali zi n g d e v el o p m e nt al e v ol uti o n ar y bi ol o g y.
O xf or d  U ni v ersit y Pr ess,  O xf or d

M arti ni e `r e  A,  L a v a gi I,  N a g es w ar a n  G,  R olf e  DJ,  M a n et a- P e yr et  L,  L u u  D T,  B ot c h w a y S W,  W e b b
S E,  M o n gr a n d S,  M a ur el  C,  M arti n- F er n a n d e z  M L,  Kl ei n e- V e h n J, Fri ml J,  M or e a u P,  R u ni o ns
J ( 2 0 1 2)  C ell  w all c o nstr ai ns l at er al diff usi o n of pl a nt pl as m a- m e m br a n e pr ot ei ns. Pr o c  N atl
A c a d S ci  U S  A 1 0 9( 3 1): 1 2 8 0 5 – 1 2 8 1 0

M ast F D,  R at us h n y  A V,  Ait c his o n J D ( 2 0 1 4) S yst e ms c ell bi ol o g y. J  C ell  Bi ol 2 0 6( 6): 6 9 5 – 7 0 6
M atti a z zi  Us aj  M, St yl es  E B,  V erst er  AJ, Fri es e n  H,  B o o n e  C,  A n dr e ws  BJ ( 2 0 1 6)  Hi g h- c o nt e nt

s cr e e ni n g f or q u a ntit ati v e c ell bi ol o g y.  Tr e n ds  C ell  Bi ol 2 6( 8): 5 9 8 – 6 1 1
M cI nt os h J R,  H a ys  T ( 2 0 1 6)  A bri ef hist or y of r es e ar c h o n  mit oti c  m e c h a nis ms.  Bi ol o g y ( B as el) 5

( 4): 5 5
Mit c his o n  TJ ( 2 0 1 0)  R e m ai ni n g  m yst eri es of t h e c yt o pl as m.  M ol  Bi ol  C ell 2 1( 2 2): 3 8 1 1 – 3 8 1 2
M o n o d J ( 1 9 7 2)  C h a n c e a n d n e c essit y: a n ess a y o n n at ur al p hil os o p h y of  m o d er n bi ol o g y.  Vi nt a g e

B o o ks,  N e w  Y or k
M o urits e n  O G,  B a g at olli  L A ( 2 0 1 5)  Li pi d d o m ai ns i n  m o d el  m e m br a n es: a bri ef hist ori c al

p ers p e cti v e.  Ess a ys  Bi o c h e m 5 7: 1 – 1 9
O ’C o n n ell J D,  Z h a o  A,  Elli n gt o n  A D,  M ar c ott e  E M ( 2 0 1 2)  D y n a mi c r e or g a ni z ati o n of  m et a b oli c

e n z y m es i nt o i ntr a c ell ul ar b o di es.  A n n u  R e v  C ell  D e v  Bi ol 2 8: 8 9 – 1 1 1
O p p e n h ei m er J M ( 1 9 6 6)  T h e gr o wt h a n d d e v el o p m e nt of d e v el o p m e nt al bi ol o g y. I n:  L o c k e  M

( e d)  M aj or pr o bl e ms i n d e v el o p m e nt al bi ol o g y.  A c a d e mi c,  N e w  Y or k, p p 1 – 2 7. d oi: htt ps:// d oi.
or g/ 1 0. 1 0 1 6/ B 9 7 8- 0- 1 2- 3 9 5 6 1 8- 7. 5 0 0 0 5- 6

P ar d e e  A B,  R e d d y P G ( 2 0 0 3)  B e gi n ni n gs of f e e d b a c k i n hi biti o n, all ost er y a n d  m ulti- pr ot ei n
c o m pl e x es.  G e n e 3 2 1: 1 7 – 2 3

P ar e k h  A,  W e a v er  A M ( 2 0 1 6)  R e g ul ati o n of i n v a d o p o di a b y  m e c h a ni c al si g n ali n g.  E x p  C ell  R es
3 4 3( 1): 8 9 – 9 5

P ol a c h e c k  WJ,  C h e n  C S ( 2 0 1 6)  M e as uri n g c ell- g e n er at e d f or c es: a g ui d e t o t h e a v ail a bl e t o ols.
N at  M et h o ds 1 3( 5): 4 1 5 – 4 2 3

P o v e d a J A,  M ar c el a  Gi u di ci  A,  L o ur d es  R e n art  M,  M or al es  A,  G o n z á l e z- R os J M ( 2 0 1 7)  T o w ar ds
u n d erst a n di n g t h e  m ol e c ul ar b asis of i o n c h a n n el  m o d ul ati o n b y li pi ds:  m e c h a nisti c  m o d els
a n d c urr e nt p ar a di g ms.  Bi o c hi m  Bi o p h ys  A ct a 1 8 5 9( 9 Pt  B): 1 5 0 7 – 1 5 1 6

Pri v e n S W,  Alf o ns o- G ol df ar b  A M ( 2 0 0 9)  M at h e m ati cs  A b  O v o:  H a ns  Dri es c h a n d
E nt wi c kl u n gs m e c h a ni k.  Hist P hil os  Lif e S ci 3 1: 3 5 – 5 4

Q u ast el J H ( 1 9 8 5)  T h e d e v el o p m e nt of bi o c h e mistr y i n t h e 2 0t h c e nt ur y.  M ol  C ell  Bi o c h e m 6 9
( 1): 1 7 – 2 6

R a dl  E ( 1 9 3 0)  T h e hist or y of bi ol o gi c al t h e ori es.  O xf or d  U ni v ersit y Pr ess,  O xf or d (i n  G er m a n
1 9 0 5 a n d 1 9 0 9, 2 n d e d n. 1 9 1 3; i n  C z e c h 1 9 0 9 a n d 2 0 0 6)

R h ei n b er g er  HJ ( 2 0 1 0)  A s h ort hist or y of  m ol e c ul ar bi ol o g y. I n:  L or e n z a n o P,  R h ei n b er g er  H-J,
Orti z  E,  G all es  C D ( e ds)  Hist or y a n d p hil os p h y of s ci e n c e a n d t e c h n ol o g y,  V ol 2.  E O L S S,
O xf or d, p p 1 – 3 1

Ri c h m o n d  M L ( 2 0 0 0)  T. H.  H u xl e y ’s criti cis m of  G er m a n c ell t h e or y: a n e pi g e n eti c a n d p h ysi o-
l o gi c al i nt er pr et ati o n of c ell str u ct ur e. J  Hist  Bi ol 3 3( 2): 2 4 7 – 2 8 9

Rit c hi e  D B,  W o o dsi d e  M T ( 2 0 1 5) Pr o bi n g t h e str u ct ur al d y n a mi cs of pr ot ei ns a n d n u cl ei c a ci ds
wit h o pti c al t w e e z ers.  C urr  O pi n Str u ct  Bi ol 3 4: 4 3 – 5 1

R oss J L ( 2 0 1 6)  T h e d ar k  m att er of bi ol o g y.  Bi o p h ys J 1 1 1( 5): 9 0 9 – 9 1 6
R ot h S ( 2 0 1 1)  M at h e m ati cs a n d bi ol o g y: a  K a nti a n vi e w o n t h e hist or y of p att er n f or m ati o n t h e or y.

D e v  G e n es  E v ol 2 2 1( 5 – 6): 2 5 5 – 2 7 9

2 1 8 0  Y e ars of t h e  C ell: Fr o m  M att hi as J a k o b S c hl ei d e n t o t h e  C ell . . .

3 1

3 5

https://doi.org/10.1007/s10739-016-9460-9
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-395618-7.50005-6
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-395618-7.50005-6


R o z ari o  T,  D e Si m o n e  D W ( 2 0 1 0)  T h e e xtr a c ell ul ar  m atri x i n d e v el o p m e nt a n d  m or p h o g e n esis: a
d y n a mi c vi e w.  D e v  Bi ol 3 4 1( 1): 1 2 6 – 1 4 0

S ali b a  A E,  V o n k o v a I,  G a vi n  A C ( 2 0 1 5)  T h e s yst e m ati c a n al ysis of pr ot ei n-li pi d i nt er a cti o ns
c o m es of a g e.  N at  R e v  M ol  C ell  Bi ol 1 6( 1 2): 7 5 3 – 7 6 1

S a n d er  K ( 1 9 9 1)  L a n d m ar ks i n d e v el o p m e nt al bi ol o g y:  Wil h el m  R o u x a n d his pr o gr a m m e f or
d e v el o p m e nt al bi ol o g y.  R o u x  Ar c h  D e v  Bi ol 2 0 0( 1): 1 – 3

S a n d er  K ( 1 9 9 2 a)  H a ns  Dri es c h t h e criti c al  m e c h a nist: “ A n al ytis c h e  T h e ori e d er or g a nis c h e n
E nt wi c kl u n g ”.  R o u x  Ar c h  D e v  Bi ol 2 0 1( 6): 3 3 1

S a n d er  K ( 1 9 9 2 b)  H a ns  Dri es c h ’s “ p hil os o p h y r e all y a b o v o ”, or  w h y t o b e a vit alist.  R o u x  Ar c h
D e v  Bi ol 2 0 2( 1): 1 – 3

S a n d er  K ( 1 9 9 3)  E nt el e c h y a n d t h e o nt o g e n eti c  m a c hi n e –  w or k a n d vi e ws of  H a ns  Dri es c h fr o m
1 8 9 5 t o 1 9 1 0.  R o u x  Ar c h  D e v  Bi ol 2 0 2( 2): 6 7 – 6 9

S a z er S,  L y n c h  M,  N e e dl e m a n  D ( 2 0 1 4)  D e ci p h eri n g t h e e v ol uti o n ar y hist or y of o p e n a n d cl os e d
mit osis.  C urr  Bi ol 2 4( 2 2): R 1 0 9 9 – R 1 1 0 3

S c h mi d F ( 2 0 1 7) P h ysi c al  m e c h a nis ms of  mi cr o- a n d n a n o d o m ai n f or m ati o n i n  m ulti c o m p o n e nt
li pi d  m e m br a n es.  Bi o c hi m  Bi o p h ys  A ct a 1 8 5 9( 4): 5 0 9 – 5 2 8

S c h ul di n er  M, S c h w a p p a c h  B ( 2 0 1 3) Fr o m r a gs t o ri c h es – t h e hist or y of t h e e n d o pl as mi c
r eti c ul u m.  Bi o c hi m  Bi o p h ys  A ct a 1 8 3 3( 1 1): 2 3 8 9 – 2 3 9 1

S c h w a m b or n  K,  Kri e gs m a n n  M,  W ei c h ert  W ( 2 0 1 6)  M A L DI i m a gi n g  m ass s p e ctr o m etr y – fr o m
b e n c h t o b e dsi d e.  Bi o c hi m  Bi o p h ys  A ct a 1 8 6 5( 7): 7 9 5 – 8 1 6

S e k er e š J, Pl es k ot  R, P ej c h ar P,  Ž á r s k ý V, P ot o c k y´ M ( 2 0 1 5)  T h e s o n g of li pi ds a n d pr ot ei ns:
d y n a mi c li pi d- pr ot ei n i nt erf a c es i n t h e r e g ul ati o n of pl a nt c ell p ol arit y at diff er e nt s c al es. J  E x p
B ot 6 6( 6): 1 5 8 7 – 1 5 9 8

S e z gi n  E, S c h will e P ( 2 0 1 1) Fl u or es c e n c e t e c h ni q u es t o st u d y li pi d d y n a mi cs.  C ol d S pri n g  H ar b
P ers p e ct  Bi ol 3( 1 1): a 0 0 9 8 0 3

S e z gi n  E, S c h will e P ( 2 0 1 2)  M o d el  m e m br a n e pl atf or ms t o st u d y pr ot ei n- m e m br a n e i nt er a cti o ns.
M ol  M e m br  Bi ol 2 9( 5): 1 4 4 – 1 5 4

S e z gi n  E,  L e v e nt al I,  M a y or S,  E g g eli n g  C ( 2 0 1 7)  T h e  m yst er y of  m e m br a n e or g a ni z ati o n:
c o m p ositi o n, r e g ul ati o n a n d r ol es of li pi d r afts.  N at  R e v  M ol  C ell  Bi ol 1 8( 6): 3 6 1 – 3 7 4

Si m ps o n  M R ( 2 0 1 6) S yst e ms bi ol o g y: i m pr essi o ns fr o m a n e w c o m er gr a d u at e st u d e nt i n 2 0 1 6.
A d v P h ysi ol  E d u c 4 0( 4): 4 4 3 – 4 4 5

Si n g er SJ ( 2 0 0 4) S o m e e arl y hist or y of  m e m br a n e  m ol e c ul ar bi ol o g y.  A n n u  R e v P h ysi ol 6 6: 1 – 2 7
S o m m er  B ( 2 0 1 3)  M e m br a n e p a c ki n g pr o bl e ms: a s h ort r e vi e w o n c o m p ut ati o n al  m e m br a n e

m o d eli n g  m et h o ds a n d t o ols.  C o m p ut Str u ct  Bi ot e c h n ol J 5: e 2 0 1 3 0 2 0 1 4
St o e g er  T,  B atti c h  N, P el k m a ns  L ( 2 0 1 6) P assi v e n ois e filt eri n g b y c ell ul ar c o m p art m e nt ali z ati o n.

C ell 1 6 4( 6): 1 1 5 1 – 1 1 6 1
T a yl or FJ R ( 1 9 8 7)  A n o v er vi e w of t h e st at us of e v ol uti o n ar y c ell s y m bi osis t h e ori es.  A n n  N  Y

A c a d S ci 5 0 3: 1 – 1 6
T h o m ps o n  D ’
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A ( 1 9 1 7)  O n gr o wt h a n d f or m.  C a m bri d g e  U ni v ersit y Pr ess,  C a m bri d g e
T o ett c h er J E,  V oi gt  C A,  W ei n er  O D,  Li m  W A ( 2 0 1 1)  T h e pr o mis e of o pt o g e n eti cs i n c ell bi ol o g y:

i nt err o g ati n g  m ol e c ul ar cir c uits i n s p a c e a n d ti m e.  N at  M et h o ds 8( 1): 3 5 – 3 8
U v ers k y  V N ( 2 0 1 7) I ntri nsi c all y dis or d er e d pr ot ei ns i n o v er cr o w d e d  mili e u:  m e m br a n e-l ess

or g a n ell es, p h as es e p ar ati o n, a n d i ntri nsi c dis or d er.  C urr  O pi n Str u ct  Bi ol 4 4: 1 8 – 3 0
W ar ki a ni  M E,  W u  L,  T a y  A K,  H a n J ( 2 0 1 5)  L ar g e- v ol u m e  mi cr o fl ui di c c ell s orti n g f or bi o m e di c al

a p pli c ati o ns.  A n n u  R e v  Bi o m e d  E n g 1 7: 1 – 3 4
W e b er S C,  Br a n g w y n n e  C P ( 2 0 1 2)  G etti n g  R N A a n d pr ot ei n i n p h as e.  C ell 1 4 9( 6): 1 1 8 8 – 1 1 9 1
W el c h  G R,  Cl e g g J S ( 2 0 1 0) Fr o m pr ot o pl as mi c t h e or y t o c ell ul ar s yst e ms bi ol o g y: a 1 5 0- y e ar

r e fl e cti o n.  A m J P h ysi ol  C ell P h ysi ol 2 9 8( 6): C 1 2 8 0 – C 1 2 9 0
W hit m a n  C O ( 1 8 9 3)  T h e i n a d e q u a c y of t h e c ell-t h e or y of d e v el o p m e nt. J  M or p h ol 8: 6 3 9 – 6 5 8
Wils o n  E B ( 1 8 9 9)  T h e str u ct ur e of pr ot o pl as m. S ci e n c e 1 0: 3 3 – 4 5
W ol d e P R,  M u gl er  A ( 2 0 1 4) I m p ort a n c e of cr o w di n g i n si g n ali n g, g e n eti c, a n d  m et a b oli c

n et w or ks. I nt  R e v  C ell  M ol  Bi ol 3 0 7: 4 1 9 – 4 4 2
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Y us u p o v a  G,  Y us u p o v  M ( 2 0 1 7)  Cr yst al str u ct ur e of e u k ar y oti c ri b os o m e a n d its c o m pl e x es  wit h
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2 4 9( 4): 1 1 8 1
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R e vi e w P a P e R

T h e s o n g of li pi d s a n d pr ot ei n s: d y n a mi c li pi d – pr ot ei n 
i nt erf a c e s i n t h e r e g ul ati o n of pl a nt c ell p ol arit y at 
diff er e nt  s c al e s

J ur aj  S e k er e š 1 ,2 , R o m a n  Pl e s k ot1 ,3 , Pře m y sl  P ej c h ar 1 , Vi kt or  Ž ár s k ý1 ,2  a n d M arti n  P ot o c k ý1 ,*

1  I n stit ut e of E x p eri m e nt al B ot a n y, v.  v. i., A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e C z e c h R e p u bli c, R o z v oj o v á 2 6 3, 1 6 5 0 2 Pr a g u e 6, C z e c h R e p u bli c
2  D e p art m e nt of E x p eri m e nt al Pl a nt Bi ol o g y, F a c ult y of S ci e n c e, C h arl e s U ni v er sit y i n Pr a g u e, Vi ni č n á 5, 1 2 8 4 4 Pr a g u e 2, C z e c h 
R e p u bli c
3  I n stit ut e of Or g a ni c C h e mi str y a n d Bi o c h e mi str y, v.  v. i., A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e C z e c h R e p u bli c, Fl e mi n g o v o n á mě stí 2, 1 6 6 1 0 
Pr a g u e 6, C z e c h R e p u bli c

* T o w h o m c orr e s p o n d e n c e s h o ul d b e a d dr e s s e d. E- m ail: p ot o c k y @ u e b. c a s. c z

R e c ei v e d 1 9 N o v e m b er 2 0 1 4; R e vi s e d 1 3 J a n u ar y 2 0 1 5; A c c e pt e d 2 7 J a n u ar y 2 0 1 5

A b str a ct

S u c c e s sf ul e st a bli s h m e nt a n d m ai nt e n a n c e of c ell p ol arit y i s cr u ci al f or m a n y a s p e ct s of pl a nt d e v el o p m e nt, c ell ul ar 

m or p h o g e n e si s, r e s p o n s e t o p at h o g e n att a c k, a n d r e pr o d u cti o n. P ol ar c ell gr o wt h d e p e n d s o n i nt e gr ati n g m e m br a n e 

a n d  c ell - w all  d y n a mi c s  wit h  si g n al  tr a n s d u cti o n  p at h w a y s,  c h a n g e s  i n  i o n  m e m br a n e  tr a n s p ort,  a n d  r e g ul ati o n  of  

v e ct ori al v e si cl e tr af fi c ki n g a n d t h e d y n a mi c a cti n c yt o s k el et o n. I n t hi s r e vi e w, w e a d dr e s s t h e criti c al i m p ort a n c e of 

pr ot ei n – m e m br a n e cr o s st al k i n t h e d et er mi n ati o n of pl a nt c ell p ol arit y a n d s u m m ari z e t h e r ol e of m e m br a n e li pi d s, 

p arti c ul arl y mi n or a ci di c p h o s p h oli pi d s, i n r e g ul ati o n of t h e m e m br a n e tr af fi c. W e f o c u s o n t h e pr ot ei n – m e m br a n e 

i nt erf a c e d y n a mi c s a n d di s c u s s t h e c urr e nt st at e of k n o wl e d g e o n t hr e e p arti all y o v erl a p pi n g l e v el s of d e s cri pti o n s. 

Fi n all y, d u e t o t h eir m ulti s c al e a n d i nt er di s ci pli n ar y n at ur e, w e str e s s t h e cr u ci al i m p ort a n c e of c o m bi ni n g diff er e nt 

str at e gi e s r a n gi n g fr o m mi cr o s c o pi c m et h o d s t o c o m p ut ati o n al m o d elli n g i n pr ot ei n – m e m br a n e st u di e s.

K e y w or d s:  C ell p ol arit y, e n d o c yt o si s, e x o c yt o si s, m e m br a n e tr af fi c ki n g, m e m br a n e d o m ai n, mi cr o s c o p y, p h o s p h ati di c a ci d, 

p h o s p h ati d yli n o sit ol ( 4, 5)- bi s p h o s p h at e, p oll e n t u b e.

I ntr o d u cti o n

P ol ar c ell gr o wt h is o n e of  t h e m ost f u n d a m e nt al pr o c ess es 
i n pl a nt d e v el o p m e nt. It d et er mi n es c ell ul ar m or p h o g e n esis 
a n d ulti m at el y d e fi n es pl a nt p h e n ot y p e. M e m br a n e tr af fi c k -
i n g, es p e ci all y e x o- a n d e n d o c yt osis, is of cr u ci al i m p ort a n c e 
f or t h e est a blis h m e nt a n d m ai nt e n a n c e of c ell p ol arit y. M ost 
pr o c ess es  of  m e m br a n e  tr af fi c ki n g  i n v ol v e  m e m br a n e – pr o -
t ei n i nt erf a c es. I n t his r e vi e w, w e ai m t o e m p h asi z e t h e criti c al 
i m p ort a n c e of  pr ot ei n – m e m br a n e cr osst al k i n t h e d et er mi-
n ati o n  of  pl a nt  c ell  p ol arit y  a n d  t o  s u m m ari z e  t h e  r ol e  of  

m e m br a n e li pi ds i n t h e r e g ul ati o n of m e m br a n e tr af fi c. Si n c e 
t his is a t o pi c of a n i n h er e ntl y c o m pl e x m ultis c al e n at ur e, f or 
t h e s a k e of  cl arit y w e will d es cri b e t his c o nti n u u m i n t hr e e 
p arti all y o v erl a p pi n g s p ati al c at e g ori es, w hi c h r o u g hl y r el at e 
t o t h e r e a d o uts of  p arti c ul ar r es e ar c h t e c h ni q u es: (i) m e m-
br a n e  d o m ai ns  c orr es p o n di n g  t o  c o nf o c al  l as er-s c a n ni n g  
mi cr os c o p y ( C L S M) i m a gi n g wit h a r es ol uti o n > 1  µ m or cl as -
si c al bi o c h e mi c al t e c h ni q u es; (ii) m e m br a n e d o m ai ns d es cri b -
i n g pr o c ess es t a ki n g pl a c e o n a s u b mi cr o m et er s c al e, t y pi c all y 
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o bs er v e d wit h a d v a n c e d o pti c al mi cr os c o p y t e c h ni q u es s u c h 
as  s u p er-r es ol uti o n,  s pi n ni n g- dis k  or  t ot al  i nt er n al  r e fl e c -
ti o n  fl u or es c e n c e/ v ari a bl e  a n gl e  e pi fl u or es c e n c e  mi cr os c o p y  
( TI R F/ V A E M); a n d (iii) m e m br a n e d y n a mi cs at t h e n a n o m-
et er  l e v el,  w h er e  m ol e c ul ar  d et ails  of  i n di vi d u al  li pi d –li pi d  
a n d  pr ot ei n –li pi d  m ol e c ul ar  i nt er a cti o ns  c a n  b e  a d dr ess e d  
pri m aril y  b y  c o m p ut ati o n al  a p pr o a c h es  s u c h  as  m ol e c ul ar  
d y n a mi cs si m ul ati o ns ( Fi g.  1 ). D u e t o s p a c e li mit ati o ns, w e 
d o n ot c o v er m ost r e p orts r el yi n g o n hi g hl y a d v a n c e d p h ysi -
c al – c h e mi c al  a p pr o a c h es  (s u c h  as  s oli d  st at e  n u cl e ar  m a g -
n eti c r es o n a n c e, X-r a y s c att eri n g, s urf a c e pl as m o n r es o n a n c e, 
F TI R s p e ctr os c o p y) a n d w e f o c us m ai nl y o n m et h o ds all o w -
i n g t h e vis u ali z ati o n of pr ot ei n – m e m br a n e i nt erf a c e d y n a m-
i cs i n p ol ar m e m br a n e tr af fi c ki n g.

W hil e pr ot ei n c o m pl e x es i n v ol v e d i n e x o c yt osis a n d e n d o c y -
t osis ar e r el ati v el y w ell k n o w n a cr oss e u k ar y ot es, d at a o n t h e  
i n v ol v e m e nt  of  li pi d  m e m br a n e  c o m p o n e nts  l a g  si g ni fi c a ntl y  
b e hi n d, d es pit e t h e o b vi o us f a ct t h at m e m br a n e f usi o n pr o c ess es 
m ust als o i n v ol v e p h os p h oli pi ds. T his is es p e ci all y tr u e f or e x o -
c yt osis, w h er e t h er e ar e f e w d at a dir e ctl y s h o wi n g m e c h a nisti c 
r ol e of p h os p h oli pi ds, e v e n f or a ni m al/ y e ast m o d els, a n d w h er e 
o nl y i n dir e ct e vi d e n c e e xists f or pl a nt c ells. H er e, w e r e vi e w o ur 
c urr e nt  k n o wl e d g e  of  t h e  d y n a mi c  pr ot ei n – m e m br a n e  i nt er -
f a c e i n pl a nt c ells at diff er e nt s c al es a n d p oi nt o ut t h e m ol e c ul ar 
m e c h a nis ms p ossi bl y s h ar e d wit h ot h er e u k ar y oti c m o d els.

A g a m e of m e m br a n e s: c ell ul ar 
‘ m a cr o d o m ai n s’ i n pl a nt c ell p ol arit y

M e m br a n e c o m p o n e nts oft e n diff er n ot o nl y a m o n g diff er -
e nt or g a n ell es of  a c ell b ut als o a m o n g diff er e nt r e gi o ns of  

t h e  si n gl e  c ell  pl as m a  m e m br a n e  ( P M,  Al assi m o n e et  al. , 
2 0 1 0 ). N ot ori o usl y k n o w n e x a m pl es i n v ol v e t h e l ar g e m e m-
br a n e  d o m ai ns  of  p ol ari z e d  c ells.  A ni m al  e pit h eli al  c ells  
h a v e  a  dr asti c all y  diff er e nt  c o m p ositi o n  of  t h e  a pi c al  a n d  
b as ol at er al m e m br a n es i n t er ms of  b ot h li pi ds a n d pr ot ei ns. 
T h e  diff usi o n  b arri er  f or m e d  b y  ti g ht  j u n cti o ns  pr e v e nts  
t h e  m e m br a n e  d o m ai ns  fr o m  mi xi n g  (Ni c ols o n,  2 0 1 4 ).  I n  
pl a nts, at l e ast f o ur disti n ct m e m br a n e d o m ai ns wit h diff er -
e nt c o m p ositi o ns c a n c o- e xist i n o n e c ell ( Ž árs k ý et  al. , 2 0 0 9; 
Al assi m o n e et  al. , 2 0 1 0)-t h e a pi c al, b as al, i n n er l at er al a n d 
o ut er  l at er al  d o m ai ns.  T h e  e n d o d er m al/ e x o d er m al  c as p ar -
i a n stri p is a n e x a m pl e of a c ell-t y p e-s p e ci fi c pl a nt c ell p ol ar 
d o m ai n ( R o p p ol o et  al. , 2 0 1 0).

P ol ar  e x o c yt osis,  s el e cti v e  e n d o c yt osis,  li mit ati o n  of  t h e  
diff usi o n r at e, a n d t h e pr es e n c e of  diff usi o n b arri ers c a n all 
pl a y a r ol e i n m e m br a n e pr ot ei n p ol arit y est a blis h m e nt a n d 
m ai nt e n a n c e ( Kl ei n e- Ve h n et  al. , 2 0 1 1). Li miti n g diff usi o n of 
m e m br a n e pr ot ei ns b y t h eir att a c h m e nt t o t h e c ell w all is a n 
i m p ort a nt m e c h a nis m of  pl a nt m e m br a n e pr ot ei n p ol ari z a-
ti o n (M arti ni èr e et  al. , 2 0 1 2).

T h e dis c o v er y of t h e r a pi d c h a n g es i n t h e s p ati o-t e m p or al 
d y n a mi cs  of  mi n or  si g n alli n g  li pi ds  ( a n d  t h eir  i nt er a cti n g  
pr ot ei ns) br o u g ht a b o ut n e w c h all e n g es i n fi n di n g a p pr o a c h es 
t hr o u g h w hi c h s u c h c h a n g es c a n b e vis u ali z e d a n d q u a nti fi e d. 
T h a n ks t o t h e e xist e n c e of  pr ot ei n m o d ul es t h at s el e cti v el y 
r e c o g ni z e disti n ct p h os p h oli pi ds, r a pi d c h a n g es i n t h eir l e v -
els a n d distri b uti o n c a n b e m o nit or e d b y C L S M ( B all a a n d 
V ár n ai,  2 0 0 2 ; Ver m e er  a n d  M u n ni k,  2 0 1 3 ).  Alt h o u g h  t his  
t e c h ni q u e is o n e of t h e f e w t h at pr o vi d es i nf or m ati o n o n li pi d 
d y n a mi cs i n li v e c ells wit h s u b c ell ul ar r es ol uti o n, it h as als o 
li mit ati o ns t h at n e e d t o b e t a k e n i nt o a c c o u nt w h e n i nt er pr et-
i n g t h e d at a (B all a, 2 0 0 7 ). T h e m ost i m p ort a ntl y, it is n ot y et 
cl e ar  w h et h er  all  p o ols  of  a  p arti c ul ar  li pi d  ar e  vis u ali z e d  
b y t h e m ar k er c o nstr u cts. T h e y m a y r e c o g ni z e t h e li pi d i n a 
v er y s p e ci fi c c o nt e xt a n d n ot i m a g e t h e w h ol e p o p ul ati o n of 
t h e st u di e d li pi d i n e v er y c ell ul ar c o m p art m e nt. It is t h er e-
f or e i m p er ati v e t o r e m e m b er t h at t h e a bs e n c e of  e vi d e n c e is 
n ot e vi d e n c e of  a bs e n c e, a n d t o i nt er pr et t h e d at a wit h c a u -
ti o n.  Al o n gsi d e  i m a gi n g  of  pr ot ei n –li pi d  d y n a mi cs  i n  vi v o, 
mi cr os c o pi c st u di es of gi a nt u nil a m ell ar v esi cl es ar e e x c ell e nt 
m o d el s yst e ms f or t h e d et er mi n ati o n of  m e m br a n e pr o p er -
ti es a n d pr ot ei n –li pi d i nt er a cti o ns o n t h e m a cr o d o m ai n s c al e. 
M e m br a n e p h as e s e p ar ati o n, li pi d s orti n g, m e m br a n e ri gi d -
it y,  a n d  str et c hi n g  el asti cit y  h a v e  b e e n  st u di e d  usi n g  t h es e  
gi a nt u nil a m ell ar v esi cl es ( Z h a o a n d L a p p al ai n e n, 2 0 1 2 ).

A f e a st f or p h o s p h oi n o siti d e s: r ar e b ut p o w erf ul m a st er 
pl a y er s i n t h e m e m br a n e

P h os p h oi n ositi d es ( P PIs) c o m pris e a gr o u p of  p h os p h oli p -
i ds c o nsisti n g of t h e b a c k b o n e m ol e c ul e p h os p h ati d yli n osit ol 
( PI) a n d its m o n o-, bis-, or tris- p h os p h or yl at e d d eri v ati v es. 
A  v ari et y of li pi d ki n as es r e v ersi bl y p h os p h or yl at e p ositi o ns 3, 
4, a n d 5 o n t h e i n osit ol ri n g s o t h at t hr e e m o di fi c ati o ns r es ults 
i n s e v e n P PI s p e ci es. P PIs h a v e b e e n i m pli c at e d i n a pl et h or a 
of  pr o c ess es  a n d  t h eir  cl assi c  ‘t e xt b o o k’ r ol e  is  t o  s er v e  as  
s u bstr at es f or t h e g e n er ati o n of  s e c o n d ar y m ess e n g ers (t y pi -
c all y  di a c yl gl y c er ol  ( D A G)  a n d  i n osit ol  1, 4, 5-tris p h os p h at e  

Fi g.  1.  Di a gr a m of t h e diff er e nt l e v el s of li pi d – pr ot ei n d y n a mi c s.  
( A) S c h e m ati c c art o o n ill u str ati o n d e pi cti n g t h e diff er e nt s c al e s of 
li pi d – pr ot ei n d o m ai n s. ( B) M e m br a n e d o m ai n s c orr e s p o n di n g t o C L S M 
i m a gi n g wit h r e s ol uti o n > 1 µ m or cl a s si c al bi o c h e mi c al t e c h ni q u e s; p oll e n 
t u b e tr a n si e ntl y e x pr e s si n g P A a n d PI( 4, 5) P2  m ar k er i s s h o w n a s t h e 
e x a m pl e. ( C) M e m br a n e d o m ai n s d e s cri bi n g pr o c e s s e s t a ki n g pl a c e o n a 
s u b mi cr o m et er s c al e, wit h t h e e x a m pl e of e x o c y st s u b u nit l o c ali z ati o n at 
t h e P M vi s u ali z e d b y s pi n ni n g- di s k c o nf o c al mi cr o s c o p y ( c o urt e s y of Dr 
L u k a s S y n e k). ( D) M e m br a n e d y n a mi c s at t h e n a n o m et er l e v el, wit h t h e 
e x a m pl e of C G- M D of PI( 4, 5) P 2  cl u st eri n g si m ul at e d wit h t h e M A R TI NI 
f or c e- fi el d (M arri n k et  al. , 2 0 0 7).
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pr o d u c e d  fr o m  p h os p h ati d yli n osit ol  4, 5- bis p h os p h at e).  I n  
e x o c yt osis, P PIs f u n cti o n m or e as ‘l o c al’ or g a ni z ers of m e m -
br a n e  d o m ai ns  a n d  r e g ul at ors  of  m e m br a n e  d ef or m ati o n  
a n d s orti n g m a c hi n eri es ( T h ol e a n d Ni els e n, 2 0 0 8 ), or i n t h e 
c o ntr ol of  c yt os k el et al d y n a mi cs ( Pl es k ot et  al. , 2 0 1 4). T his 
c a n b e als o a c hi e v e d b y t h e v er y ‘r e gi o n al’ c h ar a ct er of  P PI 
m et a b olis m,  w h er e  v ari o us  ki n as es  a n d  p h os p h at as es  ar e  
l o c at e d o n v ari o us or g a n ell es, t h us cr e ati n g disti n ct p o ols of 
diff er e nt P PIs ( B o utt é a n d M or e a u, 2 0 1 4 ).

I n  pl a nt  c ells,  fi v e  of  t h e  s e v e n  P PIs  w er e  d et e ct e d.  
P h os p h ati d yli n osit ol  3, 4, 5-tris p h os p h at e  ( PI P 3 )  h as  n e v er  
b e e n  d et e ct e d  i n  pl a nt  c ells,  a n d  t h e  r e p ort e d  d et e cti o n  
of  pl a nt  p h os p h ati d yli n osit ol  3, 4- bis p h os p h at e  PI( 3, 4) P 2  
w as  m ost  pr o b a bl y  a  misi nt er pr et ati o n  of  t h e n  u n k n o w n  
PI( 3, 5) P 2  ( M eij er  a n d  M u n ni k,  2 0 0 3 ). Si m o n et  al.  ( 2 0 1 4)  
us e d  diff er e nt  g e n eti c all y  e n c o d e d  bi os e ns ors  t o  c h ar a ct er -
i z e  l o c ali z ati o n  of  P PIs  wit hi n  Ar a bi d o psis  r o ot  e pi d er m al  
c ells,  s h o wi n g  t h at  PI( 4, 5) P 2  is  l o c ali z e d  al m ost  e x cl usi v el y  
at t h e P M a n d t h at p h os p h ati d yli n osit ol 4- p h os p h at e ( PI 4 P) 
e x hi bits a gr a di e nt of  i n cr e asi n g l o c ali z ati o n fr o m t h e G ol gi 
a p p ar at us  t o  p ost- G ol gi  c o m p art m e nts  t o  t h e  P M.  D uri n g  
c ell  di visi o n,  t h e  PI 4 P  m ar k er  s h o w e d  str o n g  l a b elli n g  of  
t h e  c ell  pl at e  (Ver m e er et  al. ,  2 0 0 9).  T h e  r ol e  of  PI 4 P  a n d  
PI( 4, 5) P 2  i n p ol ar gr o wt h h as b e e n st u di e d m ost e xt e nsi v el y 
i n pl a nt-ti p gr o wi n g c ells, p oll e n t u b es, a n d r o ot h airs. T h e 
PI 4 P m ar k er is e nri c h e d at t h e ti ps of  e m er gi n g a n d gr o w -
i n g r o ot h airs (Ver m e er et  al. , 2 0 0 9). Si mil arl y, t h e PI( 4, 5) P2  
m ar k er l o c ali z es t o t h e ti p of  b ot h r o ot h airs ( v a n L e e u w e n 
et  al. , 2 0 0 7) a n d p oll e n t u b es (Is c h e b e c k et  al. , 2 0 1 1; P ot o c k ý 
et  al. , 2 0 1 4). P ol ar l o c ali z ati o n a n d gr a di e nts of p h os p h oli p-
i ds  ar e  s ust ai n e d  b y  r estri ct e d  l o c ali z ati o n  a n d  t h e  a cti vit y  
of  PI- c o n v erti n g  e n z y m es  ( H eil m a n n  a n d  H eil m a n n,  2 0 1 4 ; 
H elli n g et al. , 2 0 0 6).

PI 4 P h as tr a diti o n all y b e e n u n d erst o o d o nl y as a pr e c urs or 
f or t h e s y nt h esis of  PI( 4, 5) P2 . H o w e v er, r e c e nt li n es of  e vi-
d e n c e s h o wi n g PI 4 P as a n i m p ort a nt or g a ni z er of m e m br a n e 
tr af fi c ki n g p ut t his m ol e c ul e b a c k i nt o t h e s p otli g ht. W hil e i n 
a ni m als  r e g ul at e d  s e cr eti o n  r eli es  o n  PI( 4, 5) P 2 ,  c o nstit uti v e  
s e cr eti o n a p p e ars t o b e m ostl y u n d er t h e c o ntr ol of PI 4 P, g e n -
er at e d fr o m PI b y t h e p h os p h ati d yli n osit ol 4- ki n as es ( PI 4 Ks). 
I n m a m m als, f o ur diff er e nt PI 4 K is of or ms h a v e b e e n i d e nti -
fi e d s o f ar. T w o of t h es e, PI 4 KII α  a n d PI 4 KIIIβ , ar e l o c ali z e d 
t o t h e G ol gi, w hi c h a p p e ars t o b e t h e or g a n ell e w h er e PI 4 P 
h as a pr o mi n e nt a n d dir e ct r ol e. I n d e e d, m a n y PI 4 P- bi n di n g 
pr ot ei ns  h a v e  b e e n  i d e nti fi e d  at  t h e  G ol gi,  s u c h  as  cl at hri n  
a d a pt ors a n d li pi d-tr a nsf er pr ot ei ns ( D’ A n g el o et  al. , 2 0 0 8). 
I n y e ast, t w o PI 4 K is of or ms ar e pr es e nt, Pi k 1 p (t y p e III α  of 
PI 4 K pr es e nt at t h e G ol gi a n d n u cl e us) a n d Stt 4 p (t y p e III β  
of  PI 4 K l o c ali z e d t o t h e P M) s er vi n g as pri m ar y s o ur c es of  
PI 4 P f or s e cr eti o n ( A u d h y a et  al. , 2 0 0 0).

I n Ar a bi d o psis , t h e o nl y k n o w n e n z y m es wit h PI 4 K a cti v-
it y b el o n g t o t h e IIIβ  t y p e. I n c o ntr ast t o y e ast, disr u pti o n 
of b ot h pl a nt III β  PI 4 Ks d o es n ot l e a d t o l et h alit y, alt h o u g h 
t h e  d o u bl e  m ut a nt  dis pl a ys  dist ur b e d  m or p h ol o g y  of  r o ot  
h airs. PI 4 P pr o d u cti o n a n d m e m br a n e tr af fi c ki n g ar e f urt h er 
li n k e d b y t h e i nt er a cti o n of  PI 4 Kβ 1 wit h t h e s m all G T P as e 
R a b A 4 b,  w hi c h  c o ntr ols  p ost- G ol gi  tr af fi c ki n g  t o  t h e  P M  
(Pr e uss et  al. , 2 0 0 6). I nt er esti n gl y, w hil e PI 4 Kβ 1 c o-l o c ali z es 

wit h R a b A 4 b i n t h e T G N-li k e c o m p art m e nt, t h e m aj orit y of 
PI 4 P r esi d es at t h e P M ( Ver m e er et  al. , 2 0 0 9). T his a p p ar-
e nt a m bi g uit y w as s ol v e d b y i d e nti fi c ati o n of  t h e r o ot- h air-
d ef e cti v e 4  (r h d 4) m ut a nt. I n Ar a bi d o psis , R H D 4 is r e q uir e d 
f or n or m al r o ot h air d e v el o p m e nt a n d e n c o d es a S a c 1 p-li k e 
PI 4 P-s el e cti v e  p h os p h at as e.  R H D 4/ S A C 7  als o  c o-l o c ali z es  
wit h R a b A 4 b a n d PI 4 K β 1 a n d pr o b a bl y f u n cti o ns as t h e r e g -
ul at or of PI 4 P l e v els, r estri cti n g t h e l e v els of PI 4 P t o t h e v esi -
cl es at t h e ti ps of  gr o wi n g r o ot h airs. I n r h d 4 m ut a nt pl a nts, 
l oss of t h e p h os p h at as e a cti vit y r es ults i n PI 4 P a c c u m ul ati o n, 
l e a di n g t o misl o c ali z ati o n a n d a c c u m ul ati o n of PI 4 P-l a b ell e d 
s e cr et or y v esi cl es ( T h ol e et  al. , 2 0 0 8).

T h e Ar a bi d o psis  g e n o m e c o nt ai ns 1 1 p ar al o g u es of  PI 4 P 
5- ki n as es ( PI P 5 K, H eil m a n n a n d H eil m a n n ( 2 0 1 4) ) di vi d e d 
i nt o a t y p e A  s u bf a mil y wit h a d o m ai n str u ct ur e si mil ar t o 
m a m m ali a n  a n d  y e ast  e n z y m es  ( PI P 5 K 1 0  a n d  - 1 1)  a n d  a  
t y p e B s u bf a mil y wit h N-t er mi n al Li n a n d M O R N d o m ai ns. 
PI P 5 K 1, - 2, - 7, - 8, a n d - 9 ar e e x pr ess e d u bi q uit o usl y i n m ost 
v e g et ati v e tiss u es, PI P 5 K 3 is tri c h o bl ast a n d r o ot h air s p e -
ci fi c, a n d PI P 5 K 2, - 4, - 5, - 6, - 1 0 a n d - 1 1 ar e als o e x pr ess e d 
i n p oll e n (Is c h e b e c k et  al. , 2 0 0 8, 2 0 1 1 ; K us a n o et  al. , 2 0 0 8; 
S o us a et  al. ,  2 0 0 8; St e n z el et  al. ,  2 0 0 8; Z h a o et  al. ,  2 0 1 0). 
B ot h  m ut ati o ns  a n d  o v er e x pr essi o ns  of  PI P 5 K  p ar al o g u es  
c a us e v ari o us d ef e cts i n ti p gr o wi n g c ells. T his i n di c at es t h e 
n e c essit y of fi n e-t u n e d PI- c o n v erti n g m a c hi n er y i n ti p gr o w -
i n g c ells (Is c h e b e c k et  al. , 2 0 1 0).

L o c ali z ati o n  of  PI P 5 K 3  i n  gr o wi n g  r o ot  h airs  is  a pi c al  
(K us a n o et  al. , 2 0 0 8; St e n z el et  al. , 2 0 0 8) a n d t h e r o ot h airs 
of pi p 5 k 3  m ut a nts ar e s h ort er a n d s w oll e n. Ar a bi d o psis  r o ot 
h airs o v er e x pr essi n g PI P 5 K 1, - 2, or - 3 ( Is c h e b e c k et  al. , 2 0 1 3; 
St e n z el et  al. , 2 0 0 8) ar e als o s h ort a n d s w oll e n.

L o c ali z ati o n  of  all  fl u or es c e ntl y  t a g g e d  p oll e n- e x pr ess e d  
PI P 5 K is of or ms 2, 4, 5, 6, 1 0, a n d 1 1 i n t o b a c c o p oll e n s h ar e 
si mil ar c h ar a ct eristi cs. I n gr o wi n g c ells, PI P 5 Ks ar e l o c ali z e d 
i n t h e s u b a pi c al r e gi o n, w hil e i n n o n- gr o wi n g c ells, t h e l o c al-
i z ati o n is als o e x p a n d e d i nt o t h e v er y ti p (Is c h e b e c k et  al. , 
2 0 0 8 , 2 0 1 0 , 2 0 1 1 ; St e n z el et  al., 2 0 0 8 , 2 0 1 2 ; Z h a o et  al. , 2 0 1 0). 
P oll e n fr o m pi p 5 k 4  m ut a nt Ar a bi d o psis  pl a nts h as a l o w er g er-
mi n ati o n r at e a n d sl o w er gr o wt h wit h t h e o c c asi o n al o c c ur -
r e n c e of br a n c h e d p oll e n t u b es. T h e g er mi n ati o n r at e is e v e n 
m or e  r e d u c e d  i n  pi p 5 k 4  pi p 5 k 5  d o u bl e  m ut a nt  Ar a bi d o psis  
p oll e n ( Is c h e b e c k et  al. , 2 0 0 8). T h er e ar e t w o t y p es of  p h e-
n ot y p e ass o ci at e d wit h PI P 5 K o v er e x pr ess ors. PI P 5 K 2, - 1 0, 
a n d - 1 1 o v er e x pr essi o n c a us es s w elli n g of t h e t o b a c c o p oll e n 
t u b e ti p (Is c h e b e c k et  al. , 2 0 1 1; St e n z el et  al. , 2 0 1 2), w hil e 
o v er e x pr essi o n of PI P 5 K 4, - 5, a n d - 6 r es ults i nt o p oll e n t u b e 
w a vi n g, ti p br a n c hi n g or i n v a gi n ati o n of  t h e ti p m e m br a n e 
wit h  d et a c h m e nt  fr o m  t h e  c ell  w all  (‘ pr ot o pl ast  tr a p pi n g’,  
Is c h e b e c k et  al. , 2 0 0 8, 2 0 1 0 ; S o us a et  al. , 2 0 0 8; St e n z el et  al. , 
2 0 1 2 ; Z h a o et  al. , 2 0 1 0).

T h e  pr ot o pl ast-tr a p pi n g  p h e n ot y p e  of  PI P 5 K 4  a n d  - 5  
o v er e x pr ess ors is ass o ci at e d wit h i n cr e as e d p e cti n d e p ositi o n. 
P oll e n t u b es wit h l o w o v er e x pr essi o n of PI P 5 K 6 gr o w sl o w er 
a n d  s h o w  sli g htl y  sl o w er  t ar g eti n g  of  r e c e pt or-li k e  ki n as e  
t o t h e m e m br a n e, i n di c ati n g sl o w er e x o c yt osis. I n c o ntr ast, 
Ar a bi d o psis  PI P 5 K 6 R N Ai p oll e n a n d t o b a c c o PI P 5 K 6 o v er-
e x pr ess ors h a v e i m p air e d F M d y e i nt er n ali z ati o n a n d r e cr uit 
l ess cl at hri n h e a v y c h ai n t o t h e P M. Si m ult a n e o us e x pr essi o n 
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of d o mi n a nt- n e g ati v e cl at hri n h e a v y c h ai n all e vi at es t h e p h e -
n ot y p e of str o n g PI P 5 K 6 o v er e x pr ess ors, i n di c ati n g t h at t h e 
p h e n ot y p e is c a us e d b y a c c u m ul ati o n of a b ort e d e n d o c yt oti c 
e v e nts ( Z h a o et  al. , 2 0 1 0). I n s u m m ar y, disr u pti o n of t h e d eli-
c at e  PI( 4, 5) P 2  b al a n c e  pr o b a bl y  i n fl u e n c es  b ot h  e x o c yt osis  
a n d e n d o c yt osis i n t h e p oll e n t u b e ti p.

T h e p oll e n ti p-s w elli n g p h e n ot y p e of PI P 5 K 2, - 1 0, a n d - 1 1 
m ut a nts/ o v er e x pr ess ors is a cti n r el at e d, a n d t h e m e c h a nis m 
r es p o nsi bl e f or alt er e d a cti n str u ct ur e a n d s w elli n g s e e ms t o 
b e a cti v ati o n of t h e s m all G T P as e Nt R a c 5 ( Is c h e b e c k et  al. , 
2 0 1 0 ).  A  d o m ai n  d el eti o n  a n d  d o m ai n  s w a p pi n g  st u d y  b y  
St e n z el et  al.  ( 2 0 1 2)  i d e nti fi e d  r e gi o ns  of  B-t y p e  PI P 5 Ks  
r es p o nsi bl e f or m e m br a n e l o c ali z ati o n a n d diff er e nt o v er e x -
pr essi o n p h e n ot y p es of PI P 5 K 2 a n d PI P 5 K 5/ PI P 5 K 6. T h es e 
r e gi o ns diff er fr o m t h e c at al yti c d o m ai n a n d c o ul d f a cilit at e 
pr ot ei n – pr ot ei n  i nt er a cti o ns  dri vi n g  PI P 5 Ks  i n  s p e ci fi c  si g -
n alli n g c o nt e xts.

B esi d es s yst e m ati c i n v esti g ati o ns of PI( 4, 5) P 2  a n d PI P 5 Ks 
i n  ti p  gr o wt h,  t h eir  r ol e  i n  r e c y cli n g  of  PI N  a u xi n  tr a ns-
p ort ers h as b e e n a d dr ess e d. Gr o wt h a n d gr a vitr o pi c p h e n o -
t y p es of  pi p 5 k 1  (Is c h e b e c k et  al. , 2 0 1 3), pi p 5 k 2  (M ei et  al. , 
2 0 1 2 ; Is c h e b e c k et  al. , 2 0 1 3), a n d m ostl y pi p 5 k 1 pi p 5 k 2  (M ei 
et  al. , 2 0 1 2; Is c h e b e c k et  al. , 2 0 1 3; Tej os et  al. , 2 0 1 4) d o u bl e 
m ut a nts i n di c at e d ef e cti v e a u xi n tr a ns p ort. pi p 5 k 2  m ut a nts 
s h o w e d r e d u c e d F M 4- 6 4 i nt er n ali z ati o n, w hi c h c o ul d b e r es -
c u e d b y e xt er n al a d diti o n of  PI( 4, 5) P 2 .  F M 4- 6 4 a c c u m ul a-
ti o n w as m or e s e nsiti v e t o br ef el di n A ( B F A, M ei et  al. , 2 0 1 2). 
I n  t h e  pi p 5 k 2  m ut a nt  b a c k gr o u n d,  PI N 2 – gr e e n  fl u or es c e nt  
pr ot ei n ( G F P) a n d PI N 3 – G F P ar e m or e r e a dil y a c c u m ul at e d 
i n B F A b o di es a n d r et ai n e d i n t h e b o di es aft er B F A w as h o ut 
(M ei et  al. , 2 0 1 2). I n t h e pi p 5 k 1 pi p 5 k 2  d o u bl e m ut a nt, PI N 2 
p ol ari z ati o n  is  disr u pt e d.  O v er e x pr essi o n  of  PI P 5 K 1  a n d  
PI P 5 K 2 als o c a us es a u xi n-r el at e d gr o wt h d ef e cts a n d r e d u c e d 
PI N 2 l o c ali z ati o n t o t h e P M wit h i nt er n ali z ati o n/r et e nti o n i n 
b o di es. E n d o c yt oti c c y cli n g of  PI N 1 a n d PI N 2 is i m p air e d 
i n t h e pi p 5 k 1 pi p 5 k 2  d o u bl e m ut a nt (Is c h e b e c k et  al. , 2 0 1 3). 
L o c ali z ati o n of PI P 5 K 1 a n d PI P 5 K 2 i n r o ot c ells is e nri c h e d 
at  t h e  a pi c al  a n d  b as al  m e m br a n e  i n  s e v er al  r o ot  tiss u es  
(Is c h e b e c k et  al. ,  2 0 1 3; Tej os et  al. ,  2 0 1 4).  P M  e nri c h m e nt  
at t h e a pi c al a n d b as al m e m br a n e c a n als o b e o bs er v e d f or 
PI 4 P a n d PI( 4, 5) P 2  (Is c h e b e c k et  al. , 2 0 1 3; Tej os et  al. , 2 0 1 4). 
I nt a ct PI( 4, 5) P 2  m et a b olis m wit h pr e cis e s p ati al distri b uti o n 
of  PI( 4, 5) P 2 - a n d PI( 4, 5) P2 -f or mi n g e n z y m es is t h us i m p or-
t a nt f or b ot h i nt er n ali z ati o n a n d e x o c yt osis of PI N pr ot ei ns. 
It  is  n ot e w ort h y  t h at  t h e  E X O 7 0  s u b u nit  of  t h e  s e cr et or y  
v esi cl e t et h eri n g c o m pl e x e x o c yst dir e ctl y bi n ds PI( 4, 5) P 2  i n 
m a m m als a n d y e asts ( H e et  al. , 2 0 0 7; Li u et  al. , 2 0 0 7). T h e 
Ar a bi d o psis  h o m ol o g u e E X O 7 0 A 1 h as a c o ns er v e d PI( 4, 5) P2  
bi n di n g sit e ( Ž árs k ý et  al. , 2 0 0 9) a n d pl a ys a r ol e i n PI N d eli v-
er y t o t h e P M ( J a n k o v á Dr d o v á et  al. , 2 0 1 3).

T h e  s p ati al  r estri cti o n  a n d  st e a d y-st at e  l e v els  of  PI( 4, 5)
P 2  c a n b e als o r e g ul at e d b y c o ntr oll e d h y dr ol ysis vi a eit h er 
p h os p h oli p as es  or  p h os p h at as es  wit h  f u n d a m e nt all y  diff er -
e nt p h ysi ol o gi c al c o ns e q u e n c es. Cl e a v a g e b y p h os p h oli p as es 
gi v es ris e t o s e c o n d ar y m ess e n g ers t h at pr o p a g at e a n d a m plif y 
si g n alli n g,  w h er e as  d e p h os p h or yl ati o n  c o ntr ols  PI( 4, 5) P 2  
st e a d y-st at e l e v els a n d t ur ns off  its f u n cti o n. I n d e e d, i n a ni -
m al e n d o c yt osis, d e p h os p h or yl ati o n r e m o v es PI( 4, 5) P 2  fr o m 

i nt er n ali z e d m e m br a n es, t h us r estri cti n g t h e l o c ali z ati o n of  
PI( 4, 5) P 2  t o t h e P M wit h o ut c o u pli n g t h e e n d o c yti c r e a cti o n 
t o t h e g e n er ati o n of  si g n alli n g m et a b olit es (Cr e m o n a et  al. , 
1 9 9 9 ).  I n  t h e  Ar a bi d o psis  g e n o m e,  s e v er al  g e n es  fr o m  t h e  
5 P T as e p h os p h at as e f a mil y h a v e b e e n i m pli c at e d i n PI( 4, 5) P 2   
br e a k d o w n.  T his  f a mil y  i n cl u d es  F R A 3,  a  m e m b er  of  t h e  
pl a nt t y p e II 5 P T as e s u bf a mil y wit h hi g h est s u bstr at e af fi nit y 
t o w ar ds PI( 4, 5) P2 , w hi c h c o ntr ols a cti n or g a ni z ati o n a n d s e c-
o n d ar y c ell- w all s y nt h esis i n fi br e c ells ( Z h o n g et  al. , 2 0 0 4), 
a n d  5 P T as e 9,  i m pli c at e d  i n  t h e  r e g ul ati o n  of  e n d o c yt osis  
aft er s alt str ess ( G ol a ni et  al. , 2 0 1 3). F urt h er m or e, pl a nts als o 
p oss ess t h e S A C (s u p pr ess or of a cti n) f a mil y, w hi c h c o nt ai ns 
b ot h 4- a n d 5-s p e ci fi c p h os p h at as e a cti viti es. B esi d es t h e pr e -
vi o usl y m e nti o n e d PI 4 P-s p e ci fi c S A C 7/ R H D 4, S A C 9 is als o 
i m pli c at e d i n PI( 4, 5) P2  cl e a v a g e a n d is i n v ol v e d i n t h e r e g ul a-
ti o n of  t his li pi d i n str ess r es p o ns es (Willi a ms et  al. , 2 0 0 5). 
Ot h er m e m b ers of  t h e S A C f a mil y w er e s h o w n t o cl e a v e t h e 
3- p h os p h at e  gr o u p  a n d  w er e  i m pli c at e d  i n  v a c u ol ar  f usi o n  
(N o v á k o v á et  al. , 2 0 1 4).

PI – p h os p h oli p as e  C  ( P L C)  cl e a v es  PI( 4, 5) P 2  i nt o  di a -
c yl gl y c er ol  ( D A G)  a n d  i n osit ol  1, 4, 5-tris p h os p h at e  i n  a  
c al ci u m- d e p e n d e nt  m a n n er.  Alt h o u g h  m ost  pl a nt  PI – P L C  
st u di es h a v e f o c us e d o n its r ol e i n str ess r es p o ns es ( M eij er 
a n d M u n ni k, 2 0 0 3 ), PI – P L C w as als o s h o w n t o b e i m p or-
t a nt f or t h e p ol ar gr o wt h of  p oll e n t u b es. I n b ot h Pet u ni a  
a n d t o b a c c o, PI – P L C is l o c ali z e d t o t h e P M b ut e x cl u d e d 
fr o m t h e v er y a p e x (D o w d et  al. , 2 0 0 6; H elli n g et  al. , 2 0 0 6). 
T o g et h er wit h t h e distri b uti o n of  PI P K is of or ms, t his s e e m 
t o r estri ct PI( 4, 5) P2  distri b uti o n t o t h e a p e x of  ti p gr o wi n g 
c ells. I ntri g ui n gl y, a si g n alli n g r ol e of  D A G i n pl a nt c ells is 
n ot o b vi o us. M eij er a n d M u n ni k ( 2 0 0 3)  s h o w e d t h at D A G i n 
pl a nt c ells is r a pi dl y p h os p h or yl at e d b y D A G ki n as e t o p h os -
p h ati di c a ci d ( P A), w hi c h pl a ys a cti v e r ol es i n pl a nt si g n al -
li n g pr o c ess es. H o w e v er, d at a s h o wi n g D A G as a si g n alli n g 
pl atf or m i n pl a nts ar e e m er gi n g ( H elli n g et  al. , 2 0 0 6; P ej c h ar 
et  al. , 2 0 1 0; P ej c h ar et al. , 2 0 1 5).

P h o s p h ati di c a ci d: si m pl e b ut still p o w erf ul

P A r e pr es e nts t h e si m pl est gl y c er o p h os p h oli pi d, c o nsisti n g of 
a h y dr o p h o bi c D A G b o d y a n d a si n gl e p h os p h at e as t h e p ol ar 
h y dr o p hili c h e a d gr o u p. Alt h o u g h P A c a n b e pr o d u c e d b y t w o 
disti n ct p at h w a ys (s e e Pl es k ot et  al. , 2 0 1 2 a), its pr o d u cti o n 
b y pr ot ei ns fr o m t h e p h os p h oli p as e D ( P L D) f a mil y is b y f ar 
t h e m ost i n v esti g at e d. W hil e t h e f u n cti o ns of  P A i n v ari o us 
str ess r es p o ns es ( Test eri n k a n d M u n ni k, 2 0 1 1 ) a n d c yt os k el-
et al r e g ul ati o n ( Pl es k ot et  al. , 2 0 1 2 b, 2 0 1 3 ) ar e w ell d es cri b e d, 
m ol e c ul ar  d et ails  a b o ut  its  dir e ct  i n v ol v e m e nt  i n  pl a nt  c ell  
p ol arit y ar e still s c ar c e a n d ar e m ostl y c o n fi n e d t o p h ar m a -
c ol o gi c al st u di es a n d cir c u mst a nti al e vi d e n c e ( P ot o c k ý et  al. , 
2 0 0 3 ; M o nt eir o et  al. , 2 0 0 5; Pl es k ot et  al. , 2 0 1 2 a). I n r e c e nt 
w or k, P ot o c k ý et  al.  ( 2 0 1 4)  vis u ali z e d  P A  i n  li vi n g  p oll e n  
t u b es utili zi n g a P A bi os e ns or d eri v e d fr o m t h e P A- bi n di n g 
d o m ai n of  y e ast S p o 2 0 p. T h e a ut h ors f o u n d t h at P A l o c al -
i z e d i n t h e s u b a pi c al r e gi o n of  t o b a c c o p oll e n t u b e P M a n d 
p arti all y o v erl a p p e d wit h t h e si g n al f or PI( 4, 5) P 2 . T o t h e b est 
of o ur k n o wl e d g e, t his is t h e o nl y e vi d e n c e of P A l o c ali z ati o n 
a n d d y n a mi cs i n t h e li vi n g pl a nt  c ells.
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I nt er esti n gl y,  P L D ζ 2,  a  m e m b er  of  t h e  P L D  s u bf a mil y  
m ost cl os el y r el at e d t o a ni m al P L Ds, e m er g e d as a r e g ul a -
t or of a u xi n tr a ns p ort b y aff e cti n g v esi cl e tr af fi c ki n g (Li a n d 
X u e, 2 0 0 7 ). Ar a bi d o psis pl d ζ 2  m ut a nts h a v e a l ess pr o n o u n c e d 
gr a vitr o pi c r es p o ns e, r o ot gr o wt h, a n d h y p o c ot yl el o n g ati o n 
i n  r es p o ns e  t o  e xt er n al  a u xi n  t h a n  wil d-t y p e  ( W T)  pl a nts.  
O v er e x pr essi o n of P L D ζ 2 or e xt er n all y a d d e d P A sti m ul at es 
a  r o ot  gr a vitr o pi c  r es p o ns e  a n d  F M  i nt er n ali z ati o n,  w hil e  
n - b ut a n ol,  a  P L D  i n hi bit or,  i n hi bits  it.  P L Dζ 2  o v er e x pr es -
s ors ar e l ess s e nsiti v e t o t h e i n hi bit or y eff e ct of B F A o n r o ot 
gr o wt h,  h y p o c ot yl  el o n g ati o n,  a n d  gr a vitr o pis m,  a n d  als o  
f or m B F A b o di es l ess fr e q u e ntl y t h a n W T c o ntr ols. P A tr e at-
m e nt  a n d  P L D ζ 2  o v er e x pr essi o n  sti m ul at e  PI N 2  r et ur n  t o  
t h e P M fr o m B F A b o di es aft er B F A w as h o ut. T h es e r es ults 
s h o w  t h at  P L D ζ 2- g e n er at e d  P A  f a cilit at es  b ot h  e x o c yt osis  
a n d e n d o c yt osis. A  n e g ati v e h al otr o pi c r es p o ns e- gr o wt h of  
t h e r o ot a w a y fr o m s oil r e gi o ns wit h a hi g h-s alt c o n c e ntr a-
ti o n-is pr e c e d e d b y as y m m etri c al r el o c ali z ati o n of  PI N 2 i n 
Ar a bi d o psis  (G al v a n- A m p u di a et  al. , 2 0 1 3) wit h PI N 2 i nt er-
n ali z ati o n  b y  cl at hri n- m e di at e d  e n d o c yt osis  ( C M E).  T h e  
pr o c ess i n v ol v es P L D ζ 2- m e di at e d cl at hri n li g ht c h ai n ( C L C) 
r e cr uit m e nt ( G al v a n- A m p u di a et  al. , 2 0 1 3).

Mi n or a ci di c p h os p h oli pi ds r e g ul at e b ot h e x o c yt osis a n d 
e n d o c yt osis  i n  pl a nt  c ells  a n d  t h eir  l o c al  c o n c e ntr ati o ns  
n e e d  t o  b e  fi n e-t u n e d  f or  pr o p er  c ell  m or p h o g e n esis.  T h e  
m e c h a nis ms i n v ol v e d ar e oft e n u n k n o w n, b ut b ot h PI( 4, 5) P 2  
(M arti n, 2 0 1 4 ) a n d P A (Li u et  al. , 2 0 1 3) dir e ctl y bi n d v ari o us 
c o m p o n e nts of  t h e e x o c yt oti c a n d e n d o c yt oti c p at h w a ys i n 
O pist h o k o nt s yst e ms. M a n y of t h e i nt er a cti o ns pr o b a bl y e xist 
i n  pl a nts  as  w ell.  Mi n or  a ci di c  p h os p h oli pi ds  als o  r e g ul at e  
c yt os k el et o n d y n a mi cs ( Pl es k ot et  al.,  2 0 1 3, 2 0 1 4 ), w hi c h i n 
t ur n aff e cts tr af fi c ki n g.

Cl a s h of st er ol s: fr o m m e m br a n e ri gi dit y t o e n d o c yti c 
d ef or m ati o n s

B esi d es s el e ct e d p h os p h oli pi d s p e ci es, st er ols h a v e als o b e e n 
s h o w n t o b e i n dis p e ns a bl e f or pr o p er tr af fi c ki n g i n pl a nt c ells. 
Mil d  c o n c e ntr ati o ns  of  fili pi n  ar e  s uit a bl e  f or  st er ol  st ai n -
i n g, w h er e as c ells tr e at e d wit h hi g h er c o n c e ntr ati o ns s e q u es-
t er st er ols fr o m t h e m e m br a n e a n d i n hi bit st er ol- d e p e n d e nt 
e n d o c yt osis  ( B o utt é et  al. ,  2 0 1 1).  St er ols  ar e  distri b ut e d  
al o n g t h e w h ol e P M ( B o utt é et  al. , 2 0 1 1), wit hi n t h e c ell pl at e 
(M e n et  al. , 2 0 0 8), a n d i n v ari o us e n d os o m al c o m p art m e nts 
(Gr e b e et  al. , 2 0 0 3). Fili pi n st ai ni n g of r o ot h airs a n d p oll e n 
t u b es  s h o w e d  e nri c h m e nt  i n  t h e  pr os p e cti v e  r o ot  h air  o ut-
gr o wt h sit e a n d gr o wi n g r o ot h air a n d p oll e n t u b e ti p ( Li u 
et  al. , 2 0 0 9; O v e č k a et  al. , 2 0 1 0). Pr o p er st er ol c o m p ositi o n is 
r e q uir e d f or e n d o c yt osis- dri v e n m ai nt e n a n c e of PI N 2 p ol ar -
it y (M e n et  al. , 2 0 0 8). I n B F A-tr e at e d c ells, st er ols g et tr a p p e d 
i n B F A b o di es t o g et h er wit h PI N 2 (Gr e b e et  al. , 2 0 0 3), a n d 
b ot h  PI N 2  a n d  F M 4- 6 4  i nt er n ali z ati o n  t o  B F A  b o di es  is  
i n hi bit e d b y hi g h c o n c e ntr ati o ns of fili pi n (M e n et  al. , 2 0 0 8). 
Disr u pti o n  of  st er ol  s y nt h esis  b y  g e n eti c  or  p h ar m a c ol o gi -
c al  m et h o ds  als o  aff e cts  p ost- c yt o ki n eti c  s e q u estr ati o n  of  
K N O L L E fr o m t h e c ell pl at e, a n d K N O L L E diff us es fr o m 
t h e pl at e t o l at er al m e m br a n es i n t h e st er ol bi os y nt h esis c pi 1  
m ut a nt  a n d  i n  f e n pr o pi m or p h-tr e at e d  c ells  ( B o utt é et  al. , 

2 0 0 9 ; Fr es c at a d a- R os a et  al. , 2 0 1 4). I n Pi c e a m e y eri  p oll e n 
t u b es, disr u pti o n of m e m br a n e st er ols l e a ds t o p arti al s hifti n g 
of N O X a n d r e a cti v e o x y g e n s p e ci es pr o d u cti o n a cti vit y a w a y 
fr o m t h e ti p (Li u et  al. , 2 0 0 9). T his is pr o b a bl y d u e t o i m p air e d 
e n d o c yt osis, w hi c h r estri cts N O X at t h e p oll e n t u b e ti p. Us e 
of r ati o m etri c li pi d or d er s e nsi n g d y e ( Fr es c at a d a- R os a et  al. , 
2 0 1 4 ; Zh a o et  al. , 2 0 1 4) s h o w e d t h at t h e li pi d or d er of  t h e 
P M is hi g h er t h a n t h at of e n d os o m es ( Z h a o et  al. , 2 0 1 4) b ut 
l o w er t h a n t h e li pi d or d er of  t h e c ell pl at e (Fr es c at a d a- R os a 
et  al. , 2 0 1 4). A c pi 1  m ut a nt b a c k gr o u n d a n d st er ol s y nt h esis 
i n hi bit ors d e cr e as e t h e c ell pl at e li pi d or d er. B esi d es err o n e-
o us r e cr uit m e nt of e n d o c yti c m a c hi n er y t o t h e c ell pl at e wit h 
d e cr e asi n g or d er, t h e li pi d or d er r e m ai ns si mil ar t o t h at of  
t h e P M wit h o ut f u n cti o n al D R P 1 A at t h e c ell pl at e. T h er e is 
t h us m ut u al f e e d b a c k b et w e e n hi g h li pi d or d er m ai nt e n a n c e 
a n d f u n cti o n al e n d o c yt osis at t h e c ell pl at e ( Fr es c at a d a- R os a 
et  al. , 2 0 1 4).

A st or m of v er y-l o n g- c h ai n f att y a ci d s ( V L C F A s): t h e 
i m p a ct of  V L C F A s

B esi d es  h e a d  gr o u ps,  t h e  t ail  c o m p ositi o n  of  m e m br a n e  
li pi ds  pl a ys  a n  i m p ort a nt  r ol e  i n  m e m br a n e  tr af fi c ki n g.  I n  
Ar a bi d o psis , b ot h e x o c yt osis of  s el e ct e d m e m br a n e pr ot ei ns 
(M ar k h a m et  al. ,  2 0 1 1)  a n d  pr o p er  c yt o ki n esis  (M oli n o 
et  al. , 2 0 1 4) r e q uir e li pi ds wit h V L C F As. L O H 1 a n d L O H 3 
c er a mi d e s y nt h as es ar e r es p o nsi bl e f or V L C F A s p hi n g oli pi d 
s y nt h esis i n Ar a bi d o psis , a n d b ot h c a n b e i n hi bit e d si m ult a n e-
o usl y wit h f u m o nisi n B 1 ( F B 1, M ar k h a m et  al. , 2 0 1 1; M oli n o 
et  al. , 2 0 1 4). F B 1 tr e at m e nt i n hi bits p ol ar a u xi n tr a ns p ort, 
a n d n e wl y s y nt h esi z e d A U X 1 a n d PI N 1 a c c u m ul at e i n T G N-
p ositi v e  i ntr a c ell ul ar  b o di es  aft er  F B 1  tr e at m e nt,  wit h o ut  
r e a c hi n g t h e P M, i n di c ati n g a d ef e ct i n t h e e x o c yt oti c p at h -
w a y  ( M ar k h a m et  al. ,  2 0 1 1). M oli n o et  al.  ( 2 0 1 4)  s h o w e d  
t h at  gl y c os p hi n g oli pi ds  wit h  V L C F As  e n h a n c e  t h e  m e m-
br a n e v esi cl e f usi o n r at e i n vitr o. F B 1 tr e at m e nt als o aff e cts 
t h e l at er st a g es of  c yt o ki n esis a n d l e a ds t o a c c u m ul ati o n of  
G ol gi- d eri v e d v esi cl es at t h e c ell pl at e. F usi o n of R a b A 2 a n d 
V H A a 1 n or m all y o c c urri n g d uri n g l at e c yt o ki n esis is sl o w er 
i n F B 1-tr e at e d c ells (M oli n o et  al. , 2 0 1 4). I nt er esti n gl y, tr af-
fi c ki n g of s o m e m e m br a n e pr ot ei ns ( PI N 2, a q u a p ori n PI P 2, 
a n d L Ti 6 b) is n ot aff e ct e d b y F B 1 ( M ar k h a m et  al. , 2 0 1 1).

T h e wi n d s of tr af fi c: t h e d y n a mi c n at ur e of 
m e m br a n e ‘ mi cr o d o m ai n s’

I n  a d diti o n  t o  t h e  l o n g- k n o w n  e x a m pl es  of  l ar g e  c o- e xist -
i n g  m e m br a n e  d o m ai ns  i n  a  si n gl e  e u k ar y oti c  c ell,  r e c e nt  
m et h o di c all y  a d v a n c e d  st u di es  cl e arl y  d e m o nstr at e  m e m -
br a n e h et er o g e n eit y at a s m all er s p ati al s c al e a n d t h e pr es -
e n c e  of  m a n y  c o- e xisti n g  st a bl e  m e m br a n e  mi cr o d o m ai ns  
wit h  disti n ct  c o m p ositi o n  ( S pir a et  al. ,  2 0 1 2; J ars c h et  al. , 
2 0 1 4 ). F or m a n y y e ars, t h e i d e a of  s u c h mi cr o d o m ai ns w as 
m ostl y  r e pr es e nt e d  b y  t h e  s o- c all e d  ‘li pi d  r aft  t h e or y’.  As  
a n e xt e nsi o n t o t h e ori gi n al fl ui d m os ai c c o n c e pt of bi ol o gi -
c al  m e m br a n es,  t his  p ost ul at e d  t h e  e xist e n c e  of  m or e  ri gi d  
st er ol-  a n d  s p hi n g oli pi d- e nri c h e d  fr a cti o ns  fl o ati n g  wit hi n  
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t h e r est of  t h e m e m br a n e, w hi c h b e h a v es i n a fl ui d m os ai c 
m a n n er  ( Ni c ols o n,  2 0 1 4 ).  Pr ot ei n  p artiti o ni n g  i nt o  t h es e  
d o m ai ns w as ori gi n all y t est e d bi o c h e mi c all y b y its pr es e n c e 
i n is ol at e d n o n-i o ni c d et er g e nt-r esist a nt fr a cti o ns of t h e P M. 
T h e c o n c e pt of  li pi d r afts h as b e e n criti ci z e d i n t er ms of  its 
p ossi bl e  art ef a ct  n at ur e,  a n d  b ot h  t h e  s p ati al  a n d  t e m p o -
r al di m e nsi o ns of  t h es e mi cr o d o m ai ns h a v e b e e n dis c uss e d 
e xt e nsi v el y. Wit h t h e a d v e nt of  s u p er-r es ol uti o n mi cr os c o p y 
a n d ot h er t e c h ni q u es all o wi n g hi g h s p ati ot e m p or al o bs er v a -
ti o ns i nsi d e c ells, e vi d e n c e of  m ulti pl e l o n g-li v e d c o- e xisti n g 
mi cr o d o m ai ns  wit hi n  o n e  m e m br a n e  is  a c c u m ul ati n g.  As  
r e p ort e d  b y  Ni c ols o n  ( 2 0 1 4) ,  c o ntr ol  of  m e m br a n e  mi cr o-
or g a ni z ati o n m a y b e m or e c o m pl e x t h a n pr e vi o usl y t h o u g ht, 
a n d m a n y t y p es of  m e m br a n e- ass o ci at e d c yt os k el et al str u c -
t ur es pr o b a bl y e xist, s o m e of  t h e m b ei n g l ess s us c e pti bl e t o 
c yt os k el et o n- disr u pti n g  dr u gs.  Mi cr o d o m ai ns  c o ul d  f or m  
d u e  t o  p artiti o ni n g  i nt o  st er ol-  a n d  s p hi n g oli pi d- e nri c h e d  
m e m br a n e fr a cti o ns, b ut i nt er a cti o ns of  pr ot ei ns wit h ot h er 
li pi d  s p e ci es,  pr ot ei n – pr ot ei n  i nt er a cti o ns,  li pi d  cl ust eri n g,  
c o n fi n e m e nt b y t h e c yt os k el et o n, a n d ot h er m e c h a nis ms s e e m 
t o pl a y a r ol e i n P M h et er o g e n eit y r e g ul ati o n at s m all s p ati al 
di m e nsi o ns.

I n cr e asi n g a v ail a bilit y a n d us a g e of  hi g h- e n d mi cr os c o p y 
a p pr o a c h es is bri n gi n g n e w i nsi g hts i nt o pr ot ei n l o c ali z ati o ns 
i n pl a nt c ells. Fi n e s p ati al i nf or m ati o n wit h r e g ar d t o l o c ali-
z ati o n a n d p artiti o ni n g i nt o diff er e nt P M mi cr o d o m ai ns c a n 
n o w b e o bs er v e d dir e ctl y. TI R F/ V A E M mi cr os c o p y is b ei n g 
us e d i n cr e asi n gl y t o o bs er v e e v e nts n e ar t h e m e m br a n e a n d i n 
t h e c orti c al c yt o pl as m (K o n o p k a a n d B e d n ar e k, 2 0 0 8 ). Us e 
of s u p er-r es ol uti o n mi cr os c o p y i n pl a nt s ci e n c e is als o e m er g -
i n g; str u ct ur e d ill u mi n ati o n w as us e d f or d y n a mi c l o c ali z ati o n 
of c orti c al mi cr ot u b ul es ( K o mis et  al. , 2 0 1 4), a n d sti m ul at e d 
e missi o n d e pl eti o n ( S T E D) w as s u c c essf ull y a p pli e d t o vis u -
ali z e r e m ori ns ( D e mir et  al. , 2 0 1 3) a n d PI N c y cli n g (Kl ei n e-
Ve h n et  al. , 2 0 1 1). Te c h ni q u es li k e si n gl e- m ol e c ul e tr a c ki n g, 
fl u or es c e n c e c orr el ati o n s p e ctr os c o p y ( H. Li et  al. , 2 0 1 1) a n d 
fl u or es c e n c e  e n er g y  r es o n a n c e  tr a nsf er/ fl u or es c e n c e  lif eti m e  
i m a gi n g ( F R E T/ F LI M; J ars c h et  al. , 2 0 1 4) ar e als o a p p e ari n g 
i n pl a nt c ell bi ol o g y. We will n ot c o v er t h e d et ails of hi g h- e n d 
fl u or es c e nt mi cr os c o p y t e c h ni q u es wit h r e g ar d t o m e m br a n e 
mi cr o d o m ai n  or g a ni z ati o n,  as  t h e  t o pi c  h as  b e e n  r e vi e w e d  
els e w h er e ( O w e n a n d G a us, 2 0 1 3 ).

A  n u m b er  of  diff er e nt  bi o c h e mi c al  m et h o ds  f or  i d e nti fi -
c ati o n of  li pi d – pr ot ei n i nt er a cti o ns o n t h e mi cr o m et er s c al e 
h a v e  b e e n  d es cri b e d.  F or  t h e  first  i d e nti fi c ati o n  of  n o v el  
li pi d- bi n di n g  pr ot ei ns,  li pi d  af fi nit y  b e a ds  ass a y  w er e  us e d  
t o  is ol at e  c a n di d at e  pr ot ei ns  fr o m  c ell  e xtr a cts  f oll o w e d  b y  
pr ot e o mi c a n al ysis ( Li m et  al. , 2 0 0 2). T o i d e ntif y l ess a b u n-
d a nt li pi d- bi n di n g pr ot ei ns, a d diti o n al p uri fi c ati o n a n d fr a c -
ti o n ati o n  st e ps  s h o ul d  b e  d o n e  (M c L o u g hli n et  al. ,  2 0 1 3). 
W h er e a li pi d- bi n di n g pr ot ei n is pr es u m e d ( e. g. c o nt ai ni n g a 
k n o w n  li pi d- bi n di n g  d o m ai n),  t h e  li pi d – pr ot ei n  i nt er a cti o n  
c a n b e v eri fi e d a n d p arti c ul ar li pi d- bi n di n g s p e ci fi cit y c a n b e 
d et e ct e d b y a s o- c all e d pr ot ei n –li pi d o v erl a y, a m et h o d t h at 
is  f ast,  c h e a p,  a n d  r e q uir es  o nl y  s m all  a m o u nt  of  pr ot ei n  
(M u n ni k a n d Wi er z c h o wi e c k a, 2 0 1 3 ). H o w e v er, t h e m ai n dis-
a d v a nt a g e of b ot h m et h o ds is t h at t h e li pi ds pr es e nt e d ar e n ot 
i n t h eir n at ur al f or m, w hi c h m a y l e a d t o f als e r es ults. T h us, 

t h e i nt er a cti o n of li pi d a n d c a n di d at e pr ot ei ns s h o ul d b e f ur-
t h er  c o n fir m e d  b y  c o-s e di m e nt ati o n  wit h  l ar g e  u nil a m ell ar  
v esi cl es, a m et h o d t h at e n a bl es a n al ysis of pr ot ei n –li pi d bi n d -
i n g af fi nit y a n d s p e ci fi cit y (J ul k o ws k a et  al. , 2 0 1 3).

A  l ar g e-s c al e  st u d y  c o m p ari n g  y e ast  P M  pr ot ei ns  c o v er -
i n g  diff er e nt  f u n cti o n al  c at e g ori es  a n d  t y p es  of  m e m br a n e  
a n c h or ( S pir a et  al. , 2 0 1 2) c o m bi n e d TI R F mi cr os c o p y a n d 
d e c o n v ol uti o n  t o  a d dr ess  pr ot ei n  distri b uti o n  h et er o g e n e -
it y. T h e distri b uti o n of  all t est e d pr ot ei ns t ur n e d o ut t o b e 
h et er o g e n e o us, wit h diff er e nt p att er ns r a n gi n g fr o m p at c h es 
t o n et w or ks. T h e p att er ns of  tr a ns m e m br a n e pr ot ei ns w er e 
st a bl e wit hi n mi n ut es, w h er e as p eri p h er al pr ot ei ns ( a n d li pi d 
m ar k ers)  t ur n e d  o ut  t o  b e  hi g hl y  d y n a mi c.  C o-l o c ali z ati o n  
of  t est e d pr ot ei ns w as a d dr ess e d a n d r e v e al e d t h e pr es e n c e 
of  m a n y  c o- e xisti n g  d o m ai ns.  V ari o us  mi cr o d o m ai ns  w er e  
s h o w n  t o  r e q uir e  a  s p e ci fi c  m e m br a n e  li pi d  c o m p ositi o n  
a n d/ or a cti n- b as e d str u ct ur es f or t h eir e xist e n c e ( S pir a et  al. , 
2 0 1 2 ).

Re c e nt  s yst e m ati c  w or k  o n  m a p pi n g  l o c ali z ati o n  of  2 0  
Ar a bi d o psis  m e m br a n e pr ot ei ns b y TI R F/ V A E M mi cr os c o p y 
d e m o nstr at e d m ulti pl e c o- e xisti n g mi cr o d o m ai ns i n pl a nt c ell 
P M ( J ars c h et  al. , 2 0 1 4). T his d e m o nstr ati o n of p ossi bl e ( a n d 
c ell-t y p e-s p e ci fi c) mi cr o d o m ai n c o- e xist e n c e wit hi n t h e P M is 
of o utst a n di n g i m p ort a n c e, si n c e c urr e nt pr a cti c e is t o us e c o-
l o c ali z ati o n wit h r e m ori n or fl otilli n t o pr o v e t h at t h e st u di e d 
pr ot ei n r esi d es i n ‘ mi cr o d o m ai ns’. T h er ef or e, t h e fr e q u e ntl y 
us e d t a g of ‘ m e m br a n e mi cr o d o m ai n- ass o ci at e d pr ot ei n’ m a y 
b e a r at h er v a g u e c at e g or y.

T h e  m e c h a nisti c  b asis  of  l o c ali z ati o n  of  pl a nt  pr ot ei ns  
i nt o mi cr o d o m ai ns is n ot cl e ar. It is p ossi bl e t h at p ol ar e x o-
c yt osis,  r e g ul at e d  e n d o c yt osis  a n d  r estri ct e d  diff usi o n —t h e  
m e c h a nis ms  r es p o nsi bl e  f or  as y m m etri c  l o c ali z ati o n  i nt o  
l ar g e m e m br a n e d o m ai ns — a ct i n t h e s orti n g of pr ot ei ns i nt o 
mi cr o d o m ai ns  as  w ell.  I n  t h e  c as e  of  r e m ori n  At 4 g 0 0 6 7 0,  
F R A P e x p eri m e nts h a v e i n di c at e d t h e st a bilit y of t h e mi cr o -
d o m ai n  a n d  t ar g et e d  d eli v er y  of  t h e  mi cr o d o m ai n-r esi d e nt  
pr ot ei n. I n O pist h o k o nt s yst e ms, diff usi o n b arri ers at a s m all 
s p ati al s c al e c a n b e f or m e d b y fi n e c orti c al c yt os k el et al str u c -
t ur es  (Ni c ols o n,  2 0 1 4 )  a n d  t h e  d e c or ati o n  of  c yt os k el et al  
fi br es m a y r e pr es e nt a g e n er al pr ot ei n mi cr o p att er ni n g m e c h -
a nis m. I n d e e d, r e m ori n At g 1 3 9 2 0 l o c ali z es i nt o a fil a m e nt-
li k e p att er n, w hi c h is s e nsiti v e t o or y z ali n tr e at m e nt (J ars c h 
et  al. , 2 0 1 4). Ot h er m e c h a nis ms f or k e e pi n g pl a nt m e m br a n e 
pr ot ei ns i n s p e ci fi c mi cr o d o m ai ns m a y b e li miti n g of t h e dif -
f usi o n b y bi n di n g t o t h e c ell w all or p artiti o ni n g i nt o ar e as 
of  s p e ci fi c li pi d c o m p ositi o n a n d cl ust eri n g wit h ot h er pr o -
t ei ns.  T y pi c all y,  p ost-tr a nsl ati o n al  m o di fi c ati o ns  li k e  a c yl a-
ti o ns  aff e ct  pr ot ei n  p artiti o ni n g  i nt o  t h e  mi cr o d o m ai ns,  as  
w as s h o w n f or r e m ori n S Y M R E M 1 ( K o nr a d et  al. , 2 0 1 4) a n d 
s m all G T P as e R O P 6 ( S or e k et  al. , 2 0 1 0).

T h e diff er e nti al li pi d c o m p ositi o n of  pl a nt mi cr o d o m ai ns 
still n e e ds t o b e a d dr ess e d. F urt et  al.  ( 2 0 1 0) r e p ort e d e xist-
e n c e of PI( 4, 5) P 2  cl ust ers wit hi n t h e P M of t o b a c c o B Y 2 c ells. 
H o w e v er, s u c h cl ust ers m a y b e i n d u c e d s ol el y b y Trit o n X- 1 0 0, 
us e d f or m e m br a n e e xtr a cti o n ( v a n R h e e n e n et  al. , 2 0 0 5). T h e 
f u n cti o n al si g ni fi c a n c e of  pl a nt m e m br a n e mi cr o d o m ai ns is 
oft e n n ot cl e ar. A li pi d mi cr o e n vir o n m e nt c a n i n fl u e n c e t h e 
f u n cti o n al pr o p erti es of m e m br a n e pr ot ei ns, as w as s h o w n b y 
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S pir a et  al.  ( 2 0 1 2), a n d is als o g e n er all y k n o w n f or m e m br a n e 
c h a n n els  ( C os k u n  a n d  Si m o ns,  2 0 1 1 ).  Mi cr o d o m ai ns  m a y  
h a v e disti n ct m e c h a ni c al pr o p erti es d u e t o s p e ci fi c m e m br a n e 
c o m p ositi o n a n d t h us f a cilit at e m e m br a n e d ef or m ati o ns d ur -
i n g m e m br a n e tr af fi c ki n g, a n d c a n h ar b o ur pr ot ei n – pr ot ei n 
i nt er a cti o ns (J ars c h et  al. , 2 0 1 4).

T h e c o n c e pt of mi cr o d o m ai ns is of c o urs e c o m pl e m e nt ar y 
r at h er t h a n e x cl usi v e t o i n v esti g ati o n of  diff er e n c es i n m e m -
br a n e c o m p ositi o n i n l ar g e pl a nt c ell d o m ai ns ( a pi c al, o ut er, 
l at er al, et c.). T h e c o m p ositi o n of  l ar g e m e m br a n e d o m ai ns/
r e gi o ns c a n als o mirr or t h e pr e v al e n c e of a p arti c ul ar mi cr o -
c o m p art m e nt. F R A P m e as ur e m e nts of pr ot ei n ki n eti cs i n t h e 
a pi c al m e m br a n e of  M a di n – D ar b y c a ni n e ki d n e y ( M D C K) 
e pit h eli al c ells b y M e d er et  al.  ( 2 0 0 6) s h o w e d t h at, i n c o m p ar-
is o n wit h t h e P M of  fi br o bl asts, ‘r aft’ pr ot ei ns fr e el y diff us e 
wit hi n t h e M D C K a pi c al m e m br a n e a n d ‘ n o n-r aft’ pr ot ei ns 
ar e dis p ers e d i nt o is ol at e d mi cr o d o m ai ns wit hi n t his ‘ m a cr o -
d o m ai n’. T h e a pi c al d o m ai n of  M D C K e pit h eli al c ells t h us 
b e h a v es li k e o n e bi g ‘ p er c ol at e d r aft’. Si mil arl y, m a n y pl a nt 
m e m br a n es s e e m t o c o nt ai n fl o ati n g mi cr o d o m ai ns e nri c h e d 
i n st er ols b ut i n s o m e c as es, li k e t h e P M of  pl as m o d es m at a 
sl e e v es, t h e w h ol e m e m br a n e s e e ms t o b e e nri c h e d i n st er ols 
a n d  h as  s o m e  ‘r aft’-li k e  pr o p erti es  ( R aff a el e et  al. ,  2 0 0 9). 
Si mil arl y, t h e st er ol- e nri c h e d d o m ai ns at t h e a p e x of ti p gr o w -
i n g c ells (Li u et  al. , 2 0 0 9; O v e č k a et  al. , 2 0 1 0) a n d p at h o g e n 
p e n etr ati o n sit es ( B h at et  al. , 2 0 0 5) c o ul d b e f or m e d b y l o c al 
e nri c h m e nt of st er ol- b as e d mi cr o d o m ai ns.

A d v a n c e d o pti c al mi cr o s c o p y i n t h e a n al y si s of P M 
d y n a mi c s

I n r e c e nt y e ars, TI R F/ V A E M a n d s pi n ni n g- dis k i m a gi n g of  
Ar a bi d o psis  r o ot c ells h as b e e n a p pli e d t o g ai n d et ail e d i nsi g ht 
i nt o  t h e  s p ati al  or g a ni z ati o n  of  m e m br a n e  tr af fi c ki n g  i n  
pl a nt c ells. M ost of t h e a d dr ess e d pr o c ess s e e ms t o b e C M E. 
Pl a nt C M E i n v ol v es b asi c c o m p o n e nts pr e vi o usl y d es cri b e d 
i n t h e O pist h o k o nt m o d el s yst e ms [ n a m el y a d a pt or pr ot ei n 
c o m pl e x  2  ( A P- 2),  cl at hri n  tris k eli o n,  a n d  d y n a mi n-r el at e d  
pr ot ei ns]  dri vi n g  e n d o c yt osis  sit e  s el e cti o n,  v esi cl e  f or m a -
ti o n, a n d v esi cl e s cissi o n, r es p e cti v el y. M or e o v er, t h e r e c e ntl y 
d es cri b e d T P L A T E c o m pl e x dri v es e n d o c yt osis i niti ati o n i n 
pl a nt c ells ( V a n D a m m e et  al. , 2 0 1 1; G a d e y n e et  al. , 2 0 1 4). 
All of  t h e b asi c C M E m a c hi n er y c o m p o n e nts l o c ali z e i nt o 
disti n ct p u n ct a wit hi n t h e P M wit h s o m e, alt h o u g h li mit e d, 
l at er al diff usi o n a n d a si mil ar lif eti m e d u e t o a p p e ari n g a n d 
dis a p p e ari n g wit hi n t h e P M pl a n e ( K o n o p k a a n d B e d n ar e k, 
2 0 0 8 ; G a d e y n e et  al. , 2 0 1 4).

D es pit e ri c h e vi d e n c e of t h e i m p ort a n c e of mi n or p h os p h o -
li pi d s p e ci es i n C M E, pl a nt c ell bi ol o gists ar e o nl y b e gi n ni n g t o 
a d dr ess t his iss u e i n t h e c o nt e xt of s p ati al or g a ni z ati o n wit hi n 
t h e  m e m br a n e.  Is c h e b e c k et  al.  ( 2 0 1 3)  s h o w e d  a  d e cr e as e  
i n C L C f o ci d e nsit y a n d a n i n cr e as e i n t h eir si z e i n pi p 5 k 1 
pi p 5 k 2  d o u bl e m ut a nts c o m p ar e d wit h t h e sit u ati o n i n W T 
pl a nts. C ar ef ul st u di es i n v ol vi n g g e n eti c a n d p h ar m a c ol o gi c al 
t o ols a n d s pi n ni n g- dis k/ TI R F/ V A E M a n al ysis of s p ati ot e m-
p or al  p h os p h oli pi d  pr o b es  b e h a vi o ur  s h o ul d  b e  p erf or m e d  
i n f ut ur e wit h r e g ar d t o t h e r ol e of  mi n or p h os p h oli pi ds i n 
t h e or g a ni z ati o n a n d ki n eti cs of  e n d o c yt osis a n d e x o c yt osis. 

S o m e n o v el m et h o di c al li mit ati o ns mi g ht aris e b y a d dr essi n g 
c o-l o c ali z ati o n at t h e fi n e s p ati ot e m p or al l e v el. F or e x a m pl e, 
as p oi nt e d o ut b y H eil m a n n a n d H eil m a n n ( 2 0 1 4) , i nt er a ct-
i n g pr ot ei ns c a n m as k p h os p h oli pi d s p e ci es if t h e y bi n d a n d 
m a k e  t h e m  i n a c c essi bl e  f or  p h os p h oli pi d  pr o b es.  Diff er e nt  
pr o b es m a y als o bi n d p arti c ul ar p h os p h oli pi ds o nl y i n s p e ci fi c 
c ell ul ar c o nt e xts ( B all a et  al. , 2 0 0 0). G e n eti c a n d p h ar m a c o-
l o gi c al alt er ati o ns ( als o dis c uss e d b el o w) mi g ht als o alt er t h e 
b e h a vi o ur of  pr ot ei ns n ot t y pi c all y i nt er a cti n g wit h aff e ct e d 
p h os p h oli pi d s p e ci es. L o c ali z ati o n a n d d y n a mi cs c h a n g es c a n 
b e t h e r es ult of alt er e d m e m br a n e p artiti o ni n g i nt o mi cr o d o-
m ai ns d u e t o c o m p ositi o n al alt er ati o ns. St u di es o n t h e wi d el y 
us e d p ol ari z e d tr af fi c ki n g m o d els of PI N 1 a n d PI N 2 will als o 
h a v e t o b e s u p pl e m e nt e d m or e oft e n wit h ot h er m e m br a n e 
pr ot ei ns ( e. g. a q u a p ori ns, s e e als o b el o w), b e c a us e a pi c al a n d 
b as al m e m br a n es, w h er e m ost of t h e PI N 2 a n d PI N 1 p o p ul a -
ti o n o c c urs, ar e n ot a c c essi bl e f or TI R F/ V A E M st u di es a n d 
ar e dif fi c ult t o a c c ess wit h s pi n ni n g- dis k mi cr os c o p y.

Re c e ntl y, R.  Li et  al.  ( 2 0 1 2) i d e nti fi e d a cl at hri n-i n d e p e n d-
e nt e n d o c yt osis p at h w a y i n pl a nts, ass o ci at e d wit h fl otilli n 1 
( Fl ot 1). B ot h c o nf o c al a n d i m m u n o el e ctr o n mi cr os c o p y s h o w 
t h at Fl ot 1 is ass o ci at e d wit h t h e d et er g e nt-r esist a nt fr a cti o n 
of  t h e P M a n d d o es n ot c o-l o c ali z e wit h C L C. K n o c k d o w n 
of  Fl ot 1 r es ults i nt o a d e cr e as e of  P M li pi d or d er, s o Fl ot 1 
c o ul d b e r e q uir e d dir e ctl y f or t h e f or m ati o n of st er ol- e nri c h e d 
mi cr o d o m ai ns  ( Z h a o et  al. ,  2 0 1 4).  TI R F/ V A E M- vis u ali z e d  
Fl ot 1  f o ci  h a v e  li mit e d  l at er al  diff usi o n  a n d  m ostl y  a p p e ar  
a n d dis a p p e ar i n t h e m e m br a n e pl a n e. Fl ot 1 a n d C L C f o ci 
dis pl a y o p p osit e s e nsiti vit y t o m et h yl- β - c y cl o d e xtri n ( m b C) 
a n d  t yr p h osti n  A 2 3  ( T yr A 2 3)  wit h  C L C  d y n a mi cs  b ei n g  
alt er e d b y T yr A 2 3 a n d b ei n g m b C i ns e nsiti v e, a n d wit h Fl ot 1 
f o ci d y n a mi cs b ei n g m b C s e nsiti v e. L at B a n d e v e n m or e or y-
z ali n tr e at m e nt d e cr e as es t h e Fl ot 1 f o ci diff usi o n c o ef fi ci e nt 
( R. Li et  al. , 2 0 1 2).

X. Li et  al.  ( 2 0 1 1), W a n g et  al.  ( 2 0 1 3), a n d H a o et  al.  ( 2 0 1 4) 
br o u g ht m or e i nsi g ht i nt o t h e s p ati al as p e cts of e n d o c yt osis, 
a d dr essi n g b ot h t h e r ol e of  C M E a n d cl at hri n-i n d e p e n d e nt 
e n d o c yt osis of s el e ct e d ‘ c ar g o’ pr ot ei ns, n a m el y PI P 2, 1 a q u a -
p ori n, a m m o ni u m tr a ns p ort er A M T 1; 3, a n d r e a cti v e o x y g e n 
s p e ci es r e g ul at or R b o h D, r es p e cti v el y.

D u al- c ol o ur TI R F/ V A E M o bs er v ati o ns s h o w e d t h at p art 
of R b o h D f o ci c o-l o c ali z e wit h C L C a n d p art of t h e f o ci c o-
l o c ali z e wit h Fl ot 1 (H a o et  al. , 2 0 1 4). N a Cl tr e at m e nt i n d u c es 
r a pi d R b o h D i nt er n ali z ati o n, a n d a c o m bi n ati o n of  fl u or es -
c e n c e cr oss- c orr el ati o n s p e ctr os c o p y ( wit h C L C or Fl ot 1) a n d 
p h ar m a c ol o g y i n di c at es t h at C M E is t h e m aj or p at h w a y f or 
i nt er n ali z ati o n, b ut a s u bst a nti al p art of R b o h D is als o i nt er-
n ali z e d vi a a cl at hri n-i n d e p e n d e nt, Fl ot 1- ass o ci at e d p at h w a y. 
I n hi biti o n  of  eit h er  p at h w a y  als o  i n cr e as es  t h e  a m o u nt  of  
f o ci at t h e m e m br a n e a n d d e cr e as es t h eir diff usi o n r at e u n d er 
n or m al os m oti c c o n diti o ns.

A M T 1; 3 N H 4
+  c arri er  a v ail a bilit y  at  t h e  P M  is  r e g ul at e d  

b y N H 4
+  a c c essi bilit y  ( W a n g et  al. ,  2 0 1 3).  A  hi g h  a m m o-

ni u m  c o n c e ntr ati o n  r es ults  i n  A M T 1; 3-s el e cti v e  e n d o c yt o -
sis,  w hi c h  is  pr e c e d e d  b y  a g gr e g ati o n  of  tr a ns p ort ers  i nt o  
cl ust ers.  C L C-  a n d  Fl ot 1  c o-l o c ali z ati o n  e x p eri m e nts  a n d  
p h ar m a c ol o gi c al  ( T yr A 2 3  a n d  m b C)  tr e at m e nts  h a v e  d e m -
o nstr at e d  t h e  utili z ati o n  of  b ot h  cl at hri n- d e p e n d e nt  a n d  
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cl at hri n-i n d e p e n d e nt  p at h w a ys  i n  A M T 1; 3  i nt er n ali z ati o n,  
wit h t h e cl at hri n- d e p e n d e nt p at h w a y b ei n g pr e v al e nt.

X. Li et  al.  ( 2 0 1 1)  c ar ef ull y a n al ys e d si n gl e- m ol e c ul e ( or 
u p t o a t etr a m eri c c o m pl e x) b e h a vi o ur of PI P 2; 1 a q u a p ori n. 
Disr u pti o n of st er ol-ri c h mi cr o d o m ai ns b y m b C c a us es a g gr e -
g ati o n of t h e tr a ns p ort ers. T h e st er ol s y nt h esis i n hi bit or f e n -
pr o pi m or p h a n d s p hi n g oli pi d s y nt h esis i n hi bit or P P M P h a v e 
a si mil ar eff e ct. W hil e e n d o c yt osis a c c o m p a n yi n g c o nstit uti v e 
PI P 2; 1 c y cli n g is dri v e n s ol el y b y t h e cl at hri n p at h w a y, N a Cl-
i n d u c e d e n d o c yt osis i n v ol v es b ot h C M E a n d Fl ot 1 p at h w a ys 
wit h t h e cl at hri n- d e p e n d e nt p at h w a y b ei n g pr e v al e nt ( X. Li 
et  al. , 2 0 1 1).

As  d es cri b e d  a b o v e,  t h e  pr ot ei ns  cl e arl y  p artiti o n  i nt o  
st er ol- d e p e n d e nt  mi cr o d o m ai ns  b ut  als o  l o c ali z e  t o  ot h er  
P M  fr a cti o ns.  T h e  u ni v ers al  i m pli c ati o n  s u g g esti n g  pr ot ei n  
r estri cti o n  i nt o  r afts  d u e  t o  its  pr es e n c e  i n  t h e  d et er g e nt-
r esist a nt m e m br a n e e xtr a ct mi g ht t h us b e a n o v eri nt er pr et a -
ti o n. It is als o n ot e w ort h y t h at f e n pr o pi m or p h tr e at m e nt c a n 
i n fl u e n c e t h e d y n a mi cs of  C M E c o m p o n e nts (K o n o p k a a n d 
B e d n ar e k, 2 0 0 8 ; K o n o p k a et  al. , 2 0 0 8). T h e pr e vi o usl y m e n-
ti o n e d st u di es r eli e d m ostl y o n s p e ci fi c disr u pti o n of  C M E 
or  cl at hri n-i n d e p e n d e nt  e n d o c yt osis  b y  T yr A 2 3  or  st er ol  
mi cr o d o m ai n- disr u pti n g  a g e nts,  r es p e cti v el y.  H o w e v er,  if  
st er ol mi cr o d o m ai n disr u pti o n aff e cts C M E as w ell, si n gl e-
m ol e c ul e st u di es of pr ot ei n p artiti o ni n g a n d e n d o c yt osis will 
b e m or e dif fi c ult t o i nt er pr et t h a n is c urr e ntl y ass u m e d.

Re c e ntl y, F e n dr y c h et  al.  ( 2 0 1 3)  p erf or m e d  a  pi o n e eri n g  
st u d y of pl a nt e x o c yt osis s p ati al d et ails, w hi c h a d dr ess e d t h e 
E X O 7 0 A 1, E X O 8 4 b, S E C 8, a n d S E C 6 s u b u nits of t h e v esi cl e-
t et h eri n g c o m pl e x e x o c yst. I n di vi d u al s u b u nits c o-l o c ali z e d i n 
disti n ct hi g hl y d y n a mi c s p ots diff er e nt fr o m t h e e n d o c yt oti c 
p u n ct a l a b ell e d b y D R P 1 C. T h es e s p ots di d n ot m o v e wit hi n 
t h e o pti c al pl a n e b ut a p p e ar e d a n d dis a p p e ar e d i n t h e pl a n e. 
M ost of t h e e x o c yt oti c f o ci t h us d o n ot c orr es p o n d t o v esi cl es 
b ut c o nt ai n d y n a mi c e x o c yst p arti cl es or m e m br a n e mi cr o -
d o m ai ns w h er e t h es e p arti cl es ar e t ar g et e d. T h e f o ci d e cr e as e 
i n  d e nsit y  a n d  p artl y  cl ust er  i nt o  cl u m ps  aft er  pr ol o n g e d  
a cti n disr u pti o n. Si mil ar l o c ali z ati o n a n d d y n a mi cs w er e als o 
s h o w n f or t h e S E C 3 a e x o c yst s u b u nit ( Z h a n g et  al. , 2 0 1 3). As 
b ot h S E C 3 a n d E X O 7 0 s u b u nits of t h e e x o c yst dir e ctl y bi n d 
PI( 4, 5) P 2  i n O pist h o k o nt m o d els (H e et  al. , 2 0 0 7; Li u et  al. , 
2 0 0 7 ; Z h a n g et  al. , 2 0 0 8), PI( 4, 5) P2 - e nri c h e d mi cr o d o m ai ns 
c o ul d b e i m p ort a nt i n e x o c yst r e cr uit m e nt. D et ail e d l o c ali -
z ati o n st u di es of e x o c yt oti c m a c hi n er y c o m p o n e nts t o g et h er 
wit h  g e n eti c  a n d  p h ar m a c ol o gi c al  disr u pti o ns  of  s el e ct e d  
li pi d s p e ci es f or m ati o n will b e of o utst a n di n g i m p ort a n c e i n 
or d er t o u n d erst a n d t h e r ol e of  m e m br a n e mi cr o d o m ai ns i n 
s p ati al e x o c yt osis or g a ni z ati o n.

It  is  als o  i m p ort a nt  t o  n ot e  t h at  w h e n  st u di e d  o nl y  b y  
diffr a cti o n-li mit e d mi cr os c o p y wit h o ut a d diti o n al m et h o ds, 
li k e si n gl e fl u or o p h or e q u a nti fi c ati o n a n d bl e a c hi n g, ‘ mi cr o-
d o m ai n  l o c ali z ati o n’  c a n  r e pr es e nt  diff er e nt  p h e n o m e n a.  
Diffr a cti o n-li mit e d  s p ots  c a n  h ar b o ur  cl ust ers  of  pr ot ei ns  
(t h at  m a y  l o c ali z e  t o g et h er  d u e  t o  p artiti o ni n g  i nt o  a  li pi d  
isl et)  b ut  als o  si n gl e  pr ot ei n – pr ot ei n  c o m pl e x es.  S o m e  of  
t h e p at c h es d es cri b e d b y S pir a et  al.  ( 2 0 1 2) a n d J ars c h et  al.  
( 2 0 1 4) mi g ht t h us r e pr es e nt r a n d o ml y distri b ut e d pr ot ei ns at 
c ert ai n d e nsit y.

A d a n c e wit h m ol e c ul e s: m ol e c ul ar 
d y n a mi c s ( M D) si m ul ati o n s a s t h e 
‘ c o m p ut ati o n al mi cr o s c o p e’

T o d es cri b e t h e r ol e of pr ot ei n –li pi d i nt er pl a y i n c ell p ol arit y, 
it is i m p ort a nt t o u n d erst a n d t h e m e c h a nisti c d et ails of li pi d-, 
li pi d- pr ot ei n, a n d pr ot ei n – pr ot ei n i nt er a cti o ns. Alt h o u g h w e 
h a v e e x p eri e n c e d m aj or pr o gr ess i n e x p eri m e nt al t e c h ni q u es, 
t h eir r es ol uti o n is still li mit e d f or t h e d es cri pti o n of  e v e nts 
t h at u n d erli n e pr o c ess es i n t h e bi ol o gi c al m e m br a n es (M a n n a 
et  al. ,  2 0 1 4).  O v er  t h e  l ast  2 0  y e ars,  m ol e c ul ar  si m ul ati o ns  
a n d  es p e ci all y  M D  h a v e  b e c o m e  a  v al u a bl e  t o ol  t o  st u d y  
m e m br a n e  a n d  pr ot ei n  s yst e ms.  T o g et h er  wit h  t h e  i n cr e as e  
i n c o m p ut ati o n al p o w er a n d b ett er al g orit h ms, M D r es ults 
h a v e r e a c h e d ti m e a n d l e n gt h s c al es dir e ctl y c o m p ar a bl e wit h 
e x p eri m e nts a n d t h e y t h us r e pr es e nt a c o m pl e m e nt ar y t o ol t o 
t h e e x p eri m e nt al m et h o ds. M or e o v er, t h e y e n a bl e us t o pr o b e 
t h e  s yst e m  of  i nt er est  at  t h e  si n gl e- m ol e c ul e  l e v el  (B e n n ett 
a n d Ti el e m a n, 2 0 1 3 ).

I n M D si m ul ati o ns, t h e s yst e m is r e pr es e nt e d as a n e ns e m -
bl e of  p arti cl es t h at f oll o w t h e l a ws of  cl assi c al p h ysi cs, a n d 
ti m e  e v ol uti o n  of  t h e  s yst e m  is  o bt ai n e d  b y  t h e  n u m eri c al  
s ol uti o n of N e wt o ni a n e q u ati o ns ( M a n n a et  al. , 2 0 1 4). A cr u-
ci al p art of M D si m ul ati o ns is t h e f or c e fi el d, w hi c h d es cri b es 
i nt er a cti o ns b et w e e n p arts of t h e si m ul at e d s yst e ms i n t er ms 
of  a  p ot e nti al  e n er g y  f u n cti o n,  w hi c h  is  c o m p os e d  of  t w o  
t y p es of i nt er a cti o n, b o n d e d a n d n o n- b o n d e d (M a n n a et  al. , 
2 0 1 4 ). T y pi c al si m ul at e d ti m es f or all- at o m si m ul ati o ns ar e 
h u n dr e ds  of  n a n os e c o n ds,  b ut  si m ul ati o ns  r e a c hi n g  mi cr o -
s e c o n ds  h a v e  b e e n  als o  r e p ort e d  ( D el e u et  al. ,  2 0 1 4).  T h e  
si m ul ati o n ti m es c a n b e f urt h er i n cr e as e d t o t e ns of mi cr os e c -
o n ds a n d e v e n t o millis e c o n ds usi n g a c o ars e- gr ai n e d ( C G) 
f or c e fi el d, i n w hi c h gr o u ps of at o ms ar e r e pr es e nt e d as a o n e 
p arti cl e ( I n g ólfss o n et  al. , 2 0 1 4 a).

Bi o p h y si c al pri n ci pl e s of m e m br a n e d o m ai n f or m ati o n 
el u ci d at e d b y M D si m ul ati o n s

C G- M D si m ul ati o ns h a v e b e e n us e d t o a d dr ess t h e f or m a -
ti o n of li pi d n a n o d o m ai ns or ‘r afts’ (r e vi e w e d b y B e n n ett a n d 
Ti el e m a n,  2 0 1 3 ).  S e v er al  st u di es  h a v e  s h o w n  p h as e  s e p ar a-
ti o n of  t er n ar y mi xt ur es c o m p os e d of  v ari o us li pi d s p e ci es 
wit h r es ults m at c hi n g e x p eri m e nt al o bs er v ati o ns ( Riss el a d a 
a n d M arri n k, 2 0 0 8 ; S c h äf er a n d M arri n k, 2 0 1 0 ; P erl m utt er 
a n d S a c hs, 2 0 1 1 ). Re c e ntl y, t h e m o d el of t h e m a m m ali a n P M 
c o nt ai ni n g 6 3 diff er e nt li pi d s p e ci es w as p u blis h e d s h o wi n g 
t h e tr a nsi e nt o c c urr e n c e of  li pi d d o m ai ns o n a mi cr os e c o n d 
s c al e  (I n g ólfss o n et  al. ,  2 0 1 4 b).  I nt er esti n gl y,  t h e  a ut h ors  
o bs er v e d cl ust eri n g of  p h os p h oi n ositi d es i n t h e i n n er l e a fl et 
of  t h e P M. T h e c o m bi n ati o n of  a n e x p eri m e nt al a n d c o m -
p ut ati o n al a p pr o a c h w as us e d s u c c essf ull y t o st u d y t h e eff e ct 
of p ol y u ns at ur at e d li pi ds o n m a m m ali a n e n d o c yt osis ( Pi n ot 
et  al. , 2 0 1 4). T h e a ut h ors f o u n d t h at p ol y u ns at ur at e d li pi ds 
i n cr e as e d t h e a bilit y of  d y n a mi n a n d e n d o p hili n t o d ef or m 
a n d v esi c ul at e m e m br a n es b y r e d u ci n g t h e e n er g eti c c ost of  
m e m br a n e b e n di n g a n d fissi o n.

T h e  r aft  h y p ot h esis  s u g g ests  t h at  t h e  f or m ati o n  of  li pi d  
n a n o d o m ai ns w o ul d i n fl u e n c e t h e distri b uti o n a n d a cti vit y of 
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m e m br a n e pr ot ei ns. It w as s h o w n t h at i o ni c pr ot ei ns i n d e e d 
cl ust er wit h PI( 4, 5) P 2  m ol e c ul es, usi n g C G- M D a n d S T E D 
mi cr os c o p y  ( v a n  d e n  B o g a art  et  al. ,  2 0 1 1).  Diff er e nt  s m all  
G T P as es w er e s h o w n t o b e p artiti o n e d i nt o t h e s p e ci fi c li pi d 
d o m ai ns b as e d o n t h e t y p e of t h eir li pi d a n c h or ( J a n osi a n d 
G orf e,  2 0 1 0 ;  Z.  Li et  al. ,  2 0 1 2; d e  J o n g  et  al. ,  2 0 1 3).  T h e  
m e c h a nis m  of  m e m br a n e  t ar g eti n g  of  di v ers e  p eri p h er al  
m e m br a n e pr ot ei ns or t h eir d o m ai ns h as b e e n r e v e al e d usi n g 
b ot h all- at o m M D a n d C G- M D si m ul ati o ns ( St a nsf el d a n d 
S a ns o m, 2 0 1 1 ; Pl es k ot et  al. , 2 0 1 2 b). S e v er al r e c e nt p a p ers 
h a v e d e m o nstr at e d t h e eff e ct of pr ot ei n o n t h e distri b uti o n of 
s p e ci fi c li pi ds i n t h e li pi d bil a y er ( K alli et  al. , 2 0 1 3; C h arli er 
et  al. , 2 0 1 4; J eff er ys et  al. , 2 0 1 4). M or e o v er, pr ot ei ns s u c h as 
t h e B A R d o m ai n or E X O 7 0 p c a n i n d u c e t h e m e m br a n e c ur-
v at ur e, as w as s h o w n b ot h c o m p ut ati o n all y a n d e x p eri m e n -
t all y (Ar k hi p o v et  al. , 2 0 0 8; Z h a o et  al. , 2 0 1 3).

M a n y  p eri p h er al  m e m br a n e  pr ot ei ns  ar e  n ot  s p e ci fi c  
t o w ar ds  o n e  li pi d  s p e ci es  b ut  i nst e a d  r e c o g ni z e  m ulti pl e  
t ar g ets  i n  t h e  m e m br a n e  l e a di n g  t o  c o n diti o n al  bi n di n g  
(M or a v c e vi c et  al. , 2 0 1 2). It w as s h o w n t h at p h os p h ati d yl e-
t h a n ol a mi n e e n h a n c es pr ot ei n – P A i nt er a cti o ns b y i n cr e asi n g 
t h e n e g ati v e c ur v at ur e of  t h e m e m br a n e a n d t h us f a cilit at-
i n g  t h e  i ns erti o n  of  h y dr o p h o bi c  a mi n o  a ci d  r esi d u es  i nt o  
t h e li pi d bil a y er (K o oij m a n et  al. , 2 0 0 7). Li pi d distri b uti o n 
is als o aff e ct e d b y s p e ci fi c i nt er a cti o ns wit h i o ns: PI( 4, 5) P2  
m ol e c ul es w er e s h o w n t o f or m cl ust ers vi a t h eir i nt er a cti o n 
wit h  di v al e nt  c ati o ns,  p arti c ul arl y  C a 2 +  (r e vi e w e d  b y  W a n g 
et  al. , 2 0 1 4).

A dr e a m of e x o c yt o si s: c o n cl u di n g r e m ar k s

Alt h o u g h  a  s u bst a nti al  a m o u nt  of  d at a  h as  b e e n  a c q uir e d  
a b o ut t h e or g a ni z ati o n, d y n a mi cs, a n d g e n er al i m p ort a n c e of 
li pi ds  at  t h e  m a cr o d o m ai n  l e v el,  w e  still  k n o w  s ur prisi n gl y  
littl e a b o ut t h e i d e ntit y a n d r ol e of li pi ds i n c o nstit uti n g dis-
ti n ct mi cr o d o m ai ns i n pl a nt c ells. O v er t h e l ast d e c a d e, t h e 
e xist e n c e of m e m br a n e mi cr o d o m ai ns i n pl a nt c ells h as b e e n 
fir ml y est a blis h e d, a n d it h as b e e n s h o w n t h at t h er e is s u b -
st a nti al di v ersit y i n t h eir c o m p ositi o n, m o bilit y, a n d st a bilit y. 
Wit h t h e g e n er al a v ail a bilit y of a d v a n c e d mi cr os c o pi c m et h -
o ds  a n d  t h e  w e alt h  of  m ut a nts  aff e cti n g  p ol ar  m e m br a n e  
tr af fi c ki n g, it is n e c ess ar y t o cr oss t h e b arri er t o t his ot h er 
l e v el of pr ot ei n – m e m br a n e i nt er a cti o ns st u di es. At t h e s a m e 
ti m e, r e c e nt a d v a n c es i n c h e mi c al bi ol o g y pr o vi d e us wit h a 
n u m b er  of  s p e ci fi c  dr u gs  i nt erf eri n g  wit h  t h e  pr ot ei ns  a n d  
li pi ds i n v ol v e d i n c ell p ol arit y. T o t his e n d, it will b e e xtr e m el y 
b e n e fi ci al t o st u d y t h e eff e ct of  b ot h est a blis h e d a n d n o v el 
c h e mi c al i n hi bit ors at t h e mi cr o d o m ai n l e v el i n li vi n g c ells. 
L ast b ut n ot l e ast, w e f e el t h at i n or d er t o g et a n o v el i nsi g ht 
i nt o  pr ot ei n – m e m br a n e  i nt er a cti o ns  i n  pl a nt  bi ol o g y,  it  is  
cr u ci all y i m p ort a nt t o c o m bi n e e x p eri m e nt al d at a wit h c o m -
p ut ati o n al st u di es.

B ot h e x o c yt osis a n d e n d o c yt osis h a v e b e e n s h o w n t o r e q uir e 
s p e ci fi c  li pi d  pr o d u cti o n  i n  s el e ct e d  c as es.  It  is  n ot e w ort h y  
t h at m ost st u di es a n al ysi n g t h e r ol e of P PIs or st er ols i n m e m-
br a n e  tr af fi c  ar e  e n d o c yt osis  - bi as e d.  It  is  oft e n  i m p ossi bl e  
t o disti n g uis h e x o c yt osis-r el at e d d ef e cts, e n d o c yt osis-r el at e d 

d ef e cts, or a c o m bi n ati o n of  b ot h fr o m e a c h ot h er wit h o ut 
s p e ci fi c e x p eri m e nts. M a n y c ell p ol arit y p h e n ot y p es ass o ci -
at e d wit h alt er e d li pi d l e v els ar e t h us pr o b a bl y t h e r es ult n ot 
o nl y of e n d o c yt osis b ut als o of e x o c yt osis alt er ati o n.

A c k n o wl e d g e m e nt s
T h e  w or k  i n  t h e  a ut h ors’  l a b or at or y  is  s u p p ort e d  b y  t h e  C z e c h  S ci e n c e  
F o u n d ati o n gr a nt G A 1 3- 1 9 0 7 3 S t o M P. A  p art of t h e i n c o m e of V Ž is c o v -
er e d b y t h e M Š M T Č R pr oj e ct N P UI L O 1 4 1 7. T h e a ut h ors t h a n k Dr L u k áš 
S y n e k (I E B, C z e c h Re p u bli c) f or t h e pi ct ur e t a k e n b y t h e s pi n ni n g- dis k c o n -
f o c al mi cr os c o p e. T h e a ut h ors als o t h a n k t h e d e v el o p ers of t h e Li n u x o p er a-
ti o n s yst e m a n d t h e o p e n-s o ur c e s oft w ar e us e d i n t h e pr e p ar ati o n of  t his 
st u d y, p arti c ul arl y I n ks c a p e a n d Gi m p.

R ef er e n c e s
Al a s si m o n e J, N a s e er S, G el d n er N.  2 0 1 0. A d e v el o p m e nt al fr a m e w or k 
f or e n d o d er m al diff er e nti ati o n a n d p ol arit y. Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al 
A c a d e m y of S ci e n c e s, U S A  1 0 7, 5 2 1 4 – 5 2 1 9.

Ar k hi p o v A, Yi n Y, S c h ult e n K.  2 0 0 8. F o ur- s c al e d e s cri pti o n of 
m e m br a n e s c ul pti n g b y B A R d o m ai n s. Bi o p h y si c al J o ur n al  9 5, 
2 8 0 6 – 2 8 2 1.

A u d h y a A, F oti M, E mr S D.  2 0 0 0. Di sti n ct r ol e s f or t h e y e a st 
p h o s p h ati d yli n o sit ol 4- ki n a s e s, Stt 4 p a n d Pi k 1 p, i n s e cr eti o n, c ell gr o wt h, 
a n d or g a n ell e m e m br a n e d y n a mi c s. M ol e c ul ar Bi ol o g y of t h e C ell  1 1, 
2 6 7 3 – 2 6 8 9.

B all a T.  2 0 0 7. I m a gi n g a n d m a ni p ul ati n g p h o s p h oi n o siti d e s i n li vi n g c ell s. 
J o ur n al of P h y si ol o g y  5 8 2, 9 2 7 – 9 3 7.

B all a T, B o n d e v a T, V ár n ai P.  2 0 0 0. H o w a c c ur at el y c a n w e i m a g e 
i n o sit ol li pi d s i n li vi n g c ell s ? Tr e n d s i n P h ar m a c ol o gi c al S ci e n c e s  2 1, 
2 3 8 – 2 4 1.

B all a T, V ár n ai P.  2 0 0 2. Vi s u ali zi n g c ell ul ar p h o s p h oi n o siti d e p o ol s wit h 
G F P-f u s e d pr ot ei n- m o d ul e s. S ci e n c e’ s S T K E 2 0 0 2  , pl 3.

B e n n ett W F D, Ti el e m a n D P.  2 0 1 3. C o m p ut er si m ul ati o n s of li pi d 
m e m br a n e d o m ai n s. Bi o c hi mi c a et Bi o p h y si c a A ct a  1 8 2 8, 1 7 6 5 – 1 7 7 6.

B h at R A, Mi kli s M, S c h m el z er E, S c h ul z e - L ef ert P, P a n str u g a 
R.  2 0 0 5. R e cr uit m e nt a n d i nt er a cti o n d y n a mi c s of pl a nt p e n etr ati o n 
r e si st a n c e c o m p o n e nt s i n a pl a s m a m e m br a n e mi cr o d o m ai n. Pr o c e e di n g s 
of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s, U S A  1 0 2, 3 1 3 5 – 3 1 4 0.

B o utt é Y, Fr e s c at a d a - R o s a M, M e n S, et  al . 2 0 0 9. E n d o c yt o si s 
r e stri ct s Ar a bi d o p si s  K N O L L E s y nt a xi n t o t h e c ell di vi si o n pl a n e d uri n g l at e 
c yt o ki n e si s. E M B O J o ur n al  2 9, 5 4 6 – 5 5 8.

B o utt é Y, M e n S, Gr e b e M.  2 0 1 1. Fl u or e s c e nt i n sit u vi s u ali z ati o n of 
st er ol s i n Ar a bi d o p si s  r o ot s. N at ur e Pr ot o c ol s  6, 4 4 6 – 4 5 6.

B o utt é Y, M or e a u P.  2 0 1 4. M o d ul ati o n of e n d o m e m br a n e s 
m or p h o d y n a mi c s i n t h e s e cr et or y/r etr o gr a d e p at h w a y s d e p e n d s o n li pi d 
di v er sit y. C urr e nt O pi ni o n i n Pl a nt Bi ol o g y  2 2, 2 2 – 2 9.

C h arli er L, L o u et M, C h al oi n L, F u c h s P, M arti n e z J, M uri a u x D, 
F a v ar d C, Fl o q u et N.  2 0 1 4. C o ar s e- gr ai n e d si m ul ati o n s of t h e HI V- 1 
m atri x pr ot ei n a n c h ori n g: r e vi siti n g it s a s s e m bl y o n m e m br a n e d o m ai n s. 
Bi o p h y si c al J o ur n al  1 0 6, 5 7 7 – 5 8 5.

C o s k u n U, Si m o n s K.  2 0 1 1. C ell m e m br a n e s: t h e li pi d p er s p e cti v e. 
Str u ct ur e  1 9, 1 5 4 3 – 1 5 4 8.

Cr e m o n a O, Di P a ol o G, W e n k M R, et  al . 1 9 9 9. E s s e nti al r ol e of 
p h o s p h oi n o siti d e m et a b oli s m i n s y n a pti c v e si cl e r e c y cli n g. C ell  9 9, 
1 7 9 – 1 8 8.

D’ A n g el o G, Vi ci n a n z a M, Di C a m pli A, D e M att ei s M A.  2 0 0 8. T h e 
m ulti pl e r ol e s of Pt dI n s( 4) P — n ot j u st t h e pr e c ur s or of Pt dI n s( 4, 5) P 2 . 
J o ur n al of C ell S ci e n c e  1 2 1, 1 9 5 5 – 1 9 6 3.

d e J o n g D H, L o p e z C A, M arri n k S J.  2 0 1 3. M ol e c ul ar vi e w o n pr ot ei n 
s orti n g i nt o li q ui d- or d er e d m e m br a n e d o m ai n s m e di at e d b y g a n gli o si d e s 
a n d li pi d a n c h or s. F ar a d a y Di s c u s si o n s  1 6 1, 3 4 7 – 3 6 3.

D el e u M, Cr o w et J - M, N a sir M N, Li n s L.  2 0 1 4. C o m pl e m e nt ar y 
bi o p h y si c al t o ol s t o i n v e sti g at e li pi d s p e ci fi cit y i n t h e i nt er a cti o n b et w e e n 
bi o a cti v e m ol e c ul e s a n d t h e pl a s m a m e m br a n e: a r e vi e w. Bi o c hi mi c a et 
Bi o p h y si c a A ct a  1 8 3 8, 3 1 7 1 – 3 1 9 0.

Li pi d – pr ot ei n i nt er a cti o n s i n c ell p ol arit y  | 1 5 9 5
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D e mir F, H or ntri c h C, Bl a c h ut zi k J O, et  al . 2 0 1 3. Ar a bi d o p si s  
n a n o d o m ai n- d eli mit e d A B A si g n ali n g p at h w a y r e g ul at e s t h e a ni o n c h a n n el 
S L A H 3. Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s, U S A  1 1 0, 
8 2 9 6 – 8 3 0 1.

D o w d P E, C o ur s ol S, S kir p a n A L, K a o T- h, Gilr o y S.  2 0 0 6. P et u ni a  
p h o s p h oli p a s e C 1 i s i n v ol v e d i n p oll e n t u b e gr o wt h. T h e Pl a nt C ell  1 8, 
1 4 3 8 – 1 4 5 3.

F e n dr y c h M, S y n e k L, P e č e n k o v á T, J a n k o v á Dr d o v á E, S e k er e š J, 
d e R y c k e R, N o w a c k M K, Ž ár s k ý V.  2 0 1 3. Vi s u ali z ati o n of t h e e x o c y st 
c o m pl e x d y n a mi c s at t h e pl a s m a m e m br a n e of Ar a bi d o p si s t h ali a n a . 
M ol e c ul ar Bi ol o g y of t h e C ell  2 4, 5 1 0 – 5 2 0.

Fr e s c at a d a - R o s a M, St a ni sl a s T, B a c k u e s S K, R ei c h ar dt I, M e n 
S, B o utt é Y, J ür g e n s G, M orit z T, B e d n ar e k S Y, Gr e b e M.  2 0 1 4. 
Hi g h li pi d or d er of Ar a bi d o p si s c ell- pl at e m e m br a n e s m e di at e d b y st er ol 
a n d D Y N A MI N- R E L A T E D P R O T EI N 1 A f u n cti o n. T h e Pl a nt J o ur n al  8 0, 
7 4 5 – 7 5 7.

F urt F, K ö ni g S, B e s s o ul e J - J, et  al . 2 0 1 0. P ol y p h o s p h oi n o siti d e s ar e 
e nri c h e d i n pl a nt m e m br a n e r aft s a n d f or m mi cr o d o m ai n s i n t h e pl a s m a 
m e m br a n e. Pl a nt P h y si ol o g y  1 5 2, 2 1 7 3 – 2 1 8 7.

G a d e y n e A, S á n c h e z - R o drí g u e z C, V a n n e st e S, et  al . 2 0 1 4. T h e 
T P L A T E a d a pt or c o m pl e x dri v e s cl at hri n- m e di at e d e n d o c yt o si s i n pl a nt s. 
C ell  1 5 6, 6 9 1 – 7 0 4.

G al v a n - A m p u di a C S, J ul k o w s k a M M, D ar wi s h E, G a n d ull o J, K or v er 
R A, Br u n o u d G, H ari n g M A, M u n ni k T, V er n o u x T, T e st eri n k C.  2 0 1 3. 
H al otr o pi s m i s a r e s p o n s e of pl a nt r o ot s t o a v oi d a s ali n e e n vir o n m e nt. 
C urr e nt Bi ol o g y  2 3, 2 0 4 4 – 2 0 5 0.

G ol a ni Y, K a y e Y, Gil h ar O, Er c eti n M, Gill a s p y G, L e vi n e A.  2 0 1 3. 
I n o sit ol p ol y p h o s p h at e p h o s p h ati d yli n o sit ol 5- p h o s p h at a s e 9 ( At 5 P T a s e 9) 
c o ntr ol s pl a nt s alt t ol er a n c e b y r e g ul ati n g e n d o c yt o si s. M ol e c ul ar Pl a nt  6, 
1 7 8 1 – 1 7 9 4.

Gr e b e M, X u J, M ö bi u s W, U e d a T, N a k a n o A, G e u z e H J, R o o k M B, 
S c h er e s B.  2 0 0 3. Ar a bi d o p si s  st er ol e n d o c yt o si s i n v ol v e s a cti n- m e di at e d 
tr af fi c ki n g vi a A R A 6- p o siti v e e arl y e n d o s o m e s. C urr e nt Bi ol o g y  1 3, 
1 3 7 8 – 1 3 8 7.

H a o H, F a n L, C h e n T, Li R, Li X, H e Q, B ot ell a M A, Li n J.  2 0 1 4. 
Cl at hri n a n d m e m br a n e mi cr o d o m ai n s c o o p er ati v el y r e g ul at e R b o h D 
d y n a mi c s a n d a cti vit y i n Ar a bi d o p si s . T h e Pl a nt C ell  2 6, 1 7 2 9 – 1 7 4 5.

H e B, Xi F, Z h a n g X, Z h a n g J, G u o W.  2 0 0 7. E x o 7 0 i nt er a ct s wit h 
p h o s p h oli pi d s a n d m e di at e s t h e t ar g eti n g of t h e e x o c y st t o t h e pl a s m a 
m e m br a n e. E M B O J o ur n al  2 6, 4 0 5 3 – 4 0 6 5.

H eil m a n n M, H eil m a n n I.  2 0 1 4. Pl a nt p h o s p h oi n o siti d e s- c o m pl e x 
n et w or k s c o ntr olli n g gr o wt h a n d a d a pt ati o n. Bi o c hi mi c a et Bi o p h y si c a 
A ct a  d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. b b ali p. 2 0 1 4. 1 0 0 9. 1 0 1 8 (i n pr e s s).

H elli n g D, P o s s art A, C otti er S, Kl a hr e U, K o st B.  2 0 0 6. P oll e n t u b e 
ti p gr o wt h d e p e n d s o n pl a s m a m e m br a n e p ol ari z ati o n m e di at e d b y 
t o b a c c o P L C 3 a cti vit y a n d e n d o c yti c m e m br a n e r e c y cli n g. T h e Pl a nt C ell  
1 8, 3 5 1 9 – 3 5 3 4.

I n g ólf s s o n HI, L o p e z C A, U u sit al o J J, d e J o n g D H, G o p al S M, 
P eri ol e X, M arri n k S J.  2 0 1 4a . T h e p o w er of c o ar s e gr ai ni n g i n 
bi o m ol e c ul ar si m ul ati o n s. Wil e y I nt er di s ci pli n ar y R e vi e w s: C o m p ut ati o n al 
M ol e c ul ar S ci e n c e  4, 2 2 5 – 2 4 8.

I n g ólf s s o n HI, M el o M N, v a n E er d e n F J, Ar n ar e z C, L o p e z C A, 
W a s s e n a ar T A, P eri ol e X, d e Vri e s A H, Ti el e m a n D P, M arri n k S J.  
2 0 1 4 b . Li pi d or g a ni z ati o n of t h e pl a s m a m e m br a n e. J o ur n al of t h e 
A m eri c a n C h e mi c al S o ci et y  1 3 6, 1 4 5 5 4 – 1 4 5 5 9.

I s c h e b e c k T, St e n z el I, H eil m a n n I. 2 0 0 8. Ty p e B p h o s p h ati d yli n o sit ol-
4- p h o s p h at e 5- ki n a s e s m e di at e Ar a bi d o p si s a n d Ni c oti a n a t a b a c u m  
p oll e n t u b e gr o wt h b y r e g ul ati n g a pi c al p e cti n s e cr eti o n. T h e Pl a nt C ell  2 0, 
3 3 1 2 – 3 3 3 0.

I s c h e b e c k T, St e n z el I, H e m p el F, Ji n X, M o s bl e c h A, H eil m a n n I. 
2 0 1 1. P h o s p h ati d yli n o sit ol- 4, 5- bi s p h o s p h at e i n fl u e n c e s Nt- R a c 5- m e di at e d 
c ell e x p a n si o n i n p oll e n t u b e s of Ni c oti a n a t a b a c u m . T h e Pl a nt J o ur n al  6 5, 
4 5 3 – 4 6 8.

I s c h e b e c k T, V u L H, Ji n X, St e n z el I, L öf k e C, H eil m a n n I. 2 0 1 0. 
F u n cti o n al c o o p er ati vit y of e n z y m e s of p h o s p h oi n o siti d e c o n v er si o n 
a c c or di n g t o s y n er gi sti c eff e ct s o n p e cti n s e cr eti o n i n t o b a c c o p oll e n 
t u b e s. M ol e c ul ar Pl a nt  3, 8 7 0 – 8 8 1.

I s c h e b e c k T, W er n er S, Kri s h n a m o ort h y P, et  al . 2 0 1 3. 
P h o s p h ati d yli n o sit ol 4, 5- bi s p h o s p h at e i n fl u e n c e s PI N p ol ari z ati o n b y 
c o ntr olli n g cl at hri n- m e di at e d m e m br a n e tr af fi c ki n g i n Ar a bi d o p si s . T h e 
Pl a nt C ell  2 5, 4 8 9 4 – 4 9 1 1.

J a n k o v á Dr d o v á E, S y n e k L, P e č e n k o v á T, H ál a M, K uli c h I, F o wl er 
J E, M ur p h y A S, Ž ár s k ý V.  2 0 1 3. T h e e x o c y st c o m pl e x c o ntri b ut e s t o PI N 
a u xi n ef fl u x c arri er r e c y cli n g a n d p ol ar a u xi n tr a n s p ort i n Ar a bi d o p si s. T h e 
Pl a nt J o ur n al  7 3, 7 0 9 – 7 1 9.

J a n o si L, G orf e A.  2 0 1 0. I m p ort a n c e of t h e s p hi n g o si n e b a s e d o u bl e-
b o n d g e o m etr y f or t h e str u ct ur al a n d t h er m o d y n a mi c pr o p erti e s of 
s p hi n g o m y eli n bil a y er s. Bi o p h y si c al J o ur n al  9 9, 2 9 5 7 – 2 9 6 6.

J ar s c h I K, K o nr a d S S, Str atil T F, Ur b a n u s S L, S z y m a n s ki W, Br a u n 
P, Br a u n K H, Ott T.  2 0 1 4. Pl a s m a m e m br a n e s ar e s u b c o m p art m e nt ali z e d 
i nt o a pl et h or a of c o e xi sti n g a n d di v er s e mi cr o d o m ai n s i n Ar a bi d o p si s  a n d 
Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a . T h e Pl a nt C ell  2 6, 1 6 9 8 – 1 7 1 1.

J eff er y s E, S a n s o m M S, F o wl er P W.  2 0 1 4. N R a s sl o w s t h e r at e at 
w hi c h a m o d el li pi d bil a y er p h a s e s e p ar at e s. F ar a d a y Di s c u s si o n s  1 6 9, 
2 0 9 – 2 2 3.

J ul k o w s k a M M, R a n k e n b er g J M, T e st eri n k C.  2 0 1 3. Li p o s o m e-
bi n di n g a s s a y s t o a s s e s s s p e ci fi cit y a n d af fi nit y of p h o s p h oli pi d- pr ot ei n 
i nt er a cti o n s. M et h o d s i n M ol e c ul ar Bi ol o g y  1 0 0 9, 2 6 1 – 2 7 1.

K alli A C, M or g a n G, S a n s o m M S.  2 0 1 3. I nt er a cti o n s of t h e a u xili n- 1 
P T E N-li k e d o m ai n wit h m o d el m e m br a n e s r e s ult i n n a n o cl u st eri n g of 
p h o s p h ati d yl i n o sit ol p h o s p h at e s. Bi o p h y si c al J o ur n al  1 0 5, 1 3 7 – 1 4 5.

Kl ei n e - V e h n J, W a b ni k K, M arti ni èr e A, et  al . 2 0 1 1. R e c y cli n g, 
cl u st eri n g, a n d e n d o c yt o si s j oi ntl y m ai nt ai n PI N a u xi n c arri er p ol arit y at t h e 
pl a s m a m e m br a n e. M ol e c ul ar S y st e m s Bi ol o g y  7, 5 4 0.

K o mi s G, Mi stri k M, Š a m aj o v á O, D o s k o č il o v á A, O v eč k a M, Ill é s 
P, B art e k J, Š a m aj J.  2 0 1 4. D y n a mi c s a n d or g a ni z ati o n of c orti c al 
mi cr ot u b ul e s a s r e v e al e d b y s u p err e s ol uti o n str u ct ur e d ill u mi n ati o n 
mi cr o s c o p y. Pl a nt P h y si ol o g y  1 6 5, 1 2 9 – 1 4 8.

K o n o p k a C A, B a c k u e s S K, B e d n ar e k S Y.  2 0 0 8. D y n a mi c s of 
Ar a bi d o p si s  d y n a mi n-r el at e d pr ot ei n 1 C a n d a cl at hri n li g ht c h ai n at t h e 
pl a s m a m e m br a n e. T h e Pl a nt C ell  2 0, 1 3 6 3 – 1 3 8 0.

K o n o p k a C A, B e d n a r e k S Y.  2 0 0 8. C o m p ari s o n of t h e d y n a mi c s a n d 
f u n cti o n al r e d u n d a n c y of t h e Ar a bi d o p si s d y n a mi n-r el at e d i s of or m s 
D R P 1 A a n d D R P 1 C d uri n g pl a nt d e v el o p m e nt. Pl a nt P h y si ol o g y  1 4 7 , 
1 5 9 0 – 1 6 0 2.

K o nr a d S S, P o p p C, Str atil T F, J ar s c h I K, T h all m air V, F ol g m a n n J, 
M arí n M, Ott T.  2 0 1 4. S - A c yl ati o n a n c h or s r e m ori n pr ot ei n s t o t h e pl a s m a 
m e m br a n e b ut d o e s n ot pri m aril y d et er mi n e t h eir l o c ali z ati o n i n m e m br a n e 
mi cr o d o m ai n s. N e w P h yt ol o gi st  2 0 3, 7 5 8 – 7 6 9.

K o oij m a n E E, Ti el e m a n D P, T e st eri n k C, M u n ni k T, Rij k er s D T S, 
B ur g er K N J, d e Kr uijff B.  2 0 0 7. A n el e ctr o st ati c/ h y dr o g e n b o n d s wit c h 
a s t h e b a si s f or t h e s p e ci fi c i nt er a cti o n of p h o s p h ati di c a ci d wit h pr ot ei n s. 
J o ur n al of Bi ol o gi c al C h e mi str y  2 8 2, 1 1 3 5 6 – 1 1 3 6 4.

K u s a n o H, T e st eri n k C, V er m e er J E M, T s u g e T, S hi m a d a H, O k a 
A, M u n ni k T, A o y a m a T.  2 0 0 8. T h e Ar a bi d o p si s  p h o s p h ati d yli n o sit ol 
p h o s p h at e 5- ki n a s e PI P 5 K 3 i s a k e y r e g ul at or of r o ot h air ti p gr o wt h. T h e 
Pl a nt C ell  2 0, 3 6 7 – 3 8 0.

Li G, X u e H W.  2 0 0 7. Ar a bi d o p si s P L D ζ 2  r e g ul at e s v e si cl e tr af fi c ki n g a n d 
i s r e q uir e d f or a u xi n r e s p o n s e. T h e Pl a nt C ell  1 9, 2 8 1 – 2 9 5.

Li H, C a o Z, Z h a n g Y, L a u C, L u J.  2 0 1 1. Si m ult a n e o u s d et e cti o n of 
t w o l u n g c a n c er bi o m ar k er s u si n g d u al- c ol or fl u or e s c e n c e q u a nt u m d ot s. 
A n al y st  1 3 6, 1 3 9 9 – 1 4 0 5.

Li R, Li u P, W a n Y, et  al . 2 0 1 2. A m e m br a n e mi cr o d o m ai n- a s s o ci at e d 
pr ot ei n, Ar a bi d o p si s  Fl ot 1, i s i n v ol v e d i n a cl at hri n-i n d e p e n d e nt e n d o c yti c 
p at h w a y a n d i s r e q uir e d f or s e e dli n g d e v el o p m e nt. T h e Pl a nt C ell  2 4, 
2 1 0 5 – 2 1 2 2.

Li X, W a n g X, Y a n g Y, Li R, H e Q, F a n g X, L u u D T, M a ur el C, Li n J.  
2 0 1 1. Si n gl e- m ol e c ul e a n al y si s of PI P 2; 1 d y n a mi c s a n d p artiti o ni n g r e v e al s 
m ulti pl e m o d e s of Ar a bi d o p si s  pl a s m a m e m br a n e a q u a p ori n r e g ul ati o n. 
T h e Pl a nt C ell  2 3, 3 7 8 0 – 3 7 9 7.

Li Z, J a n o si L, G orf e A A.  2 0 1 2. F or m ati o n a n d d o m ai n p artiti o ni n g 
of H-r a s p e pti d e n a n o cl u st er s: eff e ct s of p e pti d e c o n c e ntr ati o n a n d 
li pi d c o m p o siti o n. J o ur n al of t h e A m eri c a n C h e mi c al S o ci et y  1 3 4, 
1 7 2 7 8 – 1 7 2 8 5.

Li m Z - Y, T h uri n g J W, H ol m e s A B, M a nif a v a M, Kti st a ki s N T.  2 0 0 2. 
S y nt h e si s a n d bi ol o gi c al e v al u ati o n of a Pt dI n s( 4, 5) P 2  a n d a p h o s p h ati di c 
a ci d af fi nit y m atri x. J o ur n al of t h e C h e mi c al S o ci et y, P er ki n Tr a n s a cti o n s  1, 
1 0 6 7 – 1 0 7 5.

Li u J, Z u o X, Y u e P, G u o W.  2 0 0 7. P h o s p h ati d yli n o sit ol 4, 5- bi s p h o s p h at e 
m e di at e s t h e t ar g eti n g of t h e e x o c y st t o t h e pl a s m a m e m br a n e f or 
e x o c yt o si s i n m a m m ali a n c ell s. M ol e c ul ar Bi ol o g y of t h e C ell  1 8, 
4 4 8 3 – 4 4 9 2.

1 5 9 6  | S e k er e š  et  al.
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Li u P, Li R - L, Z h a n g L, W a n g Q - L, Ni e h a u s K, B al u š k a F, Š a m aj J, 
Li n J - X.  2 0 0 9. Li pi d mi cr o d o m ai n p ol ari z ati o n i s r e q uir e d f or N A D P H 
o xi d a s e- d e p e n d e nt R O S si g n ali n g i n Pi c e a m e y eri  p oll e n t u b e ti p gr o wt h. 
T h e Pl a nt J o ur n al  6 0, 3 0 3 – 3 1 3.

Li u Y, S u Y, W a n g X.  2 0 1 3. P h o s p h ati di c a ci d- m e di at e d si g n ali n g. I n: 
C a p ell ut o D G S, e d. Li pi d- m e di at e d pr ot ei n si g n ali n g  . D or dr e c ht: S pri n g er, 
1 5 9 – 1 7 6.

M a n n a M, R ó g T, V att ul ai n e n I.  2 0 1 4. T h e c h all e n g e s of u n d er st a n di n g 
gl y c oli pi d f u n cti o n s: a n o p e n o utl o o k b a s e d o n m ol e c ul ar si m ul ati o n s. 
Bi o c hi mi c a et Bi o p h y si c a A ct a  1 8 4 1, 1 1 3 0 – 1 1 4 5.

M ar k h a m J E, M oli n o D, Gi s s ot L, B ell e c Y, H é m at y K, M ari o n J, 
B el cr a m K, P al a u q ui J C, S ati at - J e u n e M aîtr e B, F a ur e J D.  2 0 1 1. 
S p hi n g oli pi d s c o nt ai ni n g v er y-l o n g- c h ai n f att y a ci d s d e fi n e a s e cr et or y 
p at h w a y f or s p e ci fi c p ol ar pl a s m a m e m br a n e pr ot ei n t ar g eti n g i n 
Ar a bi d o p si s . T h e Pl a nt C ell  2 3, 2 3 6 2 – 2 3 7 8.

M arri n k S J, Ri s s el a d a H J, Y e fi m o v S, Ti el e m a n D P, d e Vri e s A H.  
2 0 0 7. T h e M A R TI NI f or c e fi el d: c o ar s e gr ai n e d m o d el f or bi o m ol e c ul ar 
si m ul ati o n s. J o ur n al of P h y si c al C h e mi str y B  1 1 1, 7 8 1 2 – 7 8 2 4.

M arti n T F J.  2 0 1 4. PI( 4, 5) P2 - bi n di n g eff e ct or pr ot ei n s f or v e si cl e 
e x o c yt o si s. Bi o c hi mi c a et Bi o p h y si c a A ct a  d oi: 1 0. 1 0 1 6/j.
b b ali p. 2 0 1 4. 1 0 0 9. 1 0 1 7 (i n pr e s s),

M arti ni èr e A, L a v a gi I, N a g e s w ar a n G, et  al . 2 0 1 2. C ell w all c o n str ai n s 
l at er al diff u si o n of pl a nt pl a s m a- m e m br a n e pr ot ei n s. Pr o c e e di n g s of t h e 
N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s, U S A  1 0 9, 1 2 8 0 5 – 1 2 8 1 0.

M c L o u g hli n F, Ari s z S A, D e k k er H L, Kr a m er G, d e K o st er C G, 
H ari n g M A, M u n ni k T, T e st eri n k C.  2 0 1 3. I d e nti fi c ati o n of n o v el 
c a n di d at e p h o s p h ati di c a ci d- bi n di n g pr ot ei n s i n v ol v e d i n t h e s alt- str e s s 
r e s p o n s e of Ar a bi d o p si s t h ali a n a  r o ot s. Bi o c h e mi c al J o ur n al  4 5 0, 
5 7 3 – 5 8 1.

M e d er D, M or e n o M J, V er k a d e P, V a z W L C, Si m o n s K.  2 0 0 6. P h a s e 
c o e xi st e n c e a n d c o n n e cti vit y i n t h e a pi c al m e m br a n e of p ol ari z e d e pit h eli al 
c ell s. Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s, U S A  1 0 3, 
3 2 9 – 3 3 4.

M ei Y, Ji a W J, C h u Y J, X u e H W.  2 0 1 2. Ar a bi d o p si s  p h o s p h ati d yli n o sit ol 
m o n o p h o s p h at e 5- ki n a s e 2 i s i n v ol v e d i n r o ot gr a vitr o pi s m t hr o u g h 
r e g ul ati o n of p ol ar a u xi n tr a n s p ort b y aff e cti n g t h e c y cli n g of PI N pr ot ei n s. 
C ell R e s e ar c h  2 2, 5 8 1 – 5 9 7.

M eij er H J G, M u n ni k T.  2 0 0 3. P h o s p h oli pi d- b a s e d si g n ali n g i n pl a nt s. 
A n n u al R e vi e w of Pl a nt Bi ol o g y  5 4, 2 6 5 – 3 0 6.

M e n S, B o utt é Y, I k e d a Y, Li X, P al m e K, Sti er h of Y- D, H art m a n n 
M - A, M orit z T, Gr e b e M.  2 0 0 8. St er ol- d e p e n d e nt e n d o c yt o si s m e di at e s 
p o st- c yt o ki n eti c a c q ui siti o n of PI N 2 a u xi n ef fl u x c arri er p ol arit y. N at ur e C ell 
Bi ol o g y  1 0, 2 3 7 – 2 4 4.

M oli n o D, V a n d er Gi e s s e n E, Gi s s ot L, et  al . 2 0 1 4. I n hi biti o n of v er y 
l o n g a c yl c h ai n s p hi n g oli pi d s y nt h e si s m o di fi e s m e m br a n e d y n a mi c s 
d uri n g pl a nt c yt o ki n e si s. Bi o c hi mi c a et Bi o p h y si c a A ct a  1 8 4 1, 1 4 2 2 – 1 4 3 0.

M o nt eir o D, Li u Q, Li s b o a S, S c h er er G E F, Q u a d er H, M al h ó R.  2 0 0 5. 
P h o s p h oi n o siti d e s a n d p h o s p h ati di c a ci d r e g ul at e p oll e n t u b e gr o wt h 
a n d r e ori e nt ati o n t hr o u g h m o d ul ati o n of [ C a 2 + ]c  a n d m e m br a n e s e cr eti o n. 
J o ur n al of E x p eri m e nt al B ot a n y  5 6, 1 6 6 5 – 1 6 7 4.

M or a v c e vi c K, O xl e y C L, L e m m o n M A.  2 0 1 2. C o n diti o n al p eri p h er al 
m e m br a n e pr ot ei n s: f a ci n g u p t o li mit e d s p e ci fi cit y. Str u ct ur e  2 0, 1 5 – 2 7.

M u n ni k T, Wi er z c h o wi e c k a M.  2 0 1 3. Li pi d- bi n di n g a n al y si s u si n g a f at 
bl ot a s s a y. M et h o d s i n M ol e c ul ar Bi ol o g y  1 0 0 9, 2 5 3 – 2 5 9.

Ni c ol s o n G L.  2 0 1 4. T h e Fl ui d- M o s ai c M o d el of M e m br a n e str u ct ur e: 
still r el e v a nt t o u n d er st a n di n g t h e str u ct ur e, f u n cti o n a n d d y n a mi c s of 
bi ol o gi c al m e m br a n e s aft er m or e t h a n 4 0  y e ar s. Bi o c hi mi c a et Bi o p h y si c a 
A ct a  1 8 3 8, 1 4 5 1 – 1 4 6 6.

N o v á k o v á P, Hir s c h S, F er ar u E, et  al . 2 0 1 4. S A C p h o s p h oi n o siti d e 
p h o s p h at a s e s at t h e t o n o pl a st m e di at e v a c u ol ar f u n cti o n i n Ar a bi d o p si s . 
Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s, U S A  1 1 1, 2 8 1 8 – 2 8 2 3.

O v e č k a M, B er s o n T, B e c k M, D er k s e n J, Š a m aj J, B al u š k a F, 
Li c ht s c h ei dl I K.  2 0 1 0. Str u ct ur al st er ol s ar e i n v ol v e d i n b ot h t h e i niti ati o n 
a n d ti p gr o wt h of r o ot h air s i n Ar a bi d o p si s t h ali a n a . T h e Pl a nt C ell  2 2, 
2 9 9 9 – 3 0 1 9.

O w e n D M, G a u s K.  2 0 1 3. I m a gi n g li pi d d o m ai n s i n c ell m e m br a n e s: t h e 
a d v e nt of s u p er-r e s ol uti o n fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y. Fr o nti er s i n Pl a nt 
S ci e n c e  4, 5 0 3.

P ej c h ar P, P ot o c k ý M, N o v ot n á Z, V e s el k o v á Š, K o c o ur k o v á D, 
V al e nt o v á O, S c h w ar z er o v á K, M arti n e c J.  2 0 1 0. Al u mi ni u m i o n s 

i n hi bit f or m ati o n of di a c yl gl y c er ol g e n er at e d b y p h o s p h ati d yl c h oli n e-
h y dr ol y si n g p h o s p h oli p a s e C i n t o b a c c o c ell s. N e w P h yt ol o gi st  1 8 8, 
1 5 0 – 1 6 0.

P ej c h ar P, P ot o c k ý M, Kr č k o v á Z, Br o u z d o v á J, D a n ě k M, M arti n e c J.   
2 0 1 5. N o n- s p e ci fi c p h o s p h oli p a s e C 4 m e di at e s r e s p o n s e t o al u mi n u m 
t o xi cit y i n Ar a bi d o p si s t h ali a n a. Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e  6 , 6 6, d oi: 
1 0. 3 3 8 9/f pl s. 2 0 1 5. 0 0 0 6 6.

P erl m utt er J D, S a c h s J N.  2 0 1 1. I nt erl e a fl et i nt er a cti o n a n d a s y m m etr y i n 
p h a s e s e p ar at e d li pi d bil a y er s: m ol e c ul ar d y n a mi c s si m ul ati o n s. J o ur n al of 
t h e A m eri c a n C h e mi c al S o ci et y 1 3 3, 6 5 6 3 – 6 5 7 7.

Pi n ot M, V a n ni S, P a g n ott a S, L a c a s - G er v ai s S, P a y et L A, F err eir a 
T, G a uti er R, G o u d B, A nt o n n y B, B ar elli H.  2 0 1 4. P ol y u n s at ur at e d 
p h o s p h oli pi d s f a cilit at e m e m br a n e d ef or m ati o n a n d fi s si o n b y e n d o c yti c 
pr ot ei n s. S ci e n c e  3 4 5, 6 9 3 – 6 9 7.

Pl e s k ot R, Li J, Ž ár s k ý V, P ot o c k ý M, St ai g er C J.  2 0 1 3. R e g ul ati o n of 
c yt o s k el et al d y n a mi c s b y p h o s p h oli p a s e D a n d p h o s p h ati di c a ci d. Tr e n d s 
i n Pl a nt S ci e n c e 1 8, 4 9 6 – 5 0 4.

Pl e s k ot R, P ej c h ar P, B e z v o d a R, Li c ht s c h ei dl I K, W olt er s - Art s M, 
M ar c J, Ž ár s k ý V, P ot o c k ý M.  2 0 1 2a . T ur n o v er of p h o s p h ati di c a ci d 
t hr o u g h di sti n ct si g n alli n g p at h w a y s aff e ct s m ulti pl e a s p e ct s of t o b a c c o 
p oll e n t u b e ti p gr o wt h. Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e  3, 5 4, d oi: 1 0. 3 3 8 9/
f pl s. 2 0 1 2. 0 0 0 5 4.

Pl e s k ot R, P ej c h ar P, St ai g er C J, P ot o c k ý M.  2 0 1 4. W h e n f at i s n ot 
b a d: t h e r e g ul ati o n of a cti n d y n a mi c s b y p h o s p h oli pi d si g n ali n g m ol e c ul e s. 
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e  5, 5, d oi: 1 0. 3 3 8 9/f pl s. 2 0 1 4. 0 0 0 0 5.

Pl e s k ot R, P ej c h ar P, Ž ár s k ý V, St ai g er C J, P ot o c k ý M.  2 0 1 2b . 
Str u ct ur al i n si g ht s i nt o t h e i n hi biti o n of a cti n- c a p pi n g pr ot ei n 
b y i nt er a cti o n s wit h p h o s p h ati di c a ci d a n d p h o s p h ati d yli n o sit ol 
( 4, 5)- bi s p h o s p h at e. P L o S C o m p ut ati o n al Bi ol o g y  8, e 1 0 0 2 7 6 5.

P ot o c k ý M, Eli á š M, Pr of ot o v á B, N o v ot n á Z, V al e nt o v á O, Ž ár s k ý 
V.  2 0 0 3. P h o s p h ati di c a ci d pr o d u c e d b y p h o s p h oli p a s e D i s r e q uir e d f or 
t o b a c c o p oll e n t u b e gr o wt h. Pl a nt a  2 1 7, 1 2 2 – 1 3 0.

P ot o c k ý M, Pl e s k ot R, P ej c h ar P, Vit al e N, K o st B, Ž ár s k ý V.  2 0 1 4. 
Li v e- c ell i m a gi n g of p h o s p h ati di c a ci d d y n a mi c s i n p oll e n t u b e s vi s u ali z e d 
b y S p o 2 0 p- d eri v e d bi o s e n s or. N e w P h yt ol o gi st  2 0 3, 4 8 3 – 4 9 4.

Pr e u s s M L, S c h mit z A J, T h ol e J M, B o n n er H K, Ot e g ui M S, Ni el s e n 
E.  2 0 0 6. A r ol e f or t h e R a b A 4 b eff e ct or pr ot ei n PI- 4 Kβ 1 i n p ol ari z e d 
e x p a n si o n of r o ot h air c ell s i n Ar a bi d o p si s t h ali a n a . J o ur n al of C ell Bi ol o g y  
1 7 2, 9 9 1 – 9 9 8.

R aff a el e S, B a y er E, L af ar g e D, et  al . 2 0 0 9. R e m ori n, a S ol a n a c e a e 
pr ot ei n r e si d e nt i n m e m br a n e r aft s a n d pl a s m o d e s m at a, i m p air s P ot at o 
vir u s X  m o v e m e nt. T h e Pl a nt C ell  2 1, 1 5 4 1 – 1 5 5 5.

Ri s s el a d a H J, M arri n k S J.  2 0 0 8. T h e m ol e c ul ar f a c e of li pi d r aft s i n 
m o d el m e m br a n e s. Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s, 
U S A  1 0 5, 1 7 3 6 7 – 1 7 3 7 2.

R o p p ol o D, D e R y b el B, T e n d o n V D, P fi st er A, Al a s si m o n e J, 
V er m e er J E M, Y a m a z a ki M, Sti er h of Y- D, B e e c k m a n T, G el d n er N.  
2 0 1 0. A n o v el pr ot ei n f a mil y m e di at e s C a s p ari a n stri p f or m ati o n i n t h e 
e n d o d er mi s. N at ur e  4 7 3, 3 8 0 – 3 8 3.

S c h äf er L V, M arri n k S J.  2 0 1 0. P artiti o ni n g of li pi d s at d o m ai n b o u n d ari e s 
i n m o d el m e m br a n e s. Bi o p h y si c al J o ur n al  9 9, L 9 1 – L 9 3.

Si m o n M L A, Pl atr e M P, A s sil S, v a n Wij k R, C h e n W Y, C h or y J, 
Dr e u x M, M u n ni k T, J aill ai s Y.  2 0 1 4. A m ulti- c ol o ur/ m ulti- af fi nit y m ar k er 
s et t o vi s u ali z e p h o s p h oi n o siti d e d y n a mi c s i n Ar a bi d o p si s. T h e Pl a nt 
J o ur n al  7 7, 3 2 2 – 3 3 7.

S or e k N, S e g e v O, G ut m a n O, et  al . 2 0 1 0. A n S - a c yl ati o n s wit c h of 
c o n s er v e d G d o m ai n c y st ei n e s i s r e q uir e d f or p ol arit y si g n ali n g b y R O P 
G T P a s e s. C urr e nt Bi ol o g y  2 0, 9 1 4 – 9 2 0.

S o u s a E, K o st B, M al h ó R.  2 0 0 8. Ar a bi d o p si s  p h o s p h ati d yli n o sit ol- 4-
m o n o p h o s p h at e 5- ki n a s e 4 r e g ul at e s p oll e n t u b e gr o wt h a n d p ol arit y b y 
m o d ul ati n g m e m br a n e r e c y cli n g. T h e Pl a nt C ell  2 0, 3 0 5 0 – 3 0 6 4.

S pir a F, M u ell er N S, B e c k G, v o n Ol s h a u s e n P, B ei g J, W e dli c h -
S öl d n er R.  2 0 1 2. P at c h w or k or g a ni z ati o n of t h e y e a st pl a s m a m e m br a n e 
i nt o n u m er o u s c o e xi sti n g d o m ai n s. N at ur e C ell Bi ol o g y  1 4, 6 4 0 – 6 4 8.

St a n sf el d P J, S a n s o m M S.  2 0 1 1. M ol e c ul ar si m ul ati o n a p pr o a c h e s t o 
m e m br a n e pr ot ei n s. Str u ct ur e  1 9, 1 5 6 2 – 1 5 7 2.

St e n z el I, I s c h e b e c k T, K ö ni g S, H oł u b o w s k a A, S p or y s z M, H a u s e 
B, H eil m a n n I.  2 0 0 8. T h e t y p e B p h o s p h ati d yli n o sit ol- 4- p h o s p h at e 
5- ki n a s e 3 i s e s s e nti al f or r o ot h air f or m ati o n i n Ar a bi d o p si s t h ali a n a . Pl a nt 
C ell  1 0, 1 2 4 – 1 4 1.

Li pi d – pr ot ei n i nt er a cti o n s i n c ell p ol arit y  | 1 5 9 7

4 4
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St e n z el I, I s c h e b e c k T, Q ui nt M, H eil m a n n I.  2 0 1 2. V ari a bl e r e gi o n s of 
PI 4 P 5- ki n a s e s dir e ct Pt dI n s( 4, 5) P 2  t o w ar d s alt er n ati v e r e g ul at or y f u n cti o n s 
i n t o b a c c o p oll e n t u b e s. Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e  2, 1 1 4.

T ej o s R, S a u er M, V a n n e st e S, et  al . 2 0 1 4. Bi p ol ar pl a s m a m e m br a n e 
di stri b uti o n of p h o s p h oi n o siti d e s a n d t h eir r e q uir e m e nt f or a u xi n- m e di at e d 
c ell p ol arit y a n d p att er ni n g i n Ar a bi d o p si s . T h e Pl a nt C ell  2 6, 2 1 1 4 – 2 1 2 8.

T e st eri n k C, M u n ni k T.  2 0 1 1. M ol e c ul ar, c ell ul ar, a n d p h y si ol o gi c al 
r e s p o n s e s t o p h o s p h ati di c a ci d f or m ati o n i n pl a nt s. J o ur n al of 
E x p eri m e nt al B ot a n y  6 2, 2 3 4 9 – 2 3 6 1.

T h ol e J M, Ni el s e n E.  2 0 0 8. P h o s p h oi n o siti d e s i n pl a nt s: n o v el f u n cti o n s 
i n m e m br a n e tr af fi c ki n g. C urr e nt O pi ni o n i n Pl a nt Bi ol o g y  1 1, 6 2 0 – 6 3 1.

T h ol e J M, V er m e er J E M, Z h a n g Y L, G a d ell a T W J, Ni el s e n E.  2 0 0 8. 
R O O T H AI R D E F E C TI V E 4  e n c o d e s a p h o s p h ati d yli n o sit ol- 4- p h o s p h at e 
p h o s p h at a s e r e q uir e d f or pr o p er r o ot h air d e v el o p m e nt i n Ar a bi d o p si s 
t h ali a n a. T h e Pl a nt C ell  2 0, 3 8 1 – 3 9 5.

V a n D a m m e D, G a d e y n e A, V a n str a el e n M, I n z é D, V a n M o nt a g u 
M C E, D e J a e g er G, R u s si n o v a E, G e el e n D.  2 0 1 1. A d a pti n-li k e pr ot ei n 
T P L A T E a n d cl at hri n r e cr uit m e nt d uri n g pl a nt s o m ati c c yt o ki n e si s o c c ur s 
vi a t w o di sti n ct p at h w a y s. Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of 
S ci e n c e s, U S A  1 0 8, 6 1 5 – 6 2 0.

v a n d e n B o g a art G, M e y e n b er g K, Ri s s el a d a H J, et  al . 2 0 1 1. 
M e m br a n e pr ot ei n s e q u e st eri n g b y i o ni c pr ot ei n –li pi d i nt er a cti o n s. N at ur e  
4 7 9, 5 5 2 – 5 5 5.

v a n L e e u w e n W, V er m e er J E M, G a d ell a T W J, Jr, M u n ni k T.  2 0 0 7. 
Vi s u ali z ati o n of p h o s p h ati d yli n o sit ol 4, 5- bi s p h o s p h at e i n t h e pl a s m a 
m e m br a n e of s u s p e n si o n- c ult ur e d t o b a c c o B Y- 2 c ell s a n d w h ol e 
Ar a bi d o p si s s e e dli n g s. T h e Pl a nt J o ur n al  5 2, 1 0 1 4 – 1 0 2 6.

v a n R h e e n e n J, M ul u g et a A c h a m e E, J a n s s e n H, C al af at J, J ali n k 
K.  2 0 0 5. PI P2  si g n ali n g i n li pi d d o m ai n s: a criti c al r e- e v al u ati o n. E M B O 
J o ur n al  2 4, 1 6 6 4 – 1 6 7 3.

V er m e er J E, M u n ni k T.  2 0 1 3. U si n g g e n eti c all y e n c o d e d fl u or e s c e nt 
r e p ort er s t o i m a g e li pi d si g n alli n g i n li vi n g pl a nt s. M et h o d s i n M ol e c ul ar 
Bi ol o g y  1 0 0 9, 2 8 3 – 2 8 9.

V er m e er J E M, T h ol e J M, G o e d h art J, Ni el s e n E, M u n ni k T, G a d ell a 
Jr T W J.  2 0 0 9. I m a gi n g p h o s p h ati d yli n o sit ol 4- p h o s p h at e d y n a mi c s i n 
li vi n g pl a nt c ell s. T h e Pl a nt J o ur n al  5 7, 3 5 6 – 3 7 2.

W a n g Q, Z h a o Y, L u o W, Li R, H e Q, F a n g X, D e Mi c h el e R, A st C, 
v o n Wir é n N, Li n J.  2 0 1 3. Si n gl e- p arti cl e a n al y si s r e v e al s s h ut off c o ntr ol 
of t h e Ar a bi d o p si s  a m m o ni u m tr a n s p ort er A M T 1; 3 b y cl u st eri n g a n d 

i nt er n ali z ati o n. Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s, U S A  
1 1 0, 1 3 2 0 4 – 1 3 2 0 9.

W a n g Y- H, Sl o c h o w er D R, J a n m e y P A.  2 0 1 4. C o u nt eri o n- m e di at e d 
cl u st er f or m ati o n b y p ol y p h o s p h oi n o siti d e s. C h e mi str y a n d P h y si c s of 
Li pi d s  1 8 2, 3 8 – 5 1.

Willi a m s M E, T or a bi n ej a d J, C o hi c k E, P ar k er K, Dr a k e E J, 
T h o m p s o n J E, H ortt er M, D e W al d D B.  2 0 0 5. M ut ati o n s i n t h e 
Ar a bi d o p si s p h o s p h oi n o siti d e p h o s p h at a s e g e n e S A C 9  l e a d t o 
o v er a c c u m ul ati o n of Pt dI n s( 4, 5) P 2  a n d c o n stit uti v e e x pr e s si o n of t h e 
str e s s-r e s p o n s e p at h w a y. Pl a nt P h y si ol o g y  1 3 8, 6 8 6 – 7 0 0.

Ž ár s k ý V, C vr č k o v á F, P ot o c k ý M, H ál a M.  2 0 0 9. E x o c yt o si s a n d c ell 
p ol arit y i n pl a nt s — e x o c y st a n d r e c y cli n g d o m ai n s. N e w P h yt ol o gi st  1 8 3, 
2 5 5 – 2 7 2.

Z h a n g X, Orl a n d o K, H e B, Xi F, Z h a n g J, Z aj a c A, G u o W.  2 0 0 8. 
M e m br a n e a s s o ci ati o n a n d f u n cti o n al r e g ul ati o n of S e c 3 b y p h o s p h oli pi d s 
a n d C d c 4 2. J o ur n al of C ell Bi ol o g y  1 8 0, 1 4 5 – 1 5 8.

Z h a n g Y, I m mi n k R, Li u C - M, E m o n s A M, K et el a ar T.  2 0 1 3. T h e 
Ar a bi d o p si s e x o c y st s u b u nit S E C 3 A i s e s s e nti al f or e m br y o d e v el o p m e nt 
a n d a c c u m ul at e s i n tr a n si e nt p u n ct a at t h e pl a s m a m e m br a n e. N e w 
P h yt ol o gi st  1 9 9, 7 4 – 8 8.

Z h a o H, L a p p al ai n e n P.  2 0 1 2. A si m pl e g ui d e t o bi o c h e mi c al 
a p pr o a c h e s f or a n al y zi n g pr ot ei n –li pi d i nt er a cti o n s. M ol e c ul ar Bi ol o g y of 
t h e C ell 2 3, 2 8 2 3 – 2 8 3 0.

Z h a o X, Li R, L u C, B al u š k a F, W a n Y.  2 0 1 4. Di- 4- A N E P P D H Q, a 
fl u or e s c e nt pr o b e f or t h e vi s u ali s ati o n of m e m br a n e mi cr o d o m ai n s i n 
li vi n g Ar a bi d o p si s t h ali a n a  c ell s. Pl a nt P h y si ol o g y a n d Bi o c h e mi str y  8 7 , 
5 3 – 6 0.

Z h a o Y, Li u J, Y a n g C, et  al . 2 0 1 3. E x o 7 0 g e n er at e s m e m br a n e 
c ur v at ur e f or m or p h o g e n e si s a n d c ell mi gr ati o n. D e v el o p m e nt al C ell  2 6, 
2 6 6 – 2 7 8.

Z h a o Y, Y a n A, F eij ó J A, F ur ut a ni M, T a k e n a w a T, H w a n g I, F u 
Y, Y a n g Z B.  2 0 1 0. P h o s p h oi n o siti d e s r e g ul at e cl at hri n- d e p e n d e nt 
e n d o c yt o si s at t h e ti p of p oll e n t u b e s i n Ar a bi d o p si s a n d t o b a c c o. T h e 
Pl a nt C ell  2 2, 4 0 3 1 – 4 0 4 4.

Z h o n g R, B ur k D H, M orri s o n III W H, Y e Z H.  2 0 0 4. F R A GI L E 
FI B E R 3 , a n Ar a bi d o p si s g e n e e n c o di n g a t y p e II i n o sit ol p ol y p h o s p h at e 
5- p h o s p h at a s e, i s r e q uir e d f or s e c o n d ar y w all s y nt h e si s a n d a cti n 
or g a ni z ati o n i n fi b er c ell s. T h e Pl a nt C ell  1 6, 3 2 4 2 – 3 2 5 9.

1 5 9 8  | S e k er e š  et  al.

4 5
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MI NI  R E VI E W  A R TI C L E
p u bli s h e d: 0 2 J a n u ar y 2 0 1 4

d oi: 1 0. 3 3 8 9/f pl s. 2 0 1 3. 0 0 5 4 3

T h e e x o c y st at t h e i nt erf a c e  b et w e e n c yt o s k el et o n a n d
m e m br a n e s i n e u k ar y oti c c ell s

L u k á š  S y n e k 1 , J ur aj  S e k er e š 1, 2 a n d  Vi kt or  Ž ár s k ý 1, 2 *
1 L a b or at or y of  C ell  Bi ol o g y, I n stit ut e of  E x p eri m e nt al  B ot a n y,  A c a d e m y of  S ci e n c e s of t h e  C z e c h  R e p u bli c,  Pr a g u e,  C z e c h  R e p u bli c
2 L a b or at or y of  Pl a nt  C ell  Bi ol o g y,  D e p art m e nt of  E x p eri m e nt al  Pl a nt  Bi ol o g y, F a c ult y of  S ci e n c e,  C h arl e s  U ni v er sit y i n  Pr a g u e,  Pr a g u e,  C z e c h  R e p u bli c

E dit e d  b y:

C hri st o p h er J.  St ai g er,  P ur d u e

U ni v er sit y,  U S A

R e vi e w e d  b y:

A n dr e a s  N e b e nf ü hr,  U ni v er sit y of

T e n n e s s e e,  U S A

Fr a nti s e k  B al u s k a,  U ni v er sit y of  B o n n,

G er m a n y

* C orr e s p o n d e n c e:

Vi kt or Ž ár s k ý, L a b or at or y of  Pl a nt  C ell

Bi ol o g y,  D e p art m e nt of  E x p eri m e nt al

Pl a nt  Bi ol o g y, F a c ult y of  S ci e n c e,

C h arl e s  U ni v er sit y i n  Pr a g u e,  Vi ni c n a

5, 1 2 8 4 4  Pr a g u e,  C z e c h  R e p u bli c

e- m ail: z ar s k y @ u e b. c a s. c z

D eli v er y a n d fi n al f u si o n of t h e s e cr et or y v e si cl e s  wit h t h e r el e v a nt t ar g et  m e m br a n e

ar e hi er ar c hi c all y or g a ni z e d a n d r e ci pr o c all y i nt er c o n n e ct e d  m ulti- st e p pr o c e s s e s i n v ol vi n g

n ot o nl y s p e ci fi c pr ot ei n – pr ot ei n i nt er a cti o n s, b ut al s o s p e ci fi c pr ot ei n – p h o s p h oli pi d

i nt er a cti o n s. T h e e x o c y st  w a s di s c o v er e d a s a t et h eri n g c o m pl e x  m e di ati n g i niti al e n c o u nt er

of arri vi n g e x o c yti c v e si cl e s  wit h t h e pl a s m a  m e m br a n e. T h e e x o c y st c o m pl e x i s r e g ul at e d

b y  R a b a n d  R h o s m all  G T P a s e s, r e s ulti n g i n d o c ki n g of e x o c yti c v e si cl e s t o t h e pl a s m a

m e m br a n e ( P M) a n d fi n all y t h eir f u si o n  m e di at e d b y s p e ci fi c  S N A R E c o m pl e x e s. I n  m o d el

O pi st h o k o nt c ell s, t h e e x o c y st  w a s s h o w n t o dir e ctl y i nt er a ct  wit h b ot h  mi cr ot u b ul e

a n d  mi cr o fil a m e nt c yt o s k el et o n a n d r el at e d  m ot or pr ot ei n s a s  w ell a s  wit h t h e  P M

vi a p h o s p h ati d yli n o sit ol 4, 5- bi s p h o s p h at e s p e ci fi c bi n di n g,  w hi c h dir e ctl y aff e ct s c orti c al

c yt o s k el et o n a n d  P M d y n a mi c s.  H er e  w e s u m m ari z e t h e c urr e nt k n o wl e d g e o n e x o c y st-

c yt o s k el et o n- P M i nt er a cti o n s i n or d er t o o p e n a p er s p e cti v e f or f ut ur e r e s e ar c h i n t hi s ar e a

i n pl a nt c ell s.

K e y w or d s: e x o c y st, a cti n c yt o s k el et o n,  mi cr ot u b ul e c yt o s k el et o n,  p h o s p h oli pi d s,  m y o si n, s m all  G T P a s e s,  E x o 7 0,

s e cr eti o n

T H E E X O C Y S T  A S  A R E G U L A T O R Y  H U B I N T H E  A C TI V E C E L L
C O R T E X
P ol ari z e d s urf a c e gr o wt h i n e u k ar y oti c c ells i n v ol v es i nt er a cti o ns
b et w e e n t h e c yt os k el et o n a n d  m e m br a n e tr a ns p ort p at h w a ys.  T h e
l ast st e ps of t h e s e cr et or y p at h w a y t a ki n g pl a c e i n t h e vi ci nit y of
t h e pl as m a  m e m br a n e ( P M) ar e r e g ul at e d b y a n arr a y of s m all
G T P as es, t h e e x o c yst t et h eri n g c o m pl e x, a n d S N A R E pr ot ei ns.
T h e e x o c yst is a pr ot ei n c o m pl e x c o m prisi n g ei g ht s u b u nits ( S e c 3,
S e c 5, S e c 6, S e c 8, S e c 1 0, S e c 1 5, E x o 7 0, a n d E x o 8 4) e n g a g e d i n
d o c ki n g a n d t et h eri n g of s e cr et or y v esi cl es, pr o vi di n g a s p ati al
a n d t e m p or al r e g ul ati o n of e x o c yt osis ( Hs u et al., 1 9 9 6 ; Ter B us h
et al., 1 9 9 6 ) a n d i nt er a cti n g dir e ctl y or i n dir e ctl y  wit h  m e m br a n es,
c yt os k el et al pr ot ei ns, as  w ell as  wit h s m all  G T P as es fr o m t h e  R a b,
R al, a n d  R h o s u bf a mili es a n d  m a n y ot h er pr ot ei ns i n t h e c ell
c ort e x ( W u et al., 2 0 0 8 ).  As s u c h, t h e e x o c yst s e e ms t o a ct as a n
i nt e gr ati n g h u b i n t h e c ell c ort e x,  m ai nl y i n t h e c o nt e xt of e x o-
c yt osis. I n g e n er al, pr o p er e x o c yst f u n cti o n is ess e nti al f or p ol ar
gr o wt h a n d c ell  m or p h o g e n esis, i n cl u di n g i n v a d o p o di a, l a m el-
li p o di a, a n d n e ur o n al d e n drit es f or m ati o n i n a ni m al c ells, b u d
gr o wt h i n b u d di n g y e ast, a n d c yt o ki n esis i n fissi o n y e ast (r e vi e w e d
i n H ei d er a n d  M u ns o n, 2 0 1 2 ; Vaš k o viˇc o v á et al., 2 0 1 3 ; Fi g u r e 1 ).
A gr o wi n g n u m b er of p a p ers d o c u m e nt f u n cti o ns of t h e pl a nt
e x o c yst i n si mil ar pr o c ess es  wit h hi g h d e m a n d f or e x o c yt osis,
i n cl u di n g r o ot h air gr o wt h, h y p o c ot yl c ell el o n g ati o n, c yt o ki n esis,
s e e d c o at f or m ati o n a n d p a pill a f or m ati o n aft er a p at h o g e n att a c k
i n pl a nts (S y n e k et al., 2 0 0 6 ; H ál a et al., 2 0 0 8 ; F e n dr y c h et al., 2 0 1 0 ;
K uli c h et al., 2 0 1 0 ; Pe c e n k o v a et al., 2 0 1 1 ; Vaš k o viˇc o v á et al., 2 0 1 3 ).

T H E E X O C Y S T  A N D  A C TI N C Y T O S K E L E T O N
D e e p i nsi g ht i nt o e x o c yst f u n cti o ns a n d t h eir  m e c h a nis ms c a m e
fr o m g e n eti c st u di es o n b u d di n g y e ast,  w h er e t h e e x o c yst  w as

ori gi n all y dis c o v er e d as a pr ot ei n c o m pl e x ( N o vi c k et al., 1 9 8 0 ;
Ter B us h et al., 1 9 9 6 ). I n b u d di n g y e ast c ells, s e cr et or y v esi-
cl es ar e tr a ns p ort e d al o n g f or mi n- a n d  Ar p 2/ 3- g e n er at e d a cti n
c a bl es.  A c o m m o n  m o d el of t h e e x o c yst a cti o n s u g g ests t h at
m ost e x o c yst s u b u nits arri v e t o t h e P M i n ass o ci ati o n  wit h
s e cr et or y v esi cl es a n d c a n n ot l o c ali z e pr o p erl y aft er disr u p-
ti o n of t h e a cti n c yt os k el et o n (B o y d et al., 2 0 0 4 ; B e n d e z ú et al.,
2 0 1 2 ).  H o w e v er, S e c 3 p a n d p art of t h e E x o 7 0 p p o p ul ati o n
c a n r e a c h its d esti n ati o n, a n e wl y f or mi n g b u d, i n d e p e n-
d e ntl y of t h e a cti n c yt os k el et o n pr o b a bl y vi a dir e ct ass o ci ati o n
wit h  R h o  G T P as es ( B o y d et al., 2 0 0 4 ).  T h er ef or e, S e c 3 p a n d
E x o 7 0 p ar e s u p p os e d t o a ct as l a n d m ar ks of sit es f or t h e e x o-
c yst l o c ali z ati o n a n d a cti o n ( Fi n g er et al., 1 9 9 8 ; B o y d et al.,
2 0 0 4 ).

M ut ati o ns i n s e v er al e x o c yt osis-r el at e d g e n es c a us e a cti n
c yt os k el et o n d ef e cts i n b u d di n g y e ast, l e a di n g s u bs e q u e ntl y
t o i m p air e d c ell gr o wt h a n d  m or p h o g e n esis a n d als o t o a n
m R N A tr a ns p ort a n d p ol ari z ati o n d ef e ct t h at is a cti n- d e p e n d e nt
(Ar o n o v a n d  G erst, 2 0 0 4 ).  T h e i d e nti fi e d g e n es i n cl u d e d t h os e
e n c o di n g S E C 1 0 a n d S E C 1 5 e x o c yst c o m p o n e nts a n d C D C 4 2
a n d R H O 3 G T P as es r e g ul ati n g t h e e x o c yst p ol ar t ar g eti n g
(W u et al., 2 0 0 8 ).

A n i nt er esti n g r e ci pr o c al r el ati o ns hi p  w as o bs er v e d d uri n g
c ell  w o u n di n g r es p o ns e,  w h er e S e c 3 p a n d t h e  B ni 1 p f or mi n ar e
d e gr a d e d i n or d er t o eli mi n at e c o m p etiti o n f or s e cr et or y v esi cl es
r e q uir e d t o r e p air t h e d a m a g e d  m e m br a n e a n d c ell  w all,  w hi c h
ar e arri vi n g al o n g t h e pr e- p ol ari z e d c yt os k el et o n dir e cti n g c ur-
r e nt p ol ari z e d gr o wt h.  T h e  B nr 1 p f or mi n a n d t h e E x o 7 0 p e x o c yst
s u b u nit r el o c ali z e t o t h e d a m a g e sit e f oll o w e d b y r e distri b uti o n
of t h e  M y o 2 p  m y osi n a n d d eli v er y of n e w  m at eri al ( K o n o et al.,
2 0 1 2 ).
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S y n e k et al. E x o c y st a n d c yt o s k el et o n

FI G U R E 1 | I nt er a cti o n s  of t h e e x o c y st c o m pl e x  wit h t h e c yt o s k el et o n,

pl a s m a  m e m br a n e, a n d a s s o ci at e d  pr ot ei n s. S c h e m e of e x o c y st

i nt er a cti o n s d e s cri b e d i n t h e t e xt, i n cl u di n g t h e k e y pl a y er s  R al a n d  R h o

G T P a s e s,  S N A R E pr ot ei n s, f or mi n s, a n d t h e  Ar p 2/ 3 a cti n- n u cl e ati n g c o m pl e x,

mi cr ot ul e- or g a ni zi n g c e nt er ( M T O C) a n d p h o s p h ati d yli n o sit ol 4, 5- bi s p h o s p h at e

( PI P2 ) at t h e pl a s m a  m e m br a n e.  D m, Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er ;  M m, M u s

m u s c ul u s ;  H s, H o m o s a pi e n s R n, R at u s n or w e gi c u s ;  S c, S a c c h ar o m y c e s

c er e vi si a e ;  S p, S c hi z o s a c c h ar o m y c e s p o m b e .

I n b u d di n g y e ast, c ell p ol arit y a n d p ol ari z e d e x o c yt osis is c o or-
di n at e d als o b y t h e  R h o 3 p  G T P as e ( A d a m o et al., 1 9 9 9 ),  w hi c h
c a n r e g ul at e b ot h a cti n p ol arit y a n d tr a ns p ort of e x o c yti c v esi cl es
fr o m  m ot h er c ell t o t h e b u d, as  w ell as v esi cl e d o c ki n g t o t h e P M.
W hil e t h e  R h o 3 p v esi cl e d eli v er y f u n cti o n is  m e di at e d b y  M y o 2 p,
t h e d o c ki n g r e q uir es E x o 7 0 p (A d a m o et al., 1 9 9 9 ).

I n t h e fissi o n y e ast Sc hi z os acc h ar o m yces p o m be , t h e a cti n
c yt os k el et o n is dis p e ns a bl e f or pr o p er e x o c yst l o c ali z ati o n a n d
p ol ari z e d gr o wt h ( B e n d e z ú a n d  M arti n, 2 0 1 1 ; S n ait h et al., 2 0 1 1 ).
W hil e a cti n-i n d e p e n d e nt p ol ar tr a ns p ort i n b u d di n g y e asts  mi g ht
b e c o nstr ai n e d b y t h e n arr o w b u d n e c k, a n d b u d gr o wt h r e q uir es
m ot or- dri v e n tr a ns p ort al o n g a cti n c a bl es, t h e o p e n c yli n dri c al
s h a p e of fissi o n y e ast c ells  m a y all o w a cti n-i n d e p e n d e nt v esi cl e
tr a ns p ort (B e n d e z ú a n d  M arti n, 2 0 1 1 ).  H o w e v er, t h e e x o c yst a n d
a cti n c yt os k el et o n s h ar e at l e ast t w o c o m m o n u pstr e a m r e g ul at ors
–  C d c 4 2 ( Estr a vís et al., 2 0 1 1 ) a n d P o b 1 (N a k a n o et al., 2 0 1 1 ).

T h e p ol ar e x o c yst l o c ali z ati o n a n d f or m ati o n of a cti n c a bl es ar e
d e p e n d e nt o n a n d  m ut u all y c o u pl e d b y P o b 1 vi a its i nt er a cti o n
wit h t h e F or 3 f or mi n a n d t h e S e c 8 e x o c yst s u b u nit, r es p e cti v el y.
Si m ult a n e o us d el eti o n of F or 3 a n d S e c 8 r es ults i n is otr o pi c gr o wt h,
i n di c ati n g a f u n cti o n al r e d u n d a n c y b et w e e n  mi cr o fil a m e nts a n d
t h e e x o c yst i n c ell p ol ari z ati o n (B e n d e z ú a n d  M arti n, 2 0 1 1 ). I n
c o ntr ast, alt h o u g h u n a bl e t o di vi d e pr o p erl y, s ec 8 e x o 7 0 a n d s ec 6
s ec 8 d o u bl e  m ut a nts ar e still c a p a bl e of p ol ari z e d gr o wt h ( B e n d e z ú
a n d  M arti n, 2 0 1 1 ).

Alt h o u g h all fissi o n y e ast e x o c yst s u b u nits c a n l o c ali z e t o c ell
p ol es l ar g el y i n d e p e n d e ntl y of t h e a cti n c yt os k el et o n, at l e ast S e c 3,

S e c 5, a n d E x o 7 0 ( m ost pr o b a bl y as a p art of t h e c o m pl et e e x o-
c yst c o m pl e x) ar e  m or e ef fi ci e ntl y tr a ns p ort e d t o t h e c ell a p e x b y
t h e  M y o 5 2  m y osi n  V al o n g  mi cr o fil a m e nts (S n ait h et al., 2 0 1 1 ;
B e n d e z ú et al., 2 0 1 2 ). Eit h er f u n cti o n al S e c 3 or E x o 7 0 is ess e n-
ti al f or vi a bilit y a n d pr o p er l o c ali z ati o n of ot h er e x o c yst s u b u nits,
s u g g esti n g t h at, as i n b u d di n g y e ast, t h es e t w o c o m p o n e nts a ct as
e x o c yst t et h ers at t h e P M ( B e n d e z ú et al., 2 0 1 2 ).  A p ol ari z ati o n
p at h w a y i n v ol vi n g t h e e x o c yst r el o c ali z ati o n a n d a cti n r e p ol ari z a-
ti o n d o w nstr e a m of  C d c 4 2 als o p arti ci p at es i n fissi o n y e ast  m ati n g
(B e n d e z ú a n d  M arti n, 2 0 1 3 ).

U n e x p e ct e dl y, t h e fissi o n y e ast S e c 3 n ot o nl y a cts i n e x o-
c yt osis b ut als o  m ar ks sit es f or a cti n r e cr uit m e nt a n d c o ntr ols
o v er all a cti n or g a ni z ati o n vi a dir e ct bi n di n g of F or 3 ( J o ur d ai n
et al., 2 0 1 2 ).  M ut a nts i n S e c 3 e x hi bit l a c k of  mi cr o fil a m e nts,
d e p ol ari z e d a cti n p at c h es, a n d dis ass e m bl y of t h e c yt o ki n eti c a ct o-
m y osi n ri n g pr o b a bl y d u e t o a f ail ur e i n p ol ari z ati o n of t h e F or 3
f or mi n.

T h e E x o 7 0 e x o c yst s u b u nit als o i nt er a cts b ot h i n vitr o a n d i n
vi v o wit h t h e y e ast a n d r at  Ar p c 1/ Ar c 4 0 s u b u nit of t h e  Ar p 2/ 3
c o m pl e x, a k e y r e g ul at or of a cti n p ol y m eri z ati o n. I n hi biti o n
of t h e E x o 7 0 f u n cti o n i n r at ki d n e y c ells bl o c ks f or m ati o n of
a cti n- b as e d  m e m br a n e pr otr usi o ns a n d aff e cts c ell  mi gr ati o n
(Z u o et al., 2 0 0 6 ), p oi nti n g t o y et u n k n o w n c a p a cit y of E x o 7 0
t o r e g ul at e t h e a cti n or g a ni z ati o n a n d c o or di n ati n g t h us a cti n
c yt os k el et o n  wit h  m e m br a n e tr af fi c ki n g d uri n g c ell  mi gr ati o n.
E x o 7 0  w as r e c e ntl y s h o w n t o pr o m ot e  Ar p 2/ 3- dri v e n  mi cr o fil a-
m e nt n u cl e ati o n a n d br a n c hi n g ( Li u et al., 2 0 1 2 ).  B e c a us e b ot h t h e
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e x o c yst a n d  Ar p 2/ 3 c o m pl e x es ar e  w ell c o ns er v e d a cr oss e u k ar y-
ot es, i n cl u di n g pl a nts, t h eir i nt er a cti o n is li k el y t o b e c o ns er v e d as
w ell.

I n  m a m m ali a n c ells, a cti n or g a ni z ati o n, as  w ell as  m e m br a n e
tr af fi c ki n g, c ell gr o wt h a n d diff er e nti ati o n, is r e g ul at e d b y  R al A
a n d  R al B, u bi q uit o us s m all  G T P as es fr o m t h e  R as s u p erf a mil y
(F ei g et al., 1 9 9 6 ).  Acti v at e d ( G T P- b o u n d)  R al A f or ms a st a bl e
c o m pl e x  wit h t h e e x o c yst vi a bi n di n g t o S e c 5 ( Br y m or a et al., 2 0 0 1 ;
S u gi h ar a et al., 2 0 0 2 ; F u k ai et al., 2 0 0 3 ) a n d E x o 8 4 (M os k al e n k o
et al., 2 0 0 3 ; Ji n et al., 2 0 0 5) e x o c yst s u b u nits i n h u m a n a n d r at
c ells. S p e ci fi c i n hi biti o n of t h e S e c 5 a cti vit y bl o c ks fil o p o di a f or-
m ati o n i n 3 T 3 c ells, a d y n a mi c pr o c ess t h at is hi g hl y d e p e n d e nt o n
a cti n r e or g a ni z ati o n a n d t h at c a n b e n or m all y i n d u c e d b y  R al A or
c yt o ki n es vi a  C d c 4 2 ( S u gi h ar a et al., 2 0 0 2 ).  T his i n hi bit or y eff e ct
c o ul d n ot b e attri b ut e d t o disr u pt e d s e cr eti o n, si n c e i n hi biti o n of
s e cr eti o n b y br ef el di n  A di d n ot aff e ct fil o p o di a f or m ati o n ( S u g-
i h ar a et al., 2 0 0 2), i n di c ati n g t h at t h e e x o c yst- R al A c o m pl e x  m a y
r e g ul at e a cti n r e or g a ni z ati o n i n d e p e n d e ntl y of v esi cl e tr a ns p ort.
B ot h  R al A- S e c 5 a n d  R al A- E x o 8 4 i nt er a cti o ns ar e n e c ess ar y f or
pr o p er r e g ul ati o n of t h e a cti n c yt os k el et o n d y n a mi cs, as d o c u-
m e nt e d b y diff er e nt  m or p h ol o gi c al c o ns e q u e n c es of u n c o u pli n g
t h es e i nt er a cti o ns i n P C- 3 c ells, s uc h as d ef e cts i n l a m elli p o di a
f or m ati o n, r o u n d er c ells or e xt e n d e d s pi n dl es (H a z el ett a n d  Ye a-
m a n, 2 0 1 2 ).  R al A als o i nt er a cts  wit h t h e a cti n c yt os k el et o n vi a
M y o 1 c, s u g g esti n g its f u n cti o n as a c ar g o r e c e pt or f or t h e  M y o 1 c
m ot or ( C h e n et al., 2 0 0 7 ).  Ta k e n t o g et h er, t h e e x o c yst c o m pl e x as
a n i m m e di at e eff e ct or of  R al A o b vi o usl y i nt e gr at es t h e s e cr et or y
p at h w a y a n d a cti n c yt os k el et o n n e ar t h e P M i n  m a m m ali a n c ells
(Fi g u r e 1 ).

C ells of  m o us e o o c yt es c a n us e s e cr et or y ( R a b 1 1- p ositi v e) v esi-
cl es ass o ci at e d  wit h t h e e x o c yst c o m p o n e nts vi a t h e  R a b 1 1 – S e c 1 5
i nt er a cti o n (W u et al., 2 0 0 5 ) as a d a pt a bl e,  m ot ori z e d n et w or k
n o d es r e g ul ati n g t h e d y n a mi cs a n d d e nsit y of  mi cr o fil a m e nts i n a
m y osi n  V b- d e p e n d e nt  m a n n er ( H ol u b c o v á et al., 2 0 1 3 ). S u c h a n
a cti n  m o d ul ati o n is ess e nti al f or as y m m etri c p ositi o ni n g of t h e
m ei oti c s pi n dl e a n d t h us f or t h e d e v el o p m e nt of a f ertili z a bl e e g g
i n  m a m m als.

Alt h o u g h  w e c a n fi n d n o d y n a mi c  m e m br a n e pr otr usi o ns a n al-
o g o us t o fil o p o di a i n pl a nt c ells, fi n e F- a cti n  m es h w or k is ess e nti al
f or p ol ar gr o wt h of r o ot h airs, p oll e n t u b es, or sti g m ati c p a pill a e
a n d t his t y p e of gr o wt h d e m a n di n g pr e cis e r e g ul ati o n of e x o c y-
t osis is als o str o n gl y d e p e n d e nt o n t h e e x o c yst f u n cti o n (Yal o vs k y
et al., 2 0 0 8 ; Vaš k o viˇc o v á et al., 2 0 1 3 ).

R al  G T P as es ar e s p e ci fi c t o a ni m als – i n pl a nt c ells, as i n
y e ast, o nl y h o m ol o gs t o  R h o  G T P as es ( c all e d als o  R a c i n a ni-
m als) ar e pr es e nt a n d d u e t o s o m e pl a nt s p e ci fi c f e at ur es t h e y
ar e c all e d  R o p ( R h o of pl a nt).  R o p  G T P as es  w er e cl e arl y i m pli e d
i n t h e c orti c al c yt os k el et o n r e g ul ati o n  m ostl y p ossi bl y vi a pl a nt
s p e ci fi c  R o p-i nt er a cti n g a d a pt ors ( RI Cs; F u et al., 2 0 0 1 ; Yal o vs k y
et al., 2 0 0 8 ).  Ver y si g ni fi c a nt f or t h e s p e c ul ati o ns o n pl a nt e x o c yst-
c yt os k el et o n li n ks is a d o mi n a nt l a n d- pl a nt s p e ci fi c  w a y of  R o p
a cti v ati o n  m e di at e d b y s p e ci fi c P R O N E- G E F ( pl a nt-s p e ci fi c  R O P
n u cl e oti d e e x c h a n g er –  G D P/ G T P e x c h a n g e f a ct or) r e g ul at e d b y
i nt er a cti n g r e c e pt or-li k e ki n as es ( R L Ks) t h at all o w f or v er y ef fi-
ci e nt c orti c al a cti v ati o n of  R o p  G T P as es i n r es p o ns e t o pl et h or a of
diff er e nt sti m uli i n cl u di n g c h a n g es i n c ell  w all  m e c h a ni cs ( M u c h a
et al., 2 0 1 1 ).  M or e o v er, t h e first  R o p- e x o c yst i nt er a cti o n o bs er v e d

i n pl a nts is n ot dir e ct – s e v er al  G T P- b o u n d  R o ps i nt er a ct  wit h t h e
S e c 3 e x o c yst s u b u nit i n Ar a bi d o psis vi a a pl a nt s p e ci fi c a d a pt or
pr ot ei n I C R 1  w hi c h is i m pli e d i n t h e r e g ul ati o n of a u xi n p ol ar
tr a ns p ort (L a v y et al., 2 0 0 7 ; H a z a k et al., 2 0 1 0 ; s e e f urt h er).  T h es e
f e at ur es al o n g  wit h pl a nt s p e ci fi c tr a ns m e m br a n e a n c h or a g e of
pl a nt F- a cti n n u cl e ati n g f or mi ns ( C vr č k o v á, 2 0 1 3 ; i n t his iss u e)
i n di c at e t h at t h e c orti c al  wiri n g b et w e e n a cti n c yt os k el et o n a n d
e x o c yt osis i n pl a nts  will b e q uit e s p e ci fi c.

T H E E X O C Y S T  A N D T U B U LI N C Y T O S K E L E T O N
Mi cr ot u b ul es ar e n ot ess e nti al f or e x o c yt osis i n b u d di n g y e ast a n d
n o f u n cti o n al li n k  wit h t h e e x o c yst c o m pl e x h as b e e n d o c u m e nt e d
s o f ar (H a m m er a n d S ell ers, 2 0 1 2 ). I n r at ki d n e y c ells, h o w e v er,
E x o 7 0 c o-l o c ali z es  wit h  mi cr ot u b ul es a n d t h e  mit oti c s pi n dl e, a n d
i n vitr o, t h e e x o c yst c o m pl e x r e c o nstit ut e d fr o m r e c o m bi n a nt s u b-
u nits i n hi bits t u b uli n p ol y m eri z ati o n.  H o w e v er, d el eti o ns of a n y
of S e c 5, S e c 6, S e c 1 5, or E x o 7 0 e x o c yst s u b u nits di mi nis h e d t h e
i n hi biti o n a cti vit y. S ur prisi n gl y, E x o 7 0 its elf c o ul d i n hi bit t u b u-
li n p ol y m eri z ati o n, al b eit t h e e x o c yst c o m pl e x l a c ki n g t h e E x o 7 0
s u b u nit di d n ot l os e its a cti vit y c o m pl et el y.  O n t h e ot h er h a n d,
w h e n E x o 7 0  w as o v er e x pr ess e d, t h e  mi cr ot u b ul e n et w or k b e c a m e
disr u pt e d a n d fil o p o di a-li k e P M pr otr usi o ns  w er e f or m e d ( Wa n g
et al., 2 0 0 4 ).

T h e pr otr usi o n f or m ati o n is c o nsist e nt  wit h a n o bs er v ati o n
i n Xe n o p us n e ur o ns,  w h er e a l o c al dis ass e m bl y of  mi cr ot u b ul es
b y f o c al a p pli c ati o n of n o c o d a z ol e i n d u c e d a n a d diti o n of a n e w
m e m br a n e  m at eri al at t h e aff e ct e d sit e ( Z a k h ar e n k o a n d P o p o v,
1 9 9 8 ).

I n u n diff er e nti at e d P C 1 2 n e ur o n al c ells, t h e e x o c yst c o m pl e x
is ass o ci at e d  wit h  mi cr ot u b ul es as  w ell as  mi cr ot u b ul e or g a ni z-
i n g c e nt ers a n d c a n b e c o-i m m u n o pr e ci pit at e d  wit h  mi cr ot u b ul es
fr o m t h e t ot al r at br ai n l ys at e (Ve g a a n d  Hs u, 2 0 0 1 ).  H o w e v er,
u p o n a cti v ati o n of n e ur o n al diff er e nti ati o n, t h e e x o c yst r e dis-
tri b ut es fr o m p eri n u cl e ar l o c ali z ati o n t o t h e gr o wi n g n e urit e
c h ar a ct eri z e d b y hi g h e x o c yti c a cti vit y at t h e P M.  T h e s u b c ell ul ar
e x o c yst l o c ali z ati o n  w as aff e ct e d b y tr e at m e nt  wit h  mi cr ot u b ul e-
disr u pti n g dr u gs, b ut n ot a cti n- disr u pti n g dr u gs.  T h es e r es ults
s u p p ort a p ossi bilit y t h at t h e e x o c yst c o m pl e x a cts as a  m o d ul at or
of  mi cr ot u b ul es t o  m e di at e v esi cl e t ar g eti n g i n a ni m al c ells.

It is e x p e ct e d t h at als o i n r es p e ct t o  mi cr ot u b ul ar c yt os k el et o n-
s e cr et or y p at h w a y r el ati o ns hi p t h e pl a nt c ells  will h a v e s p e ci fi c
f e at ur es d u e t o t h e o b vi o us d e p e n d e n c e of t h e fi n al st e ps of e x o c y-
t osis a n d  m e m br a n e r e c y cli n g i n pl a nts o n t h e a cti n c yt os k el et o n
a n d v er y p ossi bl y e x o c yt osis p er missi v e f e at ur e of e v e n d e ns e c or-
ti c al  mi cr ot u b uli (s e e b el o w).  H o w e v er, b ot h c yt os k el et al s yst e ms
i n pl a nt c ells str o n gl y i nt er a ct ( e. g., vi a s p e ci fi c a cti n n u cl e ati n g
f or mi ns) s o t h at i n t h e r e al bi ol o gi c al c o nt e xt it  will b e c h all e n gi n g
t o s e p ar at e t h eir f u n cti o ns.

I N T E R P L A Y  B E T W E E N T H E E X O C Y S T  A N D  B O T H T Y P E S  O F
C Y T O S K E L E T O N
I n c o ntr ast t o b u d di n g y e ast, t y pi c al v ert e br al c ells us e  mi cr o-
t u b ul es f or l o n g-r a n g e c ar g o tr a ns p ort a n d  mi cr o fil a m e nts f or
s h ort-r a n g e tr a ns p ort i n c ell c ort e x d uri n g l at er st e ps of v esi cl es
tr af fi c (H a m m er a n d S ell ers, 2 0 1 2 ). S e v er al st u di es pi n p oi nt t h e
p ot e nti al i m p ort a n c e of t h e e x o c yst i n tr a nsiti o n of c ar g o fr o m
mi cr ot u b ul es t o  mi cr o fil a m e nts.
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M a m m ali a n c ell  mi gr ati o n i n v ol v es c o o p er ati v e r e or g a ni z ati o n
of t h e a cti n a n d  mi cr ot u b ul e c yt os k el et o ns u n d er t h e c o ntr ol of
R h o  G T P as es ( d e  C urtis a n d  M el d ol esi, 2 0 1 2 ). Pr o p er l o c ali z a-
ti o n a n d a cti vit y of t h e e x o c yst is pr o m ot e d b y  mi cr ot u b ul e-
ass o ci at e d  G E F- H 1, a  G T P e x c h a n g e f a ct or f or t h e  R h o A a cti n
a cti v at or, i n  H e L a c ells ( P at h a k et al., 2 0 1 2 ).  Mi cr ot u b ul e d e p ol y-
m eri z ati o n r es ults i n t h e a cti v ati o n of  G E F- H 1,  w hi c h f urt h er
a cti v at es  R h o A ( Kr e n d el et al., 2 0 0 2 ). I m p ort a n c e of t his r e g u-
l ati o n  w as d o c u m e nt e d e x p eri m e nt all y o n t h e cl e a v a g e f urr o w
f or m ati o n d uri n g c yt o ki n esis (Bir k e nf el d et al., 2 0 0 7 ) a n d o n
a cti n d y n a mi cs d uri n g c ell  mi gr ati o n ( N al b a nt et al., 2 0 0 9 ).  T h e
d e pl eti o n of  G E F- H 1 l e d t o a c c u m ul ati o n of  R a b 1 1- p ositi v e s e cr e-
t or y v esi cl es  wit hi n t h e c ells a n d t o  misl o c ali z ati o n of E x o 7 0
a n d S e c 8 e x o c yst s u b u nits ( P at h a k et al., 2 0 1 2 ).  G E F- H 1 als o
dir e ctl y bi n ds t h e S e c 5 e x o c yst s u b u nit i n a  R al A  G T P as e-
d e p e n d e nt  m a n n er; t h e i nt er a cti o n is str o n g er  wit h fr e e  G E F-
H 1 t h a n  wit h its  mi cr ot u b ul e ass o ci at e d f or m ( P at h a k et al.,
2 0 1 2 ).  T h e S e c 5- G E F- H 1 i nt er a cti o n pr o m ot es  R h o A a cti v a-
ti o n,  w hi c h t h e n r e g ul at es e x o c yst l o c ali z ati o n a n d p ossi bl y its
ass e m bl y, as  w ell as a cti n p ol y m eri z ati o n. E x o c yst t h us first
h el ps t o a cti v at e  R h o A,  w hi c h s u bs e q u e ntl y assists f u n cti o ni n g
of t h e e x o c yst, r es ulti n g i n a p ositi v e f e e d b a c k ( P at h a k et al.,
2 0 1 2 ).

I nt er esti n gl y, d es pit e t h e diff er e nt  m e c h a nis ms of c yt o ki n e-
sis b et w e e n pl a nts a n d a ni m als/ fissi o n y e ast ( c o ntr a cti o n v ers us
b uil di n g of a c ell pl at e), t h e e x o c yst is i n v ol v e d i n b ot h t y p es of
c yt o ki n esis ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 0 ).

I Q G A P 1 is a n ot h er i m p ort a nt r e g ul at or of b ot h a cti n a n d
mi cr ot u b ul ar c yt os k el et o n ass o ci at e d  wit h t h e e x o c yst.  T h e a cti v e
R h o A a n d  C d c 4 2 tri g g er ass o ci ati o n of S e c 3 a n d S e c 8 e x o c yst
s u b u nits  wit h I Q G A P 1.  T his i nt er a cti o n is ess e nti al f or  M T 1-
M M P pr ot e as e l o c ali z ati o n at i n v a d o p o di a a n d t h us f or pr o p er
i n v a d o p o di a f u n cti o ni n g (S a k ur ai- Ya g et a et al., 2 0 0 8 ). I Q G A P 1
sti m ul at es a cti n b u n dli n g (W hit e et al., 2 0 1 2 ) a n d dir e ctl y i nt er a cts
wit h  mi cr ot u b ul e pl us e n d bi n di n g pr ot ei n  C LI P- 1 7 0 i n n e ur o ns
(S wi e c h et al., 2 0 1 1 ).

E X O C Y S T I N T E R A C TI O N  WI T H C E L L U L A R  M E M B R A N E S
As  m e nti o n e d e arli er, i n b u d di n g y e ast, S e c 3 p a n d p art of E x o 7 0 p
p o p ul ati o n c a n r e a c h n e wl y f or mi n g b u d als o i n d e p e n d e ntl y of
mi cr o fil a m e nts ( B o y d et al., 2 0 0 4 ).  T h e y bi n d t h e P M dir e ctl y vi a
p h os p h oli pi d p h os p h ati d yli n osit ol 4, 5- bis p h os p h at e ( PI P 2 ) a n d
i n dir e ctl y b y ass o ci ati o n  wit h  R h o  G T P as es (H e et al., 2 0 0 7 ; Z h a n g
et al., 2 0 0 8 ; W u et al., 2 0 1 0 ; Fi g u r e 1 ). S e c 1 5 p bi n ds t o t h e  m e m-
br a n e of s e cr et or y v esi cl es vi a t h e S e c 4 p  R a b  G T P as e ( G u o et al.,
1 9 9 9 ) a n d S e c 6 p bi n ds S n c 2 p, a v esi cl e- ass o ci at e d S N A R E pr o-
t ei n (S h e n et al., 2 0 1 3 ). S e c 6 p als o c o ntri b ut es t o a n c h or t h e
e x o c yst c o m pl e x at sit es of s e cr eti o n – p ossi bl y vi a i nt er a cti o n
wit h P M- ass o ci at e d pr ot ei ns ( S o n g er a n d  M u ns o n, 2 0 0 9 ).  B esi d es
f a cilit ati n g e x o c yt osis b y i nt er a cti o ns  wit h S e c 9 p, a  Q b c e x o c yti c
t- S N A R E pr ot ei n (Si v ar a m et al., 2 0 0 5 ), a n d  wit h S e c 1, a pr o-
t ei n fr o m t h e S e c 1/ M u n c 1 8 f a mil y r e g ul ati n g S N A R E f u n cti o ns
(M or g er a et al., 2 0 1 2 ), t h e e x o c yst als o i nt er a cts  wit h t h e v esi cl es
tr a ns p orti n g  m y osi n  M y o 2 p ( als o a k n o w n S e c 4 p i nt er a ct or) vi a
t h e S e c 1 5 p s u b u nit t h at dir e ctl y bi n ds t h e  m ot or a n d all o ws f or
its r el e as e aft er v esi cl e t et h eri n g (Ji n et al., 2 0 1 1; D o n o v a n a n d
Br ets c h er, 2 0 1 2 ).

I n fissi o n y e ast, S e c 6 a n d S e c 8 e x o c yst s u b u nits l o c ali z e t o c ell
ti ps l ar g el y i n d e p e n d e nt of t h e a cti n c yt os k el et o n, b ut i n a  C d c 4 2
a n d PI P 2 - d e p e n d e nt  m a n n er.  T h us, t h e fissi o n y e ast l o n g-r a n g e
c yt os k el et al tr a ns p ort a n d PI P 2 - d e p e n d e nt e x o c yst r e pr es e nt p ar-
all el  m or p h o g e n eti c  m o d ul es d o w nstr e a m of  C d c 4 2, r aisi n g t h e
p ossi bilit y of si mil ar  m e c h a nis ms i n ot h er or g a nis ms ( B e n d e z ú
a n d  M arti n, 2 0 1 3 ). B e n d e z ú et al. ( 2 0 1 2) s h o w e d t h at S e c 3 a n d
E x o 7 0 t et h er t h e e x o c yst c o m pl e x arri vi n g  wit h s e cr et or y v esi cl es
b y dir e ct bi n di n g t o PI P 2 a n d  R h o  G T P as es at t h e c ell p ol es. I n
a bs e n c e of t h e  M y o 5 2  m ot or pr ot ei n, v esi cl es  wit h t h e e ntir e e x o-
c yst c a n still r e a c h t h e c ell p ol e b y r a n d o m  m o v e m e nt, b ut l ess
ef fi ci e ntl y. I n a bs e n c e of b ot h S e c 3 a n d E x o 7 0, v esi cl es a n d t h e r est
of t h e e x o c yst f ail i n d eli v er y a n d t et h eri n g a n d f or m a g gr e g at es.
Als o i n pl a nts S e c 3 s u b u nit of e x o c yst i nt er a cts  wit h  m e m br a n e
li pi ds ( Bl o c h et al., i n pr e p ar ati o n).

Ver y r e c e ntl y Z h a o et al. ( 2 0 1 3) dis c o v er e d t h at E x o 7 0 al o n e,
t hr o u g h a n oli g o m eri z ati o n- b as e d  m a n n er, c a n g e n er at e  m e m-
br a n e c ur v at ur es i n vitr o i n d e p e n d e nt of t h e e x o c yst f u n cti o n.
T his r e pr es e nts a  m e c h a nis m cr e ati n g pr otr usi o ns e v e n i n t h e
a bs e n c e of a cti n, al b eit it is n ot cl e ar t o  w h at e xt e nt sti m ul at e d a cti n
p ol y m eri z ati o n,  m e m br a n e d eli v er y, a n d  m e m br a n e d ef or m ati o n
c o ntri b ut e t o c ell s h a p e c h a n g es i n vi v o i n cl u di n g f or m ati o n of
m e m br a n e pr otr usi o ns.  T h us, E x o 7 0 as a  m e m br a n e- b e n di n g
pr ot ei n  m a y c o u pl e t h e a cti n d y n a mi cs a n d P M r e m o d eli n g i n
m or p h o g e n esis.

T h e e x o c yst is als o ess e nti al f or l ar g e- p arti cl e p h a g o c yt osis
(M o h a m m a di a n d Is b er g, 2 0 1 3 ), S al m o n ell a i n v asi o n i nt o h ost
c ells ( Ni c h ols a n d  C as a n o v a, 2 0 1 0 ) a n d f or m ati o n of t u n n eli n g
n a n ot u b es – r e c e ntl y dis c o v er e d str u ct ur es c o n n e cti n g c yt o pl as m
of a ni m al c ells ( O h n o et al., 2 0 1 0 ; M u k erji et al., 2 0 1 2 ; S c hill er
et al., 2 0 1 3 ). E a c h of t h es e e v e nts c o ul d c o m bi n e all t hr e e  m e c h-
a nis ms  m e nti o n e d a b o v e.  M e m br a n e- d ef or mi n g a bilit y of E x o 7 0
c o ul d f u n cti o n  w ell b e y o n d t h e c ell c ort e x- ass o ci at e d e v e nts, si n c e
t h e e x o c yst p arti ci p at es i n  m a n y c ell ul ar pr o c ess es (r e vi e w e d i n
H ei d er a n d  M u ns o n, 2 0 1 2 ; Li u a n d  G u o, 2 0 1 2 ).

P E R S P E C TI V E S  O N T H E E X O C Y S T – C Y T O S K E L E T O N
I N T E R F A C E I N E N D O M E M B R A N E  BI O G E N E SI S I N P L A N T S
R e g ul ati o n of t h e c yt os k el et o n str u ct ur e a n d d y n a mi cs i n pl a nt
c ells is v er y  m u c h aff e ct e d b y t h e c ell  w all, i m pl yi n g cl os e
pr o xi mit y b et w e e n s e cr et or y p at h w a y, c ell  w all bi o g e n esis a n d c or-
ti c al c yt os k el et o n.  T h es e c ell ul ar s yst e ms ar e r e g ul at e d b y s m all
G T P as es, es p e ci all y fr o m t h e  A R F,  R A B, a n d  R O P f a mili es,  m aj or
r e g ul at ors of t h e c ell p ol arit y a n d  m or p h o g e n esis cl os el y r el at e d
t o t h eir f u n g al or a ni m al c o u nt er p arts (Vaš k o viˇc o v á et al., 2 0 1 3 ).
W or k i n t h e l a b or at or y of S h a ul  Yal o vs k y ( L a v y et al., 2 0 0 7 ; H a z a k
et al., 2 0 1 0 ) s h o w e d t h at t h e S E C 3 e x o c yst s u b u nit i nt er a cts  wit h
a n a cti v at e d ( G T P- b o u n d)  R O P at t h e P M vi a I C R 1, a f o u n di n g
m e m b er of t h e I C R/ RI P pr ot ei n f a mil y ( Li et al., 2 0 0 8 ; M u c h a et al.,
2 0 1 0 ).  RI P 3 ( als o k n o w n as  MI D D 1) i nt er a cts i n a  G T P- b o u n d
m a n n er  wit h  R O Ps a n d als o  wit h t h e  Ki n esi n- 1 3 A t o r e g ul at e
t h e  mi cr ot u b ul ar d y n a mi cs (M u c h a et al., 2 0 1 0 ).  RI P 3 is a cr u ci al
n e g ati v e r e g ul at or of c orti c al  mi cr ot u b ul es i n t h e p att er ni n g of s e c-
o n d ar y c ell  w all t hi c k e ni n g dir e ct e d b y t h e  R O P 1 1  G T P as e  m o d ul e
(O d a a n d F u k u d a, 2 0 1 2 ).  At P M sit es,  w h er e c orti c al  mi cr o-
t u b ul es ar e l o c all y d est a bili z e d, t h e l o c ali z e d e x o c yt osis- d e p e n d e nt
s e c o n d ar y c ell  w all t hi c k e ni n g is bl o c k e d (O d a a n d F u k u d a, 2 0 1 2 ).
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W hil e l o c al d est a bili z ati o n of c orti c al  mi cr ot u b ul es s e e ms t o
sti m ul at e e x o c yt osis i n a ni m al c ells (s e e a b o v e Z a k h ar e n k o a n d
P o p o v, 1 9 9 8 ), d e ns e  mi cr ot u b ul e c orti c al d o m ai ns of s o m ati c
pl a nt c ells ar e oft e n t h e c orti c al d o m ai ns of hi g h est s e cr et or y
a cti vit y, as i n x yl e m t hi c k e ni n g or s e e d c o at e pi d er m al c ells  wit h
a v ol c a n o-li k e c ell  w all t hi c k e ni n g,  w h er e hi g hl y p ol ari z e d d eli v-
er y of p e cti ns is t ar g et e d t o e xtr e m el y d e ns e c orti c al  mi cr ot u b ul e
d o m ai ns ( Mc F arl a n e et al., 2 0 0 8 ; O d a a n d F u k u d a, 2 0 1 2 ).  T h e
e x o c yt osis of p e cti ns i nt o p e cti n- a c c u m ul ati n g p o c k ets d e p e n ds
o n e x o c yst f u n cti o n, i m pl yi n g a p ossi bilit y t h at  mi cr ot u b ul e-ri c h
d o m ai ns  mi g ht b e a g e n er al c orti c al t ar g et r e c o g ni z e d b y E X O 7 0s
or ot h er e x o c yst s u b u nits, f u n cti o ni n g as p ut ati v e P M l a n d m ar ks
f or e x o c yt osis t ar g eti n g (Ž árs k ý et al., 2 0 0 9 ; K uli c h et al., 2 0 1 0 ).
E xt e nsi v e pr olif er ati o n of t h e E X O 7 0 g e n e i n l a n d pl a nts ( e. g., Ar a-
bi d o psis i n e n d o w e d  wit h 2 3 E X O 7 0 p ar al o gs) p ossi bl y pr o vi d es a
p ot e nti al f or fi n e t ar g eti n g i nt o s p e ci fi c c orti c al ar e as ( S y n e k et al.,
2 0 0 6 ; C vr č k o v á et al., 2 0 1 2 ).

O n t h e c o ntr ar y, d e ns e c orti c al  mi cr o fil a m e nt  m es h w or k
mi g ht bl o c k e x o c yt osis i n b ot h a ni m al a n d pl a nt c ells ( Val e ntij n
et al., 1 9 9 9 ; Ž árs k ý et al., 2 0 0 9 ). F or i nst a n c e, a d e ns e s u b a pi-
c al F- a cti n fri n g e s e p ar ati n g a cti v el y gr o wi n g ti p fr o m t h e r est
of t h e t o b a c c o p oll e n t u b e  mi g ht als o b e a  m e c h a ni c al o bst a-
cl e f or e x o c yt osis ( L o v y- W h e el er et al., 2 0 0 5 ).  T h e e x o c yst is
als o a c c u m ul at e d at t h e ti p of gr o wi n g p oll e n t u b es a n d is
o b vi o usl y i n v ol v e d i n e x o c yt osis ( H ál a et al., 2 0 0 8 ).  T h e tr a ns-
p ort a n d d eli v er y of s e cr et or y v esi cl es i n pl a nt c ells is li k el y t o
d e p e n d o n b ot h  mi cr o fil a m e nts a n d a n i nt er a cti o n of s o m e e x o-
c yst s u b u nits  wit h t h e P M p h os p h oi n ositi d es, li k e i n t h e c as e
of y e ast a n d a ni m al c ells (s e e a b o v e). P h os p h oi n ositi d e bi n d-
i n g  w as i n d e e d pr e di ct e d f or s e v er al Ar a bi d o psis E X O 7 0 p ar al o gs
b as e d o n y e ast a n d a ni m al  m o d els ( Ž árs k ý et al., 2 0 0 9 ) a n d
c urr e ntl y pr o v e d b ot h bi o c h e mi c all y a n d c yt ol o gi c all y i n o ur l a b-
or at or y f or t h e Ar a bi d o psis S E C 3 e x o c yst s u b u nit ( Bl o c h et al., i n
pr e p ar ati o n).

T h e d y n a mi cs of s e v er al e x o c yst s u b u nits at t h e P M, as  m o n-
it or e d b y  TI R F  mi cr os c o p y i n Ar a bi d o psis e pi d er m al c ells,  w as
u n aff e ct e d b y a cti n or  mi cr ot u b ul e c yt os k el et o n disr u pti o n aft er
s h ort ( 1 0  mi n) tr e at m e nt  wit h i n hi bit ors, h o w e v er, pr ol o n g e d
a cti n c yt os k el et o n disr u pti o n ( 1 h) r es ult e d i n e x o c yst r e distri b u-
ti o n a n d a g gr e g ati o n at t h e P M a n d i m p air e d d y n a mi cs (F e n dr y c h
et al., 2 0 1 3 ).  T his is c o nsist e nt  wit h  mi cr o fil a m e nt i n v ol v e m e nt
n ot o nl y i n t h e d eli v er y b ut als o i n s p ati al distri b uti o n of s e cr et or y
v esi cl es a n d e n d o m e m br a n e c o m p art m e nts ( St a e h eli n a n d  M o or e,
1 9 9 5 ).

I nt er esti n gl y, e x o c yst c o m pl e x es s h o w al m ost n o l at er al  m o v e-
m e nt  wit hi n t h e P M i n b ot h pl a nt a n d a ni m al c ells, as a n al y z e d
b y t h e  TI R F  mi cr os c o p y, a n d v er y si mil ar ti m e of p ersist e n c e
at t h e P M of a b o ut 1 0 s  w as r e c or d e d ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 3 ;
Ri v er a- M oli n a a n d  T o o mr e, 2 0 1 3 ). Si mil arl y, t h e  K A T 1 c h a n n el is
l o c ali z e d i nsi d e t h e P M  wit hi n p ositi o n all y st a bl e  mi cr o d o m ai ns,
w hi c h l ast, h o w e v er, f or 1 0s of  mi n ut es, i n c o ntr ast t o d y n a mi cs
of t h e e x o c yst ( S utt er et al., 2 0 0 6 ). It is p ossi bl e t h at s o m e tr a ns-
m e m br a n e pr ot ei ns, e. g., pl a nt-s p e ci fi c tr a ns m e m br a n e f or mi ns
(M arti ni er e et al., 2 0 1 1 ; C vr č k o v á, 2 0 1 3 ; i n t his iss u e) cr e at e,
t o g et h er  wit h s p e ci fi c  m e m br a n e li pi ds, f u n cti o n al cl ust ers st a-
bili z e d a g ai nst t h e l at er al  m o v e m e nt i n t h e P M.  T h es e tr a ns m e m-
br a n e pr ot ei ns  mi g ht b e i m m o bili z e d b y t h e bi n di n g e xtr a c ell ul ar

d o m ai ns i n t h e c ell  w all  m atri x a n d pr o vi d e l a n d m ar ks f or t h e
d eli v er y of s e cr et or y v esi cl es ( M arti ni èr e et al., 2 0 1 2 ).

C O N C L U SI O N
Dir e ct as  w ell as a cir c u mst a nti al e vi d e n c e a c c u m ul at e d o v er t h e
y e ars c o n c er ni n g i nt er a cti o ns a n d c o o p er ati o n b et w e e n t h e e x o-
c yst a n d c yt os k el et o n i n di c at es t h at t h e e x o c yst, c yt os k el et o n, a n d
m e m br a n e tr af fi c  m e et at t h e a cti v e c ell ul ar c ort e x.  T h e e x o c yst
s er v es a n i m p ort a nt r ol e i n c o- or di n ati o n of t h e v esi cl e tr af fi c ki n g
wit h t h e c yt os k el et o n i n e u k ar y ot es, i n a d diti o n t o its c a n o ni c al
r ol e i n e x o c yt osis. I n pl a nt c ells, h o w e v er,  w e h a v e c urr e ntl y o nl y
li mit e d a n d i n dir e ct e vi d e n c e f or t his r e g ul at or y i nt er pl a y, ur gi n g
f urt h er r es e ar c h i n t his dir e cti o n.

A C K N O W L E D G M E N T S
T his  w or k  w as s u p p ort e d b y t h e  C z e c h S ci e n c e F o u n d ati o n
( G A C R pr oj e ct  G P P 5 0 1/ 1 1/ P 8 5 3) a n d E U-I T N gr a nt  N o. 2 3 8 6 4 0-
P L A N T O RI GI N S.  T h e a ut h ors t h a n k F.  C vr č k o v á f or criti c al
r e a di n g of t h e  m a n us cri pt.
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Ai ms of t h e t h esis  

 

M y e x p eri m e nt al w or k r e v ol v e d m ostl y ar o u n d t h e m e c h a nis ms of t ar g eti n g pl a nt e x o c yst                   

c o m pl e x t o v ari o us pl as m a m e m br a n e d o m ai ns a n d s u b c ell ul ar c o m p art m e nts. I c o ntri b ut e d t o                  

t h e f u n cti o n al u n d erst a n di n g of E X O 7 0 g e n e f a mil y e x p a nsi o n i n pl a nts b y f oll o wi n g t h es e ai ms:  

 

Ai m 1:  

S yst e m ati c all y e m pl o y t h e m o d el s yst e m of gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b e t o e x pl or e s u b c ell ul ar                      

t ar g eti n g of E X O 7 0 is of or ms. A n al y z e t h e e x pr essi o n of E X O 7 0 is of or ms i n t o b a c c o p oll e n a n d                      

c o m p ar e t h e b e h a vi or of n ati v e p oll e n is of or ms wit h is of or ms n ot n or m all y e x pr ess e d i n p oll e n                       

u p o n e ct o pi c e x pr essi o n of t h e fl u or es c e ntl y t a g g e d v ersi o ns of E X O 7 0 is of or ms. Us e                    

o v er e x pr essi o n e x p eri m e nts t o r e v e al f u n cti o n al c h ar a ct eristi cs of s el e ct e d is of or ms i n gr o wi n g                

p oll e n t u b es. 

 

Ai m 2:  

Us e t h e wi d el y e x pr ess e d a n d f u n cti o n all y c h ar a ct eri z e d c a n o ni c al E X O 7 0 is of or m, t h e                  

E X O 7 0 A 1, as a m o d el c a n di d at e f or d et ail e d a n al ysis of t h e pl a nt E X O 7 0 m e m br a n e t ar g eti n g                      

m e c h a nis ms wit h p arti c ul ar f o c us o n m ol e c ul ar i nt er a cti o ns of E X O 7 0 A 1 wit h m e m br a n e                   

p h os p h oli pi ds. 

 

Ai m 3:  

C o ntri b ut e t o t h e f u n cti o n al c h ar a ct eri z ati o n of s el e ct e d Ar a bi d o psis t h ali a n a E X O 7 0 p ar al o gs i n                

diff er e nt tiss u es a n d d uri n g s p e cifi c c ell ul ar a n d p h ysi ol o gi c al pr o c ess es.
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R es ults 

 

D uri n g m y d o ct or al tr ai ni n g, I h a v e f oll o w e d t h e a b o v e st at e d r es e ar c h ai ms b y c o ntri b uti n g t o                        

f oll o wi n g p a p ers, w hi c h ar e eit h er p u blis h e d, s u b mitt e d f or p u bli c ati o n or i n t h e st at e of fi n al                       

pr e p ar ati o n f or s u b missi o n, as st at e d: 

 

Ai m 1: 

 

P A P E R 4: 

 

Titl e: A n al ysis of E x o c yst S u b u nit E X O 7 0 F a mil y R e v e als Disti n ct M e m br a n e P ol ar D o m ai ns                     

i n T o b a c c o P oll e n T u b es. 

A ut h o rs: J ur aj S e k er eš, Př e m ysl P ej c h ar, Jiří Š a ntr ů č e k, N e m a nj a V u k aši n o vi ć, Vi kt or Ž árs k ý                  

a n d M arti n P ot o c k ý  

R ati o n al e of t h e r e p o rt: W e s yst e m ati c all y a n al y z e d e x pr essi o n a n d s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n of                

all t o b a c c o E X O 7 0 is of or ms i n gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b es b y s pi n ni n g dis k c o nf o c al                       

mi cr os c o p y. 
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S el e ct e d is of or ms l o c ali z e d t o s p e cifi c d o m ai ns of t h e p oll e n t u b e pl as m a                    

m e m br a n e, a pi c al v esi cl e-ri c h i n v ert e d c o n e r e gi o n, n u cl e us, a n d c yt o pl as m. Nt E X O 7 0 A 1 a a n d                  

Nt E X O 7 0 B 1 o c c u pi e d t w o disti n ct a n d m ut u all y e x cl usi v e pl as m a m e m br a n e d o m ai ns, b ot h                     

o v erl a p pi n g t o a diff er e nt d e gr e e wit h m a xi m a of p h os p h ati d yli n osit ol 4, 5- bis p h os p h at e a n d                

p h os p h ati di c a ci d. T h e o v er e x pr essi o n of m aj or p oll e n- e x pr ess e d A- cl ass a n d C- cl ass E X O 7 0                 

is of or ms r es ult e d i n gr o wt h arr est a n d c h ar a ct eristi c p h e n ot y pi c d e vi ati o ns of ti p s w elli n g a n d                   

a pi c al i n v a gi n ati o ns. T h e A- cl ass E X O 7 0 is of or ms l o c ali z e d t o f o c us e d s u b a pi c al pl as m a                   

m e m br a n e r e gi o n k n o w n t o b e t h e pl a c e of e x o c yt osis i n t o b a c c o p oll e n t u b e a n d t h us pl a ys a                          

r ol e i n b ul k s e cr eti o n. O n t h e ot h er h a n d, C- cl ass E X O 7 0 is of or ms l o c ali z e d t o c yt o pl as m u n d er                         

all t est e d c o n diti o ns a n d pr o b a bl y pl a y r e g ul at or y r ol e. T h e f u n cti o n of t h e Nt E X O 7 0 B 1 i n                       

t o b a c c o p oll e n is u n cl e ar b ut it mi g ht c o ntri b ut e t o t h e e n d o c yt osis or a n alt er n ati v e mi n or                      

s e cr et or y p at h w a y. 



M y c o nt ri b uti o n: I p erf or m e d all t h e e x p eri m e nt al w or k i n cl u d e d i n t h e p u bli c ati o n wit h t h e                   

f oll o wi n g e x c e pti o ns: Př e m ysl P ej c h ar a n d N e m a nj a V u k aši n o vi ć cl o n e d p art of t h e c o nstr u cts,                   

M arti n P ot o c k ý h el p e d m e wit h t h e p h yl o g e n eti c a n al ysis a n d Jiří Š a ntr ů č e k p erf or m e d t h e                    

pr ot e o mi c e x pr essi o n a n al ysis of E X O 7 0 is of or ms i n t o b a c c o p oll e n. I d esi g n e d t h e e x p eri m e nts                     

a n d a n al y z e d r es ults t o g et h er wit h M arti n P ot o c k ý a n d Vi kt or Ž árs k ý. I wr ot e t h e m a n us cri pt                        

wit h assist a n c e of M arti n P ot o c k ý a n d Př e m ysl P ej c h ar wit h Vi kt or Ž árs k ý c o ntri b ut e d t o                       

fi n ali z ati o n of t h e m a n us cri pt.  

P u blis h e d i n: Pl a nt P h ysi ol o g y 1 7 3( 3): 1 6 5 9- 1 6 7 5, d oi: 1 0. 1 1 0 4/ p p. 1 6. 0 1 7 0 9 

 

Ai m 2:  

 

P A P E R 5:  

Titl e: M ol e c ul ar ar c hit e ct ur e of t h e Ar a bi d o psis e x o c yst c o m pl e x r e v e als E X O 7 0 A 1 as t h e k e y                   

s u b u nit r e q uir e d f or t ar g eti n g of t h e pl a nt e x o c yst t o t h e pl as m a m e m br a n e t hr o u g h t h e dir e ct                       

i nt er a cti o n wit h a ni o ni c p h os p h oli pi ds. 

A ut h o rs: L u k áš S y n e k * , J ur aj S e k er eš* , R o m a n Pl es k ot, Kl ár a Al d orf o v á, E dit a                 

J a n k o v á- Dr d o v á, V e dr a n a M ar k o vi ć, Jit k a Ort m a n n o v á, T a m ar a P e č e n k o v á, Př e m ysl P ej c h ar,                

M arti n a R ů ži č k o v á, H a n a S o u k u p o v á, Jiří Š a ntr ů č e k, N e m a nj a V u k aši n o vi ć, Vi kt or Ž árs k ý, a n d                  

M arti n P ot o c k ý 

*  t h e a ut h ors c o ntri b ut e d e q u all y t o t h e r es ults of t h e w or k   

R ati o n al e of t h e r e p o rt: T h e w or k i n cl u d es s yst e m ati c a n al ysis of pl a nt e x o c yst ar c hit e ct ur e b y                      

c oi m m u n o pr e ci pit ati o n, w hi c h d e m o nstr at e d si mil ar ar c hit e ct ur e t o y e ast a n d m a m m ali a n             

e x o c yst wit h t w o e v ol uti o n ar y c o ns er v e d s u b c o m pl e x es. T h e w or k c o nfir ms t h e cr u ci al r ol e of                     

t h e E X O 7 0 A 1 s u b u nit f or t ar g eti n g of t h e e x o c yst c o m pl e x t o pl as m a m e m br a n e, as w ell as a n                        

a ut o n o m o us p ot e nti al of t h e E X O 7 0 A 1 t o bi n d pl as m a m e m br a n e u p o n disr u pti o n of t h e                    

c o m pl e x. F urt h er m or e, it u nr a v els t h e m e c h a nis m of E X O 7 0 A 1 pl as m a m e m br a n e t ar g eti n g b y                  

c o m bi n ati o n of fl u or es c e nt li v e c ell i m a gi n g, i n vitr o pr ot ei n-li pi d bi n di n g ass a ys a n d m ol e c ul ar         
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d y n a mi cs si m ul ati o ns. W e s h o w t h at E X O 7 0 A 1 is c a p a bl e of bi n di n g v ari o us a ni o ni c                    



p h os p h oli pi ds, n a m el y p h os p h ati di c a ci d, p h os p h ati d yli n osit ol- 4- p h os p h at e a n d         

p h os p h ati d yli n osit ol- 4, 5- bis p h os p h at e i n vitr o a n d i n vi v o a n d t h at t h e p arti c ul ar li pi d s p e ci es                 

r es p o nsi bl e f or E X O 7 0 A 1 r e cr uit m e nt diff er a m o n g tiss u es. 

M y c o nt ri b uti o n: I p erf or m e d t h e e x p eri m e nts a d dr essi n g i n vi v o i nt er a cti o ns of W T v ari a nt of                   

t o b a c c o Nt E X O 7 0 A 1 a wit h p h os p h ati d yli n osit ol- 4, 5- bis p h os p h at e a n d p h os p h ati di c a ci d i n           

gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b es. I p erf or m e d i m a gi n g a n d s u bs e q u e nt a n al ysis of Ar a bi d o psis                    

E X O 7 0 A 1 i nt er a cti o n wit h o ut er l at er al pl as m a m e m br a n e i n c o ntr ol pl a nts, pi p 5 k 1 pi p 5 k 2                   

d o u bl e m ut a nt b a c k gr o u n d a n d i n pl a nts tr e at e d b y s el e ct e d i n hi bit ors of p h os p h oli pi d                  

m et a b olis m. I d e m o nstr at e d i n a bilit y of m ut at e d Nt E X O 7 0 A 1 a t o bi n d pl as m a m e m br a n e i n                 

gr o wi n g t o b a c c o p oll e n u n d er v ari o us c o n diti o ns, w hi c h i n di c at es t h at t h e s a m e k e y p ositi v el y                       

c h ar g e d l ysi n e r esi d u es ar e vit al f or i nt er a cti o n of E X O 7 0 A 1 wit h a ni o ni c p h os p h oli pi ds i n b ot h                      

Ar a bi d o psis a n d t o b a c c o. I als o wr ot e s u bst a nti al p art of t h e m a n us cri pt.  

M a n us c ri pt is b ei n g fi n ali z e d f o r s u b missi o n 

 

Ai m 3:  

 

P A P E R 6:  

 

Titl e: Vis u ali z ati o n of t h e e x o c yst c o m pl e x d y n a mi cs at t h e pl as m a m e m br a n e of Ar a bi d o psis                   

t h ali a n a. 

A ut h o rs: M at y áš F e n dr y c h, L u k áš S y n e k, T a m ar a P e č e n k o v á, E dit a Dr d o v á-J a n k o v á, J ur aj                 

S e k er eš, Ri et d e R y c k e, M orit z K. N o w a c k a n d Vi kt or Ž árs k ý 

R ati o n al e of t h e r e p o rt: T h e st u d y pr o vi d es first d et ail e d hi g h r es ol uti o n e x a mi n ati o n of pl a nt                      

e x o c yst d y n a mi cs at t h e o ut er l at er al r o ot m e m br a n e. It d e m o nstr at es alt er e d e x o c yst d y n a mi cs                     

aft er pr ol o n g e d disr u pti o n of t h e a cti n c yt os k el et o n a n d c o nfir ms t h e cr u ci al r ol e of E X O 7 0 A 1                     

f or pr o p er l o c ali z ati o n of s el e ct e d c or e e x o c yst s u b u nit, t h e S E C 6. 

M y c o nt ri b uti o n: I c o ntri b ut e d t o F R A P m e as ur e m e nts a n d t h e a n al ysis of E X O 8 4 b: G F P                

d y n a mi cs u n d er c o ntr ol c o n diti o ns a n d u p o n disr u pti o n of a cti n or mi cr ot u b ul e c yt os k el et o n.  

P u blis h e d i n: M ol e c ul ar Bi ol o g y of t h e C ell 
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2 4( 4): 5 1 0- 2 0, d oi: 1 0. 1 0 9 1/ m b c. E 1 2- 0 6- 0 4 9 2 



 

 

P A P E R 7:  

 

Titl e: Ar a bi d o psis e x o c yst s u b c o m pl e x c o nt ai ni n g s u b u nit E X O 7 0 B 1 is i n v ol v e d i n               

a ut o p h a g y-r el at e d tr a ns p ort t o t h e v a c u ol e. 

A ut h o rs: I v a n K uli c h, T a m ar a P e č e n k o v á, J ur aj S e k er eš, O n dř ej S m et a n a, M at y áš F e n dr y c h,                    

Ils e F oiss n er, M ar git H öft b er g er a n d Vi kt or Ž árs k ý 

R ati o n al e of t h e r e p o rt: T h e w or k f o c us e d o n t h e s p e cifi c r ol e of o n e of t h e 2 3 Ar a bi d o psis                       

E X O 7 0 p ar al o gs, t h e E X O 7 0 B 1. E x o 7 0 B 1 m ut a nt pl a nts h y p er a c c u m ul at e s ali c yli c a ci d, w hi c h                   

r es ults i nt o h y p ers e nsiti v e r e a cti o n. S u bs e q u e nt a n al ysis r e v e al e d t h at E X O 7 0 B 1 pl a ys r ol e i n                     

a ut o p h a g y a n d a ut o p h a g y-r el at e d tr affi c ki n g t o t h e v a c u ol e. 

M y c o nt ri b uti o n: I d esi g n e d a n d p erf or m e d t h e i niti al st ar v ati o n e x p eri m e nts li n ki n g E X O 7 0 B 1                   

wit h c a n o ni c al a ut o p h a gi c p at h w a y. I i m a g e d a n d q u a ntifi e d v a c u ol ar a c c u m ul ati o n of                  

E X O 7 0 B 1- p ositi v e b o di es u n d er n or m al c o n diti o ns a n d u p o n E R str ess.  

P u blis h e d i n: Tr affi c 1 4( 1 1): 1 1 5 5- 6 5, d oi: 1 0. 1 1 1 1/tr a. 1 2 1 0 1 

 

P A P E R 8:  

 

Titl e: Mi cr ot u b ul e- d e p e n d e nt t ar g eti n g of t h e e x o c yst c o m pl e x is n e c ess ar y f or x yl e m                  

d e v el o p m e nt i n Ar a bi d o psis. 

A ut h o rs: N e m a nj a V u k aši n o vi ć, Y os hi his a O d a, Př e m ysl P ej c h ar, L u k áš S y n e k, T a m ar a                 

P e č e n k o v á, A n a mi k a R a w at, J ur aj S e k er eš, M arti n P ot o c k ý a n d Vi kt or Ž árs k ý  

R ati o n al e of t h e r e p o rt: T h e w or k c o m bi n e d fl u or es c e nt li v e c ell i m a gi n g, g e n eti cs a n d    
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pr ot ei n- pr ot ei n i nt er a cti o n a n al ysis t o a d dr ess m e c h a nis ms of e x o c yst c o m pl e x t ar g eti n g t o sit es                   

of pr os p e cti v e s e c o n d ar y c ell d e p ositi o n i n m at ur ati n g x yl e m. T h e st u d y c o n cl u d e d t h at e x o c yst                      

is i n e vit a bl e f or pr o p er s e c o n d ar y c ell w all d e p ositi o n i n x yl e m a n d g ets r e cr uit e d t o t ar g et                          

m e m br a n e d o m ai ns i n mi cr ot u b ul e- d e p e n d e nt m a n n er d u e t o dir e ct i nt er a cti o n of s e v er al e x o c yst                  

s u b u nits wit h C O G 2, w hi c h its elf i n dir e ctl y i nt er a cts wit h mi cr ot u b ul es vi a tiss u e s p e cifi c                     

pr ot ei n li n k ers V E T H 1 a n d V E T H 2. 



M y c o nt ri b uti o n: I w as i n v ol v e d i n t h e st u d y d esi g n, e x p eri m e nts pl a n ni n g, i nt er pr eti n g t h e                   

r es ults a n d writi n g t h e m a n us cri pt. 

P u blis h e d i n:  N e w P h yt ol o gist 2 1 3( 3): 1 0 5 2- 1 0 6 7, d oi: 1 0. 1 1 1 1/ n p h. 1 4 2 6 7 

 

P A P E R 9:  

 

Titl e: E x o c yst c o m pl e x m e di at es n o n- h ost r esist a n c e a g ai nst p o w d er y mil d e w i n Ar a bi d o psis  

A ut h o rs: Jit k a Ort m a n n o v á, T a m ar a P e č e n k o v á, J ur aj S e k er eš, I v a n K uli c h, Jiří Š a ntr ů č e k a n d                   

Vi kt or Ž árs k ý 

R ati o n al e of t h e r e p o rt: T h e w or k pr o vi d es d et ail e d a n al ysis of r ol e of pl a nt e x o c yst d uri n g                        

pl a nt c ell d ef e n c e r e a cti o n a g ai nst p at h o g e ni c f u n gi a n d f o c us es o n s p e ci ali z e d f u n cti o n of t h e                      

E X O 7 0 B 2 as t h e E X O 7 0 is of or m u pr e g ul at e d u p o n p at h o g e n att a c k a n d dri vi n g t h e                     

e x o c yst-r e g ul at e d v esi c ul ar tr affi c ki n g t o t h e sit es of s e cr et or y p a pill a a n d e xtr a h a ust ori al                 

e n c as e m e nt d e p ositi o n. T h e st u d y als o d e m o nstr at es r ol e of e x o c yst i n w ell c h ar a ct eri z e d                   

S Y P 1 2 1- m e di at e d v esi cl e s e cr eti o n a n d pr o vi d es d at a o n dir e ct i nt er a cti o n b et w e e n t h e                   

E X O 7 0 B 2 a n d S Y P 1 2 1. 

M y c o nt ri b uti o n: I pr o vi d e d t h e s e c 5 a- 1 m ut a nt a n d t h e S E C 5 a: G F P li n e. I p arti ci p at e d i n                    

fi n ali zi n g of t h e m a n us cri pt. 

S u b mitt e d t o M ol e c ul a r Pl a nt  
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A n al y si s o f  E x o c y st  S u b u nit  E X O 7 0 F a mil y  R e v e al s
Di sti n ct  M e m b r a n e  P ol a r  D o m ai n s i n  T o b a c c o
P oll e n  T u b e s 1[ O P E N]

J u r aj  S e k e r e š , Pr e m y sl  P ej c h a r, Ji rí Š a nt r u c e k,  N e m a nj a  V u k a š i n o vic 2 , Vi kt o r Z á r s k ý, a n d  M a rti n  P ot o c k ý *

I n stit ut e of  E x p e ri m e nt al  Bot a n y,  C z e c h  A c a d e m y of S ci e n c e s,  P r a g u e 6,  C z e c h  R e p u bli c (J. S.,  P. P.,  N. V.,  V. Z.,
M. P.);  D e p a rt m e nt of  E x p e ri m e nt al  Pl a nt  Bi ol o g y, F a c u lt y of S ci e n c e, C h a rl e s U ni v e r sit y, P r a g u e 2, C z e c h
R e p u bli c (J. S.,  V. Z.); a n d  D e p a rt m e nt of  Bi o c h e mi st r y a n d  Mi c r o bi ol o g y,  U ni v e r sit y of  C h e mi st r y a n d
T e c h n ol o g y,  P r a g u e 6,  C z e c h  R e p u bli c (J. Š .)

O R C I D I D s: 0 0 0 0- 0 0 0 2- 4 8 7 6- 5 4 5 4 ( J. S.); 0 0 0 0- 0 0 0 3- 0 4 8 8- 7 4 6 5 ( P. P.); 0 0 0 0- 0 0 0 2- 5 3 0 1- 0 3 3 9 ( V. Z.); 0 0 0 0- 0 0 0 2- 3 6 9 9- 7 5 4 9 ( M. P.).

T h e v e si cl e-t et h eri n g c o m pl e x e x o c y st i s o n e of t h e cr u ci al c ell  p ol arit y r e g ul at or s.  T h e  E X O 7 0 s u b u nit i s r e q uir e d f or t h e
t ar g eti n g of t h e c o m pl e x a n d i s r e pr e s e nt e d b y  m a n y i s of or m s i n a n gi o s p er m  pl a nt c ell s.  T hi s  di v er sit y c o ul d b e  p artl y
r e s p o n si bl e f or t h e e st a bli s h m e nt a n d  m ai nt e n a n c e of  m e m br a n e  d o m ai n s  wit h  diff er e nt c o m p o siti o n.  T o a d dr e s s t hi s
h y p ot h e si s,  w e e m pl o y e d t h e gr o wi n g  p oll e n t u b e, a  w ell- e st a bli s h e d c ell  p ol arit y  m o d el s y st e m, a n d  p erf or m e d l ar g e- s c al e
e x pr e s si o n, l o c ali z ati o n, a n d f u n cti o n al a n al y si s of t o b a c c o ( Ni c oti a n a t a b a c u m )  E X O 7 0 i s of or m s.  V ari o u s i s of or m s l o c ali z e d t o
diff er e nt r e gi o n s of t h e  p oll e n t u b e  pl a s m a  m e m br a n e, a pi c al v e si cl e-ri c h i n v ert e d c o n e r e gi o n, n u cl e u s, a n d c yt o pl a s m.  T h e
o v er e x pr e s si o n of  m aj or  p oll e n- e x pr e s s e d  E X O 7 0 i s of or m s r e s ult e d i n gr o wt h arr e st a n d c h ar a ct eri sti c  p h e n ot y pi c  d e vi ati o n s of
ti p s w elli n g a n d a pi c al i n v a gi n ati o n s.  Nt E X O 7 0 A 1 a a n d  Nt E X O 7 0 B 1 o c c u pi e d t w o  di sti n ct a n d  m ut u all y e x cl u si v e  pl a s m a
m e m br a n e  d o m ai n s.  B ot h i s of or m s  p artl y c ol o c ali z e d  wit h t h e e x o c y st s u b u nit  Nt S E C 3 a at t h e  pl a s m a  m e m br a n e,  p o s si bl y
f or mi n g  diff er e nt e x o c y st c o m pl e x s u b p o p ul ati o n s.  Nt E X O 7 0 A 1 a l o c ali z e d t o t h e s m all ar e a  pr e vi o u sl y c h ar a ct eri z e d a s t h e sit e
of e x o c yt o si s i n t h e t o b a c c o  p oll e n t u b e,  w hil e  Nt E X O 7 0 B 1 s ur pri si n gl y c ol o c ali z e d  wit h t h e z o n e of cl at hri n- m e di at e d
e n d o c yt o si s.  B ot h  Nt E X O 7 0 A 1 a a n d  Nt E X O 7 0 B 1 c ol o c ali z e d t o  diff er e nt  d e gr e e s  wit h  m ar k er s f or t h e a ni o ni c si g n ali n g
p h o s p h oli pi d s  p h o s p h ati d yli n o sit ol 4, 5- bi s p h o s p h at e a n d  p h o s p h ati di c a ci d. I n c o ntr a st,  m e m b er s of t h e  E X O 7 0  C cl a s s,
w hi c h ar e s p e ci fi c all y e x pr e s s e d i n ti p- gr o wi n g c ell s, e x hi bit e d e x o c yt o si s-r el at e d f u n cti o n al eff e ct s i n  p oll e n t u b e s  d e s pit e t h e
a b s e n c e of a p p ar e nt  pl a s m a  m e m br a n e l o c ali z ati o n.  T a k e n t o g et h er, o ur  d at a s u p p ort t h e e xi st e n c e of  m ulti pl e  m e m br a n e-
tr affi c ki n g  d o m ai n s r e g ul at e d b y  diff er e nt  E X O 7 0- c o nt ai ni n g e x o c y st c o m pl e x e s  wit hi n a si n gl e c ell.

T h e  p oll e n t u b e i s a str u ct ur e i n di s p e n s a bl e f or a n-
gi o s p e r m s e x u al r e pr o d u cti o n.  T h e t u b e g er mi n at e s
fr o m a  p oll e n gr ai n aft er it l a n d s o n t h e sti g m a of a  pi stil

wit hi n a fl o w er.  D uri n g it s gr o wt h t hr o u g h t h e  pi stil,
t h e  p oll e n t u b e n e e d s t o o v er c o m e,  d e p e n di n g o n t h e
pl a nt s p e ci e s,  milli m et e r s t o c e nti m et er s of tr a n s mitti n g
tr a ct  di st a n c e ( L or a et al., 2 0 1 6) s o t h at s p e r m c ell s c a n
b e br o u g ht t o t h e e m br y o s a c.  O v er c o mi n g s u c h a l o n g
di st a n c e i s e n a bl e d b y a s p e ci al t y p e of  p ol ar gr o wt h
c all e d ti p gr o wt h, t h e l o c al  d eli v er y of c ell  m at eri al s t o a
f o c u s e d gr o wt h sit e, f o r mi n g a n el o n g at e d c ell ul ar
str u ct ur e.  B e c a u s e of s u c h e xtr e m e  p ol ar gr o wt h,  p oll e n
t u b e s ar e  u s e d a s a n i m p ort a nt  m o d el s y st e m of c ell
p ol arit y, a n d  m a n y f u n d a m e nt al c ell  p ol arit y r e g ul at o r s
li k e  R O P  G T P a s e s a n d  pl a nt  p h o s p h oli pi d- m o dif yi n g
e n z y m e s  w e r e fi r st c h ar a ct eri z e d i n  p oll e n t u b e s a n d
l at er a p p e ar e d t o  pl a y a n a n al o g o u s f u n cti o n i n ot h e r
c ell t y p e s ( Qi n a n d  D o n g, 2 0 1 5).

Pl a nt c ell s h a v e s e v er al  p ol ar  m e m br a n e  d o m ai n s
wit h  diff e r e nt c o m p o siti o n ( Z á r s k ý et al., 2 0 0 9;
Ł a n g o w s ki et al., 2 0 1 0, 2 0 1 6), a n d a d diti o n al  p ol ari z e d
str u ct ur e s ari s e  d uri n g t h e r e s p o n s e t o  p at h o g e n s a n d
s y m bi o nt s ( D ör m a n n et al., 2 0 1 4).  O n e of t h e k e y
c o m p o n e nt s r e g ul ati n g c ell  p ol arit y i s t h e e x o c y st
c o m pl e x. It i s a h et er o o ct a m eri c  pr ot ei n c o m pl e x
( T er B u s h et al., 1 9 9 6) t h at i s s h ar e d a cr o s s e u k ar y ot e s
( V aš k o vi c o v á et al., 2 0 1 3;  M arti n- Ur dir o z et al., 2 0 1 6)
a n d t h at t et h e r s s e c r et o r y  v e si cl e s t o t h e  pl a s m a

1 T hi s  w o r k  w a s s u p p o rt e d b y t h e  C z e c h S ci e n c e F o u n d ati o n

( gr a nt n o s.  G A 1 3- 1 9 0 7 3 S a n d  G A 1 5- 2 4 7 1 1 S), t h e  Gr a nt  A g e n c y of
C h a rl e s  U ni v e r sit y ( g r a nt n o. 3 9 4 8 1 5), t h e  Mi ni st r y of  E d u c ati o n,

Y o ut h, a n d S p ort of t h e  C z e c h  R e p u bli c ( gr a nt n o.  N P UI  L O 1 4 1 7 t o

V. Z. a n d S p e ci fi c  U ni v er sit y  R e s e ar c h gr a nt n o. 2 0 / 2 0 1 6 t o J. Š .), a n d

t h e  O p er ati o n al  Pr o gr a m m e  Pr a g u e – C o m p etiti v e n e s s ( gr a nt n o.  C Z.
2. 1 6 / 3. 1. 0 0 / 2 1 5 1 9 t o t h e I n stit ut e of  E x p eri m e nt al  B ot a n y).

2 P r e s e nt a d d r e s s:  D e p a rt m e nt of  Pl a nt S y st e m s  Bi ol o g y,  VI B,

9 0 5 2  G h e nt,  B el gi u m.
*  A d dr e s s c orr e s p o n d e n c e t o  p ot o c k y @ u e b. c a s. c z.

T h e a ut h or r e s p o n si bl e f or  di stri b uti o n of  m at eri al s i nt e gr al t o t h e

fi n di n g s  pr e s e nt e d i n t hi s arti cl e i n a c c or d a n c e  wit h t h e  p oli c y  d e-

s cri b e d i n t h e I n str u cti o n s f o r  A ut h or s ( w w w. pl a nt p h y si ol. or g) i s:
M arti n  P ot o c k ý ( p ot o c k y @ u e b. c a s. c z).

J. S. a n d  M. P. c o n c ei v e d t h e  pr oj e ct,  d e si g n e d t h e e x p eri m e nt s, a n-

al y z e d t h e  d at a, a n d  wr ot e t h e arti cl e  wit h c o ntri b uti o n s of all t h e

a ut h or s; J. S.  p erf or m e d  m o st of t h e e x p eri m e nt s  wit h c o ntri b uti o n s
fr o m  P. P. a n d  N. V.; J.Š .  p erf or m e d  m a s s s p e ctr o m etr y a n al y si s;  V.Z.

i niti at e d t h e r e s e a r c h t o pi c;  M. P.,  P. P., a n d  V.Z. s u p e r vi s e d t h e

e x p eri m e nt s.
[ O P E N] Arti cl e s c a n b e vi e w e d  wit h o ut a s u b s cri pti o n.
w w w. pl a nt p h y si ol. or g / c gi / d oi / 1 0. 1 1 0 4 / p p. 1 6. 0 1 7 0 9

Pl a nt  P h y si ol o g y , M ar c h 2 0 1 7,  V ol. 1 7 3,  p p. 1 6 5 9 – 1 6 7 5,  w w w. pl a nt p h y si ol. o r g 2 0 1 7  A m e ri c a n S o ci et y of  Pl a nt  Bi ol o gi st s.  All  Ri g ht s  R e s e r v e d. 1 6 5 9

5 9  w w w. pl a nt p h y si ol. or go n J ul y 4, 2 0 1 8 - P u bli s h e d b y D o w nl o a d e d fr o m 
C o p yri g ht © 2 0 1 7 A m eri c a n S o ci et y of Pl a nt Bi ol o gi st s. All ri g ht s r e s er v e d.
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m e m br a n e ( P M) a n d r e g ul at e s t h eir s u b s e q u e nt f u si o n.
I n a ni m al a n d y e a st  m o d el s y st e m s,  m a n y  m ol e c ul ar
i nt er a cti o n s i n v ol v e d i n e x o c y st f u n cti o n h a v e alr e a d y
b e e n  di s c o v er e d:  E X O 7 0 a n d S E C 3  dri v e e x o c y st t o t h e
t ar g et sit e b y i nt er a cti o n  wit h  p h o s p h ati d yli n o sit ol 4, 5-
bi s p h o s p h at e ( PI P 2 ) a n d s m all  G T P a s e s of t h e  R h o
f a mil y ( H e et al., 2 0 0 7;  Li u et al., 2 0 0 7;  W u et al., 2 0 1 0;
Pl e s k ot et al., 2 0 1 5), b ot h b u d di n g y e a st ( S a c c h ar o m y ces
cere visi ae ) S e c 1 5 p ( Fr a n c e et al., 2 0 0 6) a n d  E x o 7 0 p i n-
t er a ct  wit h t h e c ell  p ol arit y  d et er mi n a nt  B e m 1 p ( Li u
a n d  N o vi c k, 2 0 1 4), S E C 1 5 i nt er a ct s  wit h s e cr et o r y
v e si cl e- a s s o ci at e d  R a b  G T P a s e s ( W u et al., 2 0 0 5) a n d
pr o m ot e s  m y o si n  m ot or r el e a s e aft er v e si cl e f u si o n
wit h t h e  P M ( D o n o v a n a n d  Br et s c h er, 2 0 1 5), a n d b u d-
di n g y e a st S e c 6 p bi n d s S N A R E  pr ot ei n s a n d  pr o m ot e s
S N A R E c o m pl e x a s s e m bl y ( D u b u k e et al., 2 0 1 5) a n d
al s o bi n d s t h e S N A R E i nt er a ct o r S e c 1 p ( M or g er a et al.,
2 0 1 2).  B e si d e s f a cilit ati n g c a n o ni c al e x o c yt o si s, e x o c y st
i n o pi st h o k o nt s  pl a y s a r ol e i n ot h e r  pr o c e s s e s s u c h a s
fi s si o n y e a st ( S c hi z os a c c h ar o m y ces p o m b e ) c yt o ki n e si s
( W a n g et al., 2 0 0 2, 2 0 1 6),  mi d b o d y s ci s si o n ( C h e n et al.,
2 0 0 6), a n d t h e f or m ati o n of t u n n eli n g n a n ot u b e s ( H a s e
et al., 2 0 0 9), a n d t h e a ni m al e x o c y st s u b c o m pl e x al s o
c o ntri b ut e s t o t h e i niti ati o n of a ut o p h a g y ( B o d e m a n n
et al., 2 0 1 1).

W e  pr e vi o u sl y  di s c o v er e d t h e e x o c y st c o m pl e x i n
pl a nt s ( Eli á š et al., 2 0 0 3) a n d h a v e  u nr a v el e d s o m e of it s
f u n cti o n s, li k e  p e cti n  d e p o siti o n i n s e e d c o at s ( K uli c h
et al., 2 0 1 0), r e c y cli n g of a u xi n tr a n s p ort er s ( Dr d o v á
et al., 2 0 1 3), c ell  pl at e i niti ati o n a n d  m at u r ati o n  d uri n g
c yt o ki n e si s ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 0), ti p gr o wt h ( C ol e
et al., 2 0 0 5;  Bl o c h et al., 2 0 1 6), a n d  d ef e n s e a g ai n st
p at h o g e n i nf e cti o n ( P e c e n k o v á et al., 2 0 1 1).  O n e of t h e
m o st stri ki n g fi n di n g s  w a s t h e  pr e s e n c e of  m a n y
p ar al o g s e n c o di n g t h e  E X O 7 0 s u b u nit i n  pl a nt g e n o m e s
( Eli áš et al., 2 0 0 3;  C vr c k o v á et al., 2 0 1 2).  B e si d e s t h e
tri vi al e x pl a n ati o n t h at  diff er e nt  E X O 7 0  p ar al o g s c o ul d
pl a y e q ui v al e nt r ol e s i n  diff er e nt c ell t y p e s, it  w a s h y-
p ot h e si z e d t h at v ari o u s  E X O 7 0 i s of or m s  w o ul d c o e xi st
wit hi n a si n gl e c ell t y p e a n d r e g ul at e e x o c yt o si s t o
diff er e nt  P M  d o m ai n s ( Z ár s k ý et al., 2 0 0 9; Z ár s k ý a n d
P ot o c k ý, 2 0 1 0).  B e si d e s  diff er e nt l at er al  m o bilit y a n d
r e g ul at e d e n d o c yt o si s, t ar g et e d e x o c yt o si s  w a s  p o st u-
l at e d a s a k e y  m e c h a ni s m r e s p o n si bl e f o r t h e  pr e s e n c e
of  p ol ar  m e m br a n e  d o m ai n s  wit h  diff er e nt c o m p o si-
ti o n.  T h u s,  diff er e nt a cti v at e d c orti c al  d o m ai n s,  d o c k-
i n g  pl atf or m s f or e x o c yt oti c v e si cl e s, c o ul d  dri v e t h e
s e cr eti o n t o  diff er e nt  p art s of t h e  P M b y e m pl o yi n g
diff er e nt  E X O 7 0 i s of or m s a n d c o n n e ct e d i ntr a c ell ul ar
s e cr et or y  m a c hi n er y ( di v er s e r e c y cli n g e n d o s o m e s,  R a b
G T P a s e, a n d S N A R E  pr ot ei n i s of or m s, et c.; Z ár s k ý
et al., 2 0 0 9).

W hil e e x o c y st a ct s a s a c o m pl e x i n b u d di n g y e a st
( T er B u s h et al., 1 9 9 6;  H ei d er et al., 2 0 1 6) a n d  pl a nt c ell s
( H ál a et al., 2 0 0 8) a n d it s s u b u nit s s h o ul d b e st u di e d i n
t h e c o nt e xt of t h e  w h ol e c o m pl e x, it al s o  m a k e s s e n s e t o
a n al y z e  pl a nt  E X O 7 0  pr ot ei n s s e p ar at el y a n d i nf er
v al u a bl e r e s ult s  wit h bi ol o gi c al r el e v a n c e. Fir st, t h e
E X O 7 0 s u b u nit i s i n v ol v e d i n t h e t ar g eti n g of t h e  w h ol e
c o m pl e x.  L o c ali z ati o n of t a g g e d  E X O 7 0 al o n e s h o ul d

r e fl e ct t h e l o c ali z ati o n  w h er e it c a n  dri v e t h e r e st of t h e
c o m pl e x.  E X O 7 0  pr ot ei n s ar e s u bj e ct t o r e g ul at e d  pr o-
t e ol yti c  d e gr a d ati o n ( S a m u el et al., 2 0 0 9; St e g m a n n
et al., 2 0 1 2; Z ár s k ý et al., 2 0 1 3), a n d e x c h a n g e of  dif-
f er e nt  E X O 7 0 i s of o r m l e v el s  pr o b a bl y a ct s a s a f a st
s wit c h of s e cr eti o n t o  p ol ar  d o m ai n s  pr ef e rr e d b y  dif-
f er e nt  E X O 7 0 s. S e c o n d, s o m e  E X O 7 0 s  m a y a ct a s  p art of
t h e e x o c y st s u b c o m pl e x ( K uli c h et al., 2 0 1 3) or c o ul d
h a v e f u n cti o n s c o m pl et el y i n d e p e n d e nt of t h e r e st of
t h e e x o c y st, a s  w a s s h o w n f or a ni m al  E X O 7 0 ( Z u o et al.,
2 0 0 6;  D ell a g o et al., 2 0 1 1;  Li u et al., 2 0 1 2;  Z h a o et al.,
2 0 1 3).  D u e t o t h e l ar g e n u m b er of  pr e di ct e d  E X O 7 0
pr ot ei n i nt er a ct or s,  E X O 7 0 i s of or m s  p o s si bl y s er v e a s
a n i m p o rt a nt c o m p o n e nt of c ell  p ol arit y- dir e cti n g  m a-
c hi n e s ( Z ár s k ý et al., 2 0 0 9). S y st e m ati c st u d y of t h e
s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n of  diff er e nt  E X O 7 0 i s of or m s i s
t h u s of  ut m o st i m p ort a n c e.

D u e t o t h e l ar g e n u m b er of  pl a nt  E X O 7 0  p ar al o g s,
di sti n ct i ntr a c ell ul ar l o c ali z ati o n of  E X O 7 0  pr ot ei n
i s of or m s t o  diff e r e nt  m e m br a n e  d o m ai n s or ot h er
c o m p art m e nt s  w a s  m a p p e d o nl y i n s o m e i n st a n c e s.
Ar a bi d o p si s ( Ar a bi d o p sis t h ali a n a )  At E X O 7 0 B 1  w a s
s h o w n t o  pl a y a r ol e i n a ut o p h a g y a n d l o c ali z e s t o i n-
t er n al c o m p art m e nt s st arti n g at t h e e n d o pl a s mi c r eti c-
ul u m a n d  dir e ct e d t o t h e  G ol gi-i n d e p e n d e nt v a c u ol ar
p at h w a y ( K uli c h et al., 2 0 1 3).  E X O 7 0I  w a s r e c e ntl y
d e m o n str at e d t o b e i m p o rt a nt f or t h e f or m ati o n of t h e
p e ri ar b u s c ul ar  m e m br a n e s u b d o m ai n  d uri n g ar b u s-
c ul ar  m y c o rr hi z al s y m bi o si s i n Me di c a g o tr u n c ul at a
( Z h a n g et al., 2 0 1 5). F or  m o st  E X O 7 0  p ar al o g s, t h e
a v ail a bl e st u di e s a r e b a s e d o n g e n eti c a p p r o a c h e s
c o m bi n e d  wit h c yt ol o gi c al a n al y s e s.  T hi s  w a y,
At E X O 7 0 H 4  w a s s h o w n t o b e i n di s p e n s a bl e f o r c orr e ct
tri c h o m e c ell  w all t hi c k e ni n g a n d c all o s e  d e p o siti o n
( K uli c h et al., 2 0 1 5).  T h e r e s ult s of g e n e- sil e n ci n g e x-
p e ri m e nt s s u g g e st t h at t h e  E X O 7 0 F-li k e s u b u nit s ar e
e s s e nti al i n r e si st a n c e t o f u n g al  p e n etr ati o n i n b arl e y
(H or d e u m v ul g ar e ;  O st e rt a g et al., 2 0 1 3).  T o o ur k n o wl-
e d g e, n o st u d y si m ult a n e o u sl y s h o wi n g t h e l o c ali z a-
ti o n of  m o r e  E X O 7 0 i s of o r m s i n a si n gl e c ell h a s b e e n
p u bli s h e d s o f ar.

I n t h e c o nt e xt of  pl a nt c ell  p ol arit y r e s e ar c h, t h e e x-
tr e m el y  p ol ari z e d gr o wi n g  p oll e n t u b e r e pr e s e nt s a
gr e at  m o d el s y st e m f or l ar g e- s c al e a n al y s e s  d u e t o e a s y
tr a n si e ntl y t a g g e d  pr ot ein e x pr e s si o n a n d t h e a v ail-
a bilit y of v a st tr a n s c ri pt o mi c a n d  pr ot e o mi c  d at a s et s.
I n d e e d, s o m e  P M  d o m ai n s ar e l ar g er a n d b ett er s e p a-
r at e d fr o m e a c h ot h er i n t hi s c ell t y p e ( S e k er e š et al.,
2 0 1 5).  Z o n e s of a cti v e e n d o c yt o si s ( D er k s e n et al., 1 9 9 5;
M o s c at elli et al., 2 0 0 7) a n d e x o c yt o si s ( B o v e et al., 2 0 0 8;
I dilli et al., 2 0 1 3;  L u o et al., 2 0 1 6) ar e v er y  w ell s e p a-
r at e d.  A  pr e vi o u s st u d y att e m pti n g t o s y st e m ati c all y
e x a mi n e t h e l o c ali z ati o n of e x o c y st c o m p o n e nt s i n t o-
b a c c o ( Ni c oti a n a t a b a c u m )  B Y- 2 c ell s ( C h o n g et al., 2 0 1 0)
r e s ult e d i n t h e a g gr e g ati o n of t a g g e d  pr ot ei n s i nt o
cl u st er s c a u s e d b y o v er e x p r e s si o n i n  m a n y c a s e s.
C o ntr ar y t o  C h o n g et al. ( 2 0 1 0),  w e al s o  d e ci d e d t o
st u d y a ut ol o g o u s t o b a c c o  pr ot ei n s i n st e a d of  Ar a bi-
d o p si s h o m ol o g s, s o t h at c o n diti o n s  w o ul d b e a s n ati v e
a s  p o s si bl e.

1 6 6 0 Pl a nt  P h y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7
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T h e ai m of o ur st u d y  w a s t o  p erf or m a s y st e m ati c
a n al y si s of t h e l o c ali z ati o n a n d f u n cti o n al  pr o p erti e s of
E X O 7 0 i s of or m s i n gr o wi n g t o b a c c o  p oll e n t u b e s.  W e
d e m o n str at e a  di sti n ct l o c ali z ati o n f or s e v e r al  E X O 7 0
i s of or m s a n d s h o w t h at s el e ct e d  p oll e n- e x p r e s s e d i s o-
f or m s i n d u c e s p e cifi c  m or p h ol o gi c al  p h e n ot y p e s  u p o n
o v er e x pr e s si o n.  W e  pr o vi d e e vi d e n c e t h at i s of or m s
Nt E X O 7 0 A 1 a a n d  Nt E X O 7 0 B 1 l o c ali z e t o  di sti n ct,
m ut u all y e x cl u si v e  d o m ai n s of t h e  p oll e n t u b e  P M a n d
di s pl a y  diff er e nt  d e gr e e s of c ol o c ali z ati o n  wit h  m ar k e r s
f or t h e a ni o ni c si g n ali n g  p h o s p h oli pi d s  PI P2 a n d
p h o s p h ati di c a ci d ( P A).  B ot h i s of o r m s c ol o c ali z e  wit h
t h e e x o c y st s u b u nit  Nt S E C 3 a at t h e  P M a n d ar e  p o s si bl y
p art of  di sti n ct s u b p o p ul ati o n s of e x o c y st c o m pl e x
p arti cl e s.

R E S U L T S

All  M aj or  A n gi o s p er m  E X O 7 0  Cl a d e s  Ar e  Pr e s e nt i n
S ol a n a c e a e  G e n o m e s

Pl a nt  E X O 7 0 s c o n stit ut e a n e x p a n d e d g e n e f a mil y
di vi d e d i nt o ni n e cl a d e s t h at ar e pr e s e nt i n  m o st a n gi o-
s p er m gr o u p s ( C vr c k o v á et al., 2 0 1 2).  W e i niti at e d a
d et ail e d st u d y of t o b a c c o  E X O 7 0  pr ot ei n s b y bi o-
i nf or m ati c a n al y si s t h at c o nfi r m e d t h e  pr e s e n c e of all
m aj or  E X O 7 0 cl a d e s i n t h e S ol a n a c e a e, i n cl u di n g t o b a c c o
( Fi g. 1). It s h o ul d b e n ot e d t h at t o b a c c o i s a m p hi di pl oi d
wit h t w o n e arl y i d e nti c al c o pi e s of  m o st g e n e s i n it s
g e n o m e ( o n e fr o m e a c h  p ar e nt al s p e ci e s). F or t h e s a k e of
cl arit y,  w e f urt h er  pr e s e nt  d at a fr o m o nl y t h e o n e  di pl oi d
g e n e s et.  A n e x h a u sti v e  B L A S T a n al y si s of t h e t o b a c c o
g e n o m e  dr aft, t o g et h er  wit h s e ar c h e s i n t h e g e n o m e s of
t h e t o b a c c o  p ar e nt al s p e ci e s Nic oti a n a s yl vestris a n d Ni-
c oti a n a t o me nt osif or mis a n d t h e cl o s el y r el at e d t o m at o
(S ol a n u m l yc o persi c u m ),  u n c o v er e d 2 4  E X O 7 0 g e n e s i n a
di pl oi d t o b a c c o g e n e s et. I n c o n gr u e n c e  wit h  pr e vi o u s
o b s er v ati o n s fr o m ot h er  pl a nt g e n o m e s ( S y n e k et al.,
2 0 0 6;  C vr c k o v á et al., 2 0 1 2),  m o st  E X O 7 0 g e n e s o ut si d e
cl a d e s  A a n d I ar e i ntr o nl e s s.  W hil e t o b a c c o  E X O 7 0
g e n e s c a n b e e a sil y s ort e d i nt o t h e s a m e cl a d e s a s  Ar a-
bi d o p si s  E X O 7 0 g e n e s, o n e-t o- o n e ort h ol o g y r el ati o n s
c a n n ot b e e st a bli s h e d i n  m o st c a s e s ( Fi g. 1).  D uri n g t h e
e v ol uti o n fr o m t h e l a st c o m m o n a n c e st or of t h e S ol a n a-
c e a e a n d  Br a s si c a c e a e, s o m e g e n e s h a v e  u n d er g o n e  d u-
pli c ati o n s o nl y i n S ol a n a c e a e ( e. g. a n c e str al  E X O 7 0 C 1
i nt o  Nt E X O 7 0 C 1 a a n d  Nt E X O 7 0 C 1 b)  w hil e ot h er s
h a v e  d u pli c at e d o nl y i n t h e li n e a g e l e a di n g t o  Br a s si c a-
c e a e ( e. g. a n c e str al  E X O 7 0 A 2 i nt o  At E X O 7 0 A 2 a n d
At E X O 7 0 A 3).  H o w e v er, i n t h e c a s e of s o m e i s of or m s
( At E X O 7 0 C 2 / Nt E X O 7 0 C 2,  At E X O 7 0 E 2 / Nt E X O 7 0 E 2,
a n d  At E X O 7 0 F / Nt E X O 7 0 F), cl e ar ort h ol o g y r el ati o n-
s hi p s c a n b e i nf err e d.

M ulti pl e  E X O 7 0 I s of or m s  Ar e  E x pr e s s e d i n
G er mi n ati n g  P oll e n

Aft er c o m pili n g t h e r e p ert oir e of t o b a c c o  E X O 7 0
g e n e s,  w e i n v e sti g at e d  E X O 7 0 i s of o r m s t h at a r e

e x pr e s s e d i n t o b a c c o  p oll e n.  W e a n al y z e d t h e tr a n-
s cri pti o n of t o b a c c o  E X O 7 0 g e n e s b y r e v er s e tr a n-
s cri pti o n ( R T)- P C R a m pli fi c ati o n of  E X O 7 0 fr a g m e nt s
fr o m c D N A  mi xt u r e s  pr e p ar e d fr o m i m bi b e d  p oll e n,
g er mi n ati n g  p oll e n, a n d gr o wi n g  p oll e n t u b e s.  D u e t o
t h e hi g h si mil arit y of t h e g e n e- c o di n g r e gi o n s i n t h e  T
a n d S g e n o m e s of a m p hi di pl oi d t o b a c c o,  pri m e r  p air s
w er e  d e si g n e d s o t h at t h e y  w o ul d  di s cri mi n at e b et w e e n
p arti c ul ar i s of or m s i n di c at e d i n Fi g ur e 1 b ut  w o ul d n ot
di s cri mi n at e b et w e e n c o pi e s fr o m  p ar e nt al s p e ci e s.
F urt h e r m or e, t hr e e  m e m b er s of t h e  Nt E X O 7 0 H 3- 4 a
s u b cl a d e ( Fi g. 1)  w er e n ot  di s cri mi n at e d eit h er, b e-
c a u s e of t h eir e xt r e m e si mil arit y at t h e n u cl ei c a ci d
l e v el.  R T- P C R a n al y si s h a s s h o w n t h at 1 0  E X O 7 0 s ar e
tr a n s cri b e d i n at l e a st o n e st a g e of  p oll e n g er mi n ati o n or
p oll e n t u b e gr o wt h ( Fi g. 2). Si n c e t h e c orr el ati o n b e-
t w e e n t h e tr a n s cri pti o n l e v el a n d t h e  pr ot ei n a b u n-
d a n c e i s oft e n  w e a k,  w e f urt h er i n v e sti g at e d  E X O 7 0
e x pr e s si o n i n t o b a c c o  p oll e n at t h e  pr ot ei n l e v el.  T ot al
c yt o pl a s mi c  pr ot ei n e xt r a ct  w a s s e p ar at e d b y S D S
pr ot ei n el e ct r o p h or e si s, a n d  pr ot ei n s of ar o u n d 7 0 k D
w er e a n al y z e d b y  m a s s s p e ctr o m etr y.  Alt h o u g h t hi s
a p pr o a c h  w a s n ot s e n siti v e e n o u g h t o  d et e ct all  p oll e n
i s of or m s, it  u n c o v er e d t h e  m o st a b u n d a nt  E X O 7 0 s.
T a bl e I s u m m a ri z e s t h e r e s ult s of f o ur i n d e p e n d e nt
m a s s s p e ctr o m etr y r e a d s fr o m t w o  diff er e nt bi ol o gi c al
r e pli c at e s a n d s h o w s t h at  E X O 7 0 cl a d e s  A a n d  C r e p-
r e s e nt  d o mi n a nt s u bf a mili e s i n gr o wi n g  p oll e n t u b e s.

S e v er al  E X O 7 0 I s of or m s  L o c ali z e t o  Di sti n ct
C o m p art m e nt s i n  Gr o wi n g  T o b a c c o  P oll e n  T u b e s

I n or d er t o g et a fi r st i n si g ht i nt o t h e  p ut ati v e f u n c-
ti o n s of  p oll e n  E X O 7 0 s,  w e f u s e d 2 0  diff er e nt t o b a c c o
E X O 7 0 i s of o r m s t o t h e  C t er mi n u s of y ell o w fl u or e s c e nt
pr ot ei n ( Y F P)  u n d e r t h e c o ntr ol of t h e  L A T 5 2  pr o m ot er
( n u cl e oti d e s e q u e n c e s of o ur cl o n e s ar e  pr o vi d e d i n
S u p pl e m e nt al Fil e S 1) a n d  p erf or m e d  d et ail e d s u b c el-
l ul ar l o c ali z ati o n a n al y s e s b y s pi n ni n g  di s k c o nf o c al
mi cr o s c o p y. Si n c e t h e tr a n si e nt e x pr e s si o n of c o n str u ct s
r e s ult s i n v ari a bl e l e v el s of e x pr e s si o n a m o n g  diff er e nt
p oll e n t u b e s,  w e f o c u s e d o n  p oll e n t u b e s t h at e x hi bit e d
l o w l e v el s of e x pr e s si o n of t h e tr a n s g e ni c c o n str u ct s ( a s
a s s e s s e d b y fl u or e s c e n c e i nt e n sit y r e a d o ut) a n d n or m al
gr o wt h r at e ( ; 3 – 5 m m  mi n 2 1 ).  O ur o b s e r v ati o n s ar e
s u m m a ri z e d i n Fi g u r e 3 f o r  p oll e n- e x p r e s s e d i s of or m s
a n d i n S u p pl e m e nt al Fi g ur e S 1 f or i s of or m s n ot n ati v el y
e x pr e s s e d i n  p oll e n. I n s y st e m s  w h er e bi n di n g  pr o p e r-
ti e s of  E X O 7 0 t o  m e m br a n e  w e r e  w ell c h ar a ct eri z e d,
E X O 7 0  w a s  d e m o n str at e d t o b e a  p eri p h er al  m e m br a n e
pr ot ei n ( H e et al., 2 0 0 7).  T h u s, it i s n ot s ur pri si n g t h at,
b e si d e s  di sti n ct s u b c ell ul ar  p att er n s of  diff er e nt i s of or m
l o c ali z ati o n,  m o st t a g g e d  E X O 7 0 i s of or m s al s o e x hi bit
str o n g c yt o pl a s mi c fl u or e s c e n c e.  T h e s e o b s er v ati o n s
pr o vi d e d s e v er al n ot e w ort h y c o n cl u si o n s.

( 1)  Nt E X O 7 0 A 1 a l o c ali z e d t o t h e s m all b ut v er y  di s-
ti n ct  P M r e gi o n a dj a c e nt t o t h e  p oll e n t u b e ti p ( Fi g. 3;
S u p pl e m e nt al  M o vi e S 1). I n c o ntr a st,  Nt E X O 7 0 A 2  w a s
c o n c e ntr at e d i n a n ar e a n e ar t h e  p oll e n t u b e ti p b ut  di d

Pl a nt  P h y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7 1 6 6 1

A n al y si s of t h e  E X O 7 0 F a mil y i n  T o b a c c o  P oll e n  T u b e s
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Fi g ur e 1. P h yl o g e n eti c r el ati o ns hi p of E X O 7 0 pr ot ei ns fr o m  Ar a bi d o psis ( At), t o b a c c o ( Nt), a n d t o m at o ( Sl). T h e tr e e r e pr es e nts
t h e pr ot ei n  m a xi m u m li k eli h o o d p h yl o g e n y,  w h er e n u m b ers at n o d es c orr es p o n d t o t h e a p pr o xi m at e li k eli h o o d r ati o t est  wit h S H

( S hi m o d air a- H as e g a w a)-li k e s u p p ort fr o m  m a xi m u m li k eli h o o d (t o p) a n d p ost eri or pr o b a biliti es fr o m  B a y esi a n a n al ysis ( b ott o m).

Cir cl es r e pr es e nt 1 0 0 % s u p p ort b y b ot h  m et h o ds, a n d br a n c h es  w er e c oll a ps e d if t h e i nf err e d t o p ol o g y  w as n ot s u p p ort e d b y b ot h

m et h o ds. T h e tr e e  w as r o ot e d usi n g h u m a n E X O 7 0 as a n o ut gr o u p. T h e s c al e b ar i n di c at es t h e r at e of s u bstit uti o ns p er sit e.

1 6 6 2 Pl a nt  P h y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7

S e k e r e š et al.
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n ot l o c ali z e t o t h e  P M i n  m o st  p oll e n t u b e s o b-
s er v e d.  O nl y o c c a si o n all y  di d  Nt E X O 7 0 A 2  di s pl a y  P M
l o c ali z ati o n c o m p ar a bl e t o  Nt E X O 7 0 A 1 a ( Fi g. 3).
S ur pri si n gl y,  Nt E X O 7 0 A 1 b, t h e cl o s e st h o m ol o g of
Nt E X O 7 0 A 1 a ( s h ari n g 9 0 % i d e nti c al r e si d u e s  wit h
Nt E X O 7 0 A 1 a; S u p pl e m e nt al Fi g. S 2),  w a s l o c ali z e d i n
gr o wi n g  p oll e n t u b e s e v e nl y t hr o u g h o ut t h e c yt o-
pl a s m a n d o nl y r ar el y i n t h e  m a n n er o b s e r v e d f or
Nt E X O 7 0 A 2.  T o o ur k n o wl e d g e,  P M l o c ali z ati o n of
Nt E X O 7 0 A 1 b i n gr o wi n g  p oll e n t u b e s h a s n e v er b e e n
o b s er v e d. ( 2)  W e o b s er v e d a v er y  di sti n ct l o c ali z ati o n
p att er n f or  Y F P: Nt E X O 7 0 B 1,  w hi c h l o c ali z e s t o a
br o a d er s u b a pi c al  P M r e gi o n b ut i s e x cl u d e d fr o m t h e
ar e a n e a r t h e  p oll e n t u b e ti p ( Fi g. 3; S u p pl e m e nt al
M o vi e S 2). ( 3)  R at h er s ur pri si n gl y, all  m e m b er s of t h e
p oll e n- e nri c h e d  C cl a s s l o c ali z e d e x cl u si v el y i n t h e c y-
t o pl a s m. ( 4)  W e f urt h er  di s c o v er e d t h at  Nt E X O 7 0 E 1 b
l o c ali z e s t o t h e i n v ert e d- c o n e r e gi o n at t h e  p oll e n t u b e
ti p, t h e z o n e e nri c h e d  wit h s e cr et or y a n d r e c y cli n g
v e si cl e s ( D e r k s e n et al., 1 9 9 5). ( 5)  Nt E X O 7 0 E 2 l o c ali z e d
t o  m o bil e s p ot s i n t h e c yt o pl a s m ( S u p pl e m e nt al Fi g. S 1;
S u p pl e m e nt al  M o vi e S 3).  B e c a u s e  Nt E X O 7 0 E 2 i s n ot
e x pr e s s e d i n  p oll e n a n d a g gr e g ati o n t o  p u n ct a i s a
c o m m o n o v er e x pr e s si o n artif a ct, t h e l o c ali z ati o n  p at-
t er n of  Nt E X O 7 0 E 2 i n t h e gr o wi n g  p oll e n t u b e i s
pr o b a bl y a n artif a ct. ( 6)  W hil e t a g g e d  Nt E X O 7 0 G 1 a
l o c ali z e s o nl y t o t h e c yt o pl a s m  u p o n v er y l o w l e v el s of
e x pr e s si o n, i n  p oll e n t u b e s  wit h sli g htl y i n cr e a s e d
e x pr e s si o n a n d sli g htl y  d e cr e a s e d gr o wt h r at e,  Nt E X-
O 7 0 G 1 a  d e c or at e s t h e s u b a pi c al  m e m br a n e a n d fi bril-
l ar str u ct ur e s, li k el y a cti n fi b er s ( S u p pl e m e nt al Fi g.
S 3; S u p pl e m e nt al  M o vi e S 4). ( 7)  U n e x p e ct e dl y, fl u o-
r e s c e ntl y t a g g e d  Nt E X O 7 0 H 1- 2 a n d  Nt E X O 7 0 H 5- 8 b
l o c ali z e d  pr e d o mi n a ntl y t o t h e n u cl e u s. Si n c e ot h er
t a g g e d  E X O 7 0 i s of or m s  d o n ot e x hi bit n u cl e ar fl u or e s-
c e n c e  d e s pit e fr e q u e nt str o n g c yt o pl a s mi c si g n al s a n d
t h e n u cl e ar si g n al i s str o n g er t h a n t h e c yt o pl a s mi c si g-
n al,  w e c a n c o n cl u d e t h at t ar g eti n g t o t h e n u cl e u s i s a n
a cti v e, i s of or m- s p e ci fi c  pr o c e s s a n d n ot t h e r e s ult of a
p a s si v e e nt r y or  d e gr a d ati o n of t h e  Y F P-f u s e d  pr ot ei n.
I n t h e c a s e of  Nt E X O 7 0 H 1- 2, t h e t e n d e n c y of n u cl e ar
i m p ort i s s o str o n g t h at al m o st n o c yt o pl a s mi c si g n al
c a n b e  d et e ct e d.

B e c a u s e t h e tr a n si e nt e x pr e s si o n of fl u or e s c e ntl y
t a g g e d  pr ot ei n s i n gr o wi n g t o b a c c o  p oll e n t u b e s  d o e s
n ot all o w a  dir e ct  w a y t o  pr o v e t h e f u n cti o n alit y of t h e

t a g g e d  p r ot ei n s b y r e s c u e of t h e  m ut a nt  p h e n ot y p e
( a s i s  p o s si bl e i n t h e c a s e f o r  A r a bi d o p si s  m ut a nt s
st a bl y t r a n sf o r m e d wit h t a g g e d p r ot ei n s of i nt e r e st),
w e  d e ci d e d t o f u rt h e r v e rif y t h at t h e s u b c ell ul a r l o-
c ali z ati o n of t h e  N-t e r mi n all y t a g g e d  Nt E X O 7 0 i s o-
f o r m s r efl e ct s t h e b e h a vi o r of t h e n ati v e  p r ot ei n s b y
e x a mi ni n g t h e s u b c ell ul a r l o c ali z ati o n of  C-t e r mi n all y
Y F P-t a g g e d  Nt E X O 7 0 B 1.  Nt E X O 7 0 B 1: Y F P  di s pl a y e d
a n e arl y i d e nti c al s u b c ell ul ar di stri b uti o n t o  Y F P: E X O 7 0 B 1
( S u p pl e m e nt al Fi g. S 4 A).

I n s u m m ar y,  w e o b s er v e d a  di sti n ct l o c ali z ati o n p at-
t er n f or s e v er al t o b a c c o  E X O 7 0 i s of or m s. I nt er e sti n gl y,
m e m br a n e bi n di n g  w a s o b s er v e d o nl y f or n ati v el y
e x pr e s s e d p oll e n i s of or m s, a n d cl e ar  diff er e n c e s c o ul d b e
s e e n e v e n b et w e e n cl o s el y r el at e d  E X O 7 0 p ar al o g s ( e. g.
Nt E X O 7 0 A 1 a v er s u s  Nt E X O 7 0 A 1 b a n d  Nt E X O 7 0 E 1 a
v er s u s Nt E X O 7 0 E 1 b; Fi g; 3; S u p pl e m e nt al Fi g. S 1). M o st
ot h er n o n p oll e n  E X O 7 0 i s of or m s al s o s h o w e d c yt o pl a s m-
o nl y l o c ali z ati o n i n p oll e n t u b e s ( S u p pl e m e nt al Fi g. S 1).
T hi s str o n gl y s u g g e st s t h at t h e n o n o v erl a p pi n g l o c ali z a-
ti o n s o b s er v e d f or p oll e n  Nt E X O 7 0 i s of or m s  A 1 a,  B 1, a n d
E 1 b r e fl e ct t h eir f u n cti o n al si g ni fi c a n c e.

Nt E X O 7 0 A 1 a a n d  Nt E X O 7 0 B 1  O c c u p y  M ut u all y  E x cl u si v e
P art s of t h e  P M i n  Gr o wi n g  T o b a c c o  P oll e n  T u b e s, a n d
B ot h  O v erl a p  wit h  E x o c y st  S u b u nit  Nt S E C 3 a
P M  L o c ali z ati o n

T h e l o c ali z ati o n  of t a g g e d  Nt E X O 7 0 A 1 a a n d
Nt E X O 7 0 B 1 ( Fi g. 3) str o n gl y s u g g e st e d t h at t h e  pr o-
t ei n s i n h a bit  m ut u all y e x cl u si v e  P M  d o m ai n s i n t h e
gr o wi n g t o b a c c o  p oll e n t u b e.  T o a n al y z e t hi s i n  m or e
d et ail,  w e tr a n si e ntl y c otr a n sf o r m e d t o b a c c o  p oll e n
wit h  Y F P-t a g g e d  Nt E X O 7 0 A 1 a a n d  m o n o m eri c r e d
fl u or e s c e nt  pr ot ei n ( m R F P)-t a g g e d  Nt E X O 7 0 B 1. I n
gr o wi n g  p oll e n t u b e s  wit h l o w l e v el s of tr a n s g e n e e x-
pr e s si o n, b e si d e s t h eir c yt o pl a s mi c si g n al, t h e t a g g e d
E X O 7 0  pr ot ei n s i n d e e d l o c ali z e d t o  di sti n ct  m e m br a n e
z o n e s ( Fi g. 4).  W e r e p e at e dl y o b s er v e d a si mil ar  p att er n
of l o c ali z ati o n a n d q u a nti fi e d t h e  di st a n c e of o n s et
a n d e n d of  E X O 7 0 l o c ali z ati o n fr o m t h e  p oll e n t u b e
a p e x ( Fi g. 4).  Pl e a s e n ot e t h at, alt h o u g h o n s et a n d e n d
of l o c ali z ati o n  w er e v ari a bl e a m o n g t h e  p oll e n t u b e
p o p ul ati o n,  Nt E X O 7 0 A 1 a a n d  Nt E X O 7 0 B 1  di d n ot
o v erl a p i n t h e v a st  m aj orit y of  p oll e n t u b e s.  E n d of

Fi g ur e 2. S e v er al E X O 7 0 is of or ms ar e e x pr ess e d i n t o b a c c o p oll e n a n d gr o wi n g p oll e n t u b es. S e mi q u a ntit ati v e  R T- P C R a n al ysis is

s h o w n f or t h e E X O 7 0 f a mil y i n t o b a c c o i m bi b e d p oll e n (I P), g er mi n ati n g p oll e n ( G P), a n d gr o wi n g p oll e n t u b e ( G P T),  wit h

g e n o mi c  D N A ( G e n) us e d f or t h e c o ntr ol a m pli fi c ati o n.  A cti n ( A C T)  w as a m pli fi e d as a c o ntr ol fr o m t h e s a m e pr e mi x s ol uti o n. T h e
i m a g e s h o w n  w as ass e m bl e d fr o m t w o i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts f or e a c h tiss u e.  C o m bi n ati o ns t h at di d n ot r es ult i n t h e pr es e n c e

of a n a cti v e b a n d ar e r e pr es e nt e d b y bl a n k s p a c es.

Pl a nt  P h y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7 1 6 6 3

A n al y si s of t h e  E X O 7 0 F a mil y i n  T o b a c c o  P oll e n  T u b e s
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Nt E X O 7 0 A 1 a a n d o n s et of  Nt E X O 7 0 B 1 l o c ali z ati o n
w er e s e p ar at e d b y l e s s t h a n 1 m m ( n = 4 9).  R e c e ntl y
p u bli s h e d  w o r k ( Bl o c h et al., 2 0 1 6) c h ar a ct eri z e d t h e
l o c ali z ati o n a n d  m e c h a ni s m of  m e m br a n e bi n di n g of
t h e e x o c y st s u b u nit S E C 3 t o a br o a d er r e gi o n n e ar t h e
t o b a c c o  p oll e n t u b e ti p. I n or d er t o el u ci d at e t h e r el ati o n
of  Nt E X O 7 0 A 1 a a n d  Nt E X O 7 0 B 1 t o ot h e r c o m p o n e nt s
of t h e e x o c y st c o m pl e x,  w e c o m p ar e d t h e  di stri b u-
ti o n of t h e  m e m b r a n e si g n al s of  Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a a n d
Y F P: Nt E X O 7 0 B 1  wit h t h e e x o c y st s u b u nit  Nt S E C 3 a:
Y F P. I nt er e sti n gl y, t y pi c al  Nt S E C 3 a: Y F P l o c ali z ati o n
p arti all y o v erl a p s  wit h b ot h  Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a a n d
Y F P: Nt E X O 7 0 B 1 l o c ali z ati o n ( Fi g. 5 A).  W e al s o i n v e s-
ti g at e d t h e  di stri b uti o n of t h e  m e m br a n e si g n al of
Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a,  Y F P: Nt E X O 7 0 B 1, a n d  Nt S E C 3 a:
Y F P al o n g t h e a n n ul ar s urf a c e of gr o wi n g t o b a c c o
p oll e n t u b e s  u si n g o pti c al s e cti o ni n g.  A s  d o c u m e nt e d
b y ort h o g o n al vi e w s, t h e s e e x p eri m e nt s al s o s h o w e d
t h e  p arti al o v erl a p of  Nt S E C 3 a  wit h b ot h  Nt E X O 7 0 A 1 a
a n d  Nt E X O 7 0 B 1 a n d i n di c at e d t h at, i n  p oll e n t u b e s, t h e
fl u or e s c e n c e si g n al of e x o c y st s u b u nit s at t h e  P M s e e m s

t o b e  m o stl y c o nti n u o u s ( Fi g. 5 B).  T h e o b s er v e d r el ati o n
b et w e e n  Nt E X O 7 0 A 1 a,  Nt E X O 7 0 B 1, a n d  Nt S E C 3 a al s o
w a s c orr o b or at e d b y  m e a s uri n g e q u at ori al  di st a n c e s of
o n s et a n d e n d of  Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a,  Y F P: Nt E X O 7 0 B 1,
a n d  Nt S E C 3 a: Y F P  m e m br a n e l o c ali z ati o n fr o m t h e
p oll e n t u b e a p e x ( Fi g. 5 C).  T hi s  w a s f urt h er s u p p ort e d
b y a c ol o c ali z ati o n a n al y si s of t o b a c c o  p oll e n t u b e s
e x p r e s si n g  m R F P: Nt E X O 7 0 B 1 a n d  Nt S E C 3 a: Y F P
( S u p pl e m e nt al Fi g. S 4 B).  T h e  m e m br a n e si g n al of
m R F P: Nt E X O 7 0 B 1 a n d  Nt S E C 3 a: Y F P l ar g el y o v er-
l a p p e d, b ut t h e si g n al of  Nt S E C 3 a: Y F P cl e arl y r e a c h e d
f art h er t o t h e ti p,  pr o b a bl y t o t h e z o n e of  Nt E X O 7 0 A 1 a
m e m br a n e l o c ali z ati o n.

T h e  Z o n e of  A cti v e  Cl at hri n- M e di at e d  E n d o c yt o si s
M a xi m u m I s  Di sti n ct fr o m t h e  Nt E X O 7 0 A 1 a  P M
L o c ali z ati o n a n d  L ar g el y  O v erl a p s  wit h  Nt E X O 7 0 B 1
M e m br a n e  L o c ali z ati o n

T h e  u n e x p e ct e d l o c ali z ati o n of  Nt E X O 7 0 B 1 i n t h e
p oll e n t u b e s u b a p e x f ar fr o m t e xt b o o k sit e s of s e cr eti o n
pr o m pt e d  u s t o f urt h er a n al y z e it s  di stri b uti o n.  W e n ot e d
t h at t h e l o c ali z ati o n of  Nt E X O 7 0 B 1 r e s e m bl e d t h e  pr e-
vi o u sl y  d e s cri b e d  m a xi m u m of cl at hri n- m e di at e d e n d o-
c yt osi s ( D er k s e n et al., 1 9 9 5;  M o s c at elli et al., 2 0 0 7).  T o
c o n fi r m t hi s,  w e  u s e d a n  m R F P-t a g g e d  d y n a mi n-r el at e d
p r ot ei n f r o m  A r a bi d o p si s ( At D R P 1 C;  K o n o p k a a n d
B e d n ar e k, 2 0 0 8) a s a  m a r k e r o f cl at h ri n- m e di at e d e n-
d o c yt o si s a n d vi s u ali z e d it t o g et h e r  wit h  Y F P-t a g g e d
Nt E X O 7 0 B 1. Si mil a r  p att e r n s of l o c ali z ati o n  w e r e

T a bl e I. I n ci d e n c e of E X O 7 0 is of or m d et e cti o n i n t h e pr ot e o mi c e x-

pr essi o n a n al ysis

Is of or m T ot al  N o. of P e pti d es

Nt E X O 7 0 A 2 1 4

Nt E X O 7 0 C 1 a 2 5

Nt E X O 7 0 C 1 b 5
Nt E X O 7 0 C 2 7

Fi g ur e 3. L o c ali z ati o n of n ati v el y

p oll e n- e x pr ess e d E X O 7 0 is of or ms i n

gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b es. S e-
l e ct e d  Y F P-t a g g e d t o b a c c o E X O 7 0

is of or ms  w er e tr a nsi e ntl y e x pr ess e d

i n t o b a c c o p oll e n t u b es, a n d t h eir

s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n  w as e x a m-
i n e d b y s pi n ni n g dis k c o nf o c al  mi-

cr os c o p y.  Gr o wi n g p oll e n t u b es  wit h

l o w e x pr essi o n l e v els of t h e tr a ns-

g e n e ar e s h o w n. T h e i m a g es s h o w n
ar e r e pr es e nt ati v e f or 2 0 or  m or e

tr a nsf or m e d p oll e n t u b es o bs er v e d

i n at l e ast t w o i n d e p e n d e nt e x p eri-
m e nts f or  Nt E X O 7 0 F,  Nt E X O 7 0 G 1 a,

a n d  Nt E X O 7 0 H 1- 2 a n d f or 3 0 or

m or e tr a nsf or m e d p oll e n t u b es i n t hr e e

or  m or e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts f or
t h e r est of t h e is of or ms.  Arr o w h e a ds

m ar k s m all ar e as of  m e m br a n e l o c al-

i z ati o n f or  Nt E X O 7 0 A 1 a a n d c o n c e n-

tr ati o n of si g n al i n t h e c orr es p o n di n g
ar e a f or  Nt E X O 7 0 A 2. I n t h e c as e of

Nt E X O 7 0 H 1- 2, t h e c o nt o ur of t h e

p oll e n t u b e i s  m ar k e d b e c a u s e of
n e gli g e nt c yt o pl a s mi c si g n al d u e t o

n u cl e ar a c c u m ul ati o n of t h e si g n al.

B ar  = 1 0 m m.

1 6 6 4 Pl a nt  P h y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7

S e k e r e š et al.
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o b s e r v e d r e p e at e dl y, a n d  di st a n c e s of  m e m b r a n e l o-
c ali z ati o n o n s et a n d e n d f r o m t h e a p e x  w e r e q u a nti fi e d
( Fi g. 6). I n h e alt h y gr o wi n g  p oll e n t u b e s  wit h l o w l e v el s
of tr a n s g e n e e x pr e s si o n, ar e a s of  Nt E X O 7 0 B 1 a n d
At D R P 1 C  m e m br a n e l o c ali z ati o n l ar g el y o v erl a p p e d.
T h e o n s et of  m e m br a n e l o c ali z ati o n  w a s al m o st i d e nti c al
f or b ot h  pr ot ei n s, a n d t h e  m e m br a n e l o c ali z ati o n of
At D R P 1 C  w a s  m o r e e xt e n d e d.  O n t h e ot h e r h a n d,
c ol o c ali z ati o n of  Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a a n d  At D R P 1 C:
m R F P  d e m o n st r at e d t h at t h e o b s e r v e d  m e m b r a n e l o-
c ali z ati o n of t h e t w o c o n st r u ct s i s  m ut u all y e x cl u si v e
( S u p pl e m e nt al Fi g. S 5).

Nt E X O 7 0 A 1 a a n d  Nt E X O 7 0 B 1  E x hi bit  Diff er e nt  D e gr e e s of
O v erl a p  wit h  G e n eti c all y  E n c o d e d  M ar k er s f or  A ni o ni c
Si g n ali n g  P h o s p h oli pi d s

B u d di n g y e a st ( H e et al., 2 0 0 7) a n d a ni m al ( Li u et al.,
2 0 0 7)  E X O 7 0  w er e  d e m o n str at e d t o  dir e ctl y bi n d  PI P 2 at
t h e  P M.  R e c e ntl y, t h e affi nit y of t h e S E C 3 e x o c y st s u b-
u nit t o w ar d  PI P 2 a n d it s bi ol o gi c al r el e v a n c e,  pr e vi-
o u sl y k n o w n fr o m o pi st h o k o nt s ( Z h a n g et al., 2 0 0 8),
w er e c o n fi r m e d i n  pl a nt s ( Bl o c h et al., 2 0 1 6).  A mi n o
a ci d r e si d u e s i d e nti fi e d a s r e s p o n si bl e f or o pi st h o k o nt
E X O 7 0 li pi d bi n di n g ar e c o n s er v e d t o  diff er e nt  d e gr e e s
a m o n g  pl a nt  E X O 7 0 i s of or m s ( Z ár s k ý et al., 2 0 0 9).
T h u s, it i s  pr o b a bl e t h at t h e l o c al li pi d c o m p o siti o n of
t h e  P M i s r e s p o n si bl e f or t h e  diff er e nti al bi n di n g of
diff er e nt  E X O 7 0 s. I n t h e li g ht of t hi s h y p ot h e si s,  w e
tr a n si e ntl y c ot r a n sf or m e d t o b a c c o  p oll e n  wit h  Y F P-
t a g g e d  E X O 7 0 s a n d  m R F P-t a g g e d g e n eti c all y e n c o-
d e d li pi d  m ar k e r s f or  P A a n d  PI P 2 . I n gr o wi n g  p oll e n
t u b e s  wit h l o w l e v el s of tr a n s g e n e e x pr e s si o n,  Nt E X-
O 7 0 A 1 a ( Fi g. 7) a n d  Nt E X O 7 0 B 1 ( Fi g. 8)  di s pl a y e d
diff er e nt  d e g r e e s of o v erl a p  wit h  P A ( m R F P: 2 S p o 2 0 p-

P A B D) a n d  PI P 2 ( m R F P: 2 P HP L C d 1 )  m ar k er s.  M e m br a n e
Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a  w a s f ull y i n cl u d e d  wit hi n t h e r a n g e
of  m R F P: 2 P H P L C d 1 si g n al i n e v e r y  p oll e n t u b e o b s er v e d.
I nt er e sti n gl y, t h e v er y ti p c o v er e d b y  m R F P: 2 P HP L C d 1
b ut  d e v oi d of  m R F P: 2 S p o 2 0 p- P A B D  w a s  d e v oi d of
Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a a s  w ell ( Fi g. 7).  T hi s  w a s c o n-
fi r m e d b y t h e q u a ntifi c ati o n of  Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a a n d
m R F P: 2 S p o 2 0 p- P A B D  m e m br a n e si g n al o n s et  di st a n c e s
fr o m t h e  p oll e n t u b e ti p,  w hi c h a p p e ar e d t o b e t h e s a m e
( Fi g. 7).  N ot e t h at, alt h o u g h t h e o n s et a n d e n d of l o c ali-
z ati o n  w er e v ari a bl e a m o n g  p oll e n t u b e  p o p ul ati o n, t h e
Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a si g n al n e v er r e a c h e d cl o s er t o t h e
v er y ti p t h a n  m R F P: 2 S p o 2 0 p- P A B D i n i n di vi d u al  p oll e n
t u b e s.  Alt h o u g h  wit h c urr e nt t o ol s  w e c a n n ot e q ui v o-
c all y s a y  w h et h er t h e  Y F P: E X O 7 0 A 1 a si g n al  m e m br a n e
l o c ali z ati o n  m at c h e s t h e  m a xi m u m of  m R F P: 2 P HP L C d 1
si g n al, it i s cl e ar t h at t h e  m R F P: 2 P H P L C d 1 si g n al al w a y s
c o m pl et el y c o v er s t h e ar e a of P M  Y F P: E X O 7 0 A 1 a l o c ali-
z ati o n.  T h e  Y F P: Nt E X O 7 0 B 1  m e m br a n e si g n al  m at c h e d
t h e ar e a of  m R F P: 2 S p o 2 0 p- P A B D si g n al  m a xi m u m a n d
al s o l ar g el y o v erl a p p e d  wit h  m R F P: 2 P H P L C d 1 ( Fi g. 8).

M aj or  P oll e n  E X O 7 0 I s of or m s I n hi bit  P oll e n  T u b e  Gr o wt h
u p o n  O v er e x pr e s si o n

O v er e x pr e s si o n of t h e  pr ot ei n of i nt er e st i n t h e t o-
b a c c o  p oll e n t u b e i s oft e n  u s e d t o i nf er a  pr ot ei n ’s
f u n cti o n (I s c h e b e c k et al., 2 0 0 8).  T o t e st t h e  p h y si ol o g-
i c al r ol e of  m o st  pr e v al e nt t o b a c c o  p oll e n  E X O 7 0 i s o-
f or m s,  w e a n al y z e d t h e eff e ct of t h eir o v er e x pr e s si o n o n
p oll e n t u b e gr o wt h. Fr o m t h e  A cl a d e of  E X O 7 0  pr o-
t ei n s, t h e  m o st e x pr e s s e d i s of or m ( Nt E X O 7 0 A 2) a n d
t h e i s of or m  wit h t h e  m o st  di sti n ct s u b c ell ul ar l o c ali z a-
ti o n ( Nt E X O 7 0 A 1 a)  w er e s el e ct e d f or f u n cti o n al c h ar-
a ct eri z ati o n. Fr o m t h e  C cl a d e,  w e c h o s e t h e t w o  m o st

Fi g ur e 4. M ut u all y e x cl usi v e l o c ali z ati o n of  Nt E X O 7 0 A 1 a a n d  Nt E X O 7 0 B 1 i n gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b es.  Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a a n d

m R F P: Nt E X O 7 0 B 1  w er e tr a nsi e ntl y c o e x pr ess e d i n t o b a c c o p oll e n t u b es, a n d t h eir s u b c ell ul ar l o c a li z ati o n  w as e x a mi n e d b y s pi n ni n g

dis k c o nf o c al  mi cr os c o p y  wit h r e pr es e nt ati v e r es ults s h o w n (l eft). I m a g es of i n di vi d u al c h a n n els ar e r e pr es e nt e d usi n g a c ol or i nt e nsit y
c o d e i n or d er t o dis pl a y l o c al e nri c h m e nt of t h e  Y F P/ m R F P si g n al. I n t h e o v erl a y,  Y F P is r e pr es e nt e d b y gr e e n,  m R F P b y  m a g e nt a, a n d

w hit e i n di c at es t h e o v erl a p pi n g si g n al.  R e d a n d bl u e arr o w h e a ds  m ar k t h e o ns et a n d e n d of t h e p arti c ul ar  m e m br a n e si g n al,  m e as ur e d i n

mi d dl e o pti c al s e cti o ns as t h e e q u at ori al dist a n c e fr o m t h e p oll e n t u b e a p e x (ri g ht; n = 2 5). a. u.,  Ar bitr ar y u nit.  B ar = 1 0 m m.

Pl a nt  P h y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7 1 6 6 5

A n al y si s of t h e  E X O 7 0 F a mil y i n  T o b a c c o  P oll e n  T u b e s
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e x pr e s s e d i s of or m s at t h e  pr ot ei n l e v el:  Nt E X O 7 0 C 1 a
a n d  Nt E X O 7 0 C 2.  W h e n o v er e x pr e s s e d, all f o ur of t h e s e
i s of o r m s si g nifi c a ntl y i m p air e d  p oll e n t u b e gr o wt h.
T h e tr a n sf or m e d t u b e s gr e w t o a b o ut h alf of t h e l e n gt h
of t h e c o ntr ol  p oll e n t u b e s o v er e x pr e s si n g  Y F P: G U S
( Fi g. 9).  T o r ul e o ut a  p o s si bl e n o n s p e cifi c eff e ct c a u s e d
b y t h e o v er e x p r e s si o n of  m e m br a n e tr af fi c ki n g-r el at e d
pr ot ei n,  w e al s o a n al y z e d t h e o v er e x p r e s si o n eff e ct of
Y F P: Nt E X O 7 0 E 1 a, a s el e ct e d i s of or m t h at i s n eit h er
e x pr e s s e d i n  p oll e n n or e x hi bit s s p e ci fi c s u b c ell ul ar
l o c ali z ati o n ( Fi g. 2; S u p pl e m e nt al Fi g. S 1).  P oll e n t u b e s
o v er e x pr e s si n g  Y F P: Nt E X O 7 0 E 1 a el o n g at e d al m o st
i d e nti c all y t o t h e t u b e s o v er e x pr e s si n g  Y F P: G U S,  w hi c h
str o n gl y i n di c at e s t h at t h e a bilit y of a  p arti c ul ar  E X O 7 0
i s of o r m t o i n hi bit  p oll e n gr o wt h  u p o n o v er e x p r e s si o n
c orr el at e s  wit h it s  p h y si ol o gi c al r ol e i n  p oll e n gr o wt h.
W e  di d n ot o b s e r v e a n y eff e ct of  Nt E X O 7 0 B 1 o v er-
e x pr e s si o n ( Fi g. 9),  pr o b a bl y b e c a u s e  Y F P-t a g g e d
Nt E X O 7 0 B 1 (r e g ar dl e s s of t h e  Y F P p o siti o n) l o s e s it s
di sti n ct  m e m br a n e l o c ali z ati o n a n d f or m s arti fi ci al a g-
gr e g at e s i n c yt o pl a s m o n c e t h e l e v el of e x pr e s si o n r e a c h e s

a c ert ai n t hr e s h ol d ( S u p pl e m e nt al Fi g. S 4 A).  T h u s, i n t h e
c a s e of  Nt E X O 7 0 B 1, o v er e x pr e s si o n c a n n ot b e u s e d t o
a s s e s s t h e p h y si ol o gi c al f u n cti o n alit y of t h e pr ot ei n.

O v er e x pr e s si o n of  M aj or  P oll e n  E X O 7 0 I s of or m s i n
Gr o wi n g  P oll e n  T u b e s  R e s ult s i nt o  Di sti n ct
M or p h ol o gi c al  P h e n ot y p e s

Aft er  d e m o n str ati n g t h e f u n cti o n al si g ni fi c a n c e of
s el e ct e d  p oll e n i s of or m s i n  p oll e n t u b e gr o wt h,  w e
f urt h er ai m e d t o i nf er  m or e a b o ut t h e r ol e of t h e s e
pr ot ei n s fr o m  p h e n ot y pi c c h a n g e s i n  p oll e n t u b e s
o v er e x pr e s si n g  p arti c ul ar c o n str u ct s. S u c h a n a p pr o a c h
w a s  d e m o n str at e d r e p e at e dl y a s a s u c c e s sf ul  m et h o d t o
g et i n si g ht i nt o t h e f u n cti o n s of  pr ot ei n s of i nt er e st i n
p oll e n t u b e  p ol ar gr o wt h (I s c h e b e c k et al., 2 0 0 8, 2 0 1 1;
St e n z el et al., 2 0 1 2).  T h u s,  w e c ar ef ull y i n v e sti g at e d
p oll e n t u b e  m o r p h ol o g y  u p o n o v er e x p r e s si o n of s e-
l e ct e d  Y F P-t a g g e d  E X O 7 0 i s of or m s t h at str o n gl y
i n hi bit e d  p oll e n t u b e gr o wt h, n a m el y  Nt E X O 7 0 A 1 a,
Nt E X O 7 0 A 2,  Nt E X O 7 0 C 1 a, a n d  Nt E X O 7 0 C 2.  D e s pit e
t h e hi g h i n h er e nt v ari a bilit y i n t h e  p o p ul ati o n of
tr a n sf or m e d  p oll e n t u b e s, s e v er al  di sti n ct  p h e n ot y pi c
c at e g ori e s i n d u c e d b y t h e o v er e x p r e s si o n of  Y F P:
E X O 7 0 s c o ul d b e a s si g n e d b y c a r ef ul e x a mi n ati o n of a
l ar g e  d at a s et of tr a n sf or m e d  p oll e n t u b e s ( Fi g. 1 0).  W e
c o m p ar e d t h e s e eff e ct s  wit h  mil d alt er ati o n s i n e vit a bl y
c a u s e d b y hi g h o v er e x pr e s si o n of a c o ntr ol c o n str u ct
e n c o di n g  Y F P: G U S.  T h e o v er vi e w of  diff e r e nt  p h e n o-
t y pi c c at e g or y o c c urr e n c e i s s u m m a ri z e d i n Fi g u r e 1 0.
G e n er all y,  mil d o v er e x pr e s si o n of  p oll e n  E X O 7 0 s ( a s
a s s e s s e d b y fl u or e s c e n c e l e v el; S u p pl e m e nt al Fi g. S 6)
i n d u c e d t h e e x p a n si o n of t h e  p oll e n t u b e a pi c al
r e gi o n.  E v e n t h o u g h t h e e xt e n d e d ti p  p h e n ot y p e al s o
w a s o b s er v e d o c c a si o n all y i n t h e c o ntr ol s et o v er-
e x pr e s si n g  Y F P: G U S, t h e i n ci d e n c e of t h e  p h e n ot y p e
a n d t h e s e v e rit y of ti p e x p a n si o n  w e r e si g ni fi c a ntl y
l o w e r t h a n i n t h e  p o p ul ati o n of  E X O 7 0- o v er e x pr e s si n g
p oll e n t u b e s. Str o n g o v er e x pr e s si o n of  E X O 7 0 i s of or m s
fr o m b ot h t h e  A a n d  C cl a s s e s r e s ult e d i n t h e f or m a-
ti o n of a pi c al i n v a gi n ati o n s ( Fi g. 1 0).  N ot e t h at t h e
o b s e r v e d  p h e n ot y pi c c at e g ori e s of  p oll e n t u b e s o v er-
e x pr e s si n g  p arti c ul ar i s of or m s  d o n ot n e c e s s aril y r e pr e-
s e nt a s u c c e s si o n or d er ( e. g.  p oll e n t u b e s o v er e x pr e s si n g
Nt E X O 7 0 A 2  wit h t h e  m or p h ol o g y cl a s si fi e d a s c at e g or y
2  w o ul d n ot n e c e s s aril y c h a n g e  m or p h ol o g y t o c at e g or y
3 gi v e n e n o u g h ti m e t o  d e v el o p).

D uri n g a s y st e m ati c l o c ali z ati o n st u d y of  E X O 7 0
i s of or m s i n gr o wi n g  p oll e n t u b e s  wit h l o w tr a n s g e n e
e x p r e s si o n, c ell s  wit h  hi g h l e v el s of  Y F P-t a g g e d
E X O 7 0 i s of or m s ( a s a s s e s s e d b y l e v el of fl u or e s c e n c e;
S u p pl e m e nt al Fi g. S 6) al s o  w er e oft e n o b s e r v e d, b e-
c a u s e of t h e v ari a bl e n at u r e of tr a n s g e n e e x pr e s si o n i n
t h e tr a n si e ntl y tr a n sf or m e d  p oll e n  p o p ul ati o n.  A si mi-
l ar tr e n d t o t h at r e p ort e d f or t h e o v er e x pr e s si o n of
Nt E X O 7 0 C 1 a a n d  Nt E X O 7 0 C 2 ( Fi g. 1 0) al s o  w a s o b-
s er v e d i n  p oll e n t u b e s o v er e x pr e s si n g  Nt E X O 7 0 C 1 b.
Al s o,  Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 b  w a s s e e n o c c a si o n all y t o b e
r e c r uit e d t o t h e ti p  P M  u p o n o v er e x p r e s si o n b ut  di d s o

Fi g ur e 5. M e m br a n e  Nt S E C 3 a l o c ali z ati o n o v erl a ps  wit h b ot h  Nt E X O 7 0 A 1 a

a n d  Nt E X O 7 0 B 1 l o c ali z ati o n.  Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a,  Y F P: Nt E X O 7 0 B 1,

a n d  Nt S E C 3 a: Y F P  w er e e x pr e s s e d i n di vi d u all y i n t o b a c c o p oll e n

t u b e s, a n d t h eir s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n  w a s e x a mi n e d b y o pti c al
s e cti o ni n g u si n g s pi n ni n g di s k c o nf o c al  mi cr o s c o p y. T h e  m ai n i m a g e

s h o w s a si n gl e o pti c al s e cti o n at t h e x -y pl a n e ( A), a n d d a s h e d li n e s

i n di c at e  w h er e t h e st a c k  w a s s e cti o n e d t o s h o w t h e y -z pl a n e s ( B).  R e d
a n d bl u e arr o w h e a d s  m ar k t h e o n s et a n d e n d of t h e p arti c ul ar  m e m-

br a n e si g n al,  m e a s ur e d a s t h e e q u at ori al di st a n c e fr o m t h e p oll e n t u b e

a p e x ( C; n $ 1 5).  B ar  = 1 0 m m.

1 6 6 6 Pl a nt  P h y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7
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f ar l e s s fr e q u e ntl y t h a n  Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a or  Y F P:
Nt E X O 7 0 A 2.  H o w e v er, t h e a pi c al i n v a gi n ati o n  p h e-
n ot y p e  w a s n e v er o b s e r v e d o ut si d e  A- a n d  C- cl a s s
E X O 7 0  pr ot ei n s, a n d str o n g  m e m br a n e r e c r uit m e nt
u p o n  E X O 7 0 o v er e x pr e s si o n  w a s n e v er o b s er v e d o ut-
si d e t h e  A cl a s s. F urt h er m or e, t h e  m o r p h ol o g y of c ell s
o v er e x pr e s si n g n o n p oll e n  Y F P: E X O 7 0 i s of or m s  w a s
c o m p ar a bl e t o t h at of c ell s o v er e x p r e s si n g  Y F P: G U S. It
i s n ot e w ort h y t h at,  w hil e t h e o v er e x pr e s si o n of  A- cl a s s
E X O 7 0 i s of or m s r e s ult e d i n i n c r e a s e d  m e m br a n e r e-
cr uit m e nt of t h e t a g g e d  pr ot ei n s t o t h e  p oll e n t u b e

m e m b r a n e ti p a n d i n d u c e d i n v a gi n ati o n s,  C- cl a s s
E X O 7 0 i s of or m s n e v er l o c ali z e d t o t h e  P M, e v e n  u p o n
str o n g o v er e x p r e s si o n ( Fi g. 1 0).  T hi s i n di c at e d c o m-
pl et el y  diff er e nt  m ol e c ul ar  m e c h a ni s m s of  A- a n d
C- cl a s s  E X O 7 0 a cti o n i n  p oll e n t u b e ti p gr o wt h. I n or d er
t o f urt h er t e st t hi s h y p ot h e si s,  w e att e m pt e d t o r e cr uit
Nt E X O 7 0 C 2 t o t h e  P M b y i n cr e a si n g t h e l e v el s of a
mi n or a ci di c  p h o s p h oli pi d i n sit u.  W e c h o s e  PI P 2 a s a
c a n di d at e  p h o s p h oli pi d b e c a u s e it  w a s  d e m o n str at e d
pr e vi o u sl y t o r e cr uit  E X O 7 0 t o t h e  P M i n b u d di n g y e a st
a n d  m a m m ali a n c ell s ( H e et al., 2 0 0 7;  Li u et al., 2 0 0 7)

Fi g ur e 6. O v erl a p of  Nt E X O 7 0 B 1 l o c ali z ati o n a n d t h e z o n e of cl at hri n- m e di at e d e n d o c yt osis  m a xi m u m  m ar k e d b y  At D R P 1 C.

Y F P: Nt E X O 7 0 B 1 a n d  At D R P 1 C: m R F P  w er e tr a nsi e ntl y c o e x pr ess e d i n t o b a c c o p oll e n t u b es, a n d t h eir s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n

w as e x a mi n e d b y s pi n ni n g dis k c o nf o c al  mi cr os c o p y  wit h r e pr es e nt ati v e r es ults s h o w n (l eft). I m a g es of i n di vi d u al c h a n n els ar e
r e pr es e nt e d usi n g a c ol or i nt e nsit y c o d e i n or d er t o dis pl a y l o c al e nri c h m e nt of t h e  Y F P/ m R F P si g n al. I n t h e o v erl a y,  Y F P is

r e pr es e nt e d b y gr e e n,  m R F P b y  m a g e nt a, a n d  w hit e i n di c at es t h e o v erl a p pi n g si g n al.  R e d a n d bl u e arr o w h e a ds  m ar k t h e o ns et a n d

e n d of t h e p arti c ul ar  m e m br a n e si g n al,  m e as ur e d as t h e e q u at ori al dist a n c e fr o m t h e p oll e n t u b e a p e x (ri g ht; n = 5 0). a. u.,
Ar bitr ar y u nit.  B ar  = 1 0 m m.

Fi g ur e 7. C ol o c ali z ati o n of  Nt E X O 7 0 A 1 a  wit h li pi d  m ar k ers i n gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b es.  Nt E X O 7 0 A 1 a  w as tr a nsi e ntl y
c o e x pr ess e d t o g et h er  wit h t h e P A  m ar k er  m R F P: 2 S p o 2 0 p- P A B D (l eft) a n d t h e PI P 2 m ar k er  m R F P: 2 P H P L C d 1 ( mi d dl e), a n d t h e

s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n of t h e c o nstr u cts  w as e x a mi n e d b y s pi n ni n g dis k c o nf o c al  mi cr os c o p y. I m a g es of i n di vi d u al c h a n n els ar e

r e pr es e nt e d usi n g a c ol or i nt e nsit y c o d e i n or d er t o dis pl a y l o c al e nri c h m e nt of t h e  Y F P/ m R F P si g n al. I n t h e o v erl a ys,  Y F P is
r e pr es e nt e d b y gr e e n,  m R F P b y  m a g e nt a, a n d  w hit e i n di c at es t h e o v erl a p pi n g si g n al.  R e d a n d bl u e arr o w h e a ds  m ar k t h e o ns et a n d

e n d of t h e p arti c ul ar  m e m br a n e si g n al,  m e as ur e d as t h e e q u at ori al dist a n c e fr o m t h e p oll e n t u b e a p e x (ri g ht; n $ 1 3). T h e o ns et

v al u e f or  m R F P: 2 P H P L C d 1 w as s et t o z er o b e c a us e it al w a ys c o v ers t h e v er y ti p of t h e p oll e n t u b e P M.  B ar  = 1 0 m m.

Pl a nt  P h y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7 1 6 6 7

A n al y si s of t h e  E X O 7 0 F a mil y i n  T o b a c c o  P oll e n  T u b e s
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a n d t h e e n z y m e s c at al y zi n g t h e c o n v e r si o n of  p h o s-
p h ati d yli n o sit ol 4- p h o s p h at e i nt o  PI P 2 ar e  w ell c h ar-
a ct e ri z e d i n  pl a nt c ell s, i n cl u di n g t o b a c c o  p oll e n t u b e s
(I s c h e b e c k et al., 2 0 0 8, 2 0 1 3).  A s t h e  p o siti v e c o ntr ol,  w e
u s e d  Nt S E C 3 a a s a b o n a fi d e  p eri p h er al  m e m br a n e
pr ot ei n bi n di n g  PI P 2 .  Pl a nt S E C 3  w a s  d e m o n str at e d
r e c e ntl y t o  dir e ctl y bi n d  PI P 2 i n  pl a nt c ell s, i n cl u di n g
gr o wi n g t o b a c c o  p oll e n t u b e s,  wit h t h e  m ol e c ul a r
m e c h a ni s m of  PI P 2 w ell c h a r a ct e ri z e d a n d s u p p o rt e d
b y b ot h i n vit r o a n d i n vi v o e x p e ri m e nt s ( Bl o c h et al.,
2 0 1 6).  W e t r a n sf o r m e d t h e  p oll e n t u b e s  wit h a  hi g h
a m o u nt of t h e c y a n fl u or e s c e nt pr ot ei n-t a g g e d p h o s-
p h ati d yli n o sit ol 4- p h o s p h at e 5- ki n a s e 5 ( PI P 5 K 5: C F P,
I s c h e b e c k et al., 2 0 0 8) i n or d er t o r a pi dl y i n cr e a s e t h e
PI P 2 l e v el i n sit u a n d l o w a m o u nt of  Nt S E C 3 a or
Nt E X O 7 0 C 2 s o t h at e x o c y st s u b u nit s  w o ul d n ot  p ert u r b
c ell ul ar  m or p h ol o g y b y t h e m s el v e s a n d o nl y s er v e a s a
r e a d o ut of t h eir  m e m b r a n e- bi n di n g  pr o p erti e s.  T h e
m o r p h ol o gi c al a b er r ati o n s of t h e  p oll e n t u b e s o b s e r v e d
( S u p pl e m e nt al Fi g. S 7) ar e t h u s t h e s ol e r e s ult of  PI P 5 K 5
o v er e x pr e s si o n, a s r e p ort e d  pr e vi o u sl y (I s c h e b e c k et al.,
2 0 0 8). I n t h e c a s e of  Nt S E C 3 a,  w e r e p e at e dl y o b s e r v e d
str o n g r e c r uit m e nt of t h e  pr ot ei n t o t h e  P M  u p o n i n-
cr e a s e d l e v el s of  PI P 2 wit h i n cr e a s e d  P M- c yt o pl a s m
si g n al r ati o ( S u p pl e m e nt al Fi g. S 7).  O n t h e ot h e r h a n d,
Nt E X O 7 0 C 2  w a s n e v er r e c r uit e d t o t h e  P M aft e r i n-
cr e a si n g  PI P 2 l e v el,  w hi c h c o nfi r m s t h e n oti o n t h at
C- cl a s s  E X O 7 0 i s of or m s  d o n ot bi n d t h e  P M.

DI S C U S SI O N

Pr e vi o u s st u di e s cl e arl y  d e m o n str at e d t h e i n v ol v e-
m e nt of e x o c y st i n  pl a nt c ell  p ol arit y r e g ul ati o n, i n-
cl u di n g  p ol ar ti p gr o wt h ( C ol e et al., 2 0 0 5; S y n e k et al.,
2 0 0 6;  H ál a et al., 2 0 0 8).  T h e si g ni fi c a n c e of  E X O 7 0

f a mil y  di v e r sit y i n a n gi o s p er m s ( Eli áš et al., 2 0 0 3;
C vr c k o v á et al., 2 0 1 2) h a s b e c o m e o n e of t h e k e y t o pi c s
i n  u n d er st a n di n g  pl a nt c ell  p ol arit y r e g ul ati o n (Z ár s k ý
et al., 2 0 0 9).  H o w e v er,  m o st st u di e s c arri e d o ut t o  d at e
w e r e li mit e d t o  Ar a bi d o p si s a n d n o n e i n v ol v e d e x-
pr e s si o n, l o c ali z ati o n, a n d f u n cti o n al st u d y of  E X O 7 0
f a mil y  di v er sit y  wit hi n a si n gl e c ell.  H er e,  w e att e m p-
t e d t o o v er c o m e t h e s e s h ort c o mi n g s b y s y st e m ati c i n-
v e sti g ati o n of t o b a c c o  E X O 7 0 i s of or m s i n t o b a c c o
p oll e n t u b e s, a c ell t y p e  p arti c ul arl y f a v or a bl e f or
a n al y s e s of g e n e s r e g ul ati n g c ell  m o r p h o g e n e si s a n d
m e m br a n e tr af fi c.

Fir st,  w e  p erf o r m e d a  p h yl o g e n eti c a n al y si s of t h e
E X O 7 0 f a mil y i n S ol a n a c e a e a n d st u di e d it i n t h e c o n-
t e xt of  pr e vi o u s fi n di n g s ( Eli á š et al., 2 0 0 3;  C vr c k o v á
et al., 2 0 1 2).  All ni n e a n gi o s p er m  E X O 7 0 cl a d e s ar e
pr e s e nt i n S ol a n a c e a e g e n o m e s,  wit h 2 2  m e m b er s i n t h e
di pl oi d t o m at o g e n o m e a n d 2 4  m e m b er s i n t h e  di pl oi d
t o b a c c o g e n o m e.  A s s u m m a ri z e d i n Fi g ur e 1, i n s o m e
c a s e s, cl e ar ort h ol o g s b et w e e n  Ar a bi d o p si s a n d S ol a-
n a c e a e i s of or m s c a n b e  d et e ct e d. I n ot h e r i n st a n c e s, t h e
E X O 7 0 g e n e s h a v e  u n d e r g o n e a f e w i n d e p e n d e nt  d u-
pli c ati o n s i n li n e a g e s l e a di n g t o  Br a s si c a c e a e a n d S o-
l a n a c e a e.  M o st stri ki n g e x a m pl e s of i n d e p e n d e nt
d u pli c ati o n s  w er e  d et e ct e d f or t h e  H cl a d e.  N ot e w or-
t h y, t h e r at e of s u b stit uti o n  d et e ct e d b et w e e n  E X O 7 0
g e n e s fr o m t o b a c c o a n d it s  p ar e nt al s p e ci e s ( N. s yl ve stris
a n d N. t o me nt osif or mis )  w a s v er y l o w f or  A- cl a d e
E X O 7 0 s a n d hi g h e st f or  H- cl a d e  E X O 7 0 s ( d at a n ot
s h o w n).  T hi s  u n d e r pi n s t h e r el ati v el y hi g h e v ol uti o n-
ar y r at e of t h e  H- cl a d e  E X O 7 0 s a n d off er s i n si g ht f or a
f ut ur e st u d y of  E X O 7 0 f a mil y e v ol uti o n i n  pl a nt s.

F urt h er m or e,  w e a n al y z e d t h e e x pr e s si o n of  E X O 7 0
f a mil y  m e m b er s i n t o b a c c o  p oll e n at t h e tr a n s cri pt l e v el
i n t hr e e  diff er e nt st a g e s of  p oll e n g er mi n ati o n a n d b y a

Fi g ur e 8. C ol o c ali z ati o n of  Nt E X O 7 0 B 1

wit h li pi d  m ar k ers i n gr o wi n g t o b a c c o
p oll e n t u b es.  Nt E X O 7 0 B 1  w as tr a n-

si e ntl y c o e x pr ess e d t o g et h er  wit h t h e

P A  m ar k er  m R F P: 2 S p o 2 0 p- P A B D (l eft)

a n d t h e PI P 2 m ar k er  m R F P: 2 P H P L C d 1

(ri g ht), a n d t h e s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n

of t h e c o nstr u cts  w as e x a mi n e d b y

s pi n ni n g dis k c o nf o c al  mi cr os c o p y

wit h r e pr es e nt ati v e r es ults s h o w n. I m-
a g es of i n di vi d u al c h a n n els ar e r e pr e-

s e nt e d usi n g a c ol or i nt e nsit y c o d e i n

or d er t o dis pl a y l o c al e nri c h m e nt of
t h e  Y F P/ m R F P si g n al. I n t h e o v erl a ys,

Y F P i s r e pr e s e nt e d b y gr e e n,  m R F P

b y  m a g e nt a, a n d  w hit e i n di c at e s t h e

o v erl a p pi n g si g n al.  R e d a n d bl u e
arr o w h e a ds  m ar k t h e o n s et a n d e n d

of t h e p arti c ul ar  m e m br a n e si g n al.

a. u.,  Ar bitr ar y u nit.  B ar  = 1 0 m m.

1 6 6 8 Pl a nt  P h y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7

S e k e r e š et al.
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pr ot e o mi c a p pr o a c h. I n t ot al, tr a n s cri pt s of 1 0 g e n e s
fr o m s e v e n cl a d e s  w er e  d et e ct e d ( Fi g. 2).  Pr ot e o mi c
a n al y si s i d e nti fi e d t h e  pr e s e n c e of  Nt E X O 7 0 A 2 a n d all
t hr e e  m e m b er s of t h e  E X O 7 0  C cl a d e.  C o m p ar e d  wit h
k n o w n  E X O 7 0 f a mil y e x pr e s si o n a n al y s e s of  Ar a bi-
d o p si s  p oll e n, t h e f oll o wi n g  pi ct ur e c a n b e  dr a w n.
At t h e tr a n s cri pt l e v el,  At E X O 7 0 A 2,  At E X O 7 0 C 1,
At E X O 7 0 C 2,  At E X O 7 0 F,  At E X O 7 0 G 2,  At E X O 7 0 H 3,
a n d  At E X O 7 0 H 5 c a n b e  d et e ct e d i n  Ar a bi d o p si s  p oll e n
( Wi nt er et al., 2 0 0 7;  L or ai n e et al., 2 0 1 3;  L. S y n e k,  u n-
p u bli s h e d  d at a),  wit h  C- cl a d e  E X O 7 0 s h a vi n g t h e hi g h-
e st l e v el of e x pr e s si o n.  P oll e n e x pr e s si o n of  At E X O 7 0 A 2,
At E X O 7 0 C 1, a n d  At E X O 7 0 C 2  w a s f urt h er c o n fi r m e d at
t h e  pr ot ei n l e v el ( Gr o b ei et al., 2 0 0 9),  wit h t h e  pr e v al e n c e
of  C- cl a d e i s of or m s i n t h e  pr ot e o m e, f oll o w e d b y
At E X O 7 0 A 2.  T o g et h er  wit h o ur  d at a o bt ai n e d i n t o-
b a c c o, t h e s e r e s ult s s u g g e st t h at  A- a n d  C- cl a d e  E X O 7 0 s
ar e t h e  m aj or a n gi o s p er m  p oll e n i s of or m s.  T h e i m p or-
t a n c e of  Nt E X O 7 0 B 1 ( s e e b el o w) f or  p oll e n gr o wt h i n
a n gi o s p er m s o ut si d e t h e S ol a n a c e a e r e m ai n s t o b e c o n-
fi r m e d.  B ot h t o b a c c o a n d  Ar a bi d o p si s e x pr e s s  H- cl a s s
E X O 7 0 s i n  p oll e n, alt h o u g h t h e  p arti c ul ar i s of or m s  dif-
f er,  pr o b a bl y  d u e t o t h e r a pi d e v ol uti o n of  H- cl a s s
E X O 7 0 s.  L o w er e x pr e s si o n of c ert ai n i s of or m s s u g g e st s
t h at t h e y  pl a y  m ar gi n al or r e g ul at or y r ol e s.

W e t h e n i n v e sti g at e d t h e s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n of
2 0  E X O 7 0 i s of or m s i n gr o wi n g t o b a c c o  p oll e n t u b e s b y
s pi n ni n g  di s k c o nf o c al  mi cr o s c o p y.  Nt E X O 7 0 A 1 a a n d
Nt E X O 7 0 B 1 l o c ali z e d t o  di sti n ct  P M  d o m ai n s, a s  di s-
c u s s e d b el o w.

Nt E X O 7 0 E 1 b l o c ali z e d t o t h e i n v ert e d c o n e r e gi o n,
t h e str u ct ur e  w h er e s e cr et or y /r e c y cli n g v e si cl e s a c c u-
m ul at e ( H e pl er a n d  Wi n s hi p, 2 0 1 5).  Nt E X O 7 0 E 1 b
mi g ht  pl a y a r e g ul at or y r ol e i n e arli er st e p s of t h e s e-
cr et or y  p at h w a y.  H o w e v e r, bi ol o gi c al i nt er pr et ati o n s
of  Nt E X O 7 0 E 1 b l o c ali z ati o n t o t h e i n v ert e d c o n e s h o ul d
b e c o n si d e r e d  wit h c a uti o n  d u e t o t h e l o w n ati v e e x-
pr e s si o n of  Nt E X O 7 0 E 1 b i n t o b a c c o  p oll e n.

I nt er e sti n gl y,  Nt E X O 7 0 G 1 a  d e c o r at e d fi brill ar str u c-
t ur e s r e s e m bli n g a cti n a n d t h e s u b a pi c al  m e m br a n e.
T hi s i s si mil ar t o t h e s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n of  N E T 2 A,
a  m e m b er of a n e wl y  di s c o v er e d a cti n-i nt er a ct or f a mil y,
i n  Ar a bi d o p si s  p oll e n ( D e e k s et al., 2 0 1 2).  N E T s u p er-
f a mil y  pr ot ei n s  m e di at e t h e i nt er a cti o n of a cti n a n d
v ari o u s  m e m br a n e s i n  pl a nt c ell s. I n o pi st h o k o nt s,
e x o c y st i nt er a ct s  dir e ctl y  wit h b ot h a cti n a n d t h e  mi-
cr ot u b ul e c yt o s k el et o n ( S y n e k et al., 2 0 1 4), a ni m al
E X O 7 0  w a s s h o w n  pr e vi o u sl y t o i nt er a ct  dir e ctl y  wit h
t h e  Ar p 2 / 3 c o m pl e x a n d r e g ul at e a cti n  p ol y m eri z ati o n
( Z u o et al., 2 0 0 6;  Li u et al., 2 0 1 2), a n d  E X O 7 0  dir e ctl y
bi n d s  m e m br a n e i n b u d di n g y e a st a n d  m a m m ali a n
c ell s ( H e et al., 2 0 0 7;  Li u et al., 2 0 0 7).  T h u s,  Nt E X-
O 7 0 G 1 a ( or  G- cl a s s  E X O 7 0 s g e n e r all y)  mi g ht r e g ul at e
p art of t h e a cti n c yt o s k el et o n a n d it s i nt er a cti o n  wit h
t h e  P M.  T h e f u n cti o n s of  G- cl a d e  E X O 7 0 s r e m ai n
l ar g el y  u n e x pl or e d, a n d f ut ur e st u di e s ar e r e q uir e d t o
c o n fi r m o ur c o n cl u si o n s r e g ar di n g  Nt E X O 7 0 G 1 a.

W e f urt h er o b s er v e d t h e a c c u m ul ati o n of  Nt E X O 7 0 E 2
i n  di sti n ct b o di e s  wit h littl e c yt o pl a s mi c l o c ali z ati o n.
It i s  p r o b a bl e t h at  Nt E X O 7 0 E 2  h a s t h e  p r o p e rt y of
f o r mi n g a rtifi ci al st r u ct u r e s  w h e n o v e r e x p r e s s e d.
T h e e x p r e s si o n of  At E X O 7 0 E 2 i s l a r g el y r e st ri ct e d t o
a f e w ti s s u e s li k e st o m at a ( e F P b r o w s e r), a n d t h e
f u n cti o n of  At E X O 7 0 E 2 i s still  n ot k n o w n. Si n c e
Nt E X O 7 0 E 2 i s  n ot  n ati v el y e x p r e s s e d i n  p oll e n, t h e
l o c ali z ati o n of t a g g e d  Nt E X O 7 0 E 2 i s  p r o b a bl y a n
a rtif a ct, a n d it s  n ati v e bi ol o gi c al f u n cti o n r e m ai n s t o
b e e st a bli s h e d.

S ur pri si n gl y, t w o  m e m b er s of t h e r a pi dl y e v ol vi n g
H cl a s s,  Nt E X O 7 0 H 1- 2 a n d  Nt E X O 7 0 H 5- 8 b, e x hi bit
str o n g e nri c h m e nt i n t h e n u cl e u s  wit h r e s p e ct t o t h e
c yt o pl a s m ( Nt E X O 7 0 H 1- 2 si g n al i s al m o st a b s e nt fr o m
t h e c yt o pl a s m). Si n c e  Nt E X O 7 0 H 1- 2 i s  pr e s e nt i n t o-
b a c c o  p oll e n,  w e b eli e v e t h at t h e n u cl e ar l o c ali z a-
ti o n of t h e t a g g e d  Nt E X O 7 0 H 1- 2 r efl e ct s t h e n ati v e
b e h a vi or of t h e  pr ot ei n. F urt h e r m or e, i nt er a ct o r s of
cl o s el y r el at e d  Ar a bi d o p si s  At E X O 7 0 H 1 i d e nti fi e d b y
hi g h-t h r o u g h p ut s cr e e n i n cl u d e tr a n s cri pti o n f a ct or s
(Z ár s k ý et al., 2 0 1 3), a n d a ni m al  E X O 7 0  w a s s h o w n
pr e vi o u sl y t o s h uttl e i nt o t h e n u cl e u s a n d i nt er a ct  wit h
s pli c e o s o m al c o m p o n e nt s ( D ell a g o et al., 2 0 1 1). It i s n ot
cl e ar  w h et h er a n c e str al e u k ar y oti c  E X O 7 0  pl a y e d a r ol e
i n t h e n u cl e u s a m o n g ot h er  pr o c e s s e s or  w h et h er s u c h a
f u n cti o n  w a s i n d e p e n d e ntl y s e c o n d aril y a c q uir e d f or
a ni m al  E X O 7 0 a n d s el e ct e d  pl a nt  E X O 7 0 s.  O ur fi n di n g s
e pit o mi z e t h e  pr e vi o u s n oti o n t h at  pl a nt  E X O 7 0  pr o-
t ei n s s h o ul d b e i n v e sti g at e d n ot o nl y i n t h e li g ht of
t h e e x o c y st c o m pl e x b ut al s o  wit h t h e  p o s si bilit y of
a ut o n o m o u s e x o c y st-i n d e p e n d e nt f u n cti o n ( Z ár s k ý
et al., 2 0 1 3).

Fi g ur e 9. O v er e x pr essi o n of t h e  m aj or p oll e n E X O 7 0 cl ass  m e m b ers

i n hi bits p oll e n t u b e gr o wt h. T o b a c c o p oll e n t u b es tr a nsi e ntl y e x pr essi n g

hi g h l e v els ( 5 m g of  D N A) of s el e ct e d t a g g e d E X O 7 0 is of or ms a n d
c o ntr ol ( Y F P-t a g g e d  G U S)  w er e i m a g e d 8 h aft er bi olisti c tr a nsf or m ati o n

b y e pi fl u or es c e n c e  mi cr os c o p y, a n d p oll e n t u b e l e n gt hs  w er e d et er-

mi n e d.  At l e ast 1 0 0 c ells fr o m at l e ast t w o i n d e p e n d e nt tr a nsf or m ati o ns

w er e  m e as ur e d f or e a c h c o nstr u ct.  Ast eris ks i n di c at e si g ni fi c a nt diff er-
e n c es ( P , 0. 0 0 1) fr o m t h e c orr es p o n di n g c o ntr ols ( G U S a n d  Nt E X-

O 7 0 E 1 a) a c c or di n g t o  A N O V A f oll o w e d b y p ost h o c  m ulti pl e  m e a n

c o m p aris o n t est  wit h T u k e y c o ntr asts usi n g t h e  m ult c o m p  R p a c k a g e.
D at a r e pr es e nt  m e a ns of 1 0 0 or  m or e p oll e n t u b es 6 S E .

Pl a nt  P h y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7 1 6 6 9

A n al y si s of t h e  E X O 7 0 F a mil y i n  T o b a c c o  P oll e n  T u b e s
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O n e of t h e k e y ai m s of t hi s st u d y  w a s t o  u s e t h e  p ol ar
ti p- gr o wi n g  p oll e n t u b e a s a  u ni v er s al  m o d el s y st e m t o
c at e g ori z e t h e s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n of t h e  w h ol e
s p e ctr u m of t h e  E X O 7 0 f a mil y. S ur p ri si n gl y, t a g g e d
v er si o n s of al m o st all i s of or m s n ot n ati v el y e x pr e s s e d i n
p oll e n l o c ali z e d o nl y t o t h e c yt o pl a s m.  E v e n i n t h e c a s e
of cl o s el y r el at e d i s of or m s li k e  Nt E X O 7 0 E 1 a a n d
Nt E X O 7 0 E 1 b, t h e  p oll e n- e x p r e s s e d i s of or m  di s pl a y e d
di sti n ct l o c ali z ati o n t o t h e i n v ert e d c o n e  w hil e t h e i s o-
f or m n ot e x pr e s s e d i n  p oll e n  di d n ot.  M or e o v e r,  w e
o b s e r v e d v er y  diff er e nt l o c ali z ati o n f o r t hr e e cl o s el y
r el at e d i s of or m s of t h e  A cl a d e.  E v e n  u p o n o v er-
e x pr e s si o n, t h e n o n p oll e n  Nt E X O 7 0 A 1 b l o c ali z e d t o t h e
P M o nl y r ar el y,  w hil e  p oll e n i s of or m s fr o m t h e  A cl a d e

di s pl a y e d a si g ni fi c a nt t e n d e n c y t o bi n d  P M n e a r t h e
p oll e n t u b e ti p ( Fi g s. 3 a n d 1 0).  T h u s, c oi n ci d e nt i nt er-
a cti o n s  wit h c ell- s p e ci fi c  pr ot ei n  p art n er s ar e  pr o b a bl y
i n di s p e n s a bl e f or t h e  pr o p er t ar g eti n g of  E X O 7 0 i s o-
f o r m s. S m all  G T P a s e s ar e i m p ort a nt f or b u d di n g y e a st
a n d a ni m al  E X O 7 0 t ar g eti n g ( W u et al., 2 0 0 8;  Pl e s k ot
et al., 2 0 1 5).  Pl a nt  E X O 7 0 s h a v e b e e n s h o w n t o i nt er a ct
wit h  R O H 1 ( K uli c h et al., 2 0 1 0), a n d  N OI f a mil y  pr o-
t ei n s  mi g ht  pl a y a r ol e i n  E X O 7 0  m e m br a n e t ar g eti n g
( Af z al et al., 2 0 1 3; S a b ol et al, 2 0 1 7).  Gi v e n o ur o b s er-
v ati o n s, it i s  p ar a m o u nt t o st u d y  E X O 7 0 s i n c ell t y p e s
w h e r e t h e y ar e n ati v el y e x pr e s s e d.

Nt E X O 7 0 A 1 a,  Nt E X O 7 0 A 2,  Nt E X O 7 0 C 1 a, a n d
E X O 7 0 C 2 si g ni fi c a ntl y i n hi bit e d  p oll e n t u b e gr o wt h

Fi g ur e 1 0. Eff e cts of  m aj or p oll e n E X O 7 0 is of or m o v er e x pr essi o n o n t h e p h e n ot y p es of t o b a c c o p oll e n t u b es. T o b a c c o p oll e n

t u b es tr a nsi e ntl y e x pr essi n g hi g h l e v els of s el e ct e d t a g g e d E X O 7 0 is of or ms  w er e i m a g e d 8 h aft er bi olisti c tr a nsf or m ati o n b y

s pi n ni n g dis k c o nf o c al  mi cr os c o p y. F or e a c h E X O 7 0 is of or m, p oll e n t u b es  w er e cl assi fi e d i nt o f o ur p h e n ot y pi c c at e g ori es ( wit h
t h e p er c e nt a g e of o c c urr e n c e s h o w n f or e a c h i m a g e).  C o ntr ol p oll e n t u b es e x pr essi n g  Y F P: G U S c o ul d b e cl assi fi e d o nl y i nt o t w o

c at e g ori es. I m a g es ar e dis pl a y e d usi n g a c ol or i nt e nsit y c o d e  wit h t h e s a m e u p p er li mit s et f or all i m a g es (s e e “ M at eri als a n d

M et h o ds ”), a n d t h e r e pr es e nt ati v e i m a g es t h us r e fl e ct diff er e n c es i n si g n al i nt e nsit y b et w e e n t h e i n di vi d u al p oll e n t u b es. T h e d at a

ar e b as e d o n 3 3 or  m or e tr a nsf or m e d p oll e n t u b es o bs er v e d f or e a c h c o nstr u ct i n t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts. a. u.,  Ar bitr ar y
u nit.  B ar  = 1 0 m m.

1 6 7 0 Pl a nt  P h y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7

S e k e r e š et al.
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u p o n o v er e x pr e s si o n, i n c o ntr a st t o  Y F P: G U S a n d
Nt E X O 7 0 E 1 a, a n o n p oll e n i s of or m,  u s e d a s c o ntr ol s.
T hi s i s i n a gr e e m e nt  wit h t h e n oti o n t h at  E X O 7 0 i s o-
f or m s n ot n ati v el y e x pr e s s e d i n  p oll e n  d o n ot h a v e
f u n cti o n al  pr o p erti e s t h er e,  pr o b a bl y  d u e t o t h e l a c k of
ti s s u e- s p e cifi c  pr ot ei n i nt er a ct or s.  W e c o nti n u e d  wit h
m or e  d et ail e d a n al y si s f o c u s e d o n  m or p h ol o gi c al  p h e-
n ot y p e s of  p oll e n t u b e s o v er e x p r e s si n g  m aj or  p oll e n
E X O 7 0 s. S u c h a n a p pr o a c h h a s b e e n a p pli e d  pr e vi o u sl y
t o el u ci d at e t h e f u n cti o n s of  pr ot ei n s of i nt er e st i n
p oll e n t u b e s (I s c h e b e c k et al., 2 0 0 8, 2 0 1 0; St e n z el
et al., 2 0 1 2).  All f o ur a n al y z e d  E X O 7 0 i s of or m s i n d u c e d
di sti n ct c h a n g e s i n  p oll e n t u b e ti p s ( Fi g. 1 0). I n
e a c h c a s e, str o n g o v er e x pr e s s or s  di s pl a y e d a pi c al
m e m br a n e i n v a gi n ati o n s. S u c h i n v a gi n ati o n s  w e r e
r e p ort e d  pr e vi o u sl y a s a r e s ult of t h e o v er e x p r e s si o n of
p h o s p h oli pi d- m o dif yi n g e n z y m e s a n d ar e g e n er all y
i nt er pr et e d a s a h all m ar k of  di sr u pt e d c ell  p ol arit y
(I s c h e b e c k et al., 2 0 0 8; St e n z el et al., 2 0 1 2).  Pr e vi o u sl y,
t hi s  p h e n ot y p e  w a s i nt er pr et e d a s a c o n s e q u e n c e of
e x c e s si v e e n d o c yt o si s ( Z h a o et al., 2 0 1 0), b ut it i s oft e n
dif fi c ult t o  di sti n g ui s h b et w e e n a n i m b al a n c e i n e x o-
c yt o si s a n d e n d o c yt o si s i n  pl a nt c ell s  wit h o ut v er y  d e-
t ail e d st u di e s ( S e k er eš et al., 2 0 1 5).

I n stri ki n g c o ntr a st t o  Y F P-t a g g e d  A- cl a s s  E X O 7 0 s,
C- cl a s s  E X O 7 0 s n e v er l o c ali z e d t o t h e  P M, e v e n  u n d er
c o n diti o n s of str o n g o v er e x pr e s si o n or  u p o n a n i n-
cr e a s e d i nt r a c ell ul ar  PI P 2 l e v el i n d u c e d b y t h e o v er-
e x pr e s si o n of  PI P 5 K 5.  T hi s s u g g e st s  m ut u all y e x cl u si v e
r ol e s of t h e t w o  E X O 7 0 f a mili e s.  P oll e n t u b e ti p s w elli n g
w a s  d e s cri b e d  pr e vi o u sl y a s a c o n s e q u e n c e of  R a c-t y p e
G T P a s e o v er e x pr e s si o n ( Kl a hr e et al., 2 0 0 6) a n d h a s
b e e n attri b ut e d t o c h a n g e s i n t h e a cti n c yt o s k el et o n ( F u
et al., 2 0 0 1).  Alt h o u g h ti p s w elli n g of t h e  C- cl a s s  E X O 7 0
o v er e x pr e s s or s i s  m u c h l e s s  pr o n o u n c e d t h a n i n t h e
c a s e of  R a c-t y p e  G T P a s e o v er e x pr e s si o n,  C- cl a s s
E X O 7 0 s  mi g ht r e g ul at e a cti n  pr o p e rti e s, si mil ar t o a n-
i m al  E X O 7 0 ( Z u o et al., 2 0 0 6;  Li u et al., 2 0 1 2).  A n ot h er
p o s si bl e i nt er pr et ati o n c o ul d b e t h at  E X O 7 0  C- cl a s s
i s of or m s  pl a y t h e n e g ati v e r e g ul at or y f u n cti o n of e x o-
c y st  m e m b r a n e bi n di n g.  T h e  pr ot ei n s ar e o v erl y si mil ar
t o  A- cl a s s  E X O 7 0 s b ut l a c k t h e a bilit y t o bi n d  m e m-
br a n e. I n  Ar a bi d o p si s,  C- cl a s s  E X O 7 0 s ar e e x pr e s s e d
s p e ci fi c all y i n ti p- gr o wi n g c ell s: r o ot h ai r s a n d  p oll e n.
Ti p- gr o wi n g c ell s gr o w r el ati v el y f a st a n d n e e d t o f o c u s
e x o c yt o si s t o a s m all ar e a n e a r t h e gr o wi n g ti p. It i s
p o s si bl e t h at e x o c y st i s b o u n d b y  C- cl a s s  E X O 7 0 i s o-
f or m s n ot c a p a bl e of t ar g eti n g t h e c o m pl e x a n d s e cr e-
t or y v e si cl e t o t h e  m e m br a n e i n  m o st of t h e c ell b o d y. I n
t h e ti p,  w h e r e  A- cl a s s  E X O 7 0 s bi n d t o t h e  P M,  p o s si bl y
d u e t o l o c al li pi d a n d  pr ot ei n i nt er a ct or s, t h e s e cr et or y
v e si cl e  w o ul d b e all o w e d t o f u s e  wit h t h e  P M a n d  d e-
li v er t h e c ar g o.  E x c h a n g e of t h e  E X O 7 0 i s of or m of
e x o c y st  w a s alr e a d y  pr o p o s e d a s a n i m p ort a nt c ell ul ar
r e a cti o n t o c h a n gi n g c o n diti o n s ( Z ár s k ý et al., 2 0 1 3), b ut
it al s o c o ul d a ct a s a s p ati al r e g ul at or y e v e nt aft er
e x o c y st r el o c ali z ati o n  wit hi n t h e c ell.  T hi s  m o d el al s o i s
s u p p ort e d b y t h e f a ct t h at  At E X O 7 0 C 1 a n d  At E X O 7 0 C 2
ar e e x pr e s s e d i n a n o n st oi c hi o m etri c  m a n n er  wit h r e-
s p e ct t o t h e e x o c y st s u b u nit s i n  Ar a bi d o p si s ( e F P

br o w s e r), a n d  C- cl a s s  E X O 7 0 s ar e  pr e v al e nt o v er
A- cl a s s  E X O 7 0 s i n t h e  p oll e n  pr ot e o m e ( Gr o b ei et al.,
2 0 0 9; t hi s st u d y).  T h u s, a n i n hi bit or y  C cl a s s  wit h o ut
m e m b r a n e- bi n di n g  pr o p e rti e s i s  pr e v al e nt i n c yt o-
pl a s m a n d c o ul d  pr e v e nt e ct o pi c v e si cl e f u si o n b ef or e
v e si cl e s r e a c h t h e ti p  w h er e  A- cl a s s  E X O 7 0 s r e si d e.
T h er ef or e, o v er e x p r e s si o n of  C- cl a s s  E X O 7 0 s  w o ul d
c a u s e a n i m b al a n c e i n e x o c yt o si s r e g ul ati o n, r e s ulti n g
i n t h e  d e s cri b e d  p h e n ot y p e s.

M o st i m p ort a ntl y,  w e  d e m o n str at e d t h e l o c ali z ati o n
of  Nt E X O 7 0 A 1 a a n d  Nt E X O 7 0 B 1 t o t w o  di sti n ct,  m u-
t u all y e x cl u si v e  d o m ai n s of t h e  p oll e n t u b e  P M ( Fi g. 4).
T h e s m all ar e a of  Nt E X O 7 0 A 1 a l o c ali z ati o n c orr e s p o n d s
t o t h e  pr e vi o u sl y  d e s cri b e d ar e a of e x o c yt o si s  m a xi m u m
i n t h e  p oll e n t u b e ( B o v e et al., 2 0 0 8; I dilli et al., 2 0 1 3;  L u o
et al., 2 0 1 6).  T hi s l o c ali z ati o n i s i n a c c or d a n c e  wit h  pr e-
vi o u s c h ar a ct eri z ati o n s of  Ar a bi d o p si s  E X O 7 0 A 1 a s t h e
i s of or m g e n er all y r e s p o n si bl e f or e x o c yt o si s i n  m a n y
pl a nt ti s s u e s ( S y n e k et al., 2 0 0 6;  H ál a et al., 2 0 0 8; S a m u el
et al., 2 0 0 9;  K uli c h et al., 2 0 1 0;  Dr d o v á et al., 2 0 1 3;
F e n dr y c h et al., 2 0 1 3;  Z h a n g et al., 2 0 1 6;  V u k a š i n o vic
et al., 2 0 1 7). I n a c c or d a n c e  wit h t h e  p u bli s h e d o b s er v a-
ti o n s,  Nt E X O 7 0 A 1 a l o c ali z e s b ot h t o t h e c yt o pl a s m a n d
t o t h e s p e cifi c ar e a of t h e  P M.  T h e e nri c h m e nt of  P M
si g n al  wit h r e s p e ct t o t h e c yt o pl a s mi c si g n al i n gr o wi n g
p oll e n t u b e s  w a s l e s s  pr o n o u n c e d c o m p ar e d  wit h ti s s u e s
li k e  Ar a bi d o p si s r hi z o d er mi s a n d sti g m ati c  p a pill a e
( S a m u el et al., 2 0 0 9;  Z h a n g et al., 2 0 1 6).  G e n er all y, t h e
r ati o of  m e m br a n e t o t h e c yt o pl a s mi c  p o p ul ati o n of
E X O 7 0 A 1  diff er s a m o n g v ari o u s c ell t y p e s. F or e x a m pl e,
pr e vi o u s o b s er v ati o n s r e g ar di n g t h e  At E X O 7 0 A 1  di s-
tri b uti o n i n  Ar a bi d o p si s r o ot ti s s u e s  d e m o n str at e d a
str o n g e nri c h m e nt of  G F P: At E X O 7 0 A 1 at t h e o ut er l at-
er al  P M of r hi z o d er m al c ell s b ut si g ni fi c a ntl y  w e a k er
a p ol ar  m e m br a n e e nri c h m e nt of  G F P: At E X O 7 0 A 1 i n
r o ot c orti c al c ell s ( Z h a n g et al., 2 0 1 6).  T h e o v er all a b u n-
d a n c e of t h e c yt o pl a s mi c  Nt E X O 7 0 A 1 a  p o p ul ati o n i n
gr o wi n g t o b a c c o  p oll e n t u b e s  mi g ht b e c a u s e d b y t h e
f a ct t h at t h e  m e m br a n e  d o m ai n of  Nt E X O 7 0 A 1 a l o c ali-
z ati o n a n d c ell ul ar s e cr eti o n i s v er y s m all a n d f o c u s e d.
T h u s, a hi g h c o n c e ntr ati o n of t h e  p eri p h er al  m e m br a n e
pr ot ei n t ar g eti n g t h e s e cr eti o n c o ul d f a cilit at e it s  d y-
n a mi c r e cr uit m e nt t o t hi s f o c u s e d ar e a.

A c c or di n g t o  pr e vi o u s fi n di n g s, t h e r ol e of  E X O 7 0 B 1
i n  pl a nt s i s  m o r e c o m pl e x. It i s i m p ort a nt f or a ut o p h a g y
a n d a ut o p h a g y- d e ri v e d t r a n s p o rt t o t h e  v a c u ol e
( K uli c h et al., 2 0 1 3) b ut al s o  w a s s h o w n t o l o c ali z e t o t h e
P M  d uri n g li g ht-i n d u c e d st o m at al o p e ni n g  w h e n e c-
t o pi c all y e x pr e s s e d i n f a v a b e a n (Vi ci a f a b a )  pr ot o pl a st s
( H o n g et al., 2 0 1 6).  E X O 7 0 B 1 al s o  w a s s u g g e st e d t o b e
i n v ol v e d i n  u n c o n v e nti o n al s e cr eti o n i n s p e cifi c cir-
c u m st a n c e s li k e  d ef e n s e a g ai n st  p at h o g e n att a c k
(Z ár s k ý et al., 2 0 1 3;  K uli c h a n d Z ár s k ý, 2 0 1 4).  Alt h o u g h
it i s a n e xtr e m el y  u s ef ul  m o d el s y st e m f o r e x a mi ni n g
t h e  m e m br a n e- bi n di n g  pr o p erti e s of  p eri p h er al  m e m-
br a n e  pr ot ei n s i n  pl a nt c ell s, t h e t o b a c c o  p oll e n t u b e i s
still li mit e d b y t h e i m p o s si bilit y of  dir e ctl y t e sti n g t h e
f u n cti o n alit y of fl u or e s c e ntl y t a g g e d  pr ot ei n s b y r e s-
c ui n g t h e  p h e n ot y p e i n a  m ut a nt b a c k g r o u n d.  T h u s,  w e
v eri fi e d o ur o b s er v ati o n s of  N-t er mi n al  Y F P: Nt E X O 7 0

Pl a nt  P h y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7 1 6 7 1

A n al y si s of t h e  E X O 7 0 F a mil y i n  T o b a c c o  P oll e n  T u b e s

7 1  w w w. pl a nt p h y si ol. or go n J ul y 4, 2 0 1 8 - P u bli s h e d b y D o w nl o a d e d fr o m 
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f u si o n  pr ot ei n s b y e x a mi ni n g t h e s u b c ell ul ar l o c ali z a-
ti o n of t h e  C-t er mi n all y  Y F P-t a g g e d  Nt E X O 7 0 B 1,
w hi c h c o n fi r m e d t h e  pr e vi o u s o b s er v ati o n of t h e c or-
r e s p o n di n g  N-t er mi n all y t a g g e d  pr ot ei n ( S u p pl e m e nt al
Fi g. S 4 A).  M or e o v er,  At E X O 7 0 B 1  w a s  d e m o n str at e d
pr e vi o u sl y t o r e s c u e t h e  m ut a nt  p h e n ot y p e i n  Ar a bi-
d o p si s ( K uli c h et al., 2 0 1 3).  W e t h u s c o n cl u d e t h at t h e
o b s e r v e d l o c ali z ati o n  p att er n s of t a g g e d  E X O 7 0 i s o-
f or m s ar e bi ol o gi c all y r el e v a nt.

T h er e ar e s e v e r al  p o s si bl e h y p ot h e s e s e x pl ai ni n g t h e
l o c ali z ati o n of  Nt E X O 7 0 B 1 t o t h e s u b a pi c al r e gi o n of
t h e  p oll e n t u b e  p o st eri or t o t h e z o n e of  Nt E X O 7 0 A 1 a
l o c ali z ati o n. Fir st,  Nt E X O 7 0 B 1  mi g ht  dri v e a n  u n c o n-
v e nti o n al s e cr et o r y  p at h w a y  d eli v eri n g a s p e ci fi c c ar g o,
alt er n ati v e t o t h e b ul k s e cr eti o n  dri v e n b y  Nt E X-
O 7 0 A 1 a.  T hi s  w o ul d b e i n a c c or d a n c e  wit h t h e g e n er al
m o d el i n v ol vi n g e x o c yt o si s t o  diff er e nt  m e m br a n e  d o-
m ai n s b y  diff er e nt  E X O 7 0 i s of o r m s ( Z ár s k ý et al., 2 0 0 9).
I n d e e d, b ot h  Nt E X O 7 0 A 1 a a n d  Nt E X O 7 0 B 1 o v erl a p
wit h  Nt S E C 3 a at t h e  P M ( Fi g. 5; S u p pl e m e nt al Fi g. S 4 B).
T hi s s u p p ort s t h e i d e a t h at b ot h  E X O 7 0 s c a n a ct a s  p art
of a c o m pl e x t o g et h er  wit h ot h e r e x o c y st s u b u nit s.
O n e  p o s si bl e  m e c h a ni s m  w o ul d i n v ol v e t h e  d y n a mi c
r e pl a c e m e nt of  Nt E X O 7 0 A 1 a b y  Nt E X O 7 0 B 1 aft er
c ar g o  d eli v er y.  Alt er n ati v el y, t h er e c a n b e t w o s u b-
p o p ul ati o n s of  Nt S E C 3 a- c o nt ai ni n g e x o c y st  p arti cl e s:
o n e bi n di n g  Nt E X O 7 0 A 1 a a n d t h e ot h er bi n di n g
Nt E X O 7 0 B 1.  T hi s  w o ul d al s o e x pl ai n  w h y t h e  pr e vi-
o u sl y  d e s cri b e d  m e m br a n e si g n al of  Nt S E C 3 a ( Bl o c h
et al., 2 0 1 6) s e e m s r at h e r br o a d i n c o m p ari s o n  wit h t h e
n arr o w ar e a of b ul k e x o c yt o si s i n t h e t o b a c c o  p oll e n
t u b e ( B o v e et al., 2 0 0 8; I dilli et al., 2 0 1 3;  L u o et al., 2 0 1 6).
S e c o n d,  Nt E X O 7 0 B 1 al s o c o ul d  pl a y a r ol e i n  p oll e n t u b e
e n d o c yt o si s.  L ar g e- s c al e a n al y si s  pr e vi o u sl y s u g g e st e d
e x o c y st t o b e a n i m p ort a nt li n ki n g h u b b et w e e n e x o c y-
t o si s a n d e n d o c yt o si s i n b u d di n g y e a st c ell s (J o s e et al.,
2 0 1 5).  Aft er  d eli v eri n g s e cr et or y c ar g o t o t h e  P M, e x o c y st
or it s s u b c o m pl e x c o ul d or c h e str at e s u b s e q u e nt e n d o-
c yti c r e c y cli n g.  Nt E X O 7 0 B 1 l o c ali z e s t o t h e ar e a  w h er e
m o st of t h e cl at hri n- m e di at e d e n d o c yti c r e c y cli n g o c c ur s
( D er k s e n et al., 1 9 9 5;  M o s c at elli et al., 2 0 0 7).  T hi s i s f ur-
t h er s u p p ort e d b y c ol o c ali z ati o n st u di e s  wit h a cl at hri n
e n d o c yt o si s  m ar k er,  At D R P 1 C, t h at l ar g el y o v erl a p s
wit h  Nt E X O 7 0 B 1, a n d t h e s u b a pi c al o n s et of t h e  m e m-
br a n e l o c ali z ati o n i s i d e nti c al f or b ot h  pr ot ei n s. I m p or-
t a ntl y, t h e z o n e of cl at hri n e n d o c yt o si s vi s u ali z e d b y
D R P 1 C  d o e s n ot o v erl a p  wit h t h e r e gi o n  d e c or at e d b y
Nt E X O 7 0 A 1 a ( S u p pl e m e nt al Fi g. S 5).  T hir d, s u b a pi c al
Nt E X O 7 0 B 1 c o ul d  pl a y a n e x o c y st-i n d e p e n d e nt r ol e i n
p oll e n t u b e  m e m br a n e tr af fi c b y a s si sti n g  m e m br a n e
r e m o d eli n g si mil ar t o a ni m al  E x o 7 0 p ( Z h a o et al., 2 0 1 3).

N ot a bl y, t h e  di sti n ct l o c ali z ati o n of  Nt E X O 7 0 A 1 a
a n d  Nt E X O 7 0 B 1 al s o  m a y r e fl e ct t h ei r  diff e r e nt
p h o s p h oli pi d- bi n di n g  pr o p e rti e s.  A s  pr o p o s e d  pr e vi-
o u sl y ( P ot o c k ý et al., 2 0 1 4), t h e n e ar- s u b a pi c al o v erl a p
of  P A a n d  PI P 2 c o ul d  d e fi n e a  di sti n ct  d o m ai n r e s p o n-
si bl e f or t h e r e c r uit m e nt of c ert ai n eff e ct or s. Si n c e o n-
s et s of  Nt E X O 7 0 A 1 a a n d  P A  m ar k er l o c ali z ati o n ar e
i d e nti c al a n d  m e m br a n e  Nt E X O 7 0 A 1 a si g n al al s o o v er-
l a p s  wit h  PI P2 l o c ali z ati o n ( Fi g. 7), it i s  p o s si bl e t h at t h e

m e m br a n e r e cr uit m e nt of  Nt E X O 7 0 A 1 a r e q uir e s t h e si-
m ult a n e o u s  d et e cti o n of b ot h  P A a n d  PI P 2 .  C o n v er s el y,
Nt E X O 7 0 B 1 l o c ali z ati o n i s l ar g el y e x cl u d e d fr o m t h e
PI P 2 - d e c or at e d a p e x a n d c orr e s p o n d s t o t h e ar e a of t h e
p oll e n t u b e str o n gl y  d e c or at e d b y t h e  P A  m ar k er.  T h u s,
it i s  pr o b a bl e t h at t h e l o c al  p h o s p h oli pi d c o m p o siti o n of
t h e  P M fi n e-t u n e s t h e  m e m br a n e af fi nit y t o w ar d s el e ct e d
E X O 7 0 i s of or m s.  Pr ot ei n i nt er a ct or s al s o ar e li k el y t o b e
i n v ol v e d, b e c a u s e  A- cl a s s  E X O 7 0 i s of or m s  di s pl a y  dif-
f er e nt affi nit y t o w ar d t h e t ar g et  P M  d o m ai n, e v e n
t h o u g h t h e y s h ar e a mi n o a ci d r e si d u e s  pr e di ct e d t o bi n d
mi n or a ci di c  p h o s p h oli pi d s ( Z ár s k ý et al., 2 0 0 9).

W e c o n cl u d e t h at t h e  di v e r sit y of  E X O 7 0 i s of or m s i n
pl a nt c ell s c a n  pl a y a r ol e i n t ar g eti n g  diff er e nt e x o c y st
c o m pl e x e s or s u b c o m pl e x e s t o s p e ci fi c  P M  d o m ai n s,
b ut  E X O 7 0 i s of or m s al s o c a n b e i n v ol v e d i n  pr o c e s s e s
n ot r el at e d t o  m e m br a n e tr af fi c ki n g,  p o s si bl y a cti n g
o ut si d e t h e e x o c y st c o m pl e x.  C- cl a s s  E X O 7 0  pr ot ei n s,
s p e ci fi c all y e x pr e s s e d i n ti p- gr o wi n g c ell s,  d o n ot  di-
r e ctl y bi n d  m e m b r a n e a n d  pr o b a bl y h a v e a r e g ul at or y
f u n cti o n.  O ur r e s ult s al s o str o n gl y i n di c at e t h at  E X O 7 0
i s of or m s n e e d t o b e st u di e d i n c ell t y p e s i n  w hi c h t h e y
ar e n or m all y e x pr e s s e d.  T w o of t h e st u di e d i s of o r m s,
Nt E X O 7 0 A 1 a a n d  Nt E X O 7 0 B 1, o c c u p y  m ut u all y e x-
cl u si v e ar e a s of t h e  p oll e n t u b e  P M.  T h e y e x hi bit  dif-
f er e nt l o c ali z ati o n  p att er n s t o w ar d t h e e n d o c yt o si s
m ar k er a n d li pi d  pr o b e s, a n d b ot h o v erl a p  wit h t h e
e x o c y st s u b u nit  Nt S E C 3 at t h e  P M. Si n c e s p e ci fi c i n-
t er a cti o n s  wit h  m e m br a n e li pi d s  m a y b e i m p o rt a nt f or
t h e  m e m br a n e r e cr uit m e nt of t h e s e i s of or m s, f u n cti o n al
a n d  p h a r m a c ol o gi c al st u di e s  will b e  u s e d i n t h e f ut ur e
t o el u ci d at e c a u s al r el ati o n s hi p s b et w e e n t h e  di stri b u-
ti o n of  diff er e nt  mi n or a ci di c  p h o s p h oli pi d s a n d t h e
r e c r uit m e nt of  p arti c ul ar  E X O 7 0 i s of o r m s.

M A T E RI A L S  A N D  M E T H O D S

S e q u e n c e a n d  P h yl o g e n eti c  A n al y s e s

T o b a c c o ( Ni c oti a n a t a b a c u m ) a n d t o m at o (S ol a n u m l y c o per si c u m )  E X O 7 0 s e-

q u e n c e s  w er e i d e nti fi e d b y  B L A S T s e ar c h e s a g ai n st c orr e s p o n di n g g e n o m e

d at a b a s e s at t h e S ol  G e n o mi c s  N et w o r k  d at a b a s e ( htt p s: / / s ol g e n o mi c s. n et)

wit h  m ulti pl e  m e m b er s of t h e  At E X O 7 0 f a mil y a s i n p ut q u er y s e q u e n c e s. I n

m o st c a s e s,  d ef a ult s e ar c h  p ar a m et er s  w er e  u s e d  wit h o c c a si o n al  m o di fi c ati o n s

( w o r d si z e 2, s c ori n g  m atri x  B L O S U M 4 5).  M ulti pl e ali g n m e nt s  w er e c o n-

st r u ct e d  wit h  M A F F T al g orit h m s i n  E-I N S-i  m o d e ( K at o h a n d  T o h, 2 0 0 8) a n d

m a n u all y a dj u st e d.  C o n s er v e d s e q u e n c e bl o c k s  w er e c o n c at e n at e d, gi vi n g

ali g n m e nt  wit h 7 0 s e q u e n c e s a n d 5 8 8  p o siti o n s.  T h e  m a xi m u m li k eli h o o d

m et h o d  u si n g t h e  P h y M L  pr o gr a m ( G ui n d o n a n d  G a s c u el, 2 0 0 3)  w a s e m pl o y e d

f or  p h yl o g e n y i nf er e n c e  wit h t h e  L G  m atri x, g - c orr e ct e d f or a m o n g- sit e r at e

v ari ati o n  wit h f o ur r at e sit e c at e g ori e s  pl u s a c at e g or y f or i n v ari a bl e sit e s,  wit h

all  p ar a m et er s e sti m at e d fr o m t h e  d at a.  B a y e si a n tr e e s e ar c h e s  w er e  p erf or m e d

u si n g  Mr B a y e s 3. 1 ( R o n q ui st a n d  H u el s e n b e c k, 2 0 0 3)  wit h a  W A G a mi n o a ci d

m o d el,  w h er e t h e a n al y si s  w a s  p erf or m e d i n f o ur r u n s  wit h si x c h ai n s a n d

1, 0 0 0, 0 0 0 g e n er ati o n s, a n d tr e e s  w er e s a m pl e d e v er y 1 0 0 g e n er ati o n s.  All f o ur

r u n s a s y m pt oti c all y a p pr o a c h e d t h e s a m e st ati o n arit y aft er t h e fi r st 2 0 0, 0 0 0

g e n er ati o n s,  w hi c h  w er e o mitt e d fr o m t h e fi n al a n al y si s.

R T- P C R  E x pr e s si o n  A n al y si s

R N A fr o m fr e s hl y h y dr at e d  p oll e n, g er mi n ati n g  p oll e n ( h y dr at e d a n d i n-

c u b at e d i n li q ui d  m e di u m [ Kl a hr e et al., 2 0 0 6] f or 4 0  mi n), a n d gr o wi n g  p oll e n

t u b e s ( h y dr at e d a n d i n c u b at e d i n li q ui d  m e di u m f or 3 h) of t o b a c c o  w a s i s ol at e d

1 6 7 2 Pl a nt  P h y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7

S e k e r e š et al.
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u si n g t h e  R N e a s y  Kit ( Qi a g e n).  R e si d u al  D N A  w a s r e m o v e d  wit h t h e  T ur b o

D N A-fr e e  Kit ( T h er m o Fi s h e r), a n d t h e  R N A  w a s tr a n s cri b e d t o c D N A  u si n g

t h e  Tr a n s cri pt or  Hi g h Fi d elit y c D N A S y nt h e si s  Kit ( R o c h e).  Pri m er s f or s p e ci fi c

d et e cti o n of  E X O 7 0  p ar al o g s ( S u p pl e m e nt al  T a bl e S 1)  w er e  u s e d f or s u b s e q u e nt

P C R a n al y si s, a n d t o b a c c o a cti n  w a s  u s e d a s t h e c o ntr ol g e n e a s  d e s cri b e d b y

B o s c h et al. ( 2 0 0 5).

Pr ot e o mi c  E x pr e s si o n  A n al y si s

P oll e n t u b e s  w er e c ulti v at e d i n li q ui d  m e di u m ( Kl a hr e et al., 2 0 0 6) f or 2 h at

1 5 0 r p m.  T h e y  w er e s u b s e q u e ntl y v a c u u m fi lt er e d, r e s u s p e n d e d i n l y si s b uff er

( P ot o c k ý et al., 2 0 1 2), a n d l y s e d b y s o ni c ati o n.  L y s e d t u b e s  w er e c e ntrif u g e d

t hr e e ti m e s ( 8, 0 0 0g , 1 0  mi n, 4 ° C) t o g et t h e cr u d e e xtr a ct.  Cr u d e e xtr a ct  pr ot ei n

s a m pl e s  w er e s e p ar at e d o n 1 0 % S D S- P A G E g el s, a n d t h e b a n d c orr e s p o n di n g t o

7 0 k D  w a s c ut.  Alt er n ati v el y, t h e  p eri p h er al  m e m br a n e  pr ot ei n fr a cti o n  w a s

pr e p ar e d a c c or di n g t o  M c L o u g hli n et al. ( 2 0 1 3),  pr ot ei n s  w er e s e p ar at e d b y 1 0 %

S D S- P A G E, a n d t h e l a n e  w a s c ut i nt o t hr e e b a n d s.  Aft er i n- g el  di g e sti o n  wit h

tr y p si n, el ut e d  p e pti d e s  w er e i d e ntifi e d  u si n g  U H P L C  Di o n e x  Ulti m at e 3 0 0 0

R S L C n a n o ( Di o n e x) c o n n e ct e d  wit h t h e  m a s s s p e ctr o m et er  E SI- Q- T O F  M a xi s

I m p a ct ( Br u k er).  M e a s ur e m e nt s  w er e c arri e d o ut i n  p o siti v e i o n  m o d e  wit h

pr e c ur s or i o n s el e cti o n i n t h e r a n g e of 4 0 0 t o 1, 4 0 0  m a s s-t o- c h ar g e r ati o;  u p t o

1 0  pr e c ur s or i o n s  w er e s el e ct e d f or fr a g m e nt ati o n fr o m e a c h  m a s s s p e ctr o m etr y

s p e ctr u m.  P e a k li st s  w er e e xtr a ct e d fr o m r a w  d at a b y  D at a  A n al y si s v er si o n 4. 1

( Br u k er  D alt o ni c s) a n d  u pl o a d e d t o t h e  d at a  m a n a g e m e nt s y st e m  Pr ot ei n s c a p e

( Br u k er  D alt o ni c s). F or  pr ot ei n i d e ntifi c ati o n, t h e  M a s c ot s er v er ( v er si o n 2. 4. 1;

M atri x S ci e n c e)  w a s  u s e d  wit h a c u st o m- m a d e  d at a b a s e c o nt ai ni n g t o b a c c o

v ari et y  K 3 2 6 a n d S wi s s Pr ot  pr ot ei n s.

M ol e c ul ar  Cl o ni n g

M o st  E X O 7 0 c o di n g s e q u e n c e s ar e i ntr o nl e s s a n d  w er e a m pli fi e d fr o m t o-

b a c c o g e n o mi c  D N A ( pr e p ar e d  u si n g  Pl a nt  D N A z ol r e a g e nt;  T h er m o Fi s h er).

E X O 7 0 s fr o m t h e  A cl a d e  w er e a m pli fi e d fr o m a  mi x of t o b a c c o l e af a n d  p oll e n

c D N A (f or  pr e p ar ati o n, s e e “ R T- P C R  E x pr e s si o n  A n al y si s ” ).  At D R P 1 C  w a s

cl o n e d fr o m  Ar a bi d o p si s ( Ar a bi d o psis t h ali a n a ) c D N A.  Pri m er s  u s e d f or  m o-

l e c ul ar cl o ni n g t o g et h er  wit h s p e cifi c r e stri cti o n sit e s ar e li st e d i n S u p pl e m e nt al

T a bl e S 2. F or  N-t er mi n al  Y F P a n d  m R F P f u si o n s,  E X O 7 0 i s of o r m s  w er e cl o n e d

i nt o  p W E N 2 4 0 ( L A T 5 2: Y F P- G A 5- M C S: N O S) a n d  p H D 2 2 2 ( L A T 5 2: M C S- G A 5-

m R F P: N O S) v e ct or s, r e s p e cti v el y ( Kl a hr e et al., 2 0 0 6). F or  C-t er mi n al  m R F P

f u si o n of  At D R P 1 C,  w e  u s e d t h e  p H D 2 2 3 v e ct or ( L A T 5 2: m R F P- G A 5- M C S:

N O S;  Kl a hr e et al., 2 0 0 6).

P oll e n  Tr a n sf or m ati o n a n d  Mi cr o s c o pi c  A n al y si s

E x pr e s si o n v e ct or s  w er e tr a n sf err e d i nt o t o b a c c o  p oll e n gr ai n s g er mi n ati n g

o n s oli d c ult ur e  m e di u m b y  p arti cl e b o m b a r d m e nt  u si n g a h eli u m- dri v e n

p arti cl e- d eli v er y s y st e m ( P D S- 1 0 0 0 / H e;  Bi o- R a d) a s  d e s cri b e d  pr e vi o u sl y ( K o st

et al., 1 9 9 8).  P arti cl e s  w er e c o at e d  wit h 1 m g of  D N A f or s u b c ell ul ar  pr ot ei n

l o c ali z ati o n st u di e s a n d  wit h 5 m g of  D N A f or o v er e x pr e s si o n st u di e s.  W h e n

t w o c o n str u ct s  w er e c o e x pr e s s e d,  p arti cl e s  w er e c o at e d  wit h 1 m g of e a c h  D N A

pl a s mi d ( u nl e s s e x pli citl y st at e d). F or o b s er v ati o n of s u b c ell ul ar  pr ot ei n l o c al-

i z ati o n, 6- t o 8- h- ol d  p oll e n t u b e s  w er e o b s er v e d. F or o v er e x pr e s si o n a n al y s e s,

8- t o 1 0- h- ol d  p oll e n t u b e s  w er e  u s e d. F or  m e a s ur e m e nt of  p oll e n t u b e gr o wt h

i n hi biti o n,  w e  u s e d a n  u pri g ht  wi d e-fi el d  mi cr o s c o p e ( Z ei s s  A xi oi m a g er,

H P X 1 2 0 V e x cit ati o n,  wit h c a m er a  A xi o c a m 5 0 6  m o n o)  wit h  A c hr o m at 5 3 dr y

( n u m eri c al a p ert ur e  = 0. 1 6) o bj e cti v e. F or t h e o b s er v ati o n of s u b c ell ul ar  pr ot ei n

l o c ali z ati o n a n d  d et ail e d st u di e s of o v er e x pr e s si o n-i n d u c e d  p h e n ot y p e s,  w e

u s e d a s pi n ni n g  di s k c o nf o c al  mi cr o s c o p e ( Y o k o g a w a  C S U- X 1 o n  Ni k o n  Ti- E

pl atf or m, l a s er b o x  A gil e nt  M L C 4 0 0,  wit h s C M O S c a m er a  A n d or  Z yl a)  wit h

L e n s e  Pl a n  A p o c hr o m at 6 0 3 WI ( n u m eri c al a p ert ur e  = 1. 2) o bj e cti v e a n d 4 8 8-

a n d 5 6 1- n m l a s er li n e s.

Q u a ntit ati v e I m a g e  A n al y si s

F or  m e a s ur e m e nt s of t h e e q u at ori al  di st a n c e of t h e o n s et a n d e n d of  m e m-

br a n e si g n al,  w e s u btr a ct e d b a c k gr o u n d si g n al a n d t h e n  m a n u all y  m e a s ur e d t h e

di st a n c e s fr o m t h e ti p of  p oll e n t u b e s al o n g t h e  p oll e n t u b e  m e m br a n e ( u si n g

s e g m e nt e d li n e a n d l e n gt h  m e a s ur e m e nt s i n I m a g eJ s oft w ar e).  D at a ar e  pr e-

s e nt e d a s b o x  pl ot s  w h er e t h e h ori z o nt al li n e i n t h e b o x r e pr e s e nt s t h e  m e di a n, t h e

t o p a n d b ott o m li n e s of t h e b o x r e pr e s e nt t h e 7 5t h a n d 2 5t h  p er c e ntil e s, a n d t h e

t o p- m o st a n d b ott o m- m o st li n e s r e pr e s e nt e xtr e m e v al u e s. F or e v al u ati o n of

t h e eff e ct of  E X O 7 0 i s of or m o v er e x pr e s si o n o n  p oll e n t u b e  m or p h ol o g y a n d

pr e s e nt ati o n of  p oll e n t u b e s  wit h t y pi c al  m or p h ol o gi c al  p h e n ot y p e s,  w e a p pli e d

t h e f oll o wi n g crit eri a o n all i m a g e s ( o bt ai n e d  wit h t h e s a m e a c q ui siti o n s et u p):

t h e b a c k gr o u n d si g n al  w a s s u btr a ct e d, t h e  m a xi m u m v al u e of t h e i nt e n sit y s c al e

w a s s et t o 2, 5 0 0 ( a n ar bitr ar y v al u e  w e e m piri c all y f o u n d t o c o v er t h e  w h ol e

i nt e n sit y s p e ctr u m of si g n al e v e n f or v er y str o n g r e pr e s e nt ati v e o v er e x pr e s s or s),

a n d a c ol or i nt e n sit y c o d e  w a s  u s e d t o  pr e s e nt t h e  pr o c e s s e d i m a g e s. F or t h e

q u a ntit ati v e e v al u ati o n of  Y F P-t a g g e d  pr ot ei n o v er e x pr e s si o n,  w e  m e a s ur e d

m a xi m u m i nt e n sit y v al u e s of i n di vi d u al i m a g e s.

A c c e s si o n  N u m b er s

S e q u e n c e  d at a fr o m t hi s arti cl e c a n b e f o u n d i n t h e  G e n B a n k / E M B L  d at a

li b r a ri e s  u n d e r a c c e s si o n  n u m b e r s  Nt E x o 7 0 A 1 a,  K Y 4 9 9 2 4 1;  Nt E X O 7 0 A 1 b,

K Y 4 9 9 2 4 2;  Nt E X O 7 0 A 2,  K Y 4 9 9 2 4 3;  Nt E X O 7 0 B 1,  K Y 4 9 9 2 4 4;  Nt E x o 7 0 C 1 a,

K Y 4 9 9 2 4 5;  Nt E X O 7 0 C 1 b,  K Y 4 9 9 2 4 6;  Nt E X O 7 0 C 2,  K Y 4 9 9 2 4 7;  Nt E X O 7 0 D 1 a,

K Y 4 9 9 2 4 8;  Nt E x o 7 0 D 1 b,  K Y 4 9 9 2 4 9;  Nt E X O 7 0 E 1 a,  K Y 4 9 9 2 5 0;  Nt E X O 7 0 E 1 b,

K Y 4 9 9 2 5 1;  Nt E X O 7 0 E 2,  K Y 4 9 9 2 5 2;  Nt E X O 7 0 F,  K Y 4 9 9 2 5 3;  Nt E X O 7 0 G 1 a,

K Y 4 9 9 2 5 4;  Nt E X O 7 0 G 2,  K Y 4 9 9 2 5 5;  Nt E X O 7 0 H 1- 2,  K Y 4 9 9 2 5 6;  Nt E X 0 7 0 H 3- 4 b,

K Y 4 9 9 2 5 7;  Nt E X O 7 0 H 5- 8 a,  K Y 4 9 9 2 5 8;  Nt E X O 7 0 H 5- 8 b,  K Y 4 9 9 2 5 9;  Nt E X O 7 0 H 5- 8 c,

K Y 4 9 9 2 6 0.

S u p pl e m e nt al  D at a

T h e f oll o wi n g s u p pl e m e nt al  m at eri al s ar e a v ail a bl e.

S u p pl e m e nt al Fi g ur e  S 1. L o c ali z ati o n of n o n p oll e n  E X O 7 0 i s of or m s i n

gr o wi n g t o b a c c o  p oll e n t u b e s.

S u p pl e m e nt al Fi g ur e S 2. C o m p ari s o n of t h e  Nt E X O 7 0 A 1 a a n d  Nt E X O 7 0 A 1 b

a mi n o a ci d s e q u e n c e s.

S u p pl e m e nt al Fi g ur e  S 3. L o c ali z ati o n of  Y F P: Nt E X O 7 0 G 1 a i n gr o wi n g

t o b a c c o  p oll e n t u b e s  wit h  diff er e nt e x pr e s si o n l e v el s.

S u p pl e m e nt al Fi g ur e  S 4. L o c ali z ati o n of  Y F P: Nt E X O 7 0 B 1 a n d  Nt E X O 7 0 B 1:

Y F P i n gr o wi n g t o b a c c o  p oll e n t u b e s  wit h  diff er e nt e x pr e s si o n l e v el s

a n d c ol o c ali z ati o n of  Nt E X O 7 0 B 1  wit h  Nt S E C 3 a.

S u p pl e m e nt al Fi g ur e  S 5. M ut u all y e x cl u si v e l o c ali z ati o n of  Nt E X O 7 0 A 1 a

a n d  At D R P 1 C i n gr o wi n g t o b a c c o  p oll e n t u b e s.

S u p pl e m e nt al Fi g ur e  S 6. Fl u or e s c e n c e si g n al i nt e n sit y  di stri b uti o n i n  p ol-

l e n t u b e s o v er e x pr e s si n g  m aj or  p oll e n  N-t er mi n all y  Y F P-t a g g e d  E X O 7 0

i s of or m s or t h e  Y F P: G U S c o ntr ol.

S u p pl e m e nt al Fi g ur e  S 7. O v er e x pr e s si o n of  PI P 5 K 5 r e s ult s i n i n cr e a s e d

Nt S E C 3 a r e cr uit m e nt t o t h e  P M i n  p oll e n t u b e s b ut  d o e s n ot r e cr uit

Nt E X O 7 0 C 2 t o t h e  P M.

S u p pl e m e nt al  T a bl e  S 1. Pri m er s  u s e d f or  R T- P C R e x pr e s si o n a n al y si s of

t h e  E X O 7 0 f a mil y.

S u p pl e m e nt al  T a bl e  S 2. Pri m er s  u s e d f or  m ol e c ul ar cl o ni n g.

S u p pl e m e nt al  M o vi e  S 1. L o c ali z ati o n of  Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a i n a gr o wi n g

t o b a c c o  p oll e n t u b e.

S u p pl e m e nt al  M o vi e  S 2. L o c ali z ati o n of  Y F P: Nt E X O 7 0 B 1 i n a gr o wi n g

t o b a c c o  p oll e n t u b e.

S u p pl e m e nt al  M o vi e  S 3. L o c ali z ati o n of  Y F P: Nt E X O 7 0 E 2 i n a gr o wi n g

t o b a c c o  p oll e n t u b e.

S u p pl e m e nt al  M o vi e  S 4. L o c ali z ati o n of  Y F P: Nt E X O 7 0 G 1 a i n a gr o wi n g

t o b a c c o  p oll e n t u b e.

S u p pl e m e nt al Fil e  S 1. N u cl e oti d e s e q u e n c e s of  E X O 7 0 cl o n e s  u s e d i n t hi s

st u d y.

A C K N O W L E D G M E N T S

W e t h a n k  Dr. I n g o  H eil m a n n a n d c oll e a g u e s f or  pr o vi di n g t h e  pl a s mi d

e n c o di n g  PI P 5 K 5: C F P a n d  Dr.  R o m a n  Pl e s k ot f or c ar ef ul a n d criti c al r e a di n g of

t h e arti cl e, i n cl u di n g  u s ef ul c o m m e nt s.

R e c ei v e d  N o v e m b e r 4, 2 0 1 6; a c c e pt e d J a n u ar y 1 0, 2 0 1 7;  p u bli s h e d J a n u ar y 1 2,

2 0 1 7.

Pl a nt  P h y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7 1 6 7 3

A n al y si s of t h e  E X O 7 0 F a mil y i n  T o b a c c o  P oll e n  T u b e s

7 3  w w w. pl a nt p h y si ol. or go n J ul y 4, 2 0 1 8 - P u bli s h e d b y D o w nl o a d e d fr o m 
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L I T E R A T U R E  C I T E D

A f z al  A J,  Ki m J H,  M a c k e y  D ( 2 0 1 3)  T h e r ol e of  N OI- d o m ai n c o nt ai ni n g

p r ot ei n s i n  pl a nt i m m u n e si g n ali n g.  B M C  G e n o mi c s 1 4: 3 2 7

Bl o c h  D,  Pl e s k ot  R,  P ej c h a r  P,  P ot o c k ý  M,  T r p k o š o v á  P,  C wi kli k  L,

V u k a š i n o vic  N,  St e r n b e r g  H,  Y al o v s k y  S, Z á r s k ý  V ( 2 0 1 6)  E x o c y st

S E C 3 a n d  p h o s p h oi n o siti d e s  d e fi n e sit e s of e x o c yt o si s i n  p oll e n t u b e

i niti ati o n a n d g r o wt h.  Pl a nt  P h y si ol 1 7 2: 9 8 0 – 1 0 0 2

B o d e m a n n  B O,  O r v e d a hl  A,  C h e n g  T,  R a m  R R,  O u  Y H, F o r m st e c h e r  E,

M aiti  M,  H a z el ett  C C,  W a u s o n  E M,  B al a ki r e v a  M, et al ( 2 0 1 1)  R al B a n d

t h e e x o c y st  m e di at e t h e c ell ul a r st a r v ati o n r e s p o n s e b y  di r e ct a cti v ati o n

of a ut o p h a g o s o m e a s s e m bl y.  C ell 1 4 4: 2 5 3 – 2 6 7

B o s c h  M,  C h e u n g  A Y,  H e pl e r  P K ( 2 0 0 5)  P e cti n  m et h yl e st e r a s e, a r e g ul at o r

of  p oll e n t u b e g r o wt h.  Pl a nt  P h y si ol 1 3 8: 1 3 3 4 – 1 3 4 6

B o v e J,  V aill a n c o u rt  B,  K r o e g e r J,  H e pl e r  P K,  Wi s e m a n  P W,  G eit m a n n

A ( 2 0 0 8)  M a g nit u d e a n d  di r e cti o n of  v e si cl e  d y n a mi c s i n  g r o wi n g

p oll e n t u b e s  u si n g s p ati ot e m p o r al i m a g e c o r r el ati o n s p e ct r o s c o p y a n d

fl u o r e s c e n c e r e c o v e r y aft e r  p h ot o bl e a c hi n g.  Pl a nt  P h y si ol 1 4 7: 1 6 4 6 –

1 6 5 8

C h e n  X W, I n o u e  M,  H s u  S C,  S alti el  A R ( 2 0 0 6)  R al A- e x o c y st- d e p e n d e nt

r e c y cli n g e n d o s o m e t r af fi c ki n g i s r e q ui r e d f o r t h e c o m pl eti o n of c yt o-

ki n e si s. J  Bi ol  C h e m 2 8 1: 3 8 6 0 9 – 3 8 6 1 6

C h o n g  Y T,  Gi d d a  S K,  S a n f o r d  C,  P a r ki n s o n J,  M ull e n  R T,  G o ri n g  D R

( 2 0 1 0)  C h a r a ct e ri z ati o n of t h e  A r a bi d o p si s t h ali a n a e x o c y st c o m pl e x

g e n e f a mili e s b y  p h yl o g e n eti c, e x p r e s si o n  p r o fi li n g, a n d s u b c ell ul a r l o-

c ali z ati o n st u di e s.  N e w  P h yt ol 1 8 5: 4 0 1 – 4 1 9

C ol e  R A,  S y n e k  L, Z á r s k ý  V, F o wl e r J E ( 2 0 0 5) S E C 8, a s u b u nit of t h e

p ut ati v e  A r a bi d o p si s e x o c y st c o m pl e x, f a cilit at e s  p oll e n g e r mi n ati o n

a n d c o m p etiti v e  p oll e n t u b e g r o wt h.  Pl a nt  P h y si ol 1 3 8: 2 0 0 5 – 2 0 1 8

C v r c k o v á F,  G r u nt  M,  B e z v o d a  R,  H ál a  M,  K uli c h I,  R a w at  A, Z á r s k ý  V

( 2 0 1 2)  E v ol uti o n of t h e l a n d  pl a nt e x o c y st c o m pl e x e s. F r o nt  Pl a nt S ci 3:

1 5 9

D e e k s  M J,  C al c utt J R, I n gl e  E K,  H a w ki n s  T J,  C h a p m a n  S,  Ri c h a r d s o n

A C,  M e ntl a k  D A,  Di x o n  M R,  C a rt w ri g ht F,  S m e rt e n k o  A P, et al ( 2 0 1 2)

A s u p e rf a mil y of a cti n- bi n di n g  p r ot ei n s at t h e a cti n- m e m b r a n e  n e x u s of

hi g h e r  pl a nt s.  C u r r  Bi ol 2 2: 1 5 9 5 – 1 6 0 0

D ell a g o  H,  L ö s c h e r  M,  Aj u h  P,  R y d e r  U,  K ai s e r m a y e r  C,  G rill a ri-

V o gl a u er  R, F ort s c h e g g er  K,  Gr o s s  S,  G str a u nt h al er  A,  B o rt h  N, et al

( 2 0 1 1)  E x o 7 0, a s u b u nit of t h e e x o c y st c o m pl e x, i nt er a ct s  wit h S N E V

( h P r p 1 9 / h P s o 4) a n d i s i n v ol v e d i n  p r e- m R N A s pli ci n g.  Bi o c h e m J 4 3 8:

8 1 – 9 1

D e r k s e n J ,  R utt e n  T,  Li c ht s c h ei dl IK,  d e  Wi n  A H N,  Pi e r s o n  E S,  R o n g e n  G

( 1 9 9 5)  Q u a ntit ati v e a n al y si s of t h e  di st ri b uti o n of o r g a n ell e s i n t o b a c c o

p oll e n t u b e s: i m pli c ati o n s f o r e x o c yt o si s a n d e n d o c yt o si s.  P r ot o pl a s m a

3: 2 6 7 – 2 7 6

D o n o v a n  K W,  B r et s c h e r  A ( 2 0 1 5)  T r a c ki n g i n di vi d u al s e c r et o r y v e si cl e s

d u ri n g e x o c yt o si s r e v e al s a n o r d e r e d a n d r e g ul at e d  p r o c e s s. J  C ell  Bi ol

2 1 0: 1 8 1 – 1 8 9

D ö r m a n n  P,  Ki m  H,  Ott  T,  S c h ul z e- L e f e rt  P,  T r ujill o  M,  W e w e r  V,

H ü c k el h o v e n  R ( 2 0 1 4)  C ell- a ut o n o m o u s  d ef e n s e, r e- o r g a ni z ati o n a n d

t r affi c ki n g of  m e m b r a n e s i n  pl a nt- mi c r o b e i nt e r a cti o n s.  N e w  P h yt ol 2 0 4:

8 1 5 – 8 2 2

D r d o v á  E J,  S y n e k  L,  P e c e n k o v á  T,  H ál a  M,  K uli c h I, F o wl e r J E,  M u r p h y

A S, Z á r s k ý  V ( 2 0 1 3)  T h e e x o c y st c o m pl e x c o nt ri b ut e s t o  PI N a u xi n ef-

fl u x c a r ri e r r e c y cli n g a n d  p ol a r a u xi n t r a n s p o rt i n  A r a bi d o p si s.  Pl a nt J

7 3: 7 0 9 – 7 1 9

D u b u k e  M L,  M a ni ati s  S,  S h a f f e r  S A,  M u n s o n  M ( 2 0 1 5)  T h e e x o c y st

s u b u nit S e c 6 i nt e r a ct s  wit h a s s e m bl e d e x o c yti c S N A R E c o m pl e x e s. J  Bi ol

C h e m 2 9 0: 2 8 2 4 5 – 2 8 2 5 6

Eli á š M,  D r d o v á  E, Zi a k  D,  B a vl n k a  B,  H ál a  M,  C v r c k o v á F,  S o u k u p o v á

H, Z á r s k ý  V ( 2 0 0 3)  T h e e x o c y st c o m pl e x i n  pl a nt s.  C ell  Bi ol I nt 2 7: 1 9 9 –

2 0 1

F e n d r y c h  M,  S y n e k  L,  P e c e n k o v á  T,  D r d o v á  E J,  S e k e r e š J,  d e  R y c k e  R,

N o w a c k  M K, Z á r s k y  V ( 2 0 1 3)  Vi s u ali z ati o n of t h e e x o c y st c o m pl e x

d y n a mi c s at t h e  pl a s m a  m e m b r a n e of  A r a bi d o p si s t h ali a n a.  M ol  Bi ol

C ell 2 4: 5 1 0 – 5 2 0

F e n d r y c h  M,  S y n e k  L,  P e c e n k o v á  T,  T o u p al o v á  H,  C ol e  R,  D r d o v á  E,

N e b e s á r o v á J,  S e di n o v á  M,  H ál a  M, F o wl e r J E, et al ( 2 0 1 0)  T h e A r a-

bi d o p si s e x o c y st c o m pl e x i s i n v ol v e d i n c yt o ki n e si s a n d c ell  pl at e  m at-

u r ati o n.  Pl a nt  C ell 2 2: 3 0 5 3 – 3 0 6 5

F r a n c e  Y E,  B o y d  C,  C ol e m a n J,  N o vi c k  P J ( 2 0 0 6)  T h e  p ol a rit y-

e st a bli s h m e nt c o m p o n e nt  B e m 1 p i nt e r a ct s  wit h t h e e x o c y st c o m pl e x

t h r o u g h t h e S e c 1 5 p s u b u nit. J  C ell S ci 1 1 9: 8 7 6 – 8 8 8

F u  Y,  W u  G,  Y a n g  Z ( 2 0 0 1)  R o p G T P a s e- d e p e n d e nt d y n a mi c s of ti p-

l o c ali z e d F- a cti n c o nt r ol s ti p g r o wt h i n  p oll e n t u b e s. J  C ell  Bi ol 1 5 2:

1 0 1 9 – 1 0 3 2

G r o b ei  M A,  Q eli  E,  B r u n n e r  E,  R e h r a u e r  H,  Z h a n g  R,  R o s c hit z ki  B,

B a sl e r  K,  A h r e n s  C H,  G r o s s ni kl a u s  U ( 2 0 0 9)  D et e r mi ni sti c  p r ot ei n i n-

f e r e n c e f o r s h ot g u n  p r ot e o mi c s  d at a  p r o vi d e s  n e w i n si g ht s i nt o  A r a bi-

d o p si s  p oll e n  d e v el o p m e nt a n d f u n cti o n.  G e n o m e  R e s 1 9: 1 7 8 6 – 1 8 0 0

G ui n d o n  S,  G a s c u el  O ( 2 0 0 3)  A si m pl e, f a st, a n d a c c u r at e al g o rit h m t o

e sti m at e l a r g e  p h yl o g e ni e s b y  m a xi m u m li k eli h o o d. S y st  Bi ol 5 2: 6 9 6 –

7 0 4

H ál a  M,  C ol e  R,  S y n e k  L,  Dr d o v á  E,  P e c e n k o v á  T,  N or d h ei m  A,  L a m k e m e y er

T,  M a dl u n g J,  H o c h h ol di n g er F, F o wl er J E, et al ( 2 0 0 8)  A n e x o c y st c o m-

pl e x f u n cti o n s i n  pl a nt c ell gr o wt h i n Ar a bi d o psis a n d t o b a c c o.  Pl a nt  C ell 2 0:

1 3 3 0 – 1 3 4 5

H a s e  K,  Ki m u r a  S,  T a k at s u  H,  O h m a e  M,  K a w a n o  S,  Kit a m u r a  H, It o  M,

W at a r ai  H,  H a z el ett  C C,  Y e a m a n  C, et al ( 2 0 0 9)  M- S e c  p r o m ot e s

m e m b r a n e  n a n ot u b e f o r m ati o n b y i nt e r a cti n g  wit h  R al a n d t h e e x o c y st

c o m pl e x.  N at  C ell  Bi ol 1 1: 1 4 2 7 – 1 4 3 2

H e  B,  Xi F,  Z h a n g  X,  Z h a n g J,  G u o  W ( 2 0 0 7)  E x o 7 0 i nt e r a ct s  wit h  p h o s-

p h oli pi d s a n d  m e di at e s t h e t a r g eti n g of t h e e x o c y st t o t h e  pl a s m a

m e m b r a n e.  E M B O J 2 6: 4 0 5 3 – 4 0 6 5

H ei d e r  M R,  G u  M,  D u f f y  C M,  Mi r z a  A M,  M a r c ott e  L L,  W all s  A C, F a r r all

N,  H a k h v e r d y a n  Z, Fi el d  M C,  R o ut  M P, et al ( 2 0 1 6) S u b u nit c o n n e c-

ti vit y, a s s e m bl y  d et e r mi n a nt s a n d a r c hit e ct u r e of t h e y e a st e x o c y st

c o m pl e x.  N at St r u ct  M ol  Bi ol 2 3: 5 9 – 6 6

H e pl e r  P K,  Wi n s hi p  L J ( 2 0 1 5)  T h e  p oll e n t u b e cl e a r z o n e: cl u e s t o t h e

m e c h a ni s m of  p ol a ri z e d g r o wt h. J I nt e g r  Pl a nt  Bi ol 5 7: 7 9 – 9 2

H o n g  D, J e o n  B W,  Ki m  S Y,  H w a n g J U,  L e e  Y ( 2 0 1 6)  T h e  R O P 2- RI C 7

p at h w a y  n e g ati v el y r e g ul at e s li g ht-i n d u c e d st o m at al o p e ni n g b y i n-

hi biti n g e x o c y st s u b u nit  E x o 7 0 B 1 i n  A r a bi d o p si s.  N e w  P h yt ol 2 0 9: 6 2 4 –

6 3 5

I dilli  A I,  M o r a n di ni  P,  O n elli  E,  R o di g hi e r o  S,  C a c ci a ni g a  M,  M o s c at elli

A ( 2 0 1 3)  Mi c r ot u b ul e  d e p ol y m e ri z ati o n aff e ct s e n d o c yt o si s a n d e x o c y-

t o si s i n t h e ti p a n d i nfl u e n c e s e n d o s o m e  m o v e m e nt i n t o b a c c o  p oll e n

t u b e s.  M ol  Pl a nt 6: 1 1 0 9 – 1 1 3 0

I s c h e b e c k  T,  St e n z el I,  H eil m a n n I ( 2 0 0 8)  T y p e  B  p h o s p h ati d yli n o sit ol- 4-

p h o s p h at e 5- ki n a s e s  m e di at e A r a bi d o p si s a n d Ni c oti a n a t a b a c u m p oll e n

t u b e g r o wt h b y r e g ul ati n g a pi c al  p e cti n s e c r eti o n.  Pl a nt  C ell 2 0: 3 3 1 2 –

3 3 3 0

I s c h e b e c k  T,  St e n z el I,  H e m p el F, Ji n  X,  M o s bl e c h  A,  H eil m a n n I ( 2 0 1 1)

P h o s p h ati d yli n o sit ol- 4, 5- bi s p h o s p h at e i n fl u e n c e s  Nt- R a c 5- m e di at e d c ell

e x p a n si o n i n p oll e n t u b e s of Ni c oti a n a t a b a c u m . Pl a nt J 6 5: 4 5 3 – 4 6 8

I s c h e b e c k  T,  V u  L H, Ji n  X,  St e n z el I,  L ö f k e  C,  H eil m a n n I ( 2 0 1 0) F u n c-

ti o n al c o o p e r ati vit y of e n z y m e s of  p h o s p h oi n o siti d e c o n v e r si o n a c-

c o r di n g t o s y n e r gi sti c eff e ct s o n  p e cti n s e c r eti o n i n t o b a c c o  p oll e n t u b e s.

M ol  Pl a nt 3: 8 7 0 – 8 8 1

I s c h e b e c k  T,  W e r n e r  S,  K ri s h n a m o o rt h y  P,  L e r c h e J,  M eij ó n  M,  St e n z el I,

L ö f k e  C,  Wi e s s n e r  T, I m  Y J,  P e r e r a I Y, et al ( 2 0 1 3)  P h o s p h ati d yli n o sit ol

4, 5- bi s p h o s p h at e i n fl u e n c e s  PI N  p ol a ri z ati o n b y c o nt r olli n g cl at h ri n-

m e di at e d  m e m b r a n e t r af fi c ki n g i n A r a bi d o p si s .  Pl a nt  C ell 2 5: 4 8 9 4 – 4 9 1 1

J o s e  M,  T olli s  S,  N ai r  D,  Mitt e a u  R,  V el o u r s  C,  M a s s o ni- L a p o rt e  A,

R o y o u  A,  Si b a rit a J B,  M c C u s k e r  D ( 2 0 1 5)  A q u a ntit ati v e i m a gi n g- b a s e d

s c r e e n r e v e al s t h e e x o c y st a s a  n et w o r k  h u b c o n n e cti n g e n d o c yt o si s a n d

e x o c yt o si s.  M ol  Bi ol  C ell 2 6: 2 5 1 9 – 2 5 3 4

K at o h  K,  T o h  H ( 2 0 0 8)  R e c e nt  d e v el o p m e nt s i n t h e  M A F F T  m ulti pl e s e-

q u e n c e ali g n m e nt  p r o g r a m.  B ri ef  Bi oi nf o r m 9: 2 8 6 – 2 9 8

Kl a h r e  U,  B e c k e r  C,  S c h mitt  A C,  K o st  B ( 2 0 0 6)  Nt- R h o G DI 2 r e g ul at e s

R a c / R o p si g n ali n g a n d  p ol a r c ell g r o wt h i n t o b a c c o  p oll e n t u b e s.  Pl a nt J

4 6: 1 0 1 8 – 1 0 3 1

K o n o p k a  C A,  B e d n ar e k  S Y ( 2 0 0 8)  C o m p ari s o n of t h e  d y n a mi c s a n d f u n cti o n al

r e d u n d a n c y of t h e  Ar a bi d o p si s  d y n a mi n-r el at e d i s of or m s  D R P 1 A a n d

D R P 1 C  d uri n g  pl a nt  d e v el o p m e nt.  Pl a nt  P h ysi ol 1 4 7: 1 5 9 0 – 1 6 0 2

K o st  B,  S pi el h o f e r  P,  C h u a  N H ( 1 9 9 8)  A  G F P- m o u s e t ali n f u si o n  p r ot ei n

l a b el s  pl a nt a cti n fi l a m e nt s i n vi v o a n d vi s u ali z e s t h e a cti n c yt o s k el et o n

i n g r o wi n g  p oll e n t u b e s.  Pl a nt J 1 6: 3 9 3 – 4 0 1

K uli c h I, C ol e R, D r d o v á E, C v r c k o v á F,  S o u k u p  A, F o wl e r J, Z á r s k ý  V

( 2 0 1 0)  A r a bi d o p si s e x o c y st s u b u nit s S E C 8 a n d  E X O 7 0 A 1 a n d e x o c y st

i nt e r a ct o r  R O H 1 a r e i n v ol v e d i n t h e l o c ali z e d  d e p o siti o n of s e e d c o at

p e cti n.  N e w  P h yt ol 1 8 8: 6 1 5 – 6 2 5

K uli c h I,  P e c e n k o v á  T,  S e k e r e š J,  S m et a n a  O, F e n d r y c h  M, F oi s s n e r I,

H ö ft b e r g e r  M, Z á r s k ý  V ( 2 0 1 3)  A r a bi d o p si s e x o c y st s u b c o m pl e x c o n-

t ai ni n g s u b u nit  E X O 7 0 B 1 i s i n v ol v e d i n a ut o p h a g y- r el at e d t r a n s p o rt t o

t h e v a c u ol e.  T r affi c 1 4: 1 1 5 5 – 1 1 6 5

1 6 7 4 Pl a n t  Ph y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7

S e k e r e š et al.

7 4  w w w. pl a nt p h y si ol. or go n J ul y 4, 2 0 1 8 - P u bli s h e d b y D o w nl o a d e d fr o m 
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K uli c h I,  V ojtí k o v á  Z,  Gl a n c  M,  Ort m a n n o v á J,  R a s m a n n  S, Z ár s k ý  V ( 2 0 1 5)

C ell  w all  m at u r ati o n of  A r a bi d o p si s t ri c h o m e s i s  d e p e n d e nt o n e x o c y st

s u b u nit  E X O 7 0 H 4 a n d i n v ol v es c all o s e  d e p o siti o n.  Pl a nt  P h ysi ol 1 6 8: 1 2 0 – 1 3 1

K uli c h I, Z á r s k ý  V ( 2 0 1 4)  A ut o p h a g y- r el at e d  di r e ct  m e m b r a n e i m p o rt f r o m

E R / c yt o pl a s m i nt o t h e v a c u ol e o r a p o pl a st: a  hi d d e n g at e w a y al s o f o r

s e c o n d a r y  m et a b olit e s a n d  p h yt o h o r m o n e s ? I nt J  M ol S ci 1 5: 7 4 6 2 – 7 4 7 4

Ł a n g o w s ki  L,  R u zi c k a  K,  N a r a m ot o  S,  Kl ei n e- V e h n J, F ri ml J ( 2 0 1 0)

T r af fi c ki n g t o t h e o ut e r  p ol a r  d o m ai n  d e fi n e s t h e r o ot- s oil i nt e rf a c e.  C u r r

Bi ol 2 0: 9 0 4 – 9 0 8

Ł a n g o w s ki Ł ,  W a b ni k  K,  Li  H,  V a n n e st e  S,  N a r a m ot o  S,  T a n a k a  H, F ri ml

J ( 2 0 1 6)  C ell ul a r  m e c h a ni s m s f o r c a r g o  d eli v e r y a n d  p ol a rit y  m ai nt e-

n a n c e at  diff e r e nt  p ol a r  d o m ai n s i n  pl a nt c ell s.  C ell  Di s c o v 2: 1 6 0 1 8

Li u D, N o vi c k P ( 2 0 1 4)  B e m 1 p c o nt ri b ut e s t o s e c r et o r y  p at h w a y  p ol a ri z a-

ti o n t h r o u g h a  di r e ct i nt e r a cti o n  wit h  E x o 7 0 p. J  C ell  Bi ol 2 0 7: 5 9 – 7 2

Li u J,  Z h a o  Y,  S u n  Y,  H e  B,  Y a n g  C,  S vit ki n a  T,  G ol d m a n  Y E,  G u o  W

( 2 0 1 2)  E x o 7 0 sti m ul at e s t h e  A r p 2 / 3 c o m pl e x f o r l a m elli p o di a f o r m ati o n

a n d  di r e cti o n al c ell  mi g r ati o n.  C u r r  Bi ol 2 2: 1 5 1 0 – 1 5 1 5

Li u J,  Z u o  X,  Y u e  P,  G u o  W ( 2 0 0 7)  P h o s p h ati d yli n o sit ol 4, 5- bi s p h o s p h at e

m e di at e s t h e t a r g eti n g of t h e e x o c y st t o t h e pl a s m a m e m b r a n e f o r e x o-

c yt o si s i n  m a m m ali a n c ell s.  M ol  Bi ol  C ell 1 8: 4 4 8 3 – 4 4 9 2

L o r a J,  H o r m a z a J I,  H e r r e r o  M ( 2 0 1 6)  T h e  di v e r sit y of t h e  p oll e n t u b e

p at h w a y i n  pl a nt s: t o w a r d a n i n c r e a si n g c o nt r ol b y t h e s p o r o p h yt e.

F r o nt  Pl a nt S ci 7: 1 0 7

L o r ai n e  A E,  M c C o r mi c k  S,  E st r a d a  A,  P at el  K,  Qi n  P ( 2 0 1 3)  R N A- s e q of

A r a bi d o p si s  p oll e n  u n c o v e r s  n o v el t r a n s c ri pti o n a n d alt e r n ati v e s pli c-

i n g.  Pl a nt  P h y si ol 1 6 2: 1 0 9 2 – 1 1 0 9

L u o  N,  Y a n  A,  Y a n g  Z ( 2 0 1 6)  M e a s u ri n g e x o c yt o si s r at e  u si n g c o r r e ct e d

fl u o r e s c e n c e r e c o v e r y aft e r  p h ot o c o n v e r si o n.  T r af fi c 1 7: 5 5 4 – 5 6 4

M a rti n- U r di r o z  M,  D e e k s  M J,  H o rt o n  C G,  D a w e  H R, J o u r d ai n I ( 2 0 1 6)

T h e e x o c y st c o m pl e x i n  h e alt h a n d  di s e a s e. F r o nt  C ell  D e v  Bi ol 4: 2 4

M c L o u g hli n F,  A ri s z  S A,  D e k k e r  H L,  K r a m e r  G,  d e  K o st e r  C G,  H a ri n g

M A,  M u n ni k  T,  T e st e ri n k  C ( 2 0 1 3) I d e ntifi c ati o n of  n o v el c a n di d at e

p h o s p h ati di c a ci d- bi n di n g  p r ot ei n s i n v ol v e d i n t h e s alt- st r e s s r e s p o n s e

of  A r a bi d o p si s t h ali a n a r o ot s.  Bi o c h e m J 4 5 0: 5 7 3 – 5 8 1

M o r g e r a F , S all a h  M R,  D u b u k e  M L,  G a n d hi  P,  B r e w e r  D N,  C a r r  C M,

M u n s o n  M ( 2 0 1 2)  R e g ul ati o n of e x o c yt o si s b y t h e e x o c y st s u b u nit S e c 6

a n d t h e S M  p r ot ei n S e c 1.  M ol  Bi ol  C ell 2 3: 3 3 7 – 3 4 6

M o s c at elli  A,  Ci a m p oli ni F,  R o di g hi e r o  S,  O n elli  E,  C r e sti  M,  S a nt o  N,

I dilli  A ( 2 0 0 7)  Di sti n ct e n d o c yti c  p at h w a y s i d e nti fi e d i n t o b a c c o  p oll e n

t u b e s  u si n g c h a r g e d  n a n o g ol d. J  C ell S ci 1 2 0: 3 8 0 4 – 3 8 1 9

O st e rt a g  M,  St a m ml e r J,  D o u c h k o v  D,  Ei c h m a n n  R,  H ü c k el h o v e n  R

( 2 0 1 3)  T h e c o n s e r v e d oli g o m e ri c  G ol gi c o m pl e x i s i n v ol v e d i n  p e n et r a-

ti o n r e si st a n c e of b a rl e y t o t h e b a rl e y  p o w d e r y  mil d e w f u n g u s.  M ol

Pl a nt  P at h ol 1 4: 2 3 0 – 2 4 0

P e c e n k o v á  T,  H ál a  M,  K uli c h I,  K o c o ur k o v á  D,  Dr d o v á  E, F e n dr y c h  M,

T o u p al o v á  H, Z ár s k y  V ( 2 0 1 1)  T h e r ol e f or t h e e x o c y st c o m pl e x s u b u nit s

E x o 7 0 B 2 a n d  E x o 7 0 H 1 i n t h e  pl a nt- p at h o g e n i nt er a cti o n. J  E x p  B ot 6 2:

2 1 0 7 – 2 1 1 6

Pl e s k ot  R,  C wi kli k L, J u n g wirt h P, Z ár s k ý  V, P ot o c k ý  M ( 2 0 1 5)  M e m br a n e

t ar g eti n g of t h e y e a st e x o c yst c o m pl e x. Bi o c hi m Bi o p h y s  A ct a 1 8 4 8: 1 4 8 1 – 1 4 8 9

P ot o c k ý  M,  P ej c h a r  P,  G ut k o w s k a  M, Ji m é n e z- Q u e s a d a  M J,  P ot o c k á  A,

Al c h é J d e D,  K o st  B, Z á r s k ý  V ( 2 0 1 2)  N A D P H o xi d a s e a cti vit y i n  p oll e n

t u b e s i s aff e ct e d b y c al ci u m i o n s, si g n ali n g  p h o s p h oli pi d s a n d  R a c / R o p

G T P a s e s. J  Pl a nt  P h y si ol 1 6 9: 1 6 5 4 – 1 6 6 3

P ot o c k ý  M,  Pl e s k ot  R,  P ej c h a r  P,  Vit al e  N,  K o st  B, Z á r s k ý  V ( 2 0 1 4)  Li v e-

c ell i m a gi n g of  p h o s p h ati di c a ci d  d y n a mi c s i n  p oll e n t u b e s vi s u ali z e d b y

S p o 2 0 p- d e ri v e d bi o s e n s o r.  N e w  P h yt ol 2 0 3: 4 8 3 – 4 9 4

R o n q ui st F,  H u el s e n b e c k J P ( 2 0 0 3)  M r B a y e s 3:  B a y e si a n  p h yl o g e n eti c i n-

f e r e n c e  u n d e r  mi x e d  m o d el s.  Bi oi nf o r m ati c s 1 9: 1 5 7 2 – 1 5 7 4

Qi n  Y,  D o n g J ( 2 0 1 5) F o c u si n g o n t h e f o c u s:  w h at el s e b e y o n d t h e  m a st e r

s wit c h e s f o r  p ol a r c ell g r o wt h ?  M ol  Pl a nt 8: 5 8 2 – 5 9 4

S a b ol  P,  K uli c h I, Z á r s k ý  V ( 2 0 1 7)  RI N 4 r e c r uit s t h e e x o c y st s u b u nit

E X O 7 0 B 1 t o t h e  pl a s m a  m e m b r a n e. J  E x p  B ot  d oi / 1 0. 1 0 9 3 /j x b / e r x 0 0 7

S a m u el  M A,  C h o n g  Y T,  H a a s e n  K E,  Al d e a- Br y d g e s  M G,  St o n e  S L,  G ori n g

D R ( 2 0 0 9)  C ell ul ar  p at h w a y s r e g ul ati n g r e s p o n s e s t o c o m p ati bl e a n d s elf-

i n c o m p ati bl e  p oll e n i n Br assic a a n d Ar a bi d o psis sti g m as i nt er s e ct at  E x o 7 0 A 1,

a  p ut ati v e c o m p o n e nt of t h e e x o c y st c o m pl e x.  Pl a nt  C ell 2 1: 2 6 5 5 – 2 6 7 1

S e k e r e š J,  Pl e s k ot  R , P ej c h a r  P, Z á r s k ý  V,  P ot o c k ý  M ( 2 0 1 5)  T h e s o n g of

li pi d s a n d  p r ot ei n s:  d y n a mi c li pi d- p r ot ei n i nt e rf a c e s i n t h e r e g ul ati o n of

pl a nt c ell  p ol a rit y at  diff e r e nt s c al e s. J  E x p  B ot 6 6: 1 5 8 7 – 1 5 9 8

St e g m a n n  M,  A n d e r s o n  R G, I c hi m u r a  K,  P e c e n k o v á  T,  R e ut e r  P, Z á r s k ý

V,  M c D o w ell J M,  S hi r a s u  K,  T r ujill o  M ( 2 0 1 2)  T h e  u bi q uiti n li g a s e

P U B 2 2 t a r g et s a s u b u nit of t h e e x o c y st c o m pl e x r e q ui r e d f o r  P A M P-

t ri g g e r e d r e s p o n s e s i n  A r a bi d o p si s.  Pl a nt  C ell 2 4: 4 7 0 3 – 4 7 1 6

St e n z el I, I s c h e b e c k  T,  Q ui nt  M,  H eil m a n n I ( 2 0 1 2)  V a ri a bl e r e gi o n s of

PI 4 P 5- ki n a s e s  di r e ct  Pt dI n s( 4, 5) P 2 t o w a r d alt e r n ati v e r e g ul at o r y f u n c-

ti o n s i n t o b a c c o  p oll e n t u b e s. F r o nt  Pl a nt S ci 2: 1 1 4

S y n e k  L,  S c hl a g e r  N,  Eli á š M,  Q u e nti n  M,  H a u s e r  M T, Z á r s k ý  V ( 2 0 0 6)

At E X O 7 0 A 1, a  m e m b e r of a f a mil y of  p ut ati v e e x o c y st s u b u nit s s p e cif-

i c all y e x p a n d e d i n l a n d  pl a nt s, i s i m p o rt a nt f o r  p ol a r g r o wt h a n d  pl a nt

d e v el o p m e nt.  Pl a nt J 4 8: 5 4 – 7 2

S y n e k  L,  S e k e r e š J, Z á r s k ý  V ( 2 0 1 4)  T h e e x o c y st at t h e i nt e rf a c e b et w e e n

c yt o s k el et o n a n d  m e m b r a n e s i n e u k a r y oti c c ell s. F r o nt  Pl a nt S ci 4: 5 4 3

T e r B u s h D R, M a u ri c e T, R ot h D, N o vi c k P ( 1 9 9 6)  T h e e x o c y st i s a  m ul-

ti p r ot ei n c o m pl e x r e q ui r e d f o r e x o c yt o si s i n S a c c h a r o m y c e s c e r e vi si a e.

E M B O J 1 5: 6 4 8 3 – 6 4 9 4

V a š k o vi c o v á  K, Z á r s k ý  V,  R ö s el  D,  Ni k oli c M, B u c ci o n e R, C v r c k o v á F,

B r á b e k J ( 2 0 1 3) I n v a si v e c ell s i n a ni m al s a n d  pl a nt s: s e a r c hi n g f o r  L E C A

m a c hi n e ri e s i n l at e r e u k a r y oti c lif e.  Bi ol  Di r e ct 8: 8

V u k a š i n o vic  N,  O d a  Y,  P ej c h ar  P,  S y n e k  L,  P e c e n k o v á  T,  R a w at  A,  S e k er e š

J,  P ot o c k ý  M, Z ár s k ý  V ( 2 0 1 7)  Mi cr ot u b ul e- d e p e n d e nt t ar g eti n g of t h e

e x o c y st c o m pl e x i s n e c e s s ar y f or x yl e m  d e v el o p m e nt i n  Ar a bi d o p si s.  N e w

P h yt ol 2 1 3: 1 0 5 2 – 1 0 6 7

W a n g  H,  T a n g  X,  Li u J,  T r a ut m a n n  S,  B al a s u n d a r a m  D,  M c C oll u m  D,

B al a s u b r a m a ni a n  M K ( 2 0 0 2)  T h e  m ulti p r ot ei n e x o c y st c o m pl e x i s e s-

s e nti al f o r c ell s e p a r ati o n i n S c hi z o s a c c h a r o m y c e s  p o m b e.  M ol  Bi ol  C ell

1 3: 5 1 5 – 5 2 9

W a n g  N,  L e e I J,  R a s k  G,  W u J Q ( 2 0 1 6)  R ol e s of t h e  T R A P P-II c o m pl e x a n d

t h e e x o c y st i n  m e m b r a n e  d e p o siti o n  d u ri n g fi s si o n y e a st c yt o ki n e si s.

P L o S  Bi ol 1 4: e 1 0 0 2 4 3 7

Wi nt e r  D,  Vi n e g a r  B,  N a h al  H,  A m m a r  R,  Wil s o n  G V,  P r o v a rt  N J ( 2 0 0 7)

A n “ El e ct r o ni c Fl u o r e s c e nt  Pi ct o g r a p h ” b r o w s e r f o r e x pl o ri n g a n d a n-

al y zi n g l a r g e- s c al e bi ol o gi c al  d at a s et s.  P L o S  O N E 2: e 7 1 8

W u  H,  R o s si  G,  B r e n n w al d  P ( 2 0 0 8)  T h e g h o st i n t h e  m a c hi n e: s m all

G T P a s e s a s s p ati al r e g ul at o r s of e x o c yt o si s.  T r e n d s  C ell  Bi ol 1 8: 3 9 7 – 4 0 4

W u  H,  T u r n e r  C,  G a r d n e r J,  T e m pl e  B,  B r e n n w al d  P ( 2 0 1 0)  T h e  E x o 7 0

s u b u nit of t h e e x o c y st i s a n eff e ct o r f o r b ot h C d c 4 2 a n d R h o 3 f u n cti o n i n

p o l a ri z e d ex o c yt o si s. M ol  Bi ol  C ell 2 1: 4 3 0 – 4 4 2

W u  S,  M e ht a  S Q,  Pi c h a u d F,  B ell e n  H J,  Q ui o c h o F A ( 2 0 0 5) S e c 1 5 i nt e r a ct s

wit h  R a b 1 1 vi a a  n o v el  d o m ai n a n d aff e ct s  R a b 1 1 l o c ali z ati o n i n vi v o.

N at St r u ct M ol Bi ol 1 2: 8 7 9 – 8 8 5

Z á r s k ý  V,  C v r c k o v á F,  P ot o c k ý  M,  H ál a  M ( 2 0 0 9)  E x o c yt o si s a n d c ell

p ol a rit y i n  pl a nt s: e x o c y st a n d r e c y cli n g  d o m ai n s.  N e w  P h yt ol 1 8 3: 2 5 5 –

2 7 2

Z á r s k ý  V,  K uli c h I, F e n d r y c h  M,  P e c e n k o v á  T ( 2 0 1 3)  E x o c y st c o m pl e x e s

m ulti pl e f u n cti o n s i n  pl a nt c ell s s e c r et o r y  p at h w a y s.  C u r r  O pi n  Pl a nt

Bi ol 1 6: 7 2 6 – 7 3 3

Z á r s k ý  V,  P ot o c k ý  M ( 2 0 1 0)  R e c y cli n g  d o m ai n s i n  pl a nt c ell  m o r p h o g e n-

e si s: s m all  G T P a s e eff e ct o r s,  pl a s m a  m e m b r a n e si g n alli n g a n d t h e e x o-

c y st.  Bi o c h e m S o c  T r a n s 3 8: 7 2 3 – 7 2 8

Z h a n g C, B r o w n M Q, v a n d e V e n W, Z h a n g Z M, W u B, Y o u n g M C,

S y n e k  L,  B o r c h a r dt  D,  H a r ri s o n  R,  P a n  S, et al ( 2 0 1 6)  E n d o si di n 2 t a r-

g et s c o n s e r v e d e x o c y st c o m pl e x s u b u nit  E X O 7 0 t o i n hi bit e x o c yt o si s.

P r o c  N atl  A c a d S ci  U S A 1 1 3: E 4 1 – E 5 0

Z h a n g  X,  O rl a n d o  K,  H e  B,  Xi F,  Z h a n g J,  Z aj a c  A,  G u o  W ( 2 0 0 8)  M e m-

b r a n e a s s o ci ati o n a n d f u n cti o n al r e g ul ati o n of S e c 3 b y  p h o s p h oli pi d s

a n d  C d c 4 2. J  C ell  Bi ol 1 8 0: 1 4 5 – 1 5 8

Z h a n g  X,  P u m pli n  N, I v a n o v  S,  H a r ri s o n  M J ( 2 0 1 5)  E X O 7 0I i s r e q ui r e d f o r

d e v el o p m e nt of a s u b- d o m ai n of t h e  p e ri a r b u s c ul a r  m e m b r a n e  d u ri n g

a r b u s c ul a r  m y c o r r hi z al s y m bi o si s.  C u r r  Bi ol 2 5: 2 1 8 9 – 2 1 9 5

Z h a o  Y,  Li u J,  Y a n g  C,  C a pr ar o  B R,  B a u m g art  T,  Br a dl e y  R P,  R a m a kri s h n a n

N,  X u  X,  R a d h a kri s h n a n  R,  S vit ki n a  T, et al ( 2 0 1 3)  E x o 7 0 g e n er at e s

m e m br a n e c ur v at ur e f or  m or p h o g e n e si s a n d c ell  mi gr ati o n.  D e v  C ell 2 6:

2 6 6 – 2 7 8

Z h a o  Y,  Y a n  A, F eij ó J A, F u r ut a ni  M,  T a k e n a w a  T,  H w a n g I, F u  Y,  Y a n g  Z

( 2 0 1 0)  P h o s p h oi n o siti d e s r e g ul at e cl at h ri n- d e p e n d e nt e n d o c yt o si s at t h e

ti p of  p oll e n t u b e s i n A r a bi d o p si s a n d t o b a c c o.  Pl a nt  C ell 2 2: 4 0 3 1 – 4 0 4 4

Z u o  X,  Z h a n g J,  Z h a n g  Y,  H s u  S C,  Z h o u  D,  G u o  W ( 2 0 0 6)  E x o 7 0 i nt e r a ct s

wit h t h e  A r p 2 / 3 c o m pl e x a n d r e g ul at e s c ell  mi g r ati o n.  N at  C ell  Bi ol 8:

1 3 8 3 – 1 3 8 8

Pl a nt  P h y si ol.  V ol. 1 7 3, 2 0 1 7 1 6 7 5

A n al y si s of t h e  E X O 7 0 F a mil y i n  T o b a c c o  P oll e n  T u b e s

7 5  w w w. pl a nt p h y si ol. or go n J ul y 4, 2 0 1 8 - P u bli s h e d b y D o w nl o a d e d fr o m 
C o p yri g ht © 2 0 1 7 A m eri c a n S o ci et y of Pl a nt Bi ol o gi st s. All ri g ht s r e s er v e d.

http://dx.doi.org/doi/10.1093/jxb/erx007
http://www.plantphysiol.org


M ol e c ul a r a r c hit e ct u r e of t h e A r a bi d o psis e x o c yst c o m pl e x r e v e als E X O 7 0 A 1 as t h e k e y                 

s u b u nit r e q ui r e d f o r t a r g eti n g of t h e pl a nt e x o c yst t o t h e pl as m a m e m b r a n e t h r o u g h t h e                     

di r e ct i nt e r a cti o n wit h a ni o ni c p h os p h oli pi ds. 

 

L u k áš S y n e k a * , J ur aj S e k er eša b * , R o m a n Pl es k ota , Kl ár a Al d orf o v áa b , E dit a J a n k o v á- Dr d o v áa ,                 

V e dr a n a M ar k o vi ć a b , Jit k a Ort m a n n o v áa b , T a m ar a P e č e n k o v áa , Př e m ysl P ej c h ara , M arti n a              

R ů ži č k o v á a , H a n a S o u k u p o v áa , Jiří Š a ntr ů č e kc , N e m a nj a V u k aši n o vi ća , Vi kt or Ž árs k ýa b # , a n d                

M arti n P ot o c k ý a # 

 

a I nstit ut e of E x p eri m e nt al B ot a n y, v. v.i., A c a d e m y of S ci e n c es of t h e Cz e c h R e p u bli c, 1 6 5 0 2                       

Pr a g u e, Cz e c h R e p u bli c  

b D e p art m e nt of E x p eri m e nt al Pl a nt Bi ol o g y, F a c ult y of S ci e n c e, C h arl es U ni v ersit y i n Pr a g u e,                    

1 2 8 4 4 Pr a g u e, Cz e c h R e p u bli c 

c D e p art m e nt of Bi o c h e mistr y a n d Mi cr o bi ol o g y, F a c ult y of F o o d a n d Bi o c h e mi c al T e c h n ol o g y,               

1 6 6 2 8, U ni v ersit y of C h e mistr y a n d T e c h n ol o g y, Pr a g u e  

 

*  t h e a ut h ors c o ntri b ut e d e q u all y t o t h e r es ults of t h e w or k   

#  c orr es p o n di n g a ut h ors   

 

A bst r a ct 

 

7 6

P ol ari z e d v esi c ul ar tr affi c ki n g f a cilit at es i d e ntit y of p ol ar m e m br a n e d o m ai ns, w hi c h is ess e nti al                     

f or m a n y vit al pr o c ess es of pl a nt c ells i n cl u di n g tr a ns p ort of n utri e nts a n d si g n alli n g m ol e c ul es,                        

c ell w all d e p ositi o n a n d tiss u e m or p h o g e n esis, as w ell as d ef e n c e a g ai nst p at h o g e ns a n d                      

i nt er a cti o ns wit h s y m bi oti c or g a nis ms. V esi cl e t et h eri n g c o m pl e x is o n e of t h e m aj or c ell                      

p ol arit y r e g ul at ors i n e u k ar y ot es. D es pit e b ei n g w ell c h ar a ct eri z e d i n y e ast a n d m a m m ali a n                    

m o d el s yst e ms, t h e m ol e c ul ar d et ails of e x o c yst c o m pl e x t ar g eti n g i n pl a nts h a v e s o f ar r e m ai n e d                        



el usi v e. O ur st u d y c o m bi n e d g e n eti cs, m ol e c ul ar p h ar m a c ol o g y, a d v a n c e d li v e c ell i m a gi n g, i n                   

vitr o pr ot ei n-li pi d bi n di n g ass a ys a n d c o m p ut ati o n al m ol e c ul ar d y n a mi cs t o u n c o v er m e c h a nis ms                 

of pl a nt e x o c yst t ar g eti n g wit h r es p e ct t o p h os p h oli pi d c o m p ositi o n of t h e t ar g et m e m br a n e. W e                     

pr o vi d e c o m pr e h e nsi v e a n al ysis of pl a nt e x o c yst ar c hit e ct ur e b as e d o n m ass s p e ctr o m etr y                

pr ot e o mi c m e as ur e m e nts, w hi c h d e m o nstr at es e v ol uti o n ar y c o ns er v ati o n of m ost i nt er a cti o ns            

k n o w n fr o m y e ast a n d m a m m ali a n s yst e ms f or mi n g t h e t w o e x o c yst s u b c o m pl e x es. W e f urt h er                    

c o nfir m e d t h e k e y f u n cti o n of t h e E X O 7 0 A 1 s u b u nit i n t ar g eti n g of t h e pl a nt e x o c yst c o m pl e x.                      

B as e d o n i n vitr o e x p eri m e nts, w e t h e n i d e ntifi e d t h e a ni o ni c p h os p h oli pi ds p h os p h ati d yli n osit ol               

4, 5- bis p h os p h at e, p h os p h ati d yli n osit ol 4 p h os p h at e a n d p h os p h ati di c a ci d as dir e ct i nt er a ct ors of               

t h e E X O 7 0 A 1. W e s u bs e q u e ntl y c o nfir m e d k e y r ol e of t h es e p h os p h oli pi ds i n E X O 7 0 A 1                   

r e cr uit m e nt t o t h e pl as m a m e m br a n e i n b ot h Ar a bi d o psis a n d t o b a c c o. W e c o nfir m e d t h at                     

t o g et h er wit h t h e p h os p h ati d yli n osit ol 4, 5- bis p h os p h at e ess e nti al f or e x o c yst t ar g eti n g i n ot h er                

e u k ar y ot es, p h os p h ati d yli n osit ol 4 p h os p h at e a n d p h os p h ati di c a ci d ar e cr u ci al f or t his pr o c ess as                 

u ni q u e d et er mi n a nts of t h e pl a nt pl as m a m e m br a n e i d e ntit y. 

 

I nt r o d u cti o n 

 

E u k ar y oti c c ell pl as m a m e m br a n e ( P M) is s p ati all y s e gr e g at e d i nt o d o m ai ns of disti n ct f u n cti o n                      

a n d c o m p ositi o n at diff er e nt s c al es, w hi c h is ess e nti al f or m a n y vit al f u n cti o ns, i n cl u di n g c ell                      

m or p h o g e n esis, s y m bi oti c i nt er a cti o ns a n d r e a cti o n t o p at h o g e ns ( D ö 

7 7

r m a n n et al., 2 0 1 4; S e k er eš                   

et al., 2 0 1 5; K o nr a d a n d Ott, 2 0 1 5). O n e of t h e k e y m e c h a nis ms c o ntri b uti n g t o est a blis h m e nt                     

a n d m ai nt e n a n c e of t h e p ol arit y is l o c ali z e d e x o c yt osis, w hi c h is or c h estr at e d b y pr e cis e                  

r e g ul ati o n of t h e c yt os k el et o n a n d ot h er s e cr et or y p at h w a y c o m p o n e nts b y a n ars e n al of s m all                    

G T P as es a n d t h eir eff e ct ors, m ai nl y t h e o ct a m eri c v esi cl e t et h eri n g c o m pl e x e x o c yst ( Ž árs k ý et                      

al., 2 0 1 3; S y n e k et al., 2 0 1 4). T h e e x o c yst r e g ul at es m a n y c ell ul ar pr o c ess es t h at e m pl o y p ol arit y                         

est a blis h m e nt a n d pr o p a g ati o n, i n cl u di n g y e ast b u d di n g, m ai nt e n a n c e of b as ol at er al d o m ai n of                

a ni m al e pit h eli a a n d n e urit e o ut gr o wt h, as w ell as fi n al st a g es of c yt o ki n esis i n y e ast a n d                         

m a m m ali a n c ells ( M arti n- Ur dir o z et al., 2 0 1 6). F urt h er m or e, s o m e e x o c yst s u b u nits pl a y a r ol e                    



i n s e cr eti o n-i n d e p e n d e nt pr o c ess es li k e a ut o p h a g y ( B o d e m a n n et al., 2 0 1 1) a n d m R N A s pli ci n g                  

( A w ast hi et al., 2 0 0 1; D ell a g o et al., 2 0 1 1). M e c h a nis ms of e x o c yst f u n cti o n ar e b est e x pl or e d i n                       

b u d di n g y e ast, w h er e t h e c o m pl e x f a cilit at es c o nt a ct of s e cr et or y v esi cl e a n d P M, d u e t o S e c 1 5 p                        

s u b u nit dir e ct i nt er a cti o n wit h v esi cl e- b o u n d R a b G T P as e S e c 4 p ( G u o et al., 1 9 9 9) a n d bi n di n g                       

of S e c 3 p t o g et h er wit h E x o 7 0 p t o p h os p h ati d yli n osit ol 4, 5- bis p h os p h at e ( PI P 2 

7 8

) ( H e et al., 2 0 0 7;                   

Z h a n g et al., 2 0 0 8; Pl es k ot et al., 2 0 1 5) a n d pr ot ei n i nt er a ct ors ( R o bi ns o n et al., 1 9 9 9; G u o et al.,                          

2 0 0 1; Z h a n g et al., 2 0 0 1) at t h e P M. T h e e x o c yst f urt h er f a cilit at es f or m ati o n of m e m br a n e                        

f usi o n dri vi n g tr a ns- S N A R E c o m pl e x d u e t o i nt er a cti o n of t- S N A R E Ss o 2 wit h S e c 3 p ( Y u e et                      

al., 2 0 1 7) a n d S e c 9 p wit h S e c 6 p ( Si v ar a m et al., 2 0 0 5), as w ell as r e cr uit m e nt of S N A R E                          

r e g ul at or S M pr ot ei n S e c 1 b y t h e S e c 6 p s u b u nit ( M or g er a et al., 2 0 1 2). S e c 1 5 p als o a cts as o n e                         

of t h e a d a pt ors f or m y osi n V i n t h e y e ast (Ji n et al., 2 0 1 1; D o n o v a n a n d Br ets c h er, 2 0 1 5). A n                          

e m er gi n g m o d el of t h e c o m pl e x b as e d o n p arti all y s ol v e d str u ct ur es of s e v er al e x o c yst s u b u nits                       

( M u ns o n a n d N o vi c k, 2 0 0 6; M o or e et al., 2 0 0 7; Y a m as hit a et al., 2 0 1 0; C h e n et al., 2 0 1 7),                         

pr ot ei n i nt er a cti o n m a p, cr y o- el e ctr o n mi cr os c o p y ( H ei d er et al., 2 0 1 6; M ei et al., 2 0 1 8) a n d                     

fl u or es c e nt mi cr os c o p y ( Pi c c o et al., 2 0 1 7) ass u m es t h at i nt erl a c e d r o d-li k e e x o c yst s u b u nits                     

ali g n l o n git u di n all y at c or e of t h e c o m pl e x wit h dist a nt p arts k e pt fl e xi bl e a n d a v ail a bl e f or                        

m ol e c ul ar i nt er a cti o ns. 

E x o c yst c o m pl e x is als o i n v ol v e d i n pl et h or a of c ell p ol arit y g o v er ni n g pr o c ess es i n pl a nt c ells,                        

i n cl u di n g p e cti n s e cr eti o n ( K uli c h et al., 2 0 1 0), ti p gr o wt h of r o ot h airs ( S y n e k et al., 2 0 0 6;                         

P e č e n k o v á et al., 2 0 1 7) a n d p oll e n t u b es ( C ol e et al., 2 0 0 5), a u xi n tr a ns p ort er PI N e x o c yt osis                        

( Dr d o v á et al., 2 0 1 3), h y p o c ot yl el o n g ati o n ( H ál a et al., 2 0 0 8), c ell w all m at ur ati o n ( V u k aši n o vi ć                     

et al., 2 0 1 7; K uli c h et al., 2 0 1 8) a n d i nt er a cti o n wit h p at h o g e ns ( P e č e n k o v á et al., 2 0 1 1;                        

Ort m a n n o v á et al., 2 0 1 8), as w ell as wit h f u n g al s y m bi o nts ( G e nr e et al., 2 0 1 2). E x o c yst als o                         

pl a ys ess e nti al r ol e i n pl a nt c yt o ki n esis i niti ati o n a n d c ell pl at e m at ur ati o n ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 3;                       

R y b a k et al., 2 0 1 4). Li k e i n c as e of gr o wi n g y e ast b u ds ( T er B us h a n d N o vi c k, 1 9 9 5), ti g ht                           

j u n cti o ns i n m a m m ali a n e pit h eli al c ells ( Y e a m a n et al., 2 0 0 4) a n d ti ps of gr o wi n g n e urit es i n                      

n e ur o n al c ells ( V e g a a n d Hs u, 2 0 0 1), t h e s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n of pl a nt e x o c yst c orr el at es wit h                        

t h e sit e of o n g oi n g v esi cl e f usi o n, i n c o ntr ast t o t- S N A R E pr ot ei n S Y P 1 3 2, t h at is distri b ut e d                        

e v e nl y al o n g t h e P M i n pl a nt c ells ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 3). Fl u or es c e ntl y t a g g e d e x o c yst s u b u nits                       



ar e t h us e x c ell e nt r e p ort ers of e x o c yt osis i n s p a c e a n d ti m e. I n pl a nts, t h e y ar e e nri c h e d at o ut er                           

l at er al P M of r o ot e pi d er mis ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 3), n e ar p oll e n t u b e ti p ( H ál a et al., 2 0 0 8;                           

Bl o c h et al., 2 0 1 6; S e k er eš et al., 2 0 1 7) a n d at sit es of x yl e m ( V u k aši n o vi ć et al., 2 0 1 7) a n d                        

e n d o d er mis s e c o n d ar y c ell w all d e p ositi o n ( K al m b a c h et al., 2 0 1 7). At hi g h er r es ol uti o n l e v el,                     

t h e e x o c yst vis u ali z ati o n r e v e als d y n a mi c f o ci r e pr es e nti n g “ h ot-s p ots ” f or e x o c yt osis b el o w t h e                   

P M of r o ot e pi d er mis ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 3). Stri ki n gl y, w hil e E X O 7 0 is e n c o d e d b y si n gl e                        

g e n e i n y e ast a n d a ni m al c ells, m a n y E X O 7 0 is of or ms e xist i n a n gi os p er ms ( Eli áš et al., 2 0 0 3;                         

Ž árs k ý et al. 2 0 0 9, C vr č k o v á et al. 2 0 1 2). W hil e s o m e of t h e E X O 7 0 is of or ms ar e i n v ol v e d i n                         

tiss u e-s p e cifi c s e cr eti o n ( K uli c h et al., 2 0 1 5), r e a cti o n t o bi oti c str ess ( P e č e n k o v á et al., 2 0 1 1;                      

Ort m a n n o v á et al., 2 0 1 8) or pl a y r e g ul at or y r ol e ( S e k er eš et al., 2 0 1 7; S y n e k et al., 2 0 1 7), m ost                          

s e cr et or y pr o c ess es r e g ul at e d b y c a n o ni c al Ar a bi d o psis e x o c yst c o m pl e x s e e m t o e m pl o y t h e                   

E X O 7 0 A 1 is of or m. M ut a nt pl a nts wit h missi n g E X O 7 0 A 1 p h e n o c o p y s e cr et or y d ef e cts of c or e                      

e x o c yst s u b u nit m ut a nts li k e s e e d c o at d e p ositi o n ( K uli c h et al., 2 0 1 0), h y p o c ot yl el o n g ati o n                       

( S y n e k et al., 2 0 0 6), PI N pr ot ei n r e c y cli n g ( Dr d o v á et al., 2 0 1 3) a n d sti g m ati c p a pill a e gr o wt h                        

( S af a vi a n et al., 2 0 1 5). M or e o v er, E X O 7 0 A 1 is e x pr ess e d i n m ost tiss u es ( S y n e k et al., 2 0 0 6)                       

a n d s u b c ell ul ar l o c ali z ati o ns of G F P-t a g g e d c or e e x o c yst s u b u nits a n d of E X O 7 0 A 1 ar e i d e nti c al                    

i n m a n y c ell t y p es ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 0; F e n dr y c h et al., 2 0 1 3; V u k aši n o vi ć et al., 2 0 1 7;                        

K al m b a c h et al., 2 0 1 7). A m o n g t h e pl et h or a Ar a bi d o psis E X O 7 0 is of or ms, w e h a v e t h us f o c us e d                       

o n f u n cti o n of E X O 7 0 A 1 i n pl a nt e x o c yst ar c hit e ct ur e a n d t ar g eti n g i n t his st u d y.  

M e c h a nis m of e x o c yst m e m br a n e t ar g eti n g i n v ol vi n g dir e ct i nt er a cti o n of E X O 7 0 wit h                   

p h os p h ati d yli n osit ol 4, 5- bis p h os p h at e ( PI P 2 ) a n d s p e cifi c P M pr ot ei n i nt er a ct ors is w ell                 

d o c u m e nt e d i n O pist h o k o nts ( H e et al., 2 0 0 7; Li u et al., 2 0 0 7; Z h a o et al., 2 0 1 3), i n cl u di n g                      

at o misti c d et ails of PI P 2 bi n di n g a n d cl ust eri n g b y t h e y e ast E x o 7 0 p ( Pl es k ot et al., 2 0 1 5). N e ar                         

f ull-l e n gt h of y e ast, m o us e a n d Ar a bi d o psis E X O 7 0 str u ct ur es h a v e alr e a d y b e e n s ol v e d b as e d                       

o n cr yst all o gr a p hi c d at a ( D o n g et al., 2 0 0 5; H a m b ur g er et al., 2 0 0 6; M o or e et al., 2 0 0 7).   

W hil e PI P 2 - d e p e n d e nt r e cr uit m e nt is o n e of t h e m ost c o m m o n m e c h a nis ms g o v er ni n g                

l o c ali z ati o n of p eri p h er al m e m br a n e pr ot ei ns t o P M i n O pist h o k o nts ( K ol a y et al., 2 0 1 6), ot h er                    

a ni o ni c p h os p h oli pi ds li k e P A, P S a n d PI 4 P mi g ht b e at l e ast e q u all y i m p ort a nt as PI P 2
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i n                         



c o nstit uti n g pl a nt P M li pi d si g n at ur e ( Pl atr e a n d J aill ais, 2 0 1 7; Pl es k ot et al., 2 0 1 4; Si m o n et al.,                         

2 0 1 6; Pl atr e et al., 2 0 1 8). T his o p e ns i nt er esti n g o p p ort u nit y f or c o m p ar ati v e st u di es u n c o v eri n g                      

b ot h diff er e n c es a n d c o ns er v e d m e c h a nis ms of c ell p ol arit y r e g ul ati o n a m o n g diff er e nt                   

e u k ar y oti c li n e a g es. Alt h o u g h pl a nt c ell bi ol o g y g e n er all y l a gs b e hi n d a ni m al a n d y e ast r es e ar c h,                       

t h e a d v a n c e d t o ols f or i n v esti g ati n g pr ot ei n-li pi d i nt er a cti o ns i n cl u di n g i n vitr o li pi d bi n di n g                  

ass a ys a n d e m pl o y m e nt of c o m p ut ati o n al bi o c h e mistr y ar e st arti n g t o b e a p pli e d i n pl a nt                 

s yst e ms, li k e i n c as e of a cti n c a p pi n g pr ot ei n ( Pl es k ot et al., 2 0 1 2 b) a n d t h e e x o c yst s u b u nit                         

S E C 3 a ( Bl o c h et al., 2 0 1 6).   

I n t his st u d y w e d e m o nstr at e d a c o ns er v e d e v ol uti o n ar y ar c hit e ct ur e of t h e e x o c yst c o m pl e x a n d                   

w e r efi n e d t h e i nt er a cti o n m a p of t h e E X O 7 0 A 1- c o nt ai ni n g pl a nt e x o c yst c o m pl e x ar c hit e ct ur e                   

a n d c o nfir m e d ess e nti al r ol e of t h e E X O 7 0 A 1 f or pl a nt e x o c yst pl as m a m e m br a n e t ar g eti n g. W e                       

f urt h er c o m bi n e d g e n eti cs, li v e c ell i m a gi n g, bi o c h e mistr y, str u ct ur al pr ot ei n h o m ol o g y                  

m o d elli n g a n d m ol e c ul ar d y n a mi cs si m ul ati o ns t o u nr a v el m ol e c ul ar m e c h a nis m of t h e                 

E X O 7 0 A 1 m e m br a n e r e cr uit m e nt a n d r ol e of s p e cifi c p h os p h oli pi d s p e ci es i n t his pr o c ess.  

 

R es ults 

 

A n al ysis of pl a nt e x o c yst c o m pl e x i n vi v o m ol e c ul a r a r c hit e ct u r e r e v e als p r es e n c e of t w o 

c o ns e r v e d m o d ul es  
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O ur pr e vi o us r es e ar c h h as u n c o v er e d m ultit u d e of p air wis e i nt er a cti o ns b et w e e n t h e pl a nt                     

e x o c yst s u b u nits wit h us e of t h e y e ast t w o- h y bri d s yst e m ( H ál a et al., 2 0 0 8; F e n dr y c h et al.,                        

2 0 1 0; V u k aši n o vi ć et al., 2 0 1 7). I n or d er t o f urt h er r efi n e o ur i nsi g ht i nt o pl a nt e x o c yst                        

m ol e c ul ar ar c hit e ct ur e, w e utili z e d a v ail a bl e c oll e cti o n of Ar a bi d o psis li n es, as w ell as li n es                   

n e wl y cr e at e d f or t h e p ur p os e of t his st u d y, e x pr essi n g G F P-t a g g e d e x o c yst s u b u nits a n d                     

p erf or m e d i m m u n o pr e ci pit ati o n usi n g t h e t a g g e d e x o c yst s u b u nits as b aits f oll o w e d b y m ass                   

s p e ctr o m etr y a n al ysis of t h e is ol at e d pr ot ei n i nt er a ct ors. W hil e Ar a bi d o psis g e n o m es e n c o d es 2 3                    

diff er e nt E X O 7 0 is of or ms, w e f o c us e d o n t h e E X O 7 0 A 1 i n o ur i n v esti g ati o n of t h e e x o c yst                   



ar c hit e ct ur e. T his is of or m is wi d el y e x pr ess e d ( S y n e k et al., 2 0 0 6, H ál a et al., 2 0 0 8), s e q u e nti all y                        

a n d str u ct ur all y cl os e t o t h e y e ast a n d a ni m al E X O 7 0 ( Ž árs k ý et al., 2 0 0 9; Z h a n g et al., 2 0 1 6)                          

a n d e x hi bits t h e s a m e s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n i n r o ot c ells as t h e c or e e x o c yst s u b u nits o bs er v e d                         

s o f ar ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 0; Dr d o v á et al., 2 0 1 3; F e n dr y c h et al., 2 0 1 3), s o it is t h e b est E X O 7 0                            

c a n di d at e f or i n v esti g ati o n of t h e c a n o ni c al pl a nt e x o c yst c o m pl e x. I m m u n o pr e ci pit at e of e a c h                 

b ait c o nt ai n e d at l e ast t w o ot h er e x o c yst s u b u nits ( Fi g. 1). T h e p e pti d e s c or e m atri x of t h e m ass                            

s p e ctr o m etr y r es ults s u g g ests ti g ht ass o ci ati o n of s u b u nits wit hi n 2 cl ust ers wit h o n e cl ust er                       

c o m p os e d of S E C 6, S E C 8, S E C 5 a a n d S E C 3 a pr ot ei n a n d t h e ot h er o n e i n v ol vi n g S E C 1 5 b,                        

S E C 1 0 a/ b, E X O 8 4 b a n d t h e E X O 7 0 A 1 s u b u nit. W hil e pr es e n c e of a n e x o c yst s u b u nit i n m ass                      

s p e ctr o m etr y r e a d o ut d o es n ot i m pl y dir e ct i nt er a cti o n wit h t h e p arti c ul ar b ait, t h e hi g h er p e pti d e                        

s c or e of a s p e cifi c p air of s u b u nits s u g g ests pr o xi mit y of t h e s u b u nits wit hi n t h e c o m pl e x.                       

I nt er esti n gl y, s yst e m ati c a n al ysis of p urifi e d y e ast e x o c yst c o m pl e x ( H ei d er et al., 2 0 1 6), w hi c h                      

w as f urt h er s u p p ort e d i n vi v o b y t h e PI C T i m a gi n g a p pr o a c h i n b u d di n g y e ast ( Pi c c o et al., 2 0 1 7)                          

a n d b y visi bl e i m m u n o pr e ci pit ati o n ass a y i n a ni m al c ells ( K at o h et al., 2 0 1 5), d e m o nstr at e d                   

pr es e n c e of t w o f o ur-s u b u nit m o d ul es wit h t h e s a m e s u b u nit c o m p ositi o n as t h e cl ust ers w e                    

i d e ntifi e d w h e n a n al y zi n g t h e pl a nt e x o c yst. O ur c o-i m m u n o pr e ci pit ati o n d at a c orr es p o n d e d w ell                 

wit h t h e k n o w n bi n ar y i nt er a cti o ns d es cri b e d e arli er f or b ot h y e ast a n d pl a nt e x o c yst s u b u nits,                        

i. e. S E C 1 5 b- S E C 1 0 a/ b, S E C 6- S E C 8, E X O 7 0 A 1- E X O 8 4 b- Δ C ( Fi g. 1, s e e als o H ál a et al., 2 0 0 8;               

F e n dr y c h et al., 2 0 1 3; V u k aši n o vi ć et al., 2 0 1 7). I nt er esti n gl y, E X O 7 0 A 1 w as t h e o nl y s u b u nit                    

a bl e t o p ull- d o w n m ost of t h e e x o c yst s u b u nits wit h str o n g p e pti d e s c or e f or i nt er a cti o ns wit h                         

s u b u nits of t h e ( E X O 7 0 A 1- E X O 8 4 b- S E C 1 0- S E C 1 5 b) s u b c o m pl e x. S u m m e d u p, o ur d at a s h o w             

t h at t h e m o d ul ar c o m p ositi o n of e x o c yst c o m pl e x t o g et h er wit h t h e m ost of t h e bi n ar y                     

i nt er a cti o ns b et w e e n s u b u nits ar e c o ns er v e d b et w e e n o p hist o k o nts a n d pl a nts. 

 

E X O 7 0 A 1 is ess e nti al f o r pl a nt e x o c yst t a r g eti n g t o t h e pl as m a m e m b r a n e   
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B ot h E X O 7 0 a n d S E C 3 s u b u nits of t h e e x o c yst ar e k n o w n t o c o ntri b ut e t o t h e e x o c yst                       

r e cr uit m e nt t o P M i n O pist h o k o nts ( H e et al., 2 0 0 7; Li u et al., 2 0 0 7; Z h a n g et al., 2 0 0 8; Pl es k ot                       

et al., 2 0 1 5). I nt er esti n gl y, o ur pr e vi o us w or k a d dr essi n g f u n cti o n of t h e S E C 3 s u b u nit wit hi n t h e                       



pl a nt e x o c yst s h o w e d t h at t h e c o m pl e x is still f u n cti o n al w h e n t h e S E C 3 a li pi d bi n di n g c a p a bilit y                        

is a b olis h e d ( Bl o c h et al., 2 0 1 6) a n d t h e r ol es of S E C 3 a s u b u nit u nr el at e d t o m e m br a n e                        

p h os p h oli pi d bi n di n g, li k e t h e st a bili z ati o n of t h e c o m pl e x, ar e t h us s uffi ci e nt f or t h e e x o c yst                    

f u n cti o n alit y at l e ast i n s o m e pl a nt tiss u es. T his sti m ul at e d us t o e x pl or e t h e r ol e of E X O 7 0 A 1 i n                         

P M t ar g eti n g of t h e pl a nt e x o c yst i n d et ail. W e s h o w e d pr e vi o usl y t h at t h e d ott e d p att er n of                         

S E C 6: G F P P M si g n al is virt u all y l ost i n t h e e x o 7 0 A 1- 2 m ut a nt b a c k gr o u n d ( F e n dr y c h et al.,                      

2 0 1 3). Fi g ur e 2 s h o ws t h at all t est e d e x o c yst s u b u nits ( S E C 3, S E C 6, S E C 8, S E C 1 0 a a n d                         

E X O 8 4 b), r e pr es e nti n g b ot h str u ct ur al s u b c o m pl e x es of t h e e x o c yst, l ost t h eir P M l o c ali z ati o n i n                  

e x o 7 0 A 1- 2 m ut a nt b a c k gr o u n d . I nt er esti n gl y, w e c o ul d o bs er v e t a g g e d e x o c yst s u b u nits i n                 

i ntr a c ell ul ar str u ct ur es of u n k n o w n i d e ntit y i n t h e m ut a nt b a c k gr o u n d ( Fi g. 2). W e s us p e ct e d t h at                     

t h e s u b u nits f or m a p arti al c o m pl e x i n t h es e str u ct ur es, s o w e t est e d w h et h er c or e e x o c yst                         

s u b u nits r et ai n e d c a p a cit y t o c o e xist i n t h e e x o 7 0 A 1 m ut a nt b a c k gr o u n d. W e c o- e x pr ess e d                  

S E C 1 0 b: m R F P wit h E X O 8 4 b: G F P u n d er t h eir n ati v e pr o m ot ers i n t h e wil d-t y p e or e x o 7 0 A 1                   

m ut a nt b a c k gr o u n d. I n wil d-t y p e c ells, S E C 1 0 b: m R F P a n d E X O 8 4 b: G F P f ull y c o-l o c ali z e d at              

t h e P M b ut i n e x o 7 0 A 1 c ells, b ot h pr ot ei ns w er e r el o c at e d t o t h e i ntr a c ell ul ar str u ct ur es, w h er e                        

t h e y als o f ull y c ol o c ali z e d ( S u p pl e m e nt ar y Fi g. 1). W e als o us e d m ass s p e ctr o m etr y t o a n al y z e                      

c o-i m m u n o pr e ci pit at e f or w hi c h G F P: S E C 8 i n e x o 7 0 A 1 m ut a nt b a c k gr o u n d s er v e d as t h e b ait.                   

As e x p e ct e d, t h e m ass s p e ctr o m etr y r e a d o ut c o nt ai n e d p e pti d es fr o m ot h er e x o c yst s u b u nits                     

( S u p pl e m e nt ar y Fi g. 1). W e w er e f urt h er i nt er est e d w h et h er t h e i ntr a c ell ul ar str u ct ur es                   

c o nstit ut e d artifi ci al pr e ci pit at es of i n c o m pl et e e x o c yst p arti cl es or c ell ul ar c o m p art m e nts of                 

u n k n o w n i d e ntit y. W e first e n q uir e d if t h e str u ct ur es w o ul d c o nt ai n pr ot ei ns o utsi d e of t h e                       

e x o c yst c o m pl e x, s o w e e x a mi n e d i ntr a c ell ul ar l o c ali z ati o n of t h e G F P-t a g g e d v ersi o n of                

K E U L E ( St ei n er et al., 2 0 1 6), a k n o w n i nt er a ct or of pl a nt e x o c yst ( W u et al., 2 0 1 3). Li k e t h e                          

c or e e x o c yst s u b u nits, K E U L E w as r el o c ali z e d i nt o i ntr a c ell ul ar str u ct ur es i n t h e e x o 7 0 A 1- 2                   

m ut a nt b a c k gr o u n d ( S u p pl e m e nt ar y Fi g. 2). W e w er e f urt h er e n q uir e d w h et h er t h e str u ct ur es                   

c o nstit ut e i nt er n al m e m br a n e- e n cl os e d c o m p art m e nts or t h eir c o al es c e n c e, s o w e i ntr o d u c e d             

s e v er al or g a n ell e m ar k er li n es e x pr essi n g t a g g e d R a b pr ot ei ns ( G el d n er et al., 2 0 0 9) i nt o                       

e x o 7 0 A 1- 2
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m ut a nt b a c k gr o u n d a n d c o m p ar e d t h eir s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n b et w e e n t h e m ut a nt                   

a n d W T b a c k gr o u n d ( S u p pl e m e nt ar y Fi g. 2). W e o bs er v e d alt er e d T G N/r e c y cli n g e n d os o m al                 



c o m p art m e nts, w hi c h s u g g est t h at t h e b o di es a c c u m ul ati n g e x o c yst s u b u nits i n t h e e x o 7 0 A 1- 2                  

m ut a nt h a v e T G N/r e c y cli n g e n d os o m e i d e ntit y. 

 

H a vi n g d e m o nstr at e d t h at E X O 7 0 A 1 is i n dis p e ns a bl e f or e x o c yst r e cr uit m e nt t o P M i n r o ot c ells                   

a n d t h e e x o c yst g ets misl o c ali z e d i n t h e e x o 7 0 A 1 m ut a nt b a c k gr o u n d, w e d e ci d e d t o t est a bilit y                     

of t h e E X O 7 0 A 1 t o a ut o n o m o usl y bi n d P M i n vi v o. W e i ntr o d u c e d G F P-t a g g e d E X O 7 0 A 1 a n d                   

ot h er s u b u nits i nt o e x o 8 4 b- 1 b a c k gr o u n d a n d o bs er v e d l o c ali z ati o n of t h e s u b u nits u p o n e x o c yst                      

d est a bili z ati o n c a us e d b y t h e a bs e n c e of E X O 8 4 b s u b u nit ( Fi g. 2). W hil e t h e l o c ali z ati o n of                     

S E C 6: G F P a n d G F P: S E C 8 w as c o m pl et el y c yt o pl as mi c u p o n t h e c o m pl e x d est a bili z ati o n,                

G F P: E X O 7 0 A 1 r et ai n e d s o m e P M l o c ali z ati o n d es pit e t h e s e v er e gr o wt h p h e n ot y p e a n d alt er e d                    

c ell ul ar m or p h ol o g y of t h e e x o 8 4 b m ut a nt ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 0). I nt er esti n gl y, t h e                   

S E C 1 0 a: G F P w as still pr es e nt at P M, b ut it r el o c ali z e d fr o m t h e o ut er l at er al d o m ai n t o t h e b as al                          

a n d a pi c al P M of r o ot e pi d er m al c ells ( Fi g. 2). T a k e n t o g et h er, o ur d at a str o n gl y s u g g est t h at                           

E X O 7 0 A 1 is i n dis p e ns a bl e f or t h e n ati v e l o c ali z ati o n of t h e w h ol e c o m pl e x t o P M a n d c a p a bl e                    

of dir e ct i nt er a cti o n wit h P M i n d e p e n d e ntl y o n t h e r est of t h e c o m pl e x.  

 

F ull-l e n gt h E X O 7 0 A 1 is r e q ui r e d f o r e x o c yst t a r g eti n g t o pl as m a m e m b r a n e a n d f u n cti o n al  

c o m pl e m e nt ati o n of e x o 7 0 A 1  m ut a nts 
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Aft er c o nfir mi n g ess e nti al f u n cti o n of E X O 7 0 A 1 i n t ar g eti n g of t h e e x o c yst t o P M, w e w a nt e d t o                        

f urt h er el u ci d at e m ol e c ul ar d et ails of E X O 7 0 A 1 m e m br a n e r e cr uit m e nt. B as e d o n s ol v e d                  

str u ct ur e of y e ast ( H a m b ur g er et al., 2 0 0 6), m a m m ali a n ( M o or e et al., 2 0 0 7) a n d p arti al                    

Ar a bi d o psis E X O 7 0 ( Z h a n g et al., 2 0 1 6), w e i d e ntifi e d f o ur disti n ct r e gi o ns c orr es p o n di n g t o                    

d es cri b e d A B C D E X O 7 0 s u b d o m ai ns i n Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1. W e cl o n e d a s eri es of tr u n c at e d                     

v ersi o ns of E X O 7 0 A 1 l a c ki n g o n e or t w o o ut of its f o ur d o m ai ns ( A B C-, - B C D, -- C D;                        

S u p pl e m e nt ar y fil e S 1) i nt o t h e s a m e e x pr essi o n v e ct or as pr e vi o usl y us e d f or pr e p ar ati o n of                     

G F P-t a g g e d f ull-l e n gt h E X O 7 0 A 1 ( A B C D) ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 0). All v ersi o ns w er e t a g g e d                    

wit h G F P at t h eir N-t er mi ni, w hi c h r es ults i n f u n cti o n al v ersi o n of t h e pr ot ei n c a p a bl e t o                        

c o m pl e m e nt t h e m ut a nt p h e n ot y p e i n c as e of f ull l e n gt h E X O 7 0 A 1 ( Dr d o v a EJ et al., 2 0 1 3). T o                       



a c hi e v e st a bl e e x pr essi o n, w e i ntr o d u c e d t h e c o nstr u cts t o h et er o z y g o us m ut a nts f or t h e                 

e x o 7 0 A 1- 2 all el e. W e us e d t h e m o d el s yst e m of r o ot e pi d er m al o ut er l at er al P M d o m ai n of u p p er                          

m erist e m ati c a n d tr a nsiti o n z o n e, t o w hi c h ar e e x o c yst s u b u nits str o n gl y r e cr uit e d u n d er n or m al                      

c o n diti o ns, f or l o c ali z ati o n a n al ysis of diss e ct e d E X O 7 0 A 1 v ersi o ns. I n c o ntr ast t o t h e                  

f ull-l e n gt h E X O 7 0 A 1, n o n e of t h e tr u n c at e d v ari a nts w as a bl e t o eff e cti v el y l o c ali z e t o t h e o ut er                       

l at er al P M of y o u n g r o ot e pi d er m al c ells ( Fi g. 3). L o c ali z ati o n of G F P: E X O 7 0 A 1( A B C-) a n d                   

G F P: E X O 7 0 A 1(-- C D) w as c yt o pl as mi c wit h o ut a n y P M si g n al. G F P:- B C D l o c ali z e d m ostl y t o                  

t h e c yt o pl as m b ut f ai nt si g n al al o n g t h e P M c o ul d b e d et e ct e d i n s o m e c ells, al b eit wit h o ut t h e                           

p ol ari z e d l o c ali z ati o n at o ut er l at er al P M. W e f urt h er c o nfir m e d i n a bilit y of tr u n c at e d E X O 7 0 A 1                      

v ersi o ns t o bi n d l at er al P M of r o ot e pi d er mis b y hi g h-r es ol uti o n s pi n ni n g dis k c o nf o c al i m a gi n g                      

f o c us e d j ust b e n e at h P M, w h er e E X O 7 0 A 1 a n d c or e e x o c yst s u b u nits c ol o c ali z e i n d y n a mi c f o ci                       

r e pr es e nti n g p ut ati v e e x o c yt oti c sit es ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 3). I n or d er t o u n a m bi g u o usl y f o c us                   

t h e i m a gi n g t o t h e ar e a of e n d o c yt osis a n d e x o c yt osis b e n e at h P M, w e cr oss e d li n es e x pr essi n g                        

G F P-t a g g e d f ull l e n gt h a n d tr u n c at e d E X O 7 0 A 1 wit h a tr a ns g e ni c li n e e x pr essi n g                    

D R P 1 C: m Or a n g e ( d y n a mi n-r el at e d pr ot ei n i n v ol v e d i n e n d o c yt osis; K o n o p k a a n d B e d n ar e k,              

2 0 0 8). W hil e t h e f ull l e n gt h G F P: E X O 7 0 A 1 f or m e d disti n ct p u n ct a b e n e at h P M, t h e tr u n c at e d                     

A B C- a n d - C D v ersi o ns w er e i n d e e d c o m pl et el y d et a c h e d fr o m t h e P M ( Fi g. 3). I n s u m m ar y, w e                         

d e d u c e t h at o nl y t h e A d o m ai n is p ot e nti all y dis p e ns a bl e f or t h e E X O 7 0 A 1- P M i nt er a cti o n,                   

w hil e d o m ai ns B, C, D ar e ess e nti al. T h e A d o m ai n, h o w e v er, i m pr o v es t h e i nt er a cti o n a n d                      

s e e ms t o u n d erli e pr o p er E X O 7 0 A 1 ass o ci ati o n wit h t h e r est of t h e e x o c yst c o m pl e x, w hi c h                       

mi g ht e x pl ai n t h e diff er e nt distri b uti o n p att er n at t h e P M o bs er v e d f or - B C D. T h e n e c essit y of all                       

f o ur E X O 7 0 A 1 d o m ai ns f or t h e pr o p er P M l o c ali z ati o n s u g g ests t h at b ot h P M bi n di n g a n d                         

i nt er a cti o n wit h ot h er e x o c yst s u b u nits ar e i n e vit a bl e f or pr o p er E X O 7 0 A 1 t ar g eti n g. I n or d er t o                       

diss e ct w hi c h d o m ai ns a ct i n i nt er a cti o ns wit h ot h er e x o c yst s u b u nits, w e p erf or m e d a y e ast t w o                        

h y bri d ( Y 2 H) t est b et w e e n t h e s u b u nits pr e vi o usl y d e m o nstr at e d t o dir e ctl y i nt er a ct wit h t h e                    

E X O 7 0 A 1 i n Y 2 H a n d tr u n c at e d v ari a nts of t h e E X O 7 0 A 1 ( Fi g. 4). W hil e t h e f ull l e n gt h                       

E X O 7 0 A 1 a n d t h e v ari a nt missi n g t h e D d o m ai n r et ai n e d f ull c a p a cit y t o i nt er a ct wit h b ot h                        

S E C 3 a a n d N-t er mi n al p art of t h e E X O 8 4 b ( E X O 8 4 b Δ C ), t h e A B-- v ari a nt h as dr a m ati c all y                   

r e d u c e d c a p a cit y t o i nt er a ct wit h t h e E X O 8 4 bΔ C a n d m ost i m p ort a ntl y, t h e -- C D v ari a nt of         

8 4

            



E X O 7 0 A 1 c o m pl et el y l ost t h e c a p a cit y f or i nt er a cti o n wit h t h e c or e e x o c yst s u b u nits . T h es e                     

r es ults d e m o nstr at e t h at w hil e N-t er mi n al p art of t h e E X O 7 0 A 1 is s uffi ci e nt f or i nt er a cti o n wit h                      

ot h er e x o c yst s u b u nits, t h e C-t er mi n al p art is dis p e ns a bl e f or t his pr o c ess a n d pr o b a bl y s er v es f or                      

i nt er a cti o n wit h P M i n vi v o. 

 

W e h a v e pr e vi o usl y d e m o nstr at e d t h at f ull-l e n gt h E X O 7 0 A 1 t a g g e d wit h G F P, r e g ar dl ess                    

w h et h er at t h e N- or C-t er mi n us, c a n f u n cti o n all y c o m p e ns at e f or t h e l oss of n ati v e E X O 7 0 A 1 i n                     

e x o 7 0 A 1 m ut a nts ( Dr d o v á et al., 2 0 1 3). T o e v al u at e if t h e G F P-t a g g e d tr u n c at e d v ersi o ns ar e still                      

at l e ast p arti all y f u n cti o n al, w e a n al y z e d t h e offs pri n g of h et er o z y g o us m ut a nts f or t h e                   

e x o 7 0 A 1- 2 all el e e x pr essi n g t h e tr u n c at e d pr ot ei n v ersi o ns. All G F P- p ositi v e s e e dli n gs ( 5- d- ol d)                  

w er e tr a nsf err e d t o s oil f or f urt h er a n al ysis of t h eir m or p h ol o g y. W e f o u n d t h at all p ut ati v e                       

m ut a nt s e e dli n gs d e v el o p e d t h eir m ut a nt p h e n ot y p e t y pi c al f or a d ult e x o 7 0 A 1 h o m o z y g o us                   

pl a nts ( Fi g. 3). I n di vi d u als t h at e x hi bit e d t h e wil d-t y p e p h e n ot y p e w er e c o nfir m e d t o b e wil d                       

t y p es or h et er o z y g ot es b y P C R g e n ot y pi n g, i n di c ati n g t h at i n c o ntr ast t o f ull-l e n gt h E X O 7 0 A 1,                   

n o n e of t h e tr u n c at e d v ersi o ns w as a bl e t o f u n cti o n all y c o m pl e m e nt t h e m ut ati o n i n E X O 7 0 A 1.  

 

E X O 7 0 A 1 is n ot r e q ui r e d f o r e x o c yst- m e di at e d v esi cl e t r affi c ki n g t o m at u ri n g t h e c ell pl at e  

 

T h e e x o c yst w as d o c u m e nt e d t o pl a y ess e nti al r ol e i n pl a nt c yt o ki n esis, w h er e it pr o b a bl y                       

f u n cti o ns i n d eli v er y of s p e cifi c v esi cl es. C or e e x o c yst s u b u nits a n d E X O 7 0 A 1 l o c ali z e t o t h e                      

c ell pl at e pri m er a n d m at uri n g p ost- c yt o ki n eti c c ell w alls ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 0; R y b a k et al.,                      

2 0 1 4). T h er ef or e, aft er o bs er v ati o n of t h e c o m pr o mis e d l o c ali z ati o n of tr u n c at e d v ersi o ns at t h e                   

P M, w e i ns p e ct e d t h eir l o c ali z ati o n i n f or mi n g c ell pl at e. T h e - B C D v ersi o n f ull y l o c ali z e d t o t h e                         

m at uri n g c ell pl at es, w hil e t h e A B C- a n d -- C D v ersi o ns dis pl a y e d w e a k er l o c ali z ati o n t o t h e c ell                       

pl at e i n p art of t h e o bs er v e d di vi di n g c ells. S ur prisi n gl y, all v ersi o ns w er e t h us c a p a bl e t o                       

l o c ali z e t o t h e m at uri n g p ost- c yt o ki n eti c c ell w alls si mil arl y t o t h e f ull-l e n gt h E X O 7 0 A 1,                  

i n di c ati n g a diff er e nt m e a n of t h e E X O 7 0 A 1 r e cr uit m e nt t o t h es e c ell ul ar str u ct ur es t h at t o P M                      

( Fi g. 3). M or e o v er, t h e S E C 3 A s u b u nit w as o bs er v e d pr o p erl y l o c ali z e t o m at uri n g c ell pl at e i n                        

e x o 7 0 A 1- 2 m ut a nt b a c k gr o u n d, c o nfir mi n g t h at t h e e x o c yst c o m pl e x pr o p erl y r e a c h es t h e c ell 
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pl at e i n a bs e n c e of t h e E X O 7 0 A 1 ( S u p pl e m e nt ar y Fi g. S 3). T h es e o bs er v ati o ns ar e i n c o n c ert                    

wit h o nl y mil d a n d tr a nsi e nt c yt o ki n eti c p h e n ot y p e of t h e e x o 7 0 A 1 m ut a nt c o m p ar e d t o str o n g                     

c yt o ki n eti c p h e n ot y p e of t h e c or e s u b u nit m ut a nt e x o 8 4 b- 1  ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 0). 

 

E X O 7 0 A 1 s h o ws hi g h affi nit y t o t h e a ci di c p h os p h oli pi ds i n vitr o a n d i n vi v o  

 

H a vi n g c o nfir m e d t h e ess e nti al r ol e of E X O 7 0 A 1 i n t ar g eti n g pl a nt e x o c yst t o P M, w e f urt h er                        

i n v esti g at e d m ol e c ul ar m e c h a nis m of E X O 7 0 A 1 i nt er a cti o n wit h t h e m e m br a n e. Y e ast a n d                   

a ni m al E X O 7 0s w er e pr e vi o usl y d e m o nstr at e d t o b e r e cr uit e d t o P M wit h c o ntri b uti o n of dir e ct                     

bi n di n g t o PI P 2 , a p h os p h oli pi d d et er mi n a nt of O pist h o k o nt P M i d e ntit y. O ur pr e vi o us w or k                    

s u g g est e d p ossi bl e i nt er a cti o n of E X O 7 0 A 1 wit h b ot h PI P 2 a n d P A, b e c a us e t h e t o b a c c o                       

Nt E X O 7 0 A 1 a l o c ali z es t o t h e r e gi o n w h er e PI P 2 a n d P A m a xi m a o v erl a p i n gr o wi n g t o b a c c o                      

p oll e n t u b e ( S e k er eš et al., 2 0 1 7). R e c e nt st u d y a d dr essi n g t h e r ol e of p h os p h oli pi d s p e ci es as                       

d et er mi n a nts of pl a nt P M i d e ntit y i n di c at e d cr u ci al r ol e of PI 4 P wit h p ossi bl e c o ntri b uti o n of P A                       

a n d P S i n Ar a bi d o psis r o ot c ells ( Si m o n et al., 2 0 1 6, Pl atr e et al., 2 0 1 8). T h er ef or e, w e t est e d                          

c a p a bilit y of E X O 7 0 A 1 t o dir e ctl y bi n d t h e n e g ati v el y c h ar g e d P M p h os p h oli pi ds vi a                   

c os e di m e nt ati o n ass a y wit h l ar g e u nil a m ell ar v esi cl es ( L U V) of s p e cifi c p h os p h oli pi d                

c o m p ositi o n. Usi n g r e c o m bi n a nt G S T: E X O 7 0 A 1 p urifi e d fr o m E. c oli l ys at es, w e p erf or m e d t h e                 

L U V c o-s e di m e nt ati o n ass a y t o u n c o v er p ot e nti al t o bi n d n e g ati v el y c h ar g e d p h os p h oli pi ds. W e                  

us e d v esi cl es c o nt ai ni n g a mi xt ur e of p h os p h ati d yl et h a n ol a mi n e ( P E) a n d p h os p h ati d yl c h oli n e              

( P C) wit h p orti o ns of a ni o ni c p h os p h oli pi ds, n a m el y P S ( 2 0 %), P A ( 2 0 %), PI 4 P ( 5 %) a n d PI P 2                        

( 5 %). W e f o u n d t h at G S T: E X O 7 0 A 1 i nt er a ct e d wit h all of t h e m, wit h pr ef er e n c e t o w ar ds P A,                      

PI 4 P a n d PI P 2  ( Fi g. 5).  

W e utili z e d t w o i n d e p e n d e nt str at e gi es t o ass ess li pi d bi n di n g pr o p erti es of pl a nt E X O 7 0 A 1 i n                       

vi v o . W e first e m pl o y e d a f ast m o d el s yst e m - t h e gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b e. O ur pr e vi o us                          

w or k alr e a d y d e m o nstr at e d t h at t o b a c c o ort h ol o g of Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1, t h e Nt E X O 7 0 A 1 a,                

bi n ds t o s p e cifi c d o m ai n of pl as m a m e m br a n e n e ar t h e p oll e n t u b e ti p, w h er e hi g h l e v els of b ot h                            

PI P 2
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a n d P A o v erl a p ( S e k er es et al., 2 0 1 7). T o s u p pl e m e nt o ur pr e vi o us d es cri pti v e o bs er v ati o ns                    

wit h f u n cti o n al e x p eri m e nts, w e d e ci d e d t o m o nit or e n h a n c e d Nt E X O 7 0 A 1 a r e cr uit m e nt t o P M                 



i n t o b a c c o p oll e n t u b es wit h eit h er el e v at e d PI P2 or el e v at e d P A. S e v er al is of or ms of pl a nt                           

PI 4 P- 5 ki n as es pr o d u ci n g PI P 2 fr o m PI 4 P h a v e b e e n f u n cti o n all y c h ar a ct eri z e d (Is c h e b e c k et al.,                      

2 0 0 8; 2 0 1 0; St e n z el et al., 2 0 0 8; 2 0 1 2) a n d f or s o m e is of or ms, t h eir a bilit y t o i n cr e as e PI P 2                           

c o nt e nt u p o n o v er e x pr essi o n i n t o b a c c o p oll e n t u b e w as dir e ctl y d e m o nstr at e d b y m o nit ori n g                   

e n h a n c e d P M l o c ali z ati o n of P L C P H d o m ai n, t h e PI P 2 pr o b e ( S o us a et al., 2 0 0 8; Z h a o et al.,                         

2 0 1 0). W e h a v e als o pr e vi o usl y c o nfir m e d i n vi v o i nt er a cti o n of t h e t o b a c c o e x o c yst s u b u nit                      

S E C 3 wit h PI P 2 b y m o nit ori n g i n cr e as e d P M r e cr uit m e nt of t h e pr ot ei n i n t o b a c c o p oll e n t u b e                        

u p o n PI P 5 K 5 o v er e x pr essi o n ( S e k er eš et al., 2 0 1 7). F urt h er m or e, w e h a v e r e c e ntl y c h ar a ct eri z e d                 

d elt a s u bf a mil y of t o b a c c o P A- pr o d u ci n g p h os p h oli p as e D e n z y m es a n d d e m o nstr at e d t h at                

o v er e x pr essi o n of P L D 𝛿 3 r es ults i n s p e cifi c r e cr uit m e nt of t h e S p o 2 0 P A m ar k er t o P M i n                      

gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b e ( P ej c h ar et al., i n pr e p). W e w er e t h us a bl e t o a p pl y est a blis h e d                          

t o ols et f or t esti n g E X O 7 0 A 1 i nt er a cti o n wit h PI P2 a n d P A i n t o b a c c o p oll e n t u b es. W e                        

tr a nsf or m e d t o b a c c o p oll e n wit h l o w a m o u nt of t h e c o nstr u ct e n c o di n g Nt E X O 7 0 A 1 a, t h e                   

cl os est h o m ol o g of Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1, s o t h at E X O 7 0 e x pr essi o n w o ul d n ot p ert ur b c ell ul ar                     

m or p h ol o g y b y its elf a n d o nl y s er v e as a r e a d o ut of its m e m br a n e- bi n di n g pr o p erti es, t o g et h er                    

wit h hi g h a m o u nt of eit h er c y a n fl u or es c e nt pr ot ei n-t a g g e d p h os p h ati d yli n osit ol 4- p h os p h at e               

5- ki n as e 5 ( PI P 5 K 5: C F P, Is c h e b e c k et al., 2 0 0 8), hi g h a m o u nt of m o n o m eri c r e d fl u or es c e nt                 

pr ot ei n ( m R F P)-t a g g e d Nt P L D 𝛿 3, or hi g h a m o u nt of m R F P-t a g g e d Nt P L D 𝛿 3 K 6 9 3 R m ut a nt                 

wit h r e d u c e d c at al yti c a cti vit y ( P ej c h ar et al., i n pr e p). W e m o nit or e d Nt E X O 7 0 A 1 a P M                     

l o c ali z ati o n b y s pi n ni n g dis k c o nf o c al mi cr os c o p y a n d q u a ntifi e d t h e r es ults ( Fi g. 6). I n                     

a gr e e m e nt wit h t h e r es ult of i n vitr o li pi d- bi n di n g ass a y, b ot h el e v at e d l e v el of PI P2 a n d el e v at e d                        

l e v el of P A r es ult e d i nt o i n cr e as e d r e cr uit m e nt of Nt E X O 7 0 A 1 a t o t h e P M w h e n c o m p ar e d t o                     

c o ntr ol p oll e n t u b es e x pr essi n g o nl y Nt E X O 7 0 A 1 a or c o e x pr essi n g Nt E X O 7 0 A 1 a wit h               

Nt P L D 𝛿 3 K 6 9 3 R wit h r e d u c e d c at al yti c a cti vit y ( Fi g. 6). I n a f e w i nst a n c es, w e w er e a bl e t o                          

dir e ctl y o bs er v e f or m ati o n of P L D 𝛿
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3 o v er e x pr essi o n-i n d u c e d i n v a gi n ati o n i n li v e ti m e a n d                 

o bs er v e i m m e di at e Nt E X O 7 0 A 1 a r e cr uit m e nt t o t h e str u ct ur e, t h us eli mi n ati n g p ossi bilit y t h at                 

t h e Nt E X O 7 0 A 1 a P M r e cr uit m e nt is a s e c o n d ar y eff e ct of p ert ur b e d p oll e n t u b e ti p gr o wt h                      

( S u p pl e m e nt ar y fi g. S 4; S u p pl e m e nt ar y m o vi e 1). 

  

http://www.plantphysiol.org/content/173/3/1659.long#ref-31


N e xt, w e d e ci d e d t o i n v esti g at e t h e r ol e of t h e a ni o ni c p h os p h oli pi ds i n E X O 7 0 A 1 P M                    

r e cr uit m e nt i n Ar a bi d o psis r o ot e pi d er m al c ells. Si n c e p h e n ot y p e of pi p 5 k 1 pi p 5 k 2 d o u bl e m ut a nt                    

pl a nts (Is c h e b e c k et al., 2 0 1 3) str o n gl y r es e m bl es p h e n ot y p e of t h e e x o 7 0 A 1 m ut a nt ( S y n e k et al.                       

2 0 0 6, Dr d o v á et al., 2 0 1 3) i n cl u di n g l o n g e vit y a n d r e d u c e d a pi c al d o mi n a n c e, w e i m m e di at el y                    

s us p e ct e d PI P 2 t o pl a y ess e nti al r ol e i n E X O 7 0 A 1 r e cr uit m e nt i n Ar a bi d o psis s p or o p h yt e tiss u es.                     

T o t est t his h y p ot h esis, w e cr oss e d t h e li n e e x pr essi n g G F P: E X O 7 0 A 1 wit h pl a nts h o m o z y g o us                  

f or pi p 5 k 2 m ut ati o n a n d h et er o z y g o us f or pi p 5 k 1 m ut ati o n ( pi p 5 k 1 pi p 5 k 2 d o u bl e m ut a nts ar e              

i nf ertil e; Is c h e b e c k et al., 2 0 1 3). I n t h e n e xt g e n er ati o n, w e c o m p ar e d G F P: E X O 7 0 A 1                   

s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n i n r o ot c ells of pi p 5 k 1 pi p 5 k 2 d o u bl e m ut a nts (i d e ntifi e d a c c or di n g t o                  

gr o wt h p h e n ot y p e a n d s u bs e q u e ntl y c o nfir m e d b y g e n ot y pi n g) a n d c o ntr ol pl a nts b y s pi n ni n g                   

dis k c o nf o c al mi cr os c o p y ( Fi g. 7). S ur prisi n gl y, G F P: E X O 7 0 A 1 l o c ali z ati o n i n pi p 5 k 1 pi p 5 k 2
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d o u bl e m ut a nts m at c h e d l o c ali z ati o n p att er n o bs er v e d i n c o ntr ol pl a nts a n d n o r e d u c e d                    

E X O 7 0 A 1 P M bi n di n g i n t h e d o u bl e m ut a nt pl a nts w as o bs er v e d. T o i n v esti g at e p ot e nti al w e a k                       

l o c ali z ati o n p h e n ot y p e, w e m e as ur e d t h e r ati o of si g n al i nt e nsit y at t h e o ut er l at er al P M a n d i n                       

t h e u n d erl yi n g c orti c al c yt o pl as m as a h all m ar k of E X O 7 0 A 1- P M affi nit y. H o w e v er, n o                  

si g nifi c a nt diff er e n c e b et w e e n c o ntr ol a n d d o u bl e m ut a nt pl a nts w as m e as ur e d ( Fi g. 7). I n or d er                        

t o t est t h e r ol e of ot h er a ni o ni c p h os p h oli pi ds i n E X O 7 0 A 1 P M r e cr uit m e nt i n Ar a bi d o psis r o ot                      

c ells, w e a p pli e d est a blis h e d p h ar m a c ol o gi c al i n hi bit ors of p h os p h oli pi d m o dif yi n g e n z y m es. It                

w as pr e vi o usl y s h o w n t h at P M l o c ali z ati o n of t h e P A pr o b e S p o 2 0 ( Pl atr e et al., 2 0 1 8) a n d t h e                         

PI 4 P pr o b e P H- F A P P 1 ( Si m o n et al., 2 0 1 6) is c o m pl et el y l ost u p o n a p pli c ati o n of D G K i n hi bit or                        

R 5 9 0 2 2 a n d PI 4 P i n hi bit or P A O, r es p e cti v el y. W e t h us tr e at e d G F P: E X O 7 0 A 1 e x pr essi n g                   

s e e dli n gs wit h R 5 9 0 2 2, P A O or c o m bi n ati o n of b ot h i n hi bit ors, m o nit or e d E X O 7 0 A 1                  

l o c ali z ati o n i n r o ot c ells a n d c o m p ar e d t h e r es ults wit h c o ntr ol D M S O tr e at e d s e e dli n gs ( Fi g. 7).                         

E X O 7 0 A 1 r e cr uit m e nt t o t h e o ut er l at er al m e m br a n e w as mil dl y b ut si g nifi c a ntl y r e d u c e d u p o n                     

R 5 9 0 2 2 tr e at m e nt, dr asti c all y d e cr e as e d aft er P A O tr e at m e nt a n d c o m pl et el y l ost w h e n                     

c o m bi n ati o n of b ot h i n hi bit ors w as a p pli e d. B esi d es t h e d o c u m e nt e d l oss of o ut er l at er al P M                      

si g n al ( Fi g. 7), r e d u cti o n ( P A O tr e at m e nt) a n d l oss of P M l o c ali z ati o n ( c o m bi n e d tr e at m e nt) w as                     

als o o bs er v e d i n t h e c as e of a pi c al, b as al a n d i n n er l at er al P M. O ur r es ults t h us u n c o v er e d                            



c o m pl e m e nt ar y c o ntri b uti o n of PI 4 P a n d P A i n t h e E X O 7 0 A 1 P M r e cr uit m e nt i n Ar a bi d o psis                 

r o ot e pi d er mis a n d c ort e x a n d n e gli gi bl e r ol e of t h e PI P2  i n t his pr o c ess. 

 

C o ns e r v e d C-t e r mi n al l ysi n e r esi d u es a r e c r u ci al f o r P M r e c r uit m e nt of E X O 7 0 A 1 b y                   

i nt e r a cti o n wit h a ci di c p h os p h oli pi ds 

 

W e r e c e ntl y us e d a v ail a bl e str u ct ur al d at a o n y e ast E x o 7 0 p a n d c h ar a ct eri z e d its i nt er a cti o n wit h                       

t h e m e m br a n e c o nt ai ni n g PI P2 b y t h e m e a ns of c o ars e- gr ai n e d m ol e c ul ar d y n a mi cs si m ul ati o ns                   

( Pl es k ot et al., 2 0 1 5). W e t o o k a n a d v a nt a g e of t his a p pr o a c h t o el u ci d at e str u ct ur al d et ails of t h e                        

i nt er a cti o n b et w e e n Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1 a n d a m e m br a n e c o nt ai ni n g a ni o ni c p h os p h oli pi ds.                

T o t his e n d, w e c o nstr u ct e d a m o d el of Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1 ( a mi n o a ci d r esi d u es 6 7- 6 3 0)                        

usi n g h o m ol o g y- b as e d m o d elli n g a p pr o a c h wit h t h e cr yst alli z e d n e ar f ull-l e n gt h y e ast a n d                   

m a m m ali a n E X O 7 0 str u ct ur es t o g et h er wit h p arti al Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1 str u ct ur e ( p d b c o d es                     

2 P F V, 2 P F T a n d 4 R L 5, r es p e cti v el y) us e d as t e m pl at es.  

 

H a vi n g a r eli a bl e m o d el of t h e al m ost f ull-l e n gt h Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1, w e p erf or m e d s eri es of                      

c o ars e- gr ai n e d m ol e c ul ar d y n a mi cs si m ul ati o ns ( M D). T h e a d v a nt a g e of C G f or c e fi el ds is t h at                     

t h e y e n a bl e t o si m ul at e bi g g er s yst e ms f or l o n g er ti m es a n d t h us t h e y ar e a v al u a bl e t o ol t o st u d y                            

bi ol o gi c al p h e n o m e n a. T o st u d y t h e ass o ci ati o n of E X O 7 0 A 1 wit h a m e m br a n e, w e p erf or m e d                    

f o ur i n d e p e n d e nt C G- M D si m ul ati o ns. O ut of t h e t hr e e a ni o ni c p h os p h oli pi ds i nt er a cti n g wit h                   

E X O 7 0 A 1 i n vitr o, t h e PI P 2, PI 4 P a n d P A, t h e i nt er a cti o n wit h P A i n vi v o w as c o nfir m e d i n b ot h                 
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bi ol o gi c al s yst e ms t est e d, n a m el y t h e t o b a c c o p oll e n t u b e a n d Ar a bi d o psis r o ot e pi d er mis.                     

F urt h er m or e, t h e PI 4 P a n d PI P 2 b e ar m or e n e g ati v e c h ar g e t h a n t h e P A a n d w o ul d t h us                          

c o nstit ut e l ess stri n g e nt o pti o n f or t h e M D si m ul ati o n t esti n g c a p a cit y of i n di vi d u al a mi n o a ci d                        

r esi d u es of t h e E X O 7 0 A 1 f or its m e m br a n e r e cr uit m e nt b y a ni o ni c p h os p h oli pi ds. T h er ef or e, w e                  

c h os e P A as t h e a ni o ni c li pi d s p e ci es us e d i n si m ul ati o ns el u ci d ati n g d et ails of E X O 7 0 A 1                      

r e cr uit m e nt b y t h e P M a ni o ni c p h os p h oli pi ds. I n all p erf or m e d si m ul ati o ns ( e a c h of t h e 1 μs                    

l e n gt h), w e o bs er v e d bi n di n g of E X O 7 0 A 1 t o t h e li pi d bil a y er c o nt ai ni n g P A. Aft er 1 μs, t h e                        

w h ol e m ol e c ul e of E X O 7 0 A 1 ass o ci at e d wit h t h e m e m br a n e vi a s e v er al P A- bi n di n g sit es i n a                      



si mil ar m a n n er as its y e ast c o u nt er p art wit h t h e m e m br a n e c o nt ai ni n g PI P 2 ( Fi g. 8, Pl es k ot et al.,                        

2 0 1 5). Si mil arl y t o y e ast E x o 7 0 p, t h e a n al ysis of t h e a mi n o a ci d r esi d u es i n v ol v e d i n t h e                       

i nt er a cti o n of E X O 7 0 A 1 wit h P A r e v e al e d t h at t h e hi g h est n u m b er of i nt er a cti n g p ositi v el y                     

c h ar g e d r esi d u es is l o c at e d at t h e C-t er mi n al p art, a r e gi o n c orr es p o n di n g t o t h e d o m ai ns C a n d                      

D of t h e E X O 7 0 ( Fi g. 8).  

 

I n or d er t o c o nfir m t h e pr o p os e d t h e or eti c al c o n cl usi o ns a c q uir e d usi n g C G- M D si m ul ati o ns, w e                      

pr e p ar e d E X O 7 0 A 1 c o nstr u cts wit h t h e fi v e l ysi n e r esi d u es m ostl y i nt er a cti n g wit h P A                      

m ol e c ul es ( K 3 9 3, K 4 6 2, K 5 4 9, K 6 0 7, K 6 1 1; Fi g. 8) s u bstit ut e d f or gl ut a m at e r esi d u es usi n g                       

sit e- dir e ct e d m ut a g e n esis o n t h e f ull-l e n gt h E X O 7 0 A 1 C D S. S u c h s u bstit uti o ns i n v ert e d p ositi v e                 

s urf a c e of t h e pr ot ei n t o n e g ati v e, as r e v e al e d b y str u ct ur al h o m ol o g y m o d eli n g ( Fi g. 9). W e                      

pr e p ar e d N-t er mi n al G S T f usi o n of t h e m ut at e d E X O 7 0 A 1, e x pr ess e d t h e pr ot ei n i n E. c oli,                     

p urifi e d t h e pr ot ei n a n d p erf or m e d L U V c o-s e di m e nt ati o n ass a ys. I n c o ntr ast t o t h e W T                    

E X O 7 0 A 1, E X O 7 0 A 1-( 5 x) K/ E l ost t h e a bilit y t o s p e cifi c all y bi n d P A i n vitr o ( Fi g. 9). T o t est                   

t h e ess e nti al f u n cti o n of t h e c a n di d at e E X O 7 0 A 1 r esi d u es f or t h e pr ot ei n r e cr uit m e nt t o P M i n                      

pl a nt a , w e t h e n pr e p ar e d wil d-t y p e a n d e x o 7 0 A 1 li n es st a bl y e x pr essi n g t h e m ut at e d E X O 7 0 A 1                    

t a g g e d wit h G F P at t h e N-t er mi n us usi n g t h e s a m e v e ct or as pr e vi o usl y e m pl o y e d f or t h e                       

e x pr essi o n of f ull-l e n gt h a n d tr u n c at e d E X O 7 0 A 1 v ersi o ns. As pr e di ct e d, s u bstit uti o ns of t h e k e y                  

l ysi n e r esi d u es f or gl ut a m at e r es ult e d i n c o m pl et e l oss of E X O 7 0 A 1 P M bi n di n g. I n a gr e e m e nt                      

wit h e x p eri m e nts i n v ol vi n g tr u n c at e d E X O 7 0 A 1 v ersi o ns, t h e G F P: E X O 7 0 A 1 wit h m ut at e d k e y                  

r esi d u es w as n ot c a p a bl e t o f ull y c o m pl e m e nt t h e e x o 7 0 A 1  m ut a nt ( Fi g. 1 0). 

 

I n or d er t o t est e v ol uti o n ar y c o ns er v e d r ol e of t h e l ysi n e r esi d u es criti c al f or P M bi n di n g                        

b et w e e n Ar a bi d o psis a n d t o b a c c o, w e pr e p ar e d ( 5 x) K/ E v ersi o n of t h e t o b a c c o Nt E X O 7 0 A 1 a,                  

a n al o g o us t o t h e Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1-( 5 x) K/ E v ari a nt. W h e n tr a nsi e ntl y e x pr ess e d,              

Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a-( 5 x) K/ E dis pl a ys c o m pl et e l oss of P M si g n al w h e n c o m p ar e d t o W T                   

Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a i n b ot h gr o wi n g p oll e n t u b es a n d i n p oll e n t u b es o v er e x pr essi n g t h e                   

p arti c ul ar c o nstr u ct ( Fi g. 1 1). M or e o v er, w hil e o v er e x pr essi o n of PI P 5 K 5 or P L D 𝛿 3 
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, as als o                     

pr es e nt e d i n Fi g. 6, l e a ds t o e n h a n c e d r e cr uit m e nt of Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a t o P M, it d o es n ot                     



r e cr uit Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a-( 5 x) K/ E t o P M ( Fi g. 1 1) e v e n i n t h e p oll e n t u b es wit h str o n g                     

m or p h ol o gi c al d e vi ati o ns c a us e d b y el e v at e d l e v el of p arti c ul ar p h os p h oli pi ds. T h es e p h e n ot y p es                  

ar e k n o w n t o r es ult fr o m t h e str o n g el e v ati o n of PI P 2 (Is c h e b e c k et al., 2 0 0 8) or P A ( P ej c h ar et                           

al., i n pr e p) l e v el. T h e f a ct t h at e v e n i n t h e e xtr e m el y d ef or m e d p oll e n t u b es wit h s plit gr o wt h                              

a p e x or m e m br a n e i n v a gi n ati o ns d u e t o t h e el e v at e d P A/ PI P 2 l e v el ar e u n a bl e t o r e cr uit t h e                      

Y F P: Nt E X O A 1 a-( 5 x) K/ E t o t h e pl as m a m e m br a n e f ull y s u p p orts n oti o n t h at t h e k e y                    

e v ol uti o n ar y c o ns er v e d r esi d u es pl a y ess e nti al r ol e i n E X O 7 0 A 1 bi n di n g t o a ci di c p h os p h oli pi ds.                   

U nli k e t h e W T E X O 7 0 A 1, t h e m ut at e d E X O 7 0 A 1 t h us c a n n ot bi n d a ni o ni c p h os p h oli pi ds a n d                     

t h e s a m e a mi n o a ci d r esi d u es ar e ess e nti al f or t h e i nt er a cti o n wit h a ci di c p h os p h oli pi ds i n                      

Ar a bi d o psis a n d t o b a c c o. 

 

Dis c ussi o n 

 

O ur c o m pr e h e nsi v e i n vi v o pr ot ei n- pr ot ei n i nt er a cti o n a n al ysis of t h e pl a nt e x o c yst d e m o nstr at e d                

pr es e n c e of t w o e v ol uti o n ar y c o ns er v e d m o d ul es k n o w n fr o m t h e O pist h o k o nt m o d el s yst e ms.                   

Aft er i m pr o vi n g t h e k n o w n i nt er a cti o n m a p of pl a nt e x o c yst c o m pl e x, w e f urt h er f o c us e d o n                       

m e c h a nis ms of its t ar g eti n g. M ut at e d v ersi o ns of S E C 3 a i n c a p a bl e of PI P 2 bi n di n g w er e                     

pr e vi o usl y s h o w n t o n e v ert h el ess b e a bl e t o r e a c h P M i n Ar a bi d o psis p oll e n, pr o b a bl y d u e t o                     

m e m br a n e t ar g eti n g of w h ol e e x o c yst c o m pl e x b y t h e E X O 7 0 s u b u nit ( Bl o c h et al., 2 0 1 6). T his                        

s u g g ests ess e nti al r ol e of E X O 7 0 f or pl a nt e x o c yst P M t ar g eti n g a n d o nl y a u xili ar y f u n cti o n of                        

S E C 3 i n t h e pr o c ess. W e h a v e i n d e e d c o nfir m e d t h at f u n cti o n al E X O 7 0 A 1 is cr u ci al f or t h e                       

d eli v er y of ot h er e x o c yst s u b u nits i n cl u di n g S E C 3 t o P M i n e pi d er m al a n d c orti c al r o ot c ells. O n                         

t h e ot h er h a n d, c or e e x o c yst s u b u nits pr o p erl y l o c ali z e t o m at uri n g c ell pl at e e v e n i n a bs e n c e of                           

E X O 7 0 A 1, w hi c h is i n c o n c ert wit h o nl y mil d a n d tr a nsi e nt c yt o ki n eti c p h e n ot y p e of e x o 7 0 A 1                       

m ut a nt ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 3). I n diff er e nti ati n g x yl e m, e x o c yst l o c ali z es t o t h e sit es of                    

s e c o n d ar y c ell d e p ositi o n vi a i n dir e ct i nt er a cti o n wit h c orti c al mi cr ot u b ul es, w hi c h i n v ol v es                   

E X O 7 0 A 1 b ut is p artl y f u n cti o n al i n e x o 7 0 A 1
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m ut a nt d u e t o t et h eri n g t o V E T H- C O G 2 b y ot h er                     

e x o c yst s u b u nits ( V u k aši n o vi ć et al., 2 0 1 7). O n t h e ot h er h a n d, e x o c yst t ar g eti n g t o pr os p e cti v e                     

c as p ari a n stri p is d e p e n d e nt o n E X O 7 0 A 1, w hi c h w as d o c u m e nt e d b y G F P: S E C 8                 



misl o c ali z ati o n i n e x o 7 0 A 1 m ut a nt pl a nts ( K al m b a c h et al., 2 0 1 7). E X O 7 0 A 1 t h us pl a ys                    

ess e nti al r ol e i n e x o c yst t ar g eti n g i n s o m e b ut n ot all s c e n ari os, d e p e n di n g o n c ell t y p es a n d                       

m e m br a n e d o m ai ns i n v ol v e d. T h e c o m pl e x c a n b e t ar g et e d b y ot h er E X O 7 0 is of or ms or b y                      

i nt er a cti o n of c or e s u b u nits wit h s p e cifi c pr ot ei n p art n ers li k e i n c as e of d e v el o pi n g x yl e m                        

( V u k aši n o vi ć et al., 2 0 1 7). 

 

W hil e PI P 2 is wi d el y r e c o g ni z e d as p art of a ni m al a n d y e ast P M i d e ntit y b ar c o d e r es p o nsi bl e f or                         

E X O 7 0 r e cr uit m e nt ( Pl atr e a n d J aill ais, 2 0 1 7), E X O 7 0 A 1 is c a p a bl e t o dir e ctl y bi n d s e v er al                       

a ni o ni c p h os p h oli pi ds wit h str o n g affi nit y t o w ar ds P A, PI 4 P a n d PI P 2 i n vitr o a n d i n vi v o. PI 4 P                       

w as als o s h o w n t o i nt er a ct wit h a ni m al a n d y e ast E X O 7 0 b ut wit h 1 0 x ( Li u et al., 2 0 0 7) a n d 2 0 x                             

( H e et al., 2 0 0 7) l o w er affi nit y w h e n c o m p ar e d t o PI P2 - m e di at e d i nt er a cti o n, r es p e cti v el y. R ol e                    

of PI 4 P i n r e cr uit m e nt of O pist h o k o nt e x o c yst t o P M is t h us c o nsi d er e d n e gli gi bl e d u e t o                       

l o c ali z ati o n of m ost PI 4 P c ell ul ar p o ol at G ol gi a p p ar at us ( Pl atr e a n d J aill ais, 2 0 1 7). O n t h e ot h er                          

h a n d, pl a nt pl as m a m e m br a n e c o nt ai ns s u bst a nti al p o ol of PI 4 P, l ar g el y r es p o nsi bl e f or its                      

n e g ati v e c h ar g e ( Si m o n et al., 2 0 1 6). Li pi d o mi c a n al ys es u n c o v er e d c o m p ar a bl e PI P 2 a n d PI 4 P                      

c o nt e nt i n t o b a c c o l e af a n d B Y 2 P M fr a cti o ns ( F urt et al., 2 0 1 0) a n d 5: 1 PI 4 P: PI P 2 r ati o i n                            

Ar a bi d o psis s e e dli n gs (Is c h e b e c k et al., 2 0 1 3) a n d Ar a bi d o psis l e af P M fr a cti o n ( K ö ni g et al.,                     

2 0 0 8), f urt h er s u g g esti n g i m p ort a n c e of PI 4 P as a P M h all m ar k r e cr uiti n g eff e ct or pr ot ei ns.                      

I n d e e d, w e o bs er v e d dr a m ati c l oss of E X O 7 0 A 1 m e m br a n e si g n al i n r o ot tiss u es u p o n                      

p h ar m a c ol o gi c al q u e n c hi n g of PI 4 P.  

 

St u di es a d dr essi n g O pist h o k o nt E X O 7 0s affi nit y t o w ar ds p h os p h oli pi ds n e v er i n cl u d e d P A,                 

p artl y d u e t o n e gli gi bl e l e v els of P A i n n o n-sti m ul at e d a ni m al c ells ( Z e ni o u- M e y er et al., 2 0 0 7)                    

a n d p artl y d u e t o s m all e m p h asi z e p ut o n r ol e of P A i n P M or g a ni z ati o n a n d r e g ul ati o n. O n t h e                       

ot h er h a n d, s e v er al p ast y e ars of pl a nt c ell r es e ar c h h a v e br o u g ht s u bst a nti al e vi d e n c e f or vit al                          

c o ntri b uti o n of P A t o pl a nt P M c o m p ositi o n. Li pi d o mi cs of t o b a c c o l e af a n d B Y 2 c ell P M                        

fr a cti o n d e m o nstr at e d 5- 1 0 ti m es hi g h er P A t h a n PI P2
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c o nt e nt ( F urt et al., 2 0 1 0) a n d P A l e v el i n                          

pl a nt tiss u es f urt h er ris es d uri n g bi oti c a n d a bi oti c str ess es ( T est eri n k a n d M u n ni k, 2 0 1 1).                         

I m p ort a n c e of pl a nt P A si g n ali n g is als o r efl e ct e d b y e x p a nsi o n of g e n es e n c o di n g P A pr o d u ci n g                       



e n z y m es i n pl a nt e v ol uti o n ( Pl es k ot et al., 2 0 1 2 a). S e v er al c a n di d at e P A i nt er a ct ors, i n cl u di n g                     

c o m p o n e nts of si g n ali n g p at h w a ys, e n d o c yti c m a c hi n er y a n d c yt os k el et al r e g ul at ors, w er e                 

i d e ntifi e d i n pr ot e o mi c s cr e e ns of pl a nt tiss u es u n d er n or m al a n d str ess e d c o n diti o ns ( T est eri n k                      

et al., 2 0 0 4; M c L o u g hli n et al., 2 0 1 3). Dir e ct i nt er a cti o n of s el e ct e d pl a nt pr ot ei ns wit h P A w as                        

s u bs e q u e ntl y r e p ort e d ( C h o u d h ur y a n d P a n d e y, 2 0 1 7; Uf er et al., 2 0 1 7) a n d i n c as e of t w o                        

S n R K 2 pr ot ei n ki n as es (J ul k o ws k a et al., 2 0 1 5) a n d t h e mi cr ot u b ul e r e g ul at or M A P 6 5- 1 ( Z h a n g                     

et al., 2 0 1 2) s p e cifi cit y f or P A o v er ot h er a ni o ni c p h os p h oli pi ds w as d o c u m e nt e d. I nt er esti n gl y,                   

t h e a cti n c a p pi n g pr ot ei n, w hi c h is g e n er all y r e g ul at e d b y PI P2 i n e u k ar y ot es, als o i nt er a cts wit h                         

P A i n pl a nts ( H u a n g et al., 2 0 0 6), d u e t o li n e a g e s p e cifi c f e at ur es of t h e pl a nt pr ot ei n t h at dri v e                           

t h e i nt er a cti o n ( Pl es k ot et al., 2 0 1 2 b). 

 

W e dis c o v er e d p arti al c o ntri b uti o n of D G K pr o d u c e d P A i n E X O 7 0 A 1 r e cr uit m e nt t o r o ot                    

e pi d er mis P M. It is p ossi bl e t h at P A pl a ys m or e si g nifi c a nt r ol e i n e x o c yst r e cr uit m e nt d uri n g                         

e x o c yt osis as r es p o ns e t o str ess f a ct ors a n d e n vir o n m e nt al sti m uli, w hi c h i n v ol v es i n cr e as e d P A                    

pr o d u cti o n ( T est eri n k a n d M u n ni k, 2 0 1 1). P A pr o d u ci n g P L D ζ s u bf a mil y pl a ys r ol e i n v ari o us                      

r o ot tr o pis ms a n d m e m br a n e tr affi c ki n g t h at u n d erli es t h es e r e a cti o ns at t h e c ell ul ar l e v el                       

( G al v a n- A m p u di a et al., 2 0 1 3; Li et al., 2 0 0 6; Li a n d X u e, 2 0 0 7; T a ni g u c hi et al., 2 0 1 0). P L D ζ 2                        

is cl e arl y i n v ol v e d i n e x o c yt osis ( Li a n d X u e, 2 0 0 7) a n d it is t h us pr o b a bl e t h at P L D- pr o d u c e d                       

P A c o ntri b ut es t o e x o c yst r e cr uit m e nt d uri n g r e a cti o n t o e n vir o n m e nt al sti m uli. O ur r es ults bri n g                     

f urt h er pi e c e of a c c u m ul ati n g e vi d e n c e t h at d uri n g pl a nt e v ol uti o n P A h as c o m pl e m e nt e d a n d i n                   

s o m e c as es o v ert a k e n r ol e pl a y e d b y PI P 2 i n ot h er e u k ar y ot es, as pr e vi o usl y h y p ot h esi z e d                     

( Pl es k ot et al., 2 0 1 4). 

 

S e v er al P L D a n d D G K is of or ms ar e e x pr ess e d i n g er mi n ati n g p oll e n a n d P A is vit al f or gr o wt h                        

of p oll e n t u b e ( Pl es k ot et al., 2 0 1 2; P ej c h ar et al., i n pr e p), w h er e it a c c u m ul at es i n s u b a pi c al                         

r e gi o n ( P ot o c k ý et al., 2 0 1 4). T o b a c c o E X O 7 0 A 1 a w as pr e vi o usl y o bs er v e d i n d o m ai n w h er e t h e                      

P A ri c h r e gi o n o v erl a ps wit h PI P 2
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m a xi m u m ( S e k er eš et al., 2 0 1 7). It is t h us n ot s ur prisi n g t h at                           

e x p eri m e nt al el e v ati o n of eit h er of t h e li pi ds r es ults i n dr a m ati c Nt E X O 7 0 A 1 a r e cr uit m e nt t o                   

p oll e n t u b e P M. O n t h e ot h er h a n d, E X O 7 0 A 1 P M r e cr uit m e nt is n ot aff e ct e d i n r o ot c ells of                          



PI P 2 d efi ci e nt pi p 5 k 1 pi p 5 k 2 d o u bl e m ut a nt. W hil e t his m ut a nt r es e m bl es p h e n ot y p e of e x o 7 0 A 1                    

c a us e d b y i m p air e d PI N e x o c yt osis ( Dr d o v á et al., 2 0 1 3), t h e pi p 5 k 1 pi p 5 k 2 pl a nts n or m all y                    

r e cr uit E X O 7 0 A 1 t o P M, s o t h eir p h e n ot y p e is pr o b a bl y r es ult of i m p air e d PI N e n d o c yt osis, as                       

ori gi n all y pr o p os e d (Is c h e b e c k et al., 2 0 1 3; T ej os et al., 2 0 1 4).  

 

It is e vi d e nt t h at w hil e E X O 7 0 A 1 pr ot ei n is c a p a bl e t o bi n d v ari o us a ci di c p h os p h oli pi ds, it is                         

r e cr uit e d t o P M i n vi v o b y diff er e nt p arti c ul ar li pi d s p e ci es d e p e n di n g o n c ell t y p e, n a m el y PI 4 P                        

a n d P A i n r o ot e pi d er mis a n d PI P 2 t o g et h er wit h P A i n gr o wi n g p oll e n t u b e. PI P2 als o pr o b a bl y                            

pl a ys r ol e i n E X O 7 0 A 1 r e xr uit m e nt t o mi cr o d o m ai n of pr os p e cti v e C as p ari a n stri p d e p ositi o n,                   

si n c e b ot h PI P 2 m ar k er T u b b y a n d E X O 7 0 A 1 a c c u m ul at e at t h e sit e pri or t o l o c ali z e d C A S P                        

pr ot ei n s e cr eti o n i n diff er e nti ati n g e n d o d er mis ( K al m b a c h et al., 2 0 1 7).  

 

Usi n g M D si m ul ati o n wit h virt u al m e m br a n e c o m p os e d of 2 0 % P A a n d 8 0 % P C, w e i d e ntifi e d                        

E X O 7 0 A 1 a mi n o a ci d r esi d u es bi ol o gi c all y r el e v a nt f or i nt er a cti o n wit h all 3 m aj or P M a ni o ni c                       

p h os p h oli pi ds. E X O 7 0 A 1 ( 5 x) K/ E m ut a nt l ost a bilit y t o i nt er a ct wit h b ot h r o ot e pi d er m al                      

m e m br a n e ( n or m all y dri v e n b y P A a n d PI 4 P) a n d p oll e n t u b e ti p ( n or m all y dri v e n b y P A a n d                       

PI P 2 ). W e pr o v e d t h at t h e s a m e r esi d u es ar e r e q uir e d f or E X O 7 0 A 1 P M i nt er a cti o n i n                       

Ar a bi d o psis a n d t o b a c c o. Si n c e Br assi c a c e a e a n d S ol a n a c e a e b el o n g t o diff er e nt cl a d es of c or e                    

e u di c ots ( C h as e et al., 2 0 1 6), t h e m e c h a nis m is pr o b a bl y c o ns er v e d a m o n g m ost a n gi os p er ms.   

 

It is n ot cl e ar, w h et h er P A, PI 4 P a n d PI P2 pl a y r e d u n d a nt r ol e i n E X O 7 0 A 1 attr a cti o n b as e d o n                           

n et n e g ati v e c h ar g e of t h e li pi ds r e g ar dl ess of t h eir i d e ntit y or w h et h er s p e cifi c c o m bi n ati o n of                       

t h e li pi ds c a n a ct s y n er gisti c all y i n E X O 7 0 A 1 r e cr uit m e nt t o P M, as s u g g est e d b y Nt E X O 7 0 A 1 a                   

l o c ali z ati o n t o r e gi o n of P A a n d PI P2
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o v erl a p i n p oll e n t u b e ( S e k er eš et al., 2 0 1 7). T o t a c kl e t his                          

iss u e i n t h e f ut ur e, q u a ntit ati v e m e as ur e m e nts of E X O 7 0 A 1 i nt er a cti o n wit h li p os o m es                 

c o nt ai ni n g diff er e nt r ati os of m or e a ni o ni c p h os p h oli pi ds c o m bi n e d will b e r e q uir e d. Cl e arl y,                    

m ol e c ul arl y y et u ni d e ntifi e d pr ot ei n f a ct ors als o c o ntri b ut e t o t h e e x o c yst P M t ar g eti n g a n d w e                     

t h us h y p ot h esi z e t h at E X O 7 0 A 1 t ar g eti n g is dri v e n b y c oi n ci d e nt d et e cti o n of li pi ds a n d                     

tiss u e-s p e cifi c pr ot ei n i nt er a cti o n p art n ers. S u c h c oi n ci d e nt d et e cti o n is a g e n er al m e c h a nis m of                    



fi n e-t u n e d pr ot ei n r e cr uit m e nt t o t ar g et or g a n ell es a n d m e m br a n e mi cr o d o m ai ns ( S ali b a et al.,                  

2 0 1 5) a n d is k n o w n t o b e i n v ol v e d i n a ni m al ( Li u et al., 2 0 0 7; D u pr a z et al., 2 0 0 9) a n d y e ast                           

E X O 7 0 t ar g eti n g ( R o bi ns o n et al., 1 9 9 9; H e et al., 2 0 0 7; W u et al., 2 0 1 0). I n d e e d, fr o m t w o                         

cl os el y r el at e d t o b a c c o p ar al o gs, Nt E X O 7 0 A 1 a n ati v el y e x pr ess e d i n p oll e n l o c ali z es t o disti n ct                    

P M d o m ai n i n p oll e n t u b e, w hil e its cl os est h o m ol o g Nt E X O 7 0 A 1 b, n or m all y n ot pr es e nt i n                      

p oll e n, d o es n ot l o c ali z e t o P M w h e n e ct o pi c all y e x pr ess e d i n p oll e n t u b e ( S e k er eš et al., 2 0 1 7),                         

d es pit e t h e f a ct t h at it s h ar es all p ositi v el y c h ar g e d l ysi n e a n d ar gi ni n e r esi d u es wit h t h e                         

Nt E X O 7 0 A 1 a. It t h us s e e ms t h at pr ot ei n i nt er a ct or s p e cifi c f or Nt E X O 7 0 A 1 a s u p pl e m e nts                 

li pi d- b as e d i nt er a cti o n wit h P M a n d m a k es it str o n g e n o u g h t o r e cr uit t h e E X O 7 0. R ol e of                         

pr ot ei n i nt er a cti o n p art n er RI N 4 w as r e c e ntl y s h o w n i n P M r e cr uit m e nt of t h e E X O 7 0 B 1                      

is of or m ( S a b ol et al., 2 0 1 7). 

 

O ur pi o n e eri n g w or k a d dr essi n g P M t ar g eti n g of E X O 7 0 A 1 o p e ns d o or f or f ut ur e c o m p ar ati v e                     

st u di es f o c us e d o n s p e cifi c i nt er a cti o ns of ot h er pl a nt E X O 7 0 is of or ms wit h li pi ds. Pi e c es of                        

e vi d e n c e s u p p orti n g ori gi n al h y p ot h esis t h at diff er e nt E X O 7 0 is of or ms l o c ali z e t o disti n ct                    

m e m br a n e d o m ai ns of pl a nt c ell ( Ž árs k ý et al., 2 0 0 9 ) h a v e r e c e ntl y a c c u m ul at e d ( S e k er eš et al.,                      

2 0 1 7; K uli c h et al., 2 0 1 8; Ort m a n n o v á et al., s u b mitt e d). At l e ast p art of t his s p e cifi cit y will                       

d efi nit el y b e e x pl ai n e d b y diff er e nti al i nt er a cti o n of E X O 7 0 is of or ms wit h p arti c ul ar li pi d                    

s p e ci es.  

 

W hil e E X O 7 0 A 1 dri v es g e n er al s e cr eti o n t o m a n y pl a nt c ell P M d o m ai ns, s u b c ell ul ar                      

l o c ali z ati o n of ot h er is of or ms is m or e f o c us e d. It is t h us als o p ossi bl e t h at li pi d i nt er a cti o ns of                         

s o m e E X O 7 0s will b e m or e s p e cifi c, u nli k e i nt er a cti o n of E X O 7 0 A 1 wit h diff er e nt a ni o ni c                       

p h os p h oli pi ds. F or e x a m pl e, m e m br a n e d o m ai n of Nt E X O 7 0 B 1 l ar g el y o v erl a ps wit h P A                  

m a xi m u m ( S e k er eš et al., 2 0 1 7), s u g g esti n g p ot e nti al s el e cti vit y t o w ar ds P A. Si n c e s o m e E X O 7 0                      

is of or ms f u n cti o n i n diff er e nt c o m p art m e nts t h a n P M, li k e i n v ol v e m e nt of Ar a bi d o psis                

E X O 7 0 B 1 i n a ut o p h a g y ( K uli c h et al., 2 0 1 3), i nt er a cti o ns wit h n o n P M li pi ds, li k e                      

p h os p h ati d yli n osit ol 3- p h os p h at e, ar e als o p ossi bl e. 
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I n s u m m ar y, o ur st u d y s h o ws t h at w hil e o v er all ar c hit e ct ur e of t h e e x o c yst c o m pl e x is c o ns er v e d                        

b et w e e n pl a nts a n d O pist h o k o nts, t h e m e c h a nis m of e x o c yst t ar g eti n g t o t ar g et m e m br a n e is fi n e                    

t u n e d t o t h e m ol e c ul ar i d e ntit y of t h e pl a nt pl as m a m e m br a n e b y a bilit y of t h e E X O 7 0 A 1 t o bi n d                         

n ot o nl y PI P 2 b ut als o PI 4 P a n d P A, w hi c h ar e c o ntri b uti n g t o pl a nt P M n e g ati v e c h ar g e a n d                          

m ol e c ul ar i d e ntit y. O ur a p pr o a c h c o m bi ni n g a d v a n c e d fl u or es c e nt li v e c ell i m a gi n g, i n vitr o li pi d                     

bi n di n g ass a ys a n d c o m p ut ati o n al m ol e c ul ar d y n a mi cs als o pr o vi d es bl u e pri nt f or f ut ur e st u di es                    

a n al y zi n g m ol e c ul ar m e c h a nis ms of p eri p h er al m e m br a n e pr ot ei ns t ar g eti n g i n pl a nt c ells.   



M at e ri als a n d m et h o ds 

 

M ol e c ul a r cl o ni n g 

T h e f oll o wi n g c o nstr u cts w er e pr e p ar e d d e n o v o f or t h e s a k e of t his st u d y wit h t h e us e of t h e  

pri m ers s u m m ari z e d i n t h e S u p pl e m e nt ar y t a bl e S 1: 

C o nstr u cts e n c o di n g G F P-t a g g e d e x o c yst s u b u nits a n d t h eir tr u n c at e d/ m ut at e d v ari a nts us e d  

f or pr e p ar ati o n of st a bl e Ar a bi d o psis li n es: 

I n or d er t o pr e p ar e t h e p S E C 3 a:: S E C 3 a: G F P c o nstr u ct, w e a m plifi e d S E C 3 a c o di n g s e q u e n c e                   

usi n g t h e S E C 3- F a n d S E C 3- R pri m ers, as w ell as t h e S E C 3 a pr o m ot er usi n g t h e S E C 3 a P- F a n d                        

S E C 3 a P- R pri m ers a n d s u bs e q u e ntl y i ntr o d u c e d t h e fr a g m e nts i nt o p B 7 m 3 4 G W d esti n ati o n                

v e ct or b y G at e w a y B P r e a cti o n. T o pr e p ar e t h e p S E C 1 5 b:: G F P: S E C 1 5 b c o nstr u ct, w e us e d t h e                  

T hr e e Fr a g m e nt M ultisit e G at e w a y str at e g y. First, w e P C R a m plifi e d t h e S E C 1 5 b n ati v e                     

pr o m ot er a n d cl o n e d it i nt o p D O N R T M P 4- P 1 R usi n g p E N T R T M 5´- T O P O ® T A Cl o ni n g ® Kit                   

(I n vitr o g e n) a n d a m plifi e d S E C 1 5 b c o di n g s e q u e n c e wit h pri m ers S E C 1 5 b- F a n d S E C 1 5 b- R a n d                    

cl o n e d it i nt o p D O N R T M P 2 R- P 3 usi n g B P r e a cti o n (I n vitr o g e n). S u bs e q u e ntl y, w e p erf or m e d                  

L R r e a cti o n (I n vitr o g e n) a n d i ntr o d u c e d t h e pr o m ot er wit h t h e c o di n g s e q u e n c e i nt o t h e                     

p B 7 m 3 4 G W d esti n ati o n v e ct or. B ot h p oi nt- m ut at e d a n d tr u n c at e d v ersi o ns of E X O 7 0 A 1 w er e                  

cl o n e d i n a n al o g o us w a y t o t h e f ull-l e n gt h ( wil d-t y p e) v ersi o n p u blis h e d pr e vi o usl y ( Dr d o v a et                     

al., 2 0 1 3). T h e alt er e d c o di n g s e q u e n c e of Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1 ( At 5 g 0 3 5 4 0) w as al w a ys                    

b or d er e d wit h S p e I sit es o n b ot h e n ds d uri n g P C R a m plifi c ati o n ( a S T O P c o d o n w as als o                          

i ntr o d u c e d w h e n n e e d e d) a n d i ns ert e d i nt o t h e X b a I sit e i n a m o difi e d p B A R 1 v e ct or c o nt ai ni n g                        

G F P u pstr e a m of t h e p ol yli n k er t o pr o d u c e p 3 5 S:: G F P: E X O 7 0 A 1 a n d its m ut at e d v ari a nts.                 

P oi nt- m ut at e d v ersi o ns of E X O 7 0 A 1 w er e g e n er at e d b y s eri es of P C R r e a cti o ns ( pri m ers r ef err e d                      

i n t h e S u p pl e m e nt ar y Fil e 2) usi n g t h e i nt er m e di at e P C R pr o d u cts as m e g a pri m ers f or t h e                  

s u bs e q u e nt P C R r e a cti o ns wit h t h e fi n al pr o d u ct cl o n e d i nt o p B A R 1. I n t h e pr ot ei n s e q u e n c e, t h e                        

fi v e l ysi n e r esi d u es 3 3 9, 4 6 2, 5 4 9, 6 0 7, 6 1 1 w er e m ut at e d t o gl ut a m at e r esi d u es, r es p e cti v el y t o                          

g e n er at e v ersi o n i n di c at e d as E X O 7 0 A 1- 5 x E . Pr ot ei n a n d n u cl e oti d e s e q u e n c es of W T a n d                    

m ut at e d E X O 7 0 A 1 v ari a nts ar e list e d i n S u p pl e m e nt ar y Fil e 2. 
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C o nstr u cts f or y e ast t w o h y bri d t est: 



Tr u n c at e d E X O 7 0 A 1 v ersi o ns ( A B--, A B C-, - B C D, a n d -- C D) w er e P C R- a m plifi e d a n d cl o n e d                    

wit h a S T O P c o d o n i nt o t h e p G B K T 7 v e ct or ( Cl o nt e c h) usi n g E c o RI a n d S al I r estri cti o n                         

e n z y m es t o pr o d u c e G A L 4 Bi n di n g d o m ai n f usi o ns ( B D- E X O 7 0 A 1 Δ). 

C o nstr u cts f or e x pr essi o n of E X O 7 0 A 1 a n d its m ut at e d v ari a nt i n E. c oli c ells:  

I n or d er t o i m pr o v e s ol u bilit y of t h e e x pr ess e d pr ot ei n, w e P C R- a m plifi e d t h e E X O 7 0 A 1 c o di n g                     

s e q u e n c e e x cl u di n g t h e v er y N-t er mi n al p art of t h e E X O 7 0 A 1 (t h e first 6 9 tri pl ets), si mil arl y t o                        

t h e pr e vi o us st u di es i n v ol vi n g e x pr essi o n a n d p urifi c ati o n of E X O 7 0 pr ot ei n i n b a ct eri al c ells                      

( H a m b ur g er et al., 2 0 0 6; M o or e et al., 2 0 0 7 a n d Z h a n g et al., 2 0 1 5). T h e s e q u e n c e w as b or d er e d                        

wit h E c o RI a n d S al I r estri cti o n sit es a n d cl o n e d i nt o t h e p G E X 4 T- 2 v e ct or ( Si g m a) t o pr o d u c e a                         

G S T: E X O 7 0 A 1 Δ 1- 6 9 f usi o n pr ot ei n ( n u cl e oti d e s e q u e n c e is pr o vi d e d i n t h e S u p pl e m e nt ar y Fil e                

1). T h e p oi nt- m ut at e d v ari a nt E X O 7 0 A 1- 5 x E w as cl o n e d a n al o gi c all y usi n g t h e s a m e pri m ers                   

wit h t h e pr e vi o usl y pr e p ar e d X X X c o nstr u ct e n c o di n g E X O 7 0 A 1- 5 x E us e d as t h e t e m pl at e.  

C o nstr u cts us e d f or tr a nsi e nt t o b a c c o p oll e n tr a nsf or m ati o n: 

T h e ( 5 x) K/ E p oi nt- m ut at e d v ersi o n of t h e Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a w as g e n er at e d a n al o gi c all y t o t h e                 

Ar a bi d o psis E X O 7 0 m ut a nt v ari a nt wit h pri m ers c o m pl e m e nt ar y t o t h e t o b a c c o Nt E X O 7 0 A 1 a                 

c o di n g s e q u e n c e ( S u p pl e m e nt ar y fil e 2). Pr e vi o usl y p u blis h e d Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a - e n c o di n g              

c o nstr u ct ( S e k er es et al., 2 0 1 7) w as us e d as t h e P C R t e m pl at e. A n al o gi c all y t o t h e p u blis h e d W T                      

v ari a nt of Nt E X O 7 0 A 1 a, t h e n e wl y cr e at e d m ut a nt v ari a nt w as i ntr o d u c e d i nt o t h e p W E N 2 4 0                     

v e ct or ( Kl a hr e et al., 2 0 0 6). 

 

Pl a nt m at e ri al a n d g r o wt h c o n diti o ns 

T o g et h er wit h t h e pr e vi o usl y p u blis h e d Ar a bi d o psis li n es p E X O 8 4 b: E X O 8 4 b: G F P,            

p S E C 6: S E C 6: G F P, p S E C 8: G F P: S E C 8 ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 0), 3 5 S: G F P: E X O 7 0 A 1 ( Dr d o v a EJ            

et al., 2 0 1 3), S E C 1 0 a: G F P ( V u k asi n o vi c et al., 2 0 1 7) a n d U b: S E C 5 a: G F P ( Ort m a n n o v a et al.,               

u n p u blis h e d), f oll o wi n g n o v el c o nstr u cts (f or d et ails, s e e M ol e c ul ar cl o ni n g s e cti o n) w er e                    

i ntr o d u c e d i nt o W T a n d m ut a nt Ar a bi d o psis li n es usi n g t h e A gr o b a ct eri u m t u m ef a ci e ns –                  

m e di at e d tr a nsf or m ati o n b y fl or al di p m et h o d ( Cl o u g h a n d B e nt, 1 9 9 8) 

9 8

: 

 

 



3 5 S:: G F P: E X O 7 0 A 1(- B C D) 

3 5 S:: G F P: E X O 7 0 A 1( A B C-) 

3 5 S:: G F P: E X O 7 0 A 1(-- C D)  

p 3 5 S:: G F P: E X O 7 0 A 1-( 5 x) K/ E  

p S E C 3 a: S E C 3 a: G F P 

p S E C 1 5 b: G F P: S E C 1 5 b 

 

I n or d er t o a n al ys e l o c ali z ati o n t h e G F P-t a g g e d e x o c yst s u b u nits a n d t h eir m ut at e d/tr u n c at e d                  

v ersi o ns i n m ut a nt b a c k gr o u n ds, w e us e d pr e vi o usl y p u blis h e d li n es e x o 7 0 A 1- 2 ( S y n e k et al.,                  

2 0 0 6), e x o 8 4 b- 1 ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 0) a n d t h e pi p 5 k 1 pi p 5 k 2 d o u bl e m ut a nt (Is c h e b e c k et al.,                    

2 0 1 3). D u e t o dr asti c all y r e d u c e d or a bs e nt f ertilit y of t h es e m ut a nt li n es, t h e c orr es p o n di n g                      

c o nstr u cts w er e tr a nsf or m e d i nt o h et er o z y g o us pl a nts. T h e h o m o z y g ot pl a nts f or s u bs e q u e nt                  

a n al ysis w er e s el e ct e d b as e d o n t h e p h e n ot y p e a n d s u bs e q u e ntl y c o nfir m e d b y g e n ot y pi n g.                   

Pri m ers us e d f or g e n ot y pi n g of t h e m ut a nt li n es w er e t h e s a m e as us e d i n t h e ori gi n al st u di es                          

c h ar a ct eri zi n g t h e m ut a nt li n es ( S y n e k et al., 2 0 0 6; F e n dr y c h et al., 2 0 1 0; Is c h e b e c k et al., 2 0 1 3).  

F or t h e a n al ysis of gr o wt h p h e n ot y p e of t h e m ut a nt li n es e x pr essi n g G F P-t a g g e d v ersi o ns of                      

E X O 7 0 A 1, s e e ds w er e s urf a c e st erili z e d ( 7 0 % et h a n ol f or 3 mi n, 1 0 % c o m m er ci al bl e a c h f or 1 0                         

mi n, a n d ri ns e d t hr e e ti m es i n st eril e distill e d w at er) a n d v er n ali z e d f or 3 d a ys at 4 ° C. T h e s e e ds                            

w er e t h e n g er mi n at e d o n v erti c al ½ × M S 1 a g ar pl at es ( h alf-str e n gt h M ur as hi g e a n d S k o o g s alts                       

[ D u c h ef a Bi o c h e mi e] s u p pl e m e nt e d wit h 1 % s u cr os e, vit a mi n mi xt ur e a n d 1. 6 % Pl a nt a g ar                     

[ D u c h ef a Bi o c h e mi e]) at 2 1 ° C a n d 1 6 h of li g ht p er d a y. S e v e n- d a y- ol d s e e dli n gs w er e                    

tr a nsf err e d i nt o t urf p ell ets (Jiff y Pr o d u cts I nt er n ati o n al, N or w a y) a n d gr o w n a g ai n at 2 2 ° C a n d                      

1 6 h of li g ht p er d a y. 

 

C o-i m m u n o p r e ci pit ati o n a n d m ass s p e ct r o m et r y a n al ysis 

F or a n al ysis of i n vi v o i nt er a cti o ns wit hi n t h e e x o c yst c o m pl e x b y c o-i m m u n o pr e ci pit ati o n, w e                  

us e d 1 0 d a ys ol d Ar a bi 

9 9

d o psis s e e dli n gs ( 1 g of s e e dli n gs f or e a c h is ol ati o n). Pr ot ei n i nt er a ct ors                       

of G F P-t a g g e d e x o c yst s u b u nits a n d of fr e e G F P e x pr essi n g li n e us e d as a n e g ati v e c o ntr ol w er e                          

is ol at e d usi n g t h e µ M A C S G F P-t a g g e d pr ot ei n is ol ati o n kit ( Milt e n yi Bi ot e c), a c c or di n g t o t h e                     



m a n uf a ct ur er's i nstr u cti o ns. T h e pr ot o c ol w as m o difi e d i n a w a y t h at t h e pr o vi d e d w as h b uff ers                       

w er e s u bstit ut e d wit h t h e S e c 6/ 8 b uff er ( H ál a et al., 2 0 0 8) d uri n g t h e w as h st e ps. B o u n d pr ot ei ns                           

w er e el ut e d wit h 1 0 0 µ L of t h e pr e h e at e d el uti o n b uff er a n d fl as h fr o z e n i n li q ui d nitr o g e n u ntil                           

f urt h er a n al ysis.  

Aft er i n- g el di g esti o n wit h tr y psi n, el ut e d p e pti d es w er e i d e ntifi e d usi n g U H P L C Di o n e x                       

Ulti m at e 3 0 0 0 R S L C n a n o ( Di o n e x) c o n n e ct e d wit h t h e m ass s p e ctr o m et er E SI- Q- T O F M a xis                   

I m p a ct ( Br u k er). M e as ur e m e nts w er e c arri e d o ut i n p ositi v e i o n m o d e wit h pr e c urs or i o n                    

s el e cti o n i n t h e r a n g e of 4 0 0 t o 1, 4 0 0 m ass-t o- c h ar g e r ati o; u p t o 1 0 pr e c urs or i o ns w er e s el e ct e d                        

f or fr a g m e nt ati o n fr o m e a c h m ass s p e ctr o m etr y s p e ctr u m. P e a k lists w er e e xtr a ct e d fr o m r a w                       

d at a b y D at a A n al ysis v ersi o n 4. 1 ( Br u k er D alt o ni cs) a n d u pl o a d e d t o t h e d at a m a n a g e m e nt                      

s yst e m Pr ot ei ns c a p e ( Br u k er D alt o ni cs). F or pr ot ei n i d e ntifi c ati o n, t h e M as c ot s er v er ( v ersi o n                 

2. 4. 1; M atri x S ci e n c e) w as us e d wit h a c ust o m- m a d e d at a b as e c o nt ai ni n g t o b a c c o v ari et y K 3 2 6                       

a n d S wiss Pr ot pr ot ei ns. 

 

C o nf o c al mi c r os c o p y a n d i m a g e a n al ysis of t h e A r a bi d o psis r o ot c ells   

S e e ds w er e s urf a c e st erili z e d ( 7 0 % et h a n ol f or 3 mi n, 1 0 % c o m m er ci al bl e a c h f or 1 0 mi n, a n d                          

ri ns e d t hr e e ti m es i n st eril e distill e d w at er) a n d v er n ali z e d f or 3 d a ys at 4 ° C. T h e s e e ds w er e t h e n                             

g er mi n at e d o n v erti c al ½ × M S 1 a g ar pl at es ( h alf-str e n gt h M ur as hi g e a n d S k o o g s alts [ D u c h ef a                     

Bi o c h e mi e] s u p pl e m e nt e d wit h 1 % s u cr os e, vit a mi n mi xt ur e a n d 1. 6 % Pl a nt a g ar [ D u c h ef a                     

Bi o c h e mi e]) at 2 1 ° C a n d 1 6 h of li g ht p er d a y. T h e e pi d er m al r o ot c ells of 4- 5 d a ys ol d s e e dli n gs                           

e x pr essi n g wil d-t y p e, tr u n c at e d or p oi nt- m ut at e d G F P: E X O 7 0 A 1 w er e e x a mi n e d usi n g a               

s pi n ni n g dis c c o nf o c al mi cr os c o p e ( Y o k o g a w a C S U- X 1 o n Ni k o n Ti- E pl atf or m, A gil e nt                    

M L C 4 0 0 l as er b o x, Z yl a s C M O S c a m er a b y A n d or, NI S El e m e nts 4. 1 s oft w ar e). A n Pl a n                        

A p o c hr o m at 6 0 x/ 1. 2 w at er i m m ersi o n l e ns w as us e d f or o v er vi e w of G F P: E X O 7 0 A 1                   

l o c ali z ati o n i n t h e r o ot tiss u

1 0 0

e, w hil e a Pl a n A p o c hr o m at 1 0 0 x/ 1. 4 Oil l e ns f or d et ails of                      

pl as m a- m e m br a n e l o c ali z ati o n. S e e dli n gs gr o w n v erti c all y o n ½ × M S 1 a g ar pl at es w er e                   

tr a nsf err e d wit h a s m all bl o c k of a g ar u n d er n e at h i nt o a c h a m b er e d c o v er gl ass L a b- T e k II                       

( T h er m o S ci e ntifi c) wit h a dr o p of w at er a n d pl a c e d u psi d e- d o w n. T h e G F P ( a n d m Or a n g e)                        



fl u or es c e n c e w as r e c or d e d usi n g t h e Z yl a c a m er a ( A n d or) at 1s e x p os ur e ti m e, 4 × a v er a gi n g,                       

wit h t h e fl u or o p h or es e x cit e d b y 4 8 8 a n d 5 6 1 l as er li n es, r es p e cti v el y.  

 

F or t h e d et er mi n ati o n of t h e diss o ci ati o n i n d e x of G F P: E X O 7 0 A 1 si g n al at t h e o ut er l at er al                   

pl as m a m e m br a n e u n d er v ari o us c o n diti o ns, w e first m a n u all y m e as ur e d a v er a g e pi x el i nt e nsit y                      

of t h e pl as m a m e m br a n e si g n al a n d a v er a g e pi x el i nt e nsit y of t h e s m all p art of c yt o pl as m j ust                         

b e n e at h t h e o ut er l at er al pl as m a m e m br a n e usi n g t h e p ol y g o n s el e cti o n i n I m a g eJ s oft w ar e. W e                       

t h e n di vi d e d t h e a v er a g e c orti c al c yt o pl as m pi x el i nt e nsit y b y a v er a g e pl as m a m e m br a n e pi x el                       

i nt e nsit y t o o bt ai n P M diss o ci ati o n i n d e x of t h e p arti c ul ar c ell i n a n al o g o us m a n n er as                     

p u blis h e d/ us e d pr e vi o usl y ( B ar b os a et al., 2 0 1 6).  

Y e ast t w o- h y b ri d ass a y  

T h e y e ast t w o- h y bri d ass a y e m pl o y e d t h e M A T C H M A K E R G A L 4 T w o- H y bri d S yst e m 3                 

( Cl o nt e c h) f oll o wi n g m a n uf a ct ur er’s pr ot o c ols. C ells of t h e A H 1 0 9 y e ast str ai n w er e al w a ys                    

st e p wis e tr a nsf or m e d wit h o n e of t h e B D: E X O 7 0 A 1 tr u n c at e d v ersi o ns as w ell as f ull-l e n gt h                   

E X O 7 0 A 1 or e m pt y p G B K T 7 v e ct or, a n d aft er s el e cti o n (- T R P) b y o n e of e x o c yst s u b u nits                        

(S E C 3 a, S E C 5 a, S E C 6, S E C 8, S E C 1 0 b, S E C 1 5 b, E X O 7 0 A 1, E X O 8 4 b- N , E X O 8 4 b- C ) f us e d wit h                    

t h e G A L 4 A cti v ati o n d o m ai n i n t h e p G A D T 7 v e ct or ( Cl o nt e c h). B D: E X O 7 0 A 1 (f ull-l e n gt h) a n d                   

e x o c yst s u b u nits f us e d t o A D w er e g e n er at e d pr e vi o usl y b y H al a et al. ( 2 0 0 8) a n d F e n dr y c h et al.                         

( 2 0 1 0). D o u bl e tr a nsf or m e d c ells f or all 6 x 9 c o m bi n ati o ns w er e s el e ct e d o n - L e u- Tr p m e di u m.                    

Si n gl e c ol o ni es w er e t h e n s c al e- dil ut e d i n st eril e distill e d w at er a n d dr o p p e d b y 1 0 μl o nt o                        

- A d e- His- L e u- Tr p s el e cti v e m e di u m t o r e v e al pr ot ei n i nt er a cti o ns. 

 

E x p r essi o n a n d p u rifi c ati o n of r e c o m bi n a nt G S T: E X O 7 0 A 1 

G S T: E X O 7 0 A 1 Δ 6 9 a n d G S T: E X O 7 0 A 1 Δ 6 9-( 5 x) K/ E e n c o di n g p G E X 4 T- 2 c o nstr u cts w er e            

tr a nsf or m e d i nt o Es c h eri c hi a c oli Ar cti c E x pr ess ( D E 3) RI L c ells wit h C o d o n Pl us t e c h n ol o g y                    

( Str at a g e n e). B a ct eri al c ult ur e w as gr o w n i n L B m e di u m ( 5 0 ml f or wil d-t y p e or 5 l f or m ut at e d                        

v ersi o n) s u p pl e m e nt e d wit h a m pi cilli n ( 5 0 m g/l) at 3 7 ° C u ntil O D 6 0 0

1 0 1

r e a c h e d 0. 5 – 0. 8, t h e n                      

tr a nsf err e d t o 1 2 ° C a n d pr ot ei n e x pr essi o n w as i n d u c e d f or 2 4 h o urs b y 1 m M is o pr o p yl                        

β- D-t hi o g al a ct osi d e. C ells w er e h ar v est e d b y c e ntrif u g ati o n a n d r es us p e n d e d i n 5 ml or 3 5 ml of                   



l ysis b uff er ( 2 5 m M Tris, 2 5 0 m M N a Cl, 5 m M b et a- m er c a pt o et h a n ol, pr ot e as e i n hi bit ors                      

c o c kt ail ( R o c h e), p H 8. 0) i n t h e c as e of wil d-t y p e or m ut at e d v ersi o n, r es p e cti v el y. Aft er                     

disr u pti o n of c ells b y s o ni c ati o n, t h e l ys at e w as cl e ar e d b y c e ntrif u g ati o n a n d s ol u bl e fr a cti o n                     

w as l o a d e d o n a Gl ut at hi o n e- a g ar os e c ol u m n ( Si g m a), w as h e d t wi c e wit h 1 0 ml of l ysis b uff er t o                        

r e m o v e n o n-s p e cifi c all y b o u n d pr ot ei ns, a n d fi n all y t h e W T or m ut at e d G S T: E X O 7 0 A 1 Δ 6 9                 

pr ot ei n w as el ut e d b y 0. 2 5 ml of 1 M Tris- H Cl ( p H 8. 8) s u p pl e m e nt e d wit h 3 0 m M gl ut at hi o n e.  

P r ot ei n-li pi d bi n di n g ass a y 

W e a n al y z e d bi n di n g of E X O 7 0 A 1 a n d its ( 5 x) K/ E m ut a nt v ari a nt t o l ar g e u nil a m ell ar v esi cl es                       

( L U V) of v ari o us li pi d c o m p ositi o n a c c or di n g t o K o oji m a n et al., 2 0 0 8 usi n g t ot al a m o u nt of 4 0 0                         

n m ol of li pi ds a n d 1 μ g of t h e p arti c ul ar pr ot ei n. 

 

P oll e n T r a nsf o r m ati o n a n d Mi c r os c o pi c A n al ysis 

E x pr essi o n v e ct ors w er e tr a nsf err e d i nt o t o b a c c o p oll e n gr ai ns g er mi n ati n g o n s oli d c ult ur e                     

m e di u m b y p arti cl e b o m b ar d m e nt usi n g a h eli u m- dri v e n p arti cl e- d eli v er y s yst e m ( P D S- 1 0 0 0/ H e;             

Bi o- R a d) as d es cri b e d pr e vi o usl y ( K ost et al., 1 9 9 8 

1 0 2

). P arti cl es w er e c o at e d wit h 1 μ g of D N A f or                          

s u b c ell ul ar pr ot ei n l o c ali z ati o n of t h e Nt E X O 7 0 A 1 a a n d its m ut at e d v ari a ns a n d wit h 5 μ g of                    

D N A of t h e p arti c ul ar p h os p h oli pi d m o dif yi n g e n z y m es f or e x p eri m e nts t esti n g r ol e of                 

p h os p h oli pi ds i n Nt E X O 7 0 A 1 a r e cr uit m e nt t o t h e pl as m a m e m br a n e. F or i m a gi n g of                

Nt E X O 7 0 A 1 a a n d its m ut at e d v ari a nt al o n e u n d er c o n diti o n of o v er e x pr essi o n, w e c o at e d t h e                   

p arti cl es wit h 5 μ g of t h e p arti c ul ar c o nstr u cts. 8- t o 1 0- h- ol d p oll e n t u b es w er e us e d f or t h e                         

o bs er v ati o ns. I m a gi n g w as p erf or m e d wit h a s pi n ni n g dis k c o nf o c al mi cr os c o p e ( Y o k o g a w a                    

C S U- X 1 o n Ni k o n Ti- E pl atf or m, l as er b o x A gil e nt M L C 4 0 0, wit h s C M O S c a m er a A n d or Z yl a)                         

wit h L e ns e Pl a n A p o c hr o m at 6 0 × WI ( n u m eri c al a p ert ur e = 1. 2) o bj e cti v e a n d t h e 4 8 8 l as er li n e.  

F or m e as ur e m e nts of t h e t ot al l e n gt h of Nt E X O 7 0 A 1 a m e m br a n e si g n al u n d er v ari o us                   

c o n diti o ns, w e s u btr a ct e d b a c k gr o u n d si g n al a n d t h e n m a n u all y m e as ur e d t h e l e n gt h of t h e                     

http://www.plantphysiol.org/content/173/3/1659.long#ref-39


p oll e n t u b e m e m br a n e c o v er e d wit h t h e Y F P si g n al ( usi n g s e g m e nt e d li n e a n d l e n gt h                         

m e as ur e m e nts i n I m a g eJ s oft w ar e).  

St r u ct u r al h o m ol o g y m o d elli n g 

3 D m o d el of n e ar f ull-l e n gt h Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1 ( a a 6 9- 6 3 0) w as pr e di ct e d usi n g m o us e                      

( P D B c o d e 2 P F T) a n d p arti al Ar a bi d o psis ( P D B c o d e 4 R L 5) str u ct ur es as a t e m pl at e. M ulti pl e                        

str u ct ur e-s e q u e n c e ali g n m e nt of 2 3 1 E X O 7 0 s e q u e n c es fr o m m ulti pl e e u k ar y oti c li n e a g es w as                    

us e d as a st arti n g p oi nt f or t h e pr e di cti o n usi n g M O D E L L E R 9 v 8 s oft w ar e. 1 0 0 g e n er at e d                      

m o d els w er e e v al u at e d wit h i nt er n al M o d ell er r a n ki n g al g orit h ms ( D O P E- H R, m ol p df a n d Z)                    

a n d t e n b est m o d els w er e f urt h er e v al u at e d usi n g P S V S ( htt p:// ps vs- 1 _ 5- d e v. n es g. or g), Pr os a                    

( htt ps:// pr os a.s er vi c es. c a m e.s b g. a c. at/ pr os a. p h p) a n d W h atIf ( htt p://s wift. c m bi.r u. nl) al g orit h ms.       

T h e b est m o d el s c or e d c o m p ar a bl e t o or e v e n b ett er t h a n e x p eri m e nt al t e m pl at e str u ct ur es ( e. g.                        

Pr os a s c or es f or Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1 m o d el, 2 P F T a n d 4 R L 5 w er e - 1 1. 7 4, - 1 0. 9 9 a n d - 6. 7 9,                        

r es p e cti v el y, l o w er is b ett er).  

C o a rs e- g r ai n e d m ol e c ul a r d y n a mi cs si m ul ati o ns 

T o si m ul at e E X O 7 0 A 1 i nt er a cti o n wit h t h e li pi d bil a y er, w e p erf or m e d s e v er al m ol e c ul ar                     

d y n a mi cs ( M D) si m ul ati o ns. I n t his a p pr o a c h, t h e si m ul at e d s yst e m is c o nsi d er e d as a n e ns e m bl e                     

of i nt er a cti n g p arti cl es, w hi c h ar e ass u m e d t o o b e y t h e l a ws of cl assi c al m e c h a ni cs a n d t h eir                        

m o v e m e nt c a n b e t h us d eri v e d fr o m n u m eri c al s ol uti o n of N e wt o n’s e q u ati o ns of m oti o n.                      

I nt er a cti o ns i n t h e s yst e m ar e d es cri b e d b y f or c e fi el d i n t er ms of p ot e nti al e n er g y f u n cti o n. T o                        

t his e n d, w e us e d t h e M A R TI NI c o ars e- gr ai n e d ( C G) f or c e fi el d ( M arri n k et al., 2 0 0 7, M o nti c elli                        

et al., 2 0 0 8 ; P eri ol e et al., 2 0 0 9), w hi c h is b as e d o n f o ur-t o- o n e m a p pi n g; o n a v er a g e f o ur h e a v y                         

at o ms pl us ass o ci at e d h y dr o g e ns ar e r e pr es e nt e d b y a si n gl e i nt er a cti o n c e nt er, t h e C G p arti cl e.                      

T o c o n v ert t h e str u ct ur e of E X O 7 0 A 1 t o t h e M A R TI NI v 2. 1 C G r e pr es e nt ati o n, w e utili z e d t h e                     

m arti ni z e. p y s cri pt a n d w e us e d t h e E L N E D Y N r e pr es e nt ati o n wit h r c = 0. 9 n m a n d f c = 5 0 0 kJ                     

m ol − 1 n m − 2 ( d e J o n g et al., 2 0 1 3).  T h e  M A R TI NI  C G  m o d el f or                   

1- p al mit o yl- 2- ol e o yl p h os p h ati d yl c h oli n e ( P C) a n d 1- p al mit o yl- 2- ol e o yl p h os p h ati di c a ci d ( P A)          

w as t a k e n fr o m ( I n g ólfss o n et al., 2 0 1 4)

1 0 3

. T h e pr o gr a m G R O M A C S 4. 5. 0 w as us e d f or all M D                          



si m ul ati o ns ( H ess et al., 2 0 0 8). L e n n ar d-J o n es a n d el e ctr ost ati c i nt er a cti o ns w er e s hift e d t o 0                   

b et w e e n 9 a n d 1 2 A a n d b et w e e n 0 a n d 1 2 A, r es p e cti v el y. A r el ati v e di el e ctri c c o nst a nt of 1 5                      

w as us e d. Si m ul ati o ns w er e r u n i n N P T e ns e m bl e. T h e t e m p er at ur e of pr ot ei n, li pi ds, a n d s ol v e nt                        

w as c o u pl e d s e p ar at el y at 3 1 0 K usi n g t h e B er e n ds e n al g orit h m, wit h c o u pli n g c o nst a nt 1. 0 ps.                       

T h e s yst e m pr ess ur e w as c o u pl e d usi n g t h e s a m e al g orit h m wit h c o u pli n g c o nst a nt 3. 0 ps,                        

c o m pr essi bilit y of 3. 0, a n d r ef er e n c e pr ess ur e of 1 b ar. Si m ul ati o ns w er e p erf or m e d usi n g a 2 0 fs                      

i nt e gr ati o n ti m e st e p. I niti all y, pr ot ei n w as pl a c e d 2. 5 n m a p art t h e m e m br a n e, w hi c h w as                        

pr e p ar e d b y t h e i ns a n e. p y s cri pt ( I n g ólfss o n et al., 2 0 1 4), e q uili br at e d a n d d e h y dr at e d b ef or e t h e                     

a d diti o n of t h e pr ot ei n. S u bs e q u e ntl y, w e a d d e d st a n d ar d M A R TI NI w at er a n d N a + i o ns t o                      

e ns ur e el e ctr o n e utr alit y of t h e s yst e m. T h e w h ol e s yst e m w as e n er g y mi ni mi z e d usi n g st e e p est                      

d es c e nt m et h o d u p t o m a xi m u m of 5 0 0 st e ps a n d pr o d u cti o n r u ns w er e p erf or m e d f or 1 0 0 0 ns.                        

St a n d ar d Gr o m a cs t o ols as w ell as i n- h o us e c o d es w er e us e d f or a n al ysis. T h e V M D pr o gr a m                          

w as us e d t o pr e p ar e fi g ur es ( H u m p hr e y et al., 1 9 9 6 ). 
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Fi g u r e 1: Pl a nt e x o c yst c o m pl e x c o nsists of t w o l o os el y- c o n n e ct e d s u b c o m pl e x es. a                  

C o-i m m u n o pr e ci pit ati o n of Ar a bi d o psis e x o c yst c o m pl e x. I n di vi d u al G F P-t a g g e d e x o c yst s u b u nits w er e                 

us e d as b aits a n d i nt er a cti n g pr ot ei ns w er e is ol at e d usi n g t h e µ M A C S pr ot ei n is ol ati o n kit a n d i d e ntifi e d                          

wit h L C- M S/ M S. N u m b ers of i d e ntifi e d p e pti d es ar e s h o w n wit h s elf-i d e ntifi e d b ait pr ot ei ns d e pi ct e d i n                     

r e d. C ol or- c o d e i n di c at es t h e r el ati v e i nt er a cti o n pr o p e nsit y b as e d o n i d e ntifi e d p e pti d es n or m ali z e d t o                      

b ait- pr ot ei n i d e ntifi c ati o n. b S c h e m ati c s p o k e- m o d el of t h e Ar a bi d o psis e x o c yst c o m pl e x. D as h e d li n es                  

r e pr es e nt i nt er a cti o ns f o u n d vi a c o-i m m u n o pr e ci pit ati o n, s oli d li n es r e pr es e nt pr e vi o usl y p u blis h e d Y 2 H                   

i nt er a cti o ns. T hi c k a n d t hi n li n es d e pi ct i nt er a cti o ns f o u n d i n b ot h or o n e b ait- pr e y p airs, r es p e cti v el y. 
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Fi g u r e 2: E X O 7 0 A 1 is r e q ui r e d f o r c o r r e ct t a r g eti n g of A r a bi d o psis e x o c yst c o m pl e x t o                   

pl as m a m e m b r a n e. a E x o c yst s u b u nits pr ef er e nti all y l o c ali z e t o o ut er l at er al pl as m a m e m br a n e                   

d o m ai n i n r o ot e pi d er m al c ells. b I n e x o 7 0 A 1- 2 m ut a nt, e x o c yst is d et a c h e d fr o m t h e pl as m a                        

m e m br a n e a n d a c c u m ul at es i n i ntr a c ell ul ar c o m p art m e nts. c E X O 7 0 A 1 c a n still bi n d o ut er                  

l at er al pl as m a m e m br a n e i n e x o 8 4 b- 1 m ut a nt, w hil e ot h er s u b u nits fr o m b ot h s u b c o m pl e x es ar e                      

c yt o pl as mi c or r el o c ali z e t o t h e b as o- a pi c al m e m br a n e. d R el ati v e fl u or es c e n c e i nt e nsit y pr ofil es                  

n or m ali z e d t o c yt os oli c si g n al fr o m c ells s h o w n i n a -c. T y pi c al c ells fr o m s e v er al i n d e p e n d e nt                        

li n es ar e s h o w n. E X O 8 4 b, p E X O 8 4 b:: E X O 8 4 b: G F P ; S E C 3, p S E C 3:: S E C 3: G F P ; S E C 6,             

p S E C 6:: S E C 6: G F P ; S E C 8, p S E C 8:: G F P: S E C 8 ; S E C 1 0 a, p S E C 1 0 a:: S E C 1 0 a: G F P ; E X O 7 0 A 1,         

p 3 5 S:: G F P: E X O 7 0 A 1 .  B ar = 1 0 µ m. 
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Fi g u r e 3. F ull l e n gt h E X O 7 0 A 1 is r e q ui r e d f o r t h e p r o p e r P M l o c ali z ati o n a n d f u n cti o n al                       

c o m pl e m e nt ati o n of t h e e x o 7 0 A 1 m ut a nt. Fr o m l eft t o ri g ht, s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n a n d                  

f u n cti o n al c a p a biliti es of f ull l e n gt h E X O 7 0 A 1 a n d its - B C D, A B C- a n d -- C D v ari a nts ar e                        

pr es e nt e d. a s c h e m ati c r e pr es e nt ati o ns of t h e f ull l e n gt h a n d tr u n c at e d E X O 7 0 A 1 v ari a nts. b                   

s u b c ell ul ar l o c ali z ati o ns of t h e G F P-t a g g e d E X O 7 0 A 1 v ersi o ns. c c o-l o c ali z ati o n of G F P-t a g g e d               

v ari a nts of E X O 7 0 A 1 wit h m Or a n g e-t a g g e d D R P 1 C i n c ort e x of r o ot e pi d er m al c ells i n di c ati n g                     

c a p a bilit y of t h e p arti c ul ar E X O 7 0 A 1 c o nstr u cts t o bi n d pl as m a m e m br a n e. d l o c ali z ati o n of t h e                     

W T a n d tr u n c at e d E X O 7 0 A 1 v ersi o ns t o m at uri n g c ell pl at e. E gr o wt h p h e n ot y p es of pl a nts                        

e x pr essi n g v ari a nts of G F P ” E X O 7 0 A 1 i n t h e e x o 7 0 A 1- 2 b a c k gr o u n d. W T c ol u m bi a Ar a bi d o psis                

pl a nts a n d e x o 7 0 A 1- 2  pl a nts ar e dis pl a y e d as r ef er e n c e. 
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Fi g u r e 4. N-t e r mi n al d o m ai ns of E X O 7 0 A 1 d ri v e its i nt e r a cti o n wit h t h e c o r e e x o c yst                     

s u b u nits. T h e A B C- v ari a nt of E X O 7 0 A 1 r et ai ns c a p a bilit y of t h e f ull l e n gt h pr ot ei n t o i nt er a ct                       

wit h S E C 3 A a n d t h e N t er mi n al p art of t h e E X O 8 4 b i n t h e Y 2 H ass a y. T h e A B-- v ari a nt of t h e                            

E X O 7 0 A 1 r et ai ns f ull c a p a cit y of t h e E X O 7 0 A 1 t o i nt er a ct wit h t h e S E C 3 A a n d p arti all y                       

i nt er a cts wit h t h e N t er mi n al p art of E X O 8 4 b i n Y 2 H ass a y. T h e -- C D v ari a nt of E X O 7 0 A 1 d o es                          

n ot i nt er a ct wit h t h e s el e ct e d c or e e x o c yst s u b u nits. T h e r e pr es e nt ati v e c o m bi n ati o ns of A D a n d                     

B D Y 2 H t est c o nstr u cts w er e s el e ct e d a c c or di n g t o pr e vi o usl y c h ar a ct eri z e d i nt er a cti o n p airs of                     

t h e f ull l e n gt h E X O 7 0 A 1 wit h c or e s u b u nits t h at a v oi d s elf- a cti v ati o n of a n y of t h e us e d                         

c o nstr u cts i n t h e Y 2 H ass a y ( H al a et al., 2 0 0 8; F e n dr y c h et al., 2 0 1 0).  
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Fi g u r e 5. E X O 7 0 A 1 bi n ds n e g ati v el y- c h a r g e d p h os p h oli pi ds i n vitr o. 2 0 0 n m l ar g e               

u nil a m ell ar v esi cl es ( L U Vs) c o nt ai ni n g P C/ P E ( 8 0/ 2 0 %), P C/ P E/ P S ( 6 0/ 2 0/ 2 0 %), P C/ P E/ P A                

( 6 0/ 2 0/ 2 0 %), P C/ P E/ PI 4 P ( 7 0/ 2 0/ 1 0 %) a n d P C/ P E/ PI P 2 ( 7 5/ 2 0/ 5 %) w er e i n c u b at e d wit h              

p urifi e d r e c o m bi n a nt G S T: E X O 7 0 A 1. Aft er c e ntrif u g ati o n, pr ot ei ns i n t h e s u p er n at a nt ( S) a n d              

p ell et ( P) w er e s u bj e ct e d t o S D S – P A G E a n d vis u ali z e d b y C o o m assi e Bl u e st ai ni n g.                    

M e m br a n e- b o u n d E X O 7 0 A 1 fr a cti o ns ( m e a n ± S E fr o m 3- 5 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts) w er e                

q u a ntifi e d b y d e nsit o m etr y usi n g t h e I m a g eJ s oft w ar e.   
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Fi g u r e 6: P h os p h ati d yli n osit ol 4, 5- bis p h os p h at e a n d p h os p h ati di c a ci d r e c r uit E X O 7 0 A 1 t o              

pl as m a m e m b r a n e i n vi v o. Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a w as tr a nsi e ntl y e x pr ess e d i n t o b a c c o p oll e n                 

t u b es eit h er al o n e or t o g et h er wit h p arti c ul ar li pi d- m o dif yi n g e n z y m es. El e v ati o n of eit h er PI P 2                     

or P A l e v el l e a ds t o t h e i n cr e as e d pl as m a m e m br a n e r e cr uit m e nt of t h e E X O 7 0 A 1 a i n t o b a c c o                       

p oll e n t u b e w h e n c o m p ar e d wit h c o ntr ol p oll e n t u b es n ot e x pr essi n g a p h os p h oli pi d m o dif yi n g                      

e n z y m e or p oll e n t u b es e x pr essi n g p artl y c at al yti c all y i n a cti v e v ari a nt ( K 6 2 3 R) of t h e                   

p h os p h oli p as e D 𝛿 3. L eft: S u b c ell ul ar l o c ali z ati o n of Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a i n t o b a c c o p oll e n t u b e                  

vis u ali z e d i n y ell o w (l eft p art) a n d usi n g a c ol or i nt e nsit y c o d e i n or d er t o dis pl a y l o c al                           

e nri c h m e nt of t h e Y F P si g n al (ri g ht p art). Fr o m t o p t o b ott o m, r e pr es e nt ati v e p oll e n t u b es                     

e x pr essi n g Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a o nl y a n d c o- e x pr essi n g Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a wit h p artl y            

c at al yti c all y i n a cti v e v ari a nt ( K 6 2 3 R) of t h e p h os p h oli p as e D 𝛿 3, W T v ari a nt of t h e                    

p h os p h oli p as e D 𝛿 3 or p h os p h ati d yli n osit ol- 4- p h os p h at e 5 ki n as e. Ri g ht: Q u a ntifi c ati o n of t ot al              

l e n gt h of t h e pl as m a m e m br a n e c o v er e d wit h t h e Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a si g n al i n p oll e n t u b es                    

e x pr essi n g eit h er Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a al o n e or t o g et h er wit h t h e i n di c at e d li pi d- m o dif yi n g               
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e n z y m es. B ot h p oll e n t u b es e x pr essi n g Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a al o n e a n d c o e x pr esi n g t h e c o nstr u ct                  

wit h m ut at e d p h os p h oli p as e D 𝛿 3 v ari a nt si g nifi c a ntl y diff er e d fr o m t h e p oll e n t u b es e x pr essi n g                    

Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a t o g et h er wit h f ull y f u n cti o n al p h os p h oli pi d- m o dif yi n g e n z y m es ( P < 0. 0 0 1)                

a c c or di n g t o A N O V A f oll o w e d b y p ost h o c m ulti pl e m e a n c o m p aris o n t est wit h T u k e y c o ntr asts                       

usi n g t h e m ult c o m p R p a c k a g e. E a c h d at as et r e pr es e nts m e a n of 1 6 or m or e p oll e n t u b es ± S E.                          

a. u., Ar bitr ar y u nit. B ar = 1 0 µ m.
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Fi g u r e 7: Pl as m a m e m b r a n e l o c ali z ati o n of E X O 7 0 A 1 i n A r a bi d o psis r o ot c ells is                

d e p e n d e nt o n p h os p h ati d yli n osit ol 4- p h os p h at e a n d di a c yl gl y c e r ol ki n as e- p r o d u c e d p o ol of           

p h os p h ati di c a ci d.  

a G F P: E X O 7 0 A 1 r e cr uit m e nt t o t h e o ut er l at er al m e m br a n e d o m ai n of Ar a bi d o psis r hi z o d er m al                   

c ells is u n aff e ct e d i n pi p 5 k 1 pi p 5 k 2 d o u bl e m ut a nt pl a nts w h e n c o m p ar e d t o c o ntr ol pl a nts. b

1 1 3

                      

Pl as m a m e m br a n e ( P M) diss o ci ati o n i n d e x d et er mi n e d as t h e r ati o b et w e e n t h e a v er a g e si g n al                      

d et e ct e d i n t h e c orti c al c yt o pl as m b e n e at h t h e o ut er l at er al pl as m a m e m br a n e d o m ai n (r e gi o n                      



e n cir cl e d b y t h e r e d d ott e d r e ct a n gl e) a n d t h e a v er a g e si g n al at t h e o ut er l at er al pl as m a                       

m e m br a n e d o m ai n (t h e r e gi o n e n cir cl e d b y w hit e d ott e d r e ct a n gl e). P M diss o ci ati o n i n d e x of                      

G F P: E X O 7 0 A 1 d o es n ot si g nifi c a ntl y diff er b et w e e n W T a n d pi p 5 k 1 pi p 5 k 2 d o u bl e m ut a nt                  

pl a nts. E a c h d at as et r e pr es e nts m e a n of 2 8 or m or e r o ot c ells ± S E. c G F P: E X O 7 0 A 1 r e cr uit m e nt                        

t o t h e o ut er l at er al d o m ai n of Ar a bi d o psis r hi z o d er m al pl as m a m e m br a n e is si g nifi c a ntl y r e d u c e d                      

u p o n i n hi biti o n of di a c yl gl y c er ol ki n as es, m assi v el y r e d u c e d aft er r e d u cti o n of                  

p h os p h ati d yli n osit ol 4- p h os p h at e c o n c e ntr ati o n a n d c o m pl et el y l ost u p o n si m ult a n e o us i n hi biti o n             

of di a c yl gl y c er ol ki n as es a n d p h os p h ati d yli n osit ol 4- ki n as es. d P M diss o ci ati o n i n d e x of                

G F P: E X O 7 0 A 1 u p o n p h ar m a c ol o gi c al i n hi biti o n of p h os p h oli pi d m o dif yi n g e n z y m es. All s ets              

si g nifi c a ntl y diff er e d fr o m e a c h ot h er ( P < 0. 0 0 1) a c c or di n g t o A N O V A f oll o w e d b y p ost h o c                       

m ulti pl e m e a n c o m p aris o n t est wit h T u k e y c o ntr asts usi n g t h e m ult c o m p R p a c k a g e. E a c h                       

d at as et r e pr es e nts m e a n of 8 0 or m or e r o ot c ells ± S E. B ars = 1 0 µ m. 
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Fi g u r e 8: M ol e c ul a r d y n a mi c si m ul ati o ns r e v e al t h e k e y r esi d u es i n dis p e ns a bl e f o r                  

i nt e r a cti o n of E X O 7 0 A 1 wit h a ni o ni c p h os p h oli pi ds. T o p: R e pr es e nt ati v e s n a ps h ot fr o m t h e                

m ol e c ul ar d y n a mi c si m ul ati o n of E X O 7 0 A 1 (i n gr e e n) a n d t h e li pi d bil a y er c o nt ai ni n g                    

p h os p h ati di c a ci d ( P A). T h e k e y b asi c a mi n o a ci d r esi d u es of E X O 7 0 A 1 i nt er a cti n g wit h P A ar e                         

hi g hli g ht e d i n r e d. O nl y P A m ol e c ul es i n t h e dist a n c e of 0. 8 n m fr o m t h e pr ot ei n aft er 1 0 0 0 ns                          

ar e s h o w n i n or a n g e. C h oli n e h e a d gr o u p at o ms of p h os p h ati d yl c h oli n e ar e s h o w n i n v a n d er                    

W a als r e pr es e nt ati o n ( c y a n). W at er m ol e c ul es a n d i o ns ar e n ot s h o w n f or t h e s a k e of cl arit y.                      

B ott o m: T h e m e a n n u m b er of E X O 7 0 A 1- P A c o nt a cts p er a mi n o a ci d r esi d u e. T h e c o nt a cts w er e                       

d efi n e d as t h e n u m b er of P A p h os p h at e gr o u ps wit hi n 0. 8 n m of pr ot ei n at o ms.  
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Fi g u r e 9: K( 5 x) E m ut a nt of E X O 7 0 A 1 dis pl a ys alt e r e d s u rf a c e c h a r g e dist ri b uti o n a n d                    

l os es c a p a bilit y t o i nt e r a ct wit h a ni o ni c p h os p h oli pi ds. T o p: Str u ct ur al h o m ol o g y m o d els of                   

t h e W T E X O 7 0 A 1 a n d t h e K( 5 x) E m ut a nt v ersi o n of t h e E X O 7 0 A 1 d e m o nstr ati n g alt er e d                     

s urf a c e c h ar g e distri b uti o n of t h e m ut a nt v ari a nt. I n di c at e d el e ctr ost ati c p ot e nti al m a p p e d o nt o                     

t h e s ol v e nt a c c essi bl e s urf a c es s p a ns fr o m - 5 (r e d) t o + 5 ( bl u e) k b T/ e c. B ott o m: t h e K( 5 x) E                         

E X O 7 0 A 1 l os es c a p a bilit y t o bi n d P A- c o nt ai ni n g v esi cl es i n vitr o. 
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Fi g u r e 1 0: K( 5 x) E E X O 7 0 A 1 m ut a nt l os es t h e c a p a bilit y t o bi n d pl as m a m e m b r a n e a n d                      

f ull y c o m pl e m e nt t h e e x o 7 0 A 1- 2 m ut a nt p h e n ot y p e. T h e l ysi n e r esi d u es pr e di ct e d b y t h e                  

m ol e c ul ar d y n a mi cs si m ul ati o n ar e ess e nti al f or E X O 7 0 A 1 r e cr uit m e nt t o pl as m a m e m br a n e a n d                   

f or t h e f u n cti o n of E X O 7 0 A 1 i n t ar g eti n g of t h e e x o c yst c o m pl e x. L eft: G F P: E X O 7 0 A 1 pr o p erl y                     

l o c ali z es t o t h e o ut er l at er al pl as m a m e m br a n e of t h e Ar a bi d o psis r o ot c ells a n d c o m pl e m e nts                     

gr o wt h p h e n ot y p e of t h e e x o 7 0 A 1- 2 m ut a nt. Ri g ht: T h e G F P: E X O 7 0 A 1 wit h t h e K( 5 x) E a mi n o                     

a ci d s u bstit uti o n l os es c a p a cit y t o bi n d pl as m a m e m br a n e a n d l e a ds t o o nl y p arti al gr o wt h                         

p h e n ot y p e c o m pl e m e nt ati o n w h e n i ntr o d u c e d i nt o t h e e x o 7 0 A 1- 2 
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 m ut a nt b a c k gr o u n d.  
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Fi g u r e 1 1. S p e cifi c l ysi n e r esi d u es a r e r e q ui r e d f o r t h e i nt e r a cti o n of Nt E X O 7 0 A 1 a wit h                   

a ni o ni c p h os p h oli pi ds i n t o b a c c o p oll e n t u b e. T h e l ysi n e r esi d u es pr e di ct e d b y t h e m ol e c ul ar                    

d y n a mi cs si m ul ati o n ar e ess e nti al f or Nt E X O 7 0 A 1 a affi nit y t o w ar ds a ci di c p h os p h oli pi d s i n                

t o b a c c o p oll e n t u b e, as dis pl a y e d b y l o c ali z ati o n of t h e wil d-t y p e Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a (l eft                  

c ol u m n) a n d l o c ali z ati o n of t h e m ut at e d Y F P: Nt E X O 7 0 A 1 a- K( 5 x) E (ri g ht c ol u m n) i n t o b a c c o                

p oll e n t u b e u n d er v ari o us c o n diti o ns. W hil e t h e wil d t y p e fl u or es c e ntl y t a g g e d Nt E X O 7 0 A 1 a                    

l o c ali z es t o pl as m a m e m br a n e u n d er p h ysi ol o gi c al c o n diti o ns i n gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b es,                    

i n t o b a c c o p oll e n t u b es o v er e x pr essi n g Nt E X O 7 0 A 1 a a n d i n p oll e n t u b es wit h el e v at e d PI P 2 or                      

P A l e v el d u e t o o v er e x pr essi o n of e n z y m es pr o d u ci n g t h e p arti c ul ar li pi ds, t h e m ut at e d                    

Nt E X O 7 0 A 1 a- K( 5 x) v ari a nt d o es n ot bi n d pl as m a m e m br a n e n eit h er at p h ysi ol o gi c al c o n diti o ns                  

n or w h e n t h e Nt E X O 7 0 A 1 a or a ni o ni c p h os p h oli pi d pr o d u ci n g e n z y m es ar e o v er e x pr ess e d. T h e                

i m a g es s h o w n ar e r e pr es e nt ati v e f or 1 5 or m or e tr a nsf or m e d p oll e n t u b es o bs er v e d i n at l e ast t w o                       

i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts. B ar = 1 0 µ m.  
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e S 1. C o r e e x o c yst s u b u nits r e m ai n i n c o m pl e x i n e x o 7 0 A 1- 2 m ut a nt                   

c ells. a E X O 8 4 a n d S E C 1 0 a c ol o c ali z e i n e x o 7 0 A 1- 2 i n d u c e d i ntr a c ell ul ar c o m p art m e nts. b                   

C o-i m m u n o pr e ci pit ati o n a n al ysis of G F P-t a g g e d S E C 8 i n e x o 7 0 A 1- 2 m ut a nt b a c k gr o u n d.           

N u m b ers of i d e ntifi e d p e pti d es ar e s h o w n wit h s elf-i d e ntifi e d S E C 8 d e pi ct e d i n r e d. E X O 8 4 b,                    

p E X O 8 4 b:: E X O 8 4 b: G F P ; S E C 8, p S E C 8:: G F P: S E C 8 ; S E C 1 0 a, p S E C 1 0 a:: S E C 1 0 a: m C h err y 

1 2 2

.       

B ar = 1 0 µ m.  
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S u p pl e m e nt a r y fi g u r e S 2. M ulti pl e e n d o m e m b r a n e ass o ci at e d p r ot ei ns r el o c ali z e t o t h e              

i nt r a c ell ul a r c o m p a rt m e nt i n e x o 7 0 A 1- 2 m ut a nt w hil e k e e pi n g t a r g eti n g t o t h e c ell- pl at e. a                 

c ell- pl at e s p e cifi c S e c 1/ M u n c 1 8 pr ot ei n K E U L E: G F P b R e c y cli n g e n d os o m e-s p e cifi c s m all            

G T P as e G F P: R a b A 5 d. c T G N/ e n d os o m e-l o c ali z e d s m all G T P as e G F P: R a b A 2 a. d
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G ol gi/ e n d os o m al-l o c ali z e d s m all G T P as e m C h err y: R a b D 2 a.  



 

 

 

S u p pl e m e nt a r y fi g u r e S 3. C or e e x o c yst s u b u nit S E C 3 a ( p S E C 3 a:: S E C 3 a: G F P ) r et ai ns its                

c ell- pl at e l o c ali z ati o n i n e x o 7 0 A 1- 2 

1 2 5

 m ut a nt b a c k gr o u n d.  



 

 

 

S u p pl e m e nt a r y fi g u r e S 4. D e v el o p m e nt of t h e P L D 𝛿 3 o v er e x pr essi o n - i n d u c e d pl as m a               

m e m br a n e i n v a gi n ati o n of t o b a c c o p oll e n t u b e r es ulti n g i n r a pi d pl as m a m e m br a n e r e cr uit m e nt                    

of Nt E X O 7 0 A 1 a wit h ti m e i nt er v als of t h e i m a gi n g i n di c at e d. 
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 B ar = 1 0 µ m.  



 

I ns e rt F o r w a r d p ri m e r R e v e rs e p ri m e r R est ri cti o n/ r e c o m bi n ati
o n sit es 

T a r g et v e ct o r 

p S E C 3 A T A G A A A A G T T G A A T T T C T C T G T C T C T A C T
C T C T A A T A T T T  

T T G T A C A A A C T T G A T G T T G T T G T T G C G
G A T C  

att b 1, att b 4 p B 7 m 3 4 G W 

S E C 3 A A A A A A G C A G G C T A T G G C G A A A T C A A G C
G C  

C A A G A A A G C T G G G T A C A T G G A A G C C A
G A A G T C C  

att b 1, att b 2 p B 7 m 3 4 G W 

p S E C 1 5 b T T G T C G A C G C G A T T G C T T T T T G C C A T G C T G T T T T A T C T C C G A T T A G G T A A A A G S alI, N otI p E N T R 1 a 

S E C 1 5 b A T G C A A T C G T C G A A A G G A C T T G C G G C C G C G A G A G A C C A A C G A A T C
A T C A A C A 

S alI, N otI p D O N R 

E X O 7 0 A 1 f ull-l e n gt h A T C A C T A G T A T G G C T G T T G A T A G C T A T A C T A G T T T A C C G G C G T G G T T C A T T S p eI, S p eI p B A R 1: G F P 

E X O 7 0 A 1 - B C D A T A A C T A G T A G T A A A G C G G T G G A G C C T A T A C T A G T T T A C C G G C G T G G T T C A T T S p eI, S p eI p B A R 1: G F P 

E X O 7 0 A 1 - - C D T A C T G G A T C C A A A G G G A A A G C A T G C T A A T G G A T C C T T A C C G G C G T G G T T C B a m HI, B a m HI p B A R 1: G F P 

E X O 7 0 A 1 A B C- A T C A C T A G T A T G G C T G T T G A T A G C T A C A C T A G T T T A G C C T A A C A A A T C C T T S p eI, S p eI p B A R 1: G F P 

E X O 7 0 A 1 - B C D A T G A A T T C A G T A A A G C G G T G G A G C C T G A T G T C G A C T A C C G G C G T G G T T C A T T E c o RI, S alI p G B K T 7 

E X O 7 0 A 1 - - C D A T G A A T T C A A A G G G A A A G C A T G C C T C G A A
A T T A 

A T G T C G A C T A C C G G C G T G G T T C A T T E c o RI, S alI p G B K T 7 

E X O 7 0 A 1 A B C- A T G A A T T C G C C A T G G C T G T T G A T A G C A G A A T G T C G A C T A G C C T A A C A A A T C C T T G G
C 

E c o RI, S alI p G B K T 7 

E X O 7 0 A 1 A B - - A T G A A T T C G C C A T G G C T G T T G A T A G C A G A A T G T C G A C T A C C C T T T G A A A A T T G T C T
C A A T C 

E c o RI, S alI p G B K T 7 

E X O 7 0 A 1 Δ 6 9 A C G G A A T T C T T A A G G C T G C T G A A G T T A T T T
T G 

T A G T C G A C T T A C C G G C G T G G T T C A T T C E c o RI, S alI p G E X 4 T- 2 

E X O 7 0 A 1 Δ 6 9- 5 x E A C G G A A T T C T T A A G G C T G C T G A A G T T A T T T
T G 

T A G T C G A C T T A C C G G C G T G G T T C A T T C E c o RI, S alI p G E X 4 T- 2 

 

 

 

Fi n al m ut at e d E X O 7 0 A 1 v ari a nt Pri m er s e q u e n c e 

Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1 ( 5 x) K/ E A T A A C T A G T G C C A T G G C T G T T G A T A G C  

Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1 ( 5 x) K/ E T G A G A A A G A T G C T A C A G C G A C T G C T G T T C T A G A T G G A  

Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1 ( 5 x) K/ E G T G T G T C A A T G C A G G A T C T G C G T A C T G T T T C G A T T T T C C G  

Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1 ( 5 x) K/ E G T T T C A A G A G G A T T A T T A G C A G A G A G G T T C A A G A T G T T C  

Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1 ( 5 x) K/ E C T T T G G T T G A G A G T G G G G C G A A T C C T C A G G C A T A C A T A A A G T A T A C A G C T G A A G A  

Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1 ( 5 x) K/ E 
T A T A C T A G T T T A C C G G C G T G G T T C A T T 

T o b a c c o Nt E X O 7 0 A 1 a ( 5 x) K/ E T A G C C G G C A T G G G T A T G C C A A G A A A C A C
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T o b a c c o Nt E X O 7 0 A 1 a ( 5 x) K/ E C T G T C G A G A A A G A T G C A A C C G A G A C C G C C G T A T C A G A T G G  

T o b a c c o Nt E X O 7 0 A 1 a ( 5 x) K/ E G G A A C A A G T T A G T A A G A G C T G G A T C C T C A T A C T G C T T A G A T T T C C C A T C C A  

T o b a c c o Nt E X O 7 0 A 1 a ( 5 x) K/ E G G A G T T T C A A G A G C G C T T G T A G A G G A A A G G T T G A A G A C T T T C A A T A T T C A  

T o b a c c o Nt E X O 7 0 A 1 a ( 5 x) K/ E G C C A A T G G T T G A G A A T G G T G A G A A T C C C C A A G A G T A T A T C A G G T A C T C G G C T G A A G A T  

T o b a c c o Nt E X O 7 0 A 1 a ( 5 x) K/ E T A G G G C C C T C A T C G T T T T G G C T C A T T C  

 

 

 

S u p pl e m e nt a r y fil e S 2. T a bl es of t h e pri m ers us e d f or dir e ct cl o ni n g of t h e n o v el c o nstr u cts  
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us e d i n t his st u d y (t o p) a n d t h e pri m ers us e d f or i ntr o d u ci n g p oi nt m ut ati o ns i nt o Ar a bi d o psis                        

E X O 7 0 A 1 a n d t o b a c c o Nt E X O 7 0 A 1 a ( b ott o m). 
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p ol ar c ell gr o wt h i n t o b a c c o p oll e n t u b es. T h e Pl a nt J o ur n al 4 6, 1 0 1 8 – 1 0 3 1 ( 2 0 0 6). 

K ol a y, S., B as u, U. & R a g h u, P. C o ntr ol of di v ers e s u b c ell ul ar pr o c ess es b y a si n gl e                      
m ulti-f u n cti o n al li pi d p h os p h ati d yli n osit ol 4, 5- bis p h os p h at e [ PI( 4, 5) P 2]. Bi o c h e mi c al J o ur n al          
4 7 3, 1 6 8 1 – 1 6 9 2 ( 2 0 1 6).  

K o n o p k a, C. A. & B e d n ar e k, S. Y. C o m p aris o n of t h e D y n a mi cs a n d F u n cti o n al R e d u n d a n c y of                    
t h e Ar a bi d o psis D y n a mi n- R el at e d Is of or ms D R P 1 A a n d D R P 1 C d uri n g Pl a nt D e v el o p m e nt.                
Pl a nt P h ysi ol o g y 1 4 7, 1 5 9 0 – 1 6 0 2 ( 2 0 0 8).  
 
K o oij m a n, E. E. et al. A n El e ctr ost ati c/ H y dr o g e n B o n d S wit c h as t h e B asis f or t h e S p e cifi c                   
I nt er a cti o n of P h os p h ati di c A ci d wit h Pr ot ei ns. J o ur n al of Bi ol o gi c al C h e mistr y                
2 8 2, 1 1 3 5 6 – 1 1 3 6 4 ( 2 0 0 7). 
 
K ö ni g, S., H off m a n n, M., M os bl e c h, A. & H eil m a n n, I. D et er mi n ati o n of c o nt e nt a n d f att y a ci d                     
c o m p ositi o n of u nl a b el e d p h os p h oi n ositi d e s p e ci es b y t hi n-l a y er c hr o m at o gr a p h y a n d g as               
c hr o m at o gr a p h y. A n al yti c al Bi o c h e mistr y 3 7 8, 1 9 7 – 2 0 1 ( 2 0 0 8).  

K o nr a d, S. S. & Ott, T. M ol e c ul ar pri n ci pl es of m e m br a n e mi cr o d o m ai n t ar g eti n g i n pl a nts.                    
Tr e n ds i n Pl a nt S ci e n c e 2 0, 3 5 1 – 3 6 1 ( 2 0 1 5).  

K ost, B., S pi el h of er, P. & C h u a, N.- H. A G F P- m o us e t ali n f usi o n pr ot ei n l a b els pl a nt a cti n                         
fil a m e nts i n vi v o a n d vis u ali z es t h e a cti n c yt os k el et o n i n gr o wi n g p oll e n t u b es. T h e Pl a nt                      
J o ur n al 1 6, 3 9 3 – 4 0 1 ( 1 9 9 8).  

K uli c h, I. et al. Ar a bi d o psis e x o c yst s u b u nits S E C 8 a n d E X O 7 0 A 1 a n d e x o c yst i nt er a ct or R O H 1  
ar e i n v ol v e d i n t h e l o c ali z e d d e p ositi o n of s e e d c o at p e cti n. N e w P h yt ol o gist 1 8 8, 6 1 5 – 6 2 5 
( 2 0 1 0). 
 
K uli c h, I. et al. Ar a bi d o psis e x o c yst s u b c o m pl e x c o nt ai ni n g s u b u nit E X O 7 0 B 1 is i n v ol v e d i n t h e  
a ut o p h a g y-r el at e d tr a ns p ort t o t h e v a c u ol e. Tr affi c ( 2 0 1 3). d oi: 1 0. 1 1 1 1/tr a. 1 2 1 0 1 
 
K uli c h, I. et al. C ell W all M at ur ati o n of Ar a bi d o psis Tri c h o m es Is D e p e n d e nt o n E x o c yst  
S u b u nit E X O 7 0 H 4 a n d I n v ol v es C all os e D e p ositi o n. Pl a nt P h ysi ol o g y 1 6 8, 1 2 0 – 1 3 1 ( 2 0 1 5).
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K uli c h, I. et al. E x o c yst S u b u nit E X O 7 0 H 4 H as a S p e cifi c R ol e i n C all os e S y nt h as e S e cr eti o n  
a n d Sili c a A c c u m ul ati o n. Pl a nt P h ysi ol o g y 1 7 6, 2 0 4 0 – 2 0 5 1 ( 2 0 1 8).  
 
Li, M., Qi n, C., W elti, R. & W a n g, X. D o u bl e K n o c k o uts of P h os p h oli p as es D z et a 1 a n d D z et a 2                       
i n Ar a bi d o psis Aff e ct R o ot El o n g ati o n d uri n g P h os p h at e- Li mit e d Gr o wt h B ut D o N ot Aff e ct                   
R o ot H air P att er ni n g. Pl a nt P h ysi ol o g y 1 4 0, 7 6 1 – 7 7 0 ( 2 0 0 6).  
 
Li, G. & X u e, H.- W. Ar a bi d o psis P L D z et a 2 R e g ul at es V esi cl e Tr affi c ki n g a n d Is R e q uir e d f or                      
A u xi n R es p o ns e. T h e Pl a nt C ell 1 9, 2 8 1 – 2 9 5 ( 2 0 0 7).  
 
Li u, J., Z u o, X., Y u e, P. & G u o, W. P h os p h ati d yli n osit ol 4, 5- Bis p h os p h at e M e di at es t h e  
T ar g eti n g of t h e E x o c yst t o t h e Pl as m a M e m br a n e f or E x o c yt osis i n M a m m ali a n C ells.  
M ol e c ul ar Bi ol o g y of t h e C ell 1 8, 4 4 8 3 – 4 4 9 2 ( 2 0 0 7). 
 
M arri n k, S. J., Riss el a d a, H. J., Y efi m o v, S., Ti el e m a n, D. P. & Vri es, A. H. D. T h e M A R TI NI  
F or c e Fi el d:  C o ars e Gr ai n e d M o d el f or Bi o m ol e c ul ar Si m ul ati o ns. T h e J o ur n al of P h ysi c al 
C h e mistr y B 1 1 1, 7 8 1 2 – 7 8 2 4 ( 2 0 0 7). 

M arti n- Ur dir o z, M., D e e ks, M. J., H ort o n, C. G., D a w e, H. R. & J o ur d ai n, I. T h e E x o c yst                       
C o m pl e x i n H e alt h a n d Dis e as e. Fr o nti ers i n C ell a n d D e v el o p m e nt al Bi ol o g y 4, ( 2 0 1 6). 

M cl o u g hli n, F. et al. I d e ntifi c ati o n of n o v el c a n di d at e p h os p h ati di c a ci d- bi n di n g pr ot ei ns              
i n v ol v e d i n t h e s alt-str ess r es p o ns e of Ar a bi d o psis t h ali a n a r o ots. Bi o c h e mi c al J o ur n al                 
4 5 1, ( 2 0 1 3). 

M ei, K. et al. Cr y o- E M Str u ct ur e of t h e E x o c yst C o m pl e x. N at ur e str u ct ur al & m ol e c ul ar                   
bi ol o g y  ( 2 0 1 8). d oi: 1 0. 2 2 1 0/ p d b 5 yf p/ p d b 

M o nti c elli, L. et al. T h e M A R TI NI C o ars e- Gr ai n e d F or c e Fi el d: E xt e nsi o n t o Pr ot ei ns. J o ur n al                   
of C h e mi c al T h e or y a n d C o m p ut ati o n  4,  8 1 9 – 8 3 4 ( 2 0 0 8). 

M o or e, B. & X u, Z. T h e Cr yst al Str u ct ur e of M o us e E x o 7 0 R e v e als U ni q u e F e at ur es of t h e                         
M a m m ali a n E x o c yst. ( 2 0 0 7). d oi: 1 0. 2 2 1 0/ p d b 2 pft/ p d b  

M or g er a, F. et al. R e g ul ati o n of e x o c yt osis b y t h e e x o c yst s u b u nit S e c 6 a n d t h e S M pr ot ei n S e c 1.                       
M ol e c ul ar Bi ol o g y of t h e C ell 2 3, 3 3 7 – 3 4 6 ( 2 0 1 2).  

M u ns o n, M. & N o vi c k, P. T h e e x o c yst d efr o c k e d, a fr a m e w or k of r o ds r e v e al e d. N at ur e                     
Str u ct ur al & M ol e c ul ar Bi ol o g y 1 3, 5 7 7 – 5 8 1 ( 2 0 0 6).  

O d a, Y., Ii d a, Y., N a g as hi m a, Y., S u gi y a m a, Y. & F u k u d a, H. N o v el C oil e d- C oil Pr ot ei ns  
R e g ul at e E x o c yst Ass o ci ati o n wit h C orti c al Mi cr ot u b ul es i n X yl e m C ells vi a t h e C o ns er v e d  
Oli g o m eri c G ol gi- C o m pl e x 2 Pr ot ei n. Pl a nt a n d C ell P h ysi ol o g y 5 6, 2 7 7 – 2 8 6 ( 2 0 1 4).
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Ort m a n n o v á, J., P e č e n k o v á, T., S e k er eš, J., K uli c h, I., Š a ntr ů č e k, J., Ž árs k ý, V. E x o c yst c o m pl e x  
m e di at es n o n- h ost r esist a n c e a g ai nst p o w d er y mil d e w i n Ar a bi d o psis. S u b mitt e d t o M ol e c ul ar 
pl a nt  
 
P e č e n k o v á, T. et al. T h e r ol e f or t h e e x o c yst c o m pl e x s u b u nits E x o 7 0 B 2 a n d E x o 7 0 H 1 i n t h e  
pl a nt – p at h o g e n i nt er a cti o n. J o ur n al of E x p eri m e nt al B ot a n y 6 2, 2 1 0 7 – 2 1 1 6 ( 2 0 1 1).  
 
P e č e n k o v á, T. et al. E arl y Ar a bi d o psis r o ot h air gr o wt h sti m ul ati o n b y p at h o g e ni c str ai ns of  
Ps e u d o m o n as s yri n g a e. A n n als of B ot a n y 1 2 0, 4 3 7 – 4 4 6 ( 2 0 1 7).  
 
P ej c h ar, P. , S e k er eš, J., P ot o c k ý, M. M ol e c ul ar c h ar a ct eri z ati o n of p oll e n- pr ef err e d  
p h os p h oli p as e D δ f a mil y i n t o b a c c o. I n pr e p 
 
P eri ol e, X., C a v alli, M., M arri n k, S.-J. & C er us o, M. A. C o m bi ni n g a n El asti c N et w or k Wit h a  
C o ars e- Gr ai n e d M ol e c ul ar F or c e Fi el d: Str u ct ur e, D y n a mi cs, a n d I nt er m ol e c ul ar R e c o g niti o n.  
J o ur n al of C h e mi c al T h e or y a n d C o m p ut ati o n  5,  2 5 3 1 – 2 5 4 3 ( 2 0 0 9). 
 
Pi c c o, A. et al.  T h e I n Vi v o Ar c hit e ct ur e of t h e E x o c yst Pr o vi d es Str u ct ur al B asis f or 
E x o c yt osis. C ell 1 6 8,  ( 2 0 1 7). 

Pl atr e, M. P. & J aill ais, Y. A ni o ni c li pi ds a n d t h e m ai nt e n a n c e of m e m br a n e el e ctr ost ati cs i n                   
e u k ar y ot es. Pl a nt Si g n ali n g & B e h a vi or 1 2, ( 2 0 1 7). 

Pl atr e, M. P. et al. A c o m bi n at ori al li pi d c o d e s h a p es t h e el e ctr ost ati c l a n ds c a p e of pl a nt  
e n d o m e m br a n es. ( 2 0 1 8). d oi: 1 0. 1 1 0 1/ 2 7 8 1 3 5  
 
Pl es k ot, R. et al. T ur n o v er of P h os p h ati di c A ci d t hr o u g h Disti n ct Si g n ali n g P at h w a ys Aff e cts  
M ulti pl e As p e cts of P oll e n T u b e Gr o wt h i n T o b a c c o. Fr o nti ers i n Pl a nt S ci e n c e 3, ( 2 0 1 2). 
 
Pl es k ot, R., P ej c h ar, P., Ž árs k ý, V., St ai g er, C. J. & P ot o c k ý, M. Str u ct ur al I nsi g hts i nt o t h e  
I n hi biti o n of A cti n- C a p pi n g Pr ot ei n b y I nt er a cti o ns wit h P h os p h ati di c A ci d a n d 
P h os p h ati d yli n osit ol ( 4, 5)- Bis p h os p h at e. P L o S C o m p ut ati o n al Bi ol o g y 8, ( 2 0 1 2). 
 
Pl es k ot, R., P ej c h ar, P., St ai g er, C. J. & P ot o c k ý, M. W h e n f at is n ot b a d: t h e r e g ul ati o n of a cti n  
d y n a mi cs b y p h os p h oli pi d si g n ali n g m ol e c ul es. Fr o nti ers i n Pl a nt S ci e n c e 5, ( 2 0 1 4). 
 
Pl es k ot, R., C wi kli k, L., J u n g wirt h, P., Ž árs k ý, V. & P ot o c k ý, M. M e m br a n e t ar g eti n g of t h e  
y e ast e x o c yst c o m pl e x. Bi o c hi mi c a et Bi o p h ysi c a A ct a ( B B A) - Bi o m e m br a n es 1 8 4 8, 1 4 8 1 – 1 4 8 9 
( 2 0 1 5). 
 
P ot o c k ý, M. et al. Li v e- c ell i m a gi n g of p h os p h ati di c a ci d d y n a mi cs i n p oll e n t u b es vis u ali z e d b y                     
S p o 2 0 p- d eri v e d bi os e ns or. N e w P h yt ol o gist 2 0 3, 4 8 3 – 4 9 4 ( 2 0 1 4).
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R o bi ns o n, N. G. G. et al. R h o 3 of S a c c h ar o m y c es c er e visi a e, W hi c h R e g ul at es t h e A cti n                   
C yt os k el et o n a n d E x o c yt osis, Is a G T P as e W hi c h I nt er a cts wit h M y o 2 a n d E x o 7 0. M ol e c ul ar                     
a n d C ell ul ar Bi ol o g y  1 9,  3 5 8 0 – 3 5 8 7 ( 1 9 9 9). 

R y b a k, K. et al. Pl a nt C yt o ki n esis Is Or c h estr at e d b y t h e S e q u e nti al A cti o n of t h e T R A P PII a n d                   
E x o c yst T et h eri n g C o m pl e x es. D e v el o p m e nt al C ell 2 9, 6 0 7 – 6 2 0 ( 2 0 1 4).  

S a b ol, P., K uli c h, I. & Ž árs k ý, V. RI N 4 r e cr uits t h e e x o c yst s u b u nit E X O 7 0 B 1 t o t h e pl as m a  
m e m br a n e. J o ur n al of E x p eri m e nt al B ot a n y 6 8, 3 2 5 3 – 3 2 6 5 ( 2 0 1 7).  
 
S ali b a, A.- E., V o n k o v a, I. & G a vi n, A.- C. T h e s yst e m ati c a n al ysis of pr ot ei n –li pi d i nt er a cti o ns                     
c o m es of a g e. N at ur e R e vi e ws M ol e c ul ar C ell Bi ol o g y 1 6, 7 5 3 – 7 6 1 ( 2 0 1 5).  

S af a vi a n, D. et al. R N A sil e n ci n g of e x o c yst g e n es i n t h e sti g m a i m p airs t h e a c c e pt a n c e of                      
c o m p ati bl e p oll e n i n Ar a bi d o psis. Pl a nt P h ysi ol o g y ( 2 0 1 5). d oi: 1 0. 1 1 0 4/ p p. 1 5. 0 0 6 3 5 

S e k er eš , J., Pl es k ot, R., P ej c h ar, P.,  Ž árs k ý, V. & P ot o c k ý, M. T h e s o n g of li pi ds a n d pr ot ei ns:  
d y n a mi c li pi d- pr ot ei n i nt erf a c es i n t h e r e g ul ati o n of pl a nt c ell p ol arit y at diff er e nt s c al es. J o ur n al 
of E x p eri m e nt al B ot a n y 6 6, 1 5 8 7 – 1 5 9 8 ( 2 0 1 5).  
 
S e k er eš, J. et al.  A n al ysis of E x o c yst S u b u nit E X O 7 0 F a mil y R e v e als Disti n ct M e m br a n e P ol ar 
D o m ai ns i n T o b a c c o P oll e n T u b es. Pl a nt P h ysi ol o g y  1 7 3,  1 6 5 9 – 1 6 7 5 ( 2 0 1 7). 
 
Si m o n, M. L. A. et al. A Pt dI ns( 4) P- dri v e n el e ctr ost ati c fi el d c o ntr ols c ell m e m br a n e i d e ntit y  
a n d si g n alli n g i n pl a nts. N at ur e Pl a nts 2, 1 6 0 8 9 ( 2 0 1 6).  

Si v ar a m, M. V. S., S a p orit a, J. A., F ur g as o n, M. L. M., B o ett c h er, A. J. & M u ns o n, M.                      
Di m eri z ati o n of t h e E x o c yst Pr ot ei n S e c 6 p a n d Its I nt er a cti o n wit h t h e t- S N A R E S e c 9 p †.                     
Bi o c h e mistr y  4 4, 6 3 0 2 – 6 3 1 1 ( 2 0 0 5).  

S o us a, E., K ost, B. & M al h o, R. Ar a bi d o psis P h os p h ati d yli n osit ol- 4- M o n o p h os p h at e 5- Ki n as e 4               
R e g ul at es P oll e n T u b e Gr o wt h a n d P ol arit y b y M o d ul ati n g M e m br a n e R e c y cli n g. T h e Pl a nt C ell                      
O nli n e 2 0, 3 0 5 0 – 3 0 6 4 ( 2 0 0 8).  
 
St ei n er, A. et al. T h e M e m br a n e- Ass o ci at e d S e c 1/ M u n c 1 8 K E U L E is R e q uir e d f or P hr a g m o pl ast              
Mi cr ot u b ul e R e or g a ni z ati o n D uri n g C yt o ki n esis i n Ar a bi d o psis. M ol e c ul ar Pl a nt 9, 5 2 8 – 5 4 0            
( 2 0 1 6). 
 
St e n z el, I. et al. T h e T y p e B P h os p h ati d yli n osit ol- 4- P h os p h at e 5- Ki n as e 3 Is Ess e nti al f or R o ot                  
H air F or m ati o n i n Ar a bi d o psis t h ali a n a. T h e Pl a nt C ell O nli n e 2 0, 1 2 4 – 1 4 1 ( 2 0 0 8).  
 
St e n z el, I., Is c h e b e c k, T., Q ui nt, M. & H eil m a n n, I. V ari a bl e R e gi o ns of PI 4 P 5- Ki n as es Dir e ct                       
Pt dI ns( 4, 5) P 2 T o w ar d Alt er n ati v e R e g ul at or y F u n cti o ns i n T o b a c c o P oll e n T u b es. Fr o nti ers i n                  
Pl a nt S ci e n c e 2, ( 2 0 1 2).
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S y n e k, L. et al.  At E X O 7 0 A 1, a m e m b er of a f a mil y of p ut ati v e e x o c yst s u b u nits s p e cifi c all y 
e x p a n d e d i n l a n d pl a nts, is i m p ort a nt f or p ol ar gr o wt h a n d pl a nt d e v el o p m e nt. T h e Pl a nt J o ur n al 
4 8,  5 4 – 7 2 ( 2 0 0 6). 
 
S y n e k, L., S e k er eš, J. & Ž árs k ý, V. T h e e x o c yst at t h e i nt erf a c e b et w e e n c yt os k el et o n a n d  
m e m br a n es i n e u k ar y oti c c ells. Fr o nti ers i n Pl a nt S ci e n c e 4, ( 2 0 1 4). 
 
S y n e k, L. et al. E X O 7 0 C 2 Is a K e y R e g ul at or y F a ct or f or O pti m al Ti p Gr o wt h of P oll e n. Pl a nt 
P h ysi ol o g y 1 7 4, 2 2 3 – 2 4 0 ( 2 0 1 7).  
 
T a ni g u c hi, Y. Y., T a ni g u c hi, M., Ts u g e, T., O k a, A. & A o y a m a, T. I n v ol v e m e nt of Ar a bi d o psis                    
t h ali a n a p h os p h oli p as e D ζ 2 i n r o ot h y dr otr o pis m t hr o u g h t h e s u p pr essi o n of r o ot gr a vitr o pis m.                 
Pl a nt a 2 3 1, 4 9 1 – 4 9 7 ( 2 0 0 9).  
 
T ej os, R. et al. Bi p ol ar Pl as m a M e m br a n e Distri b uti o n of P h os p h oi n ositi d es a n d T h eir                
R e q uir e m e nt f or A u xi n- M e di at e d C ell P ol arit y a n d P att er ni n g i n Ar a bi d o psis. T h e Pl a nt C ell                  
2 6, 2 1 1 4 – 2 1 2 8 ( 2 0 1 4).  
 
T er b us h, D. R. S e c 6, S e c 8, a n d S e c 1 5 ar e c o m p o n e nts of a m ultis u b u nit c o m pl e x w hi c h l o c ali z es                      
t o s m all b u d ti ps i n S a c c h ar o m y c es c er e visi a e. T h e J o ur n al of C ell Bi ol o g y 1 3 0, 2 9 9 – 3 1 2 ( 1 9 9 5).  
 
T est eri n k, C. et al. Is ol ati o n a n d i d e ntifi c ati o n of p h os p h ati di c a ci d t ar g ets fr o m pl a nts. T h e Pl a nt                    
J o ur n al 3 9, 5 2 7 – 5 3 6 ( 2 0 0 4).  
 
T est eri n k, C. & M u n ni k, T. M ol e c ul ar, c ell ul ar, a n d p h ysi ol o gi c al r es p o ns es t o p h os p h ati di c a ci d                  
f or m ati o n i n pl a nts. J o ur n al of E x p eri m e nt al B ot a n y 6 2, 2 3 4 9 – 2 3 6 1 ( 2 0 1 1).  
 
T zf a di a, O. & G alili, G. T h e Ar a bi d o psis e x o c yst s u b c o m pl e x s u b u nits i n v ol v e d i n a                  
g ol gi-i n d e p e n d e nt tr a ns p ort i nt o t h e v a c u ol e p oss ess c o ns e ns us a ut o p h a g y- ass o ci at e d at g 8               
i nt er a cti n g m otifs. Pl a nt Si g n ali n g & B e h a vi or 8, ( 2 0 1 3). 
 
Uf er, G., G ert z m a n n, A., G as ull a, F., R ö hri g, H. & B art els, D. I d e ntifi c ati o n a n d c h ar a ct eri z ati o n                  
of t h e p h os p h ati di c a ci d- bi n di n g A. t h ali a n a p h os p h o pr ot ei n P L Dr p 1 t h at is r e g ul at e d b y P L D α 1                 
i n a str ess- d e p e n d e nt m a n n er. T h e Pl a nt J o ur n al 9 2, 2 7 6 – 2 9 0 ( 2 0 1 7).  

V e g a, I. E. & Hs u, S.- C. T h e E x o c yst C o m pl e x Ass o ci at es wit h Mi cr ot u b ul es t o M e di at e V esi cl e                       
T ar g eti n g a n d N e urit e O ut gr o wt h. T h e J o ur n al of N e ur os ci e n c e 2 1, 3 8 3 9 – 3 8 4 8 ( 2 0 0 1).  

V u k aši n o vi ć, N. et al. Mi cr ot u b ul e- d e p e n d e nt t ar g eti n g of t h e e x o c yst c o m pl e x is n e c ess ar y f or  
x yl e m d e v el o p m e nt i n Ar a bi d o psis. N e w P h yt ol o gist 2 1 3, 1 0 5 2 – 1 0 6 7 ( 2 0 1 6). 
 
W u, J. et al. R e g ul ati o n of C yt o ki n esis b y E x o c yst S u b u nit S E C 6 a n d K E U L E i n Ar a bi d o psis  
t h ali a n a. M ol e c ul ar Pl a nt 6, 1 8 6 3 – 1 8 7 6 ( 2 0 1 3). 
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W u, H., T ur n er, C., G ar d n er, J., T e m pl e, B. & Br e n n w al d, P. T h e E x o 7 0 S u b u nit of t h e E x o c yst                        
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Y u e, P. et al. S e c 3 pr o m ot es t h e i niti al bi n ar y t- S N A R E c o m pl e x ass e m bl y a n d m e m br a n e                      
f usi o n. N at ur e C o m m u ni c ati o ns 8, 1 4 2 3 6 ( 2 0 1 7).  

Ž árs k ý, V., C vr č k o v á, F., P ot o c k ý, M. & H ál a, M. E x o c yt osis a n d c ell p ol arit y i n pl a nts -  
e x o c yst a n d r e c y cli n g d o m ai ns. N e w P h yt ol o gist 1 8 3, 2 5 5 – 2 7 2 ( 2 0 0 9). 
 
Ž árs k ý, V., K uli c h, I., F e n dr y c h, M. & P e č e n k o v á, T. E x o c yst c o m pl e x es m ulti pl e f u n cti o ns i n  
pl a nt c ells s e cr et or y p at h w a ys. C urr e nt O pi ni o n i n Pl a nt Bi ol o g y 1 6, 7 2 6 – 7 3 3 ( 2 0 1 3). 
 
Z e ni o u- M e y er, M. et al. P h os p h oli p as e D 1 Pr o d u cti o n of P h os p h ati di c A ci d at t h e Pl as m a                
M e m br a n e Pr o m ot es E x o c yt osis of L ar g e D e ns e- c or e Gr a n ul es at a L at e St a g e. J o ur n al of                    
Bi ol o gi c al C h e mistr y 2 8 2, 2 1 7 4 6 – 2 1 7 5 7 ( 2 0 0 7).  

Z h a n g, X. et al. C d c 4 2 I nt er a cts wit h t h e E x o c yst a n d R e g ul at es P ol ari z e d S e cr eti o n. J o ur n al of                     
Bi ol o gi c al C h e mistr y 2 7 6, 4 6 7 4 5 – 4 6 7 5 0 ( 2 0 0 1).  

Z h a n g, X. et al. M e m br a n e ass o ci ati o n a n d f u n cti o n al r e g ul ati o n of S e c 3 b y p h os p h oli pi ds a n d                  
C d c 4 2. T h e J o ur n al of C ell Bi ol o g y 1 8 0, 1 4 5 – 1 5 8 ( 2 0 0 8).  

Z h a n g, Q. et al. P h os p h ati di c A ci d R e g ul at es Mi cr ot u b ul e Or g a ni z ati o n b y I nt er a cti n g wit h                
M A P 6 5- 1 i n R es p o ns e t o S alt Str ess i n Ar a bi d o psis. T h e Pl a nt C ell 2 4, 4 5 5 5 – 4 5 7 6 ( 2 0 1 2).  
 
Z h a n g, C. et al. E n d osi di n 2 t ar g ets c o ns er v e d e x o c yst c o m pl e x s u b u nit E X O 7 0 t o i n hi bit                     
e x o c yt osis. Pr o c e e di n gs of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c es  1 1 3,  ( 2 0 1 5). 
 
Z h a o, Y. et al. P h os p h oi n ositi d es R e g ul at e Cl at hri n- D e p e n d e nt E n d o c yt osis at t h e Ti p of P oll e n  
T u b es i n Ar a bi d o psis a n d T o b a c c o. T h e Pl a nt C ell 2 2, 4 0 3 1 – 4 0 4 4 ( 2 0 1 0).  
 
Z h a o, Y. et al. E x o 7 0 G e n er at es M e m br a n e C ur v at ur e f or M or p h o g e n esis a n d C ell Mi gr ati o n.  
D e v el o p m e nt al C ell 2 6, 2 6 6 – 2 7 8 ( 2 0 1 3).

1 3 7

 



5 1 0  | M. F e n dr y c h et al . M ol e c ul ar Bi ol o g y of t h e C ell

M B o C  | A R TI C L E

Vi s u ali z a ti o n of t h e e x o c y s t c o m pl e x d y n a mi c s 
a t t h e pl a s m a m e m b r a n e of A r a bi d o p si s t h ali a n a

M at y á š F e n dr y c h a ,*, L u k á š S y n e k a , T a m ar a P e č e n k o v áa ,b , E dit a J a n k o v á Dr d o v áa , J ur aj S e k er e ša , 
Ri et d e R y c k e c , M orit z K. N o w a c kc , a n d Vi kt or Ž ár s k ýb
a I n stit ut e of E x p eri m e nt al B ot a n y, A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e C z e c h R e p u bli c, 1 6 5 0 2 Pr a g u e 6, C z e c h R e p u bli c; 
b D e p art m e nt of E x p eri m e nt al Pl a nt Bi ol o g y, F a c ult y of S ci e n c e, C h arl e s U ni v er sit y, 1 2 8 4 4 Pr a g u e 2, C z e c h R e p u bli c; 
c VI B D e p art m e nt of Pl a nt S y st e m s Bi ol o g y, G h e nt U ni v er sit y, 9 0 5 2 G e nt, B el gi u m

A B S T R A C T  T h e e x o c y st c o m pl e x, a n eff e ct or of R h o a n d R a b G T P a s e s, i s b eli e v e d t o f u n c -

ti o n a s a n e x o c yt oti c v e si cl e t et h er at t h e pl a s m a m e m br a n e b ef or e s ol u bl e N - et h yl m al ei m-

i d e – s e n siti v e f a ct or att a c h m e nt pr ot ei n r e c e pt or ( S N A R E) c o m pl e x f or m ati o n. E x o c y st s u b-

u nit s l o c ali z e t o s e cr et or y- a cti v e r e gi o n s of t h e pl a s m a m e m br a n e, e x e m pli fi e d b y t h e o ut er 

d o m ai n of Ar a bi d o p si s  r o ot e pi d er m al c ell s. U si n g v ari a bl e- a n gl e e pi fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y, 

w e vi s u ali z e d t h e d y n a mi c s of e x o c y st s u b u nit s at t hi s d o m ai n. T h e s u b u nit s c ol o c ali z e d i n 

d e fi n e d f o ci at t h e pl a s m a m e m br a n e, di sti n ct fr o m e n d o c yti c sit e s. E x o c y st f o ci w er e i n d e -

p e n d e nt of c yt o s k el et o n, alt h o u g h pr ol o n g e d a cti n di sr u pti o n l e d t o c h a n g e s i n e x o c y st l o -

c ali z ati o n. E x o c y st f o ci p arti all y o v erl a p p e d wit h v e si cl e s vi s u ali z e d b y V A M P 7 2 1 v- S N A R E, 

b ut t h e m aj orit y of t h e f o ci r e pr e s e nt sit e s wit h o ut v e si cl e s, a s i n di c at e d b y el e ctr o n mi cr o s -

c o p y a n d dr u g tr e at m e nt s, s u p p orti n g t h e c o n c e pt of t h e e x o c y st f u n cti o ni n g a s a d y n a mi c 

p arti cl e. W e o b s er v e d a d e cr e a s e of S E C 6 – gr e e n fl u or e s c e nt pr ot ei n f o ci i n a n e x o 7 0 A 1  e x o-

c y st  m ut a nt.  Fi n all y,  w e  d o c u m e nt e d  d e cr e a s e d  V A M P 7 2 1  tr af fi c ki n g  t o  t h e  pl a s m a  m e m -

br a n e  i n e x o 7 0 A 1   a n d e x o 8 4 b   m ut a nt s.  O ur  d at a  s u p p ort  t h e  c o n c e pt  t h at  t h e  e x o c y st-

c o m pl e x  s u b u nit s  d y n a mi c all y  d o c k  a n d  u n d o c k  at  t h e  pl a s m a  m e m br a n e  t o  cr e at e  sit e s 

pri m e d f or v e si cl e t et h eri n g.

I N T R O D U C TI O N
Pl a nt s urf a c e s ar e pr o d u ct s of s e cr et or y p at h w a y s. T h e fi n al d e ci si v e 

st e p i n s e cr eti o n i s e x o c yt o si s, r e s ulti n g i n t h e f u si o n of m e m br a n e 

v e si cl e s wit h t h e pl a s m a m e m br a n e ( P M) a n d d eli v er y of t h e v e si cl e 

c o nt e nt t o t h e c ell s urf a c e —t h e a p o pl a st. All of t h e diff er e nt “ dir e ct 

s e cr eti o n ” s y st e m s at t h e P M ( e. g., i o n tr a n s p ort er s, c ell ul o s e s y n -

t h a s e s,  a n d  A B C  tr a n s p ort er s  r e s p o n si bl e,  a m o n g  ot h er s,  f or  c ell 

w all m o di fi c ati o n s) ar e br o u g ht t o t h e P M b y e x o c yt o si s. A n i ntri c at e 

b al a n c e b et w e e n e x o c yt o si s a n d e n d o c yt o si s (i. e., m e m br a n e r e c y -

cli n g) i s t h e b a si s f or pr o p er P M s y st e m f u n cti o ni n g ( B att e y et  al. , 

1 9 9 9).  D e s pit e  it s  i m p ort a n c e,  w e  k n o w  s ur pri si n gl y  littl e  a b o ut 

m e c h a ni sti c d et ail s of pl a nt e x o c yt o si s.

T h e s e cr et or y v e si cl e lif e c y cl e i n cl u d e s it s b u d di n g fr o m t h e d o -

n or m e m br a n e, tr a n s p ort, a n d fi n all y t et h eri n g a n d f u si o n wit h t h e 

d e sti n ati o n m e m br a n e ( C ai et  al. , 2 0 0 7). T h e v e si cl e –t ar g et m e m-

br a n e f u si o n i s a c hi e v e d b y a c o or di n at e d a cti o n of t et h eri n g f a ct or s 

a n d  s ol u bl e N - et h yl m al ei mi d e – s e n siti v e  f a ct or  att a c h m e nt  pr ot ei n 

r e c e pt or ( S N A R E) pr ot ei n s ( S öll n er et  al. , 1 9 9 3). T h e t et h eri n g m a-

c hi n er y  i n cl u d e s  R a b  G T P a s e s,  c oil e d- c oil  t et h eri n g  pr ot ei n s,  a n d 

m ulti s u b u nit  t et h eri n g  c o m pl e x e s.  V e si cl e  t et h eri n g  pr e c e d e s  t h e 

m e m br a n e  f u si o n  c at al y z e d  b y  S N A R E  pr ot ei n s  b y  bri d gi n g  t h e 

v e si cl e a n d t h e P M (r e vi e w e d i n Br ö c k er et  al. , 2 0 1 0). Di sti n ct p h a s e s 

of e x o c yti c v e si cl e t et h eri n g a n d d o c ki n g at t h e t ar g et m e m br a n e 

h a v e b e e n d e s cri b e d i n d et ail i n a ni m al c ell s, b ut s u c h a r e s ol uti o n 

h a s  n ot  b e e n  a c hi e v e d  i n  pl a nt s,  a n d  t h er ef or e  w e  u s e  t h e  t er m 

“t et h eri n g ” s e n s u l at o. T h e e x o c y st i s a n o ct a m eri c pr ot ei n c o m pl e x 

t h at t et h er s v e si cl e s t o t h e P M a n d i s c o m p o s e d of t h e S E C 3, S E C 5, 

S E C 6,  S E C 8  S E C 1 0,  S E C 1 5,  E X O 7 0,  a n d  E X O 8 4  s u b u nit s  i n 

M o nit ori n g E dit or
P atri c k J. Br e n n w al d
U ni v er sit y of N ort h C ar oli n a

R e c ei v e d: J ul 2, 2 0 1 2
R e vi s e d: D e c 1 7, 2 0 1 2
A c c e pt e d: D e c 1 9, 2 0 1 2

T hi s arti cl e w a s p u bli s h e d o nli n e a h e a d of pri nt i n M B o C i n Pr e s s ( htt p:// w w w  
. m ol bi ol c ell. or g/ c gi/ d oi/ 1 0. 1 0 9 1/ m b c. E 1 2- 0 6- 0 4 9 2) o n J a n u ar y 2, 2 0 1 3.

* Pr e s e nt  a d dr e s s:  VI B  D e p art m e nt  of  Pl a nt  S y st e m s  Bi ol o g y,  G h e nt  U ni v er sit y, 
9 0 5 2 G e nt, B el gi u m.

A d dr e s s c orr e s p o n d e n c e t o: M at y á š F e n dr y c h (f e n dr y c h @ u e b. c a s. c z).

© 2 0 1 3 F e n dr y c h et  al.  T hi s arti cl e i s di stri b ut e d b y T h e A m eri c a n S o ci et y f or C ell 
Bi ol o g y u n d er li c e n s e fr o m t h e a ut h or( s). T w o m o nt h s aft er p u bli c ati o n it i s a v ail -
a bl e t o t h e p u bli c u n d er a n Attri b uti o n – N o n c o m m er ci al – S h ar e Ali k e 3. 0 U n p ort e d 
Cr e ati v e C o m m o n s Li c e n s e ( htt p:// cr e ati v e c o m m o n s. or g/li c e n s e s/ b y- n c- s a/ 3. 0).

“ A S C B ® , ” “ T h e A m eri c a n S o ci et y f or C ell Bi ol o g y® , ” a n d “ M ol e c ul ar Bi ol o g y of 
t h e C ell® ” ar e r e gi st er e d tr a d e m ar k s of T h e A m eri c a n S o ci et y of C ell Bi ol o g y.

A b br e vi ati o n s  u s e d:  P M,  pl a s m a  m e m br a n e;  V A E M,  v ari a bl e- a n gl e  e pi fl u or e s -
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V ol u m e 2 4  F e br u ar y 1 5, 2 0 1 3  E x o c y st d y n a mi c s i n Ar a bi d o p si s  | 5 1 1  

t h e  f o ci  i n  el o n g ati o n  a n d  m at ur ati o n  z o n e s  ( Fi g ur e  1 C).  D e n sit y 

d e cr e a s e d fr o m t h e r o ot m eri st e m ati c z o n e t o t h e m at ur ati o n z o n e 

fr o m ∼ 1. 6 t o 1. 3 f o ci/ μ m 2 ; t hi s diff er e n c e w a s st ati sti c all y si g ni fi c a nt 

f or t h e E X O 8 4 b, E X O 7 0 A 1, a n d S E C 8 s u b u nit s ( a n al y si s of v ari a n c e, 

α =  0. 0 5).

T o t e st w h et h er e x o c y st s u b u nit s c ol o c ali z e i n t h e P M f o ci, w e 

cr o s s e d Ar a bi d o p si s   pl a nt s  e x pr e s si n g  G F P-t a g g e d  e x o c y st  s u b-

u nit s  wit h  pl a nt s  e x pr e s si n g  m o n o m eri c  r e d  fl u or e s c e nt  pr ot ei n 

( m R F P) –t a g g e d  S E C 6  or  E X O 8 4 b  s u b u nit s.  T h e  m R F P-  a n d  G F P-

l a b el e d  f o ci  c ol o c ali z e d  i n ∼ 3 7 %  ( Fi g ur e  2,  A  a n d  B).  W e  al s o 

o b s er v e d a hi g h pr o p orti o n ( ∼ 5 0 %) of o nl y G F P-l a b el e d f o ci a n d a 

s m all pr o p orti o n ( ∼ 7 – 1 7 %) of o nl y m R F P-l a b el e d f o ci i n all c o m bi n a -

ti o n s  ( Fi g ur e  1,  D  a n d  E).  Pr o b a bl y  d u e  t o  sil e n ci n g  of  t h e  G F P-

E X O 7 0 A 1 tr a n s g e n e, w e w er e u n a bl e t o o bt ai n a n y G F P- E X O 7 0 A 1 

a n d m R F P- p o siti v e pl a nt s i n t h e pr o g e n y of t h e r e s p e cti v e cr o s s e s. 

P att er n s  of  e n d o c yti c  e v e nt s  i n Ar a bi d o p si s   e pi d er m al  c ell s  w h e n 

vi s u ali z e d b y d y n a mi n-r el at e d pr ot ei n s ( D R P) a n d t h e cl at hri n li g ht 

c h ai n  pr ot ei n  f u si o n s  ( K o n o p k a  a n d  B e d n ar e k,  2 0 0 8 a;  K o n o p k a 

et  al. , 2 0 0 8) r e s e m bl e t h at of e x o c y st f o ci. W e t h er ef or e a n al y z e d 

p o s si bl e  c ol o c ali z ati o n  of  D R P 1 C- m Or a n g e  wit h  G F P- S E C 8  a n d 

f o u n d t h at it w a s l o w, ∼ 1 0 %, si mil ar t o t h e c ol o c ali z ati o n of e x o c y st 

f o ci c a u s e d b y a r a n d o m o v erl a p ( Fi g ur e 1, D a n d E, a n d S u p pl e-

m e nt al Fi g ur e S 1 A).

T a k e n t o g et h er, t h e r e s ult s s h o w e x o c y st s u b u nit s c ol o c ali z e d i n 

t h e P M f o ci t h at w er e cl e arl y di sti n ct fr o m e n d o c yti c sit e s m ar k e d b y 

D R P 1 C.

D y n a mi c s of e x o c y st f o ci a n d d e p e n d e n c e 
o n t h e c yt o s k el et o n
T h e e x o c y st-l a b el e d f o ci di s pl a y e d li mit e d s p ati al m otilit y t h at pr e -

c e d e d or f oll o w e d d w elli n g of t h e f o ci at t h e P M. T h e si g n al u s u all y 

a p p e ar e d a n d r e m ai n e d l o c ali z e d t o a n i d e nti c al sit e a n d v a ni s h e d 

e v e nt u all y  ( Fi g ur e  2 A  a n d  S u p pl e m e nt al  Vi d e o s  S 1  a n d  S 2).  T o 

m o nit or t h e f o ci b e h a vi or i n ti m e, w e u s e d k y m o gr a p hi c r e pr e s e n -

t ati o n s  of  t h e  ti m e  s eri e s,  w h er e  t h e  b o n a  fi d e  e x o c yti c  e v e nt s 

a p p e ar a s a str ai g ht li n e ( Fi g ur e 2 A). T h e si g n al i nt e n sit y t y pi c all y 

i n cr e a s e d aft er it s a p p e ar a n c e, a n d l at er d e cr e a s e d b ef or e it s di s-

a p p e ar a n c e. T h er e w a s n o pr e v aili n g p att er n of si g n al m a xi m a or 

mi ni m a d uri n g t h e e v e nt. E x o c y st s u b u nit s c ol o c ali z e d i n t h e f o ci 

d uri n g t h e w h ol e e v e nt ( Fi g ur e 2 B).

T h e m e di a n lif eti m e (r e pr e s e nt e d b y t h e l e n gt h of str ai g ht li n e s 

i n k y m o gr a p h s) of e x o c y st f o ci i n c ell s of el o n g ati o n a n d r o ot h air 

z o n e s a s d et er mi n e d fr o m k y m o gr a p h s w a s 9. 4, 1 3. 3, 9. 3, a n d 1 1. 8 s 

f or S E C 6, S E C 8, E X O 7 0 A 1, a n d E X O 8 4 b, r e s p e cti v el y. T h e lif eti m e 

di stri b uti o n w a s si mil ar f or all e x o c y st s u b u nit s t e st e d ( Fi g ur e 2 D).

T o  a s s e s s  t h e  e x o c y st  t ur n o v er  at  t h e  P M  a n d  t o  m e a s ur e  t h e 

t ur n o v er of t h e b ul k of e x o c y st s u b u nit s, w e p erf or m e d fl u or e s c e n c e 

r e c o v er y aft er p h ot o bl e a c hi n g ( F R A P) e x p eri m e nt s u si n g C L S M. W e 

i nf er fr o m t h e F R A P c ur v e s t h at t h e m o bil e fr a cti o n of e x o c y st s u b-

u nit s i s hi g h, r e pr e s e nti n g ∼ 9 0 % ( Fi g ur e 2 C). T h e fl u or e s c e n c e r e -

c o v er y h alf-ti m e w a s 2 3. 4 ±  8. 9, 1 9. 9 ±  9. 6, 3 8. 1 ±  1 7. 3, a n d 3 6. 0 ±  

6. 5 s f or t h e S E C 6, S E C 8, E X O 7 0 A 1, a n d E X O 8 4 b s u b u nit, r e s p e c -

ti v el y (±  r e pr e s e nt s S D). T h e F R A P e x p eri m e nt s s h o w t h at t h e e x o-

c y st  s u b u nit s  c y cl e  b et w e e n  c yt o pl a s m  a n d  P M  a p pr o xi m at el y  o n 

t h e or d er of t e n s of s e c o n d s f or all f o ur s u b u nit s st u di e d. T h e F R A P 

v al u e s w er e hi g h er t h a n t h e f o ci lif eti m e s, w hi c h c a n b e c a u s e d b y 

t h e f a ct t h at t h e l a s er al s o bl e a c h e s p o p ul ati o n s of f o ci i n a dj a c e nt 

f o c al pl a n e s.

T h e e x o c y st i s k n o w n t o b e s e n siti v e t o a cti n di sr u pti o n i n y e a st 

c ell s ( B o y d et  al. , 2 0 0 4). Fir st, w e a n al y z e d t h e p o s si bl e c ol o c ali z a-

ti o n  of  t h e  e x o c y st  (r e pr e s e nt e d  b y  E X O 8 4 b- G F P)  wit h  t h e  a cti n 

m ar k er  Lif e a ct- m R F P  ( Ri e dl et  al. ,  2 0 0 8)  a n d  f o u n d  n o  si g ni fi c a nt 

a ni m al s, y e a st, a n d pl a nt s ( H ei d er a n d M u n s o n, 2 0 1 2). I n y e a st, t h e 

e x o c y st bi n d s t h e v e si cl e vi a i nt er a cti o n of t h e S e c 1 5 s u b u nit wit h 

t h e v e si cl e- a s s o ci at e d S e c 4 R a b G T P a s e ( G u o et  al. , 1 9 9 9 b). Att a c h-

m e nt  of  t h e  e x o c y st  t o  t h e  P M  i s  a c hi e v e d  b y  i nt er a cti o n s  wit h 

C d c 4 2,  R h o 1,  a n d  R h o 3  G T P a s e s  i n  y e a st  ( R o bi n s o n et  al. ,  1 9 9 9; 

G u o et  al. , 2 0 0 1; Z h a n g et  al. , 2 0 0 1) a n d p o s si bl y vi a t h e R O P/ R A C 

eff e ct or I C R 1 i n Ar a bi d o p si s  ( L a v y et  al. , 2 0 0 7). I n y e a st, t h e e x o c y st 

i s f urt h er li n k e d t o t h e P M b y dir e ct bi n di n g of E x o 7 0 a n d S e c 3 s u b-

u nit s  t o  p h o s p h ati d yli n o sit ol  4, 5- bi s p h o s p h at e  ( H e et  al. ,  2 0 0 7; 

Z h a n g et  al. , 2 0 0 8) a n d b y i nt er a cti o n of S e c 6 wit h t h e S e c 9 t- S N A R E 

( Si v ar a m et  al. , 2 0 0 5). I n Ar a bi d o p si s,  t h e E X O 7 0 B 2 e x o c y st s u b u nit 

i nt er a ct s wit h t h e S N A P 3 3 S N A R E ( P e č e n k o v á et  al. , 2 0 1 1). Or g a n-

i s m s d ef e cti v e i n e x o c y st s u b u nit s t y pi c all y s uff er fr o m s e cr eti o n d e-

f e ct s ( N o vi c k et  al. , 1 9 8 0; G u o et  al. , 1 9 9 9 a). Ar a bi d o p si s  e x o c y st 

m ut a nt s ar e i n d e e d d ef e cti v e i n s e e d c o at p e cti n e x o c yt o si s, p oll e n 

t u b e, r o ot h air, a n d h y p o c ot yl gr o wt h. I n a d diti o n, t h e e x o c y st c o m-

pl e x l o c ali z e s t o s e cr et or y- a cti v e P M d o m ai n s i n pl a nt c ell s, si mil ar 

t o  t h e  sit u ati o n  i n  ot h er  e u k ar y ot e s  ( C ol e et  al. ,  2 0 0 5;  H ál a et  al. , 

2 0 0 8; Ž ár s k ý et al. , 2 0 0 9; F e n dr y c h et  al. , 2 0 1 0; K uli c h et  al. , 2 0 1 0). 

B ot h f a ct s s u g g e st a r ol e f or t h e e x o c y st i n e x o c yt o si s i n pl a nt c ell s.

A s t h e a cti o n of t h e e x o c y st d e p e n d s o n it s pr e ci s e l o c ali z ati o n 

t o t h e P M, t h e d at a i n di c at e l o c ali z ati o n of t h e b ul k of e x o c y st pr o-

t ei n s t o m e m br a n e d o m ai n s a s s o ci at e d wit h hi g h s e cr eti o n a cti vit y 

( Fi n g er et  al. , 1 9 9 8; Li p s c h ut z et  al. , 2 0 0 0; Gr o ml e y et  al. , 2 0 0 5; F e n-

dr y c h et  al. ,  2 0 1 0).  D et ail e d  a n al y si s  of  t h e  e x o c y st  l o c ali z ati o n  at 

t h e P M i s l a c ki n g. W h er e a s e n d o c yt o si s w a s c h ar a ct eri z e d b y vi s u al-

i zi n g t h e a s s e m bl y of cl at hri n li g ht c h ai n a n d d y n a mi n-r el at e d pr o-

t ei n s at si n gl e e n d o c yti c sit e s i n Ar a bi d o p si s  ( K o n o p k a a n d B e d n ar e k, 

2 0 0 8 a; K o n o p k a et  al. , 2 0 0 8; F uji m ot o et  al. , 2 0 1 0), t h er e i s n o si mi-

l ar fr a m e w or k f or e x o c yti c e v e nt s. T h e e x o c y st i s c o n si d er e d a v e si-

cl e-t et h eri n g  m a c hi n er y.  H o w e v er,  w h e n  t h e  e x o c y st  s u b u nit s  ar e 

r e cr uit e d t o s e cr et or y v e si cl e s a n d t o t h e P M, w h et h er t h e e x o c y st 

a ct u all y c ol o c ali z e s wit h s e cr et or y v e si cl e s, a n d t h e d y n a mi c s of t h e 

e x o c y st at t h e P M ar e n ot k n o w n. T o fill t hi s g a p, w e u s e a c o m bi n a -

ti o n of a d v a n c e d mi cr o s c o p y t e c h ni q u e s a n d g e n eti c a n d p h ar m a-

c ol o gi c al e x p eri m e nt s i n Ar a bi d o p si s  pl a nt s e x pr e s si n g fl u or e s c e ntl y 

t a g g e d e x o c y st s u b u nit s a n d Ar a bi d o p si s  e x o c y st m ut a nt s.

R E S U L T S
E x o c y st s u b u nit s c ol o c ali z e i n di sti n ct f o ci 
at t h e pl a s m a m e m br a n e
I n Ar a bi d o p si s  t h ali a n a ,  gr e e n  fl u or e s c e nt  pr ot ei n  ( G F P) –t a g g e d 

e x o c y st s u b u nit s S E C 6, S E C 8, E X O 7 0 A 1, a n d E X O 8 4 b ar e e nri c h e d 

at t h e o ut er P M of r o ot e pi d er m al c ell s a n d l o c ali z e str o n gl y t o p o st -

c yt o ki n eti c c ell pl at e m e m br a n e s ( Fi g ur e 1 A; F e n dr y c h et  al. , 2 0 1 0). 

T h e P M si g n al i s n ot h o m o g e n e o u s, a n d w e o c c a si o n all y o b s er v e d 

di m s p ot s at hi g h m a g ni fi c ati o n u si n g t h e c o nf o c al l a s er s c a n ni n g 

mi cr o s c o p e ( C L S M). T o a c hi e v e hi g h er s p ati al r e s ol uti o n a n d t o s e p -

ar at e t h e si g n al of e x o c y st s u b u nit s at t h e P M fr o m t h e fl u or e s c e n c e 

of  s u b u nit s  i n  c yt o pl a s m,  w e  u s e d  v ari a bl e- a n gl e  e pi fl u or e s c e n c e 

mi cr o s c o p y ( V A E M; K o n o p k a a n d B e d n ar e k, 2 0 0 8 b), w hi c h e n a bl e s 

ill u mi n ati o n  of  o bj e ct s  i n  cl o s e  pr o xi mit y  t o  t h e  mi cr o s c o p e  sli d e. 

W e e x a mi n e d r o ot s of Ar a bi d o p si s  s e e dli n g s e x pr e s si n g S E C 6- G F P, 

G F P- S E C 8,  a n d  E X O 8 4 b- G F P  u n d er  t h e  c o ntr ol  of  g e n o mi c  pr o -

m ot er s a n d E X O 7 0 A 1- G F P u n d er t h e c o ntr ol of t h e c o n stit uti v e 3 5 S 

pr o m ot er ( F e n dr y c h et  al. , 2 0 1 0). F u n cti o n alit y of t h e e x o c y st- s u b-

u nit l o c ali z ati o n s i s c orr o b or at e d b y t h e a bilit y of E X O 8 4 b, E X O 7 0 A 1, 

a n d S E C 8 G F P-f u si o n pr ot ei n s t o c o m pl e m e nt m ut ati o n s i n t h e r e -

s p e cti v e g e n e s ( F e n dr y c h et  al. , 2 0 1 0; K uli c h et  al. , 2 0 1 0). W e o b-

s er v e d l o c ali z ati o n of G F P si g n al i nt o di sti n ct f o ci at t h e P M ( Fi g ur e 

1 B).  I n  t h e  m eri st e m ati c  z o n e  it  w a s  s o m eti m e s  dif fi c ult  t o  di sti n -
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g ui s h  i n di vi d u al  f o ci,  a n d  t h er ef or e  w e  d et er mi n e d  t h e  d e n sit y  of 
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w a s m or e o b vi o u s w h e n u si n g t h e C L S M, a s 

t h e  l at B  eff e ct  w a s  pr o n o u n c e d  i n  t h e  e pi-

d er m al c ell s b el o w t h e l at er al r o ot c a p, a n d 

t h e s e  c ell s  ar e  i n a c c e s si bl e  f or  V A E M.  T h e 

e x o c y st  a g gr e g at e d  i nt o  c ell  c or n er s  a n d 

f or m e d cl u st er s of i nt e n si v e si g n al i n e pi d er-

m al c ell s i n t h e el o n g ati o n z o n e ( Fi g ur e 3 E).

T h e  e x o c y st  i s  k n o w n  t o  a s s o ci at e  wit h 

mi cr ot u b ul e s ( M T) i n a ni m al s ( V e g a a n d H s u, 

2 0 0 1; W a n g et  al. , 2 0 0 4). H o w e v er, w e di d 

n ot  o b s er v e  a n y  si g ni fi c a nt  c ol o c ali z ati o n 

w h e n  E X O 8 4 b- m R F P  w a s  e x pr e s s e d  wit h 

t h e  M A P 4- G F P  M T  m ar k er  ( M ar c et  al. , 

1 9 9 8;  Fi g ur e  3 B).  T h e  e x o c y st  a p p e ar a n c e 

at t h e P M r e m ai n e d u n c h a n g e d aft er eit h er 

1 0- mi n or 1- h M T di sr u pti o n b y a mi pr o p h o s 

m et h yl ( Fi g ur e 3, B a n d D).

W e  f urt h er  e x a mi n e d  p o s si bl e  c yt o s k el -

et al  dr u g  eff e ct  o n  t h e  E X O 8 4 b- G F P  t ur n -

o v er at t h e P M u si n g F R A P. W h er e a s 1- h M T 

di sr u pti o n  h a d  n o  o b vi o u s  eff e ct,  1- h  a cti n 

di sr u pti o n l e d t o a si g ni fi c a nt r et ar d ati o n of 

e x o c y st r e cr uit m e nt t o t h e P M ( Fi g ur e 3 G).

T h e s e  d at a  i n di c at e  t h at  alt h o u g h  c y -

t o s k el et al  s y st e m s  ar e  n ot  e s s e nti al  f or 

e x o c y st l o c ali z ati o n at t h e P M i n t h e s h ort 

t er m,  l o n g-t er m  a cti n  di sr u pti o n  l e a d s  t o 

c h a n g e s  i n  e x o c y st  l o c ali z ati o n  a n d  it s 

d y n a mi c s at t h e P M.

D o all e x o c y st f o ci h ar b or s e cr et or y 
v e si cl e s ?
T h e  e x o c y st  c o m pl e x  i s  s u p p o s e d  t o  f u n c -

ti o n a s a v e si cl e – P M t et h eri n g m a c hi n er y. T o 

a d dr e s s t h e m e c h a ni s m of e x o c y st- c o m pl e x 

f u n cti o n,  w e  a s k e d  w h et h er  t h e  o b s er v e d 

e x o c y st  f o ci  al s o  h ar b or  s e cr et or y  v e si cl e s 

t et h er e d t o t h e P M. W e att e m pt e d t o vi s u al-

i z e  s e cr et or y  v e si cl e s  u si n g  t h e  s e cr et or y 

m ar k er s e c G F P ( B at o k o et  al. , 2 0 0 0) b ut di d 

n ot  o b s er v e  a n y  v e si cl e-li k e  e v e nt s  u si n g 

V A E M ( u n p u bli s h e d d at a). E x o c yti c v e si cl e s 

h ar b or  v- S N A R E  pr ot ei n s  t h at  e v e nt u all y 

f or m S N A R E c o m pl e x e s wit h t h eir P M c o u n-

t er p art s. T h er ef or e w e t a g g e d V A M P 7 2 1 — a 

v- S N A R E ( R- S N A R E) e x pr e s s e d i n r o ot c ell s 

( U e m ur a et  al. ,  2 0 0 4;  Li p k a et  al. ,  2 0 0 7), 

w hi c h h a s b e e n u s e d a s a m ar k er of e x o c y -

t o si s i n pl a nt s ( G e nr e et  al. , 2 0 1 2) — wit h G F P 

a n d  e x pr e s s e d  t h e  f u si o n  pr ot ei n  i n Ar a bi -

d o p si s   u n d er  t h e  c o ntr ol  of  it s  n ati v e  pr o-

m ot er.  U si n g  C L S M,  w e  o b s er v e d  si g n al  i n 

e n d o s o m al c o m p art m e nt s a n d a P M si g n al 

t h at w a s str o n g at t h e o ut er P M of r o ot e pi-

d er m al c ell s ( Fi g ur e 4 A). T h e f u si o n pr ot ei n 

al s o  l a b el e d  gr o wi n g  c ell  pl at e s  ( S u p pl e -

m e nt al Fi g ur e S 1 B). T h e G F P- V A M P 7 2 1 si g -

n al l o c ali z e d t o t h e P M a n d al s o t o di sti n ct 

f o ci, li k el y v e si cl e s ( All er s m a et  al. , 2 0 0 4), w h e n o b s er v e d b y V A E M. 

T h e p ut ati v e v e si cl e s w er e m o vi n g b e n e at h t h e P M, a n d a s u b p o p u -

l ati o n of t h e f o ci w a s t et h er e d at t h e P M. D w elli n g of s o m e f o ci f ol-

l o w e d or pr e c e d e d t h eir m o v e m e nt ( Fi g ur e 4 A). It i s p o s si bl e t h at 

c ol o c ali z ati o n ( Fi g ur e 3 A). S e c o n d, u p o n 1 0 mi n of a cti n di sr u pti o n 

b y l atr u n c uli n B (l at B), t h e e x o c y st a p p e ar a n c e r e m ai n e d u n aff e ct e d. 

Aft er 1- h l at B tr e at m e nt, e x o c y st f o ci w er e still pr e s e nt; h o w e v er, i n 

s o m e c ell s t h e f o ci a g gr e g at e d i nt o cl u st er s ( Fi g ur e 3 C). T h e eff e ct 

FI G U R E 1:  E x o c y st s u b u nit s c ol o c ali z e i n di sti n ct f o ci at t h e pl a s m a m e m br a n e. ( A) C L S M 
s e cti o n of Ar a bi d o p si s  r o ot e x pr e s si n g E X O 8 4 b- G F P. T h e si g n al d e c or at e s o ut er e pi d er m al P M. 
I n r e c e ntl y di vi d e d c ell s, t h e e x o c y st i s f o c u s e d o n t h e m at uri n g c ell w all s ( a st eri s k). ( B) E x o c y st 
s u b u nit s f or m di sti n ct f o ci at t h e P M w h e n o b s er v e d b y V A E M. F o ci a p p e ar a n c e i s s h o w n i n t h e 
P M of o ut er e pi d er m al r o ot c ell s i n el o n g ati o n (l eft) a n d r o ot h air z o n e s (ri g ht). S c al e b ar s, 1 0 μ m. 
( C) E x o c y st f o ci d e n sit y i n r o ot e pi d er m al c ell s; n  ≥  1 0 c ell s f or e a c h c ol u m n; err or b ar s, S D s. 
( D) Q u a nti fi c ati o n ( %) of t h e e x o c y st s u b u nit s a n d D R P 1 C c ol o c ali z ati o n s i n Ar a bi d o p si s  r o ot 
e pi d er m al c ell s. P air s i n di c at e d i n E w er e e v al u at e d. Gr e e n, r e d, a n d y ell o w c ol or s r e pr e s e nt 
G F P o nl y, m R F P o nl y, a n d t h eir c ol o c ali z ati o n, r e s p e cti v el y. ( E) L o c ali z ati o n of S E C 6, S E C 8, a n d 
E X O 8 4 b e x o c y st s u b u nit s. Gr e e n, r e d, a n d y ell o w cir cl e s d e n ot e G F P- o nl y, m R F P- o nl y, a n d 
G F P- a n d m R F P- p o siti v e f o ci, r e s p e cti v el y. S c al e b ar s, 1 μ m.

1 4 0
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w e di d n ot o b s er v e a n y l o n g-l a sti n g e x o c y st-li k e f o ci i n t h e c a s e of 

S Y P 1 3 2. D u e t o t h e m otilit y a n d s h ort S Y P 1 3 2 d w elli n g ti m e s, t h e 

p ot e nti al c ol o c ali z ati o n w o ul d n ot b e o b s er v a bl e i n t h e ti m e r e s ol u -

ti o n a c hi e v e d d uri n g t h e s e q u e nti al i m a gi n g of t h e gr e e n a n d r e d 

c h a n n el s.

If  all  e x o c y st  f o ci  d o  t et h er  a  m e m br a n e- b o u n d  v e si cl e,  t h e s e 

w o ul d  b e  di s c er ni bl e  u si n g  el e ctr o n  mi cr o s c o p y.  Hi g h- pr e s s ur e 

fr e e zi n g, a ut o m at e d fr e e z e- s u b stit uti o n el e ctr o n mi cr o s c o p y ( H P F-

A F S)  i s  c o m m o nl y  u s e d  t o  a n al y z e  e n d o m e m br a n e  pr o c e s s e s 

( S e g uí- Si m arr o et  al. , 2 0 0 4), a s t h e s a m pl e i s fi x e d wit hi n a fr a cti o n 

of a s e c o n d, t h u s pr e s er vi n g all e n d o m e m br a n e str u ct ur e s. W e fi x e d 

t h e e pi d er m al c ell s of Ar a bi d o p si s  r o ot ti p s u si n g H P F- A F S a n d e x-

a mi n e d t h e l at er al P M f or t h e pr e s e n c e of t et h er e d v e si cl e s. I n t ot al, 

w e  a n al y z e d  9 3. 6  μ m  of  t h e  l at er al  P M  of  e pi d er m al  r o ot  c ell s 

( Fi g ur e 4 H). T h e s e cti o n s e x a mi n e d w er e 6 0 n m t hi c k. T h e a p pr o xi-

m at e  di a m et er  of  s e cr et or y  v e si cl e s  i n Ar a bi d o p si s   i s  5 0 – 7 0  n m 

( S e g uí- Si m arr o et  al. , 2 0 0 4; K et el a ar et  al. , 2 0 0 8). T h er ef or e t h e ar e a 

of l at er al P M e x a mi n e d i s r o u g hl y 1 1. 2 μ m 2  (t h e l e n gt h e x a mi n e d 

m ulti pli e d b y t h e s u m of t h e s e cti o n t hi c k n e s s a n d t h e v e si cl e di a m -

et er,  a s  a  v e si cl e  c ut  i n  h alf  w hil e  s e cti o ni n g  will  b e  vi si bl e  i n  t h e 

mi cr o gr a p h). If all e x o c y st f o ci h ar b or e d v e si cl e s, w e w o ul d o b s er v e 

∼ 1 8 v e si cl e s (t h e ar e a e x a mi n e d m ulti pli e d b y t h e e x o c y st f o ci d e n -

sit y, 1. 6 μ m − 2 ), b ut i n st e a d w e o b s er v e d o nl y 3 v e si cl e s i n t h e vi ci nit y 

of t h e l at er al P M of e pi d er m al c ell s ( Fi g ur e 4, F –I). R e c e ntl y it w a s 

r e p ort e d ( W a n g et  al. , 2 0 1 0) t h at t h e e x o c y st a s s o ci at e s wit h d o u-

bl e- m e m br a n e  str u ct ur e s  t h at  ar e  s e cr et e d  i nt o  t h e  a p o pl a st; 

h o w e v er,  w e  o b s er v e d  o nl y  str u ct ur e s  di st a ntl y  r e s e m bli n g  t h e s e 

c o m p art m e nt s —t h e  p ar a m ur al  b o di e s  oft e n  f o u n d  i n  c or n er s  of 

e pi d er m al c ell s ( Fi g ur e 4 F).

T o t e st t h e h y p ot h e si s t h at t h e e x o c y st l o c ali z e s t o t h e P M e v e n 

wit h o ut t h e pr e s e n c e of a v e si cl e, w e u s e d a n a p pr o a c h wit h a hi g h er 

t hr o u g h p ut  t h a n  tr a n s mi s si o n  el e ctr o n  mi cr o s c o p y  i m a gi n g  a n d 

bl o c k e d  e x o c yt o si s  u si n g  t h e  A R F- G E F  i n hi bit or  br ef el di n  A  ( B F A), 

w hi c h  c a u s e s  t h e  a g gr e g ati o n  of  t h e tr a n s- G ol gi  n et w or k  a n d  p ar-

ti all y i n hi bit s e x o c yt o si s ( G el d n er et  al. , 2 0 0 3; T e h a n d M o or e, 2 0 0 7). 

Aft er  2- h  tr e at m e nt  of  4- d  s e e dli n g s  wit h  5 0  μ M  B F A,  t h e  G F P-

V A M P 7 2 1 si g n al i n r o ot e pi d er m al c ell s a g gr e g at e d i n s o- c all e d B F A 

c o m p art m e nt s, a n d it s i nt e n sit y o n t h e P M d e cr e a s e d, i n di c ati n g t h at 

e x o c yt o si s  w a s  i n hi bit e d  ( Fi g ur e  5).  O n  t h e  c o ntr ar y,  E X O 8 4 b, 

E X O 7 0 A 1,  S E C 6,  a n d  S E C 8  G F P-t a g g e d  e x o c y st  s u b u nit s  di d  n ot 

e x hi bit s u c h b e h a vi or, a n d t h eir si g n al p er si st e d c o m pl et el y at t h e P M 

( Fi g ur e 5). N ot e t h at t h e a n al y si s of V A M P 7 2 1 V A E M i m a g e s w a s v er y 

dif fi c ult d u e t o t h e si g n al of t h e e n d o m e m br a n e c o m p art m e nt s pr e s -

e nt b e n e at h t h e pl a s m a m e m br a n e. Aft er B F A tr e at m e nt of V A M P 7 2 1, 

t h e  P M  si g n al  d e cr e a s e d,  w h er e a s  t h e  u n d erl yi n g  e n d o m e m br a n e 

p arti cl e s  w er e  still  pr e s e nt;  t h er ef or e  w e  di d  n ot  a n al y z e  t h e  B F A-

tr e at e d s a m pl e s u si n g V A E M b ut u s e d c o nf o c al mi cr o s c o p y i n st e a d.

I n  s u m m ar y,  t h e  p arti al  c ol o c ali z ati o n  wit h  t h e  V A M P 7 2 1  v-

S N A R E, t h e l a c k of t et h er e d v e si cl e s at t h e l at er al P M a s e x a mi n e d 

b y H P F- A F S, a n d t h e i n s e n siti vit y of t h e e x o c y st t o B F A d e m o n str at e 

t h at t h e e x o c y st f o ci r e pr e s e nt sit e s of e x o c y st c o m pl e x d o c ki n g at 

t h e P M t h at o c c ur al s o wit h o ut t h e pr e s e n c e of s e cr et or y v e si cl e s. 

T h u s t h e e x o c y st f o ci pr o b a bl y f or m at pr e e xi sti n g sit e s c a p a bl e of 

v e si cl e t et h eri n g.

E x o c yt o si s i s d e cr e a s e d i n e x o c y st m ut a nt s
T h e e x o c y st i s a n o ct a m eri c pr ot ei n c o m pl e x, a n d l o s s- of-f u n cti o n 

m ut ati o n s of it s s u b u nit s r e s ult i n d e v el o p m e nt al d ef e ct s, i m pl y -

i n g t h at it n e e d s all of it s c o m p o n e nt s f or pr o p er f u n cti o ni n g. T o 

t e st  w h et h er  e x o c y st  f o ci  ar e  alt er e d  i n  c ell s  l a c ki n g  o n e  of  t h e 

e x o c y st c o m p o n e nt s, w e e x pr e s s e d t h e S E C 6- G F P s u b u nit i n t h e 

e x o 7 0 A 1   e x o c y st  m ut a nt  ( S y n e k et  al. ,  2 0 0 6).  W e  c o m p ar e d 

t h e s e f o ci c orr e s p o n d t o e x o c yti c a n d e n d o c yti c f o ci, b ut w e w er e 

u n a bl e t o di sti n g ui s h b et w e e n t h e t w o t y p e s of e v e nt s.

T h e p att er n of t h e G F P- V A M P 7 2 1 f o ci r e s e m bl e d t h at of e x o c y st 

f o ci ( Fi g ur e 4, A a n d B). W e t e st e d t h e c ol o c ali z ati o n b et w e e n G F P-

V A M P 7 2 1 a n d t h e e x o c y st —r e pr e s e nt e d b y E X O 8 4 b- m R F P, a s t hi s 

c o n str u ct pr o v e d r eli a bl e a n d h a d str o n g er si g n al t h a n S E C 6- m R F P. 

E X O 8 4 b- m R F P  c ol o c ali z e d  wit h  G F P- V A M P 7 2 1  at  t h e  l at er al  P M 

b ut  n ot  i n  t h e  e n d o s o m e-li k e  c o m p art m e nt s  w h e n  o b s er v e d  b y 

C L S M ( S u p pl e m e nt al Fi g ur e S 1 C). W h e n V A E M w a s u s e d, e x o c y st 

f o ci c ol o c ali z e d wit h t h e G F P- V A M P 7 2 1 p ut ati v e v e si cl e s t et h er e d 

at t h e P M i n 2 1. 6 % of t h e f o ci o b s er v e d ( Fi g ur e 4, D a n d E), w h er e a s 

t h e c ol o c ali z ati o n c a u s e d b y a r a n d o m o v erl a p w a s 1 0. 6 %. A p or-

ti o n  of  t h e  e x o c y st  f o ci  i s  t h u s  a s s o ci at e d  wit h  p ut ati v e  s e cr et or y 

v e si cl e s. H o w e v er, t h e q u e sti o n r e m ai n s w h et h er t h e r e m ai ni n g f o ci 

al s o t et h er v e si cl e s.

W e f urt h er att e m pt e d t o vi s u ali z e a P M-l o c ali z e d t- S N A R E pr o -

t ei n.  T h e  S Y P 1 3 2  t- S N A R E  ( Q a- S N A R E)  i s  e x pr e s s e d  u bi q uit o u sl y 

d uri n g all pl a nt d e v el o p m e nt al st a g e s, s u g g e sti n g t h at it c o ul d b e 

i n v ol v e d i n c o n stit uti v e P M tr af fi c ki n g ( U e m ur a et  al. , 2 0 0 4; E n a mi 

et  al. ,  2 0 0 9).  G F P-t a g g e d  S Y P 1 3 2  a p p e ar e d  a s  a  P M  si g n al  u si n g 

C L S M ( Fi g ur e 4 C; K at o et  al. , 2 0 1 0). Wit h V A E M, t h e S Y P 1 3 2- G F P 

si g n al l o c ali z e d t o m otil e f o ci of hi g h d e n sit y, pr o b a bl y r e pr e s e nti n g 

S Y P 1 3 2 pr ot ei n cl u st er s ( Fi g ur e 4 C). U nli k e t h e e x o c y st s u b u nit s, it 

w a s dif fi c ult t o di sti n g ui s h i n di vi d u al f o ci a n d t h u s i m p o s si bl e t o d e -

t er mi n e t h eir a ct u al d e n sit y. W h e n w e c o m p ar e d t h e k y m o gr a p h s of 

e x o c y st  s u b u nit s  a n d  t h e  S Y P 1 3 2  f o ci  ( Fi g ur e  4,  B  a n d  C),  it  w a s 

o b vi o u s t h at S Y P 1 3 2 f o ci e x hi bit e d s u b st a nti all y hi g h er m otilit y, a n d 

FI G U R E 2:  E x o c y st f o ci d y n a mi c s. ( A) A k y m o gr a p hi c r e pr e s e nt ati o n 
of E X O 8 4 b- G F P at t h e P M of a n el o n g ati n g r o ot e pi d er m al c ell. 
Arr o w h e a d p oi nt s t o l at er al m o v e m e nt of E X O 8 4 b- G F P i n t h e v erti c al 
dir e cti o n. H ori z o nt al a n d v erti c al b ar s r e pr e s e nt 5 s a n d 3 μ m, 
r e s p e cti v el y. ( B) A k y m o gr a p hi c r e pr e s e nt ati o n of S E C 6- G F P a n d 
E X O 8 4 b- m R F P c ol o c ali z ati o n i n t h e e x o c y st f o ci. R e cr uit m e nt of n e w 
E X O 8 4 b- m R F P m ol e c ul e s i s a p p ar e nt ( arr o w h e a d s). T h e h ori z o nt al 
a n d v erti c al b ar s r e pr e s e nt 1 0 s a n d 2 μ m, r e s p e cti v el y. ( C) F R A P of 
e x o c y st s u b u nit s at l at er al P M of el o n g ati n g r o ot e pi d er m al c ell s. 
E a c h c ur v e w a s c o n str u ct e d fr o m ≥ 1 0 F R A P e x p eri m e nt s; t h e 
i n di vi d u al m e a s ur e m e nt s ar e r e pr e s e nt e d b y d ot s. ( D) Hi st o gr a m 
s h o wi n g di stri b uti o n of e x o c y st f o ci lif eti m e s m e a s ur e d i n 
k y m o gr a p h s; n  ≥  6 0 0 f o ci f or e a c h s u b u nit.
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r e s ult i n d e cr e a s e d e x o c yt o si s. I n r o ot e pi-

d er m al c ell s, G F P-t a g g e d V A M P 7 2 1 i s p ar -

titi o n e d  b et w e e n  t h e  P M  a n d  e n d o m e m-

br a n e c o m p art m e nt s. T h e str o n g si g n al at 

t h e  l at er al  P M  li k el y  r e s ult s  fr o m  i nt e n si v e 

e x o c yt o si s  ( Fi g ur e  4 A).  T h e  r ati o  of  t h e 

P M  a n d  e n d o m e m br a n e  si g n al s  c a n  t h e n 

b e  u s e d  a s  a n  a p pr o xi m ati o n  f or  o n g oi n g 

e x o c yt o si s.  T h er ef or e  w e  e x a mi n e d  G F P-

V A M P 7 2 1 i n e x o 8 4 b  a n d e x o 7 0 A 1  e x o c y st 

m ut a nt s. T h e e x o 8 4 b- 1  a n d e x o 8 4 b- 2  m u-

t a nt s ar e d w arf pl a nt s wit h pl ei otr o pi c d e-

v el o p m e nt al d ef e ct s ( F e n dr y c h et  al. , 2 0 1 0). 

I n  b ot h  li n e s,  t h e  G F P- V A M P 7 2 1  l o c ali z a-

ti o n  diff er e d  dr a m ati c all y  fr o m  t h e  wil d 

t y p e: t h e l at er al P M si g n al w a s l o st, a n d t h e 

pr ot ei n  w a s  pr e s e nt  i n  t h e  c yt o pl a s m  a n d 

t h e  e n d o m e m br a n e s  ( Fi g ur e  6 C).  W e  f ur-

t h er  a n al y z e d  t h e  l o c ali z ati o n  of  G F P-

V A M P 7 2 1 i n t h e e x o 7 0 A 1  m ut a nt, w hi c h i s 

l e s s s e v er el y aff e ct e d, a n d it s c ell t y p e s c a n 

b e  dir e ctl y  c o m p ar e d  wit h  wil d  t y p e.  I n 

e x o 7 0 A 1 ,  l at er al  P M- d o m ai n  l o c ali z ati o n 

t y pi c all y  d e cr e a s e d  a n d  t h e  si g n al  i n  t h e 

e n d o m e m br a n e  c o m p art m e nt s  i n cr e a s e d, 

alt h o u g h  s o m e  m ut a nt  c ell s  r e s e m bl e d 

wil d-t y p e  c ell s.  T o  q u a ntif y  t hi s  o b s er v a -

ti o n, w e d et er mi n e d t h e r ati o of t h e l at er al 

P M- d o m ai n si g n al t o t h e e ntir e c yt o pl a s mi c 

si g n al. T hi s r ati o w a s l o w er i n e x o 7 0 A 1  m u-

t a nt s  t h a n  i n  p h e n ot y pi c all y  wil d-t y p e  si b-

li n g s a n d wil d-t y p e pl a nt s ( Fi g ur e 6 D). W e 

w er e u n a bl e t o c o m p ar e t h e G F P- V A M P 7 2 1 

si g n al  u si n g  V A E M  mi cr o s c o p y,  a s  t h e 

e n d o m e m br a n e  c o m p art m e nt s  a c c u m u -

l at e d  b el o w  t h e  P M  i n  t h e  m ut a nt  pl a nt s 

h a m p er s u c h a n a n al y si s, si mil ar t o t h e sit u -

ati o n  i n  B F A-tr e at e d  s a m pl e s  ( s e e  e arli er 

di s c u s si o n).

I n s u m m ar y, t h e a b s e n c e of t h e E X O 7 0 A 1 

s u b u nit l e a d s t o a d e cr e a s e d r e cr uit m e nt of 

t h e S E C 6 s u b u nit t o t h e P M. T hi s i n di c at e s 

t h at  t h e  e x o c y st- d o c ki n g  f u n cti o n  w a s  i m-

p air e d  i n  t h e e x o 7 0 A 1 - m ut a nt  pl a nt s.  I n 

t ur n,  e x o c yt o si s  d e cr e a s e d  i n  t h e s e  pl a nt s, 

a s  i nf err e d  fr o m  t h e  l o c ali z ati o n  of  G F P-

V A M P 7 2 1.  A  pl a u si bl e  e x pl a n ati o n  of  t hi s 

eff e ct i s t h at t h e c ell s f a c e dif fi c ulti e s i n e x o -

c yt o si s d u e t o t h e i n a bilit y t o t et h er v e si cl e s 

t o  t h e  P M.  S u c h  i n a bilit y  m a y  w ell  e x pl ai n 

m or p h ol o gi c al  a n d  d e v el o p m e nt al  d ef e ct s 

of t h e e x o 7 0 A 1  m ut a nt.

DI S C U S SI O N
E x o c y st  l o c ali z ati o n  w a s  d e s cri b e d  i n  v ari o u s  m o d el  or g a ni s m s  a s 

i nt e n s e si g n al i n s e cr et or y- a cti v e P M d o m ai n s; i n Ar a bi d o p si s  r o ot s, 

t h e e x o c y st d e c or at e d str o n gl y t h e o ut er P M of el o n g ati n g e pi d er-

m al c ell s. T h e o ut er e pi d er m al c ell d o m ai n d e fi n e s t h e r o ot – s oil i n -

t erf a c e, a n d it i s a sit e of a cti v e s e cr eti o n of p e cti n a c e o u s m u cil a g e 

( Will at s et  al. , 2 0 0 1; L a n g o w s ki et  al. , 2 0 1 0). T h e r ol e of t h e e x o c y st 

i n p e cti n a c e o u s m u cil a g e s e cr eti o n i n t h e s e e d c o at w a s d e s cri b e d 

b y K uli c h et  al.  ( 2 0 1 0), a n d a si mil ar r ol e li k el y h ol d s i n t h e c a s e of 

p h e n ot y pi c all y wil d-t y p e pl a nt s ( h et er o z y g o u s a n d wil d t y p e wit h 

r e s p e ct t o t h e e x o 7 0 A 1  all el e) wit h t h e m ut a nt s. I n t h e l att er, t h e 

P M i n ci d e n c e of S E C 6- G F P f o ci w a s d e cr e a s e d, a s m a nif e st e d i n 

a c o n s pi c u o u sl y d e cr e a s e d d e n sit y of t h e f o ci at t h e l at er al P M of 

t h e  el o n g ati o n  z o n e  ( Fi g ur e  6,  A  a n d  B).  T h e  f o ci  s o m eti m e s 

f or m e d  cl u st er s  at  t h e  P M,  w hi c h  w er e  n e v er  o b s er v e d  i n  wil d-

t y p e c o ntr ol s ( Fi g ur e 6 A).

If t h e e x o c y st f o ci i n d e e d r e pr e s e nt P M sit e s wit h v e si cl e-t et h-

eri n g  c a p a cit y,  t h e n  t h e  d e cr e a s e  i n  e x o c y st  f o ci  d e n sit y  s h o ul d 

FI G U R E 3:  E X O 8 4 b- G F P a n d c yt o s k el et o n i n r o ot e pi d er m al c ell s. ( A) E X O 8 4 B- G F P ( gr e e n) d o e s 
n ot c ol o c ali z e wit h a cti n a s vi s u ali z e d b y Lif e a ct- m R F P (r e d). S h ort-t er m a cti n di sr u pti o n ( 1 0 mi n, 
ri g ht) d o e s n ot i n fl u e n c e t h e a p p e ar a n c e of e x o c y st f o ci. S c al e b ar s, 2 μ m. ( B) L o c ali z ati o n of 
E X O 8 4 b- m R F P (r e d) a n d mi cr ot u b ul e s ( gr e e n, M A P 4- G F P). Aft er 1 0- mi n A P M tr e at m e nt, 
mi cr ot u b ul e s ar e di sr u pt e d, w h er e a s e x o c y st f o ci r e m ai n u n aff e ct e d. S c al e b ar s, 2 μ m. 
( C, D) E X O 8 4 b- G F P f o ci 1 h aft er di sr u pti o n of a cti n ( C) a n d mi cr ot u b ul e ( D) c yt o s k el et o n. S c al e 
b ar s, 5 μ m. ( E, F) E X O 8 4 b- G F P i n C L S M r o ot s e cti o n s 1 h aft er di sr u pti o n of a cti n ( E) a n d c o ntr ol 
( F). H y p er p ol ari z ati o n of t h e e x o c y st si g n al i s o b vi o u s i n E. S c al e b ar s, 1 0 μ m. ( G, H) F R A P c ur v e s 
d e m o n str at e r et ar d e d r e c o v er y of E X O 8 4 b- G F P at t h e P M of t h e e pi d er m al r o ot c ell s u p o n 1- h 
tr e at m e nt b y l at B ( G). M T di sr u pti o n h a d n o eff e ct. Err or b ar s, S D s; n  =  1 2 ( c o ntr ol s), 2 0 (l at B a n d 
A P M tr e at m e nt s).
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m or e e a sil y t h a n t h e m R F P-t a g g e d o n e s, p er h a p s d u e t o t h e w e a k 

a bilit y of t h e G F P t o di m eri z e ( Z a c h ari a s et  al. , 2 0 0 2). T h e e x o c y st 

f o ci (r e pr e s e nt e d b y S E C 8) diff er e d fr o m t h e e n d o c yti c sit e s m ar k e d 

b y  d y n a mi n-r el at e d  pr ot ei n  1 C  ( K o n o p k a  a n d  B e d n ar e k,  2 0 0 8 a; 

K o n o p k a et  al. , 2 0 0 8). T h e d e n sit y of t h e f o ci w a s si mil ar f or all e x o-

c y st  s u b u nit s  t e st e d,  a n d  it  d e cr e a s e d  wit h  t h e  di st a n c e  fr o m  t h e 

r o ot a pi c al m eri st e m.

W e  f urt h er  t e st e d  t h e  d e p e n d e n c e  of  e x o c y st  l o c ali z ati o n  a n d 

d y n a mi c s o n a cti n a n d M T c yt o s k el et o n s. Alt h o u g h t h e e x o c y st w a s 

s h o w n t o l o c ali z e t o M T i n o pi st h o k o nt c ell s ( V e g a a n d H s u, 2 0 0 1; 

W a n g et  al. ,  2 0 0 4),  w e  o b s er v e d  n eit h er  si g ni fi c a nt  c ol o c ali z ati o n 

n or a n eff e ct of M T di sr u pti o n o n e x o c y st f o ci a p p e ar a n c e. T h e i m -

m e di at e e x o c y st l o c ali z ati o n w a s a cti n i n d e p e n d e nt, b ut l o n g-t er m 

a cti n di sr u pti o n l e d t o c h a n g e s i n e x o c y st f o ci a p p e ar a n c e a n d d y -

n a mi c s.  T hi s  w a s  pr o b a bl y  d u e  t o  u n e q u al  di stri b uti o n  of  t h e  f o ci 

a n d c o m p art m e nt s t h at ar e s o ur c e s of e x o c yti c v e si cl e s. T h e d eli v -

er y of c ell ul o s e – s y nt h a s e c o m pl e x e s t o t h e P M w a s n ot mi cr ot u b ul e 

d e p e n d e nt ( G uti err e z et  al. , 2 0 0 9), a n d si mil ar t o o ur r e s ult s, u p o n 

a cti n  di sr u pti o n,  t h e  p att er n  of  di stri b uti o n  of  t h e  c o m pl e x e s  at 

t h e P M w a s di sr u pt e d, li k el y r e fl e cti n g t h e irr e g ul ar di stri b uti o n of 

t h e r o ot e pi d er mi s. I n p o st mit oti c c ell s, t h e e x o c y st r ef o c u s e s t o t h e 

m at uri n g  c ell  w all,  a n ot h er  d o m ai n  wit h  hi g h  s e cr eti o n  d e m a n d s 

( F e n dr y c h et  al. , 2 0 1 0). H er e, u si n g V A E M, w e a c hi e v e d a n e w l e v el 

of s p ati ot e m p or al r e s ol uti o n a n d c h ar a ct eri z e d t h e e x o c y st d y n a m -

i c s i n P M-l o c ali z e d f o ci.

W e s h o w e d t h at S E C 6-, S E C 8-, a n d E X O 8 4 b- p o siti v e f o ci c ol o -

c ali z e. T h er e w a s, h o w e v er, al s o a si g ni fi c a nt pr o p orti o n of G F P- o nl y 

l a b el e d f o ci. F or t e c h ni c al r e a s o n s, G F P a n d m R F P c h a n n el s w er e 

i m a g e d  s e q u e nti all y,  r e s ulti n g  i n  a n  a p pr o xi m at el y  1- s  d el a y  b e-

t w e e n i m a gi n g of t h e t w o c h a n n el s, e x pl ai ni n g p art of t h e n o n c ol o-

c ali zi n g  f o ci.  Alt h o u g h  t h e  m R F P-t a g g e d  pr ot ei n  e x pr e s si o n  w a s 

dri v e n b y t h e 3 5 S c o n stit uti v e pr o m ot er, t h e e x pr e s si o n l e v el s w er e 

l o w, a n d t h e l o c ali z ati o n p att er n w a s v er y si mil ar w h e n c o m p ar e d 

t h e  3 5 S  pr o m ot er  wit h  t h e  n ati v e- pr o m ot er – dri v e n  c o n str u ct s 

( E X O 8 4 b- R F P, S E C 6- R F P). I n f a ct, t h e m R F P si g n al hit t h e d et e cti o n 

li mit of t h e mi cr o s c o p e s et u p. T h e m R F P pr ot ei n h a s a l o w er q u a n-

t u m yi el d a n d bl e a c h e s f a st er t h a n G F P ( Di xit et  al. , 2 0 0 6), a n d i n o ur 

mi cr o s c o p e s et u p, t h e m R F P si g n al w a s p h ot o bl e a c h e d r a pi dl y, e x -

pl ai ni n g a n ot h er p art of t h e G F P- o nl y –l a b el e d f o ci. It i s al s o p o s si bl e 

t h at G F P-t a g g e d s u b u nit s ar e i n c or p or at e d i nt o e x o c y st c o m pl e x e s 

FI G U R E 4:  C ol o c ali z ati o n of e x o c y st f o ci wit h v e si cl e m ar k er a n d el e ctr o n mi cr o s c o p y a n al y si s of t h e l at er al pl a s m a 
m e m br a n e of r o ot e pi d er m al c ell s. ( A – C) C o m p ari s o n of V A M P 7 2 1 ( A), e x o c y st f o ci ( B), a n d S Y P 1 3 2- G F P ( C) C L S M 
l o c ali z ati o n (l eft) a n d d y n a mi c s vi s u ali z e d b y V A E M (ri g ht). G F P- V A M P 7 2 1 l o c ali z e s t o e pi d er m al P M a n d e n d o s o m e s 
a n d E X O 8 4 b- G F P si g n al i s pr o mi n e nt at t h e o ut er e pi d er m al P M, w h er e a s S Y P 1 3 2- G F P i s e v e nl y di stri b ut e d al o n g t h e 
e ntir e P M; t h e s e e mi n gl y str o n g er si g n al of t h e i nt er c ell ul ar m e m br a n e s r e s ult s fr o m s u m mi n g of t h e a dj a c e nt P M 
si g n al. K y m o gr a p h s d e m o n str at e t h at V A M P 7 2 1 a n d e x o c y st l a b el P M-l o c ali z e d f o ci wit h si mil ar a p p e ar a n c e ( A, B). 
V A M P 7 2 1 f o ci d w elli n g at t h e P M ar e pr e c e d e d b y m o v e m e nt of t h e f o ci ( arr o w h e a d s). M otil e f o ci a n d e n d o s o m e s ar e 
vi si bl e i n t h e k y m o gr a p h ( B). S Y P 1 3 2- G F P ( C) i s hi g hl y d y n a mi c c o m p ar e d wit h E X O 8 4 b-l a b el e d f o ci. S c al e b ar s, 5 μ m 
(l eft); h ori z o nt al a n d v erti c al b ar s (ri g ht) r e pr e s e nt 5 s a n d 3 μ m, r e s p e cti v el y. ( D) C ol o c ali z ati o n of G F P- V A M P 7 2 1 a n d 
E X O 8 4 b- m R F P f o ci ( s c al e b ar, 2 μ m), a n d q u a nti fi c ati o n ( %) of t h e c ol o c ali z ati o n (l eft). T h e r a n d o m o v erl a p q u a nti fi c ati o n 
i s s h o w n o n t h e ri g ht. N ot e t h e w e a k P M si g n al of G F P- V A M P 7 2 1 a p art fr o m t h e l ar g er f o ci. ( E) K y m o gr a p hi c 
r e pr e s e nt ati o n of t h e c ol o c ali z ati o n b et w e e n G F P- V A M P 7 2 1 a n d E X O 8 4 b- m R F P; h ori z o nt al a n d v erti c al b ar s r e pr e s e nt 
1 0 s a n d 2 μ m, r e s p e cti v el y. ( F, G) H P F- A F S el e ctr o n mi cr o s c o p y a n al y si s of t h e l at er al P M of Ar a bi d o p si s  r o ot e pi d er m al 
c ell s. ( H) T a bl e s u m m ari zi n g t h e l e n gt h a n d ar e a of l at er al P M a n al y z e d a n d n u m b er of vi si bl e v e si cl e s. Fr o m t h e a ct u al 
v e si cl e n u m b er o b s er v e d it i s cl e ar t h at o nl y a s u b s et of e x o c y st f o ci ar e t et h eri n g a v e si cl e. N u m er o u s G ol gi a n d 
e n d o m e m br a n e s ar e a p p ar e nt i n F, b ut n o v e si cl e s ar e t et h er e d b el o w t h e l at er al P M. I n t h e l o w er c ell, p ar a m ur al 
b o di e s ar e pr e s e nt ( arr o w h e a d). A n e x a m pl e of v e si cl e t et h er e d at t h e P M i s s h o w n i n G; n ot e al s o t h e pr e s e n c e of 
n u m er o u s v e si cl e s i n t h e c yt o pl a s m cl o s e t o t h e G ol gi. (I) M a g ni fi e d i n s et fr o m ( G); t h e di st a n c e of t h e v e si cl e fr o m t h e 
P M i s 2 3 n m. S c al e b ar s, 1 μ m i n F a n d G a n d 1 0 0 n m i n I.
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t h e  e x o c y st,  al b eit  i n  a  r e d u n d a nt  m a n n er  ( B e n d e z ú  a n d  M arti n, 

2 0 1 0). I n a d diti o n, it s e e m s t h at t h e fi s si o n y e a st e x o c y st h ol o c o m -

pl e x i s d eli v er e d t o t h e gr o wi n g e n d s of c ell s b y t h e F- a cti n n et w or k 

( B e n d e z ú et  al. , 2 0 1 2).

T h e  a s s e m bl y  a n d  d y n a mi c s  of  e x o c y st 

s u b u nit s h a s b e e n a m att er of a d e b at e. T h e 

s e mi n al  m o d el  of  P et er  N o vi c k,  b a s e d  o n 

y e a st d at a, pr o p o s e s c o n s e c uti v e a s s e m bl y 

of  e x o c y st  s u b c o m pl e x e s  o n  t h e  v e si cl e 

( m e di at e d  b y  S e c 1 5 – S e c 4  i nt er a cti o n)  a n d 

o n t h e t ar g et P M d o m ai n ( S e c 3 a n d E x o 7 0). 

F ull c o m pl e x a s s e m bl y t h e n r e s ult s i n v e si cl e 

t et h eri n g ( Br ö c k er et  al. , 2 0 1 0). Alt er n ati v el y, 

t h e e x o c y st mi g ht f u n cti o n a s a p arti cl e pr e-

a s s e m bl e d at t h e pl a s m a m e m br a n e t h at i s 

a cti v at e d b y R h o G T P a s e s t o tri g g er t et h er -

i n g ( W u et  al. , 2 0 0 8). T h e l att er m o d el i s al s o 

s u p p ort e d b y t h e fi n di n g t h at aft er s p e ci fi c 

m ut ati o n s  of  t h e  y e a st  S e c 6  s u b u nit,  t h e 

e x o c y st i s r el e a s e d fr o m P M a s a c o m pl et e 

p arti cl e ( S o n g er a n d M u n s o n, 2 0 0 9). T h e o -

r eti c all y, t h e e x o c y st a s s e m bl y c o ul d b e o b-

s er v e d  b y  c ol o c ali z ati o n  of  diff er e nti all y  l a -

b el e d s u b u nit s i n t h e P M f o ci. N e v ert h el e s s, 

t hi s  w a s  i m p o s si bl e  u si n g  o ur  mi cr o s c o p e 

s et u p d u e t o t h e l o w ti m e r e s ol uti o n c a u s e d 

b y  s e q u e nti al  i m a gi n g.  H o w e v er,  t h e  f a ct 

t h at  d y n a mi c s  a n d  d e n sit y  at  t h e  P M  w er e 

si mil ar  f or  all  s u b u nit s  t e st e d,  i n cl u di n g 

E X O 7 0 A 1 — w hi c h  w o ul d  b e  e x p e ct e d  t o 

“ w ait ”  a s  a  l a n d m ar k  at  t h e  P M  b a s e d  o n 

t h e c o n s e c uti v e a s s e m bl y m o d el — s u p p ort s 

t h e h y p ot h e si s of t h e e x o c y st f u n cti o n a s a 

pr e a s s e m bl e d  p arti cl e.  T hi s  i nf er e n c e  i s 

str e n gt h e n e d  b y  t h e  f a ct  t h at  t h e  e x o c y st 

s u b u nit s w er e pr e s e nt at t h e P M e v e n wit h -

o ut t h e t et h er e d v e si cl e ( al s o u p o n a d diti o n 

of  B F A).  A  r e c e nt  r e p ort  o n  t h e  pr e a s s e m -

bl e d  e x o c y st  h ol o c o m pl e x  (i n cl u di n g  t h e 

FI G U R E 5:  T h e e x o c y st i s i n s e n siti v e t o br ef el di n A tr e at m e nt. Pl a nt s e x pr e s si n g e x o c y st s u b u nit s a n d V A M P 7 2 1 G F P 
f u si o n s w er e tr e at e d wit h B F A f or 2 h a s i n di c at e d. T h e e x o c y st s u b u nit s r e m ai n e d l o c ali z e d o n t h e l at er al P M i n t h e r o ot 
e pi d er m al c ell s, w h er e a s t h e V A M P 7 2 1 a g gr e g at e d i n B F A c o m p art m e nt s. S c al e b ar s, 1 0 μ m.

FI G U R E 6:  M ut ati o n s i n e x o c y st s u b u nit s d e cr e a s e t h e i n ci d e n c e of e x o c y st f o ci at t h e P M a n d 
l e a d t o a d e cr e a s e i n e x o c yt o si s. ( A) S E C 6- G F P e x o c y st f o ci i n wil d-t y p e a n d e x o 7 0 A 1- m ut a nt 
r o ot e pi d er m al c ell s; s c al e b ar s, 2 μ m. ( B) q u a nti fi c ati o n of S E C 6- G F P f o ci d e n sit y i n e x o 7 0 A 1  
wil d-t y p e a n d m ut a nt c ell s; err or b ar s, S D s; n  =  2 3 a n d 1 2 c ell s f or e x o 7 0 A 1 m m  a n d e x o 7 0 A 1 wil d 
t y p e, r e s p e cti v el y. ( C) G F P- V A M P 7 2 1 l o c ali z e s t o t h e l at er al P M a n d e n d o m e m br a n e s i n t h e wil d 
t y p e a n d e x o 7 0 A 1  p h e n ot y pi c wil d-t y p e c ell s. I n e x o 7 0 A 1  a n d e x o 8 4 b 1  e x o c y st m ut a nt s, 
G F P- V A M P 7 2 1 l o c ali z ati o n t o t h e l at er al P M d e cr e a s e s, a n d, i n t ur n, t h e si g n al of e n d o m e m br a n e 
c o m p art m e nt i n cr e a s e s. C ali br ati o n b ar of t h e c ol or c o di n g i s s h o w n o n t h e ri g ht; s c al e b ar s, 
5 μ m. ( D) Q u a nti fi c ati o n of t h e l at er al P M d o m ai n/ c yt o pl a s mi c si g n al i nt e n sit y r ati o i n wil d-t y p e, 
e x o 7 0 A 1  wil d-t y p e, a n d e x o 7 0 A 1  m ut a nt s. T h e e x o 8 4 b  m ut a nt s w er e n ot q u a nti fi e d d u e t o t h e 
l a c k of si g n al at t h e P M. n  =  4 8 c ell s i n 1 8 s e e dli n g s ( wil d t y p e), n  =  5 4 c ell s i n 1 8 s e e dli n g s 
(e x o 7 0 A 1  wil d t y p e), a n d n  =  4 5 c ell s i n 1 6 s e e dli n g s (e x o 7 0 A 1  m ut a nt s); err or b ar s, S D s.

v e si cl e- pr o d u ci n g  c o m p art m e nt s  ( Cr o w ell et  al. ,  2 0 0 9;  G uti err e z 

et  al. , 2 0 0 9). T h e s e r e s ult s a gr e e wit h t h e n oti o n t h at fi s si o n y e a st 
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r e fl e ct t h e a ct u al p h y si c al p e n etr ati o n d e pt h s, d u e t o t h e i ntri c at e 

o pti c al  s y st e m  of  i nt erf a c e s  wit h  v ari o u s  r efr a cti v e  i n d e x e s:  t h e 

gl a s s – m e di u m,  m e di u m – c ell  w all,  a n d  c ell  w all – c yt o pl a s m  i nt er -

f a c e s. E x cit ati o n at 4 8 8 n m a n d t h e G F P filt er w er e u s e d f or i m a g-

i n g of G F P. E x cit ati o n at 4 8 8 a n d 5 6 0 n m, t h e Q u a d P- T c u b e, a n d 

5 2 5/ 3 6  a n d  6 0 0/ 3 2  filt er s  w er e  u s e d  f or  G F P/ m R F P  a n d  G F P/

m Or a n g e s e q u e nti al i m a gi n g. R el ati v e f o c u s c orr e cti o n w a s u s e d 

f or c ol o c ali z ati o n i m a gi n g t o c o m p e n s at e f or t h e f a ct t h at diff er e nt 

w a v el e n gt h s a p p e ar at diff er e nt f o c al d e pt h s. T h e s y st e m, e q ui p p e d 

wit h  a  D F C 3 5 0 F X R 2  c a m er a,  w a s  c o ntr oll e d  b y  L A S  A F  s oft w ar e 

( L ei c a).

F R A P e x p eri m e nt s w er e p erf or m e d u si n g t h e Z ei s s L S M 5 D U O 

C L S M ( Z ei s s, J e n a, G er m a n y) wit h t h e Z ei s s C- A p o c hr o m at 4 0 × / 1. 2 

w at er- c orr e ct e d o bj e cti v e. All i m a g e s w er e a c q uir e d u si n g i d e nti c al 

s etti n g s:  i m a g e  si z e  w a s  5 0 0 ×   2 0 0  pi x el s;  t h e  r e gi o n  of  i nt er e st 

( 7 0 ×  2 0 pi x el s) w a s bl e a c h e d u si n g 1 0 it er ati o n s of a 4 8 9- n m l a s er 

at 1 0 0 % l a s er p o w er; a n d 5 a n d 3 5 fr a m e s b y 6. 5- s st e p s w er e a c -

q uir e d b ef or e a n d aft er bl e a c hi n g, r e s p e cti v el y.

H P F- A F S a n d el e ctr o n mi cr o s c o p y
R o ot  ti p s  of  5- d- ol d  s e e dli n g s  of A.  t h ali a n a   w er e  e x ci s e d,  i m-

m er s e d i n 2 0 % ( wt/ v ol) b o vi n e s er u m al b u mi n, a n d fr o z e n i m m e di -

at el y  i n  a  hi g h- pr e s s ur e  fr e e z er  ( E M  P A C T;  L ei c a  Mi cr o s y st e m s). 

Fr e e z e  s u b stit uti o n  w a s  c arri e d  o ut  u si n g  a  L ei c a  E M  A F S  ( L ei c a 

Mi cr o s y st e m s)  i n  dr y  a c et o n e  c o nt ai ni n g  0. 1 %  ur a n yl  a c et at e, 

1 % ( wt/ v ol) O s O 4 , a n d 0. 2 % gl ut ar al d e h y d e o v er a 4- d p eri o d a s 

f oll o w s: − 9 0 ° C  f or  5 4  h,  2 ° C/ h  i n cr e a s e  f or  1 5  h, − 6 0 ° C  f or  8  h, 

2 ° C/ h  i n cr e a s e  f or  1 5  h,  a n d − 3 0 ° C  f or  8  h.  S a m pl e s  w er e  t h e n 

sl o wl y w ar m e d t o 4 ° C, i n filtr at e d st e p wi s e o v er 3 d at 4 ° C i n S p urr’s 

r e si n,  a n d  e m b e d d e d  i n  c a p s ul e s.  T h e  p ol y m eri z ati o n  w a s  p er-

f or m e d  at  7 0 ° C  f or  1 6  h.  Ultr at hi n  s e cti o n s  w er e  m a d e  u si n g  a n 

ultr a mi cr ot o m e  ( L ei c a  E M  U C 6)  a n d  p o st st ai n e d  i n  a  L ei c a  E M 

A C 2 0 f or 4 0 mi n i n ur a n yl a c et at e at 2 0 ° C a n d f or 1 0 mi n i n l e a d 

st ai n  at  2 0 ° C.  Gri d s  w er e  vi e w e d  wit h  a  J E M  1 0 1 0  tr a n s mi s si o n 

el e ctr o n mi cr o s c o p e ( J E O L, T o k y o, J a p a n) o p er ati n g at 8 0 k V.

M ol e c ul ar cl o ni n g
S E C 6 a n d E X O 8 4 b w er e tr a n sf err e d i nt o p K 7 R W G 2 ( K ari mi et  al. , 

2 0 0 2)  bi n ar y  v e ct or  b y  t h e  L R  Cl o n a s e  II  e n z y m e  mi x  (I n vitr o g e n, 

C arl s b a d, C A).

Lif e a ct  m ar k er  ( Ri e dl et  al. ,  2 0 0 8)  w a s  a m pli fi e d  u si n g  Lif e a ct 5 

a n d  Lif e a ct 3  pri m er s  i n  a  r e a cti o n  wit h o ut  a  t e m pl at e  D N A.  T h e 

pr o d u ct  w a s  f urt h er  r e a m pli fi e d  u si n g  att B 1  a n d  att B 2  pri m er s  t o 

fl a n k it wit h t h e att B sit e s. R e s ulti n g pr o d u ct w a s tr a n sf err e d i nt o t h e 

p D O N R 2 0 7 v e ct or (I n vitr o g e n) u si n g t h e B P Cl o n a s e II (I n vitr o g e n) 

a n d  f urt h er  t o  t h e  p K 7 R W G 2  v e ct or  b y  t h e  L R  Cl o n a s e  II 

(I n vitr o g e n).

V A M P 7 2 1 ( A T 1 G 0 4 7 5 0) w a s cl o n e d b y t h e t hr e e-t e m pl at e P C R 

m et h o d  ( Ti a n et  al. ,  2 0 0 4).  T h e  V A M P 7 2 1  pr o m ot er  r e gi o n  a n d 

V A M P 7 2 1 g e n e w er e a m pli fi e d fr o m A. t h ali a n a  g e n o mi c D N A b y 

u si n g  P 1  a n d  P 2,  a n d  P 5  a n d  P 6  pri m er s,  r e s p e cti v el y;  t h e  G F P 

g e n e  w a s  a m pli fi e d  fr o m  t h e  p G W B 6  v e ct or  ( N a k a g a w a et  al. , 

2 0 0 7) b y u si n g P 3 a n d P 4 pri m er s. I n a s u b s e q u e nt P C R, r e s ulti n g 

pr o d u ct s w er e mi x e d a n d a m pli fi e d u si n g att B 1 a n d att B 2 pri m er s. 

Pr o d u ct  of  t hi s  t hr e e-t e m pl at e  r e a cti o n  w a s  tr a n sf err e d  i nt o 

p D O N R 2 0 7 a n d f urt h er t o t h e p G W B 1 bi n ar y v e ct or ( N a k a g a w a 

et  al. ,  2 0 0 7)  b y  B P  Cl o n a s e  II  a n d  L R  Cl o n a s e  II  e n z y m e  mi x, 

r e s p e cti v el y.  T h e  c o n str u ct  w a s  v eri fi e d  b y  s e q u e n ci n g;  t h e 

pr o m ot er  r e gi o n  l a c k e d  t h e  i niti al  4 0 0  b a s e  p air s,  r e s ulti n g  i n 

∼ 8 0 0 – b a s e p air pr o m ot er r e gi o n. G F P- V A M P 7 2 1 w a s tr a n sf or m e d 

i nt o A.  t h ali a n a   e x pr e s si n g  E X O 8 4 b- m R F P  u si n g  t h e  fl or al  di p 

m et h o d.

S e c 3 s u b u nit) d eli v er e d t o t h e P M b y F- a cti n i n fi s si o n y e a st str o n gl y 

s u p p ort s t h e p o s si bilit y of t h e e x o c y st h ol o c o m pl e x f u n cti o ni n g a s a 

p arti cl e i n v e si cl e t et h eri n g ( B e n d e z ú et  al. , 2 0 1 2).

O ur st u d y i n pl a nt s pr e s e nt s d at a s h o wi n g t h at t h e e x o c y st l o c al -

i z e d i n di sti n ct f o ci. T h e i ntri g ui n g q u e sti o n i s w h et h er e x o c y st f o ci 

c orr e s p o n d t o s e cr et or y v e si cl e s t et h er e d t o t h e P M i n Ar a bi d o p si s  

c ell s. W e f o u n d o nl y p arti al c ol o c ali z ati o n wit h t h e s e cr et or y v e si cl e 

m ar k er V A M P 7 2 1 v- S N A R E. C a pt uri n g of e x o c yt o si s e v e nt s b y el e c -

tr o n mi cr o s c o p y i s v er y r ar e. I n pl a nt s, v e si cl e t et h eri n g h a s n ot b e e n 

a d dr e s s e d i n d et ail, b ut t h er e ar e r e p ort s s h o wi n g v e si cl e s or v e si cl e 

cl u st er s a s s o ci at e d wit h t h e P M ( T o y o o k a et  al. , 2 0 0 9). A s a c o m pl e-

m e nt ar y  a p pr o a c h  t o  fl u or e s c e n c e  mi cr o s c o p y,  w e  u s e d  el e ctr o n 

mi cr o s c o p y t o a n al y z e t h e n u m b er of v e si cl e s a ct u all y t et h er e d at 

t h e P M. T et h eri n g mi g ht o c c ur at di st a n c e gr e at er t h a n h alf of t h e 

v e si cl e si z e, b ut t h e pr e s u m e d e x o c y st di m e n si o n s ar e ∼ 1 3 ×  3 0 n m 

( H s u et  al. , 1 9 9 8); t h er ef or e t h e t et h er e d v e si cl e s h o ul d b e vi si bl e i n 

t h e  pr o xi mit y  of  P M  c o n n e ct e d  t o  t h e  e x o c y st  f o ci.  O ur  el e ctr o n 

mi cr o s c o p y r e s ult s d e m o n str at e d t h at t h er e ar e f e w er v e si cl e s t et h -

er e d at t h e P M t h a n t h er e ar e e x o c y st f o ci. T h er ef or e w e c o n cl u d e 

t h at  eit h er  v e si cl e s  ar e  b o u n d  t o  t h e  e x o c y st  f o ci  f or  a  v er y  s h ort 

ti m e or o nl y a s u b s et of e x o c y st f o ci a ct u all y t et h er a v e si cl e d uri n g 

it s e xi st e n c e. W e ar e n ot a bl e t o di sti n g ui s h b et w e e n t h e s e t w o p o s-

si biliti e s; i n b ot h s c e n ari o s, t h e e x o c y st i s pr e s e nt at t h e P M e v e n 

wit h o ut t h e a ct u al pr e s e n c e of a s e cr et or y v e si cl e. T hi s c o n cl u si o n i s 

f urt h er s u p p ort e d b y t h e i n s e n siti vit y of e x o c y st- s u b u nit P M l o c ali z a-

ti o n t o B F A tr e at m e nt. T hi s i n di c at e s t h at alt h o u g h e x o c yt o si s d e-

cr e a s e d, e x o c y st s u b u nit s w er e still a bl e t o d o c k at t h e P M.

W e f urt h er c o m p ar e d t h e l o c ali z ati o n of t h e P M-l o c ali z e d S Y P 1 3 2 

t- S N A R E wit h t h e e x o c y st ( U e m ur a et  al. , 2 0 0 4; E n a mi et  al. , 2 0 0 9). 

I n a ni m al c ell s, s y nt a xi n s a s s e m bl e i nt o cl u st er s at sit e s of s e cr et or y 

gr a n ul e s ( B ar g et  al. , 2 0 1 0). W e h o p e d t o el u ci d at e t h e ti m e at w hi c h 

t- S N A R E s a s s o ci at e wit h t h e f u si o n sit e a n d t h e p orti o n of t h e p ut a-

ti v e e x o c yti c f o ci t h at a ct u all y e n d u p i n a s u c c e s sf ul v e si cl e f u si o n. 

C o m p ari s o n  of  S Y P 1 3 2  a n d  e x o c y st  f o ci  l o c ali z ati o n  s h o w e d  t h at 

t h e  t- S N A R E  i s  u bi q uit o u sl y  pr e s e nt  t hr o u g h o ut  t h e  e ntir e  P M, 

w h er e a s t h e e x o c yti c sit e s ar e s el e ct e d b y t h e e x o c y st c o m pl e x l o -

c at e d at s e cr et or y- a cti v e d o m ai n s ( Ž ár s k ý et al.,  2 0 0 9).

Fi n all y,  w e  a n al y z e d  e x o c y st  l o c ali z ati o n  i n  a  m ut a nt  of  t h e 

E X O 7 0 A 1  e x o c y st  s u b u nit,  a  hi g hl y  e x pr e s s e d  m e m b er  of  t h e 

Ar a bi d o p si s  E X O 7 0 f a mil y ( S y n e k et  al. , 2 0 0 6). I n t hi s m ut a nt, d e n-

sit y of e x o c y st f o ci at t h e P M d e cr e a s e d s u b st a nti all y, i n di c ati n g t h at 

e x o c y st  f u n cti o n  i s  li k el y  r e d u c e d  i n  m ut a nt  c ell s.  T h e  h y p ot h e si s 

t h at t h e m ar k e d d e cr e a s e of e x o c y st f o ci r e s ult e d i n d e cr e a s e d e x o-

c yt o si s w a s s u p p ort e d b y a d e cr e a s e of a s e cr et or y v e si cl e m ar k er 

( V A M P 7 2 1- G F P)  at  t h e  P M  of  t h e e x o 7 0 A 1  a n d e x o 8 4 b  m ut a nt s, 

s u g g e sti n g i m p air e d e x o c yt o si s i n t h e s e c ell s. T hi s r e s ult a gr e e s wit h 

t h e  w or k  of  Ts u b oi et  al.   ( 2 0 0 5),  w h o  s h o w e d  d e cr e a s e d  v e si cl e 

d o c ki n g i n e x o c y st- m ut a nt c ell s.

I n s u m m ar y, w e pr o vi d e d i n si g ht s i nt o t h e d y n a mi c s of e x o c y st-

c o m pl e x s u b u nit s d o c ki n g at t h e pl a nt pl a s m a m e m br a n e. W e pr o -

p o s e t h at t h e e x o c y st s er v e s t o i n cr e a s e v e si cl e-t et h eri n g pr o b a bil -

it y  at  P M  d o m ai n s  a n d  i s  a bl e  t o  l o c ali z e — m o st  pr o b a bl y  a s  a 

p arti cl e —t o t h e P M wit h o ut t h e a s s o ci at e d v e si cl e.

M A T E RI A L S A N D M E T H O D S
O pti c al mi cr o s c o p y
W e u s e d a L ei c a D MI 6 0 0 0 mi cr o s c o p e ( L ei c a Mi cr o s y st e m s, Vi e n n a, 

A u stri a) wit h t ot al i nt er n al r e fl e cti o n fl u or e s c e n c e ill u mi n ati o n a n d 

a n H C X P L A P O 1 0 0. 0 × / 1. 4 6 oil o bj e cti v e. T h e p e n etr ati o n d e pt h 

w a s s et t o 9 0 – 2 5 0 n m, r o u g hl y c orr e s p o n di n g t o a n gl e s of 6 4 – 6 1 °, 

a n d  t h e  e x p o s ur e  ti m e  t o ∼ 8 0 – 2 0 0  m s  ( 3 0 0  m s  f or  m R F P  a n d 

1 4 5

m Or a n g e). N ot e t h at t h e s et p e n etr ati o n d e pt h s d o n ot n e c e s s aril y 
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u si n g  t h e  C orr e ct St a c k Drift.t xt  m a cr o  ( htt p://r s b w e b. ni h. g o v/ij/

m a cr o s/ e x a m pl e s/). D e n sit y of f o ci w a s d et er mi n e d i n a r e ct a n gl e 

of ∼ 5 0 μ m 2  u si n g t h e C ell C o u nt er I m a g e J pl u g-i n. G F P/ m R F P a n d 

G F P/ m Or a n g e  c ol o c ali z ati o n  w a s  a n al y z e d  a s  f oll o w s:  t h e  fir st 

t hr e e i m a g e s i n a ti m e s eri e s w er e a v er a g e d t o e n h a n c e t h e si g n al 

of  t h e  st a bl e  f o ci.  O nl y  c ell  ar e a s  w h er e  b ot h  c h a n n el s  w er e 

f o c u s e d pr o p erl y w er e u s e d f or e v al u ati o n. R a n d o m o v erl a p w a s 

d et er mi n e d i n i m a g e s w h er e o n e of t h e c h a n n el s w a s s hift e d b y 

3 0  pi x el s.  C ol o c ali z ati o n  w a s  d et er mi n e d  b y  e v al u ati n g  e a c h  l a -

b el e d s p ot b y e y e i n t h e a s s a y e d ar e a a n d c o u nt e d u si n g t h e C ell 

C o u nt er I m a g e J pl u g-i n.

K y m o gr a p h s  w er e  c o n str u ct e d  fr o m  fi v e- pi x el- wi d e  r e ct a n gl e s 

fr o m  e a c h  ti m e  p oi nt  c o n c at e n at e d  c o n s e c uti v el y.  T o  d et er mi n e 

e x o c y st d y n a mi c s, s eri e s o bt ai n e d i n 0. 5- s i nt er v al s w er e u s e d t o 

e n s ur e pr o p er c o v er a g e of b ot h t h e s h ort-ti m e a n d t h e l o n g-l a sti n g 

e v e nt s;  l e n gt h s  of  e x o c yti c  e v e nt s  w er e  m e a s ur e d  m a n u all y  i n 

k y m o gr a p h s.

F R A P  i m a g e s  w er e  c orr e ct e d  f or  r o ot  gr o wt h,  a n d  i nt e n siti e s 

w er e n or m ali z e d a s f oll o w s:

I A C A C A Ct t t b b b b= ( ) − ( )  − ( ) / / /A v

w h er e A t  i s  t h e  i nt e n sit y  i n  t h e  bl e a c h e d  ar e a  at  ti m e t; C t  i s  t h e 

i nt e n sit y i n t h e c o ntr ol, n o n bl e a c h e d ar e a; A b  a n d C b  ar e t h e i nt e n si-

ti e s  i n  t h e  bl e a c h e d  a n d  u n bl e a c h e d  ar e a s,  r e s p e cti v el y,  i m m e di-

at el y aft er t h e bl e a c hi n g; a n d A v i s t h e a v er a g e A t/C t i nt e n sit y r ati o 

i n t h e fi v e fr a m e s b ef or e bl e a c hi n g.

El e ctr o n mi cr o gr a p h s of e pi d er m al r o ot c ell s w er e c h e c k e d f or 

t h e pr e s e n c e of v e si cl e s i n t h e P M vi ci nit y, a n d t h e o ut er P M l e n gt h 

w a s m e a s ur e d.

E v al u ati o n of G F P- V A M P 7 2 1 i nt e n siti e s at t h e P M a n d c yt o pl a s m 

w a s a c hi e v e d b y cr e ati n g a r e gi o n of i nt er e st e n c o m p a s si n g t h e e n -

tir e c yt o pl a s m a n d l at er al P M d o m ai n, r e s p e cti v el y; m e a n i nt e n sit y 

w a s r e c or d e d, a n d t h e r ati o w a s c al c ul at e d.

All d at a w er e pr o c e s s e d u si n g t h e G n u m eri c s pr e a d s h e et ( htt p://

pr oj e ct s. g n o m e. or g/ g n u m eri c/), a n d F R A P c ur v e s w er e fitt e d u si n g 

G n u pl ot ( w w w. g n u pl ot.i nf o/) wit h t h e e q u ati o n

(x ) = a  + b * ar ct a n[ c (x  – df )]

Fi g ur e s w er e a s s e m bl e d i n I m a g e J, GI M P ( w w w. gi m p. or g/), a n d I n k -

s c a p e ( w w w.i n k s c a p e. or g) s oft w ar e, a n d hi st o gr a m s w er e a dj u st e d 

t o o bt ai n t h e b e st si g n al-t o- n oi s e r ati o.

All  P C R s  w er e  p erf or m e d  u si n g  t h e  P h u si o n  p ol y m er a s e 

( Fi n n z y m e s,  T h er m o  S ci e nti fi c,  V a nt a a,  Fi nl a n d).  Pri m er s  u s e d  ar e 

li st e d i n T a bl e 1.

Pl a nt m at eri al
T h e C ol u m bi a- 0 e c ot y p e of A. t h ali a n a  w a s tr a n sf or m e d u si n g t h e 

fl or al di p m et h o d ( Cl o u g h a n d B e nt, 1 9 9 8).

S e e d s of A. t h ali a n a  e x pr e s si n g S Y P 1 3 2 w er e ki n dl y pr o vi d e d 

b y M. H. S at o ( Gr a d u at e S c h o ol of Lif e a n d E n vir o n m e nt al S ci e n c e s, 

K y ot o  Pr ef e ct ur al  U ni v er sit y,  J a p a n)  a n d  D R P 1 C- m Or a n g e  b y 

S. B e d n ar e k ( D e p art m e nt of Bi o c h e mi str y, U ni v er sit y of Wi s c o n si n –  

M a di s o n).

F 1  g e n er ati o n  of  cr o s s e s  b et w e e n  pl a nt s  e x pr e s si n g  G F P-  a n d 

m R F P- or G F P- a n d m Or a n g e-t a g g e d pr ot ei n s w a s u s e d f or e v al u a -

ti o n of p o s si bl e c ol o c ali z ati o n; i n t h e c a s e of V A M P 7 2 1 – E X O 8 4 b c o-

l o c ali z ati o n, T 2- g e n er ati o n s e e dli n g s w er e u s e d. T o o b s er v e S E C 6-

G F P f o ci i n t h e e x o 7 0 A 1  m ut a nt, w e tr a n sf or m e d t h e e x o 7 0 A 1- 1  li n e 

wit h t h e S E C 6- G F P c o n str u ct u si n g t h e fl or al di p m et h o d. I n t h e T 2 

g e n er ati o n,  p h e n ot y pi c all y  h o m o z y g o u s  pl a nt s  w er e  s el e ct e d  a n d 

c o m p ar e d wit h p h e n ot y pi c all y wil d-t y p e si bli n g s.

F o ur- d a y- ol d Ar a bi d o p si s  pl a ntl et s gr o w n o n v erti c al a g ar pl at e s 

w er e tr a n sf err e d wit h a bl o c k of a g ar b e n e at h i nt o a mi n ut e dr o pl et 

of h alf- str e n gt h M ur a s hi g e a n d S k o o g m e di u m ( ½ M S) s u p pl e m e nt e d 

wit h 1 % ( wt/ v ol) s u cr o s e i n a L a b T e kII c h a m b er e d c o v er gl a s s a n d o b -

s er v e d. Fi v e- d a y- ol d s e e dli n g s w er e u s e d f or F R A P e x p eri m e nt s.

F or  c yt o s k el et o n  tr e at m e nt,  1 0  m M  l atr u n c uli n  B  ( M ol e c ul ar 

Pr o b e s, E u g e n e, O R) i n di m et h yl s ulf o xi d e a n d 1 0 0 m M a mi pr o p h o s 

m et h yl ( A P M; Si g m a- Al dri c h, St. L o ui s, M O) i n et h a n ol w er e u s e d. 

S e e dli n g s w er e tr a n sf err e d i nt o ½ M S c o nt ai ni n g a 1: 1 0 0 0 dil uti o n 

of t h e a p pr o pri at e dr u g or e q ui v al e nt v ol u m e of t h e s ol v e nt i n c o n -

tr ol s, i n c u b at e d f or 1 0 mi n or 1 h, r e s p e cti v el y, a n d o b s er v e d.

T h e  B F A  e x p eri m e nt  w a s  c o n d u ct e d  a s  f oll o w s:  4- d- ol d  s e e d -

li n g s e x pr e s si n g G F P-t a g g e d e x o c y st s u b u nit s or V A M P 7 2 1, r e s p e c-

ti v el y, w er e tr e at e d wit h 5 0 m M br ef el di n A dil ut e d 1: 1 0 0 0 i n ½ M S 

li q ui d  m e di u m.  I m a g e s  of  e pi d er m al  c ell s  at  r o ot  tr a n siti o n  z o n e 

w er e t a k e n aft er 2- h tr e at m e nt.

I m a g e a n al y si s
All  i m a g e s  w er e  a n al y z e d  u si n g  I m a g e J  s oft w ar e  ( N ati o n al  I n sti -

t ut e s  of  H e alt h,  B et h e s d a,  M D).  R o ot  gr o wt h  w a s  c o m p e n s at e d 

Lif e a ct 5 A A A A A A G C A G G C T C C A C C A T G G G T G T C G C A -

G A T T T G A T C A A G A A A T T C

Lif e a ct 3 A G A A A G C T G G G T C T T C T T C C T T T G A G A T G C T T T C -

G A A T T T C T T G A T C A

att B 1 G G G G A C A A G T T T G T A C A A A A A A G C A G G C T

att B 2 G G G G A C C A C T T T G T A C A A G A A A G C T G G G T

P 1 A A A A A G C A G G C T A A C G A A A C C T A A G A A C A C C A C

P 2 G C C C T T G C T C A C C A T T T T T T C T T T A C C T -

T A A A T C T C C

P 3 T A A G G T A A A G A A A A A A T G G T G A G C A A G G G C G A G

P 4 G G C C C C A G C G G C C G C A G C A G C A C C A G C G T A -

C A G C T C G T C C A T G C C

P 5 C T G C T G C G G C C G C T G G G G C C A T G G C G C A A -

C A A T C G T T G A T C

P 6 A G A A A G C T G G G T C T T A A C A C T T A A A C C C A T G -

G C A A A C

T A B L E 1:  Pri m er s u s e d.

A C K N O W L E D G M E N T S
T hi s w or k w a s s u p p ort e d b y Gr a nt A g e n c y of t h e C z e c h R e p u bli c/

C z e c h S ci e n c e F o u n d ati o n Pr oj e ct s P 3 0 5/ 1 1/ 1 6 2 9. W e t h a n k M arti n 

P ot o c k ý a n d J a n P etr á š e k f or h el pf ul di s c u s si o n s, P a v el H ej b al f or 

h el p wit h G n u pl ot, a n d S. B e d n ar e k f or ki n dl y pr o vi di n g e x p eri m e n -

t al m at eri al. M. F. t h a n k s t h e d e v el o p er s of U b u nt u Li n u x, G n o m e, 

GI M P, a n d I n k s c a p e.

R E F E R E N C E S
All er s m a M W, W a n g L, A x elr o d D, H ol z R W ( 2 0 0 4). Vi s u ali z ati o n of r e g u -

l at e d e x o c yt o si s wit h a gr a n ul e- m e m br a n e pr o b e u si n g t ot al i nt er n al 
r e fl e cti o n mi cr o s c o p y. M ol Bi ol C ell 1 5, 4 6 5 8 – 4 6 6 8.

B ar g S, K n o wl e s M, C h e n X, Mi d ori k a w a M, Al m er s W ( 2 0 1 0). S y nt a xi n cl u s -
t er s a s s e m bl e r e v er si bl y at sit e s of s e cr et or y gr a n ul e s i n li v e c ell s. Pr o c 
N atl A c a d S ci U S A 1 0 7, 2 0 8 0 4 – 2 0 8 0 9.

B at o k o H, Z h e n g H Q, H a w e s C, M o or e I ( 2 0 0 0). A r a b 1 G T P a s e i s r e q uir e d 
f or tr a n s p ort b et w e e n t h e e n d o pl a s mi c r eti c ul u m a n d G ol gi a p p ar at u s 
a n d f or n or m al G ol gi m o v e m e nt i n pl a nt s. Pl a nt C ell 1 2, 2 2 0 1 – 2 2 1 8.

B att e y N, J a m e s N, Gr e e nl a n d A, Br o w nl e e C ( 1 9 9 9). E x o c yt o si s a n d e n d o -

1 4 6

c yt o si s. Pl a nt C ell 1 1, 6 4 3 – 6 6 0.
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K at o N, F uji k a w a Y, F u s eli er T, A d a m o u- D o d o R, Ni s hit a ni A, S at o M H 
( 2 0 1 0). L u mi n e s c e n c e d et e cti o n of S N A R E – S N A R E i nt er a cti o n i n 
Ar a bi d o p si s  pr ot o pl a st s. Pl a nt M ol Bi ol 7 2, 4 3 3 – 4 4 4.

K et el a ar T, G al w a y M E, M ul d er B M, E m o n s A M C ( 2 0 0 8). R at e s of e x o c yt o si s 
a n d e n d o c yt o si s i n Ar a bi d o p si s  r o ot h air s a n d p oll e n t u b e s. J Mi cr o s c 
2 3 1, 2 6 5 – 2 7 3.

K o n o p k a C A, B a c k u e s S K, B e d n ar e k S Y ( 2 0 0 8). D y n a mi c s of Ar a bi d o p si s  
d y n a mi n-r el at e d pr ot ei n 1 C a n d a cl at hri n li g ht c h ai n at t h e pl a s m a 
m e m br a n e. Pl a nt C ell 2 0, 1 3 6 3 – 1 3 8 0.

K o n o p k a C A, B e d n ar e k S Y ( 2 0 0 8 a). C o m p ari s o n of t h e d y n a mi c s a n d f u n c -
ti o n al r e d u n d a n c y of t h e Ar a bi d o p si s d y n a mi n-r el at e d i s of or m s D R P 1 A 
a n d D R P 1 C d uri n g pl a nt d e v el o p m e nt. Pl a nt P h y si ol 1 4 7, 1 5 9 0 – 1 6 0 2.

K o n o p k a C a, B e d n ar e k S Y ( 2 0 0 8 b). V ari a bl e- a n gl e e pi fl u or e s c e n c e mi cr o s -
c o p y: a n e w w a y t o l o o k at pr ot ei n d y n a mi c s i n t h e pl a nt c ell c ort e x. 
Pl a nt J 5 3, 1 8 6 – 1 9 6.

K uli c h I, C ol e R, Dr d o v á E, C vr k o v á F, S o u k u p A, F o wl er J, Ž ár s k ý V ( 2 0 1 0). 
Ar a bi d o p si s  e x o c y st s u b u nit s S E C 8 a n d E X O 7 0 A 1 a n d e x o c y st i nt er a c-
t or R O H 1 ar e i n v ol v e d i n t h e l o c ali z e d d e p o siti o n of s e e d c o at p e cti n. 
N e w P h yt ol 1 8 8, 6 1 5 – 6 2 5.

L a n g o w s ki L, R ž i k a K, N ar a m ot o S, Kl ei n e- V e h n J, Fri ml J ( 2 0 1 0). Tr af fi c ki n g 
t o t h e o ut er p ol ar d o m ai n d e fi n e s t h e r o ot- s oil i nt erf a c e. C urr Bi ol 2 0, 
9 0 4 – 9 0 8.

L a v y M, Bl o c h D, H a z a k O, G ut m a n I, P or at y L, S or e k N, St er n b er g 
H, Y al o v s k y S ( 2 0 0 7). A n o v el R O P/ R A C eff e ct or li n k s c ell p ol arit y, 
r o ot- m eri st e m m ai nt e n a n c e, a n d v e si cl e tr af fi c ki n g. C urr Bi ol 1 7, 
9 4 7 – 9 5 2.

Li p k a V, K w o n C, P a n str u g a R ( 2 0 0 7). S N A R E- w ar e: t h e r ol e of S N A R E- d o -
m ai n pr ot ei n s i n pl a nt bi ol o g y. A n n u R e v C ell D e v Bi ol 2 3, 1 4 7 – 1 7 4.

Li p s c h ut z J H, G u o W, O’ Bri e n L E, N g u y e n Y H, N o vi c k P, M o st o v K E ( 2 0 0 0). 
E x o c y st i s i n v ol v e d i n c y st o g e n e si s a n d t u b ul o g e n e si s a n d a ct s b y 
m o d ul ati n g s y nt h e si s a n d d eli v er y of b a s ol at er al pl a s m a m e m br a n e a n d 
s e cr et or y pr ot ei n s. M ol Bi ol C ell 1 1, 4 2 5 9 – 4 2 7 5.

M ar c J, Gr a n g er C, Bri n c at J, Fi s h er D, K a o T, M c C u b bi n A, C yr R ( 1 9 9 8). 
A G F P- M A P 4 r e p ort er g e n e f or vi s u ali zi n g c orti c al mi cr ot u b ul e 
r e arr a n g e m e nt s i n li vi n g e pi d er m al c ell s. Pl a nt C ell 1 0, 1 9 2 7 – 1 9 4 0.

N a k a g a w a T, K ur o s e T, Hi n o T, T a n a k a K, K a w a m u k ai M, Ni w a Y, T o y o o k a K, 
M at s u o k a K, Ji n b o T, Ki m ur a T ( 2 0 0 7). D e v el o p m e nt of s eri e s of g at e -
w a y bi n ar y v e ct or s, p G W B s, f or r e ali zi n g ef fi ci e nt c o n str u cti o n of f u si o n 
g e n e s f or pl a nt tr a n sf or m ati o n. J Bi o s ci Bi o e n g 1 0 4, 3 4 – 4 1.

N o vi c k P, Fi el d C, S c h e k m a n R ( 1 9 8 0). I d e nti fi c ati o n of 2 3 c o m pl e m e nt a -
ti o n gr o u p s r e q uir e d f or p o st-tr a n sl ati o n al e v e nt s i n t h e y e a st s e cr et or y 
p at h w a y. C ell 2 1, 2 0 5 – 2 1 5.

P e č e n k o v á T, H ál a M, K uli c h I, K o c o ur k o v á D, Dr d o v á E, F e n dr y c h M, 
T o u p al o v á H, Ž ár s k ý V ( 2 0 1 1). T h e r ol e f or t h e e x o c y st c o m pl e x s u b u nit s 
E x o 7 0 B 2 a n d E x o 7 0 H 1 i n t h e pl a nt – p at h o g e n i nt er a cti o n. J E x p B ot 6 2, 
2 1 0 7 – 2 1 1 6.

Ri e dl J  et al.  ( 2 0 0 8). Lif e a ct: a v er s atil e m ar k er t o vi s u ali z e F- a cti n. N at 
M et h o d s 5, 6 0 5 – 6 0 7.

R o bi n s o n N G G, G u o L, I m ai J, T o h- e A, M at s ui Y, T a m a n oi F ( 1 9 9 9). R h o 3 
of S a c c h ar o m y c e s c er e vi si a e , w hi c h r e g ul at e s t h e a cti n c yt o s k el et o n a n d 
e x o c yt o si s, i s a G T P a s e w hi c h i nt er a ct s wit h M y o 2 a n d E x o 7 0. M ol C ell 
Bi ol 1 9, 3 5 8 0 – 3 5 8 7.

S e g uí- Si m arr o J M, A u sti n J R 2 n d, W hit e E A, St a e h eli n L A ( 2 0 0 4). El e ctr o n 
t o m o gr a p hi c a n al y si s of s o m ati c c ell pl at e f or m ati o n i n m eri st e m ati c 
c ell s of Ar a bi d o p si s  pr e s er v e d b y hi g h- pr e s s ur e fr e e zi n g. Pl a nt C ell 1 6, 
8 3 6 – 8 5 6.

Si v ar a m M V S, S a p orit a J A, F ur g a s o n M L M, B o ett c h er A J, M u n s o n M ( 2 0 0 5). 
Di m eri z ati o n of t h e e x o c y st pr ot ei n S e c 6 p a n d it s i nt er a cti o n wit h t h e 
t- S N A R E S e c 9 p. Bi o c h e mi str y 4 4, 6 3 0 2 – 6 3 1 1.

S öll n er T, W hit e h e art S W, Br u n n er M, Er dj u m e nt- Br o m a g e H, G er o m a n o s 
S, T e m p st P, R ot h m a n J E ( 1 9 9 3). S N A P r e c e pt or s i m pli c at e d i n v e si cl e 
t ar g eti n g a n d f u si o n. N at ur e 3 6 2, 3 1 8 – 3 2 4.

S o n g er J A, M u n s o n M ( 2 0 0 9). S e c 6 p a n c h or s t h e a s s e m bl e d e x o c y st c o m -
pl e x at sit e s of s e cr eti o n. M ol Bi ol C ell 2 0, 9 7 3 – 9 8 2.

S y n e k L, S c hl a g er N, Eli á š M, Q u e nti n M, H a u s er M T, Ž ár s k ý V ( 2 0 0 6). 
At E X O 7 0 A 1, a m e m b er of a f a mil y of p ut ati v e e x o c y st s u b u nit s s p e ci fi -
c all y e x p a n d e d i n l a n d pl a nt s, i s i m p ort a nt f or p ol ar gr o wt h a n d pl a nt 
d e v el o p m e nt. Pl a nt J 4 8, 5 4 – 7 2.

T e h O- K, M o or e I ( 2 0 0 7). A n A R F- G E F a cti n g at t h e G ol gi a n d i n s el e cti v e 
e n d o c yt o si s i n p ol ari z e d pl a nt c ell s. N at ur e 4 4 8, 4 9 3 – 4 9 6.

Ti a n G W  et al.  ( 2 0 0 4). Hi g h-t hr o u g h p ut fl u or e s c e nt t a g gi n g of f ull-l e n gt h 
Ar a bi d o p si s  g e n e pr o d u ct s i n pl a nt a. Pl a nt P h y si ol 1 3 5, 2 5 – 3 8.

T o y o o k a K, G ot o Y, A s at s u m a S, K oi z u mi M, Mit s ui T, M at s u o k a K ( 2 0 0 9). 
A m o bil e s e cr et or y v e si cl e cl u st er i n v ol v e d i n m a s s tr a n s p ort fr o m t h e 
G ol gi t o t h e pl a nt c ell e xt eri or. Pl a nt C ell 2 1, 1 2 1 2 – 1 2 2 9.

B e n d e z ú F O, M arti n S G ( 2 0 1 0). A cti n c a bl e s a n d t h e e x o c y st f or m t w o 
i n d e p e n d e nt m or p h o g e n e si s p at h w a y s i n t h e fi s si o n y e a st. M ol Bi ol C ell 
2 2, 4 4 – 5 3.

B e n d e z ú F O, Vi n c e n z etti V, M arti n S G ( 2 0 1 2). Fi s si o n y e a st S e c 3 a n d E x o 7 0 
ar e tr a n s p ort e d o n a cti n c a bl e s a n d l o c ali z e t h e e x o c y st c o m pl e x t o c ell 
p ol e s. P L o S O n e 7, e 4 0 2 4 8.

B o y d C, H u g h e s T, P y p a ert M, N o vi c k P ( 2 0 0 4). V e si cl e s c arr y m o st e x o c y st 
s u b u nit s t o e x o c yti c sit e s m ar k e d b y t h e r e m ai ni n g t w o s u b u nit s, S e c 3 p 
a n d E x o 7 0 p. J C ell Bi ol 1 6 7, 8 8 9 – 9 0 1.

Br ö c k er C, E n g el br e c ht- V a n dr é S, U n g er m a n n C ( 2 0 1 0). M ulti s u b u nit 
t et h eri n g c o m pl e x e s a n d t h eir r ol e i n m e m br a n e f u si o n. C urr Bi ol 2 0, 
R 9 4 3 – R 9 5 2.

C ai H, R ei ni s c h K, F err o- N o vi c k S ( 2 0 0 7). C o at s, t et h er s, R a b s, a n d S N A R E s 
w or k t o g et h er t o m e di at e t h e i ntr a c ell ul ar d e sti n ati o n of a tr a n s p ort 
v e si cl e. D e v C ell 1 2, 6 7 1 – 6 8 2.

Cl o u g h S J, B e nt A F ( 1 9 9 8). Fl or al di p: a si m pli fi e d m et h o d f or A gr o b a c -
t eri u m- m e di at e d tr a n sf or m ati o n of Ar a bi d o p si s t h ali a n a . Pl a nt J 1 6, 
7 3 5 – 7 4 3.

C ol e R A, S y n e k L, Ž ár s k ý V, F o wl er J E ( 2 0 0 5). S E C 8, a s u b u nit of t h e p ut a -
ti v e Ar a bi d o p si s  e x o c y st c o m pl e x, f a cilit at e s p oll e n g er mi n ati o n a n d 
c o m p etiti v e p oll e n t u b e gr o wt h. Pl a nt P h y si ol 1 3 8, 2 0 0 5 – 2 0 1 8.

Cr o w ell E F, Bi s c h off V, D e s pr e z T, R oll a n d A, Sti er h of Y- D, S c h u m a c h er K, 
G o n n e a u M, H öft e H, V er n h ett e s S ( 2 0 0 9). P a u si n g of G ol gi b o di e s o n 
mi cr ot u b ul e s r e g ul at e s s e cr eti o n of c ell ul o s e s y nt h a s e c o m pl e x e s i n 
Ar a bi d o p si s . Pl a nt C ell 2 1, 1 1 4 1 – 1 1 5 4.

Di xit R, C yr R, Gilr o y S ( 2 0 0 6). U si n g i ntri n si c all y fl u or e s c e nt pr ot ei n s f or 
pl a nt c ell i m a gi n g. Pl a nt J 4 5, 5 9 9 – 6 1 5.

E n a mi K, I c hi k a w a M, U e m ur a T, K ut s u n a N, H a s e z a w a S, N a k a g a w a T, 
N a k a n o A, S at o M H ( 2 0 0 9). Diff er e nti al e x pr e s si o n c o ntr ol a n d p ol ari z e d 
di stri b uti o n of pl a s m a m e m br a n e-r e si d e nt S Y P 1 S N A R E s i n Ar a bi d o p si s 
t h ali a n a. Pl a nt C ell P h y si ol 5 0, 2 8 0 – 2 8 9.

F e n dr y c h M  et al.  ( 2 0 1 0). T h e Ar a bi d o p si s  e x o c y st c o m pl e x i s i n v ol v e d i n 
c yt o ki n e si s a n d c ell pl at e m at ur ati o n. Pl a nt C ell 2 2, 3 0 5 3 – 3 0 6 5.

Fi n g er F P, H u g h e s T E, N o vi c k P ( 1 9 9 8). S e c 3 p i s a s p ati al l a n d m ar k f or 
p ol ari z e d s e cr eti o n i n b u d di n g y e a st. C ell 9 2, 5 5 9 – 5 7 1.

F uji m ot o M, Ari m ur a S, U e d a T, T a k a n a s hi H, H a y a s hi Y, N a k a n o A, Ts ut s u mi 
N ( 2 0 1 0). Ar a bi d o p si s  d y n a mi n-r el at e d pr ot ei n s D R P 2 B a n d D R P 1 A 
p arti ci p at e t o g et h er i n cl at hri n- c o at e d v e si cl e f or m ati o n d uri n g e n d o c y -
t o si s. Pr o c N atl A c a d S ci U S A 1 0 7, 6 0 9 4 – 6 0 9 9.

G el d n er N, A n d er s N, W olt er s H, K ei c h er J, K or n b er g er W, M ull er P, 
D el b arr e A, U e d a T, N a k a n o A, J ür g e n s G ( 2 0 0 3). T h e Ar a bi d o p si s  
G N O M A R F- G E F m e di at e s e n d o s o m al r e c y cli n g, a u xi n tr a n s p ort, a n d 
a u xi n- d e p e n d e nt pl a nt gr o wt h. C ell 1 1 2, 2 1 9 – 2 3 0.

G e nr e A, I v a n o v S, F e n dr y c h M, F a c ci o A, Ž ár s k ý V, Bi s s eli n g T, B o nf a nt e P 
( 2 0 1 2). M ulti pl e e x o c yt oti c m ar k er s a c c u m ul at e at t h e sit e s of p erif u n g al 
m e m br a n e bi o g e n e si s i n Ar b u s c ul ar m y c orr hi z a s . Pl a nt C ell P h y si ol 5 3, 
2 4 4 – 2 5 5.

Gr o ml e y A, Y e a m a n C, R o s a J, R e di c k S, C h e n C- T, Mir a b ell e S, G u h a M, 
Silli b o ur n e J, D o x s e y S J ( 2 0 0 5). C e ntri oli n a n c h ori n g of e x o c y st a n d 
S N A R E c o m pl e x e s at t h e mi d b o d y i s r e q uir e d f or s e cr et or y- v e si cl e-
m e di at e d a b s ci s si o n. C ell 1 2 3, 7 5 – 8 7.

G u o W, Gr a nt A, N o vi c k P ( 1 9 9 9 a). E x o 8 4 p i s a n e x o c y st pr ot ei n e s s e nti al 
f or s e cr eti o n. J Bi ol C h e m 2 7 4, 2 3 5 5 8 – 2 3 5 6 4.

G u o W, R ot h D, W al c h- S oli m e n a C, N o vi c k P ( 1 9 9 9 b). T h e e x o c y st i s a n 
eff e ct or f or S e c 4 p, t ar g eti n g s e cr et or y v e si cl e s t o sit e s of e x o c yt o si s. 
E M B O J 1 8, 1 0 7 1 – 1 0 8 0.

G u o W, T a m a n oi F, N o vi c k P ( 2 0 0 1). S p ati al r e g ul ati o n of t h e e x o c y st c o m -
pl e x b y R h o 1 G T P a s e. N at C ell Bi ol 3, 3 5 3 – 3 6 0.

G uti err e z R, Li n d e b o o m J J, P ar e d e z A R, E m o n s A M C, E hr h ar dt D W ( 2 0 0 9). 
Ar a bi d o p si s  c orti c al mi cr ot u b ul e s p o siti o n c ell ul o s e s y nt h a s e d eli v er y 
t o t h e pl a s m a m e m br a n e a n d i nt er a ct wit h c ell ul o s e s y nt h a s e tr af fi c ki n g 
c o m p art m e nt s. N at C ell Bi ol 1 1, 7 9 7 – 8 0 6.

H ál a M  et al.  ( 2 0 0 8). A n e x o c y st c o m pl e x f u n cti o n s i n pl a nt c ell gr o wt h i n 
Ar a bi d o p si s  a n d t o b a c c o. Pl a nt C ell 2 0, 1 3 3 0 – 1 3 4 5.

H e B, Xi F, Z h a n g X, Z h a n g J, G u o W ( 2 0 0 7). E x o 7 0 i nt er a ct s wit h p h o s -
p h oli pi d s a n d m e di at e s t h e t ar g eti n g of t h e e x o c y st t o t h e pl a s m a m e m -
br a n e. E M B O J 2 6, 4 0 5 3 – 4 0 6 5.

H ei d er M, M u n s o n M ( 2 0 1 2). E x or ci si n g t h e e x o c y st c o m pl e x. Tr af fi c 1 3, 
8 9 8 – 9 0 7.

H s u S C, H a z u k a C D, R ot h R, F ol etti D L, H e u s er J, S c h ell er R H ( 1 9 9 8). 
S u b u nit c o m p o siti o n, pr ot ei n i nt er a cti o n s, a n d str u ct ur e s of t h e 
m a m m ali a n br ai n s e c 6/ 8 c o m pl e x a n d s e pti n fil a m e nt s. N e ur o n 2 0, 
1 1 1 1 – 1 1 2 2.

K ari mi M, I n z é D, D e pi c k er A ( 2 0 0 2). G A T E W A Y v e ct or s f or A gr o b a ct eri u m -
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m e di at e d pl a nt tr a n sf or m ati o n. Tr e n d s Pl a nt S ci 7, 1 9 3 – 1 9 5.
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Will at s W G, M c C art n e y L, K n o x J P ( 2 0 0 1). I n- sit u a n al y si s of p e cti c p ol y -
s a c c h ari d e s i n s e e d m u cil a g e a n d at t h e r o ot s urf a c e of Ar a bi d o p si s 
t h ali a n a. Pl a nt a 2 1 3, 3 7 – 4 4.

W u H, R o s si G, Br e n n w al d P ( 2 0 0 8). T h e g h o st i n t h e m a c hi n e: s m all 
G T P a s e s a s s p ati al r e g ul at or s of e x o c yt o si s. Tr e n d s C ell Bi ol 1 8, 3 9 7 – 4 0 4.

Z a c h ari a s D A, Vi oli n J D, N e wt o n A C, Tsi e n R Y ( 2 0 0 2). P artiti o ni n g of li pi d-
m o di fi e d m o n o m eri c G F P s i nt o m e m br a n e mi cr o d o m ai n s of li v e c ell s. 
S ci e n c e 2 9 6, 9 1 3 – 9 1 6.

Ž ár s k ý V, C vr č k o v á F, P ot o c k ý M, H ál a M ( 2 0 0 9). E x o c yt o si s a n d c ell p ol arit y 
i n pl a nt s — e x o c y st a n d r e c y cli n g d o m ai n s. N e w P h yt ol 1 8 3, 2 5 5 – 2 7 2.

Z h a n g X, Bi E, N o vi c k P, D u L, K o z mi n s ki K G, Li p s c h ut z J H, G u o W ( 2 0 0 1). 
C d c 4 2 i nt er a ct s wit h t h e e x o c y st a n d r e g ul at e s p ol ari z e d s e cr eti o n. J 
Bi ol C h e m 2 7 6, 4 6 7 4 5 – 4 6 7 5 0.

Z h a n g X, Orl a n d o K, H e B, Xi F, Z h a n g J, Z aj a c A, G u o W ( 2 0 0 8). M e m br a n e 
a s s o ci ati o n a n d f u n cti o n al r e g ul ati o n of S e c 3 b y p h o s p h oli pi d s a n d 
C d c 4 2. J C ell Bi ol 1 8 0, 1 4 5 – 1 5 8.

Ts u b oi T, R a vi er M a, Xi e H, E w art M- A, G o ul d G W, B al d wi n S a, R utt er G A 
( 2 0 0 5). M a m m ali a n e x o c y st c o m pl e x i s r e q uir e d f or t h e d o c ki n g st e p of 
i n s uli n v e si cl e e x o c yt o si s. J Bi ol C h e m 2 8 0, 2 5 5 6 5 – 2 5 5 7 0.

U e m ur a T, U e d a T, O h ni w a R L, N a k a n o A, T a k e y a s u K, S at o M H ( 2 0 0 4). 
S y st e m ati c a n al y si s of S N A R E m ol e c ul e s i n Ar a bi d o p si s : di s s e cti o n of 
t h e p o st- G ol gi n et w or k i n pl a nt c ell s. C ell Str u ct F u n ct 2 9, 4 9 – 6 5.

V e g a I E, H s u S C ( 2 0 0 1). T h e e x o c y st c o m pl e x a s s o ci at e s wit h mi cr ot u b ul e s 
t o m e di at e v e si cl e t ar g eti n g a n d n e urit e o ut gr o wt h. J N e ur o s ci 2 1, 
3 8 3 9 – 3 8 4 8.

W a n g J, Di n g Y, Hill m er S, Mi a o Y, L o S W, W a n g X, R o bi n s o n D G, Ji a n g L 
( 2 0 1 0). E X P O, a n e x o c y st- p o siti v e or g a n ell e di sti n ct fr o m m ulti v e si c ul ar 
e n d o s o m e s a n d a ut o p h a g o s o m e s, m e di at e s c yt o s ol t o c ell w all e x o c y -
t o si s i n Ar a bi d o p si s  a n d t o b a c c o c ell s. Pl a nt C ell 2 2, 4 0 0 9 – 4 0 3 0.

W a n g S, Li u Y, A d a m s o n C L, V al d e z G, G u o W, H s u S C ( 2 0 0 4). T h e m a m -
m ali a n e x o c y st, a c o m pl e x r e q uir e d f or e x o c yt o si s, i n hi bit s t u b uli n 
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p ol y m eri z ati o n. J Bi ol C h e m 2 7 9, 3 5 9 5 8 – 3 5 9 6 6.
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A r a bi d o p si s  E x o c y st  S u b c o m pl e x  C o nt ai ni n g  S u b u nit
E X O 7 0 B 1 I s I n v ol v e d i n  A ut o p h a g y- R el at e d  Tr a n s p ort
t o t h e  V a c u ol e

I v a n  K uli c h1, 2 ,  T a m ar a  P eč e n k o v á 1, 2 ,

J ur aj  S e k er e š 1 , O n dř ej  S m et a n a 1, 2 , M at yá š

F e n dr y c h 2 , Il s e F oi s s n er3 , M ar git Höf t b er g er 3

a n d  Vi kt or Ž á r s k ý 1, 2, ∗

1 D e p art m e nt of  E x p eri m e nt al  Pl a nt  Bi ol o g y, F a c ult y of
S ci e n c e s,  C h arl e s  U ni v er sit y,  Pr a g u e,  C z e c h  R e p u bli c
2 I n stit ut e of  E x p eri m e nt al  B ot a n y,  A c a d e m y of  S ci e n c e s
of t h e  C z e c h  R e p u bli c,  Pr a g u e,  C z e c h  R e p u bli c
3 D e p art m e nt of  C ell  Bi ol o g y,  Di vi si o n of  Pl a nt  P h y si ol o g y,
U ni v er sit y of  S al z b ur g,  S al z b ur g,  A u stri a

* C orr e s p o n di n g a ut h or:  Vi kt or Ž ár s k ý,
vi kt or @ n at ur. c u ni. c z

A ut o p h a gi c tr a n s p ort t o t h e v a c u ol e r e pr e s e nt s a n
e n d o m e m br a n e tr af fi c ki n g r o ut e,  w hi c h i s  wi d el y  u s e d
i n  pl a nt s,  n ot  o nl y  d uri n g str e s s sit u ati o n s,  b ut al s o f or
v a c u ol e  bi o g e n e si s a n d  d uri n g  d e v el o p m e nt al  pr o c e s s e s.
H er e  w e r e p ort a r ol e i n a ut o p h a gi c  m e m br a n e tr a n s p ort
f or  E X O 7 0 B 1 –  o n e  of 2 3  p ar al o g s  of Ar a bi d o p si s E X O 7 0
e x o c y st s u b u nit s.  E X O 7 0 B 1  p o siti v e c o m p art m e nt s ar e
i nt er n ali z e d i nt o t h e c e ntr al v a c u ol e a n d c o-l o c ali z e  wit h
a ut o p h a g o s o m al  m ar k er  A T G 8f.  T hi s i nt er n ali z ati o n i s
b o o st e d  b y i n d u cti o n  of a ut o p h a g y. L o s s  of f u n cti o n
( L O F)  m ut ati o n s i n e x o 7 0 B 1 c a u s e r e d u cti o n  of i nt er-
n ali z e d a ut o p a gi c  b o di e s i n t h e v a c u ol e.  M ut a nt  pl a nt s
al s o s h o w e ct o pi c  h y p er s e n siti v e r e s p o n s e ( H R)  m e di at e d
b y s ali c yli c a ci d ( S A) a c c u m ul ati o n, i n cr e a s e d  nitr o g e n
st ar v ati o n s u s c e pti bilit y a n d a nt h o c y a ni n a c c u m ul ati o n
d ef e ct s.  A nt h o c y a ni n a c c u m ul ati o n  d ef e ct  p er si st s i n
n pr 1 x e x o 7 0 B 1 d o u bl e  m ut a nt s  wit h  S A si g n ali n g c o m-
pr o mi s e d,  w hil e e ct o pi c  H R i s s u p pr e s s e d.  E X O 7 0 B 1
i nt er a ct s  wit h  S E C 5 a n d  E X O 8 4 a n d f or m s a n e x o-
c y st s u b c o m pl e x i n v ol v e d i n a ut o p h a g y-r el at e d,  G ol gi-
i n d e p e n d e nt  m e m br a n e tr af fi c t o t h e v a c u ol e.  W e s h o w
t h at  E X O 7 0 B 1 i s f u n cti o n all y c o m pl et el y  diff er e nt fr o m
E X O 7 0 A 1 e x o c y st s u b u nit a n d a d o pt e d a s p e ci fi c r ol e i n
a ut o p h a gi c tr a n s p ort.

K e y  w or d s:  Ar a bi d o p si s, a ut o p h a g y,  E X O 7 0,  E X O 7 0 B 1,
e x o c y st,  G ol gi-i n d e p e n d e nt,  h y p er s e n siti v e r e s p o n s e,
s ali c yli c a ci d

R e c ei v e d 2 0 J a n u ar y 2 0 1 3, r e vi s e d a n d a c c e pt e d f or
p u bli c ati o n 1 0  A u g u st 2 0 1 3,  u n c orr e ct e d  m a n u s cri pt
p u bli s h e d  o nli n e 1 4  A u g u st 2 0 1 3,  p u bli s h e d  o nli n e 1 7
S e pt e m b er 2 0 1 3

T h e pl a nt v a c u ol e i s a v er y di v er s e a n d d y n a mi c or g a n ell e
wit h  m a n y s u b-t y p e s a n d c o m pli c at e d e n d o m e m br a n e
tr af fi c ki n g r el ati o n s hi p s d e p e n di n g o n t h e ti s s u e t y p e a n d
e xt er n al c o n diti o n s ( 1, 2). I n g e n er al, t w o  m aj or t y p e s
of v a c u ol e s ar e di sti n g ui s h e d: pr ot ei n st or a g e a n d l yti c
v a c u ol e s. I n diff er e nti at e d c ell s, t h e s e v a c u ol e s n or m all y

f u s e i nt o a l ar g e c e ntr al v a c u ol e ( 3). T h e b e st  m a p p e d
a n d u n d er st o o d tr a n s p ort p at h w a y i nt o t h e v a c u ol e
i s  G ol gi- d e p e n d e nt tr a n s p ort vi a t h e pr e v a c u ol ar c o m-
p art m e nt/ M V B,  w hi c h r e pr e s e nt s a n i m p ort a nt j u n cti o n
b et w e e n t h e pl a s m a  m e m br a n e ( P M), t h e tr a n s- G ol gi n et-
w or k/ e arl y e n d o s o m e ( T G N/ E E) a n d t h e v a c u ol e ( 4). F or
s p e ci fi c t y p e s of pr ot ei n st or a g e v a c u ol e s, a n d r e c e ntl y
al s o f or a nt h o c y a ni n s ( 5) a dir e ct p at h w a y fr o m t h e e n d o-
pl a s mi c r eti c ul u m ( E R) t o v a c u ol e b y p a s si n g t h e  G ol gi
a p p ar at u s ( G A)  w a s d e s cri b e d vi a pr e c ur s or a c c u m ul ati n g
v e si cl e s (r e vi e w e d i n 6). T hi s p at h w a y o v erl a p s  wit h  E R-t o-
v a c u ol e pr ot ei n- s orti n g r o ut e ( of s o m e st or a g e pr ot ei n s),
w h er e a nt h o c y a ni n s c a n b e vi s u ali z e d i n  E R- b o di e s a n d i n
gr e e n fl u or e s c e nt pr ot ei n ( G F P)- C hi l a b el e d v a c u ol e s.  A s
Br ef el di n  A h a s n o eff e ct o n a nt h o c y a ni n a c c u m ul ati o n,
t hi s  m e c h a ni s m i s  G ol gi-i n d e p e n d e nt ( 7). T hi s p at h w a y i s
al s o li k el y t o i n cl u d e a ut o p h a gi c st e p s, a s  A T G  m ut a nt s
s h o w s o m e a nt h o c y a ni n a c c u m ul ati o n d ef e ct s ( 7).

T h er e ar e o b vi o u sl y  m or e u n c o n v e nti o n al t y p e s of tr a n s-
p ort i nt o t h e v a c u ol e, oft e n i n v ol vi n g a ut o p h a g y a n d
a ut o p h a g y-r el at e d  m e c h a ni s m s. T h e c a n o ni c al a ut o p h a g y,
k n o w n a s  m a cr o a ut o p h a g y, i s t h e b e st- c h ar a ct eri z e d
a ut o p h a g y p at h w a y. It i n v ol v e s e n g ulf m e nt of c ell ul ar
c o m p o n e nt s r e s ulti n g i nt o a ut o p h a g o s o m e f or m ati o n
wit h t w o  m e m br a n e s of t h e p h a g o p h or e,  w hi c h l at er
f u s e s  wit h a l yti c v a c u ol e. It i s k n o w n t o b e e s p e ci all y
i n d u c e d b y nitr o g e n a n d c ar b o n st ar v ati o n ( 8 – 1 0).
Fr o m st u di e s o n n o n- pl a nt or g a ni s m s  w e k n o w t h at
t h e t er m a ut o p h a g y i n cl u d e s s e v er al  m e c h a ni s m s  wit h
t h e diff er e nt  m e m br a n e c o ntri b uti o n s t o b uil d u p t h e
p h a g o p h or e –  E R b ei n g a n i m p ort a nt st arti n g c o m p art-
m e nt f or t hi s pr o c e s s ( 1 1, 1 2).  Pl a nt s  wit h d ef e cti v e
c o m p o n e nt s of t h e a ut o p h a gi c p at h w a y di s pl a y l e af
c hl or o si s a n d h a v e i m p air e d s ur vi v al u n d er b ot h c ar b o n
a n d nitr o g e n st ar v ati o n.  Al s o, c h a n g e s i n a nt h o c y a ni n
a c c u m ul ati o n ( 7) a n d d ef e n s e a g ai n st p at h o g e n s  w er e
o b s er v e d  w h e n c o m p ar e d t o  W T pl a nt s ( s e e  R ef s.
1 3, 1 4).  A nt h o c y a ni n a c c u m ul ati o n d ef e ct s ar e n ot
s e v er e, a s t h er e ar e t w o alt er n ati v e i m p ort p at h w a y s f or
a nt h o c y a ni n s i nt o t h e v a c u ol e: ( A) – a dir e ct tr a n s m e m-
br a n e tr a n s p ort of a nt h o c y a ni n s vi a  G S T-li g a n di n s
t o n o pl a st tr a n s p ort er s ( L T p at h w a y), a n d ( B) – v e si cl e
d e p e n d e nt a ut o p h a g y-r el at e d p at h w a y of a nt h o c y a ni n
c o nt ai ni n g v e si cl e s fr o m  E R i nt o t h e v a c u ol ar l u m e n ( V T
p at h w a y, 5). T h e L T tr a n s p ort c a n b e eff e cti v el y i n hi bit e d
b y v ari o u s dr u g s a s, e. g. 1- c hl or o- 2- 4- di nitr o b e n z e n e
( C D N B) or D L - B ut hi o ni n e-( S, R)- s ulf o xi mi n e ( B S O) t o st u d y
s p e ci fi c all y  V T tr a n s p ort ( 5). I n t h e s e e x p eri m e nt s, a nt h o-
c y a ni n s y nt h e si s c a n b e b o o st e d arti fi ci all y b y a d diti o n of
it s pr e c ur s or n ari n g e ni n t o c ult ur e  m e di a; n ari n g e ni n i s a

w w w.tr af fi c. d k

1 4 9

1 1 5 5



K uli c h et al.

pr o d u ct of c h al c o n e i s o m er a s e, d o w n str e a m of c h al c o n e
s y nt h a s e ( 5).

I m p ort a ntl y, Ar a bi d o p si s a ut o p h a g y ( at g) m ut a nt s di s pl a y
e arl y s e n e s c e n c e p h e n ot y p e,  w hi c h c a n b e s u p pr e s s e d b y
m ut ati o n i n n pr 1- 1 – a n e s s e nti al c o m p o n e nt of s ali c yli c
a ci d ( S A) si g n ali n g p at h w a y or b y  N a h G tr a n s g e n e
( S A d e gr a d ati o n) ( 1 5).  G e n e s f or c or e c o m p o n e nt s
of a ut o p h a g y p at h w a y ar e c o n s er v e d a n d e x pr e s s e d
c o n stit uti v el y i n pl a nt s  w hi c h i m pli e s t h eir e s s e nti al
h o u s e k e e pi n g f u n cti o n; h o w e v er, t h e y ar e str o n gl y
u pr e g ul at e d i n a r e s p o n s e t o st ar v ati o n ( 1 6 – 1 8).

R e c e ntl y, a n e w s ur pri si n g pl a y er i n t h e pr o c e s s of
a ut o p h a g y e m er g e d.  O ct a m eri c c o m pl e x e x o c y st  w a s
ori gi n all y di s c o v er e d a s a t et h eri n g c o m pl e x b et w e e n
v e si cl e s a n d  P M pri or t o e x o c yt o si s, dri v e n b y t h e  S N A R E
c o m pl e x i s i niti at e d ( 1 9, 2 0). I n  m a m m ali a n e pit h eli al c ell s,
S E C 5 a n d  E X O 8 4 ar e a c c u m ul at e d i n di sti n ct  m e m br a n e
or g a n ell e s a n d al o n g  wit h t h e s m all  G T P a s e  R al B a ct a s
a r e g ul at or y s wit c h, pr o m oti n g a ut o p h a g o s o m e a s s e m bl y
u n d er a mi n o a ci d d e pri v ati o n.  U p o n st ar v ati o n  R al B
G T P a s e i s a cti v at e d, bi n d s t o t h e i n a cti v e (i n c o nt e xt of
a ut o p h a g y) e x o c y st s u b c o m pl e x  w hi c h l o s e s  S E C 5 s u b-
u nit a n d i n c or p or at e s  E X O 8 4 i n st e a d a n d all o w s p h o s p h o-
r yl ati o n of  U L K 1 a n d a cti v ati o n of ot h er a ut o p h a g o s o m e
f or m ati o n r e g ul at or s ( B E C N 1,  A T G 1 4 L a n d  V P S 1 5/ V P S 3 4)
a n d a ut o p h a g o s o m e i niti ati o n ( 2 1). I n pl a nt s, e x o c y st
c o m pl e x g e n e s ar e c o n s er v e d a n d s o m e s u b u nit s h a v e
e v ol v e d i nt o l ar g e g e n e f a mili e s o v er t h e l a n d pl a nt
e v ol uti o n – e s p e ci all y t h e  E X O 7 0 f a mil y ( 2 2, 2 3).  W hil e
t h e r ol e of e x o c y st i n s e cr eti o n a n d p ol ari z e d c ell gr o wt h
i s  w ell e st a bli s h e d i n pl a nt s ( 2 4 – 2 7),  w e r e p ort h er e t h at
s p e ci fi c v er si o n of a e x o c y st c o m pl e x h ar b ori n g  E X O 7 0 B 1
al o n g  wit h  E X O 8 4 b a n d  S E C 5 s u b u nit s i s a n i m p ort a nt
r e g ul at or of a ut o p h a g o s o m e f or m ati o n a n d a ut o p h a g y-
r el at e d  G ol gi-i n d e p e n d e nt i m p ort i nt o t h e v a c u ol e i n
pl a nt s.

R e s ult s

Ar a bi d o p si s e x o 7 0 B 1  m ut a nt  pl a nt s s h o w e ct o pi c
h y p er s e n siti v e r e a cti o n  d u e t o  S A  h y p er
a c c u m ul ati o n
W e h a v e i n v e sti g at e d e x o c y st v e si cl e t et h eri n g c o m pl e x
s u b u nit E X O 7 0 B 1 g e n e f u n cti o n ( e n c o d e d b y si n gl e
e x o n) i n t w o  G A BI K A T 3 - e n d l o s s of f u n cti o n ( L O F)
i n s erti o n al li n e s:  G K- 1 1 4 C 0 3 a n d  G K- 1 5 6 G 0 2 – e x o 7 0 B 1-
1 a n d e x o 7 0 B 1- 2 , r e s p e cti v el y.  P h e n ot y pi c d e vi ati o n s of
t h e s e t w o li n e s  w er e i d e nti c al. T h er ef or e,  w e h a v e pi c k e d
o nl y e x o 7 0 B 1- 2 all el e f or o ur f oll o wi n g e x p eri m e nt s.  A s
a p o siti v e c o ntr ol f or e v al u ati o n of a ut o p h a gi c p h e n ot y pi c
d e vi ati o n s,  w e h a v e u s e d at g 5 m ut a nt.  U nf ort u n at el y,
t h e pr e vi o u sl y p u bli s h e d  m ut a nt at g 5- 1 w a s u n a v ail a bl e
fr o m t h e c o m m u nit y, t h er ef or e  w e h a v e o bt ai n e d a n d
c h ar a ct eri z e d a n e w all el e ( S A L K _ 0 2 0 6 0 1) a n d n a m e d it
at g 5- 3. T h e at g 5- 3 m ut ati o n i s l o c at e d i n t h e st art c o d o n
of t h e  A T G 5  C D S a n d it s h o w e d p h e n ot y pi c d e vi ati o n s

m at c hi n g f ull y t h e d e vi ati o n s d e s cri b e d f or t h e at g 5- 1
m ut a nt ( 1 5). T h e pr e s e n c e of a  mi n or  P C R pr o d u ct i s li k el y
n ot a n i n di c ati o n of a f u n cti o n al tr a n s cri pt ( Fi g ur e 1 B).

R e v er s e tr a n s cri pti o n- p ol y m er a s e c h ai n r e a cti o n ( R T- P C R)
a n al y si s of t h e e x o 7 0 b 1- 2 m ut a nt li n e h a s r e v e al e d, t h at
t hi s li n e i s a k n o c k- d o w n  m ut a nt, l a c ki n g t h e 3 t er mi n al
p art of t h e  m R N A ( Fi g ur e 1 B, C). T hirt y- fi v e d a y s aft er
g er mi n ati o n ( D A G), t h e l e a v e s of e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt s
b e c o m e e pi n a sti c, t wi st e d a n d s m all s p o nt a n e o u s l e si o n s
a p p e ar o n t h e  m ut a nt l e a v e s ( Fi g ur e 1 A). T h e s e s y m pt o m s
al s o a p p e ar o n a x e ni c pl a nt s gr o w n i n vitr o, e x cl u di n g
i n v ol v e m e nt of p at h o g e n i nt er a cti o n i n p h e n ot y pi c
d e vi ati o n s i n ci d e n c e ( Fi g ur e  S 1 C,  S u p p orti n g I nf or m ati o n).
L e si o n s s pr e a d a n d r e s ult i n d e at h of  m o st of l e a v e s.
T hi s i s sli g htl y diff er e nt i n t h e at g 5- 3 m ut a nt,  w h er e
pr o gr e s s of pr o gr a m m e d c ell d e at h c a u s e d n o l e si o n s,
b ut e arl y y ell o wi n g of t h e  w h ol e l e a v e s ( Fi g ur e 1 A).
E v e nt u all y, a f e w s m all l e a v e s gr o w fr o m t h e c e nt er of t h e
r o s ett e, gi vi n g e x o 7 0 B 1 m ut a nt s a d w arf e d a p p e ar a n c e.
I nt er e sti n gl y, t h e d e v el o p m e nt of l e si o n s o n e x o 7 0 B 1
m ut a nt s i s d e p e n d e nt o n li g ht d o s a g e. I nt e n siti e s o v er
7 5 0 μ M / m2 / s  P A R ( p h ot o s y nt h eti c all y a cti v e r a di ati o n) f ull y
r e s c u e d  m ut a nt s fr o m t h e l e si o n f or m ati o n ( Fi g ur e  S 1 A).
L e si o n a p p e ar a n c e o n e x o 7 0 B 1 m ut a nt s i n di c at e s t h at
e ct o pi c h y p er s e n siti v e r e s p o n s e ( H R)  mi g ht o c c ur.  W e
h a v e t e st e d  H R pr e s e n c e b y t hr e e  m et h o d s: d et e cti o n of
a p o pt oti c  D N A fr a g m e nt ati o n b y t er mi n al d e o x y n u cl e oti d yl
tr a n sf er a s e d U T P ni c k e n d l a b eli n g ( T U N E L) o n t h e
e x o 7 0 B 1- 2 s e cti o n s; s e mi- q u a ntit ati v e  R T- P C R of c ell
d e at h  m ar k er s; a n d p h yt o h or m o n e a n al y si s t o g et h er  wit h
t h e s u p pr e s si o n of l e si o n f or m ati o n b y n pr 1- 1 m ut ati o n
( Fi g ur e s 1 a n d  S 1 B).  H R  m ar k er s,  w hi c h  w e h a v e t e st e d i n
e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt, i n cl u d e d v a c u ol ar pr o c e s si n g e n z y m e s
( V P E s) a n d  P R 1.  W e d et e ct e d dr a m ati c u p-r e g ul ati o n of
P R 1, sli g ht u p-r e g ul ati o n of α V P E,  w hil e γ V P E  m R N A  w a s
si mil arl y pr e s e nt i n b ot h  m ut a nt a n d  W T, a s e x p e ct e d
i n pl a nt s 2 0  D A G ( Fi g ur e 1 D) ( 2 8).  E x pr e s si o n of  P R 1
g e n e s i s i n d u c e d b y  S A a c c u m ul ati o n; t h er ef or e  w e
e sti m at e d l e v el s of  S A a n d ot h er a ci di c p h yt o h or m o n e s i n
l e a v e s of  m ut a nt pl a nt s.  N ot o nl y  S A, b ut al s o l e v el s of
s e v er al a ci di c h or m o n e s [i n cl u di n g j a s m o ni c a ci d ( J A) a n d
a b s ci si c a ci d ( A B A)] a n d t h eir d eri v at e s  w er e i n cr e a s e d,
e x c e pt f or gi b b er elli c a ci d a n d it s d eri v at e s ( Fi g ur e 1 C).
T o f urt h er pr o v e, t h at l e si o n f or m ati o n i s d u e t o h y p er
a c c u m ul ati o n of  S A a n d  S A- d e p e n d e nt si g n ali n g,  w e
cr o s s e d t h e e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt  wit h t h e n pr 1- 1 – m ut a nt
i n s e n siti v e t o  S A.  D o u bl e  m ut a nt pl a nt s e x o 7 0 B 1- 2 /n pr 1-
1 l o st t h e c h ar a ct eri sti c a p p e ar a n c e of e x o 7 0 B 1- 2 pl a nt s
( Fi g ur e 1 A).  B ut si mil arl y li k e i n t h e at g 5- 1 m ut a nt ( 1 5),
e arl y y ell o wi n g of l e a v e s,  wit h c hl or oti c s h o ot s,  w a s still
vi si bl e. T hi s i s l o gi c al, si n c e t h e n pr 1 m ut ati o n d o e s
k n o c k- d o w n  S A si g n ali n g, b ut n ot h y p er a c c u m ul ati o n
of  S A ( Fi g ur e 1 A). T h u s,  w e c o n cl u d e, t h at e x o 7 0 B 1
m ut a nt e ct o pi c h y p er s e n siti v e r e a cti o n i s c a u s e d b y h y p er
a c c u m ul ati o n of  S A i n t h e e x o 7 0 B 1 m ut a nt pl a nt s. T hi s
c o n cl u si o n fit s  wit h T U N E L st ai ni n g,  w hi c h h a s r e v e al e d
m a s si v e g e n o mi c  D N A fr a g m e nt ati o n, a s i s e x p e ct e d
d uri n g  H R ( Fi g ur e  S 1 B).
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Fi g ur e 1:  T -D N A i n s erti o n al  m ut a nt s  u s e d i n t hi s st u d y – e x o 7 0 B 1 -1 a n d e x o 7 0 B 1 -2. B ot h e x hi bit t h e s a m e p h e n ot y p e s, i n cl u di n g
e ct o pi c  H R l e si o n s f or m ati o n o n l e a v e s,  w hi c h c a n b e s u p pr e s s e d b y cr o s si n g  wit h n pr 1- 1 .  C o m p ari s o n of e x o 7 0 B 1- 2 wit h at g 5- 3
m ut a nt.  Pl a nt s  w er e gr o w n i n st a n d ar d c o n diti o n s ( s e e M at eri al s a n d  M et h o d s ) ( A). I n s erti o n al li n e s n a m e d e x o 7 0 B 1- 1 , e x o 7 0 B 1- 2 a n d

at g 5- 3 di sr u pt  C D S a s i n di c at e d.  D ott e d a n d d a s h e d li n e s r e pr e s e nt 5 -t er mi n al a n d 3 -fr a g m e nt s,  w hi c h  w er e a m pli fi e d i n  R T- P C R,
w h er e ( + /+ ) st a n d s f or  W T a n d (− /− ) f or  m ut a nt.  A cti n  w a s u s e d a s a c o ntr ol ( B).  S el e ct e d p h yt o h or m o n e s a n d r el at e d s u b st a n c e s
a n al y si s s h o wi n g s e v er al diff er e nti all y a c c u m ul at e d c o m p o u n d s i n  m ut a nt pl at s ( C).  H y p er a c c u m ul at e d s ali c yli c a ci d ( S A;  C) c orr e s p o n d s
t o str o n g  P R 1  m R N A i n d u cti o n vi s u ali z e d b y s e mi q u a ntit a vi e  R T- P C R ( D).  C ot yl e d o n si z e of nitr o g e n st ar v e d s e e dli n g s of e x o 7 0 B 1- 2
m ut a nt a n d e x o 7 0 B 1- 2/ s e c 5 a- 1 d o u bl e  m ut a nt c o m p ar e d t o  W T a n d at g 5- 3 .  St ar s i n di c at e si g ni fi c a nt c h a n g e c o m p ar e d t o t h e  W T
( E). e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt a n d e x o 7 0 B 1- 2/ s e c 5 a- 1 d o u bl e  m ut a nt s ur vi v e 6 d a y s of c ar b o n st ar v ati o n u nli k e at g 5- 3 ( F).  A B A, a b s ci si c a ci d;
D P A, di h y dr o p h a s ei c a ci d;  P A, p h a s ei c a ci d;  N e o P A,  N e o p h a s ei c a ci d;  A B A- G E,  A B A- gl u c o s e e st er; I A A, i n d ol e- 3- a c eti c a ci d; I A A- A s p,
I A A- a s p art at e; I A A- Al a, I A A- al a ni n e;  O xI A A, o x o-I A A;  S A, s ali c yli c a ci d; J A, j a s m o ni c a ci d; J A-Il e, J A-i s ol e u ci n e;  G A n,  Gi b b er elli n n.
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e x o 7 0 B 1- 2  m ut a nt s e e dli n g s ar e  h y p er s e n siti v e t o
nitr o g e n st ar v ati o n,  b ut  n ot t o t h e c ar b o n st ar v ati o n
I n n e xt st e p s,  w e c o m p ar e d t h e e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt  wit h
t h e a ut o p h a gi c  m ut a nt at g 5- 3 str e s s e d b y nitr o g e n a n d
c ar b o n st ar v ati o n.  S e e dli n g s of e x o 7 0 B 1- 2 w er e aff e ct e d
b y nitr o g e n st ar v ati o n  m or e t h a n  W T pl a nt s a n d s h o w e d
d e cr e a s e d si z e of c ot yl e d o n s, si mil arl y li k e t h e at g 5- 3
m ut a nt. T hi s diff er e n c e  w a s e n h a n c e d i n h o m o z y g o u s
pl a nt s of t h e d o u bl e  m ut a nt, f or m e d  w h e n  w e cr o s s e d
t h e e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt  wit h a n ot h er  m ut ati o n i n e x o c y st
s u b u nit – s e c 5 a- 1 ( 2 6) ( Fi g ur e 1 E).

A s it  w a s s h o w n pr e vi o u sl y t h e at g 5- 1 m ut a nt i s hi g hl y
s u s c e pti bl e t o c ar b o n st ar v ati o n a n d c a n n ot r e c o v er aft er
6 d a y s of t h e st ar v ati o n tr e at m e nt ( 1 4).  Si mil arl y, at g 5- 3
s e e dli n g s al s o h a v e n ot s ur vi v e d 6 d a y s c ar b o n st ar v ati o n.
I n c o ntr a st, t h e e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt, or s e c 5/ e x o 7 0 B 1- 2
d o u bl e  m ut a nt h a v e s ur vi v e d t hi s tr e at m e nt j u st li k e t h e
W T c o ntr ol ( Fi g ur e 1 F). T hi s h o w e v er,  w a s diff er e nt,  w h e n
w e r e p e at e d t h e e x p eri m e nt  wit h a d ult pl a nt s,  w hi c h
f ail e d t o r e c o v er a n d h a v e di e d j u st li k e at g 5- 3 ( d at a n ot
s h o w n). T hi s c o ul d b e a r e s ult of b o o st e d pr o gr e s s of
h y p er s e n siti v e c ell d e at h d u e t o  S A h y p er a c c u m ul ati o n
r at h er t h a n i n a bilit y t o r e m o bili z e n utri e nt s.

V e si c ul ar tr af fi c ki n g  of a nt h o c y a ni n s i nt o t h e v a c u ol e
i s c o m pr o mi s e d i n e x o 7 0 B 1- 2  m ut a nt
I n str o n g li g ht, a n e ct o pi c h y p er s e n siti v e r e a cti o n
i n e x o 7 0 B 1 m ut a nt s d o e s n ot a p p e ar ( s e e a b o v e),
b ut – e x o 7 0 B 1- 2 pl a nt s s h o w str o n gl y d e cr e a s e d a nt h o-
c y a ni n pi g m e nt a c c u m ul ati o n.  W e h a v e o b s er v e d t hi s
p h e n ot y p e i n 3 0- d a y ol d r o s ett e s tr a n sf err e d f or 7 d a y s
t o a nt h o c y a ni n i n d u cti v e c o n diti o n s – b ot h s u nli g ht (l o n g
d a y) a n d s h ort d a y ( 1 0 0 μ M / m2 / s  P A R)  wit h a d diti o n al
s oft  U V irr a di ati o n ( s e e M at eri al s a n d  M et h o d s ). T o e sti-
m at e a nt h o c y a ni n pi g m e nt c o nt e nt,  w e h a v e  m e a s ur e d
a b s or pti o n of  m et h a n ol el u at e fr o m l e a v e s at 4 0 0 – 6 0 0 n m
( a nt h o c y a ni n a b s or pti o n p e a k s at 5 3 0 n m). I n e x o 7 0 B 1
m ut a nt pl a nt s, t h e a m o u nt of a nt h o c y a ni n  w a s dr a m ati-
c all y r e d u c e d t o al m o st u n d et e ct a bl e l e v el s i n b ot h li g ht
c o n diti o n s ( Fi g ur e 2 A).  Si mil ar, b ut l e s s dr a m ati c p h e-
n ot y pi c d e vi ati o n  w a s o b s er v e d o n 6 d a y s ol d eti ol at e d
s e e dli n g s,  w h er e a nt h o c y a ni n a c c u m ul ati o n  w a s i n d u c e d
b y 3 % s u cr o s e ( Fi g ur e 2 B).  D e cr e a s e d a nt h o c y a ni n a c c u-
m ul ati o n i n e x o 7 0 B 1 m ut a nt s i n di c at e s t h at eit h er s y n-
t h e si s, or at l e a st o n e of t h e t w o d e s cri b e d a nt h o c y a ni n
tr a n s p ort p at h w a y s t o t h e v a c u ol e ( G S T-li g a n di n v er s u s  V T
p at h w a y) i s cri p pl e d. T o di sti n g ui s h b et w e e n t h e s e p o s si-
biliti e s,  w e u s e d tr e at m e nt s  wit h n ari n g e ni n – pr o d u ct of
c h al c o n e i s o m er a s e, d o w n str e a m of c h al c o n e s y nt h a s e
( C H S) a n d  wit h  C D N B – a s u b str at e of  G S T s,  w hi c h s at-
ur at e s (i. e. c o m p etiti v el y i n hi bit s) v a c u ol ar  G S T-li g a n di n
d e p e n d e nt p at h w a y.  N ari n g e ni n tr e at m e nt i s cr u ci al t o
r ul e o ut d ef e ct s i n a nt h o c y a ni n s y nt h e si s, a s  M A M P
( mi cr o b e a s s o ci at e d  m ol e c ul ar p att er n) tri g g er e d i m m u-
nit y ( M TI)  w a s r e c e ntl y s h o w n t o d o w n r e g ul at e  C H S o n
b ot h tr a n s cri pti o n a n d tr a n sl ati o n/ pr ot ei n l e v el s s u p pr e s s-
i n g a nt h o c y a ni n a c c u m ul ati o n ( 2 9).

W h e n t h e s e e dli n g s s u p pli e d b y n ari n g e ni n  w er e pr e-
tr e at e d b y 0. 1  mM C D N B, a nt h o c y a ni n a c c u m ul ati o n  w a s
f ull y s u p pr e s s e d i n e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt,  w h er e a s t h er e
w a s o nl y p arti al s u p pr e s si o n i n  W T c o ntr ol ( Fi g ur e 2 D).
T h u s, c h e mi c al i n hi biti o n of t h e L T p at h w a y r e v e al s t h e
d ef e ct of t h e v e si c ul ar tr a n s p ort ( V T) of a nt h o c y a ni n s
i n e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt.  M ut a nt e x o 7 0 B 1- 2 r e s c u e d b y
n pr 1- 1 fr o m n e cr oti c l e si o n f or m ati o n f ull y r et ai n e d
t h e a nt h o c y a ni n a c c u m ul ati o n d ef e ct ( Fi g ur e 2 E). T hi s
f urt h er s u p p ort s t h e h y p ot h e si s t h at t h e a nt h o c y a ni n
a c c u m ul ati o n p h e n ot y p e i s n ot a s e c o n d ar y p h e n ot y p e
c a u s e d b y  S A h y p er a c c u m ul ati o n. T o b e s ur e t h at t h e
d ef e ct i s d o w n str e a m of  C H S,  w e al s o p erf or m e d s e mi-
q u a ntit ati v e  R T- P C R o n t h e  C H S tr a n s cri pt. I n e x o 7 0 B 1- 2
m ut a nt s e e dli n g s i n d u c e d b y 3 % s u cr o s e f or diff er e nt
ti m e p eri o d s,  C H S  m R N A  w a s i n d u c e d si mil arl y a s i n t h e
W T ( Fi g ur e 2 F).

Y F P- E X O 7 0 B 1 c o m pl e m e nt s t h e e x o 7 0 B 1- 2  m ut ati o n
a n d c o-l o c ali z e s  wit h a nt h o c y a ni n c o nt ai ni n g
c o m p art m e nt s
T o i n v e sti g at e s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n of  E X O 7 0 B 1,  w e
cr e at e d  N-t er mi n al  Y F P a n d  E O S f u si o n pr ot ei n s u n d er
t h e u bi q uiti n ( U B Q) pr o m ot er ( Y F P- E X O 7 0 B 1 a n d  E O S-
E X O 7 0 B 1) a n d tr a n sf or m e d t h e m i nt o t h e e x o 7 0 B 1- 2
h et er o z y g o u s pl a nt s (t o b e a bl e t o g et s e gr e g ati n g
pr o g e n y f or  m ut a nt c o m pl e m e nt ati o n).  D e s pit e t h e f a ct,
t h at t h er e  w a s o v er all v er y littl e fl u or e s c e n c e, t h e
E O S- E X O 7 0 B 1 c o n str u ct s u c c e s sf ull y c o m pl e m e nt e d t h e
m ut a nt p h e n ot y p e of e x o 7 0 B 1- 2 ( Fi g ur e  S 2 A).  A s  w a s
i n di c at e d i n ( 3 0),  Y F P- E X O 7 0 B 1 l o c ali z e s i nt o s m all,
m o stl y st ati c s p h eri c al b o di e s, sli g htl y vi si bl e al s o i n
DI C.  W e t o o k a d v a nt a g e of a ut o fl u or e s c e nt pr o p erti e s
of a nt h o c y a ni n pi g m e nt s ( 5) a n d d et e ct e d a nt h o c y a ni n
pi g m e nt c o-l o c ali z ati o n  wit h  Y F P- E X O 7 0 B 1 i n eti ol at e d
h y p o c ot yl s,  w h er e a nt h o c y a ni n s y nt h e si s  w a s i n d u c e d b y
3 % s u cr o s e.  C o-l o c ali z ati o n  w a s  w ell vi si bl e 1 2 h aft er
a d diti o n of s u cr o s e. L at er o n, t h e si g n al  w a s h ar d t o tr a c k
d u e t o t h e str o n g v a c u ol ar b a c k gr o u n d ( Fi g ur e 3).

E X O 7 0 B 1- p o siti v e c o m p art m e nt s ar e i nt er n ali z e d
i nt o t h e v a c u ol e a n d c o-l o c ali z e  wit h t h e
A T G 8f- p o siti v e a ut o p h a g o s o m al  m e m br a n e  b o di e s i n
Ar a bi d o p si s
Y F P- E X O 7 0 B 1 p o siti v e b o di e s c o ul d b e vi s u ali z e d i n si d e
of t h e c e ntr al v a c u ol e, aft er v a c u ol e al k ali ni z ati o n b y
c o n c a n a m y ci n  A ( C o n c A). T o i n v e sti g at e t h e r el ati o n s hi p
of t h e s e b o di e s  wit h a ut o p h a gi c b o di e s,  w e h a v e u s e d
t u ni c a m y ci n ( T M),  w hi c h  w a s r e c e ntl y s h o w n t o str o n gl y
i n d u c e  E R str e s s tri g g er e d a ut o p h a g y i n Ar a bi d o p si s
( 3 1). T h e a m o u nt of i ntr a v a c u ol ar  Y F P- E X O 7 0 B 1 b o di e s
aft er  C o n c A tr e at m e nt  w a s si g ni fi c a ntl y i n cr e a s e d b y
a d diti o n of T M ( Fi g ur e 4 B).  H e n c e,  Y F P- E X O 7 0 B 1 p o siti v e
b o di e s h a v e a ut o p h a gi c c h ar a ct er. T o c o n fir m t hi s,  w e
g e n er at e d st a bl e tr a n sf or m a nt s  wit h  Y F P- E X O 7 0 B 1 a n d
t h e a ut o p h a gi c  m ar k er  A T G 8f- R F P ( 3 2).  A s s h o w n i n Fi g ur e
4 A,  A T G 8f- R F P c o-l o c ali z e d  wit h  Y F P- E X O 7 0 B 1 i n b ot h
t h e c yt o pl a s m a n d i n t h e v a c u ol e aft er  C o n c A tr e at m e nt
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Fi g ur e 2:  A b s or pti o n s p e ctr a  of  m et h a n ol el u at e fr o m  dr y l e a v e s  of e x o 7 0 B 1 -2 m ut a nt a n d  W T i n di c ati n g v er y  di sti n ct
diff er e n c e s i n a nt h o c y a ni n a c c u m ul ati o n. E x p eri m e nt s  w er e c arri e d o ut i n  m ut a nt  H R i n d u ci bl e ( 1 0 0 μ M / m2 / s  P A R) a n d n o n i n d u ci bl e
( 3 0 0 0 μ M / m2 / s  P A R) c o n diti o n s ( A).  Si mil ar, b ut l e s s dr a m ati c diff er e n c e c a n b e s e e n i n 5 d a y ol d s e e dli n g s i n c u b at e d i n s u cr o s e f or
2 4 h ( B). T h e l a c k of a nt h o c y a ni n a c c u m ul ati o n p h e n ot y p e d e vi ati o n i n e x o 7 0 B 1- 2 i s n ot s u p pr e s s e d b y n pr 1- 1 m ut ati o n ( C, F). I n d u cti o n
of a nt h o c y a ni n s i n 5 d a y ol d s e e dli n g s of e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt s a n d  W T tr e at e d  wit h 1  m M n ari n g e ni n ( n ar) or pr e-tr e at e d  wit h 1 0 0 μ M

1- C hl or o- 2, 4- di nitr o b e n z e n e ( C D N B) t o i n hi bit L T i m p ort p at h w a y of a nt h o c y ni n s i nt o t h e v a c u ol e ( D).  Q u a nti fi c ati o n of  D ( E).  R T- P C R of
c h al c o n e s y nt h a s e ( C H S)  m R N A i n e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt s e e dli n g s a n d  W T aft er 0, 2 a n d 8 h of i n c u b ati o n i n 3 % s u cr o s e.  A cti n ( A C T)  w a s
u s e d a s a c o ntr ol ( G).

i n di c ati n g, t h at  E X O 7 0 B 1- p o siti v e c o m p art m e nt s ar e r e all y
r el at e d t o a ut o p h a g o s o m e s.

e x o 7 0 B 1- 2  m ut a nt s s h o w  d e cr e a s e d a m o u nt s  of
i ntr a v a c u ol ar a ut o p h a gi c  b o di e s
T o fi n all y c o n fir m t h e f u n cti o n of  E X O 7 0 B 1 i n a ut o p h a gi c
p at h w a y,  w e h a v e tr a n sf or m e d  A T G 8f- R F P i nt o e x o 7 0 B 1-
2 a n d  W T pl a nt s. T h e n,  w e  m e a s ur e d t h e a m o u nt of
a ut o p h a gi c b o di e s i n si d e of t h e v a c u ol e of eti ol at e d
h y p o c ot yl s tr e at e d f or 1 2 h  wit h T M + C o n c A. T h er e  w a s
dr a m ati c d e cr e a s e of i ntr a v a c u ol ar  A T G 8f- R F P b o di e s i n
t h e e x o 7 0 B 1- 2 a s c o m p ar e d t o  W T ( Fi g ur e 5).

A s e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt s h o w s d ef e ct s t h at ar e c o n n e ct e d
wit h t h e tr a n s p ort t o t h e v a c u ol e vi a t h e a ut o p h a g y-
r el at e d p at h w a y  w e i n v e sti g at e d 1 4 d a y ol d  m ut a nt
l e a v e s ( c o m pl e m e nt e d b y n pr 1- 1 ) b y tr a n s mi s si o n
el e ctr o n  mi cr o s c o p y ( T E M) t h at  w er e hi g h pr e s s ur e
fr o z e n a n d cr y o s u b stit ut e d a n d 2 6 d a y s ol d, c h e mi c all y
fi x e d  m ut a nt l e a v e s gr o w n u n d er d a yli g ht t o pr e v e nt
H R a n d u n d er  H R-i n d u ci bl e 1 0 0 μ M / m2 / s  P A R. I n b ot h
c o n diti o n s, t h e s e  m ut a nt s oft e n h a v e e x o s o m e s i n t h e
a p o pl a st (i n y o u n g l e a v e s) a n d  m ulti v e si c ul ar b o di e s
(i n ol d er l e a v e s),  w hi c h str o n gl y r e s e m bl e p ar a m ur al
b o di e s ( Fi g ur e  S 3).  W e di d n ot o b s er v e a n y si mil ar
str u ct ur e s i n t h e c o ntr ol  W T s e cti o n s.  Ultr a str u ct ur al

p h e n ot y p e d e vi ati o n of e x o 7 0 B 1- 2 m a y b e t h e r e s ult
of i n s uf fi ci e nt a ut o p h a g o s o m e t ar g eti n g t o t h e v a c u ol e,
c a u si n g c yt o pl a s mi c a ut o p h a gi c b o di e s t o f u s e  wit h
t h e  P M or  wit h ot h er a ut o p h a gi c b o di e s.  H o w e v er, t h e
i n fl u e n c e of  S A si g n ali n g c a n n ot b e e ntir el y r ul e d o ut at
t hi s p oi nt, d e s pit e t h e f a ct t h at  w e h a v e pr e v e nt e d pl a nt s
fr o m e ct o pi c  H R f or m ati o n  wit h a s e c o n d n pr 1 m ut ati o n.
T hi s i s a s u bj e ct of o ur c urr e nt st u di e s.

E X O 7 0 B 1 i nt er a ct s  wit h  S E C 5 A a n d  E X O 8 4 b a n d
pr o b a bl y f or m s a n e x o c y st s u b c o m pl e x i n v ol v e d i n
t h e a ut o p h a gi c  p at h w a y
A n i m p ort a nt q u e sti o n i s  w h et h er t h e e x o c y st s u b u nit
E X O 7 0 B 1 f u n cti o n s al o n e or a s a s u b u nit of t h e e x o c y st
s u b c o m pl e x.  W e t h er ef or e p erf or m e d y e a st t w o- h y bri d
( Y 2 H) e x p eri m e nt  wit h  m ulti pl e e x o c y st s u b u nit s. I n t hi s
e x p eri m e nt,  w e u s e d  G A L 4  B D f u s e d  wit h  E X O 7 0 B 1 a n d
s e v er al e x o c y st c o n str u ct s di s pl a yi n g n o a ut o a cti v ati o n,
a s p u bli s h e d pr e vi o u sl y ( s e e M at eri al s a n d  M et h o d s ).
W e o b s er v e d t w o i nt er a cti o n s –  wit h s u b u nit  S E C 5 A a n d
wit h t h e  N-t er mi n al fr a g m e nt of  E X O 8 4 b ( Fi g ur e 6).  W e
c o n fir m e d t h e s e r e s ult s b y c o-i m m u n o pr e ci pit ati o n a s s a y
wit h  Y F P- E X O 7 0 B 1.  W e al s o o bt ai n e d si g n al  wit h a n
At S E C 6 a nti b o d y ( Fi g ur e  S 4 A). T h e s e d at a ar e s u p p ort e d
b y o b s er v ati o n s t h at  Y F P- E X O 7 0 B 1 di s pl a y s c o-l o c ali z ati o n
wit h  R F P- E X O 8 4 ( Fi g ur e  S 4 B) a n d s e c 5 a- 1 m ut ati o n
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Fi g ur e 3:  Y F P- E X O 7 0 B 1 c o-l o c ali z e s  wit h a nt h o c y a ni n c o nt ai ni n g c o m p art m e nt s i n eti ol at e d  h y p o c ot yl s a n d l e a v e s. Pl a sti d s
ar e i n di c at e d i n  m a g e nt a.  S c al e b ar s ar e 2 0 μ m l o n g.

s h o w s s y n er gi s m  wit h e x o 7 0 B 1- 2 m ut ati o n i n a ut o p h a gi c
p h e n ot y p e d e vi ati o n ( s e e a b o v e).  A s  w a s pr e vi o u sl y
s h o w n, t h e at s e c 5 a- 1/ e x o 7 0 A 1- 2 d o u bl e  m ut a nt al s o
s h o w s e n h a n c e m e nt of e x o 7 0 A 1 p h e n ot y p e ( 2 6).

E x o c y st s u b u nit s  E X O 7 0 A 1 a n d  E X O 7 0 B 1 f u n cti o n i n
diff er e nt  p at h w a y s
T o t e st t h e cr u ci al q u e sti o n of f u n cti o n al s p e ci fi cit y
of t h e s e t w o  E X O 7 0 e x o c y st s u b u nit s,  w e o b s er v e d
e x o 7 0 B 1- 2/ e x o 7 0 A 1- 2 d o u bl e  m ut a nt Ar a bi d o p si s pl a nt s.
P h e n ot y pi c d e vi ati o n s of e x o 7 0 A 1- 2 m ut a nt ( 3 3)  w er e f ull y
a d diti v e t o e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt,  wit h n o s y n er gi s m – t h e
d o u bl e  m ut a nt pl a nt s e x hi bit e d t h e s a m e si z e a n d
a n at o m y a s t h e e x o 7 0 A 1- 2 m ut ati o n al o n e, h o w e v er,
aft er 4  w e e k s, d o u bl e  m ut a nt s s h o w e d a n e ct o pi c h y p er-
s e n siti v e r e a cti o n li k e e x o 7 0 B 1- 2 pl a nt s, al o n g  wit h t h e
l a c k of a nt h o c y a ni n a c c u m ul ati o n ( Fi g ur e  S 2 B – D). T h u s,
b ot h e x o 7 0 B 1 a n d e x o 7 0 A 1 m ut ati o n s s h o w n o f u n cti o n al
s y n er gi s m, b ut b ot h s h o w e n h a n c e m e nt of t h eir s p e ci fi c
m ut a nt p h e n ot y p e s  w h e n cr o s s e d  wit h s e c 5 a- 1 . T hi s c a n
b e e x pl ai n e d b y  S E C 5 b ei n g t h e p art of t h e c or e  m a c hi n er y
w hi c h i s u s e d b y  m ulti pl e  E X O 7 0 s i n v ol v e d i n diff er e nt
p at h w a y s –  E X O 7 0 A 1 f u n cti o n s a s e x p e ct e d i n t h e e x o-
c y st c o m pl e x s p e ci fi c f or t h e t et h eri n g e x o c yt oti c v e si cl e s
at t h e  P M ( 3 4),  w hil e u n e x p e ct e dl y  E X O 7 0 B 1 f u n cti o n s
a s a s u b u nit of t h e e x o c y st s u b c o m pl e x i n t h e tr a n s p ort
of a ut o p h a g o s o m e-li k e str u ct ur e s i nt o t h e v a c u ol e.

Di s c u s si o n

I n t hi s st u d y  w e pr o vi d e e vi d e n c e t h at  E X O 7 0 B 1 al o n g
wit h  S E C 5,  E X O 8 4 B a n d li k el y al s o  S E C 6, f or m a s u b
c o m pl e x,  w hi c h pl a y s a r ol e i n a ut o p h a gi c tr a n s p ort i nt o
t h e v a c u ol e.  P h e n ot y pi c d e vi ati o n s of e x o 7 0 B 1 m ut a nt s,
s u c h a s nitr o g e n st ar v ati o n h y p er s e n siti vit y a n d d ef e c-
ti v e v e si c ul ar tr a n s p ort ati o n of a nt h o c y a ni n s s u p p ort t h e

m ai n ar g u m e nt s f or  E X O 7 0 B 1 f u n cti o n i n a ut o p h a g y – c o-
l o c ali z ati o n of t h e a ut o p h a gi c  m ar k er  A T G 8  wit h  Y F P-
E X O 7 0 B 1 i n si d e of t h e v a c u ol e a n d t h e dr a m ati c d e cr e a s e
of i ntr a v a c u ol ar a ut o p h a gi c b o di e s i n t h e e x o 7 0 B 1- 2
m ut a nt u p o n t h e i n d u cti o n of a ut o p h a g y b y  E R str e s s. T hi s
i n d u cti o n of a ut o p h a g y, r e c e ntl y r e p ort e d b y ( 3 1),  w a s a
g o o d o pti o n f or u s a s it all o w e d u s t o p erf or m tr e at m e nt s
of  w ell d e fi n e d l e n gt h s  wit h a n e x a ct st art ti m e.  A ut o p h a g y
i n d u cti o n b y nitr o g e n st ar v ati o n h a s gi v e n u s si mil ar, b ut
l e s s cl e ar r e s ult s.  Diff er e n c e s i n r e s p o n s e t o c ar b o n st ar-
v ati o n, a s c o m p ar e d t o at g 5 , s u g g e st s a p o s si bl e r ol e i n
s p e ci fi c a ut o p h a gi c r e s p o n s e s, si mil ar t o  w h at  w a s s h o w n
r e c e ntl y f or  N B R 1 ( 3 5).  A n ot h er pl a u si bl e e x pl a n ati o n i s
d e p e n d e n c e of t hi s p h e n ot y p e o n d e v el o p m e nt al st a g e or
gr o wt h c o n diti o n s. Li g ht d e p e n d e n c e of l e si o n f or m ati o n
( s u p pr e s si o n b y hi g h er li g ht fl u e n ci e s) i n di c at e s s e n siti vit y
of e x o 7 0 b 1 m ut a nt s t o c ar b o h y dr at e p o ol s.

M e c h a ni sti c d et ail s of  E X O 7 0 B 1 e x o c y st s u b c o m pl e x
f u n cti o n i n cl u d e s q u e sti o n s a b o ut t h e ti mi n g f or  w hi c h
it a ct s d uri n g a ut o p h a g o s o m e bi o g e n e si s a n d tr a n s p ort
i s t h e t o pi c of o n g oi n g st u di e s i n o ur l a b or at or y.  O ur
c urr e nt d at a str o n gl y s u g g e st t h at t h e  E X O 7 0 B 1 e x o-
c y st s u b c o m pl e x i s n e c e s s ar y f or  E R str e s s i n d u c e d
a ut o p h a g o s o m e s t ar g eti n g i nt o t h e v a c u ol e.  E xtr a p ol at-
i n g d at a fr o m  m a m m ali a n st u di e s p oi nt s at a d ef e ct
i n a ut o p h a g o s o m e bi o g e n e si s ( 2 1).  H o w e v er,  w e h a v e
o b s er v e d a b u n d a nt  m ulti v e si c ul ar b o di e s a n d e x o s o m e s
i n t h e e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt. T hi s s u g g e st s t h at t h e  m ai n
E X O 7 0 B 1 s e n siti v e st e p c o ul d b e a ut o p h a g o s o m e t ar-
g eti n g i nt o t h e v a c u ol e. It  w a s s h o w n  m a n y ti m e s t h at
w h e n o n e e n d o m e m br a n e p at h w a y i s bl o c k e d, a n ot h er
p at h w a y d eli v er s c ar g o t o t h e diff er e nt e ct o pi c d e sti n a-
ti o n s. F or e x a m pl e  C L V 3  wit h v a c u ol ar s orti n g si g n al,
i s n or m all y tr a n s p ort e d i nt o t h e v a c u ol e, b ut b e c o m e s
s e cr et e d i n v a c u ol ar tr af fi c ki n g  m ut a nt s ( 3 6) or t h e p e cti n
s e cr et or y  m ut a nt e c hi d n a a c c u m ul at e s p e cti n s i n t h e

1 1 6 0 Tr af fi c

1 5 4

2 0 1 3; 1 4: 1 1 5 5 – 1 1 6 5



Pl a nt  E x o c y st i n  A ut o p h a g y

Fi g ur e 4:  Y F P- E X O 7 0 B 1 c o-l o c ali z e s
wit h  A T G 8f- R F P i n si d e  of t h e v a c-
u ol e a n d i n t h e c yt o pl a s m  of st a-
bl y tr a n sf or m e d Ar a bi d o p si s l e a v e s,
w h e n tr e at e d f or 1 2  h  wit h 5 μ g / m L
T M a n d 1 μ M C o n c A. Pl a sti d s ar e
i n di c at e d i n  m a g e nt a.  Gr e e n si g n al
w a s n ot d et e ct a bl e f or all of  A T G 8f-
R F P p o siti v e s p ot s i n t hi s r e s ol uti o n,
li k el y d u e t o  w e a k fl u or e s c e n c e of
Y F P- E X O 7 0 B 1. ( A).  Q u a nti fi c ati o n of
i ntr a v a c u ol ar a ut o p h a gi c b o di e s  m ar k e d
b y  A T G 8f- R F P u p o n  E R str e s s (tr e at-
m e nt s a s i n di c at e d) ( B).  S c al e b ar s ar e
2 0 μ m l o n g.

v a c u ol e s ( 3 7).  Si mil arl y, a b u n d a nt c yt o pl a s mi c a ut o p h a g o-
s o m e s/ M V B s of e x o 7 0 B 1 m ut a nt s c o ul d f u s e t o g et h er
or b e s e cr et e d t o t h e a p o pl a st. T hi s  m o d el  w o ul d al s o
e x pl ai n  w h y e x o 7 0 B 1 m ut a nt s h a v e s o m e si mil ariti e s  wit h
at g 5- 3 m ut a nt, b ut s o m e diff er e n c e s a s  w ell –  wit h at g 5
m ut a nt b ei n g d ef e cti v e i n a ut o p h a g o s o m e bi o g e n e si s a n d
e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt i n a ut o p h a g o s o m e v a c u ol ar i m p ort
r e s ulti n g i n a n ‘ a ut o p h a gi c tr af fi c j a m’. I n o ur st u d y,  w e
h a v e s h o w n c o-l o c ali z ati o n of  E X O 7 0 B 1  wit h a ut o p h a gi c
b o di e s, h o w e v er, it i s q uit e p o s si bl e, t h at n ot all of t h e m
ar e  E X O 7 0 B 1 p o siti v e. T h er e ar e ei g ht  A T G 8 p ar al o g s i n
Ar a bi d o p si s a n d 2 3 p ar al o g s of  E X O 7 0, pr o vi di n g a bi g
s p a c e f or f u n cti o n al s p e ci ali z ati o n.

E X O 7 0 B 1 h a s pr e vi o u sl y b e e n r e p ort e d t o b e l o c ali z e d
t o t h e d o u bl e  m e m br a n e str u ct ur e s ( 3 0).  U si n g  m o stl y
tr a n si e nt o v er- e x pr e s si o n of s el e ct e d  Ar a bi d o p si s  E X O 7 0
s u b u nit s i n s u s p e n si o n c ell s, t h e f or m ati o n of  E X O 7 0 A 1,
E X O 7 0 B 1 a n d  E X O 7 0 E 2 p o siti v e d o u bl e  m e m br a n e
b o di e s,  w hi c h ar e e x pli citl y di sti n ct fr o m a ut o p h a g o s o m e
h a v e b e e n d e s cri b e d ( 3 0). T h e s e b o di e s  w er e n a m e d
‘ E X P O’ ( e x o c y st- p o siti v e or g a n ell e) a n d pr o p o s e d t o b e

e x p ort e d o ut of c ell s i n a n e x o s o m e-li k e  m a n n er ( 3 0).
H o w e v er,  m o st of t h e d et ail e d a n al y s e s  w er e d o n e o nl y o n
E X O 7 0 E 2 s u b u nit.  A c c or di n g t o ( 3 0), o v er e x pr e s s e d  G F P-
E X O 7 0 E 2 d o e s n ot e nt er t h e v a c u ol e vi s u ali z e d aft er t h e
c o n c a n a m y ci n tr e at m e nt, i n c o ntr a st t o o ur o b s er v ati o n s
o n  E X O 7 0 B 1.  M or e o v er, u p o n cl o s e i n s p e cti o n of Fi g ur e
1 2 c fr o m  R ef. ( 3 0), p arti al n o n a c ci d e nt al c o-l o c ali z ati o n
wit h a ut o p h a g o s o m al  m ar k er  A T G 8 e i s al s o vi si bl e. I n
t hi s c o nt e xt, it i s i m p ort a nt t o p oi nt o ut o ur o b s er v ati o n
t h at o v er- e x pr e s si o n of e x o c y st s u b u nit s it s elf  m a y
c a u s e sti m ul ati o n of bi o g e n e si s of n e w e x o c y st- p o siti v e
c o m p art m e nt s, t h at ar e n or m all y a b s e nt ( Fi g ur e  S 5).  W e
s u p p o s e t h at t h e i n cr e a s e d pr o d u cti o n of e x o s o m e s i n
E X O 7 0 E 2 o v er- e x pr e s si n g c ell s  mi g ht b e a n o ut c o m e
of a s at ur ati o n – i. e. j a m – of v a c u ol ar i m p ort r e s ulti n g
i n t h e i n cr e a s e d e x o s o m e r el e a s e a s i s t h e c a s e i n
t h e e x o 7 0 B 1 m ut a nt d e s cri b e d h er e. T h e q u e sti o n of
E X O 7 0 E 2 d e p e n d e nt p at h w a y f u n cti o n i s still o p e n a n d
n e e d s d e e p er c yt ol o gi c al a n d e s p e ci all y g e n eti c e vi d e n c e.

O ur  m o d el,  w h er e diff er e nt  E X O 7 0 pr ot ei n s  m e di at e
t ar g eti n g of  m e m br a n e v e si cl e s t o diff er e nt d e sti n ati o n s
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Fi g ur e 5:  A ut o p h a gi c  d ef e ct  of e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt. Q u a nti fi-
c ati o n of i ntr a v a c u ol ar a ut o p h a gi c b o di e s i n eti ol at e d h y p o c ot yl s
u p o n  E R str e s s ( 5 μ g/ m L T M a n d 1 μ M C o n c A)  m ar k e d b y  A T G 8f-
R F P i n e x o 7 0 B 1- 2 a n d  W T h y p o c ot yl s ( A).  R e pr e s e nt ati v e pi ct ur e
( B).  S c al e b ar i s 2 0 μ m l o n g.

i n t h e s a m e c ell s e e m s li k el y a n d r ai s e s f urt h er q u e sti o n s
( 3 9). F or e x a m pl e,  E X O 7 0 B 2 – t h e cl o s e st p ar al o g of
E X O 7 0 B 1, c o ul d t ar g et a ut o p h a g y d eri v e d b o di e s ( p o s si bl y
M V B s) t o t h e s e cr et or y p a pill a, a s  w e h a v e pr e vi o u sl y
r e p ort e d p a pill a f or m ati o n a b n or m aliti e s i n e x o 7 0 B 2- 1
m ut a nt ( 2 7). T hi s  m e c h a ni s m  m a y b e si mil ar t o t h e o n e
r e c e ntl y r e p ort e d f or t h e f u n g al (M a g n a p ort h e or y z a e )
e x o c y st d e p e n d e nt p at h w a y f or s e cr eti o n of c yt o pl a s mi c
eff e ct or s ( 3 8).

O b vi o u sl y, q u e sti o n s of p o s si bl e  E X O 7 0 s- d e p e n d e nt
f u n cti o n al di v er si fi c ati o n of e x o c y st a n d it s p ut ati v e s u b-
c o m pl e x e s a cti n g i n e x o c yt o si s or i n t h e a ut o p h a g y i n
pl a nt c ell s l a y a h e a d.  D e s pit e t h at,  w e alr e a d y bri n g fir st
i n si g ht s i nt o t hi s i s s u e.  W e s h o w t h at  E X O 7 0 B 1 i nt er a ct s
wit h  S E C 5 a a n d  E X O 8 4.  Al s o, t h e  E X O 7 0 B 2 p ar al o g
i n v ol v e d i n t h e  M A M P tri g g er e d i m m u nit y  w a s s h o w n t o
i nt er a ct  wit h Ar a bi d o p si s S E C 5 A s u b u nit s b ef or e ( 2 7) a n d
E X O 7 0 A 1  w a s s h o w n t o i nt er a ct  wit h  E X O 8 4 B ( 3 4).  A L O F
m ut a nt s e c 5 a- 1 l o o k s li k e  W T u n d er n or m al c o n diti o n s
( 2 6) a n d  m ut ati o n s i n b ot h e x o 7 0 B 1 a n d e x o 7 0 A 1 s h o w
s y n er gi s m  wit h s e c 5 a- 1 .  H o w e v er, t h er e i s n o s y n er gi s m
b et w e e n e x o 7 0 A 1 a n d e x o 7 0 B 1 m ut ati o n s –  E X O 7 0 A 1
a n d  E X O 7 0 B 1 f u n cti o n i n c o m pl et el y diff er e nt  m e m br a n e
tr af fi c p at h w a y s. T h e  m o st p ar si m o ni o u s e x pl a n ati o n
f or t h e s e o b s er v ati o n s i s a  m o d el  w h er e t h e pl a nt
u s e s e x o c y st f or v ari o u s f u n cti o n s a n d a l ar g e  E X O 7 0
f a mil y i s r e s p o n si bl e f or it s s u bf u n cti o n ali z ati o n s, a s
E X O 7 0 s u b u nit s ar e t h o s e bi n di n g t h e t ar g et  m e m br a n e,
f u n cti o ni n g a s t h e l a n d m ar k f or v e si cl e t ar g eti n g/t et h eri n g
( 1 9, 2 0).  M ut ati o n s i n c or e  m a c hi n er y, f or e x a m pl e  S E C 5,
w o ul d t h e n c a u s e d ef e ct s i n all pr o c e s s e s  m e di at e d b y

Fi g ur e 6:  Y e a st t w o- h y bri d i nt er a cti o n s  of  E X O 7 0 B 1 f u s e d
wit h  G A L 4  B D i nt er a ct s  wit h  S E C 5 A a n d  N-t er mi n al
p art  of  E X O 4 b f u s e d  wit h  G A L 4  A D (f ull-l e n gt h  E X O 8 4 b
a ut o a cti v at e s).

e x o c y st,  w h er e a s  m ut ati o n s i n  E X O 7 0 s u b u nit s  w o ul d
c a u s e t ar g et  m e m br a n e- s p e ci fi c d e vi ati o n s. T hi s  m o d el
h a s b e e n s u g g e st e d b ef or e ( 3 9) h o w e v er, p h a g o p h or e or
t o n o pl a st a s a d e sti n ati o n  m e m br a n e f or e x o c y st f u n cti o n
h a s n ot b e e n e x p e ct e d at all.

T h e f a ct t h at v er y r e c e ntl y al s o a br e a kt hr o u g h st u d y o n
e x o c y st r ol e i n a ut o p h a g y of  m a m m al s  w a s p u bli s h e d
( 2 1) bri n g s t h e e x o c y st c o m pl e x i nt o a br a n d n e w li g ht,
gi vi n g it a s e c o n d f u n cti o n – i n t h e a ut o p h a g y d e p e n d e nt
e n d o m e m br a n e tr af fi c ki n g. T hi s r ol e  mi g ht b e a s a n ci e nt
i n t h e e u k ar y ot e e v ol uti o n a s i s it s  w ell e st a bli s h e d
f u n cti o n i n t h e e x o c yt oti c v e si cl e s t et h eri n g.  P o siti o n e d
b et w e e n bi o s y nt h eti c  m e m br a n e tr a n s p ort p at h w a y t o
t h e c ell s urf a c e a n d v a c u ol ar bi o g e n e si s vi a a ut o p h a g y-
r el at e d p at h w a y, e x o c y st  mi g ht t ur n o ut t o b e o n e of t h e
c e ntr al c o or di n ati n g r e g ul at or y k n ot s of e n d o m e m br a n e
tr a n s p ort.

M at eri al s a n d  M et h o d s

Pl a nt  m at eri al a n d  gr o wt h
G A BI K A T T- D N A i n s erti o n al li n e s of Ar a bi d o p si s t h ali a n a e c ot y p e  C ol u m bi a-

0 ( C ol 0)  w er e o bt ai n e d fr o m  N A S C I n stit ut e ( 4 0).  W e al s o u s e d s e c 5 a- 1

pl a nt s fr o m ( 2 6, 4 1).  M ut a nt n pr 1- 1 ,  w a s a gift fr o m  S a s ki a v a n  W e e s

( Utr e c ht  U ni v er sit y). If n ot s p e ci fi e d ot h er wi s e i n t h e r e s ult s, pl a nt s  w er e

gr o w n i n s oil or p e at p ell et s ( Jiff y) u n d er l o n g d a y ( L D) c o n diti o n s ( 1 6: 8 h)

wit h st a n d ar d ill u mi n ati o n of 1 0 0 μ M / m2 / s  P A R. F or hi g h e st li g ht i nt e n siti e s

( 7 5 0 – 3 0 0 0 μ M / m2 / s), dir e ct s u nli g ht  w a s u s e d a s a s o ur c e of li g ht a n d
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pl a nt  w er e gr o w n i n t h e J u n e/ J ul y,  w hi c h c orr e s p o n d s t o L D 1 6: 8 h. F or

a nt h o c y a ni n i n d u cti o n e x p eri m e nt s, s urf a c e st erili z e d s e e dli n g s  w er e k e pt

i n 4◦ C f or 2 – 3 d a y s a n d f or 1 d a y e x p o s e d t o t h e li g ht a n d 2 4 ◦ C. T h e n t h e y

w er e pl a c e d i n li q ui d  M S  m e di a  wit h o ut s u cr o s e a n d gr o w n i n d ar k n e s s

wit h s h a ki n g at 1 0 0 r p m.

G e n ot y p e a n al y si s
F oll o wi n g pri m er s et s  w er e u s e d f or g e n ot y pi n g:

e x o 7 0 B 1- 1 L P: T T C G T T T A T G G A G G T T T G T C G
( G A BI _ 1 1 4 C 0 3)  R P: T G G T C A T T T A G C A G G T G G T T C

e x o 7 0 B 1- 2 L P:  C G T G G C A G G A G T T A G A A G A T G
( G A BI _ 1 5 6 G 0 2)  R P: T T G T C T G C G T T T T T C C C T A T G
o 8 4 7 4 ( G A BI L B)  A T A A T A A C G C T G C G G A C A T C T A C A T T T T

at g 5- 3 L P:  A A A G A C C A C A G A A C C C G A A A C
( S A L K _ 0 2 0 6 0 1)  R P:  C C A A A T T G A A T C T T C A C C A G G
L B B 1. 3 ( s al k L B)  A T T T T G C C G A T T T C G G A A C

s e c 5 a- 1 li n e  w a s g e n ot y p e d a s pr e vi o u sl y ( 2 6).

T r a n s cri pt  d et e cti o n a n d s e mi- q u a ntit ati v e  R T- P C R
F or d et e cti o n of tr a n s cri pt i n e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt  R N A  w a s i s ol at e d

fr o m 1 0 0  m g of 7 d a y ol d s e e dli n g s gr o wi n g o n  M S pl at e s.  R T-

P C R  w a s d o n e b y F er m e nt a s Fir st  Str a n d c D N A  S y nt h e si s  Kit  wit h

1 μ g of t ot al  R N A,  w hi c h  w a s d o u bl e- D N A s e d. F oll o wi n g pri m er p air s

w er e u s e d f or tr a n s cri pt d et e cti o n:  C T G G A T T T G G T A A G G C G T G T  wit h

A C G T T C G C T A G G A A A C A G G A f or d et e cti o n of 5 t er mi n al r e gi o n a n d

T T G A C G A G C A G C T G A A A G A A  wit h  C T T C C C G T G G T A G T C C C T T T f or 3

t er mi n al r e gi o n.  All r e a cti o n s  w er e  m a d e i n 2 4, 2 8 a n d 3 2 c y cl e s. T w e nt y-

ei g ht c y cl e  P C R pr o d u ct s  w er e u s e d i n i m a g e s.  Aft er 3 2 c y cl e s,  w e a k

b a n d h a s a p p e ar e d al s o i n c-t er mi n al p art of  E X O 7 0 B 1 tr a n s cri pt. T hi s

w a s pr o b a bl y c a u s e d b y g e n o mi c  D N A c o nt a mi n ati o n ( E X O 7 0 B 1 h a s a

si n gl e e x o n, s o it i s i m p o s si bl e t o g et diff er e nti al  P C R pr o d u ct s), d e s pit e

t h e  D N A s e tr e at m e nt, a s g e n o mi c c o nt a mi n ati o n a p p e ar e d al s o at a cti n

c o ntr ol. F or s e mi- q u a ntit ati v e  R T- P C R, t ot al  R N A  w a s i s ol at e d fr o m fr e s h

r o s ett e l e a v e s of 2 8 d a y ol d pl a nt s,  w hi c h n ot y et s h o w e d a n y l e si o n s or

d ef e ct s. F or e xtr a cti o n,  Qi a g e n  R N E a s y  Pl a nt  Mi ni kit  w a s.  R T- P C R  w a s

d o n e b y F er m e nt a s Fir st  Str a n d c D N A  S y nt h e si s  Kit  wit h 1 μ g of t ot al  R N A.

F or d et e cti o n of  H R, t h e f oll o wi n g s et s of pri m er s  w er e u s e d:

P R 1: C T T G T A G G T G C T C T T G T T C T T C C C
T G C C T C T T A G T T G T T C T G C G T A G C

V P E α C G A A G A A C G A G G A G A A T C C A A G A C
G A C C G C T A T C T A C A A C T T T C C C A C

V P E β C G G A A G A T G G G T C A A G G A A G A A G
A T C G T C A A C C A A A G G C A A A C C

V P E γ G G A A C A A A C C C T G C C A A T G A C
G A A C C T T C T G G T G C T T T T C G G

V P E δ T T C T G G C T T G G T C A A T C C G C
G C T G T C C T G T T G T T C T T G T G G A A G

C H S A G G C T C A G A G A G C T G A T G G A
G T A G T C A G C A C C A G G C A T G T

All r e a cti o n s  w er e  m a d e i n 2 4, 2 8 a n d 3 2 c y cl e s. T w e nt y- ei g ht c y cl e  P C R

pr o d u ct s  w er e u s e d i n i m a g e s.

P h yt o h or m o n al a n al y si s
W e utili z e d a  m o di fi c ati o n of pr e vi o u sl y p u bli s h e d ( 4 2) e xtr a cti o n a n d

p uri fi c ati o n pr o c e d ur e,  w hi c h s e p ar at e d t h e e xtr a ct e d h or m o n e s i nt o t w o

fr a cti o n s, (i) fr a cti o n  A – c o nt ai ni n g t h e h or m o n e s of a ci di c a n d n e utr al

c h ar a ct er, a n d (ii) fr a cti o n  B – c o nt ai ni n g t h e h or m o n e s of b a si c c h ar a ct er.

H or m o n e s  w er e q u a nti fi e d u si n g  H P L C ( Ulti m at e 3 0 0 0,  Di o n e x) c o u pl e d t o

h y bri d tri pl e q u a dr u p ol e/li n e ar i o n tr a p  m a s s s p e ctr o m et er ( 3 2 0 0  Q T R A P,

A p pli e d  Bi o s y st e m s) s et i n s el e ct e d r e a cti o n  m o nit ori n g  m o d e. Fr a cti o n  A

w a s u s e d.  E x p eri m e nt  w a s d o n e i n tri pli c at e.

T U N E L a s s a y
P ar af fi n s e cti o n s ( 1 1 μ m t hi c k)  w er e s u bj e ct e d t o T U N E L r e a cti o n  wit h T M R

r e d i n sit u c ell d e at h d et e cti o n kit ( R o c h e  Di a g n o sti c  G m b H) a c c or di n g t o

m a n uf a ct ur er ´ s pr ot o c ol  wit h sli g ht  m o di fi c ati o n. J u st pri or t o t h e T U N E L

r e a cti o n, all s a m pl e s  w er e  w a s h e d f or 5  mi n i n 2 5  m M Tri s p H 6. 6.  N u cl ei

st ai ni n g  w a s d o n e b y i n c u b ati o n of t h e s a m pl e s  wit h 0. 1 μ g/ m L  H o e c h st

i n 1 x  P B S f or 1 0  mi n.  S a m pl e s  w er e o b s er v e d u n d er a n e pi fl u or e s c e nt

mi cr o s c o p e e q ui p p e d  wit h a p pr o pri at e e x cit ati o n a n d e mi s si o n filt er s.

Fl u or e s c e nt  pr ot ei n c o n str u cti o n a n d tr a n sf or m ati o n
E X O 7 0 B 1 si n gl e e x o n  w a s a m pli fi e d fr o m g e n o mi c  D N A u si n g pri m er s:

T A T A C  A C T G T C G A C A C A T C T G T T T C A A T C A T G a n d  C C T T C G A A T T C T T C C-

C G T G G T A G T C C a n d s u b cl o n e d i nt o p E N T R 1 A (I n vitr o g e n) u si n g  S alI a n d

E c o RI r e stri cti o n sit e s.  U si n g I n vitr o g e n g at e w a y cl o ni n g s y st e m, t hi s c o n-

str u ct  w a s u s e d t o cr e at e  G F P a n d  E O S n-t er mi n al f u si o n c o n str u ct, u si n g

p U B N: E O S a n d p U B N: Y F P v e ct or s ( 4 3). T h e s e c o n str u ct s  w er e tr a n s-

f or m e d i nt o A gr o b a ct eri u m t u m ef a ci e n s  G V 3 1 0 1 a n d u s e d f or i n filtr ati o n

Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a l e a v e s, a s  w ell a s f or  m a ki n g st a bl e tr a n sf or m a nt s.

Tr a n si e nt e x pr e s si o n  w a s p erf or m e d a s d e s cri b e d i n ( 4 4)  wit h fi n al  O D

f or i n filtr ati o n 0. 0 5 a n d o b s er v ati o n s  w er e  m a d e 4 8 – 7 2 h. aft er i n filtr ati o n

d u e t o sl o w er  U B Q pr o m ot er. F or st a bl e tr a n sf or m a nt s, pr o g e n y of h et-

er o z y g ot e s i n E X O 7 0 B 1- 2 w a s tr a n sf or m e d u si n g fl or al di p  m et h o d a n d

s el e ct e d o n s oil u si n g  B A S T A s el e cti o n.  A T G 8- R F P v e ct or  w a s o bt ai n e d

fr o m ( 3 2).  H D E L- G F P  w a s o bt ai n e d fr o m ( 4 5).  E X O 8 4 b c o n str u ct s  wit h

G F P a n d or n at ur al pr o m ot er  w er e d e s cri b e d at ( 3 4)  E X O 8 4 b c o n str u ct

fr o m ( 2 6)  w a s tr a n sf or m e d i nt o bi n ar y 3 5 S v e ct or p K 7 R W G 2 ( 4 6) u si n g

I n vitr o g e n g at e w a y cl o ni n g s y st e m t o f or m  E X O 8 4 b- R F P c o n str u ct.

C o-i m m u n o pr e ci pit ati o n
Pr ot ei n c o m pl e x e s  wit h  E X O 7 0 B 1- Y F P a n d  Y F P (t a g g e d  wit h  H D E L) a s a

c o ntr ol,  w er e i s ol at e d u si n g t h e μ M A C S  G F P t a g g e d pr ot ei n i s ol ati o n kit

( Milt e n yi  Bi ot e c), a c c or di n g t o t h e  m a n uf a ct ur er’ s i n str u cti o n s,  wit h s o m e

m o di fi c ati o n s.  A p pr o xi m at el y 1 g of 7- d a y- ol d A. t h ali a n a s e e dli n g s  w er e

p ul v eri z e d i n li q ui d nitr o g e n, r e s u s p e n d e d i n 1  m L of  S e c 6/ 8 b uff er [ 2 0  m M

H E P E S, p H 6. 8, 1 5 0  m M N a Cl, 1  m M E D T A, 1  m M D T T, a n d 0. 5 % T w e e n,

s u p pl e m e nt e d  wit h 1 3 pr ot e a s e i n hi bit or c o c kt ail ( Si g m a- Al dri c h); ( 2 6)],

a n d c e ntrif u g e d 1 0 0 0 0 × g f or 1 0  mi n at r o o m t e m p er at ur e. T h e a nti- G F P

mi cr o b e a d s, 7 5 μ L,  w er e a d d e d a n d i n c u b at e d f or 3 0  mi n o n i c e  wit h

o c c a si o n al s h a ki n g. T h e  S e c 6/ 8 b uff er, t w o ti m e s, a n d l y si s b uff er pr o vi d e d

i n t h e kit, t w o ti m e s,  w er e u s e d t o  w a s h t h e s a m pl e s o n t h e c ol u m n, a n d

i m m u n o pr e ci pit at e s  w er e el ut e d  wit h 7 0 μ L of t h e el uti o n b uff er.

S e v er al  S D S – P A G E s  w er e r u n  wit h ali q u ot s of el ut e d pr ot ei n s l o a d e d

s o t h at t h e a m o u nt s of t a g g e d b ait s,  E X O 7 0 B 1- Y F P a n d  Y F P  w er e

a p pr o xi m at el y e q u al.  S u b s e q u e ntl y, pr ot ei n s  w er e bl ott e d o nt o a

nitr o c ell ul o s e  m e m br a n e a n d bl o c k e d o v er ni g ht at 4 ◦ C  wit h 5 % n o nf at

dr y  mil k i n  P B S ( 1 3 7  m M N a Cl, 2. 7  m M K Cl, 1 0  m M N a 2 H P O 4 , a n d 2 mM

K H 2 P O 4 , p H 7. 4) s u p pl e m e nt e d  wit h 0. 1 % T w e e n 2 0.  Pri m ar y a nti b o di e s

u s e d f or i m m u n o d et e cti o n  w er e c o m m er ci all y a v ail a bl e a nti- G F P a nti b o d y

( R o c h e) a n d r a b bit p ol y cl o n al a nti b o di e s ( A gri s er a), r ai s e d a g ai n st p e pti d e s

fr o m  S E C 5 a ( C V R K P S M D E D E E S E V E),  E X O 8 4 b ( C Q R T D D L R R P L D R Q N)

a n d  S E C 6 ( A c- N P P K T G F V F P R V K C), dil ut e d 1: 5 0 0 0, 1: 1 0 0 0 0 a n d 1: 1 0 0 0 0,

r e s p e cti v el y, a n d i n c u b at e d  wit h t h e  m e m br a n e s o v er ni g ht, at 4 ◦ C, i n

t h e bl o c ki n g s ol uti o n.  H or s er a di s h p er o xi d a s e- c o nj u g at e d s e c o n d ar y a nti-

r a b bit a nti b o d y ( Pr o m e g a)  w a s a p pli e d, f oll o w e d b y c h e mil u mi n e s c e nt  E C L

d et e cti o n ( A m er s h a m).

Mi cr o s c o p y
L e a v e s of b ot h A. t h ali a n a a n d N. b e nt h a mi a n a w er e o b s er v e d u si n g

L C S 5 1 0; L ei c a  wit h a × 6 3/ 1. 2  w at er i m m er si o n o bj e cti v e. F oll o wi n g

e x cit ati o n a n d e mi s si o n s etti n g s  w er e u s e d [ e x( n m)/ e m r a n g e( n m)]:

Tr af fi c 2 0 1 3; 1 4: 1 1 5 5 – 1 1 6 5

1 5 7

1 1 6 3



K uli c h et al.

4 8 8/ 5 2 5 – 5 3 5 f or  G F P,  Y F P a n d n o n c o n v ert e d  E O S, 5 1 4/ 5 8 0- 6 2 0 n m

f or  R F P p h ot o c o n v ert e d  E O S a n d f or a nt h o c y a ni n s. F or c o-l o c ali z ati o n

e x p eri m e nt s  wit h a nt h o c y a ni n s,  E X O 8 4 b a n d  A T G 8f  w e p erf or m e d l a m b d a

s c a n t o a v oi d  mi si nt er pr et ati o n s.

F or q u a nti fi c ati o n of i ntr a v a c u ol ar b o di e s, e a c h s e cti o n  w a s t a k e n t hr e e

ti m e s a n d n u m b er of b o di e s  w a s t h e n a v er a g e d.  W e h a v e u s e d t hr e e

i n d e p e n d e nt tr a n sf or m e d li n e s f or e a c h g e n ot y p e. F or e v al u ati o n, 9 0

pi ct ur e s o ut of 3 0 pl a nt s h a v e b e e n u s e d.

T E M  mi cr o s c o p y
F or T E M, l e af stri p e s  w er e fi x e d f or 2 4 h i n 2. 5 % gl ut ar al d e h y d e i n 0. 1 M

c a c o d yl at e b uff er ( p H 7. 2) i n 4 ◦ C a n d p o st fi x e d i n 2 % O s O 4 i n t h e s a m e

b uff er. Fi x e d ti s s u e  w a s d e h y dr at e d t hr o u g h a n a s c e n di n g et h a n ol a n d

a c et o n e s eri e s a n d e m b e d d e d i n  E p o n- Ar al dit e. F or cr y o- fi x ati o n, ti n y

pi e c e s of  Ar a bi d o p si s l e a v e s  w er e pl a c e d i n s p e ci m e n h ol d er s fill e d  wit h a

d e n s e c ult ur e of  S a c c h ar o m y c e s s p. a n d cr y oi m m o bili z e d u si n g t h e  B al z er s

H P M 0 1 0 hi g h pr e s s ur e fr e e z er ( B A L- T E C I n c.). T h e s a m pl e s  w er e fr e e z e-

s u b stit ut e d f or 1 7 h at 2 9 0 8 C i n a n h y dr o u s a c et o n e c o nt ai ni n g 2 %  O s O 4

a n d gr a d u all y br o u g ht t o r o o m t e m p er at ur e  wit hi n 6 h. F oll o wi n g a  w a s h

i n a c et o n e, l e af pi e c e s  w er e e m b e d d e d t hr o u g h st e p wi s e i n filtr ati o n i nt o a

mi xt ur e of  E p o n a n d  D ur c u p a n ( Fl u k a). T hi n s e cti o n s  w er e c ut o n a  R ei c h ert-

J u n g  Ultr a c ut  E ultr a mi cr ot o m e a n d st ai n e d u si n g ur a n yl a c et at e a n d l e a d

citr at e.  W e e x a mi n e d a n d p h ot o gr a p h e d u si n g J e ol J E M- 1 0 1 0 el e ctr o n

mi cr o s c o p e  wit h c a m er a  V el et a a n d s oft w ar e i T E M s oft w ar e ( Ol y m p u s).

A n t h o c y a ni n e xtr a cti o n
Dr y  w ei g ht  w a s  m e a s ur e d a n d s o a k e d o v er ni g ht at r o o m t e m p er at ur e i n

5 0 %  m et h a n ol i n  w at er ( v/ v).  W e u s e d 2 5  m g of dr y  w ei g ht/ m L. T h e n,

e xtr a cti o n  w a s d o n e a c c or di n g ( 5).

Y e a st t w o- h y bri d s y st e m
T h e y e a st t w o- h y bri d  w a s p erf or m e d a s d e s cri b e d pr e vi o u sl y ( 2 6).  W e

u s e d t h e  M at c h m a k er  G A L 4 T w o- H y bri d  S y st e m 3 ( Cl o nt e c h), f oll o wi n g

m a n uf a ct ur er’ s i n str u cti o n s.  W e u s e d c o n str u ct s pr e p ar e d b y ( 2 6, 2 7, 3 4).

E X O 7 0 B 1 i n p G B K T 7 v e ct or  w a s pr e p ar e d u si n g fr a g m e nt a m pli fi e d

wit h  A C T G A A T T C A C A T C T G T T T C A A T C A T G a n d  A A G T C G A C A T T T T T G T-

G T T C G T T A C C T ( E c o RI a n d  S alI r e stri cti o n sit e s).

Pl a nt tr e at m e nt s
U V irr a di ati o n  w a s  m a d e  wit h s oft  U V irr a di ati o n ( 3 6 0 n m) a p pr o xi m at el y

2 W/ m 2 .  W e u s e d 2  mi n  U V p ul s e e v er y h o ur.  C o n c a n a m y ci n  A a n d

t u ni c a m y ci n  w er e u s e d a s d e s cri b e d i n ( 3 1).  N ari n g e ni n a n d  C D N B  w er e

u s e d a c c or di n g t o ( 5),  wit h o ur s e e dli n g s b ei n g littl e bit ol d er ( 5  D A G).

Pi ct ur e a n al y si s
F or  m e a s uri n g of pl a nt si z e a n d f or t a ki n g pl a nt pi ct ur e s,  w e u s e d  C a n o n

E O S 4 5 0 D  wit h o bj e cti v e  E F- S 6 0 2. 8/ M a cr o. F or si z e q u a nti fi c ati o n,

c al c ul ati n g ar e a a n d n u m b er of o bj e ct s, pr e p ar ati o n a n d f or pr oj e cti o n s of

c o nf o c al i m a g e s,  w e u s e d o p e n s o ur c e FI JI s oft w ar e ( 4 7).

A c k n o wl e d g m e nt s

T hi s  w or k  w a s s u p p ort e d b y t h e  C z e c h  S ci e n c e F o u n d ati o n gr a nt  G A C R

P 3 0 5/ 1 1/ 1 6 2 9.  P art of t h e  V. Z. i n c o m e i s fr o m pr oj e ct  M S M 0 0 2 1 6 2 0 8 5 8

b y  C z e c h  Mi ni str y of  E d u c ati o n. T h e a ut h or s  w o ul d li k e t o t h a n k c oll e a g u e

fr o m t h e F a c ult y of  S ci e n c e,  C h arl e s  U ni v er sit y – F ati m a  C vr č k o v á f or t h e

s u p p ort i n y e a st t w o- h y bri d s cr e e n s a n d di s c u s si o n s of t h e  w or k;  w e ar e

gr at ef ul t o  E dit a J a n k o v á- Dr d o v á fr o m t h e I n stit ut e of  E x p eri m e nt al  B ot a n y

A S C R f or h er h el p  wit h t h e  E M.  A T G 8- R F P  m ar k er i s fr o m t h e l a b or at or y

of  G a d  G alili ( W ei z m a n n I n stit ut e of  S ci e n c e, I sr a el).  W e ar e gr at ef ul f or

t h e i m p ort a nt di s c u s si o n s  wit h t h e  M ar c o Tr ujill o ( L ei b ni z I n stit ut e of  Pl a nt

Bi o c h e mi str y,  G er m a n y) a n d  R al p h  H ü c k el h o v e n ( T e c h ni c al  U ni v er sit y of

M u ni c h).

S u p p orti n g I nf or m ati o n

A d diti o n al  S u p p orti n g I nf or m ati o n  m a y b e f o u n d i n t h e o nli n e v er si o n of

t hi s arti cl e:

Fi g ur e  S 1: e x o 7 0 b 1- 1 m ut a nt a n d  W T  o n  diff er e nt li g ht i nt e n siti e s.

Li g ht i nt e n sit y v al u e s r e pr e s e nt  P A R r a di ati o n  o nl y. M ut a nt  w a s

r e s c u e d fr o m l e si o n p h e n ot y p e b y r a di ati o n s a b o v e 7 5 0 μ M / m2 / s o n b ot h

s u nli g ht ( A) a n d i n gr o wt h c h a m b er  wit h 7 5 0 μ M / m2 / s  P A R ( d at a n ot

s h o w n).  Pi ct ur e s  w er e t a k e n i n t h e e arl y st a g e s of  H R a p p e ar a n c e, s o

t h at  w e c o ul d t a k e all s a m pl e s t o g et h er.  All e x p eri m e nt s  w er e d o n e o n

l o n g d a y (i n c a s e of s u nli g ht, t h e d a y l e n gt h v ari e d fr o m 1 5. 8 1 t o 1 6. 1 2 h

p er d a y) ( A). T U N E L st ai ni n g of e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt s a n d  W T. Fir st c ol u m n

( H o e c h st) i n di c at e s pr e s e n c e of n u cl e ar  D N A u si n g  H o e c h st st ai n. d U T P

m ar k e d  wit h T M R r e d i n s e c o n d c ol u m n – s a m pl e s tr e at e d b y t er mi n al

d e o x y n u cl e oti d yl tr a n sf er a s e ( T d T) t o vi s u ali z e n u cl e o s o m al fr a g m e nt e d

D N A b y  P C D.  A s a n e g ati v e c o ntr ol,  w e u s e d st ai ni n g  wit h o ut a d diti o n

of T d T ( B).  S c al e b ar i s 2 0 μ M l o n g a n d v ali d f or all fr a m e s ( B). L e si o n s

a p p e ar a n c e o n i n vitr o gr o w n pl a nt s i n st a n d ar d li g ht c o n diti o n s ( s e e

M at eri al s a n d  M et h o d s ) ( C).

Fi g ur e  S 2: e x o 7 0 B 1- 2 all el e i n t h e  b a c k gr o u n d  of  E O S- E X O 7 0 B 1

a n d e x o 7 0 A 1- 2 . C o m pl e m e nt ati o n of e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt p h e n ot y pi c

d e vi ati o n s b y  E O S- E X O 7 0 B 1 tr a n sf or m ati o n a n d g e n ot y pi n g of s h o w n

pl a nt s d et e cti n g pr e s e n c e of e x o 7 0 B 1- 2 all el e ( A). e x o 7 0 A 1- 2 x e x o 7 0 B 1-
2 d o u bl e  m ut a nt di s pl a y s a d diti v e p h e n ot y pi c d e vi ati o n s of b ot h  m ut a nt

g e n e s  wit h n o s y n er gi s m. Fir st l e si o n s o n d o u bl e  m ut a nt a p p e ar 4 0  D A G

( B) a n d c o nti n u e t o s pr e a d ( C, 5 4  D A G).  A nt h o c y a ni n a c c u m ul ati o n d ef e ct

i s pr e s e nt o nl y i n t h e e x o 7 0 A 1- 2 x e x o 7 0 B 1- 2 d o u bl e  m ut a nt ( D).

Fi g ur e  S 3:  Ultr a str u ct ur al a n al y si s  of e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt s. Hi g h

pr e s s ur e fr e e z e s u b stit ut e d ( H P S F) T E M of l e af  m e s o p h yll c ell s of 1 4 d a y s

ol d e x o 7 0 B 1- 2 c o m pl e m e nt e d b y n pr 1- 1 s h o wi n g e x o s o m e s i n a p o pl a st

n ot o b s er v e d i n t h e  W T ( A,  D).  C h e mi c all y fi x e d T E M i m a g e s of 2 6 d a y s

ol d e x o 7 0 B 1- 2 m ut a nt gr o w n o n d a yli g ht t o pr e v e nt  H R.  Arr o w s p oi nt

at  m ulti v e si c ul ar b o di e s  w hi c h str o n gl y r e s e m bl e p ar a m ur al b o di e s i n

e pi d er m al c ell s ( B,  C),  w hi c h ar e pr e s e nt i n  m e s o p h yll a s  w ell ( E, F).  N o

s u c h b o di e s  w er e s p ott e d i n  W T pl a nt s.  S c al e b ar i s 0, 2 μ m l o n g ( A,  D),

2 μ m l o n g ( B,  E) a n d 1 μ m l o n g ( C, F).

Fi g ur e  S 4:  C o-i m m u n o pr e ci pit ati o n  of  Y F P- E X O 7 0 B 1  wit h  ot h er e x o-

c y st s u b u nit s. I n di vi d u al li n e s r e pr e s e nt:  M,  m ar k er; 1, c oi m m u n o pr e-

ci pit at e  wit h  Y F P- E X O 7 0 B 1; 2, c oi m m u n o pr e ci pit at e  wit h c o ntr ol  Y F P;

3, t ot al c ell e xtr a ct fr o m  Y F P- E X O 7 0 B 1 s e e dli n g s.  A)  C o-l o c ali z ati o n of

Y F P- E X O 7 0 B 1 a n d  E X O 8 4 B- R F P i n tr a n si e ntl y tr a n sf or m e d Ni c oti a n a b e n-
t h a mi a n a.  S c al e b ar i s 2 0 μ m l o n g ( B).

Fi g ur e  S 5:  C o m p ari s o n  of e x pr e s si o n  of  E X O 8 4 b: G F P  dri v e n  b y 3 5

pr o m ot er (ri g ht) a n d  W T  pr o m ot er (l eft) i n Ar a bi d o p si s r o ot. S c al e b ar

i s 5 μ m l o n g.

R ef er e n c e s

1.  M art y F.  Pl a nt v a c u ol e s.  Pl a nt  C ell 1 9 9 9; 1 1: 5 8 7 – 5 9 9.

2.  R oj o  E,  D e n e c k e J.  W h at i s  m o vi n g i n t h e s e cr et or y p at h w a y of

pl a nt s ?  Pl a nt  P h y si ol 2 0 0 8; 1 4 7: 1 4 9 3 – 1 5 0 3.

3.  P ari s  N,  St a nl e y  C M, J o n e s  R L,  R o g er s J C.  Pl a nt c ell s c o nt ai n t w o

f u n cti o n all y di sti n ct v a c u ol ar c o m p art m e nt s.  C ell 1 9 9 6; 8 5: 5 6 3 – 5 7 2.

4. Fri g eri o L,  Hi n z  G,  R o bi n s o n  D G.  M ulti pl e v a c u ol e s i n pl a nt c ell s: r ul e

or e x c e pti o n ? Tr af fi c 2 0 0 8; 9: 1 5 6 4 – 1 5 7 0.

5.  P o u st k a F, Ir a ni  N G, F ell er  A, L u  Y,  P o ur c el L, Fr a m e  K,  Gr ot e w ol d

E.  A tr af fi c ki n g p at h w a y f or a nt h o c y a ni n s o v erl a p s  wit h t h e

e n d o pl a s mi c r eti c ul u m-t o- v a c u ol e pr ot ei n- s orti n g r o ut e i n  Ar a bi d o p si s

a n d c o ntri b ut e s t o t h e f or m ati o n of v a c u ol ar i n cl u si o n s.  Pl a nt  P h y si ol

2 0 0 7; 1 4 5: 1 3 2 3 – 1 3 3 5.

6. J ur g e n s  G.  M e m br a n e tr af fi c ki n g i n pl a nt s.  A n n u  R e v  C ell  D e v  Bi ol

2 0 0 4; 2 0: 4 8 1 – 5 0 4.

7.  P o ur c el L, Ir a ni  N G, L u  Y,  Ri e dl  K,  S c h w art z  S,  Gr ot e w ol d  E. T h e

f or m ati o n of  A nt h o c y a ni c  V a c u ol ar I n cl u si o n s i n  Ar a bi d o p si s t h ali a n a

a n d i m pli c ati o n s f or t h e s e q u e str ati o n of a nt h o c y a ni n pi g m e nt s.  M ol

Pl a nt 2 0 1 0; 3: 7 8 – 9 0.

1 1 6 4 Tr af fi c

1 5 8

2 0 1 3; 1 4: 1 1 5 5 – 1 1 6 5



Pl a nt  E x o c y st i n  A ut o p h a g y

8.  G ui b oil e a u  A,  Y o s hi m ot o  K,  S o ul a y F,  B at aill é  M- P,  A vi c e J-

C,  M a s cl a u x- D a u br e s s e  C.  A ut o p h a g y  m a c hi n er y c o ntr ol s nitr o g e n

r e m o bili z ati o n at t h e  w h ol e- pl a nt l e v el u n d er b ot h li miti n g a n d a m pl e

nitr at e c o n diti o n s i n  Ar a bi d o p si s.  N e w  P h yt ol 2 0 1 2; 1 9 4: 7 3 2 – 7 4 0.

9.  H a n a o k a  H,  N o d a T,  S hir a n o  Y,  K at o T,  H a y a s hi  H,  S hi b at a  D, T a b at a

S,  O h s u mi  Y. L e af s e n e s c e n c e a n d st ar v ati o n-i n d u c e d c hl or o si s ar e

a c c el er at e d b y t h e di sr u pti o n of a n  Ar a bi d o p si s a ut o p h a g y g e n e.  Pl a nt

P h y si ol 2 0 0 2; 1 2 9: 1 1 8 1 – 1 1 9 3.

1 0.  Xi o n g  Y,  C o nt e nt o  A L,  B a s s h a m  D C.  At A T G 1 8 a i s r e q uir e d f or t h e

f or m ati o n of a ut o p h a g o s o m e s d uri n g n utri e nt str e s s a n d s e n e s c e n c e

i n  Ar a bi d o p si s t h ali a n a.  Pl a nt J  C ell  M ol  Bi ol 2 0 0 5; 4 2: 5 3 5 – 5 4 6.

1 1.  A x e  E L,  W al k er  S A,  M a nif a v a  M,  C h a n dr a  P,  R o d eri c k  H L,

H a b er m a n n  A,  Grif fit h s  G,  Kti st a ki s  N T.  A ut o p h a g o s o m e f or m ati o n

fr o m  m e m br a n e c o m p art m e nt s e nri c h e d i n p h o s p h ati d yli n o sit ol 3-

p h o s p h at e a n d d y n a mi c all y c o n n e ct e d t o t h e e n d o pl a s mi c r eti c ul u m.

J  C ell  Bi ol 2 0 0 8; 1 8 2: 6 8 5 – 7 0 1.

1 2.  Si m o n s e n  A,  St e n m ar k  H.  S elf- e ati n g fr o m a n  E R- a s s o ci at e d c u p. J

C ell  Bi ol 2 0 0 8; 1 8 2: 6 2 1 – 6 2 2.

1 3.  P hilli p s  A R,  S utt a n g k a k ul  A,  Vi er str a  R D. T h e  A T G 1 2- c o nj u g ati n g

e n z y m e  A T G 1 0 i s e s s e nti al f or a ut o p h a gi c v e si cl e f or m ati o n i n

Ar a bi d o p si s t h ali a n a.  G e n eti c s 2 0 0 8; 1 7 8: 1 3 3 9 – 1 3 5 3.

1 4. T h o m p s o n  A R,  D o elli n g J H,  S utt a n g k a k ul  A,  Vi er str a  R D.  A ut o p h a gi c

n utri e nt r e c y cli n g i n  Ar a bi d o p si s dir e ct e d b y t h e  A T G 8 a n d  A T G 1 2

c o nj u g ati o n p at h w a y s.  Pl a nt  P h y si ol 2 0 0 5; 1 3 8: 2 0 9 7 – 2 1 1 0.

1 5.  Y o s hi m ot o  K, Ji k u m ar u  Y,  K a mi y a  Y,  K u s a n o  M,  C o n s o n ni  C,

P a n str u g a  R,  O h s u mi  Y,  S hir a s u  K.  A ut o p h a g y n e g ati v el y r e g ul at e s

c ell d e at h b y c o ntr olli n g  N P R 1- d e p e n d e nt s ali c yli c a ci d si g n ali n g d uri n g

s e n e s c e n c e a n d t h e i n n at e i m m u n e r e s p o n s e i n  Ar a bi d o p si s.  Pl a nt

C ell 2 0 0 9; 2 1: 2 9 1 4 – 2 9 2 7.

1 6.  C h u n g T,  S utt a n g k a k ul  A,  Vi er str a  R D. T h e  A T G a ut o p h a gi c c o nj u g ati o n

s y st e m i n  m ai z e:  A T G tr a n s cri pt s a n d a b u n d a n c e of t h e  A T G 8-li pi d

a d d u ct ar e r e g ul at e d b y d e v el o p m e nt a n d n utri e nt a v ail a bilit y.  Pl a nt

P h y si ol 2 0 0 9; 1 4 9: 2 2 0 – 2 3 4.

1 7.  B a s s h a m  D C.  Pl a nt a ut o p h a g y –  m or e t h a n a st ar v ati o n r e s p o n s e.

C urr  O pi n  Pl a nt  Bi ol 2 0 0 7; 1 0: 5 8 7 – 5 9 3.

1 8.  M eij er  W H, v a n d er  Kl ei I J,  V e e n h ui s  M,  Ki el J A K W.  A T G g e n e s

i n v ol v e d i n n o n- s el e cti v e a ut o p h a g y ar e c o n s er v e d fr o m y e a st t o

m a n, b ut t h e s el e cti v e  C vt a n d p e x o p h a g y p at h w a y s al s o r e q uir e

or g a ni s m- s p e ci fi c g e n e s.  A ut o p h a g y 2 0 0 7; 3: 1 0 6 – 1 1 6.

1 9.  H ei d er  M R,  M u n s o n  M.  E x or ci si n g t h e e x o c y st c o m pl e x. Tr af fi c  C p h

D e n 2 0 1 2; 1 3: 8 9 8 – 9 0 7.

2 0.  M u n s o n  M,  N o vi c k  P. T h e e x o c y st d efr o c k e d, a fr a m e w or k of r o d s

r e v e al e d.  N at  Str u ct  M ol  Bi ol 2 0 0 6; 1 3: 5 7 7 – 5 8 1.

2 1.  B o d e m a n n  B O,  Or v e d a hl  A,  C h e n g T,  R a m  R R,  O u  Y- H, F or m st e c h er

E,  M aiti  M,  H a z el ett  C C,  W a u s o n  E M,  B al a kir e v a  M,  C a m o ni s J H,

Y e a m a n  C, L e vi n e  B,  W hit e  M A.  R al B a n d t h e e x o c y st  m e di at e t h e

c ell ul ar st ar v ati o n r e s p o n s e b y dir e ct a cti v ati o n of a ut o p h a g o s o m e

a s s e m bl y.  C ell 2 0 1 1; 1 4 4: 2 5 3 – 2 6 7.

2 2.  C vr c k o v a F,  Gr u nt  M,  B e z v o d a  R,  H al a  M,  K uli c h I,  R a w at  A, Z ar s k y

V.  E v ol uti o n of t h e l a n d pl a nt e x o c y st c o m pl e x e s. Fr o nt  Pl a nt  S ci

2 0 1 2; 3: 1 5 9; d oi: 1 0. 3 3 8 9/f pl s. 2 0 1 2. 0 0 1 5 9.

2 3.  Eli a s  M. T h e e x o c y st c o m pl e x i n pl a nt s.  C ell  Bi ol I nt 2 0 0 3; 2 7: 1 9 9 – 2 0 1.

2 4.  C ol e  R A,  S y n e k L, Z ar s k y  V, F o wl er J E.  S E C 8, a s u b u nit of t h e p ut ati v e

Ar a bi d o p si s e x o c y st c o m pl e x, f a cilit at e s p oll e n g er mi n ati o n a n d

c o m p etiti v e p oll e n t u b e gr o wt h.  Pl a nt  P h y si ol 2 0 0 5; 1 3 8: 2 0 0 5 – 2 0 1 8.

2 5.  K uli c h I,  C ol e  R,  Dr d o v á E, C vr c k o v á F,  S o u k u p  A, F o wl er J, Z ar s k y

V.  Ar a bi d o p si s e x o c y st s u b u nit s  S E C 8 a n d  E X O 7 0 A 1 a n d e x o c y st

i nt er a ct or  R O H 1 ar e i n v ol v e d i n t h e l o c ali z e d d e p o siti o n of s e e d c o at

p e cti n.  N e w  P h yt ol 2 0 1 0; 1 8 8: 6 1 5 – 6 2 5.

2 6.  H ál a  M,  C ol e  R,  S y n e k L,  Dr d o v á E, P e č e n k o v á T,  N or d h ei m  A,

L a m k e m e y er T,  M a dl u n g J,  H o c h h ol di n g er F, F o wl er J E, Ž ár s k ý V.

A n e x o c y st c o m pl e x f u n cti o n s i n pl a nt c ell gr o wt h i n  Ar a bi d o p si s a n d

t o b a c c o.  Pl a nt  C ell 2 0 0 8; 2 0: 1 3 3 0 – 1 3 4 5.

2 7.  P e c e n k o v á T, H ál a  M,  K uli c h I,  K o c o ur k o v á  D,  Dr d o v á  E, F e n dr y c h

M, T o u p al o v á H, Z ár s k y  V. T h e r ol e f or t h e e x o c y st c o m pl e x s u b u nit s

E x o 7 0 B 2 a n d  E x o 7 0 H 1 i n t h e pl a nt – p at h o g e n i nt er a cti o n. J  E x p  B ot

2 0 1 1; 6 2: 2 1 0 7 – 2 1 1 6.

2 8.  Ki n o s hit a T,  Y a m a d a  K,  Hir ai w a  N,  K o n d o  M,  Ni s hi m ur a  M,  H ar a-

Ni s hi m ur a I.  V a c u ol ar pr o c e s si n g e n z y m e i s u p-r e g ul at e d i n t h e l yti c

v a c u ol e s of v e g et ati v e ti s s u e s d uri n g s e n e s c e n c e a n d u n d er v ari o u s

str e s s e d c o n diti o n s.  Pl a nt J  C ell  M ol  Bi ol 1 9 9 9; 1 9: 4 3 – 5 3.

2 9.  S err a n o  M,  K a n e h ar a  K, T orr e s  M,  Y a m a d a  K, Ti nt or  N,  K o m bri n k

E,  S c h ul z e- L ef ert  P,  S aij o  Y.  R e pr e s si o n of s u cr o s e/ ultr a vi ol et  B

li g ht-i n d u c e d fl a v o n oi d a c c u m ul ati o n i n  mi cr o b e- a s s o ci at e d  m ol e c-

ul ar p att er n-tri g g er e d i m m u nit y i n  Ar a bi d o p si s.  Pl a nt  P h y si ol

2 0 1 2; 1 5 8: 4 0 8 – 4 2 2.

3 0.  W a n g J,  Di n g  Y,  W a n g J,  Hill m er  S,  Mi a o  Y, L o  S W,  W a n g  X,  R o bi n s o n

D G, Ji a n g L.  E X P O, a n e x o c y st- p o siti v e or g a n ell e di sti n ct fr o m

m ulti v e si c ul ar e n d o s o m e s a n d a ut o p h a g o s o m e s,  m e di at e s c yt o s ol

t o c ell  w all e x o c yt o si s i n  Ar a bi d o p si s a n d t o b a c c o c ell s.  Pl a nt  C ell

2 0 1 0; 2 2: 4 0 0 9 – 4 0 3 0.

3 1. Li u  Y,  B ur g o s J S,  D e n g  Y,  Sri v a st a v a  R,  H o w ell  S H,  B a s s h a m

D C.  D e gr a d ati o n of t h e e n d o pl a s mi c r eti c ul u m b y a ut o p h a g y

d uri n g e n d o pl a s mi c r eti c ul u m str e s s i n  Ar a bi d o p si s.  Pl a nt  C ell

2 0 1 2; 2 4: 4 6 3 5 – 4 6 5 1.

3 2.  H o ni g  A,  A vi n- Witt e n b er g T,  Uf a z  S,  G alili  G.  A n e w t y p e of

c o m p art m e nt, d e fi n e d b y pl a nt- s p e ci fi c  At g 8-i nt er a cti n g pr ot ei n s, i s

i n d u c e d u p o n e x p o s ur e of  Ar a bi d o p si s pl a nt s t o c ar b o n st ar v ati o n.

Pl a nt  C ell 2 0 1 2; 2 4: 2 8 8 – 3 0 3.

3 3.  S y n e k L,  S c hl a g er  N,  Eli á š  M,  Q u e nti n  M,  H a u s er  M- T, Ž ár s k ý V.

At E X O 7 0 A 1, a  m e m b er of a f a mil y of p ut ati v e e x o c y st s u b u nit s

s p e ci fi c all y e x p a n d e d i n l a n d pl a nt s, i s i m p ort a nt f or p ol ar gr o wt h a n d

pl a nt d e v el o p m e nt.  Pl a nt J 2 0 0 6; 4 8: 5 4 – 7 2.

3 4. F e n dr y c h  M,  S y n e k L,  P e č e n k o v á T, T o u p al o v á  H,  C ol e  R,  Dr d o v á

E,  N e b e s á ř o vá J, Š e di n o v á M, H ál a M, F o wl er J E, Ž ár s k ý V. T h e

Ar a bi d o p si s  E x o c y st  C o m pl e x I s I n v ol v e d i n  C yt o ki n e si s a n d  C ell  Pl at e

M at ur ati o n.  Pl a nt  C ell 2 0 1 0; 2 2: 3 0 5 3 – 3 0 6 5.

3 5. Z h o u J,  W a n g J,  C h e n g  Y,  C hi  Y- J, F a n  B,  Y u J- Q,  C h e n Z.

N B R 1- m e di at e d s el e cti v e a ut o p h a g y t ar g et s i n s ol u bl e u bi q uiti n at e d

pr ot ei n a g gr e g at e s i n pl a nt str e s s r e s p o n s e s.  Pl o s  G e n et 2 0 1 3; d oi:

1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p g e n. 1 0 0 3 1 9 6.

3 6.  S a n m artí n  M,  Or d ó ñ e z  A,  S o h n  E J,  R o b ert  S,  S á n c h e z- S err a n o J J,

S ur pi n  M A,  R ai k h el  N V,  R oj o  E.  Di v er g e nt f u n cti o n s of  V TI 1 2 a n d

V TI 1 1 i n tr af fi c ki n g t o st or a g e a n d l yti c v a c u ol e s i n  Ar a bi d o p si s.  Pr o c

N atl  A c a d  S ci  U S A 2 0 0 7; 1 0 4: 3 6 4 5 – 3 6 5 0.

3 7.  G e n dr e  D,  M c F arl a n e  H E, J o h n s o n  E,  M o uill e  G,  Sj ö di n  A,  O h J,

L e v e s q u e- Tr e m bl a y  G,  W at a n a b e  Y,  S a m u el s L,  B h al er a o  R P. Tr a n s-

g ol gi n et w or k l o c ali z e d  E C HI D N A/ Y pt i nt er a cti n g pr ot ei n c o m pl e x i s

r e q uir e d f or t h e s e cr eti o n of c ell  w all p ol y s a c c h ari d e s i n  Ar a bi d o p si s.

Pl a nt  C ell 2 0 1 3; d oi: 1 0. 1 1 0 5/t p c. 1 1 3. 1 1 2 4 8 2.

3 8.  Gir al d o  M C,  D a g d a s  Y F,  G u pt a  Y K,  M e ntl a k T A,  Yi  M,  M arti n e z-

R o c h a  A L,  S ait o h  H, T er a u c hi  R, T al b ot  N J,  V al e nt  B. T w o di sti n ct

s e cr eti o n s y st e m s f a cilit at e ti s s u e i n v a si o n b y t h e ri c e bl a st f u n g u s

M a g n a p ort h e or y z a e.  N at  C o m m u n 2 0 1 3; d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n c o m m s 2 9 9 6.

3 9. Z ár s k ý V, C vr c k o v á F,  P ot o c k ý M, H ál a  M.  E x o c yt o si s a n d c ell

p ol arit y i n pl a nt s – e x o c y st a n d r e c y cli n g d o m ai n s.  N e w  P h yt ol

2 0 0 9; 1 8 3: 2 5 5 – 2 7 2.

4 0.  Kl ei n b o elti n g  N,  H u e p  G,  Kl o et g e n  A,  Vi e h o e v er  P,  W ei s s h a ar  B.  G A BI-

K at  Si m pl e S e ar c h: n e w f e at ur e s of t h e  Ar a bi d o p si s t h ali a n a T- D N A

m ut a nt d at a b a s e.  N u cl ei c  A ci d s  R e s 2 0 1 2; 4 0.

4 1.  Al o n s o J M,  St e p a n o v a  A N, L ei s s e T J,  Ki m  C J,  C h e n  H,  S hi n n  P,

St e v e n s o n  D K, Zi m m er m a n J,  B ar aj a s  P,  C h e u k  R,  G a dri n a b  C,  H ell er

C, J e s k e  A,  K o e s e m a  E,  M e y er s  C C, et al.  G e n o m e- wi d e i n s erti o n al

m ut a g e n e si s of  Ar a bi d o p si s t h ali a n a.  S ci e n c e 2 0 0 3; 3 0 1: 6 5 3 – 6 5 7.

4 2.  D o br e v  PI,  K a mí n e k  M. F a st a n d ef fi ci e nt s e p ar ati o n of c yt o ki ni n s

fr o m a u xi n a n d a b s ci si c a ci d a n d t h eir p uri fi c ati o n u si n g  mi x e d- m o d e

s oli d- p h a s e e xtr a cti o n. J  C hr o m at o gr  A 2 0 0 2; 9 5 0( 1 – 2): 2 1 – 2 9.

4 3.  Gr ef e n  C,  D o n al d  N,  H a s hi m ot o  K,  K u dl a J,  S c h u m a c h er  K,  Bl att  M R.  A

u bi q uiti n- 1 0 pr o m ot er- b a s e d v e ct or s et f or fl u or e s c e nt pr ot ei n t a g gi n g

f a cilit at e s t e m p or al st a bilit y a n d n ati v e pr ot ei n di stri b uti o n i n tr a n si e nt

a n d st a bl e e x pr e s si o n st u di e s.  Pl a nt J  C ell  M ol  Bi ol 2 0 1 0; 6 4: 3 5 5 – 3 6 5.

4 4. L a v y  M,  Br a c h a- Dr ori  K,  St er n b er g  H,  Y al o v s k y  S.  A c ell- s p e ci fi c,

pr e n yl ati o n-i n d e p e n d e nt  m e c h a ni s m r e g ul at e s t ar g eti n g of t y p e II

R A C s.  Pl a nt  C ell 2 0 0 2; 1 4: 2 4 3 1 – 2 4 5 0.

4 5.  P etr á s e k J,  C er n á A,  S c h w ar z er o v á K,  El c k n er  M,  M orri s  D A,

Z a zí m al o v á  E.  D o p h yt otr o pi n s i n hi bit a u xi n ef fl u x b y i m p airi n g v e si cl e

tr af fi c ?  Pl a nt  P h y si ol 2 0 0 3; 1 3 1: 2 5 4 – 2 6 3.

4 6.  K ari mi  M, I n z é  D,  D e pi c k er  A.  G A T E W A Y T M v e ct or s f or

A gr o b a ct eri u m- m e di at e d pl a nt tr a n sf or m ati o n. Tr e n d s  Pl a nt  S ci

2 0 0 2; 7: 1 9 3 – 1 9 5.

4 7.  S c hi n d eli n J,  Ar g a n d a- C arr er a s I, Fri s e  E,  K a y ni g  V, L o n g air  M,  Pi et z s c h

T,  Pi et z s c h T,  Pr ei bi s c h  S,  R u e d e n  C,  S a alf el d  S,  S c h mi d  B, Ti n e v e z

J- Y,  W hit e  D J,  H art e n st ei n  V,  Eli c eiri  K, T o m a n c a k  P,  C ar d o n a  A,

et al. Fiji: a n o p e n- s o ur c e pl atf or m f or bi ol o gi c al-i m a g e a n al y si s.  N at

M et h o d s 2 0 1 2; 9: 6 7 6 – 6 8 2.

Tr af fi c 2 0 1 3; 1 4: 1 1 5 5 – 1 1 6 5

1 5 9

1 1 6 5



Mi cr ot u b ul e- d e p e n d e nt t ar g eti n g of t h e e x o c yst c o m pl e x is

n e c ess ar y f or x yl e m d e v el o p m e nt i n  Ar a bi d o psis

N e m a nj a  V u k a si n o vic 1, 2 , Y os hi his a  O d a3, 4 , Pr e m ysl  P ej c h ar 1 ,  L u ka s S y n e k1 ,  T a m ar a  P ec e n k o v a 1 ,

A n a mi k a  R a w at 1, 2 , J ur aj S e k er es1, 2 ,  M arti n  P ot o c ky 1 a n d  Vi kt or Z a rs k y 1, 2

1 I nstit ut e of E x p eri m e nt al  B ot a n y, v. v.i.,  T h e  Cz e c h  A c a d e m y of S ci e n c es, 1 6 5 0 2, Pr a g u e 6,  Cz e c h  R e p u bli c; 2 D e p art m e nt of  E x p eri m e nt al Pl a nt  Bi ol o g y, F a c ult y of S ci e n c e,  C h arl es  U ni v ersit y

i n Pr a g u e, 1 2 8 4 4, Pr a g u e 2,  Cz e c h  R e p u bli c; 3 C e nt er f or Fr o nti er  R es e ar c h,  N ati o n al I nstit ut e of  G e n eti cs, 1 1 1 1 Y at a,  Mis hi m a, S hiz u o k a 4 1 1- 8 5 4 0, J a p a n; 4 D e p art m e nt of  G e n eti cs, S c h o ol

of Lif e S ci e n c e, S O K E N D AI ( Gr a d u at e  U ni v ersit y f or  A d v a n c e d St u di es), 1 1 1 1 Y at a,  Mis hi m a, S hiz u o k a 4 1 1- 8 5 4 0, J a p a n

A ut h or f or c orr es p o n d e n c e:

Vi kt or Z ars k y

T el:  + 4 2 0 2 2 1 9 5 1 6 8 3
E m ail: z ars k y @ u e b. c as. c z

R e c ei v e d: 1 5 J ul y 2 0 1 6

A c c e pt e d: 1 3 S e pt e m b er 2 0 1 6

N e w P h yt ol o gist ( 2 0 1 7) 2 1 3: 1 0 5 2 – 1 0 6 7

d oi : 1 0. 1 1 1 1 / n p h. 1 4 2 6 7

K e y  w or d s: c o ns er v e d oli g o m eri c  G ol gi
( C O G) c o m pl e x, e x o c yst,  mi cr ot u b ul es,

s e c o n d ar y c ell  w all, tr a c h e ar y el e m e nts,

x yl e m.

S u m m ar y

C orti c al  mi cr ot u b ul es ( M Ts) pl a y a  m aj or r ol e i n t h e p att er ni n g of s e c o n d ar y c ell  w all ( S C W)

t hi c k e ni n gs i n tr a c h e ar y el e m e nts ( T Es) b y d et er mi ni n g t h e sit es of S C W d e p ositi o n. T h e

E X O 7 0 A 1 s u b u nit of t h e e x o c yst s e cr et or y v esi cl e t et h eri n g c o m pl e x  w as i m pli c at e d t o b e

i m p ort a nt f or T E d e v el o p m e nt vi a t h e  M T i nt er a cti o n.  W e i n v esti g at e d t h e s u b c ell ul ar l o c al-

i z ati o n of s e v er al e x o c yst s u b u nits i n t h e x yl e m of Ar a bi d o psis t h ali a n a a n d a n al y z e d t h e

f u n cti o n al si g ni fi c a n c e of e x o c yst- m e di at e d tr af fi c ki n g i n T E d e v el o p m e nt.

Li v e c ell i m a gi n g of fl u or es c e ntl y t a g g e d e x o c yst s u b u nits i n T E usi n g c o nf o c al  mi cr os c o p y

a n d pr ot ei n – pr ot ei n i nt er a cti o n ass a ys  w er e p erf or m e d t o d es cri b e t h e r ol e of t h e e x o c yst a n d

its p art n ers i n T E d e v el o p m e nt.

I n T Es, e x o c yst s u b u nits  w er e l o c ali z e d t o t h e sit es of S C W d e p ositi o n i n a n  M T- d e p e n d e nt

m a n n er.  W e pr o p os e t h at t h e  m e c h a nis m of e x o c yst t ar g eti n g t o  M Ts i n v ol v es t h e dir e ct

i nt er a cti o n of e x o c yst s u b u nits  wit h t h e  C O G 2 pr ot ei n.  W e d e m o nstr at e d t h e i m p ort a n c e of a

f u n cti o n al e x o c yst s u b u nit E X O 8 4 b f or n or m al T E d e v el o p m e nt a n d s h o w e d t h at t h e d e p osi-

ti o n of S C W c o nstit u e nts is p arti all y c o m pr o mis e d, p ossi bl y as a r es ult of t h e  misl o c ali z ati o n of

s e c o n d ar y c ell ul os e s y nt h as e i n e x o c yst  m ut a nts.

W e c o n cl u d e t h at t h e e x o c yst c o m pl e x is a n i m p ort a nt f a ct or bri d gi n g t h e p att er n d e fi n e d

b y c orti c al  M Ts  wit h l o c ali z e d s e cr eti o n of t h e S C W i n d e v el o pi n g T Es.

I ntr o d u cti o n

T h e x yl e m v ess el s yst e m is ess e nti al f or  w at er a n d n utri e nt tr a ns-
p ort of v as c ul ar pl a nts a n d  m e c h a ni c al st a bilit y of t h eir tiss u es
( F u k u d a, 1 9 9 7).  M at ur e x yl e m v ess el el e m e nts, als o c all e d tr a c-
h e ar y el e m e nts ( T Es), dis pl a y str u ct ur e d c ell  w all  m or p h ol o g y
wit h di v ersit y of s e c o n d ar y t hi c k e ni n g p att er ns – a n n ul ar or s pir al
p att er n i n pr ot o x yl e m, a n d r eti c ul at e or pitt e d p att er n i n
m et a x yl e m ( R u zic k a et al., 2 0 1 5).  T Es diff er e nti at e fr o m pr o c a m-
bi al c ells a n d t his d e v el o p m e nt al s wit c h is tri g g er e d b y
V A S C U L A R- R E L A T E D  N A C- D O M AI N 6 ( V N D 6) a n d
V N D 7 – m ast er r e g ul at ors of x yl e m d e v el o p m e nt i n  Ar a bi d o psis
( K u b o et al., 2 0 0 5).

F urt h er st e ps i n x yl e m  m at ur ati o n, s u c h as s e c o n d ar y c ell  w all
( S C W) t hi c k e ni n g a n d pr o gr a m m e d c ell d e at h, ar e u n d er t h e
c o ntr ol of g e n es u pr e g ul at e d b y  V N D 6 a n d  V N D 7 i n  m et a x yl e m
a n d pr ot o x yl e m, r es p e cti v el y ( K u b o et al., 2 0 0 5).  A s u bst a nti al
r ol e of  mi cr ot u b ul es ( M Ts) i n s c aff ol di n g S C W t hi c k e ni n g h as
b e e n d e m o nstr at e d i n s e v er al st u di es.  D y n a mi c c orti c al  M Ts
r e or g a niz e b ef or e S C W d e p ositi o n a n d s er v e as a s c aff ol d f or l at er
e v e nts ( O d a et al., 2 0 0 5). I n  m et a x yl e m, t h e  M T r e arr a n g e m e nt

is g o v er n e d b y l o c al a cti vit y of t h e  R O P 1 1 s m all  R H O-r el at e d
G T P as e,  w hi c h r e cr uits a n  M T- ass o ci at e d pr ot ei n,  MI D D 1, t o
pr o m ot e  M T dis ass e m bl y vi a  Ki n esi n 1 3- A.  MI D D 1/ RI P 3
( M u c h a et al., 2 0 1 0) is a cl os e h o m ol o g of t h e pr e vi o usl y
d es cri b e d  R O P i nt er a cti n g pr ot ei n I C R 1/ RI P 1,  w hi c h  m e di at es
t h e i nt er a cti o n of a cti v e  R O Ps  wit h t h e S E C 3 a e x o c yst c o m pl e x
s u b u nit ( L a v y et al., 2 0 0 7).  T h e b al a n c e b et w e e n c orti c al  M T
d o m ai ns a n d a cti v e  R O P 1 1 d o m ai ns is  m ai nt ai n e d b y t h eir
m ut u al i n hi biti o n ( O d a  & F u k u d a, 2 0 1 3).  M A P 7 0- 5, a n ot h er
M T- ass o ci at e d pr ot ei n, t o g et h er  wit h its bi n di n g p art n er
M A P 7 0- 1, h as als o b e e n s h o w n t o b e ess e nti al f or n or m al S C W
p att er ni n g i n x yl e m ( P es q u et et al., 2 0 1 0).

D uri n g x yl e m S C W  m at ur ati o n, b ot h l o c aliz e d c ell ul os e d e p o-
siti o n ( G ar di n er et al., 2 0 0 3;  Wi g ht m a n  &  T ur n er, 2 0 0 8;
W at a n a b e et al., 2 0 1 5) a n d li g ni n p ol y m eriz ati o n ( Z h a o et al.,
2 0 1 3; S c h u etz et al., 2 0 1 4) c o ntri b ut e t o v ess el S C W p att er ni n g.
C ell ul os e is s y nt h esiz e d b y c ell ul os e s y nt h as e c o m pl e x es ( C S Cs),
w hi c h ar e first a cti v el y d eli v er e d al o n g F- a cti n c a bl es t o sit es
m ar k e d b y c orti c al  M Ts, a n d t h e n  m o v e al o n g  M Ts d uri n g c ell u-
l os e s y nt h esis i n a si mil ar  m a n n er t o t h at e xt e nsi v el y d es cri b e d
f or pri m ar y c ell  w all d e p ositi o n ( P ar e d ez et al., 2 0 0 6;  Wi g ht m a n

1 0 5 2 Ne w P hyt ol ogist ( 2 0 1 7) 2 1 3: 1 0 5 2 – 1 0 6 7 2 0 1 6  T h e  A ut h ors

Ne w P hyt ol ogist 2 0 1 6  N e w P h yt ol o gist  Tr ustw w w. n e w p h yt ol o gist. c o m
1 6 0

R e s e ar c h



et al., 2 0 0 9;  W at a n a b e et al., 2 0 1 5). L a c c as es,  w hi c h dri v e li g ni n
o xi d ati v e p ol y m eriz ati o n, ar e als o s el e cti v el y l o c aliz e d t o sit es of
pr os p e cti v e t hi c k e ni n g, t h us s u g g esti n g t ar g et e d d eli v er y ( S c h u etz
et al., 2 0 1 4).

T h e e x o c yst is a c o ns er v e d pr ot ei n c o m pl e x i n v ol v e d i n t h e
t et h eri n g of s e cr et or y v esi cl es t o t h e pl as m a  m e m br a n e ( P M) (r e-
vi e w e d i n  H e  &  G u o, 2 0 0 9). It c o nsists of ei g ht s u b u nits ( S e c 3,
S e c 5, S e c 6, S e c 8, S e c 1 0, S e c 1 5, E x o 7 0 a n d E x o 8 4) a n d r e pr e-
s e nts o n e of t h e k e y r e g ul at ors of l o c aliz e d s e cr eti o n a n d c ell
p ol arit y i n e u k ar y ot es ( H ertz o g  &  C h a vri er, 2 0 1 1;  H ei d er  &
M u ns o n, 2 0 1 2). S e c 3 a n d E x o 7 0 s u b u nits h a v e b e e n pr o p os e d t o
s er v e as l a n d m ar ks i n y e ast a n d a ni m als f or t h e d eli v er y of s e cr e-
t or y v esi cl es b e c a us e of t h eir dir e ct i nt er a cti o ns n ot o nl y  wit h
a cti v at e d  R H O  G T P as es, b ut als o  wit h  m e m br a n e li pi ds ( B o y d
et al., 2 0 0 4;  W u et al., 2 0 0 8;  H ei d er  &  M u ns o n, 2 0 1 2; Pl es k ot
et al., 2 0 1 5;  Bl o c h et al., 2 0 1 6). I n pl a nts, t h e e x o c yst h as b e e n
s h o w n t o pl a y a r ol e i n  m a n y c ell p ol arit y-r el at e d pr o c ess es,
i n cl u di n g p oll e n t u b e gr o wt h, h y p o c ot yl el o n g ati o n ( C ol e et al.,
2 0 0 5;  H al a et al., 2 0 0 8), c ell pl at e f or m ati o n/ m at ur ati o n
( F e n dr y c h et al., 2 0 1 0;  R y b a k et al., 2 0 1 4), c ell  w all bi o g e n esis
a n d s e e d c o at d e p ositi o n ( K uli c h et al., 2 0 1 0, 2 0 1 5), a n d r e c y-
cli n g of PI N a u xi n tr a ns p ort ers ( Dr d o v a et al., 2 0 1 3).

A s p e ci fi c f e at ur e of t h e e x o c yst i n l a n d pl a nts is a pr o mi n e nt
e v ol uti o n ar y  m ulti pli c ati o n of g e n es e n c o di n g t h e E X O 7 0 s u b-
u nit,  wit h 1 3 p ar al o gs i n P hysc o mitrell a p ate ns , 1 5 i n Vitis
vi nifer a , 2 3 i n Ar a bi d o psis t h ali a n a a n d 4 7 i n Ory z a s ati v a ( S y n e k
et al., 2 0 0 6;  C vrc k o v a et al., 2 0 1 2). S u c h a n e xt e nsi v e pr olif er a-
ti o n of E X O 7 0s i n pl a nts pr o vi d es a p ot e nti al f or t h e t ar g eti n g of
s e cr et or y v esi cl es i nt o s p e ci fi c d o m ai ns at t h e P M/ e n d o m e m-
br a n es  wit hi n o n e c ell,  w h er e as t h e diff er e nti al e x pr essi o n of i n di-
vi d u al E X O 7 0 p ar al o gs c o ul d c o nf er a f u n cti o n al s p e ci fi cit y t o
c ert ai n tiss u es or c ell t y p es ( Z ars k y et al., 2 0 0 9, 2 0 1 3).

A n i nt er pl a y b et w e e n t h e e x o c yst a n d c yt os k el et o n h as b e e n
w ell d es cri b e d i n s e v er al  O pist h o k o nts, b ut o nl y bri e fl y a d dr ess e d
i n pl a nts ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 3; r e vi e w e d i n S y n e k et al., 2 0 1 4).
S e v er al r e c e nt st u di es h a v e r e v e al e d li n ks b et w e e n t h e e x o c yst a n d
M T- d e p e n d e nt x yl e m d e v el o p m e nt.  O d a et al. ( 2 0 1 5) dis c o v er e d
t h at t h e E X O 7 0 A 1 e x o c yst s u b u nit is r e cr uit e d t o c orti c al  M Ts
i n c ult ur e d  Ar a bi d o psis x yl e m c ells b y n o v el c oil e d- c oil pr ot ei ns,
n a m e d v esi cl e t et h eri n g 1 ( V E T H 1) a n d  V E T H 2, vi a a n i nt er a c-
ti o n  wit h t h e c o ns er v e d oli g o m eri c  G ol gi c o m pl e x 2 pr ot ei n
( C O G 2). Li et al. ( 2 0 1 3) d es cri b e d i m p air e d x yl e m c ell  w all  m or-
p h o g e n esis, a n a c c u m ul ati o n of l ar g e v esi cl es i n d e v el o pi n g x yl e m
el e m e nts, a n d a r e d u c e d x yl e m h y dr a uli c c o n d u ct a n c e i n
e x o 7 0 A 1 m ut a nts.  D er b ys hir e et al. ( 2 0 1 5) i d e nti fi e d s e v er al e x o-
c yst s u b u nits i n  M T p ull- d o w ns o n e xtr a cts fr o m  T Es i n  Ar a-
bi d o psis s us p e nsi o n c ult ur es. I n t h e  m ost r e c e nt st u d y,  T u et al.
( 2 0 1 5) s h o w e d t h e i m p ort a n c e of f u n cti o n al  Os E X O 7 0 A 1 f or
T E d e v el o p m e nt i n ri c e.

H er e,  w e d es cri b e a cl e ar diff er e n c e i n e x o c yst  M T-
i n d e p e n d e nt d y n a mi cs i n e pi d er m al c ells vs c ell t y p e-s p e ci fi c
M T- dri v e n e x o c yst r e cr uit m e nt i n d e v el o pi n g x yl e m v ess els.
I m p ort a ntl y,  w e o bs er v e d t h at a n a n n ul ar p att er n of e x o c yst
l o c aliz ati o n i n d e v el o pi n g x yl e m v ess els f oll o ws pr e vi o us f or m a-
ti o n of t h e  M T a n n ul ar s c aff ol d, b ut pr e c e d es S C W d e p ositi o n
d uri n g x yl e m diff er e nti ati o n.  Usi n g t h e d w arf e x o 8 4 b- 1 m ut a nt,

w e d e m o nstr at e t h e i m p ort a n c e of t h e f u n cti o n al e x o c yst c o m-
pl e x f or  T E d e v el o p m e nt b y d es cri bi n g c oll a ps e d pr ot o x yl e m v es-
s els a n d a r es c u e of t h e d ef e ct b y x yl e m-r estri ct e d e x pr essi o n of
E X O 8 4 b.  W e f urt h er s h o w t h at t h e s e c o n d ar y c ell ul os e s y nt h as e
( C E S A) is p arti all y  misl o c aliz e d i n t h e e x o 8 4 b m ut a nt.  W e als o
dis pl a y i nt er a cti o ns of s e v er al e x o c yst s u b u nits  wit h  C O G 2,
w hi c h p ossi bl y e n a bl e t h e e x o c yst c o m pl e x bi n di n g t o  M Ts.  W e
c o n cl u d e t h at t h e e x o c ys t c o m pl e x is a n i m p ort a nt f a ct or bri d g-
i n g t h e p att er n d e fi n e d b y c orti c al  M T ass e m bl y,  wit h l o c aliz e d
s e cr eti o n u n d erl yi n g str u ct ur e d d e p ositi o n of t h e S C W i n d e v el-
o pi n g  T Es.

M at eri al s a n d  M et h o d s

Pl a nt  m at eri al a n d gr o wt h c o n diti o ns

Ar a bi d o psis t h ali a n a pl a nts of  C ol- 0  w er e us e d. Li n es e x pr essi n g
fl u or es c e ntl y l a b el e d e x o c yst s u b u nits  w er e pr e p ar e d pr e vi o usl y
( F e n dr y c h et al., 2 0 1 0, 2 0 1 3).  V N D 7- V P 1 6- G R, L A C 1 7-
m C h err y a n d Y F P- C E S A 7 pl a nts  w er e g e n er at e d b y Y a m a g u c hi
et al. ( 2 0 1 0), S c h u etz et al. ( 2 0 1 4) a n d  W at a n a b e et al. ( 2 0 1 5),
r es p e cti v el y. S e e ds  w er e s urf a c e st eriliz e d, v er n aliz e d f or 3 d at
4 ° C a n d pl a nts  w er e gr o w n i n a gr o wt h c h a m b er at 2 1 ° C u n d er
l o n g d a y c o n diti o ns ( 1 6 h : 8 h, li g ht : d ar k) o n v erti c al a g ar pl at es
wit h h alf-str e n gt h  M ur as hi g e a n d S k o o g s alts ( ½ M S;  D u c h ef a
Bi o c h e mi e,  H a arl e m, t h e  N et h erl a n ds) s u p pl e m e nt e d  wit h 1 %
s u cr os e, vit a mi n  mi xt ur e a n d 1. 6 % pl a nt a g ar ( D u c h ef a  Bi o-
c h e mi e).  T h e F 1 g e n er ati o n of cr oss es b et w e e n pl a nts e x pr essi n g
fl u or es c e ntl y t a g g e d pr ot ei ns  w as us e d f or t h e e v al u ati o n of p ossi-
bl e c o-l o c aliz ati o n a n d l o c aliz ati o n i n  V N D 7-i n d u c e d  T E. I n t h e
c as e of l o c aliz ati o n of L A C 1 7- m C h err y a n d Y F P- C E S A 7 i n
e x o 7 0 A 1- 2 a n d e x o 8 4 b- 1 b a c k gr o u n ds, h et er oz y g o us pl a nts fr o m
t h e F1 g e n er ati o n of cr oss es  w er e s el e ct e d, a n d t h e F 2 g e n er ati o n
w as a n al yz e d. F or c o-l o c aliz ati o n of  G F P- S E C 8 a n d  m C h err y-
T U A 5 i n  V N D 7-i n d u c e d  T E, t h e F 1 g e n er ati o n of cr oss es
b et w e e n  G F P- S E C 8 a n d  V N D 7- V P 1 6- G R pl a nts  w as cr oss e d
wit h pl a nts e x pr essi n g  m C h err y- T U A 5, a n d n e xt- g e n er ati o n
pl a nts  w er e a n al yz e d.

T E i n d u cti o n s yst e ms

I n pl a nts e x pr essi n g  V N D 7- V P 1 6- G R,  T E diff er e nti ati o n  w as
i n d u c e d as d es cri b e d b y  W at a n a b e et al. ( 2 0 1 5).  T h e st a g e of
d e v el o p m e nt  w as d e fi n e d b as e d o n  M T b u n dli n g, as d es cri b e d b y
W at a n a b e et al. ( 2 0 1 5).  C ell c ult ur es of A. t h ali a n a ( C ol- 0) s us-
p e nsi o n c ells f or  V N D 6-i n d u c e d x yl e m diff er e nti ati o n h a v e b e e n
d es cri b e d pr e vi o usl y ( O d a et al., 2 0 1 0).

Pl as mi d c o n str u cti o n a n d g e n er ati o n of tr a ns g e ni c li n es

G e n er ati o n of p S E C 1 0 a: G U S w as p erf or m e d b y P C R a m pli fi c a-
ti o n of a pr o m ot er r e gi o n 1. 5 k b p u pstr e a m fr o m t h e st art c o d o n
of S E C 1 0 a ( V u k asi n o vic et al., 2 0 1 4) a n d cl o n e d usi n g S al I a n d
N ot I e nz y m es t o t h e p E N T R 3 C v e ct or f or t h e  G at e w a y s yst e m
(I n vitr o g e n).  T h e g e n er ati o n of p S E C 6: G U S w as p erf or m e d b y
P C R a m pli fi c ati o n of t h e pr o m ot er r e gi o n 1 k b p u pstr e a m fr o m
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t h e st art c o d o n usi n g s p e ci fi c pri m ers, a n d r e a m pli fi e d usi n g
att B 1 a n d att B 2 pri m ers.  T h e P C R pr o d u ct  w as s u bs e q u e ntl y
cl o n e d b y  B P cl o n as e II e nz y m e  mi x i nt o p D O N R 2 0 1 (I n vitr o-
g e n). Pr o m ot er r e gi o ns  w er e tr a nsf err e d usi n g L R cl o n as e II
e nz y m e  mi x (I n vitr o g e n) i nt o p K G W F S 7. 0 bi n ar y v e ct or
( K ari mi et al., 2 0 0 2).

T o g e n er at e p S E C 1 0 a: S E C 1 0 a- G F P a n d p S E C 1 0 b: S E C 1 0 b-
m R F P , S E C 1 0 a a n d S E C 1 0 b c o di n g r e gi o ns  wit h o ut a st o p
c o d o n  w er e P C R a m pli fi e d, f us e d t o t h e S E C 1 0 a a n d S E C 1 0 b
pr o m ot ers, r es p e cti v el y, b y o v erl a p pi n g P C R a n d cl o n e d usi n g
S al I a n d N ot I e nz y m es t o t h e p E N T R 3 C v e ct or.  T h e c o nstr u cts
w er e tr a nsf err e d b y L R r e a cti o n t o p B 7 F W G. 0 i n t h e c as e of
S E C 1 0 a a n d t o p K 7 R W G 2. 0 ( m o di fi e d b y r e m o vi n g t h e 3 5 S
pr o m ot er) i n t h e c as e of S E C 1 0 b ( K ari mi et al., 2 0 0 2).

T o g e n er at e a pI R X 3: E X O 8 4 b- G F P c o nstr u ct, E X O 8 4 b- G F P
w as P C R a m pli fi e d fr o m g e n o mi c  D N A fr o m t h e E X O 8 4 b- G F P
li n e ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 0), f us e d t o t h e I R X 3 g e n e pr o m ot er b y
o v erl a p pi n g P C R a n d i ntr o d u c e d t o t h e p B A R 1 v e ct or ( H olt
et al., 2 0 0 2) usi n g X m a I a n d S ac I e nz y m es.

F or tr a nsi e nt e x pr essi o n i n Nic oti a n a be nt h a mi a n a l e a v es,
S E C 1 0 a a n d C O G 2 c o di n g s e q u e n c es  w er e P C R a m pli fi e d a n d
i ntr o d u c e d t o t h e p E N T R 3 C v e ct or usi n g S al I a n d N ot I e nz y m es,
a n d f urt h er tr a nsf err e d usi n g L R cl o n as e II e nz y m e  mi x (I n vitr o-
g e n) i nt o p G W B 5 ( pr o vi d e d b y  Ts u y os hi  N a k a g a w a, S hi m a n e
U ni v ersit y, J a p a n) a n d p U B C- R F P- D E S T ( Gr ef e n et al., 2 0 1 0),
r es p e cti v el y, t o o bt ai n gr e e n fl u or es c e nt pr ot ei n ( G F P) a n d
m o n o m eri c r e d fl u or es c e nt pr ot ei n ( m R F P) f usi o ns.

All P C Rs  w er e p erf or m e d usi n g t h e P h usi o n p ol y m er as e ( N e w
E n gl a n d  Bi o L a bs, I ps wi c h,  M A,  U S A). Pri m ers us e d f or cl o ni n g
ar e list e d i n S u p p orti n g I nf or m ati o n  T a bl e S 1.  C ol- 0 pl a nts  w er e
tr a nsf or m e d b y fl or al di p pi n g ( Cl o u g h  &  B e nt, 1 9 9 8).

b - Gl u c ur o ni d as e ( G U S) hist o c h e mi c al ass a y

F or  G U S st ai ni n g, 5- d- ol d s e e dli n gs  w er e v a c u u m i n filtr at e d  wit h
st ai ni n g s ol uti o n ( 5 0  m M s o di u m p h os p h at e b uff er, p H 7. 2,
2 5 0 l M K 3 F e( C N) 6 , 2 5 0 l M K 4 F e( C N) 6 , 2 %  Trit o n- X a n d
1  m M 5- br o m o- 4- c hl or o- 3-i n d ol yl- b -D - gl u c ur o ni c a ci d ( X-
Gl c A);  D u c h ef a  Bi o c h e mi e) f or 1 h, a n d t h e n i n c u b at e d at 3 7 ° C
f or 5 h i n d ar k n ess.  Aft er  w as hi n g t h e st ai ni n g s ol uti o n o ut  wit h
p h os p h at e b uff er, s e e dli n gs  w er e cl e ar e d i n s u bs e q u e nt b at hs of
2 0 %, 4 0 % a n d 6 0 % et h a n ol f or 1 5  mi n e a c h a n d o v er ni g ht i n
9 6 % et h a n ol.  R e h y dr ati o n  w as p erf or m e d i n t h e s a m e b at hs i n
r e v ers e or d er a n d t h e s a m pl es  w er e  m o u nt e d i n 5 0 % gl y c er ol f or
mi cr os c o pi c a n al ysis usi n g a n  Ol y m p us  B X- 5 1 e q ui p p e d  wit h a
D P 5 0 c ol or c a m er a.

Mi cr os c o p y

Mi cr os c o pi c a n al ysis of  Ar a bi d o psis s e e dli n gs  w as p erf or m e d
usi n g a n i n v ert e d s pi n ni n g dis k c o nf o c al  mi cr os c o p e ( C S U- X 1,
Y o k o g a w a,  T o k y o, J a p a n o n  Ni k o n  Ti- E pl atf or m, l as er b o x
M L C 4 0 0  A gil e nt, S a nt a  Cl ar a,  C A,  U S A,  Z yl a s C M O S c a m er a
b y  A n d or,  B elf ast,  U K).  Ni k o n Pl a n  A p o c hr o m at 9 6 0  WI
( N A = 1. 2) a n d Pl a n  A p o c hr o m at k 9 1 0 0  Oil ( N A = 1. 4 5)
o bj e cti v e l e ns es  w er e us e d f or i m a gi n g. Fl u or es c e n c e pr o fil es a n d

a c q uir e d i m a g es  w er e e x p ort e d fr o m  NI S E L E M E N T S 4. 1 s oft w ar e
( Ni k o n,  T o k y o, J a p a n) – i d e nti c al s etti n gs  w er e us e d f or e a c h
s eri es of c o m p ar a bl e i m a g es. Fi g ur es  w er e t h e n ass e m bl e d i n
A d o b e P H O T O S H O P C S 6.  A c ell c ult ur e of A. t h ali a n a ( C ol- 0) s us-
p e nsi o n c ells  w as o bs er v e d usi n g a n i n v ert e d s pi n ni n g dis k c o nf o-
c al  mi cr os c o p e ( Y o k o g a w a  C S U- W 1 o n a n  Ol y m p us I X 8 3- Z D C
pl atf or m, i X o n 3 8 8 8 E M- C C D c a m er a b y  A n d or).  A n  Ol y m p us
U Pl a n S A p o 9 6 0  WI ( N A = 1. 2) o bj e cti v e l e ns  w as us e d f or
i m a gi n g.  A c q uir e d i m a g es  w er e di git all y a n al yz e d usi n g
M E T A M O R P H ( M ol e c ul ar  D e vi c es, S u n n y v al e,  C A,  U S A) a n d
IM A G E J ( htt p://rs b w e b. ni h. g o v/ij/).

C ell  w all st ai ni n g a n d dr u g tr e at m e nts

F or c ell  w all st ai ni n g, s e e dli n gs  w er e i n c u b at e d  wit h pr o pi di u m
i o di d e ( PI) ( SI G M A P 4 1 7 0) ( 1 0 l g ml 1 ) i n li q ui d ½ M S f or
1 0  mi n a n d ri ns e d t wi c e i n  w at er b ef or e  mi cr os c o pi c a n al ysis.
F or  M T a n d a cti n d e p ol y m eriz ati o n, s e e dli n gs or c ell c ult ur e
w er e i n c u b at e d i n a 1 0 l M s ol uti o n of or yz ali n ( Fl u k a 3 6 1 8 2;
i n di m et h yls ulf o xi d e ( D M S O)) or L at B ( Si g m a L 5 2 8 8; i n
et h a n ol) i n li q ui d ½ M S. I n c o ntr ol e x p eri m e nts, s e e dli n gs  w er e
i n c u b at e d i n a 0. 1 % s ol uti o n of  D M S O i n li q ui d ½ M S. F or
li g ni n st ai ni n g,  w h ol e s e e dli n gs  w er e st ai n e d i n 0. 0 0 0 1 % b asi c
f u c hsi n i n li q ui d ½ M S f or 5  mi n a n d ri ns e d t wi c e i n  w at er
b ef or e i m a gi n g. F or t h e e x a mi n ati o n of li g ni fi e d c ell  w alls i n
st e ms, h a n d- c ut s e cti o ns  w er e st ai n e d f or 1 5  mi n  wit h 1 %
p hl or o gl u ci n ol i n 6  M  H Cl.

Tr a ns missi o n el e ctr o n  mi cr os c o p y ( T E M)

F or  T E M, 7- d- ol d  wil d-t y p e, e x o 8 4 b- 1- a n d e x o 8 4 b- 1- e x pr essi n g
pI R X 3: E X O 8 4 b- G F P s e e dli n gs  w er e fi x e d f or 2 4 h i n 2. 5 % ( v/ v)
gl ut ar al d e h y d e i n 0. 1  M c a c o d yl at e b uff er ( p H 7. 2) at 4 ° C, a n d
p ost fi x e d i n 2 % ( w/ v)  Os O 4 i n t h e s a m e b uff er. Fi x e d s a m pl es
w er e d e h y dr at e d t hr o u g h a n as c e n di n g et h a n ol a n d a c et o n e s eri es
a n d e m b e d d e d i n E p o n- Ar al dit e.  H y p o c ot yl cr oss-s e cti o ns  w er e
o bs er v e d.

Y e ast t w o- h y bri d s yst e m

S E C 1 0 a a n d C O G 2 c o di n g r e gi o ns  w er e P C R a m pli fi e d a n d
cl o n e d i nt o p G A D T 7 b y B a m HI a n d X h o I e nz y m es. C O G 2 w as
als o cl o n e d i nt o p G B K T 7 b y B a m HI a n d S al I e nz y m es.  T h e
pri m ers us e d f or cl o ni n g ar e list e d i n  T a bl e S 1.  T h e y e ast t w o-
h y bri d ass a y  w as p erf or m e d as d es cri b e d pr e vi o usl y ( H al a et al.,
2 0 0 8).  All c o nstr u cts  wit h e x o c yst g e n es ( S E C 3 a, S E C 5 a, S E C 6,
S E C 8, S E C 1 0 b, S E C 1 5 b a n d E X O 7 0 A 1) h a v e b e e n pr e p ar e d b y
H al a et al. ( 2 0 0 8) a n d F e n dr y c h et al. ( 2 0 1 0).  D o u bl e-
tr a nsf or m e d y e asts  w er e pl at e d o nt o L e u/ Tr p s el e cti v e
m e di u m a n d gr o w n f or 3 – 5 d at 3 0 ° C.  A s u bs et of t h e o bt ai n e d
c ol o ni es  w as s u bs e q u e ntl y tr a nsf err e d t o L e u/ Tr p/ His/
A d e pl at es a n d gr o w n u n d er t h e s a m e c o n diti o ns.  T h e str e n gt h of
t h e i nt er a cti o ns  w as c o m p ar e d  wit h a p ositi v e c o ntr ol – si n gl e
c ol o ni es  w er e r es us p e n d e d i n 1 0 0 l l of st eril e  w at er a n d 1 0 l l of
e a c h dil uti o n ( 1 9 , 3 09 , 9 0 09 )  w er e dr o p p e d o nt o L e u/ Tr p/

His/ A d e pl at es.
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Fl u or es c e n c e e n er g y tr a nsf er ( F R E T) – a c c e pt or
p h ot o bl e a c hi n g a n al ysis

Tr a nsf e ct e d l e af e pi d er m al c ells  w er e a n al yz e d f or F R E T b et w e e n
S E C 1 0 a- G F P ( d o n or  m ol e c ul e) a n d  C O G 2- m R F P ( a c c e pt or
m ol e c ul e) usi n g a  Z eiss L S M 8 8 0 c o nf o c al s c a n ni n g  mi cr os c o p e
e q ui p p e d  wit h a  Z eiss  C- A p o c hr o m at 9 4 0/ 1. 2  w at er- c orr e ct e d
l e ns, at a 5 1 2 9 5 1 2 r es ol uti o n f or m at.  G F P  w as e x cit e d  wit h t h e
4 8 8- n m li n e of t h e ar g o n  m ultili n e l as er a n d  m R F P  w as e x cit e d
wit h t h e 5 6 1- n m  D P S S l as er. Fl u or es c e n c e  w as d et e ct e d b et w e e n
4 9 9 a n d 5 4 0 n m or b et w e e n 5 7 9 a n d 6 3 3 n m f or  G F P or  m R F P,
r es p e cti v el y.  A c c e pt or p h ot o bl e a c hi n g  w as p erf or m e d at 5 6 1 n m
wit h 1 0 0 % l as er i nt e nsit y a n d p h ot o d estr u cti o n of t h e a c c e pt or
w as 5 0 % o n a v er a g e. F R E T ef fi ci e n c y  w as c al c ul at e d dir e ctl y
b y  Z E N II s oft w ar e usi n g t h e f oll o wi n g f or m ul a: F R E T Eff.
% = D elt a  D/ D P ost 9 1 0 0.

R e s ult s

E x o c yst s u b u nit e x pr es si o n a n d l o c ali z ati o n i n t h e
v as c ul at ur e

I n or d er t o c h ar a ct eriz e t h e e x pr essi o n p att er n of e x o c yst s u b u nits
d es cri b e d pr e vi o usl y ( H al a et al., 2 0 0 8; F e n dr y c h et al., 2 0 1 0;
V u k a si n o vic et al., 2 0 1 4),  w e f us e d pr o m ot er s e q u e n c es of S E C 6
a n d S E C 1 0 a g e n es  wit h t h e G U S r e p ort er g e n e.  Ar a bi d o psis
tr a nsf or m a nts fr o m t h e  T2 g e n er ati o n  w er e t h e n a n al yz e d f or
G U S e x pr essi o n. E x pr essi o n pr o fil es of p S E C 6: G U S a n d
p S E C 1 0 a: G U S , r es p e cti v el y,  w er e c o nsist e nt a cr oss  m ulti pl e
tr a ns g e ni c li n es ( Fi g. S 1 a, h). I n b ot h p S E C 6: G U S a n d p S E C 1 0 a:
G U S , G U S e x pr essi o n  w as pr o mi n e nt i n t h e r o ot ti p ( Fi g. S 1 d, k),
d e v el o pi n g l at er al r o ots ( Fi g. S 1 g, n) a n d,  m ar k e dl y, i n t h e r o ot
v as c ul at ur e ( Fi g. S 1 e,f,l, m) a n d c ot yl e d o ns ( Fi g. S 1 b, c,i,j).  T h e
G U S si g n al a p p e ar e d i n t h e r o ot v as c ul at ur e alr e a d y aft er 1 h of
st ai ni n g, i n di c ati n g a str o n g e x pr essi o n,  w hi c h is i n a gr e e m e nt
wit h p u bli cl y a v ail a bl e  mi cr o arr a y d at a ( G e n e v esti g at or;  Zi m m er-
m a n n et al., 2 0 0 4). I nt er esti n gl y, it h as b e e n s h o w n t h at
E X O 7 0 A 1 is als o e x pr ess e d d uri n g  T E d e v el o p m e nt ( Li et al.,
2 0 1 0, 2 0 1 3), s u g g esti n g t h at t h e e x o c yst c o m pl e x as a  w h ol e
mi g ht b e i n v ol v e d i n t h e pr o c ess of  T E d e v el o p m e nt.

D at a o n t h e l oc aliz ati o n of e x o c yst s u b u nits i n x yl e m h a ve b ee n
li mit e d t o t h e E X O 7 0 A 1 s u b u nit a n d, t o d ate, o nl y i n c ult ure d
x yle m c ells ( O d a et al., 2 0 1 5),  w here E X O 7 0 A 1  w as ass ociat e d
wit h c orti cal  M Ts at t h e sites of S C W d e p ositi o n.  T o test  w het h er
t h e e ntire e x oc yst c o m ple x is l oc aliz e d i n t h e s a m e p atter n i n
d e vel o pi n g pr ot o x yl e m vess els i n  Ara bi d o psis r o ots,  w e use d li n es
e x pressi n g E X O 8 4 b- G F P, S E C 6- G F P,  G F P- S E C 8 a n d S E C 1 0 a-
G F P, dri ve n b y t h eir n ati ve pr o m ot ers, a n d  G F P- E X O 7 0 A 1,
u n d er t h e 3 5 S pr o m ot er.  B ot h t h e s piral a n d a n n ul ar c ell  w all
t hic ke ni n gs i n r o ot pr ot o x yle m vess els are k n o w n t o e mit a ut o fl u-
or es ce nc e, a n d s o  w e first o pti mize d t he a c q uisiti o n s etti n gs of t h e
s pi n ni n g dis k c o nf oc al  mi cr osc o p e.  T he a ut o fl u or es ce nc e si g nal
w as first d et ecte d i n a n a vera ge p ositi o n of 8. 5 0. 7 cells ( r e p-
r es e nts S D) after o nset of el o n gati o n ( me as ur e d as d es cri b e d i n
Alassi m o ne et al., 2 0 1 0) i n b ot h gre e n a n d re d c h a n nels usi n g
sta n dar d  G F P a n d  R F P filt ers, r es pe cti vel y ( Fi g. S 2 a).  D es pite t h e

f act t h at t h e a ut o fl u or es ce nc e di d n ot r eac h t h e l e vel of  G F P or
R F P fl u or es ce nc e i n o ur s et u p ( c o m pare Fi g. S 2a  wit h p a n els b
a n d c,  w here i ma ges  w er e t a k e n a n d pr oc esse d  wit h t h e s a me s et-
ti n gs),  w e d eci d e d t o p erf or m all i ma gi n g b el o w t he z o n e of a ut-
o fl u or es ce nc e, i.e. 5 – 7 c ells after t h e o ns et of el o n gati o n ( Fi g. 1 a).

All  G F P-t a g g e d e x o c yst s u b u nits t est e d l o c aliz e d i n t h e s a m e
m a n n er t o h eli c al or a n n ul ar P M d o m ai ns b e n e at h t h e S C W
t hi c k e ni n gs of pr ot o x yl e m ( Fi g. 1 b– f). I n a d diti o n, i n a li n e c o-
e x pr essi n g  G F P- S E C 8 a n d E X O 8 4 b- m R F P,  w e d o c u m e nt e d f ull
c o-l o c aliz ati o n of t h es e t w o e x o c yst s u b u nits ( Fi g. 1 g).  B e c a us e
a n y fl u or es c e nt i m a gi n g d e e p i n t h e r o ot tiss u e is c o m pr o mis e d
c o n c er ni n g i m a g e q u alit y,  w e i ntr o d u c e d a n arti fi ci al x yl e m
i n d u cti o n s yst e m.  W e cr oss e d  Ar a bi d o psis li n es e x pr essi n g
E X O 8 4 b- G F P,  G F P- S E C 8 or S E C 1 0 a- G F P  wit h pl a nts c o nsti-
t uti v el y e x pr essi n g  V N D 7, a tr a ns cri pti o n f a ct or c o ntr olli n g
x yl e m v ess el diff er e nti ati o n, f us e d t o t h e a cti v ati o n d o m ai n of
h er p es vir us  V P 1 6 pr ot ei n a n d t h e gl u c o c orti c oi d r e c e pt or ( G R)
( Y a m a g u c hi et al., 2 0 1 0).  O n tr e at m e nt  wit h d e x a m et h as o n e
( D E X),  m ost of t h e pl a nt c ells e x pr essi n g  V N D 7- V P 1 6- G R
tr a ns- diff er e nti at e i nt o x yl e m v ess el-li k e c ells.  W e f o c us e d o n
h y p o c ot yl c ells of eti ol at e d s e e dli n gs, a n d p erf or m e d  mi cr os c o pi c
a n al ysis aft er  D E X tr e at m e nt. I n t his s yst e m, all i ns p e ct e d e x o c yst
s u b u nits l o c aliz e d t o t h e sit es of S C W t hi c k e ni n gs st ai n e d  wit h
PI ( Fi gs 1 h; S 2 d, e).  At t h e c ell s urf a c e, t h e e x o c yst l o c aliz ati o n
a p p e ar e d t o s plit t o e a c h si d e of a n S C W t hi c k e ni n g ( Fi g. 1 h),
b ut f or m e d a  U-s h a p e d f urr o w c ur vi n g ar o u n d t h e S C W t hi c k e n-
i n gs  w h e n o bs er v e d i n t h e  mi d- pl a n e ( Fi g. 1 h).

W e als o  m e as ur e d t h e c ell ul ar dist a n c e aft er o ns et of el o n g a-
ti o n f or e x o c yst si g n al a p p e ar a n c e. I n pl a nts e x pr essi n g S E C 1 0 a-
G F P, t h e si g n al st art e d t o or g a niz e i n t h e a n n ul ar p att er n at
4. 7 0. 6 c ells aft er o ns et of el o n g ati o n, o n a v er a g e, b ef or e a n y
S C W t hi c k e ni n gs  w er e visi bl e i n t h e bri g ht fi el d ( Fi gs 1 a, S 2 b).
T o d e m o nstr at e t h at t h e e x o c yst arri v es at t h e P M b ef or e S C W
d e p ositi o n,  w e st ai n e d pl a nts e x pr essi n g S E C 1 0 a- G F P  wit h PI,
w hi c h is c o m m o nl y us e d f or c ell  w all st ai ni n g i n  Ar a bi d o psis
r o ots.  T h e PI a n n ul ar si g n al a p p e ar e d 5. 3 0. 8 c ells aft er t h e
o ns et of el o n g ati o n, o n a v er a g e, c o nsi d er a bl y l at er t h a n t h e
S E C 1 0 a si g n al ( Fi gs 1 a, S 2 c). I n a d diti o n, i n e arl y st a g es of  T E
tr a ns- diff er e nti ati o n i n  V N D 7- V P 1 6- G R pl a nts, t h e e x o c yst si g-
n al  w as o bs er v e d i n a n a n n ul ar p att er n at t h e P M b ef or e a n y
S C W c o ul d b e st ai n e d  wit h PI ( Fi g. 2).

T o g et h er  wit h d at a o n pr ot ei n – pr ot ei n i nt er a cti o ns b et w e e n
e x o c yst s u b u nits ( H al a et al., 2 0 0 8; F e n dr y c h et al., 2 0 1 0), o ur
o bs er v ati o ns i n di c at e t h at t h e  w h ol e e x o c yst c o m pl e x is pr es e nt at
t h e f ut ur e sit es of S C W d e p ositi o n, a n d f urt h er s u p p ort t h e c o n-
c e pt of its i n v ol v e m e nt i n S C W d e p ositi o n d uri n g  T E d e v el o p-
m e nt.

T h e e x o c yst u n d er g o es a n  M T- d e p e n d e nt s wit c h i n
l o c ali z ati o n a n d d y n a mi cs d uri n g t h e i n d u c e d
diff er e nti ati o n of x yl e m c ells

I n y o u n g  T Es, c orti c al  M Ts ar e l o c aliz e d at t h e P M, b or d eri n g
t h e e d g es of d e v el o pi n g b a n ds of t h e S C W ( H e pl er  &  N e w-
c o m b, 1 9 6 4;  O d a et al., 2 0 0 5).  O d a et al. ( 2 0 1 5) r e p ort e d t h at
V E T H 1 a n d  V E T H 2 pr ot ei ns r e g ul at e t h e ass o ci ati o n of
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E X O 7 0 A 1- p ositi v e v esi cl e-li k e c o m p art m e nts  wit h c orti c al  M Ts
vi a  C O G 2 pr ot ei n i n x yl e m c ult ur e c ells.  W e t h er ef or e a n al yz e d
t h e d y n a mi cs of t h e  G F P- S E C 8 e x o c yst s u b u nit e x pr ess e d

t o g et h er  wit h t h e  m C h err y- T u b uli n al p h a- 5 ( T U A 5)  M T
m ar k er ( G uti err ez et al., 2 0 0 9) d uri n g  V N D 7-i n d u c e d pr o-
t o x yl e m  T E diff er e nti ati o n.

( a)

( h)

( b) ( c) ( d)

( e) (f) ( g)

Fi g. 1 T h e e x o c yst is l o c ali z e d at sit es of s e c o n d ar y c ell  w all ( S C W) d e p ositi o n i n d e v el o pi n g tr a c h e ar y el e m e nts ( T Es). ( a) S c h e m e of a r o ot s h o wi n g

diff er e nt r o ot z o n es  wit h t h e i n di c at e d r e gi o n of i m a gi n g – b et w e e n t h e fift h a n d s e v e nt h c ell aft er t h e o ns et of el o n g ati o n.  Gr e e n,  m a g e nt a a n d bl u e li n es

i n di c at e st art of e x o c yst, pr o pi di u m i o di d e a n d a ut o fl u or es c e n c e si g n al, r es p e cti v el y. B ar, 1 0 0 l m. ( b – f)  Gr e e n fl u or es c e nt pr ot ei n ( G F P)-t a g g e d e x o c yst

s u b u nits ( E X O 7 0 A 1, E X O 8 4 b, S E C 6, S E C 8 a n d S E C 1 0 a) l o c ali z e t o h eli c al / a n n ul ar pl as m a  m e m br a n e ( P M) d o m ai ns i n pr ot o x yl e m i n Ar a bi d o psis t h ali a n a
r o ots. E a c h p a n el s h o ws  G F P, bri g ht fi el d a n d o v erl a y. B ars, 5 l m. ( g)  G F P- S E C 8 a n d E X O 8 4 b- m R F P c o m pl et el y c o-l o c ali z e i n pr ot o x yl e m i n a h eli c al /

a n n ul ar p att er n. B ar, 5 l m. ( h)  G F P- S E C 8 is l o c ali z e d at t h e sit es of S C W d e p ositi o n d uri n g  V N D 7-i n d u c e d pr ot o x yl e m T E diff er e nti ati o n i n eti ol at e d

h y p o c ot yls.  Hi g h er  m a g ni fi c ati o n of d e v el o pi n g S C Ws is s h o w n o n t h e ri g ht.  Arr o w h e a d i n di c at es a s plit of t h e e x o c yst si g n al. S C Ws  w er e st ai n e d  wit h

pr o pi di u m i o di d e ( PI). B ar, 1 0 l m.
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O v er t h e c o urs e of  T E diff er e nti ati o n, t h e e x o c yst a n d c orti c al
M T distri b uti o n c h a n g e d.  W h er e as, i n u ni n d u c e d h y p o c ot yl e pi-
d er m al c ells,  G F P- S E C 8 f o ci  w er e r a n d o ml y distri b ut e d a cr oss
t h e P M a n d di d n ot c o-l o c aliz e  wit h c orti c al  M Ts ( Fi g. 3 a), d ur-
i n g e arl y x yl e m d e v el o p m e nt,  M Ts b e g a n t o b u n dl e a n d  G F P-
S E C 8 f o ci st art e d t o b e ass o ci at e d  wit h t h e e m er gi n g  M T
b u n dl es. L at er, i n t h e  mi d- d e v el o p m e nt st a g e,  M Ts  w er e f ull y
b u n dl e d a n d  G F P- S E C 8 f o ci  w er e c o m pl et el y c o- ali g n e d
( Fi g. 3 a). Fi n all y, i n l at e d e v el o p m e nt, p us h e d b y t h e n as c e nt
S C W,  M T b a n ds a p p e ar e d t o s plit a n d  G F P- S E C 8 l o c aliz ati o n
f oll o w e d t his p att er n ( Fi g. 3 a).

W e v eri fi e d t h es e fi n di n gs usi n g t h e i n vitr o V N D 6-i n d u c e d
m et a x yl e m diff er e nti ati o n s yst e m,  w hi c h e n a bl es t h e i n d u cti o n of
s y n c hr o n o us a n d hi g h-fr e q u e n c y  T E diff er e nti ati o n i n  Ar a bi d o p-
sis s us p e nsi o n c ells ( O d a et al., 2 0 1 0). I n t h e first st a g e, b ef or e or
i m m e di at el y aft er t h e i n d u cti o n of x yl e m diff er e nti ati o n, t h e
E X O 7 0 A 1-t a g R F P e x o c yst s u b u nit a p p e ar e d as P M- ass o ci at e d
f o ci ( Fi g. S 3) a n d di d n ot c o-l o c aliz e  wit h  M Ts. I n l at er st a g es, as
c orti c al  M Ts gr a d u all y st art e d t o or g a niz e i nt o r e g ul ar b u n dl es,
E X O 7 0 A 1-t a g R F P ass e m bl e d at t h e c ell c ort e x, f oll o wi n g t h e
p att er n of c orti c al  M Ts ( Fi g. S 3).

Pr e vi o usl y, it h as b e e n s h o w n t h at e x o c yst l o c aliz ati o n at t h e
P M i n r o ot e pi d er m al c ells is n ot d e p e n d e nt o n  M Ts ( F e n dr y c h

et al., 2 0 1 3).  T o d et er mi n e t h e  M T- d e p e n d e nt e x o c yst l o c aliz a-
ti o n i n  V N D 7-i n d u c e d pr ot o x yl e m  T Es,  w e tr e at e d pl a nts
e x pr essi n g  G F P- S E C 8 a n d  m C h err y- T U A 5  wit h or yz ali n, a n
M T d e p ol y m erizi n g dr u g.  U nli k e i n e pi d er m al c ells, cl e ar
c h a n g es i n t h e e x o c yst l o c aliz ati o n i n  T Es  w er e o bs er v e d aft er a
4 5- mi n tr e at m e nt: f oll o wi n g  M T d e p ol y m eriz ati o n,  G F P- S E C 8-
p ositi v e f o ci b e c a m e a g gr e g at e d, b ut  w er e still pr es e nt at t h e
S C W sit es ( Fi g. 3 b). I n c o ntr ol s e e dli n gs tr e at e d  wit h  D M S O, n o
c h a n g es i n e x o c yst l o c aliz ati o n  w er e o bs er v e d ( Fi g. 3 b). Si mil arl y,
i n x yl e m c ult ur e c ells, or yz ali n tr e at m e nt dis p ers e d c orti c al  M Ts
a n d c a us e d t h e f or m ati o n of E X O 7 0 A 1-t a g R F P a g gr e g at es at
P M aft er 2 0  mi n ( Fi g. S 4 a).  H o w e v er,  w e f o u n d t h at E X O 7 0 A 1-
t a g R F P n eit h er c o-l o c aliz e d  wit h F- a cti n  mi cr o fil a m e nts n or  w as
aff e ct e d b y L at B tr e at m e nt i n x yl e m c ult ur e c ells ( Fi g. S 4 b),
e x cl u di n g a cti n- d e p e n d e nt l o c aliz ati o n/r e cr uit m e nt.

Aft er d o c u m e nt ati o n of t h e  M T- d e p e n d e nt l o c aliz ati o n of
e x o c yst s u b u nits i n  T Es,  w e f oll o w e d t h e d y n a mi cs of i n di vi d u al
G F P- S E C 8 f o ci ass o ci at e d  wit h  M Ts i n pr ot o x yl e m c ells usi n g
s pi n ni n g dis k c o nf o c al  mi cr os c o p y.  W e f o u n d t h at t h es e f o ci ar e
st ati c a n d d o n ot  m o v e al o n g t h e  M Ts ( Fi g. 4 a;  M o vi e S 1). I n
s h ar p c o ntr ast  wit h t h e e x o c yst f o ci i n r o ot e pi d er m al c ells,  w hi c h
e x hi bit e d a  m e di a n lif eti m e of ~ 1 0 s ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 3),
m ost of t h e e x o c yst- p ositi v e f o ci i n  T Es di d n ot v a nis h o v er t h e

( a)

( b)

Fi g. 2 T h e e x o c yst si g n al is pr es e nt at t h e

pl as m a  m e m br a n e ( P M) i n a n a n n ul ar
p att er n b ef or e t h e s e c o n d ar y c ell  w all ( S C W)

is d e p osit e d. ( a) I n t h e e arl y st a g es of x yl e m

i n d u cti o n b y  V N D 7 e x pr essi o n i n Ar a bi d o psis

t h ali a n a, t h e  G F P- S E C 8 si g n al is pr es e nt at
t h e f ut ur e S C W t hi c k e ni n gs, b ef or e a n y S C W

c a n b e d et e ct e d  wit h PI st ai ni n g. ( b) I n l at er

st a g es of x yl e m d e v el o p m e nt, t h e e x o c yst is
l o c ali z e d at t h e S C W t hi c k e ni n gs st ai n e d  wit h

pr o pi di u m i o di d e ( PI). B ars, 1 0 l m.
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c o urs e of ti m e-l a ps e i m a gi n g ( ~ 1 2 0 s).  T his  w as als o s u p p ort e d
b y k y m o gr a p h a n al ysis s h o wi n g t h e e x o c yst d y n a mi cs i n u ni n-
d u c e d a n d  V N D 7-i n d u c e d h y p o c ot yl c ells e x pr essi n g  G F P-
S E C 8.  T h e e x o c yst f o ci  w er e  m or e st a bl e i n diff er e nti ati n g  T Es

t h a n i n e pi d er m al c ells,  w hi c h  w as vis u aliz e d b y l o n g er li n es i n
t h e k y m o gr a p hs ( Fi g. 4 b).

T h es e o bs er v ati o ns cl e arl y s h o w t h at t h e e x o c yst c o m pl e x l o c al-
iz ati o n is c o u pl e d  wit h c orti c al  M Ts i n x yl e m, r at h er t h a n  wit h

( a) ( b)

Fi g. 3 L o c ali z ati o n of t h e e x o c yst is  mi cr ot u b ul e ( M T)- d e p e n d e nt d uri n g  V N D 7-i n d u c e d tr a c h e ar y el e m e nt ( T E) diff er e nti ati o n i n Ar a bi d o psis t h ali a n a . ( a)
Diff er e nt st a g es of T E d e v el o p m e nt ar e s h o w n. I n u ni n d u c e d c ells,  G F P- S E C 8 f o ci a cr oss t h e pl as m a  m e m br a n e ( P M) ar e r a n d o ml y or g a ni z e d a n d d o n ot

c o-l o c ali z e  wit h  m C h err y- T U A 5-l a b el e d  M Ts. I n e arl y st a g es of T E d e v el o p m e nt,  M Ts st art t o b u n dl e a n d c o-l o c ali z e  wit h t h e e x o c yst.  M Ts ar e f ull y

b u n dl e d i n  mi d- d e v el o p m e nt a n d c o-l o c ali z ati o n  wit h t h e e x o c yst si g n al is  m or e pr o n o u n c e d. Fi n all y, i n l at e d e v el o p m e nt,  M T b u n dl es a p p e ar t o s plit a n d

t h e e x o c yst si g n al e x hi bits t h e s a m e p att er n. B ars, 1 0 l m. ( b) L o c ali z ati o n of  G F P- S E C 8 i n pr ot o x yl e m T E b ef or e a n d aft er tr e at m e nt  wit h 1 0 l M or y z ali n.
Aft er 4 5  mi n of tr e at m e nt,  M Ts ar e dis p ers e d a n d t h e e x o c yst si g n al b e c o m es  m or e f o c us e d. I n c o ntr ol e x p eri m e nts, s e e dli n gs  w er e tr e at e d  wit h

di m et h yls ulf o xi d e ( D M S O).  N o c h a n g e i n e x o c yst l o c ali z ati o n  w as o bs er v e d aft er 4 5  mi n. B ars, 1 0 l m.
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t h e a cti n c yt os k el et o n, a n d t h at its l o c aliz ati o n is d y n a mi c all y
arr a n g e d d e p e n di n g o n c orti c al  M Ts d uri n g  T E diff er e nti ati o n.
I n a d diti o n,  w e s h o w t h at, i n  T Es, t h e e x o c yst d y n a mi cs  m a ni-
f est e d b y a l o n g er d w ell ti m e at t h e P M a n d a c o m pl et e l a c k of
l at er al  m e m br a n e  m o v e m e nt ar e disti n ct fr o m t h os e of ot h er c ell
t y p es.

D e v el o pi n g pr ot o x yl e m T Es p arti all y c oll a ps e i n t h e
e x o 8 4 b- 1 m ut a nt as a r es ult of a b err a nt S C W d e p ositi o n

Ar a bi d o psis  T- D N A i ns erti o n al  m ut a nts i n t h e E X O 8 4 b g e n e ar e
st eril e d w arfs  wit h pl ei otr o pi c d ef e cts ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 0).  W e
i ns p e ct e d d e v el o pi n g pr ot o x yl e m v ess els i n t his  m ut a nt aft er
cl e ari n g of  w h ol e r o ots ( M al a m y  &  B e nf e y, 1 9 9 7), a n d f o u n d
t h at, i n all  m ut a nt pl a nts e x a mi n e d (n > 2 0), t h e a ut o fl u or es c e n c e
si g n al of y o u n g pr ot o x yl e m  T E  w as i nt err u pt e d cl os e t o t h e r o ot
ti p a n d t h e i nt err u pt e d  T Es  w er e als o visi bl e i n t h e bri g ht fi el d
( Fi g. 5 a). S u c h  T E c oll a ps es  w er e n e v er o bs er v e d i n  wil d-t y p e si b-
li n gs (n > 2 0) ( Fi g. 5 a). F urt h er,  w e c o m p ar e d t h e t hi c k n ess of
S C W of  T Es of  wil d-t y p e a n d  m ut a nt pl a nts at t h e ultr astr u ct ur al

l e v el usi n g  T E M. I n cr oss-s e cti o ns of h y p o c ot yls of 7- d- ol d  wil d-
t y p e pl a nts,  T Es  w er e arr a n g e d i n a si n gl e r o w of disti n ct c ells
wit h t hi c k S C Ws ( Fi g. 5 b).  H o w e v er, i n e x o 8 4 b- 1 m ut a nt
s e e dli n gs, x yl e m c ells h a d  m u c h t hi n n er c ell  w alls a n d  w er e dif fi-
c ult t o disti n g uis h fr o m t h e s urr o u n di n g c ells ( Fi g. 5 b).  As t h e
o bs er v e d  T E p h e n ot y p e i n e x o 8 4 b- 1 m ut a nts is  m u c h  m or e s e v-
er e t h a n i n e x o 7 0 A 1- 1 ( Li et al., 2 0 1 3),  w e c o m p ar e d t h e l o c aliz a-
ti o n of s e v er al e x o c yst s u b u nits i n t h es e t w o  m ut a nt
b a c k gr o u n ds.  Alt h o u g h S E C 6- G F P,  G F P- S E C 8 a n d S E C 1 0 a-
G F P  w er e c yt o pl as mi c i n t h e pr ot o x yl e m of t h e e x o 8 4 b- 1 m ut a nt
( Fi g. S 5 b), i n di c ati n g a n a bs e n c e of t h e e x o c yst at t h e P M,
S E C 6- G F P,  G F P- S E C 8 a n d E X O 8 4 b- G F P p arti all y r e m ai n e d at
t h e P M b e n e at h t h e sit es of S C W s e cr eti o n i n t h e e x o 7 0 A 1- 2
m ut a nt b a c k gr o u n d ( Fi g. S 5 b).  T h es e fi n di n gs c orr es p o n d t o t h e
s e v erit y of p h e n ot y pi c d ef e cts i n  T E d e v el o p m e nt o bs er v e d i n
e x o 8 4 b- 1 r el ati v e t o e x o 7 0 A 1 m ut a nts.

As at l e ast t w o e x o c yst  m ut a nts s h o w c o m pr o mis e d a u xi n
tr a ns p ort ( Dr d o va et al., 2 0 1 3),  w hi c h c a n l e a d t o diff er e nt s e c-
o n d ar y p h e n ot y pi c d ef e cts,  w e  w a nt e d t o t est  w h et h er t h e c ol-
l a ps e of pr ot o x yl e m v ess els is s ol el y c a us e d b y a l a c k of f u n cti o n al

( a) ( b)

Fi g. 4 T h e e x o c yst f o ci at t h e pl as m a  m e m br a n e ( P M) of tr a c h e ar y el e m e nts ( T Es) ar e st ati c a n d st a bl e. ( a) Ti m e-l a ps e i m a g es of  m C h err y- T U A 5 a n d

G F P- S E C 8 i n d e v el o pi n g tr a c h e ar y el e m e nts ( T Es) i n Ar a bi d o psis t h ali a n a .  G F P- S E C 8 f o ci ar e st ati c a n d d o n ot  m o v e al o n g  mi cr ot u b ul es ( M Ts).  Y ell o w a n d

w hit e arr o w h e a ds i n di c at e t w o i n d e p e n d e nt f o ci. B ar, 2 l m. ( b)  A k y m o gr a p hi c r e pr es e nt ati o n of  G F P- S E C 8 f o ci at t h e P M of e pi d er m al c ells of eti ol at e d

h y p o c ot yls.  A n u ni n d u c e d c ell a n d  V N D 7-i n d u c e d pr ot o x yl e m c ell ar e s h o w n.  H ori z o nt al a n d v erti c al b ars r e pr es e nt 6 0 s a n d 5 l m, r es p e cti v el y.  D E X,
d e x a m et h as o n e.
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e x o c yst c o m pl e x i n t his c ell t y p e.  T o t his e n d,  w e e x pr ess e d
E X O 8 4 b- G F P u n d er t h e c o ntr ol of t h e I R X 3 x yl e m-s p e ci fi c pr o-
m ot er ( Wi g ht m a n  &  T ur n er, 2 0 0 8) i n  wil d-t y p e a n d e x o 8 4 b- 1
pl a nts.  W h e n e x pr ess e d u n d er its n ati v e pr o m ot er, t h e E X O 8 4 b-
G F P si g n al  w as d et e ct e d i n all c ell t y p es of t h e r o ot c e ntr al c yli n-
d er, i n cl u di n g t h e e n d o d er mis ( Fi g. 5 c).  T h e si g n al  w as v er y
pr o mi n e nt at f or mi n g  C as p ari a n stri ps i n e n d o d er m al c ells a n d
a n n ul ar t hi c k e ni n gs i n pr ot o x yl e m v ess els.  O n t h e c o ntr ar y,  w h e n

e x pr ess e d u n d er t h e I R X 3 pr o m ot er, t h e E X O 8 4 b- G F P si g n al
w as r estri ct e d s ol el y t o x yl e m c ells ( Fi g. 5 c), pr o vi n g t h e s p e ci-
fi cit y of t h e I R X 3 pr o m ot er.  T h e o v er all p h e n ot y p e of e x o 8 4 b- 1
s e e dli n gs c arr yi n g t h e pI R X 3 : E X O 8 4 b- G F P c o nstr u ct  w as n ot
o b vi o usl y c h a n g e d c o m p ar e d  wit h t h e e x o 8 4 b- 1 m ut a nt s e e dli n gs
( Fi g. 5 d).  H o w e v er, t h e pr ot o x yl e m v ess el c oll a ps es  w er e f ull y
c o m pl e m e nt e d ( n > 2 0) ( Fi g. 5 a).  T E M a n al ysis c o n fir m e d t h es e
fi n di n gs, as  T Es  w er e cl e arl y visi bl e i n cr oss-s e cti o ns of

( a) ( c)

( d)

( e) (f)

( b)

Fi g. 5 E X O 8 4 b is n e e d e d f or n or m al pr ot o x yl e m d e v el o p m e nt. ( a)  A ut o fl u or es c e n c e of pr ot o x yl e m v ess els i n cl e ar e d r o ots of Ar a bi d o psis t h ali a n a . T h e

p h e n ot y pi c d ef e ct of i nt err u pt e d pr ot o x yl e m v ess els i n t h e e x o 8 4 b- 1 m ut a nt ( arr o w h e a d) is c o m pl et el y r est or e d i n  m ut a nt pl a nts e x pr essi n g E X O 8 4 b- G F P

u n d er t h e I R X 3 pr o m ot er. B ars, 1 0 l m. ( b) Tr a ns missi o n el e ctr o n  mi cr os c o p y cr oss-s e cti o ns of h y p o c ot yls of  wil d-t y p e ( W T), e x o 8 4 b- 1 a n d e x o 8 4 b- 1
m ut a nt pl a nts c arr yi n g t h e pI R X 3 : E X O 8 4 b- G F P c o nstr u ct.  Ast eris ks i n di c at e x yl e m c ells. B ars, 4 l m. ( c)  A c o m p aris o n of t h e l o c ali z ati o n p att er n of

E X O 8 4 b- G F P e x pr ess e d u n d er its n ati v e or I R X 3 pr o m ot er, r es p e cti v el y.  Arr o w h e a ds i n di c at e t h e l o c ali z ati o n of E X O 8 4 b- G F P  w h e n e x pr ess e d u n d er its

n ati v e pr o m ot er at f or mi n g  C as p ari a n stri ps i n e n d o d er m al c ells,  w h er e as t h e E X O 8 4 b- G F P si g n al is r estri ct e d e x cl usi v el y t o s e c o n d ar y c ell  w all ( S C W)
d e p ositi o n sit es i n pr ot o x yl e m  w h e n e x pr ess e d u n d er t h e I R X 3 pr o m ot er. B ars, 1 0 l m. ( d) T h e o v er all a p p e ar a n c e of e x o 8 4 b- 1 m ut a nt pl a nts a n d  m ut a nt

pl a nts c arr yi n g pI R X 3 : E X O 8 4 b- G F P is si mil ar.  N o c o m pl e m e nt ati o n of t h e  m ut a nt p h e n ot y p e is o bs er v a bl e at t h e  w h ol e- pl a nt l e v el. B ar, 1 0  m m. ( e)  A

c o m p aris o n of  V N D 7-i n d u c e d tr a c h e ar y el e m e nts ( T Es) i n  wil d-t y p e a n d e x o 8 4 b- 1 eti ol at e d h y p o c ot yls. B ars, 1 0 l m. (f) T h e t hi c k e ni n g t o s p a ci n g  wi dt h

r ati o is hi g h er i n  wil d-t y p e t h a n i n e x o 8 4 b- 1 T Es. Err or b ars i n di c at e S E M.
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h y p o c ot yls of pl a nts c arr yi n g t h e pI R X 3 : E X O 8 4 b- G F P c o nstr u ct.
Alt h o u g h  T Es  w er e n ot ali g n e d i n a si n gl e r o w, t h e t hi c k n ess of
S C Ws of t h e c o m pl e m e nt e d li n e  w as c o m p ar a bl e  wit h t h at of t h e
wil d-t y p e ( Fi g. 5 b).

Fi n all y,  w e c o m p ar e d  V N D 7-i n d u c e d pr ot o x yl e m  T Es of
wil d-t y p e a n d e x o 8 4 b- 1 m ut a nt pl a nts. I n e x o 8 4 b- 1, t h e a v er a g e
wi dt h of t h e S C W t hi c k e ni n gs  w as gr e at er t h a n t h at of t h e
wil d-t y p e S C W t hi c k e ni n gs, a n d als o t h e s p a ci n g b et w e e n t h e m
( Fi g. 5 e).  As  w e a n al yz e d  T Es diff er e nti at e d fr o m t h e e pi d er m al
c ells of eti ol at e d h y p o c ot yls, it s h o ul d b e t a k e n i nt o a c c o u nt
t h at e pi d er m al c ells of e x o 8 4 b- 1 w er e  m u c h s h ort er t h a n t h os e
of t h e  wil d-t y p e at t h e o ns et of diff er e nti ati o n.  T h er ef or e,  w e
c o m p ar e d r ati os of S C W a n d s p a ci n g  wi dt hs b et w e e n  wil d-t y p e
a n d  m ut a nt  T Es.  T his r ati o  w as  m u c h hi g h er i n  wil d-t y p e
pl a nts, i n di c ati n g alt er e d S C W p att er ni n g i n  T Es of e x o 8 4 b- 1
m ut a nts ( Fi g. 5f).

T a k e n t o g et h er, t h es e d at a i n di c at e t h at t h e f u n cti o n al e x o c yst
c o m pl e x s u b u nit E X O 8 4 b is n e c ess ar y f or n or m al pr ot o x yl e m
d e v el o p m e nt.

L a c k of e x o c yst c o m pl e x l e a ds t o i m p erf e ct l o c ali z ati o n of
s e c o n d ar y  C E S As i n d e v el o pi n g T Es

W e i n v esti g at e d  w h et h er t h e c oll a ps e of pr ot o x yl e m v ess els c o ul d
h a v e b e e n c a us e d b y irr e g ul ar t ar g eti n g of t h e s e c o n d ar y  C E S As,
w hi c h  w o ul d l e a d t o alt er e d c ell ul os e d e p ositi o n i n S C W. I n
a gr e e m e nt  wit h pr e vi o us r e p orts, Y F P- C E S A 7  w as f o u n d i n a s pi-
r al p att er n at t h e sit es of S C W d e p ositi o n ( Wi g ht m a n  &  T ur n er,
2 0 0 8) i n  wil d-t y p e x yl e m a n d c o-l o c aliz e d p erf e ctl y  wit h t h e
S E C 1 0 b- m R F P e x o c yst s u b u nit ( Fi g. S 6 a).  B y c o ntr ast, t h e
stri ctl y p att er n e d l o c aliz ati o n of Y F P- C E S A 7  w as p arti all y dis-
t ur b e d i n t h e e x o 7 0 A 1- 2 a n d, es p e ci all y, e x o 8 4 b- 1 m ut a nt b a c k-
gr o u n d,  w h er e a c o nsi d er a bl e p orti o n of Y F P- C E S A 7  w as f o u n d
o utsi d e t h e sit es of S C W t hi c k e ni n g ( Fi g. 6 a, b).  N ot a bl y, t h e s pi-
r al p att er n of Y F P- C E S A 7 l o c aliz ati o n  w as c o m pl et el y l ost i n c ol-
l a ps e d  T Es of t h e e x o 8 4 b- 1 m ut a nt ( Fi g. 6 a).

N e xt,  w e t est e d  w h et h er t h e c oll a ps e of pr ot o x yl e m v ess els
c a us e d b y t h e disr u pti o n of t h e f u n cti o n al e x o c yst c o m pl e x is a
r es ult of g e n er al  misl o c aliz ati o n of t h e S C W c o m p o n e nts.  T o t his
e n d,  w e a n al yz e d t h e l o c aliz ati o n of L A C C A S E 1 7 ( L A C 1 7) – a n
o xi d ati v e e nz y m e dir e cti n g li g ni fi c ati o n at t h e sit es of S C W d e p o-
siti o n i n pr ot o x yl e m ( S c h u etz et al., 2 0 1 4) i n t h e e x o 7 0 A 1- 2 a n d
e x o 8 4 b- 1 m ut a nts.  Alt h o u g h E X O 8 4 b- G F P a n d L A C 1 7-
m C h err y c o-l o c aliz e i n d e v el o pi n g pr ot o x yl e m ( Fi g. S 6 b), t h e
l o c aliz ati o n of L A C 1 7- m C h err y s e e ms t o b e l ess aff e ct e d i n b ot h
t h e e x o 7 0 A 1- 2 a n d e x o 8 4 b- 1 m ut a nt b a c k gr o u n d ( Fi g. 6 c),  wit h
t h e e x c e pti o n of t h e c oll a ps e d r e gi o ns of  T Es of t h e e x o 8 4 b- 1
m ut a nt,  w h er e L A C 1 7- m C h err y is c o m pl et el y  misl o c aliz e d
( Fi g. 6 c). I n a d diti o n,  w e o bs er v e d t h e e ct o pi c l o c aliz ati o n of
L A C 1 7- m C h err y i n t h e e n d o d er mis at f or mi n g  C as p ari a n stri ps
( Fi g. S 6 c).  B asi c f u c hsi n st ai ni n g of e x o 8 4 b- 1 a n d e x o 7 0 A 1- 2
m ut a nt r o ots c o n fir m e d a si mil ar l e v el of li g ni fi c ati o n i n t h e
wil d-t y p e a n d  m ut a nt  T Es ( Fi g. S 6 d). F urt h er,  w e us e d
p hl or o gl u ci n ol- H Cl st ai ni n g t o ass ess t h e l e v el of li g ni fi c ati o n i n
wil d-t y p e a n d e x o 7 0 A 1- 2 st e m s e cti o ns.  C ell  w alls of i nt erf as ci c u-
l ar fi b ers a n d x yl e m c ells i n t h e e x o 7 0 A 1- 2 m ut a nt  w er e t hi n n er,

b ut e x hi bit e d n or m al r e d c ol or ati o n o n p hl or o gl u ci n ol- H Cl
st ai ni n g ( Fi g. S 6 e).

T a k e n t o g et h er, t h es e d at a s h o w t h at, alt h o u g h S C Ws c a n still
b e f or m e d i n e x o 7 0 A 1- 2 a n d e x o 8 4 b- 1 m ut a nts, t h e f a ct ors
i n v ol v e d i n x yl e m S C W d e p ositi o n ar e s e cr et e d i n a n a b err a nt
m a n n er i n e x o c yst  m ut a nts.

E x o c yst s u b u nits i nt er a ct dir e ctl y  wit h s u b u nit 2 of t h e
c o ns er v e d oli g o m eri c  G ol gi ( C O G) c o m pl e x ( C O G 2)

O d a et al. ( 2 0 1 5) s h o w e d t h at  C O G 2 pr ot ei n r e cr uits
E X O 7 0 A 1- p ositi v e c o m p art m e nts t o c orti c al  M Ts i n x yl e m vi a
i nt er a cti o n  wit h  V E T H 1/ 2 a d a pt or pr ot ei ns, a n d l o c aliz es t o t h e
sit es of S C W d e p ositi o n i n x yl e m.  A n ot h er r e c e nt st u d y i d e nti-
fi e d s u b u nits of e x o c yst a n d  C O G c o m pl e x es i n pr ot e o m e e nri c h-
m e nts of af fi nit y- p uri fi e d  R F P- R A B F 2 b/ A R A 7 ( H e ar d et al.,
2 0 1 5).  As n o dir e ct i nt er a cti o n of  C O G 2  wit h a n y of t h e e x o c yst
s u b u nits h as b e e n o bs er v e d,  w e  w a nt e d t o t est  w h et h er  C O G 2
c a n bri d g e t h e e x o c yst  wit h  V E T H 1/ 2.  W e p erf or m e d t h e
G A L 4- b as e d p air wis e y e ast t w o- h y bri d ass a y.  W h e n us e d as a
b ait,  C O G 2 i nt er a ct e d  wit h E X O 7 0 A 1, S E C 3 a, S E C 1 5 b a n d
S E C 1 0 a ( Fi g. 7 a).  As a pr e y,  C O G 2 s h o w e d i nt er a cti o ns o nl y
wit h S E C 1 5 b.

I n t h e n e xt st e p,  w e c o n fir m e d t h e i nt er a cti o n of S E C 1 0 a a n d
C O G 2,  w hi c h s h o w e d str o n g est i nt er a cti o n i n t h e y e ast t w o-
h y bri d s yst e m, i n pl a nt c ells.  W e g e n er at e d a f usi o n c o nstr u ct of
S E C 1 0 a  wit h  G F P, dri v e n b y t h e 3 5 S pr o m ot er, a n d  C O G 2  wit h
m R F P, dri v e n b y t h e u bi q uiti n pr o m ot er, a n d tr a nsi e ntl y
e x pr ess e d t h e m i n N. be nt h a mi a n a l e a v es.  W h e n e x pr ess e d al o n e
i n l e af e pi d er m al c ells, S E C 1 0 a- G F P s h o w e d t y pi c al e x o c yst
l o c aliz ati o n,  wit h P M- b o u n d a n d c yt o pl as mi c p o ols ( Fi g. 7 b).
H o w e v er,  w h e n c o- e x pr ess e d  wit h  C O G 2- m R F P, S E C 1 0 a- G F P
c o-l o c aliz e d  wit h  C O G 2- m R F P i n  m o bil e i ntr a c ell ul ar or g a n ell es
( Fi g. 7 b).  W e c o n fir m e d t his i nt er a cti o n usi n g F R E T a c c e pt or
p h ot o bl e a c hi n g a n al ysis ( Fi g. 7 c).  T h e  m e a n F R E T ef fi ci e n c y f or
t h e S E C 1 0 a- G F P– C O G 2- m R F P p air  w as 5. 5 7 0. 5 6 %,
w h er e as a n e g ati v e F R E T ef fi ci e n c y of 0. 7 7 0. 9 7 % w as
r e c or d e d i n c o ntr ol e x p eri m e nts  w h er e S E C 1 0 a- G F P  w as c o-
e x pr ess e d  wit h fr e e  m R F P ( Fi g. 7 d).

T h es e fi n di n gs i d e ntif y  C O G 2 as a dir e ct e x o c yst i nt er a ct or
t h at pr o b a bl y p h ysi c all y li n ks t h e e x o c yst t o  M Ts vi a ass o ci at e d
V E T H 1/ 2 pr ot ei ns.

Di s c u s si o n

A n i m p ort a nt r ol e of t h e e x o c yst c o m pl e x i n p ol ariz e d s e cr eti o n
i n pl a nts h as b e e n d e m o nstr at e d i n s e v er al st u di es ( F e n dr y c h
et al., 2 0 1 0;  K uli c h et al., 2 0 1 0; Z ars k y et al., 2 0 1 3).  H er e,  w e
s h o w t h at t w o e x o c yst c or e s u b u nits, S E C 6 a n d S E C 1 0 a, ar e als o
str o n gl y e x pr ess e d i n t h e c e ntr al c yli n d er of r o ots a n d t h e v as c ul a-
t ur e of l e a v es.  As a c o m m o n f e at ur e of c ell t y p es f or mi n g t h e c e n-
tr al c yli n d er, s u c h as  T Es, si e v e t u b e el e m e nts a n d fi b ers, t o g et h er
wit h t h e e n d o d er mis  w hi c h e n cir cl es t h e m, is a pr o mi n e nt S C W
d e p ositi o n, t h e e x o c yst i n v ol v e m e nt is e x p e ct e d, b e c a us e S C W
s y nt h esis r e q uir es i nt e nsi v e t ar g et e d s e cr eti o n of c ell  w all  m at eri al
( T ur n er  & Si e b urt h, 2 0 0 3;  G el d n er, 2 0 1 3;  H e o et al., 2 0 1 4).
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W e s h o w t h at e x o c yst s u b u nits l o c aliz e t o t h e sit es of S C W
d e p ositi o n i n d e v el o pi n g  T Es, as s o o n as t h e s e cr et or y d o m ai ns
ar e est a blis h e d b y  M T r e arr a n g e m e nt a n d  w ell b ef or e S C W is
d e p osit e d.  O d a et al. ( 2 0 1 5) h a v e r e c e ntl y d e m o nstr at e d t h e ass o-
ci ati o n of a si n gl e E X O 7 0 A 1 e x o c yst s u b u nit  wit h c orti c al  M T-

m ar k e d d o m ai ns i n d e v el o pi n g  m et a x yl e m c ells. I n a n ot h er
r e c e nt st u d y,  D er b ys hir e et al. ( 2 0 1 5) d et e ct e d S E C 3 a, S E C 6,
S E C 1 0 a n d S E C 1 5 b e x o c yst s u b u nits i n t h e  T E  M T i nt er a ct o m e.
W e c o n fir m e d a n d e xt e n d e d t h es e fi n di n gs b y s h o wi n g t h at e x o-
c yst s u b u nits c o-l o c aliz e  wit h  M Ts v er y e arl y d uri n g  V N D 6- a n d

( a) ( c)

( b)

( c)

Fi g. 6 E x o c yst is i n v ol v e d i n t h e c orr e ct t ar g eti n g of s e c o n d ar y c ell  w all c o m p o n e nts. ( a) L o c ali z ati o n p att er n of  Y F P- C E S A 7 is c h a n g e d i n e x o 7 0 A 1- 2 a n d

e x o 8 4 b- 1 m ut a nt Ar a bi d o psis t h ali a n a pl a nts. T h e i ns ets s h o w p artl y a n d c o m pl et el y  misl o c ali z e d  Y F P- C E S A 7 i n d e v el o p e d a n d c oll a ps e d tr a c h e ar y

el e m e nts ( T Es) of t h e e x o 8 4 b- 1 m ut a nt, r es p e cti v el y.  Ast eris ks i n di c at e s e c o n d ar y c ell  w all ( S C W) t hi c k e ni n gs. ( b)  R el ati v e i nt e nsit y pl ots of  Y F P- C E S A 7
l o c ali z ati o n a n d S C W t hi c k e ni n gs ( vis u ali z e d b y pr o pi di u m i o di d e ( PI)) i n d e v el o p e d T Es of  wil d-t y p e ( W T) a n d e x o 8 4 b- 1 pl a nts. T h e r e gi o ns us e d f or

a n al ys es ar e b o x e d. ( c) L o c ali z ati o n of L A C 1 7- m C h err y is  m ostl y u n c h a n g e d i n e x o 7 0 A 1- 2 a n d e x o 8 4 b- 1 m ut a nt pl a nts. T h e i ns ets s h o w d et ails of

c orr e ctl y t ar g et e d a n d c o m pl et el y  misl o c ali z e d L A C 1 7- m C h err y i n d e v el o p e d a n d c oll a ps e d T Es of t h e e x o 8 4 b- 1 m ut a nt, r es p e cti v el y. B ars, 5 l m.
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V N D 7-i n d u c e d  T E diff er e nti ati o n.  M or e s p e ci fi c all y,  w e s h o w e d
st ati c  G F P- S E C 8- p ositi v e f o ci ass o ci at e d  wit h c orti c al  M Ts,
w h os e d w ell ti m e at t h e P M is at l e ast ni n e ti m es l o n g er t h a n t h at
i n r o ot e pi d er m al c ells ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 3). It is li k el y t h at
i n di vi d u al e x o c yst f o ci o bs er v e d d uri n g  T E d e v el o p m e nt d o n ot

r e pr es e nt si n gl e e x o c yt oti c e v e nts ( as is p ossi bl y t h e c as e i n
F e n dr y c h et al., 2 0 1 3), b ut ar e r at h er  w ell- est a blis h e d s e cr et or y
d o m ai ns i n  w hi c h s e v er al s u bs e q u e nt e x o c yt oti c e v e nts o c c ur i n
or d er t o a c hi e v e r a pi d c ell  w all bi o g e n esis-r el at e d  m at eri al d e p osi-
ti o n d uri n g S C W d e v el o p m e nt.

( a)

( b)

( c) ( d)

Fi g. 7 C o ns er v e d oli g o m eri c  G ol gi c o m pl e x 2
pr ot ei n ( C O G 2) i nt er a cts  wit h e x o c yst

s u b u nits. ( a)  O n t h e l eft, p ositi v e p air wis e

i nt er a cti o ns of  C O G 2  wit h e x o c yst s u b u nits

E X O 7 0 A 1, S E C 3 a, S E C 1 0 a a n d S E C 1 5 b i n
t h e y e ast t w o- h y bri d s yst e m. T h e str e n gt h of

i nt er a cti o ns is d e m o nstr at e d b y dil uti o n s eri es

(i n di c at e d at t h e t o p).  O n t h e ri g ht, c o ntr ols:

B D- S E C 1 5 b + A D- S E C 1 0 b s er v e d as a
p ositi v e c o ntr ol,  w h er e as B D- S E C 1 5 b, B D-

C O G 2 a n d  A D- C O G 2  wit h t h e a p pr o pri at e

e m pt y v e ct or ( A D or B D) s er v e d as n e g ati v e

c o ntr ols. ( b) Tr a nsi e nt e x pr essi o n of S E C 1 0 a-
G F P a n d  C O G 2- m R F P i n Ni c oti a n a

b e nt h a mi a n a l e a v es.  W h e n e x pr ess e d al o n e,

S E C 1 0 a- G F P is l o c ali z e d t o t h e pl as m a
m e m br a n e ( P M) a n d c yt o pl as m ( u p p er

p a n el),  w h er e as c o- e x pr essi o n  wit h  C O G 2-

m R F P c a us es r el o c ali z ati o n of S E C 1 0 a- G F P

t o i ntr a c ell ul ar or g a n ell es (l o w er p a n el). B ars,
2 0 l m. ( c) Fl u or es c e n c e e n er g y tr a nsf er

( F R E T)  mi cr os c o p y b y a c c e pt or

p h ot o bl e a c hi n g. Fl u or es c e n c e i nt e nsiti es of

S E C 1 0 a- G F P a n d  C O G 2- m R F P b ef or e a n d
aft er a c c e pt or p h ot o bl e a c hi n g. B ars, 5 l m.

( d)  M e a n F R E T ef fi ci e n ci es aft er a c c e pt or

p h ot o bl e a c hi n g  m e as ur e d f or c ells c o-
e x pr essi n g S E C 1 0 a- G F P a n d  C O G 2- m R F P

(r e gi o n of i nt er est ( R OI), n = 3 3) a n d c ells c o-

e x pr essi n g S E C 1 0 a- G F P a n d fr e e  m R F P ( R OI,

n = 2 8).  D at a ar e  m e a ns a n d b ars i n di c at e
S E M.

2 0 1 6  T h e  A ut h ors
Ne w P hyt ol ogist 2 0 1 6  N e w P h yt ol o gist  Tr ust
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U nli k e i n r o ot e pi d er m al c ells ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 3), tr e at-
m e nt  wit h or yz ali n c o n fir m e d t h at t h e c orr e ct e x o c yst l o c aliz ati o n
t o t h e f ut ur e S C W sit e is at l e ast p arti all y d e p e n d e nt o n i nt a ct
c orti c al  M Ts i n  T Es, si mil ar t o  C S Cs i n t h e s a m e c ell t y p e
( G ar di n er et al., 2 0 0 3;  Wi g ht m a n  &  T ur n er, 2 0 0 8;  W at a n a b e
et al., 2 0 1 5). It is i ntri g ui n g t h at t h e e x o c yst a g gr e g at es f or m e d at
t h e P M d o m ai ns b e n e at h S C W t hi c k e ni n gs ar e visi bl e e v e n aft er
a r el ati v el y l o n g or yz ali n tr e at m e nt,  w hi c h i n di c at es t h at t h e P M
s e cr et or y d o m ai ns ar e st a bl e a n d o nl y sl o wl y dis p ers e o n c e t h e y
ar e est a blis h e d i n a n  M T- d e p e n d e nt  m a n n er.

W e h a v e r e v e al e d t h at  C O G 2, a p ut ati v e s u b u nit of t h e  C O G
t et h eri n g c o m pl e x, p h ysi c all y i nt er a cts  wit h s e v er al e x o c yst t et h er-
i n g c o m pl e x s u b u nits a n d li n ks t h e e x o c yst t o  V E T H 1/ 2 ( Fi g. 8).
E x o c yst- p ositi v e c o m p art m e nts o nl y p arti all y o v erl a p  wit h
V E T H 1/ 2 c o m p art m e nts ( O d a et al., 2 0 1 5), a n d t his c o ul d
e x pl ai n  w h y e x o c yst f o ci d o n ot  m o v e al o n g  M Ts. It is pl a usi bl e
t o s p e c ul at e t h at  V E T H/ C O G 2- p ositi v e or g a n ell es  m o v e al o n g
t h e  M Ts u ntil t h e y r e a c h t h e s e cr et or y d o m ai n at t h e P M; t h e y
t h e n ass o ci at e  wit h t h e e x o c yst at t h e P M a n d t ar g et e d s e cr eti o n
t a k es pl a c e i n s u c h a sit e.  Dir e ct i nt er a cti o n of t h e e x o c yst  wit h
y et a n ot h er t et h eri n g c o m pl e x,  T R A PII, h as b e e n d es cri b e d
r e c e ntl y d uri n g c yt o ki n esis i n  Ar a bi d o psis ( R y b a k et al., 2 0 1 4),
a n d s o it is p ossi bl e t h at diff er e nt t et h eri n g c o m pl e x es c o o p er at e
i n c ert ai n  m ulti-l e v el c ell ul ar pr o c ess es.  T h e  w or k of  O d a et al.
( 2 0 1 5) a n d o ur d at a pr es e nt e d h er e s h o w t h at t h e  C O G c o m pl e x
s u b u nits h a v e g ai n e d a d diti o n al f u n cti o ns i n pl a nts, c o m p ar e d
wit h ot h er or g a nis ms ( U n g ar et al., 2 0 0 6),  w hi c h ar e u nr el at e d t o
G ol gi tr af fi c ki n g.  C O G 2 is l o c aliz e d t o t h e s e cr et or y sit es of
S C W d e p ositi o n i n x yl e m c ult ur e c ells ( O d a et al., 2 0 1 5),
w h er e as its h u m a n h o m ol o g is l o c aliz e d t o t h e  G ol gi a p p ar at us i n
C hi n es e h a mst er o v ar y c ells ( P o d os et al., 1 9 9 4).  W h et h er t h e
w h ol e- pl a nt  C O G c o m pl e x g ai ns t his n e w f u n cti o n, or it is o nl y
a f e at ur e of t h e  C O G 2 s u b u nits, r e m ai ns t o b e t est e d.  C O G 2
a n d E X O 7 0 A 1 ar e  wi d el y e x pr ess e d t hr o u g h o ut t h e pl a nt b o d y,
b ut  V E T H 1/ 2 ar e s p e ci fi c all y e x pr ess e d i n x yl e m i n  Ar a bi d o psis

r o ots, a n d t his c o ul d e x pl ai n  w h y t h e ass o ci ati o n of t h e e x o c yst
wit h c orti c al  M Ts is o bs er v e d e x cl usi v el y i n t his c ell t y p e.  T h e
i nt er esti n g s hift i n e x o c yst l o c aliz ati o n a n d d y n a mi cs, dri v e n b y
tiss u e-s p e ci fi c i nt er a ct ors, s u c h as  V E T H pr ot ei ns, d uri n g c ell
diff er e nti ati o n c o ul d r e pr es e nt a  m or e g e n er al  m e c h a nis m u n d er-
l yi n g t h e r ol e of t h e e x o c yst i n t h e  m or p h o g e n esis of diff er e nt c ell
t y p es.  T his  mi g ht o c c ur, f or e x a m pl e, i n s e e d c o at c ells,  w h er e t h e
e x o c yst is ess e nti al f or p e cti n d e p ositi o n i n p o c k ets ar o u n d v ol-
c a n o-s h a p e d c ell  w all t hi c k e ni n gs ( K uli c h et al., 2 0 1 0) – a
d o m ai n t h at is s p ati all y  m ar k e d b y a d e ns e  m es h w or k of  M Ts
( M c F arl a n e et al., 2 0 0 8).

Li et al. ( 2 0 1 3) d es cri b e d irr e g ul ar  T E d e v el o p m e nt i n t h e
e x o 7 0 A 1- 1 m ut a nt, i nt er pr eti n g  m ost of t h e gr o wt h p h e n ot y p es
i n d w ar fis h e x o 7 0 A 1- 1 m ut a nts, i n c o ntr a di cti o n  wit h S y n e k
et al. ( 2 0 0 6), t o b e c a us e d e x cl usi v el y b y t h e d ef e cti v e x yl e m,
a n d c o n cl u d e d t h at E X O 7 0 A 1 is pri m aril y e x pr ess e d i n d e v el o p-
i n g  T Es.  Dr d o va et al. ( 2 0 1 3) s h o w e d t h at p ol ar a u xi n tr a ns p ort
a n d distri b uti o n ar e s e v er el y aff e ct e d i n e x o 7 0 A 1 m ut a nts, a n d
t h at E X O 7 0 A 1 is r e q uir e d f or r e c y cli n g of P M pr ot ei ns, i n cl u d-
i n g PI N a u xi n ef fl u x c arri ers.  As t h e dis c o n n e cti vit y of v as c ul ar
str a n ds is oft e n o bs er v e d  w h e n p ol ar a u xi n tr a ns p ort is p er-
t ur b e d, eit h er b y c h e mi c al i n hi bit ors or  m ut ati o n i n PI N 1
( M attss o n et al., 1 9 9 9), t h e p h e n ot y p e o bs er v e d i n e x o 7 0 A 1 a n d
e x o 8 4 b m ut a nts  mi g ht b e e n h a n c e d i n dir e ctl y b y i m p air e d PI N 1
r e c y cli n g. I n c o m p aris o n  wit h e x o 7 0 A 1,  w e d e m o nstr at e h er e
m u c h str o n g er p h e n ot y pi c c h a n g es i n x yl e m d e v el o p m e nt i n t h e
e x o 8 4 b- 1 m ut a nt.  W e s h o w a t hi n n er S C W a n d i nt err u pti o n of
pr ot o x yl e m  T Es of  m ut a nt pl a nts, a n d c o n fir m b y x yl e m-
s p e ci fi c c o m pl e m e nt ati o n t h at t h es e p h e n ot y pi c d e vi ati o ns ar e
c a us e d s ol el y b y t h e l a c k of f u n cti o n al E X O 8 4 b i n t his c ell t y p e.
T h e diff er e n c es b et w e e n e x o 7 0 A 1 a n d e x o 8 4 b- 1 m ut a nt p h e n o-
t y p es c o ul d b e e x pl ai n e d b y p arti al r e cr uit m e nt of t h e e x o c yst
c o m pl e x t o t h e sit es of S C W d e p ositi o n i n t h e e x o 7 0 A 1- 2 b a c k-
gr o u n d,  w h er e as, i n e x o 8 4 b- 1 T Es,  m ut a nt e x o c yst s u b u nits ar e
l o c aliz e d o nl y i n t h e c yt o pl as m.  M ost i m p ort a ntl y, i n b ot h
e x o 7 0 A 1- 2 a n d e x o 8 4 b- 1 m ut a nt b a c k gr o u n ds, t h e l o c aliz ati o n
of ot h er e x o c yst s u b u nits t o t h e P M ( a n d t h er ef or e als o t o t h e
M T- p att er n e d c orti c al d o m ai ns) is p arti all y or str o n gl y c o m pr o-
mis e d ( Fi g. S 5).  T his c orr es p o n ds  wit h o ur pr e vi o us o bs er v a-
ti o ns f or t h e r hiz o d er mis i n t h e e x o 7 0 A 1 m ut a nt ( F e n dr y c h
et al., 2 0 1 3).  D ef e cti v e l o c aliz ati o n of c or e e x o c yst s u b u nits i n
e x o 7 0 A 1 m u t a nt r o ot e pi der m al c ells ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 3),
i m p air e d r e c y cli n g of PI N pr ot ei ns i n e x o 7 0 A 1 m ut a nt r o ots
( Dr d o va et al., 2 0 1 3) a n d t h e r ol e of E X O 7 0 A 1 i n p e cti n s e cr e-
ti o n d uri n g s e e d c o at f or m ati o n ( K uli c h et al., 2 0 1 0) d e m o n-
str at e t h e  wi d es pr e a d f u n cti o n of E X O 7 0 A 1 i n diff er e nt pl a nt
tiss u es.  Alt h o u g h ot h er E X O 7 0 is of or ms  mi g ht b e a cti v e i n
x yl e m,  w e c o n cl u d e, i n c o ntr ast  wit h t h e x yl e m- e x cl usi v e i nt er-
pr et ati o n of E X O 7 0 A 1 f u n cti o n b y Li et al. ( 2 0 1 3), t h at
E X O 7 0 A 1 is a g e n er al E X O 7 0 is of or m f u n cti o ni n g i n x yl e m
S C W d e p ositi o n, as  w ell as i n  m a n y ot h er e x o c yt osis- d e p e n d e nt
pr o c ess es i n diff er e nt pl a nt tiss u es.

I n y e ast, E x o 7 0 p i nt er a cts dir e ctl y  wit h p h os p h ati d yli n osit ol
4, 5- bis p h os p h at e a n d f u n cti o ns i n c o n c ert  wit h S e c 3 p t o a n c h or
t h e e x o c yst t o t h e P M ( H e et al., 2 0 0 7).  T h e f a ct t h at a pr o p or-
ti o n of t h e e x o c yst s u b u nits t est e d r e m ai n i n a n a n n ul ar/s pir al

Fi g. 8 R ol e of t h e e x o c yst i n s e c o n d ar y c ell  w all ( S C W) d e p ositi o n i n
d e v el o pi n g tr a c h e ar y el e m e nts ( T Es).  C orti c al  mi cr ot u b ul es ( M Ts) d e fi n e

t h e sit es of S C W d e p ositi o n. S e v er al e x o c yst s u b u nits i nt er a ct  wit h t h e

c o ns er v e d oli g o m eri c  G ol gi c o m pl e x 2 pr ot ei n ( C O G 2),  w hi c h f or ms a

c o m pl e x  wit h  V E T H 1 / 2 ass o ci at e d  wit h c orti c al  M Ts.  C o ns e q u e ntl y, t h e
e x o c yst c o m pl e x pr o m ot es t et h eri n g of t h e s e cr et or y v esi cl e at t h e sit es of

S C W d e p ositi o n.
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p att er n i n  T Es of t h e e x o 7 0 A 1- 2 m ut a nt c a n b e e x pl ai n e d b y
dir e ct i nt er a cti o ns of  C O G 2  wit h t h e S E C 3 a, S E C 1 0 a or
S E C 1 5 b s u b u nit, as r e v e al e d i n o ur y e ast t w o- h y bri d ass a y. It is
p ossi bl e t h at t h e ot h er s u b u nits ar e n ot ass o ci at e d  wit h P M i n t h e
m ut a nt b a c k gr o u n d, b ut o nl y  wit h c orti c al  M Ts, a n d c o ul d still
b e vis u aliz e d i n a n a n n ul ar p att er n.  Alt er n ati v el y, a n d v er y pr o b a-
bl y, o n e or  m or e of t h e 2 3 E X O 7 0 is of or ms f u n cti o n r e d u n-
d a ntl y t o E X O 7 0 A 1 i n  T Es.  M or e t h a n 1 0 E X O 7 0 is of or ms ar e
e x pr ess e d i n  T Es b as e d o n c urr e nt tr a ns cri pt o mi c d at a
( G E N E V E S TI G A T O R – Zi m m er m a n n et al., 2 0 0 4; e F P
Br o ws er – Wi nt er et al., 2 0 0 7),  wit h E X O 7 0 D 3 a n d E X O 7 0 F 1
s h o wi n g t h e hi g h est l e v el of e x pr essi o n.

W e d e m o nstr at e t h at t h e e x o c yst  m ut a nts e x o 7 0 A 1- 2 a n d
e x o 8 4 b- 1 d o n ot e x hi bit i m p air e d li g ni fi c ati o n of  T E S C W, a n d
t h at l a c c as es,  w hi c h dir e ct li g ni fi c ati o n i n t his c ell t y p e ( S c h u etz
et al., 2 0 1 4), h a v e  m ostl y n or m al l o c aliz ati o n i n e x o c yst  m ut a nt
b a c k gr o u n ds,  wit h t h e e x c e pti o n of f ull y c oll a psi n g  T E r e gi o ns i n
e x o 8 4 b- 1.  H o w e v er,  w e s h o w t h at s e c o n d ar y  C E S As, r e pr es e nt e d
b y  C E S A 7,  w hi c h ar e r es p o nsi bl e f or c ell ul os e s y nt h esis i n  T Es,
h a v e diff er e nti all y dist ur b e d l o c aliz ati o n i n e x o c yst  m ut a nts –
fr o m o nl y p arti al  misl o c aliz ati o n t o t h e f ull y d el o c aliz e d si g n al,
or e v e n p ossi bl y r el e as e d fr o m t h e P M.  T h es e fi n di n gs ar e i n f ull
a gr e e m e nt  wit h a r e c e nt st u d y, i n  w hi c h t h e a ut h ors d es cri b e d
l ar g e d e vi ati o ns i n x yl e m c ell  w all bi o g e n esis i n Os E X O 7 0 A 1 ri c e
m ut a nt pl a nts – c oll a ps e d v as c ul ar tiss u es a n d irr e g ul ar S C W
d e p ositi o n ( T u et al., 2 0 1 5). It is p ossi bl e t h at  C E S A  misl o c aliz a-
ti o n i n e x o c yst  m ut a nts is a c o ns e q u e n c e of p ert ur b ati o ns i n c ell
w all or P M c o m p ositi o n as a r es ult of t h e l a c k of f u n cti o n al e x o-
c yst c o m pl e x, a n d t h at  C E S As ar e n ot a dir e ct c ar g o f or e x o c yst-
m e di at e d s e cr eti o n.

I n s u m m ar y, o ur d at a s h o w t h at, d e p e n di n g o n t h e c ell t y p e,
t h e r ol e of t h e c yt os k el et o n i n t h e t ar g eti n g a n d s p ati o-t e m p or al
d y n a mi cs of t h e e x o c yst c o m pl e x c a n b e stri ki n gl y diff er e nt. I n
a d diti o n, t h e c ell-s p e ci fi c  m e c h a nis m of e x o c yst s u b u nit r e cr uit-
m e nt vi a t h e s a m e s u b u nit a n d s p e ci fi c a d a pt ors e x p a n ds si g ni fi-
c a ntl y t h e p ot e nti al of s p e ci fi c v esi cl e t ar g eti n g vi a t h e e x o c yst,
w hi c h  w as, u ntil n o w, o nl y i m pli e d b y  m ulti pl e E X O 7 0 is of or ms
i n l a n d pl a nts.  O ur r es ults c all f or f urt h er a n al ys es t o el u ci d at e
t h e  m ol e c ul ar d et ails of t h e e x o c yst c o m pl e x r e cr uit m e nt t o t h e
P M i n  T Es. L astl y, o ur r e p ort i n di c at es p ossi bl e c ar g os f or e x o-
c yst- m e di at e d e x o c yt osis ( es p e ci all y  C E S A c o m pl e x es); h o w e v er,
t h e s e cr eti o n of n u m er o us ot h er c ell  w all c o m p o n e nts a n d  m o di-
f yi n g e nz y m es  will n e e d t o b e t est e d.

A c k n o wl e d g e m e nt s

T his  w or k  w as s u p p ort e d b y t h e  Cz e c h S ci e n c e F o u n d ati o n
( G A C R) 1 5- 1 4 8 8 6 S a n d  Gr a nt  A g e n c y of  C h arl es  U ni v ersit y
( G A U K, pr oj e ct n o. 1 2 3 0 2 1 4) t o  N. V., a n d  M E X T  K A K E N HI
( pr oj e ct n os. 2 6 1 1 3 5 0 5 a n d 1 5 H 0 1 2 4 3), J S P S  K A K E N HI ( pr o-
j e ct n o. 2 5 4 4 0 1 2 8) a n d t h e  Mits u bis hi F o u n d ati o n t o Y. O. P art
of t h e i n c o m e a n d  w or k of  V. Z. a n d  N. V. is s u p p ort e d b y t h e
Mi nistr y of E d u c ati o n Y o ut h a n d S p ort of t h e  Cz e c h  R e p u bli c
( pr oj e ct n o.  N P UI L O 1 4 1 7).  W e t h a n k L a c e y S a m u els a n d J a n
P etr a s e k f or pr o vi di n g t h e pl a nt  m at eri al a n d I v a n  K uli c h f or pr o-
vi di n g a  m o di fi e d p K 7 R W G 2. 0 v e ct or.

A ut h or c o ntri b uti o n s

N. V. d esi g n e d t h e e x p eri m e nts, p erf or m e d or t o o k p art i n  m ost
of t h e m, a n al yz e d t h e d at a a n d  wr ot e t h e  m a n us cri pt. Y. O.
d esi g n e d a n d p erf or m e d t h e e x p eri m e nts  wit h s us p e nsi o n c ells,
ass e m bl e d t h e fi g ur es a n d  wr ot e p arts of t h e  m a n us cri pt. P. P.
cl o n e d  m ost of t h e c o nstr u cts us e d i n t his st u d y a n d  wr ot e p arts
of t h e  m a n us cri pt. L. S. a n al yz e d t h e d at a, ass e m bl e d t h e fi g ur es
a n d  wr ot e p arts of t h e  m a n us cri pt.  T. P. p erf or m e d  G U S a n d
y e ast t w o- h y bri d e x p eri m e nts.  A. R. p erf or m e d pl a nt cr ossi n g a n d
mi cr os c o p y. J. S. d esi g n e d t h e e x p eri m e nts, a n al yz e d t h e d at a a n d
wr ot e p arts of t h e  m a n us cri pt.  M. P. a n al yz e d t h e d at a a n d  wr ot e
p arts of t h e  m a n us cri pt.  V. Z. d esi g n e d t h e r es e ar c h, a n al yz e d t h e
d at a a n d  wr ot e t h e  m a n us cri pt.

R ef er e n c e s

Al assi m o n e J,  N as e er S,  G el d n er  N. 2 0 1 0. A d e v el o p m e nt al fr a m e w or k f or
e n d o d er m al diff er e nti ati o n a n d p ol arit y. Pr ocee di ngs of t he  N ati o n al  Ac a de my of

Scie nces,  U S A 1 0 7 : 5 2 1 4– 5 2 1 9.

Bl o c h  D, Pl es k ot  R, P ej c h ar P, P ot o c k y  M,  Tr p k o s o va P,  C wi kli k L,
V u k a si n o vic  N, St er n b er g  H,  Y al o vs k y S, Z ars k y  V. 2 0 1 6. E x o c yst S E C 3 a n d

p h os p h oi n ositi d es d e fi n e sit es of e x o c yt osis i n p oll e n t u b e i niti ati o n a n d

gr o wt h. Pl a nt P hysi ol ogy 1 7 2 : 9 8 0– 1 0 0 2.

B o y d  C,  H u g h es  T, P y p a ert  M,  N o vi c k P. 2 0 0 4. V esi cl es c arr y  m ost e x o c yst
s u b u nits t o e x o c yti c sit es  m ar k e d b y t h e r e m ai ni n g t w o s u b u nits, S e c 3 p a n d

E x o 7 0 p. J o ur n al of  Cell Bi ol ogy 1 6 7 : 8 8 9– 9 0 1.

Cl o u g h SJ,  B e nt  A F. 1 9 9 8. Fl or al di p: a si m pli fi e d  m et h o d f or

A gr o b a ct eri u m- m e di at e d tr a nsf or m ati o n of Ar a bi d o psis t h ali a n a . Pl a nt
J o ur n al 1 6 : 7 3 5– 7 4 3.

C ol e  R A, S y n e k L,  Z ars k y  V, F o wl er J E. 2 0 0 5. S E C 8, a s u b u nit of t h e p ut ati v e

Ar a bi d o psis e x o c yst c o m pl e x, f a cilit at es p oll e n g er mi n ati o n a n d c o m p etiti v e
p oll e n t u b e gr o wt h. Pl a nt P hysi ol ogy 1 3 8 : 2 0 0 5– 2 0 1 8.

C vr c k o va F,  Gr u nt  M,  B ez v o d a  R,  H al a  M,  K uli c h I,  R a w at  A, Z ars k y V.

2 0 1 2. E v ol uti o n of t h e l a n d pl a nt e x o c yst c o m pl e x es. Fr o ntiers i n Pl a nt

Scie nce 3 : 1 5 9.
D er b ys hir e P,  M e n ar d  D,  Gr e e n P, S a al b a c h  G,  B us c h m a n n  H, Ll o y d  C W,

P es q u et E. 2 0 1 5. Pr ot e o mic a n al ysis of  mi cr ot u b ul e i nt er a cti n g pr ot ei ns o v er

t h e c o urs e of x yl e m tr a c h e ar y el e m e nt f or m ati o n i n  Ar a bi d o psis. Pl a nt  Cell 2 7 :

2 7 0 9 – 2 7 2 6.
Dr d o v a EJ, S y n e k L, P e c e n k o v a T, H al a  M,  K uli c h I, F o wl er J E,  M ur p h y  A,

Z a rs ky  V. 2 0 1 3. T h e e x o c yst c o m pl e x c o ntri b utes t o PI N a u xi n ef fl u x c arri er

r e c y cli n g a n d p ol ar a u xi n tr a ns p ort i n Ar a bi d o psis . Pl a nt J o ur n al 7 3 : 7 0 9– 7 1 9.
F e n dr y c h  M, S y n e k L, P e c e n k o v a  T,  Dr d o v a EJ, S e k er e s J,  D e  R y c k e  R,

N o w a c k  M K, Z ars k y  V. 2 0 1 3. Vis u aliz ati o n of t h e e x o c yst c o m pl e x d y n a mi cs

at t h e pl as m a  m e m br a n e of Ar a bi d o psis t h ali a n a . M olec ul ar Bi ol ogy of t he  Cell

2 4 : 5 1 0– 5 2 0.
F e n dr y c h  M, S y n e k L, P e c e n k o v a  T,  T o u p al o v a  H,  C ol e  R,  Dr d o v a E,

N e b es a r o va J, S e di n o v a M, H al a  M, F o wl er J E et al. 2 0 1 0. T h e Ar a bi d o psis

e x o c yst c o m pl e x is i n v ol v e d i n c yt o ki n esis a n d c ell pl at e  m at ur ati o n. Pl a nt  Cell

2 2 : 3 0 5 3– 3 0 6 5.
F u k u d a  H. 1 9 9 7. Tr a c h e ar y el e m e nt diff er e nti ati o n. Pl a nt  Cell 9 : 1 1 4 7– 1 1 5 6.

G ar di n er J C,  T a yl or  N G,  T ur n er S R. 2 0 0 3. C o ntr ol of c ell ul os e s y nt h as e

c o m pl e x l o c aliz ati o n i n d e v el o pi n g x yl e m. Pl a nt  Cell 1 5 : 1 7 4 0– 1 7 4 8.

G el d n er  N. 2 0 1 3. T h e e n d o d er mis. A n n u al Re vie w of Pl a nt Bi ol ogy 6 4 :
5 3 1 – 5 5 8.

Gr ef e n  C,  D o n al d  N,  H as hi m ot o  K,  K u dl a J, S c h u m a c h er  K,  Bl att  M R. 2 0 1 0.

A u bi q uiti n- 1 0 pr o m ot er- b as e d v e ct or s et f or fl u or es c e nt pr ot ei n t a g gi n g
f a cilit at es t e m p or al st a bilit y a n d n ati v e pr ot ei n distri b uti o n i n tr a nsi e nt a n d

st a bl e e x pr essi o n st u di es. Pl a nt J o ur n al 6 4 : 3 5 5– 3 6 5.

G uti err ez  R, Li n d e b o o m JJ, P ar e d ez  A R, E m o ns  A M C, E hr h ar dt  D W. 2 0 0 9.

Ar a bi d o psi s c orti c al mi cr ot u b ul es p ositi o n c ell ul os e s y nt h as e d eli v er y t o t h e
pl as m a  m e m br a n e a n d i nt er a ct  wit h c ell ul os e s y nt h as e tr af fi c ki n g

c o m p art m e nts. N at ure  Cell Bi ol ogy 1 1 : 7 9 7– 8 0 6.

2 0 1 6  T h e  A ut h ors
Ne w P hyt ol ogist 2 0 1 6  N e w P h yt ol o gist  Tr ust

Ne w P hyt ol ogist ( 2 0 1 7) 2 1 3: 1 0 5 2 – 1 0 6 7

w w w. n e w p h yt ol o gist. c o m

Ne w
P h yt ol o gist R e s e ar c h

1 7 3

1 0 6 5



H al a  M,  C ol e  R, S y n e k L,  Dr d o v a E, P e c e n k o v a  T,  N or d h ei m  A, L a m k e m e y er

T,  M a dl u n g  T,  H o c h h ol di n g er F, F o wl er J E et al. 2 0 0 8. A n e x o c yst c o m pl e x

f u n cti o ns i n pl a nt c ell gr o wt h i n Ar a bi d o psis a n d t o b a c c o. Pl a nt  Cell 2 0 : 1 3 3 0–
1 3 4 5.

H e  B,  G u o  W. 2 0 0 9. T h e e x o c yst c o m pl e x i n p ol ariz e d e x o c yt osis. C urre nt

O pi ni o n i n Pl a nt Bi ol ogy 2 1 : 5 3 7– 5 4 2.
H e  B,  Xi F,  Z h a n g  X,  Z h a n g J,  G u o  W. 2 0 0 7. E x o 7 0 i nt er a cts  wit h

p h os p h oli pi ds a n d  m e di at es t h e t ar g eti n g of t h e e x o c yst t o t h e pl as m a

m e m br a n e. E M B O J o ur n al 2 6 : 4 0 5 3– 4 0 6 5.

H e ar d  W, S kl e n ar J,  T o m e  D F,  R o b atz e k S, J o n es  A M. 2 0 1 5. I d e nti fi c ati o n of
r e g ul at or y a n d c ar g o pr ot ei ns of e n d os o m al a n d s e cr et or y p at h w a ys i n

Ar a bi d o psis t h ali a n a b y pr ot e o mi c diss e cti o n. M olec ul ar  &  Cell ul ar Pr ote o mics

1 4 : 1 7 9 6– 1 8 1 3.

H ei d er  M R,  M u ns o n  M. 2 0 1 2. E x or cisi n g t h e e x o c yst c o m pl e x. Tr af fic 1 3 : 8 9 8–
9 0 7.

H e o J O,  R osz a k P, F ur ut a  K M,  H el ari utt a  Y. 2 0 1 4. P hl o e m d e v el o p m e nt:

c urr e nt k n o wl e d g e a n d f ut ur e p ers p e cti v es. A meric a n J o ur n al of B ot a ny 1 0 1 :

1 3 9 3 – 1 4 0 2.
H e pl er P K,  N e w c o m b E H. 1 9 6 4. Mi cr ot u b ul es a n d fi brils i n t h e c yt o pl as m of

C ole us c ells u n d er g oi n g s e c o n d ar y  w all d e p ositi o n. J o ur n al of  Cell Bi ol ogy 2 0 :

5 2 9 – 5 3 3.
H ertz o g  M,  C h a vri er P. 2 0 1 1. C ell p ol arit y d uri n g  m otil e pr o c ess es: k e e pi n g o n

tr a c k  wit h t h e e x o c yst c o m pl e x. Bi oc he mic al J o ur n al 4 3 3 : 4 0 3– 4 0 9.

H olt  B F,  B o y es  D C, Ell erstr €o m  M, Si ef ers  N,  Wii g  A,  K a uff m a n S,  Gr a nt  M R,

D a n gl J L. 2 0 0 2. A n e v ol uti o n aril y c o ns er v e d  m e di at or of pl a nt dis e as e
r esist a n c e g e n e f u n cti o n is r e q uir e d f or n or m al  Ar a bi d o psis d e v el o p me nt.

De vel o p me nt al  Cell 2 : 8 0 7– 8 1 7.

K ari mi  M, I nz e  D,  D e pi c k er  A. 2 0 0 2. G A T E W A Y T M v e ct ors f or Agr o b acteri u m -

m e di at e d pl a nt tr a nsf or m ati o n. Tre n ds i n Pl a nt Scie nce 7 : 1 9 3– 1 9 5.
K u b o  M,  U d a g a w a  M,  Nis hi k u b o  N,  H ori g uc hi  G,  Y a ma g uc hi  M, It o J,  Mi m ur a

T, F u k u d a  H,  D e m ur a  T. 2 0 0 5. Tr a nscri pti o n s witc hes f or pr ot o x yle m a n d

meta x yle m vess el f or mati o n. Ge nes  &  De velo p me nt 1 9 : 1 8 5 5– 1 8 6 0.
K uli c h I,  C ol e  R,  Dr d o v a E,  C vr c k o v a F, S o u k u p  A, F o wl er J E, Z ars k y  V. 2 0 1 0.

Ar a bi d o psis e x o c yst s u b u nits S E C 8 a n d E X O 7 0 A 1 a n d e x o c yst i nt er a ct or

R O H 1 ar e i n v ol v e d i n t h e l o c aliz e d d e p ositi o n of s e e d c o at p e cti n. Ne w

P hyt ol ogist 1 8 8 : 6 1 5– 6 2 5.
K uli c h I,  V ojt ı k o va  Z,  Gl a n c  M,  Ort m a n n o v a J,  R as m a n n S, Z ars k y  V. 2 0 1 5.

C ell  w all  m at ur ati o n of Ar a bi d o psis tri c h o m es is d e p e n d e nt o n e x o c yst s u b u nit

E X O 7 0 H 4 a n d i n v ol v es c all os e d e p ositi o n. Pl a nt P hysi ol ogy 1 6 8 : 1 2 0– 1 3 1.

L a v y  M,  Bl o c h  D,  H az a k  O,  G ut m a n I, P or at y L, S or e k  N, St er n b er g  H,
Y al o vs k y S. 2 0 0 7. A n o v el  R O P/ R A C eff e ct or li n ks c ell p ol arit y, r o ot- m erist e m

m ai nt e n a n c e, a n d v esi cl e tr af fi c ki n g. C urre nt Bi ol ogy 1 7 : 9 4 7– 9 5 2.

Li S,  C h e n  M,  Y u  D,  R e n S, S u n S, Li u L,  K et el a ar  T, E m o ns  A M C, Li u  C M.
2 0 1 3. E X O 7 0 A 1- m e di at e d v esi cl e tr af fi c ki n g is criti c al f or tr a c h e ar y el e m e nt

d e v el o p m e nt i n  Ar a bi d o psis. Pl a nt  Cell 2 5 : 1 7 7 4– 1 7 8 6.

Li S, v a n  Os  G M,  R e n S,  Y u  D,  K et el a ar  T, E m o ns  A M C, Li u  C M. 2 0 1 0.

E x pr essi o n a n d f u n cti o n al a n al ys es of E X O 7 0 g e n es i n  Ar a bi d o psis i m pli c at e
t h eir r ol es i n r e g ul ati n g c ell t y p e-s p e ci fi c e x o c yt osis. Pl a nt P hysi ol ogy 1 5 4 :

1 8 1 9 – 1 8 3 0.

M al a m y J E,  B e nf e y P N. 1 9 9 7. Or g a niz ati o n a n d c ell diff er e nti ati o n i n l at er al

r o ots of  Ar a bi d o psis t h ali a n a. De vel o p me nt 1 2 4 : 3 3 – 4 4.
M attss o n J, S u n g  Z R,  B erl et h  T. 1 9 9 9. R es p o ns es of pl a nt v as c ul ar s yst e ms t o

a u xi n tr a ns p ort i n hi biti o n. De vel o p me nt 1 2 6 : 2 9 7 9– 2 9 9 1.

M c F arl a n e  H E,  Y o u n g  R E,  W ast e n e ys  G O, S a m u els  A L. 2 0 0 8. C orti c al

mi cr ot u b ul es  m ar k t h e  m u cil a g e s e cr eti o n d o m ai n of t h e pl as m a  m e m br a n e i n
Ar a bi d o psis s e e d c o at c ells. Pl a nt a 2 2 7 : 1 3 6 3 – 1 3 7 5.

M u c h a E,  H o e fl e  C,  H €u c k el h o v e n  R,  B er k e n  A. 2 0 1 0. RI P 3 a n d  At Ki n esi n-

1 3 A – a n o v el i nt er a cti o n li n ki n g  R h o pr ot ei ns of pl a nts t o  mi cr ot u b ul es.
E ur o pe a n J o ur n al of  Cell Bi ol ogy 8 9 : 9 0 6– 9 1 6.

O d a  Y, F u k u d a  H. 2 0 1 3. T h e d y n a mi c i nt er pl a y of pl as m a  m e m br a n e d o m ai ns

a n d c orti c al  mi cr ot u b ul es i n s e c o n d ar y c ell  w all p att er ni n g. Fr o ntiers i n Pl a nt

Scie nce 4 : 5 1 1.
O d a  Y, Ii d a  Y,  K o n d o  Y, F u k u d a  H. 2 0 1 0. W o o d c ell- w all str u ct ur e r e q uir es

l o c al 2 D- mi cr ot u b ul e dis ass e m bl y b y a n o v el pl as m a  m e m br a n e- a nc h or e d

pr ot ei n. C urre nt Bi ol ogy 2 0 : 1 1 9 7– 1 2 0 2.

O d a  Y, Ii d a  Y,  N a g as hi m a  Y, S u gi y a m a  Y, F u k u d a  H. 2 0 1 5. N o v el c oil e d- c oil
pr ot ei ns r e g ul at e e x o c yst ass o ci ati o n  wit h c orti c al  mi cr ot u b ul es i n x yl e m c ells

vi a t h e c o ns er v e d oli g o m eri c  G ol gi- c o m pl e x 2 pr ot ei n. Pl a nt a n d  Cell P hysi ol ogy

5 6 : 2 7 7– 2 8 6.

O d a  Y,  Mi m ur a  T,  H as ez a w a S. 2 0 0 5. R e g ul ati o n of s e c o n d ar y c ell  w all
d e v el o p m e nt b y c orti c al  mi cr ot u b ul es d uri n g tr a c h e ar y el e m e nt diff er e nti ati o n

i n  Ar a bi d o psis c ell s us p e nsi o ns. Pl a nt P hysi ol ogy 1 3 7 : 1 0 2 7– 1 0 3 6.

P ar e d ez  A R, S o m er vill e  C R, E hr h ar dt  D W. 2 0 0 6. Vis u aliz ati o n of c ell ul os e
s y nt h as e d e m o nstr ates f u n cti o n al ass o ci ati o n  wit h  mi cr ot u b ul es. Scie nce 3 1 2 :

1 4 9 1 – 1 4 9 5.

P es q u et E,  K or ol e v  A V,  C al d er  G, Ll o y d  C W. 2 0 1 0. T h e  mi cr ot u b ul e- ass o ci at e d

pr ot ei n  At M A P 7 0- 5 r e g ul at es s e c o n d ar y  w all p att er ni n g i n  Ar a bi d o psis  w o o d
c ells. C urre nt Bi ol ogy 2 0 : 7 4 4– 7 4 9.

Pl es k ot  R,  C wi kli k L, J u n g wirt h P, Z ars k y  V, P ot o c k y  M. 2 0 1 5. M e m br a n e

t ar g eti n g of t h e y e ast e x o c yst c o m pl e x. Bi oc hi mic a et Bi o p hysic a  Act a 7 : 1 4 8 1–

1 4 8 9.
P o d os S D,  R e d d y P,  As h k e n as J,  Kri e g er  M. 1 9 9 4. L D L C e n c o d es a br ef el di n  A-

s e nsiti v e, p eri p h er al  G ol gi pr ot ei n r e q uir e d f or n or m al  G ol gi f u n cti o n. J o ur n al

of  Cell Bi ol ogy 1 2 7 : 6 7 9– 6 9 1.

R u zic k a  K,  Urs a c h e  R,  H ej a t k o J,  H el ari utt a  Y. 2 0 1 5. X yl e m d e v el o p m e nt –
fr o m t h e cr a dl e t o t h e gr a v e. Ne w P hyt ol ogist 2 0 7 : 5 1 9– 5 3 5.

R y b a k  K, St ei n er  A, S y n e k L,  Kl a e g er S,  K uli c h I, F a c h er E,  W a n n er  G,  K ust er

B,  Z ars k y  V, P erss o n S et al. 2 0 1 4. Pl a nt c yt o ki n esis is or c h estr ate d b y t h e
s e q u e nti al a cti o n of t h e  T R A P PII a n d E x o c yst t et h eri n g c o m pl e x es.

De vel o p me nt al  Cell 2 9 : 6 0 7– 6 2 0.

S c h u etz  M,  B e ns k e  A, S mit h  R A,  W at a n a b e  Y,  T o bi m ats u  Y,  R al p h J,  D e m ur a

T, Ellis  B, S a m u els  A L. 2 0 1 4. L a c c as es dir e ct li g ni fi c ati o n i n t h e dis cr et e
s e c o n d ar y c ell  w all d o m ai ns of pr ot o x yl e m. Pl a nt P hysi ol ogy 1 6 6 : 7 9 8– 8 0 7.

S y n e k L, S c hl a g er  N, Eli a s  M,  Q u e nti n  M,  H a us er  M T, Z ars k y  V. 2 0 0 6.

At E X O 7 0 A 1, a  m e m b er of a f a mil y of p ut ati v e e x o c yst s u b u nits s p e ci fi c all y

e x p a n d e d i n l a n d pl a nts, is i m p ort a nt f or p ol ar gr o wt h a n d pl a nt d e v el o p m e nt.
Pl a nt J o ur n al 4 8 : 5 4– 7 2.

S y n e k L, S e k er e s J, Z ars k y  V. 2 0 1 4. T h e e x o c yst at t h e i nt erf a c e b et w e e n

c yt os k el et o n a n d  m e m br a n es i n e u k ar y oti c c ells. Fr o ntiers i n Pl a nt Scie nce 4 :
5 4 3.

T u  B,  H u L,  C h e n  W, Li  T,  H u  B,  Z h e n g L, L v  Z,  Y o u S,  W a n g  Y,  M a  B et al.

2 0 1 5. Disr u pti o n of  Os E X O 7 0 A 1 c a us es irr e g ul ar v as c ul ar b u n dl es a n d

p ert ur bs  mi n er al n utri e nt assi mil ati o n i n ri c e. Scie nti fic Re p orts 5 : 1 8 6 0 9.
T ur n er S R, Si e b urt h L E. 2 0 0 3. V as c ul ar p att er ni n g. T he  Ar a bi d o psis  B o o k/

A meric a n S ociety of Pl a nt Bi ol ogists 2 : e 0 0 7 3.

U n g ar  D,  O k a  T,  Kri e g er  M,  H u g hs o n F M. 2 0 0 6. R etr o gr a de tr a ns p ort o n t h e

C O G r ail w a y. Tre n ds i n  Cell Bi ol ogy 1 6 : 1 1 3– 1 2 0.
V u k a si n o vic  N,  C vr c k o v a F, Eli a s  M,  C ol e  R, F o wl er J E, Z ars k y  V, S y n e k L.

2 0 1 4. Diss e cti n g a hi d d e n g e n e d u pli c ati o n: t h e Ar a bi d o ps is t h ali a n a S E C 1 0

l o c us. P L o S  O N E 9 : e 9 4 0 7 7.
W at a n a b e  Y,  M e e nts  MJ,  M c D o n n ell L M,  B ar k will S, S a m p at h k u m ar  A,

C art wri g ht  H N,  D e m ur a  T, E hr h ar dt  D W, S a m u els  A L,  M a ns fi el d S D.

2 0 1 5. Vis u aliz ati o n of c ell ul os e s y nt h as es i n  Ar a bi d o psis s e c o n d ar y c ell  w alls.

Scie nce 3 5 0 : 1 9 8– 2 0 3.
Wi g ht m a n  R,  M ars h all  R,  T ur n er S R. 2 0 0 9. A c ell ul os e s y nt h as e- c o nt ai ni n g

c o m p art m e nt  m o v es r a pi dl y b e n e at h sit es of s e c o n d ar y  w all s y nt h esis. Pl a nt a n d

Cell P hysi ol ogy 5 0 : 5 8 4– 5 9 4.

Wi g ht m a n  R,  T ur n er S R. 2 0 0 8. T h e r ol es of t h e c yt os k el et o n d uri n g c ell ul os e
d e p ositi o n at t h e s e c o n d ar y c ell  w all. Pl a nt J o ur n al 5 4 : 7 9 4– 8 0 5.

Wi nt er  D,  Vi n e g ar  B,  N a h al  H,  A m m ar  R,  Wils o n  G V, Pr o v art  NJ. 2 0 0 7. A n

“ El e ctr o ni c Fl u or es c e nt Pi ct o gr a p h ” br o ws er f or e x pl ori n g a n d a n al yzi n g l ar g e-

s c al e bi ol o gi c al d at a s ets. P L o S  O N E 2 : e 7 1 8.
W u  H,  R ossi  G,  Br e n n w al d P. 2 0 0 8. T h e g h ost i n t h e  m a c hi n e: s m all  G T P as es

as s p ati al r e g ul at ors of e x o c yt osis. Tre n ds i n  Cell Bi ol ogy 1 8 : 3 9 7– 4 0 4.

Y a m a g u c hi  M,  G o u e  N, I g ar as hi  H,  O ht a ni  M,  N a k a n o  Y,  M orti m er J C,
Nis hi k u b o  N,  K u b o  M,  K at a y a m a  Y,  K a k e g a w a  K et al. 2 0 1 0. V A S C U L A R-

R E L A T E D  N A C- D O M AI N 6 a n d  V A S C U L A R- R E L A T E D  N A C-

D O M AI N 7 eff e cti v el y i n d u c e tr a ns diff er e nti ati o n i nt o x yl e m v ess el el e m e nts

u n d er c o ntr ol of a n i n d u cti o n s yst e m. Pl a nt P hysi ol ogy 1 5 3 : 9 0 6– 9 1 4.
Z ars k y  V,  C vr c k o va F, P ot o c k y M, H al a  M. 2 0 0 9. E x o c yt osis a n d c ell p ol arit y i n

pl a nts – e x o c yst a n d r e c y cli n g d o m ai ns. Ne w P hyt ol ogist 1 8 3 : 2 5 5– 2 7 2.

Z ars k y  V,  K uli c h I, F e n dr yc h  M, P e c e n k o v a  T. 2 0 1 3. E x o c yst c o m pl e x es

m ulti pl e f u n cti o ns i n pl a nt c ells s e cr et or y p at h w a ys. C urre nt  O pi ni o n i n Pl a nt
Bi ol ogy 1 6 : 7 2 6– 7 3 3.

Ne w P hyt ol ogist ( 2 0 1 7) 2 1 3: 1 0 5 2 – 1 0 6 7 2 0 1 6 T h e  A ut h ors
Ne w P hyt ol ogist 2 0 1 6 N e w P h yt ol o gist  Tr ustw w w. n e w p h yt ol o gist. c o m

R e s e ar c h

Ne w
P h yt ol o gist

1 7 4

1 0 6 6



Z h a o  Q,  N a k as hi m a J,  C h e n F,  Yi n  Y, F u  C,  Y u n J, S h a o  H,  W a n g  X,  W a n g  Z,

Di x o n  R A. 2 0 1 3. L a c c as e is n e c ess ar y a n d n o nr e d u n d a nt  wit h p er o xi d as e f or

li g ni n p ol y m eriz ati o n d uri n g v as c ul ar d e v el o p m e nt i n  Ar a bi d o psis. Pl a nt  Cell
2 5 : 3 9 7 6– 3 9 8 7.

Zi m m er m a n n P,  Hirs c h- H off m a n n  M,  H e n ni g L,  Gr uiss e m  W. 2 0 0 4.

G E N E V E S TI G A T O R. Ar a bi d o psis mi cr o arr a y d at a b as e a n d a n al ysis t o ol b o x.
Pl a nt P hysi ol ogy 1 3 6 : 2 6 2 1– 2 6 3 2.

S u p p orti n g I nf or m ati o n

A d diti o n al S u p p orti n g I nf or m ati o n  m a y b e f o u n d o nli n e i n t h e
S u p p orti n g I nf or m ati o n t a b f or t his arti cl e:

Fi g. S 1 b - Gl u c ur o ni d as e ( G U S) a n al ysis of S E C 6 a n d S E C 1 0 a
pr o m ot ers.

Fi g. S 2 A p p e ar a n c e of a ut o fl u or es c e n c e, e x o c yst a n d pr o pi di u m
i o di d e ( PI) si g n al i n d e v el o pi n g pr ot o x yl e m of r o ot a n d e x o c yst
l o c aliz ati o n i n  V N D 7-i n d u c e d tr a c h e ar y el e m e nts ( T Es).

Fi g. S 3 E X O 7 0 A 1 f oll o ws t h e b e h a vi or of c orti c al  mi cr ot u b ul es
( M Ts) i n c ult ur e d  Ar a bi d o psis x yl e m c ells.

Fi g. S 4 E x o c yst l o c aliz ati o n is d e p e n d e nt o n t h e  mi cr ot u b ul e
( M T) a n d n ot a cti n c yt os k el et o n.

Fi g. S 5 L o c aliz ati o n of e x o c yst s u b u nits i n tr a c h e ar y el e m e nts
( T Es) of e x o 8 4 b- 1 a n d e x o 7 0 A 1- 2 m ut a nt pl a nts.

Fi g. S 6 C o-l o c aliz ati o n of  C E S A 7 a n d L A C 1 7  wit h e x o c yst s u b-
u nits, e ct o pi c e x pr essi o n of L A C 1 7- m C h err y i n e x o 8 4 b- 1 m ut a nt
a n d li g ni n st ai ni n g i n e x o c yst  m ut a nts.

T a bl e S 1 Pri m er s e q u e n c es us e d i n t his st u d y

M o vi e S 1 G F P- S E C 8 f o ci at t h e pl as m a  m e m br a n e ( P M) ar e
st ati c a n d d o n ot  m o v e al o n g  mi cr ot u b ul es ( M Ts).

Pl e as e n ot e:  Wil e y  Bl a c k w ell ar e n ot r es p o nsi bl e f or t h e c o nt e nt
or f u n cti o n alit y of a n y S u p p orti n g I nf or m ati o n s u p pli e d b y t h e
a ut h ors.  A n y q u eri es ( ot h er t h a n  missi n g  m at eri al) s h o ul d b e
dir e ct e d t o t h e Ne w P hyt ol ogist C e ntr al  Of fi c e.

N e w P h yt ol o gist  i s a n el e ctr o ni c ( o nli n e- o nl y) j o ur n al o w n e d b y t h e N e w P h yt ol o gi st Tr u st, a n ot-f or- pr o fit or g a ni z ati o n  d e di c at e d
t o t h e pr o m oti o n of pl a nt s ci e n c e, f a cilit ati n g pr oj e ct s fr o m s y m p o si a t o fr e e a c c e s s f or o ur T a n sl e y r e vi e w s. 

R e g ul ar p a p er s, L ett er s, R e s e ar c h r e vi e w s, R a pi d r e p ort s a n d b ot h M o d elli n g/ T h e or y a n d M et h o d s p a p er s ar e e n c o ur a g e d. 
W e ar e c o m mitt e d t o r a pi d pr o c e s si n g, fr o m o nli n e s u b mi s si o n t hr o u g h t o p u bli c ati o n ‘ a s r e a d y’ vi a E arl y Vi e w  – o ur a v er a g e ti m e
t o d e ci si o n i s < 2 8 d a y s. T h er e ar e n o p a g e or c ol o ur c h ar g e s  a n d a P D F v er si o n will b e pr o vi d e d f or e a c h arti cl e. 

T h e j o ur n al i s a v ail a bl e o nli n e at Wil e y O nli n e Li br ar y. Vi sit w w w. n e w p h yt ol o gi st. c o m  t o s e ar c h t h e arti cl e s a n d r e gi st er f or t a bl e
of c o nt e nt s e m ail al ert s.

If y o u h a v e a n y q u e sti o n s, d o g et i n t o u c h wit h C e ntr al O ffi c e ( n p- c e ntr al o ffi c e @l a n c a st er. a c. u k) or, if it i s m or e c o n v e ni e nt,
o ur U S A O ffi c e ( n p- u s a o ffi c e @l a n c a st er. a c. u k)

F or s u b mi s si o n i n str u cti o n s, s u b s cri pti o n a n d all t h e l at e st i nf or m ati o n vi sit  w w w. n e w p h yt ol o gi st. c o m

2 0 1 6  T h e  A ut h ors
Ne w P hyt ol ogist 2 0 1 6  N e w P h yt ol o gist  Tr ust

Ne w P hyt ol ogist ( 2 0 1 7) 2 1 3: 1 0 5 2 – 1 0 6 7

w w w. n e w p h yt ol o gist. c o m

Ne w
P h yt ol o gist R e s e ar c h

1 7 5

1 0 6 7



E X O 7 0 B 2 c o nt ai ni n g e x o c y st c o m pl e x m e di at e s f u n g al n o n- h o st p e n etr ati o n             

r e si st a n c e i n Ar a bi d o p si s 

Jit k a Ort m a n n o v á 1, 2 , T a m ar a P e č e n k o v á1, 2 , J ur aj S e k er e š1, 2 , I v a n K uli c h2 , Vi kt or              

Ž ár s k ý 1, 2*  

 

1 L a b or at or y of C ell Bi ol o g y, I n stit ut e of E x p eri m e nt al B ot a n y, A c a d e m y of S ci e n c e s of                    

t h e C z e c h R e p u bli c, R o z v oj o v a 2 6 3, 1 6 5 0 2, Pr a g u e 6, C z e c h R e p u bli c  

2 L a b or at or y of C ell M or p h o g e n e si s, D e p art m e nt of E x p eri m e nt al Pl a nt Bi ol o g y, C h arl e s                

U ni v er sit y i n Pr a g u e, F a c ult y of S ci e n c e, 1 2 8 4 4 Vi ni c n a 5, Pr a g u e 2, C z e c h R e p u bli c  

 

* C orr e s p o n d e n c e: Vi kt or Ž ár s k ý ( z ar s k y @ u e b. c a s. c z) 

L a b or at or y of C ell Bi ol o g y, I n stit ut e of E x p eri m e nt al B ot a n y, A c a d e m y of S ci e n c e,                 

C z e c h R e p u bli c, R o z v oj o v a 2 6 3, 1 6 5 0 2, Pr a h a 6, C z e c h R e p u bli c, + 4 2 0 2 2 5 1 0 6 4 5 9  

 

R u n ni n g titl e:  E x o c y st c o m pl e x m e di at e s f u n g al n o n- h o st r e si st a n c e i n Ar a bi d o p si s  

 

A b str a ct / 2 0 0 

E x o c yt o si s i s o n e of t h e b a s al m e c h a ni s m s m ai nt ai ni n g p e n etr ati o n r e si st a n c e t o a                

br o a d s p e ctr u m of n o n- a d a pt e d p at h o g e n s, s u c h a s bi otr o p hi c f u n gi. I n d ef e n s e, pl a nt                  

c ell s b uil d c ell w all r ei nf or ci n g p a pill a e a n d e n c a s e m e nt s i n or d er t o st o p f u n g al gr o wt h.                       

I n Ar a bi d o p si s, s y nt a xi n of pl a nt s S Y P 1 2 1/ P E N 1, m e m b er of S N A R E c o m pl e x at t h e                 

pl a s m a m e m br a n e, i s e s s e nti al f or t h e pr o p er p a pill a e f or m ati o n i n ti m e. B ot h S N A R E                    

a n d e x o c y st c o m pl e x e s or c h e str at e s e cr eti o n, h o w e v er, t h eir c o o p er ati o n i s p o orl y               

u n d er st o o d. H er e, w e r e p ort a dir e ct a s s o ci ati o n b et w e e n e x o c y st a n d S N A R E                   

c o m pl e x e s i n p e n etr ati o n r e si st a n c e. W e o b s er v e d di mi ni s h e d p e n etr ati o n r e si st a n c e i n              

s e v er al Ar a bi d o p si s m ut a nt li n e s of e x o c y st s u b u nit s u p o n t h e i nf e cti o n wit h                   

n o n- a d a pt e d f u n g al p at h o g e n s Bl u m eri a gr a mi ni s f. s p. h or d ei ( B g h) . W e s h o w e d                  

i nt er a cti o n b et w e e n e x o c y st s u b u nit s a n d S Y P 1 2 1 i n pl a nt i m m u nit y. W e pr o vi d e                    

e vi d e n c e t h at S Y P 1 2 1 a n d E X O 7 0 B 2 s u b u nit of e x o c y st o c c ur at t h e m e m br a n e d o m ai n                      

1 7 6
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of p a pill a. I n e x o 7 0 B 2/ s y p 1 2 1 d o u bl e m ut a nt s w e i d e ntifi e d a d diti v e p h e n ot y p e i n pl a nt                   

s e n siti vit y, c o nfir mi n g e x o c y st a n d S N A R E c o o p er at e i n n o n- h o st r e si st a n c e. C o n si st e nt                  

wit h t h e i m p ort a n c e of s e cr et or y p at h w a y f or t h e p e n etr ati o n r e si st a n c e, w e pr o v e d t h e                 

s u b st a nti al r ol e of t h e e x o c y st c o m pl e x h a n d b y h a n d wit h S N A R E c o m pl e x i n p a pill a e                       

a n d e n c a s e m e nt s f or m ati o n. 

 

K e y w or d s: e x o c y st, e n c a s e m e nt, p a pill a, p e n etr ati o n r e si st a n c e, pl a nt i m m u nit y,           

S N A R E, S Y P 1 2 1 

 

I ntr o d u cti o n / 8 0 0 0 ( e x cl u di n g t h e titl e p a g e, r ef er e n c e s, fi g ur e l e g e n d s, a n d t a ble s)  

I n a str u g gl e b et w e e n a f u n g u s a n d a pl a nt, pl a nt s urf a c e i s t h e pl a c e w h er e t h e                         

b attl e st art s. I n t h e m o m e nt of d et e cti o n of a p at h o g e n/ d a m a g e a s s o ci at e d m ol e c ul ar                 

p att er n s ( P A M P s/ D A M P s) a n d pr e s s ur e, w hi c h a f u n g al p at h o g e n e x ert s o n t h e c ell                   

s urf a c e, pl a nt c ell s st art t o r e a ct a n d r e- p ol ari z e t h eir s e cr et or y p at h w a y s t o t h at p oi nt                         

a s a o n e of n o n- h o st r e si st a n c e m e c h a ni s m s ( S c h m el z er, 2 0 0 2 a; L e e et al., 2 0 1 7).                   

T hr o u g h t h e m a s si v e s e cr eti o n, pl a nt c ell s f or m f o c al c ell w all r ei nf or c e m e nt s c all e d                     

p a pill a e ( B e st wi c k et al., 1 9 9 5). T h e p a pill a e ar e c o m p o s e d of a mi xt ur e of t h e c ell w all                       

a n d a nti mi cr o bi al c o m p o n e nt s, s u c h a s c all o s e ( b et a- 1, 3- gl u c a n), p e cti n s, li g ni n s,             

r e a cti v e o x y g e n s p e ci e s ( R O S), p h yt o al e xi n s a n d t hi o ni n s ( S c h m el z er, 2 0 0 2 b).               

Alt h o u g h all t h e c o m p o n e nt s h a v e str u ct ur al a n d a nti mi cr o bi al f u n cti o n s, b a s e d o n                 

r e c e nt o b s er v ati o n s t h e li miti n g st e p s f or f or m ati o n of s u c c e s sf ul p a pill a e i s t h eir                   

d e p o siti o n i n pr o p er ti m e a n d s uffi ci e nt c o n c e ntr ati o n ( A s s a a d et al., 2 0 0 4 a; Ni el s e n et                    

al., 2 0 1 2 a; Elli n g er et al., 2 0 1 4; C h o w d h ur y et al., 2 0 1 4 a) . T h u s r e cr uit m e nt of a d e q u at e                    

c ar g o e s a n d pr ot ei n s r e s p o n si bl e f or effi ci e nt v e si c ul ar f u si o n i s e s s e nti al f or s u c c e s sf ul                   

n o n- h o st p e n etr ati o n d ef e n c e. D e s pit e t h e s urf a c e b arri er s, s o m e f u n g al h y p h a e m a y                   

p e n etr at e pl a nt c ell s, cr e ati n g f e e di n g str u ct ur e s c all e d h a u st ori a, w hi c h ar e s urr o u n d e d                   

b y s p e ci ali z e d e xtr a h a u st ori al m e m br a n e ( E H M; Mi c ali et al. , 2 0 1 1). I n r et ur n, pl a nt c ell                   

m a y s e q u e str at e t h e h a u st ori u m b y s e cr eti o n of a n e n c a s e m e nt, t h e d ef e n si v e str u ct ur e                

m a d e of si mil ar c o m p o n e nt s a s t h e p a pill a ( H e at h a n d H e at h, 1 9 7 1; Z e y e n et al., 2 0 0 2).  
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T h e n o n- h o st r e si st a n c e r e m ai n s s uffi ci e nt a g ai n st e v ol uti o n ar y n o n- a d a pt e d             

f u n gi t o Ar a bi d o p si s t h ali a n a h o st (f urt h er Ar a bi d o p si s ) s u c h a s Er y si p h e pi si ( E p) or                  

Bl u m eri a gr a mi ni s f. s p. h or d ei (B g h ) (( V o g el a n d S o m er vill e, 2 0 0 0 a; C o n s o n ni et al.,                   

2 0 0 6; Li p k a et al., 2 0 0 8) . I n Ar a bi d o p si s P E N E T R A TI O N 1 (P E N 1/ S Y P 1 2 1 ) h a v e b e e n               

d e s cri b e d a s cr u ci al f or n o n- h o st r e si st a n c e a g ai n st bi otr o p hi c f u n gi ( C olli n s et al.,                   

2 0 0 3 a; Li p k a et al., 2 0 0 5; St ei n et al., 2 0 0 6) . S Y P 1 2 1 b el o n g s t o f a mil y of pl a s m a                       

m e m br a n e Q a- S ol u bl e N- et h yl m al ei mi d e- s e n siti v e f a ct or Att a c h m e nt pr ot ei n R E c e pt or s             

S N A R E s. I n v e si cl e f u si o n S Y P 1 2 1 f or m s t er n ar y S N A R E c o m pl e x wit h c yt o pl a s mi c                   

Q b c- S N A R E S N A P 3 3 ( s ol u bl e N- et h yl m al ei mi d e- s e n siti v e f a ct or a d a pt or pr ot ei n 3 3)              

a n d v e si cl e m e m br a n e b o u n d R- S N A R E V A M P 7 2 1/ 7 2 2 ( v e si cl e- a s s o ci at e d m e m br a n e             

pr ot ei n 7 2 1/ 7 2 2; K w o n et al. , 2 0 0 8). T hi s c o m pl e x pr o m ot e s e x o c yt o si s of s e cr et or y                    

v e si cl e s c arr yi n g s o f ar u n k n o w n d ef e n c e-r el at e d c ar g o t o pl a nt c ell/f u n g u s c o nt a ct sit e s                   

a n d m e di at e s p a pill a e f or m ati o n ( A s s a a d et al., 2 0 0 4 b; K w o n et al., 2 0 0 8; M e y er et al.,                       

2 0 0 9) . B e si d e s G F P- S Y P 1 2 1 l o c ali s ati o n t o p a pill a e a n d e n c a s e m e nt s, it al s o              

a s s o ci at e s wit h e x o s o m e s i n t h e e xtr a c ell ul ar m atri x, t h e p ar a m ur al s p a c e, of t h o s e                  

str u ct ur e s ( Ni el s e n et al., 2 0 1 2 a; R utt er a n d I n n e s, 2 0 1 7). H o w e v er, n o f u n cti o n al                     

i m p a ct of e xtr a c ell ul ar S Y P 1 2 1 o n p a pill a or e n c a s e m e nt f u n cti o n h a s b e e n s h o w n                  

( Ni el s e n a n d T h or d al- C hri st e n s e n, 2 0 1 2; Ni el s e n a n d T h or d al- C hri st e n s e n, 2 0 1 3).             

T h u s, t h e a ct u al r ol e of S Y P 1 2 1 t a k e s pl a c e p o s si bl y o n t h e m e m br a n e s urr o u n di n g                    

p a pill a a n d e n c a s e m e nt aft er it s tr a n s c yt o si s fr o m it s p o ol at t h e P M ( Ni el s e n et al.,                     

2 0 1 7) . T h e S Y P 1 2 1 o p er at e s al s o i n a c o m pl e x wit h t h e s p e cifi c M V B ( m ulti v e si c ul ar                     

b o d y) R- S N A R E V A M P 7 2 7, w hi c h m a y pl a y t h e cr u ci al r ol e i n t h e R a b- G T P a s e A R A 6                     

d e p e n d e nt e x o s o m e s e cr eti o n i nt o t h e p a pill ar y m atri x, t h u s r a pi dl y d eli v eri n g r e c y cl e d                    

pr e- s y nt h e si z e d m at eri al t o p a pill a e ( E bi n e et al., 2 0 1 1; Ni el s e n et al., 2 0 1 2 b).                    

I ntri g ui n gl y, t h e A R A 7 n ot A R A 6 m e di at e s t h e S Y P 1 2 1 tr a n s c yt o si s i nt o t h e                    

e n c a s e m e nt, t h er ef or e t w o di sti n ct M V B d e p e n d e nt s e cr et or y p at h w a y s m a y e xi st t o                    

di sti n g ui s h b et w e e n p a pill a a n d e n c a s e m e nt f or m ati o n ( Ni el s e n et al., 2 0 1 7). 

I n y e a st s a n d m a m m al s, S N A R E pr ot ei n s e x e c ut e t h eir f u n cti o n i n c o o p er ati o n                   

wit h ot h er pr ot ei n s a n d pr ot ei n c o m pl e x e s, o n e of t h e m b ei n g t h e e x o c y st c o m pl e x ( H s u                        
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et al., 1 9 9 6; Si v ar a m et al., 2 0 0 5; D u b u k e et al., 2 0 1 5; Y u e et al., 2 0 1 7 a) . E x o c y st i s a n                          

o ct a m eri c t et h eri n g c o m pl e x, a s s e m bl e d fr o m c or e s u b u nit s S E C 5, S E C 6, S E C 8,                  

S E C 1 0, S E C 1 5, E X O 8 4 a n d P M a s s o ci at e d s u b u nit s E X O 7 0 a n d S E C 3 ( T er B u s h et al.,                      

1 9 9 6; G u o et al., 1 9 9 7) . I n pl a nt s, t h e e x o c y st c o m pl e x h a s b e e n f o u n d fir st b y i n sili c o                          

a n al y si s a n d l at er o n it s f u n cti o n w a s c o nfir m e d b y g e n eti c, bi o c h e mi c al a n d                    

mi cr o s c o pi c a n al y s e s ( Eli a s et al., 2 0 0 3 a; C ol e et al., 2 0 0 5 a; S y n e k et al., 2 0 0 6; H al a et                        

al., 2 0 0 8 a; F e n dr y c h et al., 2 0 1 0; F e n dr y c h et al., 2 0 1 3 a) . P h e n o m e n o n of e v ol uti o n ar y                  

m ulti pli c ati o n of E X O 7 0 g e n e f a mil y gi vi n g ri s e e. g. i n Ar a bi d o p si s t o 2 3 g e n e s, c o ul d                      

b e r el at e d t h e n e c e s sit y t o s p e cif y a n d r e dir e ct s e cr et or y p at h w a y t o di sti n ct c orti c al P M                       

d o m ai n s of a n i m m o bil e pl a nt c ell ( Z ár s k ý et al., 2 0 0 9 a; V u k a ši n o vi ć a n d Ž ár s k ý, 2 0 1 6).                     

R e c e ntl y, t h e c o m p ar ati v e st u d y of t o b a c c o E X O 7 0 f a mil y m e m b er s h a s s h o w n a                    

di v er sit y of b e h a vi o ur of E X O 7 0 i s of or m s a n d t h eir a bilit y t o bi n d diff er e nt d o m ai n s                      

wit hi n a p oll e n t u b e ( S e k er e š et al., 2 0 1 7 a). C urr e nt d at a i n di c at e t h e p o s si bilit y of a n                       

e xi st e n c e of m or e t h a n o n e v ari a nt of t h e e x o c y st c o m pl e x i n a si n gl e pl a nt c ell,                         

d e p e n d e nt o n a n E X O 7 0 i s of or m b o u n d t o t h e c or e of t h e c o m pl e x ( Z ár s k ý et al.,                       

2 0 1 3 a) . I n Ar a bi d o p si s , E X O 7 0 B cl a d e r e pr e s e nt s t w o i s of or m s E X O 7 0 B 1 a n d                

E X O 7 0 B 2 ( C vr č k o v á et al., 2 0 1 2). T h e E X O 7 0 B 1, w hi c h m e di at e s a ut o p h a g y-r el at e d                

tr a n s p ort t o t h e v a c u ol e, i s s u p p o s e d t o i nt erf er e wit h t h e eff e ct or-tri g g er e d i m m u nit y                 

( K uli c h et al., 2 0 1 3; C ui et al., 2 0 1 5; Z h a o et al., 2 0 1 5). T h e c o n n e cti o n wit h b a s al                        

p at h o g e n- a s s o ci at e d m ol e c ul ar p att er n s tri g g er e d i m m u nit y ( P TI) dri v e n b y S Y P 1 2 1                

p at h w a y h a s b e e n e x cl u d e d f or E X O 7 0 B 1, alt h o u g h it dir e ctl y i nt er a ct s wit h S Y P 1 2 1                     

a n d S N A P 3 3 ( Z h a o et al., 2 0 1 5). O n t h e c o ntr ar y, E X O 7 0 B 2, w hi c h al s o i nt er a ct s wit h                       

S N A P 3 3, h a s b e e n d e s cri b e d a s a p o siti v e r e g ul at or of P TI, t h e fir st l a y er of d ef e n c e                        

i n v ol v e d i n p e n etr ati o n r e si st a n c e ( P e c e n k o v á et al., 2 0 1 1; St e g m a n n et al., 2 0 1 2 a) a n d                  

s o f ar n o w or k h a s a d dr e s s e d t h e p o s si bl e c o n n e cti o n of E X O 7 0 B 2 a n d S Y P 1 2 1                     

p at h w a y i n p e n etr ati o n r e si st a n c e.   

B a s e d o n o ur pr e vi o u s o b s er v ati o n of E X O 7 0 B 2 m ut a nt i m p air m e nt i n t h e pr o p er                 

f or m ati o n of p a pill a e ( P e c e n k o v a et al., 2 0 1 1 a), w e h y p ot h e si z e d t h at e x o c y st c o m pl e x                 

c o nt ai ni n g E X O 7 0 B 2 mi g ht l o c ali s e at t h e f u n g al c o nt a ct sit e s a n d p o s si bl y c o o p er at e s                     
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wit h t h e S Y P 1 2 1 i n n o n- h o st p e n etr ati o n r e si st a n c e. T o t e st t h e e x o c y st pl a y s a r ol e i n                      

n o n- h o st r e si st a n c e, w e a n al y s e d p e n etr ati o n r at e of n o n- a d a pt e d p o w d er y mil d e w              

f u n gi B g h a n d E p i n s e v er al e x o c y st m ut a nt s. W e s h o w e d a n a c c u m ul ati o n of a si g n al                      

of t h e e x o c y st s u b u nit s t a g g e d wit h G F P n e ar p a pill a e a n d i n h a u st ori al e n c a s e m e nt s.                      

W e d et e ct e d d ef e ct s i n d ef e n si v e p a pill a e f or m ati o n a n d o v er all d e cr e a s e d p e n etr ati o n                   

r e si st a n c e i n t e st e d m ut a nt s. G e n eti c a n al y si s i n di c at e d t h e s y n er gi c a cti o n of                   

E X O 7 0 B 2 c o nt ai ni n g e x o c y st a n d S Y P 1 2 1, w hi c h al s o dir e ctl y i nt er a ct e d a n d                  

c o-l o c ali s e d at t h e d o m ai n of p a pill a bi o g e n e si s. W e c o n cl u d e t h at t h e pr o p er                    

f u n cti o ni n g of t h e e x o c y st c o m pl e x i n v ol vi n g i s of or m E X O 7 0 B 2 i s i m p ort a nt f or t h e                   

p e n etr ati o n r e si st a n c e, li k el y a s a p art of t h e pr e vi o u sl y c h ar a ct eri s e d               

S Y P 1 2 1- d e p e n d e nt s e cr et or y p at h w a y. 

 

R e s ult s 

 

E X O 7 0 B 2 i s s p e cifi c all y u pr e g ul at e d aft er t h e f u n g al att a c k  

P at h o g e n r e c o g niti o n i n nitt at e s r e ori e nt ati o n of pl a nt c ell s e cr et or y p at h w a y              

t o w ar d s c ell/ p at h o g e n c o nt a ct sit e s w h er e t h e a s s o ci at e d pr ot ei n s a n d c ar g o e s                 

a c c u m ul at e a n d d e p o sit p a pill a e. E x o c y st c o m pl e x i s i n v ol v e d i n p ol ari z ati o n of                 

s e cr eti o n i n v ari o u s c ell t y p e s i n Ar a bi d o p si s ( Bl o c h et al., 2 0 1 6; K al m b a c h et al., 2 0 1 7;                     

K uli c h et al., 2 0 1 8) . S u b u nit of e x o c y st E X O 7 0 B 2 m R N A l e v el w a s s h o w n t o b e                       

u pr e g ul at e d aft er v ari o u s eli cit or tr e at m e nt s i n Ar a bi d o p si s a n d t h e pr ot ei n i s i n v ol v e d i n                    

p a pill a e bi o g e n e si s ( P e c e n k o v á et al., 2 0 1 1; St e g m a n n et al., 2 0 1 2 a). N o n- h o st                 

r e si st a n c e t o f u n g al p at h o g e n s, w h er e t h e p a pill a e ar e f or m at e d, i s a sl o w- m o d e                  

pr o c e s s h a p p e ni n g wit hi n h o ur s. T h er ef or e w e s u g g e st, E X O 7 0 B 2 pr ot ei n l e v el mi g ht                    

s p e cifi c all y r e s p o n s e t o a f u n g al att a c k a n d a c c u m ul at e i n p a pill a e p eri p h er y. T o b e a bl e                     

t o d et e ct E X O 7 0 B 2 pr ot ei n, w e u s e d s e v er al st a bl e li n e s e x pr e s si n g E X O 7 0 B 2- G F P                  

dri v e n b y t h e n ati v e pr o m ot er i n e x o 7 0 B 2 m ut a nt b a c k gr o u n d, w hi c h c o m pl e m e nt e d it s                

p h e n ot y p e i n p e n etr ati o n r e si st a n c e ( Fi g. S 1). I n t h o s e pl a nt s, w e e x a mi n e d a pr ot ei n                    

l e v el of t h e c or e e x o c y st s u b u nit S E C 8, E X O 7 0 B 2- G F P a n d it’ s p ar al o g u e E X O 7 0 A 1 at                    
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t h e e arl y h o ur s aft er B g h tr e at m e nt ( Fi g. 1 A). T h e l e v el of E X O 7 0 B 2 pr ot ei n gr e w                          

si g nifi c a ntl y u p at 4 h pi ( Fi g. 1 A) a n d st a y e d u n c h a n g e d e v e n at 2 4 h pi B g h ( Fi g. S 2).                         

T h e l e v el of E X O 7 0 A 1 sli g htl y d e cr e a s e d, w hil e t h e l e v el of S E C 8 st a y e d u n c h a n g e d                    

( Fi g. 1 B). T hi s s u g g e st s a p ut ati v e r e pl a c e m e nt of E X O 7 0 i s of or m s i n e x o c y st c o m pl e x                     

u n d er s p e cifi c c o n diti o n s a s pr o p o s e d b ef or e ( Z ár s k ý et al., 2 0 1 3 b). W e e x a mi n e d al s o                     

t h e r e s p o n s e of G F P- E X O 7 0 B 1 pr ot ei n, t h e cl o s e st p ar al o g u e of E X O 7 0 B 2. I n c o ntr a st                  

t o E X O 7 0 B 2- G F P, w e di d n ot d et e ct a n e x pr e s si o n of G F P- E X O 7 0 B 1 i n t h e e x o 7 0 B 1- 1                

b a c k gr o u n d, c o m p ari n g s a m e pr ot ei n c o n c e ntr ati o n s ( Fi g. 1 A). W e o b s er v e d o nl y t h e                   

mil d p o siti v e r e s p o n s e of G F P- E X O 7 0 B 1 e x pr e s si o n, i n cr e a si n g t ot al e xtr a ct s             

c o n c e ntr ati o n s t hr e e ti m e s ( Fi g. S 2). T o b e a bl e t o e x cl u d e i nfl u e n c e of G F P-t a g                     

p o siti o n, w e c o m p ar e d G F P- E X O 7 0 B 1 e x pr e s si o n wit h G F P- E X O 7 0 B 2 v ari a nt, w hi c h              

si mil arl y t o E X O 7 0 B 2- G F P r e s p o n d t o t h e i n o c ul ati o n wit h f u n g u s ( Fi g. S 2).   

I n or d er t o d et e ct t h e e arli e st p oi nt of E X O 7 0 B 2- G F P r e cr uit m e nt t o t h e                  

Ar a bi d o p si s/ B g h c o nt a ct sit e s, w e a c q uir e d i m a g e s of i nf e ct e d Ar a bi d o p si s l e a v e s e v er y                  

t w o h o ur s st arti n g fr o m t h e 0 p oi nt of i n o c ul ati o n till 2 4 h pi. T h e v er y fir st si g n al of                           

E X O 7 0 B 2- G F P a c c u m ul at e d at t h e f u n g al att a c k sit e at 8- 9 h pi u nli k e si g n al of                     

G F P- E X O 7 0 B 1, w hi c h w e di d n ot d et e ct pr o b a bl y d u e t o it s l o w e x pr e s si o n ( Fi g. 1 B). I n                      

c o m p ari s o n wit h wil d-t y p e ( W T) pl a nt s, w e o b s er v e d f ai nt a c c u m ul ati o n of                  

G F P- E X O 7 0 A 1 dri v e n b y 3 5 S pr o m ot or i n t h e c o nt a ct sit e s. T hi s r e s ult s s u g g e st t h e                     

E X O 7 0 B 2 s p e cifi c all y r e s p o n s e s t o a p at h o g e n a n d f o c all y a c c u m ul at e s at t h e c o nt a ct                  

sit e s r a pi dl y u p o n str e s s e x p o siti o n.  
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E x o c y st s u b u nit s l o c ali s e t o t h e d ef e n si v e p a pill a e  

U si n g s pi n ni n g di s c c o nf o c al mi cr o s c o p y, w e ai m e d t o c o m p ar e t h e l o c ali s ati o n a n d                   

d y n a mi c of E X O 7 0 B 2- G F P at t h e f u n g al c o nt a ct sit e s wit h s e v er al G F P-t a g g e d e x o c y st                  

s u b u nit s 2 4 h pi wit h B g h ( Fi g. 2 A). W e u s e d F M 4- 6 4 d y e t o st ai n P M a n d f u n g al                            

str u ct ur e s. I n p ar all el w e o b s er v e d l o c ali s ati o n of e x o c y st s u b u nit s wit h p o siti v e c o ntr ol                   

G F P- S Y P 1 2 1 ( K at o et al., 2 0 1 0), w hi c h h y p er- a c c u m ul at e s at t h e m e m br a n e d o m ai n of                 

p a pill a e (i n ci d e n c e of a c c u m ul ati o n 5 8 % ± 1 0 of 5 0 s p or e s) a s w ell a s i n t h eir p ar a m ur al                    

s p a c e ( A s s a a d et al., 2 0 0 4 b; Ni el s e n et al., 2 0 1 2 c). T h e si g n al of e x o c y st c o m pl e x c or e                        

s u b u nit s t e st e d – U b: S E C 5 a- G F P ( 5 2 % ± 5) a n d wit h n at ur al pr o m ot er s S E C 6- G F P                

( 6 0 % ± 8), G F P- S E C 8 ( 4 5 % ± 1 2; ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 3 b), S E C 1 0 a- G F P ( 6 2 % ± 1 2;              

( V u k a ši n o vi ć et al., 2 0 1 7) a n d E X O 7 0 B 2- G F P ( 4 3 % ± 1 2) w a s e nri c h e d at t h e c o nt a ct                  

sit e s wit h t h e f u n g u s, at t h e m e m br a n e c orti c al d o m ai n s of p a pill a e ( Fi g. 2 A, B). T o                       

a v oi d f al s e p o siti v e e x o c y st l o c ali s ati o n si g n al s, w e al w a y s c o m p ar e d t h e G F P si g n al                    

m a xi m a wit h t h e a ut ofl u or e s c e n c e of n o n-tr a n sf or m e d W T pl a nt s wit hi n p a pill a                

str u ct ur e ( Fi g. 2 B). U si n g t h e c o nf o c al mi cr o s c o p e wit h l a m b d a s c a n m o d e a n d li n e ar                       

u n mi xi n g t o ol, w e c o nfir m e d t h at t h e a c c u m ul at e d si g n al o b s er v e d i n i nf e ct e d c ell s w a s                     

tr u e G F P a n d n ot a n a ut ofl u or e s c e n c e c o m m o nl y u pr e g ul at e d i n i n o c ul at e d Ar a bi d o p si s               

l e af s ( Fi g. S 3).  

D e p o sit e d p a pill a e ar e st a bl e str u ct ur e s a s w ell p o ol of G F P- S Y P 1 2 1, w hi c h p er si st s                   

at t h e p eri p h er al m e m br a n e d o m ai n a s w ell i n p ar a m ur al s p a c e of p a pill a e b o d y ( M e y er                       

et al., 2 0 0 9; Ni el s e n et al., 2 0 1 2 a) . W e c o m p ar e d d y n a mi c s of t h e E X O 7 0 B 2- G F P a n d                    

t h e S E C 6- G F P l o c ali s ati o n wit h t h e S Y P 1 2 1- G F P wit hi n t h e p a pill a str u ct ur e. T h e                  

k y m o gr a p h s g e n er at e d fr o m ti m e s eri e s s h o w e d t h at t h e l o c ali s ati o n of e x o c y st wit hi n                    

t h e p a pill a i s st ati o n ar y ( Fi g. S 4). T h er ef or e, w e c o m p ar e d t hi s st a bl e e x o c y st d o m ai n t o                       

pr e vi o u sl y d e s cri b e d e x o c y st P M l o c ali s ati o n i n s e c o n d ar y c ell w all d e p o siti o n i n                  

tr a c h e ar y el e m e nt s ( V u k a ši n o vi ć et al., 2 0 1 7) i n c o ntr a st t o d y n a mi c e x o c y st l o c ali s ati o n                  

at t h e l at er al P M d o m ai n s of r hi z o d er m al c ell s ( F e n dr y c h et al. , 2 0 1 3).  
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E x o c y st c ol o c ali s e s wit h t h e gr o wi n g str u ct ur e of h a u st ori al e n c a s e m e nt   

B g h a n d E p ar e b ot h a bl e t o o c c a si o n all y s u c c e s sf ull y p e n etr at e n o n- h o st pl a nt                 

c ell a n d d e v el o p h a u st ori a, w hi c h b e c o m e l at er e n c a s e d. U si n g o pti c al s e cti o ni n g                     

c o nf o c al mi cr o s c o p y, w e o b s er v e d G F P-f u s e d e x o c y st s u b u nit s i n h a u st ori al              

e n c a s e m e nt s a n d t h eir c oll ar s, t h e c o n n e cti v e str u ct ur e wit h t h e c ell w all a n d P M. W e                       

i n s p e ct e d t h e s urf a c e of B g h h a u st ori u m a n d s h o w e d si g n al s of E X O 7 0 B 2- G F P a n d                  

c or e e x o c y st s u b u nit S E C 6- G F P l a b el t h e e n c a s e m e nt s ( Fi g. 3). W e o b s er v e d t h at t h e                   

E X O 7 0 B 2- G F P si g n al o utli n e d n ot o nl y t h e p a pill a b o d y ( Fi g. 3 A) b ut al s o t h e c oll ar of                        

h a u st ori a ( Fi g. 3 B, y ell o w arr o w h e a d s) a n d t h e e n c a s e m e nt it s elf ( Fi g. 3 B). H o w e v er,                    

t h e si g n al w a s e x cl u d e d fr o m t h e p art of h a u st ori a l a c ki n g t h e e n c a s e m e nt, i. e. it w a s                       

n ot pr e s e nt at t h e e xtr a h a u st ori al m e m br a n e ( Fi g. 3 B, pi n k arr o w h e a d s). T h e v er y ti p s                    

of h a u st ori a w er e m ar k e d b y E X O 7 0 B 2- G F P o nl y if t h e y w er e i n t h e st a g e of                      

e n c a s e m e nt cl o si n g. T h e s a m e w a s tr u e f or S E C 6- G F P r e pr e s e nti n g t h e e x o c y st c or e                   

s u b u nit ( Fi g. 3 D, pi n k arr o w h e a d m ar k s t h e e n cl o s ur e of e n c a s e m e nt). T h e m a xi m u m                    

i nt e n sit y of si g n al s s h o w e d t h e diff er e n c e b et w e e n E X O 7 0 B 2- G F P a n d t h e S E C 6- G F P                

si g n al. T h e S E C 6 di s pl a y e d hi g h er si g n al i n p a pill a ( Fi g. 3 C) or t h e c oll ar ( Fi g. 3 D,                          

y ell o w arr o w h e a d) t h a n E X O 7 0 B 2- G F P, a n d st a y e d e x cl u d e d fr o m t h e E H M ( pi n k                   

arr o w h e a d i n Fi g. 3 D). Si mil ar t o a c c u m ul ati o n of si g n al at p a pill a e, w e v erifi e d t hi s                     

o b s er v ati o n b y l a m b d a s c a n a n d s u b s e q u e nt li n e ar u n mi xi n g a n al y si s, w h er e w e                  

c o nfir m e d e x o c y st i s n ot i nt er n ali s e d i nt o p ar a m ur al s p a c e of e n c a s e m e nt s ( Fi g. S 3).                  

T h e s e o b s er v ati o n s i n di c at e t h at E X O 7 0 B 2 c o nt ai ni n g e x o c y st c o m pl e x m a y al s o h a v e                    

a s p e cifi c r ol e i n e n c a s e m e nt bi o g e n e si s.  
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E x o c y st s u b u nit s m ut a nt s di s pl a y d e vi at e d p a pill a e a n d i m p air e d p e n etr ati o n                

r e si st a n c e 

B a s e d o n o ur l o c ali s ati o n st u d y, w e e x a mi n e d i nt er a cti o n sit e s a n d p e n etr at e d c ell s                   

o n i nf e ct e d l e a v e s of e x o c y st m ut a nt li n e s u si n g tr y p a n bl u e a n d a nili n e bl u e st ai ni n g                          

( Fi g. 4 A). W e ai m e d t o w or k wit h m ut a nt s, w hi c h d o n ot h a v e o b vi o u s d e v el o p m e nt al                       

d ef e ct s. T h er ef or e w e c h o s e m ut a nt s i n e x o c y st c or e s u b u nit g e n e s, t h e k n o c k o ut li n e                      

( K O) s e c 5 a- 1 ( G A BI _ 7 3 1 C 0 1, Fi g. S 5), k n o c k- d o w n li n e s e c 8- m 4 ( C ol e et al., 2 0 0 5 b))                  

a n d e x o 7 0 B 2 li n e (e x o 7 0 B 2- 2 fr o m ( P e c e n k o v a et al., 2 0 1 1 b) a n d e x o 7 0 B 1 ( K uli c h et                    

al., 2 0 1 3) , b ot h r e pr e s e nti n g E X O 7 0 g e n e i n v ol v e d i n pl a nt i m m u nit y. A s a n e g ati v e                     

c o ntr ol, w e u s e d h o m o z y g o u s W T li n e s o ut cr o s s e d fr o m e x o 7 0 B 2 a n d e x o 7 0 B 1                   

b a c k gr o u n d. Al o n g wit h pr e vi o u sl y c h ar a ct eri s e d t y p e s of f u n g al pr o p a g ati o n, s u c h a s                 

r e g ul ar p a pill a, e n c a s e d h a u st ori u m, u n e n c a s e d h a u st ori u m a n d d e a d c ell, k n o w n fr o m                   

Ar a bi d o p si s wil d-t y p e ( W T) l e a v e s ( T a k e m ot o et al., 2 0 0 6 a), w e o b s er v e d t w o t y p e s of                     

p a pill a e d e vi ati o n. T h e p a pill a e wit h v e si c ul ar cl u m p d e s cri b e d b ef or e ( P e c e n k o v á et al.,                    

2 0 1 1) a n d t h e e nl ar g e d p a pill a e wit h di a m et er m or e t h a n t wi c e t h a n r e g ul ar p a pill a e                        

( Fi g. 4 A). W e i d e ntifi e d t w o di sti n ct p att er n s of c all o s e d e p o siti o n d ef e ct a s w ell. T h e                         

v e si c ul ar cl u m p c at e g or y e x hi bit e d a r e d u cti o n of c all o s e a n d st a c ki n g of f ai nt c all o s e                      

s p ot s ar o u n d t h e a p pr e s s ori u m ( Fi g. 4 A). I n c o ntr a st, t h e e nl ar g e d p a pill a e s h o w e d o v er                     

a c c u m ul ati o n of c all o s e a s w ell a s bi g g er p a pill a e b o d y o b s er v e d i n t h e bri g ht fi el d ( Fi g.                        

4 A). W e q u a ntifi e d o c c urr e n c e of t w o c at e g ori e s, t h e d e vi at e d p a pill a e a n d p e n etr at e d                    

c ell s at 2 4 a n d 4 8 h pi wit h B g h a n d 1 1 6 h pi wit h E p i n c h o s e n m ut a nt li n e s ( Fi g. 4 B).                              

T h e p e n etr ati o n effi ci e n c y c o m pri s e s c ell s wit h eit h er d e v el o p e d h a u st ori a or               

u n d er g oi n g c ell d e at h ( Fi g. 4 A). Si n c e E p s p or e s g er mi n at e sl o wl y b ut wit h hi g h er                        

p e n etr ati o n effi ci e n c y i n Ar a bi d o p si s , w e pr ol o n g e d i n o c ul ati o n ti m e f or E p p e n etr ati o n               

e v al u ati o n. I n a c c or d a n c e wit h p u bli s h e d d at a ( P e č e n k o v á et al. , 2 0 1 1), e x o 7 0 B 2                 

d e m o n str at e d a hi g h er o c c urr e n c e of d e vi at e d p a pill a e, b ut al s o i n cr e a s e of p e n etr ati o n                 

s u c c e s s of E p ( Fi g. 4 B). U nli k e e x o 7 0 B 2 , e x o 7 0 B 1 m ut a nt s h o w e d o nl y mil d i n cr e a s e i n                       

p e n etr ati o n effi ci e n c y of B g h , w hi c h mi g ht b e c o n n e ct e d wit h h y p er s e n siti vit y of                 

e x o 7 0 B 1 m ut a nt. T h e c or e e x o c y st m ut a nt li n e s s h o w e d si g nifi c a nt i n cr e a s e i n t h e                     
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f or m ati o n of d e vi at e d p a pill a e a n d p e n etr ati o n s u c c e s s of B g h a n d E p ( Fi g. 4 B). T a k e n                       

t o g et h er, t h e s e r e s ult s i n di c at e s e x o c y st c o m pl e x m e di at e s pr o p er f or m ati o n of                  

d ef e n si v e p a pill e a n d i s i n v ol v e d i n n o n- h o st p e n etr ati o n r e si st a n c e.   
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E x o c y st a n d S Y P 1 2 1 di sr u pti o n c a u s e si mil ar d ef e ct i n p e n etr ati o n r e si st a n c e  

Si n c e t h e e x o c y st c o m pl e x o p er at e s i n t h e s e cr et or y p at h w a y, w e i n s p e ct e d if it s                   

r ol e i n t h e p e n etr ati o n d ef e n c e c o ul d b e si mil ar t o t h e pr e vi o u sl y r e p ort e d r ol e of                      

S Y P 1 2 1, w hi c h i s cr u ci al f or pr o p er ti mi n g of p a pill a e d e v el o p m e nt a n d r el at e d c all o s e                     

d e p o siti o n u p o n i nf e cti o n wit h B g h ( A s s a a d et al., 2 0 0 4 c; Ni el s e n et al., 2 0 1 2 d). W e                       

a n al y s e d t h e d e v el o p m e nt of h a u st ori a ( Fi g. 5 A), a s a n o b vi o u s p e n etr ati o n m ar k er, i n                  

l e a v e s t o g et h er wit h t h e a cti v ati o n of P C D ( Fi g. 5 B) i n s e c 8- m 4 c or e s u b u nit m ut a nt a n d                       

i n e x o 7 0 B 2, i n c o m p ari s o n wit h c o ntr ol li n e s W T a n d s y p 1 2 1 m ut a nt. T h e k n o c k- d o w n                   

m ut a nt s e c 8- m 4 pl a nt s e x hi bit e d n or m al gr o wt h u n d er st a n d ar d c ulti v ati o n c o n diti o n s                   

( C ol e et al. , 2 0 0 5). T h e s a m e a p pli e s t o t h e K O m ut a nt s y p 1 2 1 , u n d er t h e o pti m al                        

gr o wt h c o n diti o n s ( C olli n s et al., 2 0 0 3 b; Ei s e n a c h et al., 2 0 1 2). I n o ur e x p eri m e nt t h e                   

m ut a nt s e c 8- m 4 all o w e d f a st er p e n etr ati o n of B g h t h a n t h e W T, b ut sl o w er t h a n s y p 1 2 1                       

( Fi g. 5 A). T h e e x o 7 0 B 2 p e n etr ati o n w a s sli g htl y hi g h er t h a n W T ( Fi g. 5 A), t h u s it s m aj or                         

d ef e ct u p o n t h e B g h i nf e cti o n ar e p a pill a e wit h t h e v e si c ul ar cl u m p f or m ati o n. B ot h                        

s e c 8- m 4 a n d s y p 1 2 1 m ut a nt s e x hi bit e d t h e s a m e tr e n d i n t h e P C D r at e - t h e P C D                       

gr a d u all y i n cr e a s e d u ntil b ur sti n g at 7 2 h pi. T hi s b ur st o c c urr e d al s o i n W T a n d                        

e x o 7 0 B 2, b ut wit h l e s s i nt e n sit y ( Fi g. 5 B). I n t hi s ti m e p oi nt, m o st of t h e pr e vi o u sl y                         

att a c k e d c ell s u n d er w e nt t h e P C D, t h er ef or e t h e n u m b er of o b s er v e d h a u st ori a dr o p p e d                    

d o w n. T hi s t e n d e n c y s h o w e d t h at i n b ot h m ut a nt s t h e a cti v ati o n of P C D o c c urr e d                       

n or m all y a s i n W T. Si n c e t h e hi g h er p e n etr ati o n s u c c e s s of B g h i n s y p 1 2 1 h a s b e e n                       

a s s o ci at e d wit h t h e d el a y i n c all o s e d e p o siti o n i n e arl y d ef e n si v e p a pill a e d e v el o p m e nt,                   

w e v erifi e d t h e a m o u nt of p a pill ar y c all o s e i n o ur m ut a nt li n e s ( Fi g. 5 C). W e o b s er v e d                        

t h e c o m p ar a bl e d el a y i n c all o s e d e p o siti o n f or s e c 8- m 4 a n d s y p 1 2 1 m ut a nt s, w hil e                    

e x o 7 0 B 2 m ut a nt e x hi bit e d t h e str o n g e st i n hi biti o n. T h e s e r e s ult s w er e i n c o ntr a st wit h                     

t h e r el ati v e w e a k p e n etr ati o n d ef e ct of e x o 7 0 B 2 a n d s e c 8- m 4 m ut a nt s t h at r efl e ct s                   

i n ci d e n c e of cr e at e d h a u st ori a a n d d e a d c ell s ( Fi g. 5 A, C).  
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T h e E X O 7 0 B 2 c o nt ai ni n g e x o c y st c o m pl e x i nt er a ct s wit h S Y P 1 2 1  

F or n o n- h o st r e si st a n c e, t h e pr o p er f u n cti o ni n g of S Y P 1 2 1 d e p e n d e nt s e cr et or y                 

p at h w a y i s n e c e s s ar y. O ur r e s ult s i n di c at e a c o n n e cti o n b et w e e n e x o c y st a n d S Y P 1 2 1                     

dri v e n s e cr et or y p at h w a y s e xi st s. Si mil ar t o S Y P 1 2 1, E X O 7 0 B 2 e x pr e s si o n r e s p o n s e t o                   

n o n- a d a pt e d p o w d er y mil d e w tr e at m e nt a n d b ot h a c c u m ul at e s i n p a pill a a n d                 

e n c a s e m e nt str u ct ur e ( M e y er et al., 2 0 0 9). H o w e v er, t h e S Y P 1 2 1 h a s C-t er mi n al                    

tr a n s m e m br a n e d o m ai n a n d a s a p er m a n e nt m e m br a n e pr ot ei n u n d er g o e s e xt e n si v e                 

r e c y cli n g fr o m P M d u e t o w hi c h e n d s i n e x o s o m e s filli n g al s o p a pill a b o d y ( cit). I n                          

c o ntr a st, e x o c y st i s c yt o pl a s mi c pr ot ei n c o m pl e x w hi c h m a y tr a n si e ntl y a s s o ci at e wit h                   

m e m br a n e ( H al a et al. 2 0 0 8, F e n dr y c h et al. 2 0 1 3). T h u s, w e s u g g e st if E X O 7 0 B 2                     

c o nt ai ni n g e x o c y st c o o p er at e s wit h f u n cti o n al p o ol of S Y P 1 2 1 t h e y m e et at t h e P M                     

d o m ai n of p a pill a. T o e x a mi n e t h eir c o m m o n r ol e, w e o b s er v e d t h e c o-l o c ali s ati o n of                   

m R u b y 2- E X O 7 0 B 2 wit h G F P- S Y P 1 2 1 u p o n B g h att a c k ( Fi g. 6 A). A c c or di n g t o o ur                 

h y p ot h e si s, b ot h pr ot ei n s c o-l o c ali s e d at t h e p a pill a p eri p h er y ( w hit e c ol o ur) a n d t h eir                    

c o-l o c ali s ati o n v a ni s h e d i n pl a s m ol y s e d c ell s, w hi c h d o c u m e nt e d t h e P e ar s o n              

c orr el ati o n t e st i n gr a p h ( Fi g. 6 A).  

T o a d dr e s s t h e p o s si bl e dir e ct a s s o ci ati o n b et w e e n t h e E X O 7 0 B 2 c o nt ai ni n g                 

e x o c y st a n d S Y P 1 2 1, w e t e st e d t h eir p o s si bl e dir e ct i nt er a cti o n. I n t h e y e a st-t w o- h y bri d                   

s y st e m, o ut of m a n y p air s t e st e d ( A D- S Y P 1 2 1 Δ C/ B D- E X O 7 0 A 1, E X O 7 0 B 1, E X O 7 0 B 2,              

E X O 7 0 H 1, S E C 3 a, S E C 5 a, S E C 6, S E C 8, S E C 1 0 a, S E C 1 5 b, E X O 8 4 b) w e d et e ct e d                  

o nl y w e a k i nt er a cti o n of S Y P 1 2 1 Δ C, fr e e fr o m tr a n s m e m br a n e d o m ai n, wit h E X O 7 0 B 2                  

a n d E X O 7 0 B 1 ( Fi g. 6 B). A s t h e p o siti v e c o ntr ol, w e u s e d k n o w n S E C 3 a/ E X O 7 0 A 1                    

i nt er a cti o n p air ( H ál a ( H al a et al., 2 0 0 8 b). Si n c e t h e i nt er a cti o n i n y e a st r e pr e s e nt r at h er                       

str u ct ur al a bilit y of t e st e d pr ot ei n s t o i nt er a ct a n d mi g ht b e bi ol o gi c all y irr el e v a nt, w e                    

f urt h er p erf or m e d t h e c o-i m m u n o pr e ci pit ati o n a s s a y i n tr a n s g e ni c Ar a bi d o p si s pl a nt s              

e x pr e s si n g b ot h G F P- S Y P 1 2 1 a n d m C h err y- E X O 7 0 B 2. T o d et er mi n e w h et h er S Y P 1 2 1              

i nt er a ct s wit h E X O 7 0 B 2 u p o n f u n g al att a c k, w e tr e at e d pl a nt s wit h B g h b ef or e s a m pli n g.                        

Wit h t h e s a m e i n p ut c o n c e ntr ati o n, G F P- S Y P 1 2 1 a s a b ait b o u n d E X O 7 0 B 2 i n ti m e 0,                    

4, a n d 8 h pi ( Fi g. 6 C). Alt h o u g h, t h e i nt er a cti o n i n ti m e 0 w a s r el ati v el y w e a k, it                           
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s u g g e st s t h e a bilit y of S Y P 1 2 1 t o i nt er a ct wit h t h e e x o c y st c o m pl e x i n n or m al                      

c o n diti o n s. T h er ef or e, w e e x a mi n e d t h e G F P- S Y P 1 2 1 b o u n d fr a cti o n wit h a d diti o n al                

s p e cifi c a nti- e x o c y st a nti b o di e s. H e n c e w e o bt ai n e d i n t h e el ut e d fr a cti o n fr o m S Y P 1 2 1                   

t w o e x o c y st c or e s u b u nit s S E C 6 a n d S E C 3, w hi c h w e di d n ot d et e ct i n t h e c o ntr ol                        

fr e e- G F P b o u n d fr a cti o n ( Fi g. 6 D). A c c or di n g t o p u bli s h e d w or k e x o c y st f or m a c o m pl e x                       

i n pl a nt s ( H al a et al. 2 0 0 8, F e n dr y c h et al. 2 0 1 3). T h er ef or e, w e pr o p o s e w h oll e e x o c y st                        

c o m pl e x h a s t h e a bilit y t o i nt er a ct wit h S Y P 1 2 1 a n d t h e E X O 7 0 B 2 v ari a nt of it m a y                        

p o s s e s s e v e nt u al s p e ci ali z ati o n of s u c h i nt er a cti o n i n n o n- h o st r e si st a n c e i n             

Ar a bi d o p si s .  

 

E X O 7 0 B 2 c o nt ai ni n g e x o c y st a n d S Y P 1 2 1 c o o p er at e i n p e n etr ati o n r e si st a n c e  

W e d e ci d e d t o t e st f urt h er t h e r el e v a n c e of it s i nt er a cti o n o n g e n eti c l e v el.                     

T h er ef or e w e t e st e d b ot h d o u bl e m ut a nt s e x o 7 0 B 1/ s y p 1 2 1 a n d e x o 7 0 B 2/ s y p 1 2 1 i n               

p e n etr ati o n r e si st a n c e t o B g h . Alt h o u g h t h er e w a s n ot a si g nifi c a nt diff er e n c e i n a t ot al                      

n u m b er of i nt er a cti o n s ( Fi g. 7 A), e x o 7 0 B 2/ s y p 1 2 1 d o u bl e m ut a nt h a d si g nifi c a ntl y               

d e cr e a s e d n u m b er of r e g ul ar p a pill a e i n c o m p ari s o n wit h si n gl e s y p 1 2 1 ( Fi g. 7 B). B ot h                    

d o u bl e m ut a nt s h a d i n cr e a s e d n u m b er of u n e n c a s e d h a u st ori a ( Fi g. 7 C). O nl y                   

e x o 7 0 B 2/ s y p 1 2 1 d o u bl e m ut a nt, h o w e v er, h a d d e cr e a s e d n u m b er of e n c a s e d h a u st ori a                  

w h e n c o m p ar e d t o s y p 1 2 1 si n gl e m ut a nt ( Fi g. 7 C). T h e pr o n o u n c e d d o u bl e m ut a nt                     

p h e n ot y p e of e x o 7 0 B 2/ s y p 1 2 1 w a s e v e n m or e a p p ar e nt wit h r e s p e ct t o t h e r e d u cti o n of                   

c all o s e d e p o siti o n si g n al i n i n o c ul at e d l e a v e s ( c all o s e fr o m h a u st ori a a n d p a pill a e; Fi g.                      

7 D). T h u s, d o u bl e m ut a nt e x o 7 0 B 2/ s y p 1 2 1 h a d si g nifi c a ntl y r e d u c e d d ef e n c e effi ci e n c y                 

a g ai n st B g h , u nli k e t h e e x o 7 0 B 1/ s y p 1 2 1 , w hi c h di d n ot diff er fr o m s y p 1 2 1 .  
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Di s c u s si o n  

T h e m o d el s y st e m of i nt er a cti o n s b et w e e n n o n- h o st p at h o g e n s u c h a s Bl u m eri a                 

gr a mi ni s a n d Ar a bi d o p si s t h ali a n a h a s b e e n s u c c e s sf ull y u s e d i n st u di e s of t h e r ol e of                    

t h e s e cr et or y p at h w a y i n t h e pl a nt i m m u nit y b ef or e. I n t hi s r e p ort, w e a n al y s e d t h e c ell                       

i m m u nit y p h e n ot y p e s of s e v er al Ar a bi d o p si s li n e s m ut at e d i n e x o c y st s u b u nit g e n e s i n                  

d ef e n c e r e s p o n s e a g ai n st B g h a n d E p . W e s h o w e d t h at t h e e x o c y st c o m pl e x i n v ol vi n g                      

E X O 7 0 B 2 i s r e q uir e d f or f ull p e n etr ati o n r e si st a n c e a g ai n st n o n- a d a pt e d bi otr o p hi c              

f u n gi.  

T h e e x o c y st i s t h e m aj or r e g ul at or of pl a nt c ell s e cr eti o n a n d p ol arit y, s o                      

di sr u pti o n of t h e c o m pl e x l e a d s t o s e v er e gr o wt h p h e n ot y p e s ( S y n e k ( S y n e k et al.,                    

2 0 0 6; H al a et al., 2 0 0 8 a) , 2 0 0 6; H ál a ( S y n e k et al., 2 0 0 6; H al a et al., 2 0 0 8 a). I n or d er t o                           

a v oi d pl ei otr o pi c m ut ati o n eff e ct s a n d t o st u d y t h e s p e cifi c r ol e of pl a nt e x o c y st i n                        

r e a cti o n t o f u n g al p e n etr ati o n, w e w or k e d wit h w e a k all el e li n e s of c or e e x o c y st s u b u nit s                       

s e c 8- m 4 , s e c 5 a- 1 a n d s e c 1 5 b- 1 t h at d o n ot h a v e s e v er e gr o wt h p h e n ot y p e. F or t h e s e                   

m ut a nt s, w e w er e a bl e t o d e s cri b e n e w i nt er a cti o n p h e n ot y p e s r e s ulti n g fr o m a d ef e n c e                     

r e a cti o n of pl a nt c ell s wit h i m p air e d s e cr et or y m a c hi n er y, a p art fr o m t h e pr e vi o u sl y                    
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d e s cri b e d st a g e s of B g h pr o gr e s si o n i n W T ( T a k e m ot o ( T a k e m ot o et al., 2 0 0 6 b). Al o n g                    

wit h t h e v e si c ul ar cl u m p, w hi c h h a s b e e n pr e vi o u sl y c h ar a ct eri s e d a s a v e si c ul ar h al o i n                      

t h e e x o 7 0 B 2 m ut a nt s ( P e č e n k o v á ( P e c e n k o v a et al., 2 0 1 1 c), w e n e wl y d e s cri b e d t h e               

pr e s e n c e of e nl ar g e d p a pill a e. U si n g a nili n e bl u e st ai ni n g, w e s h o w e d t h at i n t h e                      

p a pill a e wit h t h e cl u m p, t h e a nili n e bl u e p o siti v e si g n al w a s pr e s e nt i n v e si c ul ar                        

c o m p art m e nt s urr o u n di n g t h e att a c k sit e s ( U n d er w o o d, 2 0 1 2; C h o w d h ur y ( U n d er w o o d,            

2 0 1 2; C h o w d h ur y et al., 2 0 1 4 b) . I n c o ntr a st t o f ai nt a nili n e bl u e si g n al of p a pill a e wit h                       

t h e v e si c ul ar cl u m p, t h e e nl ar g e d p a pill a e r efl e ct e d pr o b a bl y t h e e ct o pi c c all o s e                     

d e p o siti o n b e hi n d t h e r e g ul ar p a pill a e b o d y ( Fi g. 1 B). S u c h p a pill a e r e s e m bl e d t h e                      

p h e n ot y p e of t h e o v er e x pr e s si n g li n e P M R 4 ( Bl ü m k e et al., 2 0 1 3). Alt h o u g h w e                   

c at e g ori z e d t h e s e p a pill a e a s d e vi at e d, w e c a n n ot e x cl u d e t h at t h e y mi g ht b e p artl y                      

f u n cti o n al or tr a n sf or m i nt o r e g ul ar p a pill a e or P C D a s mi g ht b e t h e c a s e of s e c 5 a                       

m ut a nt li n e ( Fi g. 1 E, F). W e al s o c a n n ot e x cl u d e, t h at t h e e nl ar g e d c all o s e d e p o siti o n i s                        

t h e r e s ult of a n i m p air e d c all o s e d e gr a d ati o n. E v e n t h o u g h all t h e e x o c y st m ut a nt s                    

t e st e d h a d di mi ni s h e d p e n etr ati o n r e si st a n c e, t h e y diff er e d i n s o m e r e s p o n s e               

c at e g ori e s. T h er ef or e, w e f o c u s e d o n m ut a nt li n e s pr o vi di n g t h e m o st r e pr o d u ci bl e                  

p h e n ot y p e - t h e e x o 7 0 B 2 a n d s e c 8- m 4 . W e f o u n d t h at b ot h h a v e a di sti n ct d el a y i n                         

p e n etr ati o n d ef e n c e ( Fi g. 2), a s w ell a s t h e hi g h er o c c urr e n c e of s u c c e s sf ull y                  

p e n etr at e d c ell s b y h a u st ori a ( Fi g. 1 E, F). T hi s p h e n ot y p e r e s e m bl e s t h e m or e s e v er e                      

p h e n ot y p e of s y p 1 2 1 , i n w hi c h m aj or d ef e ct i n p e n etr ati o n r e si st a n c e i s t h e d el a y of                    

s e cr eti o n m ar k e d b y c all o s e d e p o siti o n i n p a pill a e ( A s s a a d et al., 2 0 0 4 b; Ni el s e n et al.,                     

2 0 1 2 c) . T h e o c c urr e n c e of d e vi at e d p a pill a e, t h e l o w er p e n etr ati o n r e si st a n c e, a n d t h e                  

d el a y e d c all o s e d e p o siti o n i n t h e e x o c y st m ut a nt s r efl e ct e d d ef e ct s i n t h e n or m al                     

e x o c yt oti c m a c hi n er y a n d i m p ort a n c e of f u n cti o n al s e cr eti o n p at h w a y i n d ef e n c e o v er                  

ti m e. R e c e ntl y, t h e e x o c y st a n d e s p e ci all y S E C 5 r ol e i n c all o s e s e cr eti o n i n P TI h a s                        

b e e n s h o w n i n t o b a c c o ( D u et al. , 2 0 1 5; D u et al. , 2 0 1 8). H er e w e s h o w e d t h at e x o 7 0 B 2                          

a n d s e c 8- m 4 m ut a nt s h a v e t h e d el a y i n e arl y c all o s e d e p o siti o n c o m p ar a bl e t o s y p 1 2 1 ,                     

b ut t h eir p e n etr ati o n r e si st a n c e di d n ot c o m pr o mi s e s o dr a sti c all y. T hi s r e s ult p oi nt e d t o                   
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t h e i m p ort a n c e of s e cr eti o n ti mi n g i n p e n etr ati o n r e si st a n c e b ut i n di c at e d c all o s e a s a                  

p o s si bl y l e s s i m p ort a nt c o m p o n e nt i n it.  

T h e e x o c y st s u b u nit s h a v e b e e n d e m o n str at e d t o w or k wit hi n t h e st a bl e pr ot ei n                    

c o m pl e x i n y e a st c ell s ( H ei d er et al., 2 0 1 5; Y u e et al., 2 0 1 7 b; Pi c c o et al., 2 0 1 7). T h e                          

E X O 7 0 g e n e h a s m a n y p ar al o g s i n pl a nt g e n o m e s ( Eli a s et al., 2 0 0 3 b) a n d s e v er al                        

E X O 7 0 pr ot ei n i s of or m s (i e E X O 7 0 B 2) ar e t ar g et s of r a pi d pr ot e ol yti c d e gr a d ati o n                 

( St e g m a n n et al., 2 0 1 2 b; S e o et al., 2 0 1 6). T h er ef or e w e h y p ot h e si z e d, t h at t h e e x o c y st                    

c o m pl e x i n pl a nt c ell s i s c a p a bl e of e x c h a n gi n g E X O 7 0 i s of or m s i n or d er t o t ar g et                     

s e cr eti o n t o p arti c ul ar m e m br a n e d o m ai n s a s pr e vi o u sl y pr o p o s e d ( Z ár s k ý et al., 2 0 0 9 b;                   

Z ár s k ý et al., 2 0 1 3 c) . I n t hi s r e p ort, w e f o c u s e d o n t h e E X O 7 0 B 2, b e c a u s e it i s t h e o nl y                        

e x o c y st s u b u nit pr e vi o u sl y c o nfir m e d t o b e i n v ol v e d i n t h e p a pill a e f or m ati o n a n d                    

p e n etr ati o n r e si st a n c e a g ai n st n o n- a d a pt e d f u n gi. It s l o c ali s ati o n h a s b e e n a n al y s e d                

o nl y tr a n si e ntl y i n Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a or Ar a bi d o p si s pr ot o pl a st a n d n e v er i n p a pill a                 

str u ct ur e ( P e c e n k o v a et al., 2 0 1 1 d; St e g m a n n et al., 2 0 1 2 c). W e c o m p ar e d t h e                    

b e h a vi o ur of E X O 7 0 B 2, t h e cl o s e st p ar al o g of E X O 7 0 B 1 a n d t h e E X O 7 0 A 1 ( p o s si bl y                   

m aj or e x o c yt oti c E X O 7 0 i n Ar a bi d o p si s – S y n e k et al. , 2 0 0 6), d uri n g t h e r e a cti o n t o                    

f u n g al p e n etr ati o n a n d c o nfir m e d t h e E X O 7 0 B 2 i s t h e i s of or m s p e cifi c all y i n v ol v e d i n                  

t hi s p arti c ul ar pr o c e s s. W e f o u n d o nl y a f ai nt c yt o pl a s mi c si g n al of t h e E X O 7 0 B 2- G F P                    

a n d t h e G F P- E X O 7 0 B 1 at t h e e d g e of d et e cti o n li mit i n n o n-tr e at e d s e e dli n g s or m at ur e                   

l e a v e s. W e s p ott e d e arl y pr ot ei n u pr e g ul ati o n a n d f o c al a c c u m ul ati o n of t h e                  

E X O 7 0 B 2- G F P b e n e at h t h e c o nt a ct sit e s wit h B g h . T hi s w a s n ot a c a s e of t h e                         

G F P- E X O 7 0 B 1 si g n al. I ntri g ui n gl y, w e s h o w e d t h at t hi s i n cr e a s e i n t h e E X O 7 0 B 2- G F P                

pr ot ei n l e v el c orr el at e d wit h t h e E X O 7 0 A 1 d e pl eti o n, w hil e t h e S E C 8 st a y e d u n c h a n g e d                     

( Fi g. 5). T h e l e v el of E X O 7 0 B 2 i s t h u s ti g htl y r e g ul at e d i n t h e c o nt e xt of a p at h o g e n                        

att a c k, a s pr o p o s e d b ef or e ( P e c e n k o v á et al., 2 0 1 1). T hi s n oti o n i s i n c o n c ert wit h                     

pr e vi o u s di s c o v er y of b ot h t h e E X O 7 0 A 1 a n d t h e E X O 7 0 B 2 b ei n g t h e t ar g et of                       

r e g ul at e d pr ot e a s o m al d e gr a d ati o n ( S a m u el et al., 2 0 0 9; St e g m a n n et al., 2 0 1 2 d). Aft er                 

t h e r e c e ntl y r e p ort e d diff er e nt l o c ali s ati o n of E X O 7 0 i s of or m s i n s p ati all y diff er e nt                  

m e m br a n e d o m ai n s of p oll e n t u b e s ( S e k er e š et al., 2 0 1 7 b), w e t h u s i n di c at e t h e                      
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p o s si bl e r e pl a c e m e nt of o n e E X O 7 0 i s of or m b y a n ot h er o n e i n ti m e i n r e s p o n s e t o a                      

s p e cifi c sti m ul u s.  

W e d e m o n str at e d t h at b ot h Ar a bi d o p si s E X O 7 0 B s dir e ctl y i nt er a ct wit h s ol u bl e                 

S Y P 1 2 1. W e al s o s h o w e d t h at i n d ef e n c e a g ai n st n o n- a d a pt e d p o w d er y mil d e w, t h e                    

si m ult a n e o u s l o s s of E X O 7 0 B 2 a n d S Y P 1 2 1 di st ur b e d t h e p e n etr ati o n r e si st a n c e a n d                  

r e d u c e d t h e i m m u nit y r e s p o n s e. U nli k e t h e e x o 7 0 B 1/ s y p 1 2 1 d o u bl e m ut a nt, t h e                 

e x o 7 0 B 2/ s y p 1 2 1 s h o w e d a n a d diti v e p h e n ot y p e i n t h e p e n etr ati o n d ef e n c e. T hi s               

s u p p ort a c o m m o n r ol e of S N A R E a n d e x o c y st c o m pl e x e s i n P TI. N e v ert h el e s s, t h e                    

a s s o ci ati o n b et w e e n S Y P 1 2 1 a n d e x o c y st m a y f o u n d bi ol o gi c al r el e v a n c e i n t h e                    

c a n o ni c al S N A R E dri v e n s e cr eti o n, w h er e diff er e nt E X O 7 0 m a y p arti ci p at e. T h e                  

c o o p er ati o n of E X O 7 0 B 2 a n d S Y P 1 2 1 i n n o n- h o st r e si st a n c e h a s b e e n pr o p o s e d al s o                     

b a s e d o n t h eir c o- e x pr e s si o n t o g et h er wit h S N A P 3 3 a n d V A M P 7 2 2 ( H u m p hr y et al.,                   

2 0 1 0) . H o w e v er, t h e c o o p er ati o n d y n a mi c s of t h e t w o pr ot ei n s mi g ht diff er i n t h e                      

p a pill a e a n d t h e e n c a s e m e nt f or m ati o n, si n c e w e f o u n d t h e a d diti v e p h e n ot y p e of                    

e x o 7 0 B 2/ s y p 1 2 1 d o u bl e m ut a nt o nl y f or t h e e n c a s e m e nt f or m ati o n a n d n ot t h e p a pill a.                  

It h a s b e e n s h o w n b ef or e, t h at t h e S Y P 1 2 1 tr a n s c yt o si s pl a y s p o s si bl y a n i m p ort a nt r ol e                        

i n t h e f or m ati o n of b ot h t h e d ef e n si v e str u ct ur e s b y t w o i n d e p e n d e nt p at h w a y s. T h e                    

f or m ati o n of t h e e n c a s e m e nt, b ut n ot t h e f or m ati o n of p a pill a e, r eli e d o n t h e f u n cti o n of                   

A R A 7, t h e G T P a s e cl o s el y r el at e d t o A R A 6 ( Ni el s e n et al., 2 0 1 7). T h e st u d y h a s                        

s u g g e st e d a m o d el i n w hi c h t h e i nfl u e n c e of t h e S Y P 1 2 1 o n t h e p a pill a e f or m ati o n mi g ht                      

b e str o n g er t h a n i n t h e c a s e of e n c a s e m e nt f or m ati o n, w h er e a n ot h er Q a- S N A R E m a y                    

t a k e t h e m ai n f u n cti o n ( H a n s e n a n d Ni el s e n et al. , 2 0 1 8). T hi s w o ul d b e i n a gr e e m e nt                        

wit h o ur r e s ult s s h o wi n g t h e s y p 1 2 1 m ut ati o n e pi st a si s o v er e x o 7 0 B 2 m ut ati o n i n                      

p a pill a e f or m ati o n a n d t h e i n cr e a s e d i m p ort a n c e of t h e E X O 7 0 B 2 f u n cti o n i n t h e                    

e n c a s e m e nt f or m ati o n ( s e e m o d el Fi g. 7). B a s e d o n t h e l o c ali s ati o n st u di e s, o ur m o d el                    

i ntr o d u c e s t h e m e m br a n e-l o c ali s e d E X O 7 0 B 2 c o nt ai ni n g c o m pl e x a s a m e m b er of t h e               

s e cr et or y p at h w a y, w hi c h dri v e s a str u ct ur al m at eri al t o w ar d s p a pill a e a n d e n c a s e m e nt s                   

( Fi g. 7). It r e m ai n s t o b e f urt h er el u ci d at e d w h et h er t hi s r efl e ct s S Y P 1 2 1- d e p e n d e nt                  

( c o o p er ati o n o n t h e l e v el of t h e e n c a s e m e nt f or m ati o n) or - i n d e p e n d e nt ( S Y P 1 2 1                 
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f u n cti o n i n t h e p a pill a e f or m ati o n wit h s u b s e q u e nt E X O 7 0 B 2 f u n cti o n i n t h e e n c a s e m e nt                 

f or m ati o n) pr o c e s s. O n e of t h e p ossi bl e s c e n ari o is t h at e x o c yst r ol e i n M V B f usi o n wit h                        

p a pill a a n d e n c as e m e nt m e m br a n e is r e mi nis c e nt of t h e r ol e of c oil e d- c oil eff e ct or of A R A 6 t h e                      

P U F 2, w hi c h is i n v ol v e d i n t ar g eti n g of R A Bs a n d V P S 9 a i nt o e n d os o m es a n d r e g ul at es v a c u ol e                       

l o a di n g (It o et al., 2 0 1 8)(It o et al., 2 0 1 8). A m or e d et ail e d st u d y i s n e e d e d i n or d er t o                         

a s s e s s t h e s e h y p ot h e s e s. 

T h e m o d el sit u ati o n of p a pill a e d e v el o p m e nt u s e d i n o ur st u d y all o w e d u s t o                    

d e m o n str at e t h e f u n cti o n al r el ati o n s hi p b et w e e n S N A R E a n d E X O C Y S T c o m pl e x e s.               

W e c o n cl u d e t h at o ur d at a o n e x o c y st l o c ali s ati o n a n d b e h a vi o ur r e s e m bl e s d y n a mi c s                    

of S Y P 1 2 1 S N A R E c o m pl e x. M or e o v er, o ur g e n eti c a n al y s e s cl e arl y i n di c at e t h at t h e                     

e x o c y st c o m pl e x c o nt ai ni n g E X O 7 0 B 2 i s i n v ol v e d al o n g wit h S Y P 1 2 1 i n s e cr eti o n                   

pr o c e s s s u p p orti n g t h e d ef e n c e a g ai n st n o n- a d a pt e d p o w d er y mil d e w. It i s p o s si bl e,                 

t h at t h e E X O 7 0 B 2 c o nt ai ni n g e x o c y st c o m pl e x r e c o g ni z e s t h e att a c k sit e s t o t ar g et                    

e x o c yt o si s a n d t o r e g ul at e S Y P 1 2 1- m e di at e d v e si cl e f u si o n t h er e. T h u s e x o c y st                 

m e di at e s t h e ti m e- d e p e n d e nt f o c al s e cr eti o n of p a pill a e a n d e n c a s e m e nt s m at eri al s,               

i n cl u di n g c all o s e a s o n e of t h e c o m p o n e nt s. S Y P 1 2 1 l o c ali s ati o n t o t h e p ar a m ur al                  

s p a c e v s. e x o c y st a b s e n c e i n it i n di c at e s t h at a d diti o n al m e c h a ni sti c d et ail s a n d ti m e                     

s e q u e n c e of e x o c y st v s. S N A R E a cti o n will n e e d f urt h er st u di e s.  

 

M at eri al a n d M et h o d s  

 

Pl a nt m at eri al  

T h e s e e d s of Ar a bi d o p si s t h ali a n a w er e st erili s e d a n d pl at e d o n 1/ 2 M S, 1 %                    

s u cr o s e m e di u m. T h e pl a nt s w er e gr o w n i n vitr o f or 1 0 d a y s, a n d u s e d f or q R T- P C R,                         

c o nf o c al i m a gi n g, or tr a n sf err e d i nt o Jiff y t a bl et s a n d gr o w n i n gr o wt h c h a m b er u n d er                       

s h ort d a y c o n diti o n s ( 2 1 ° C, 1 0/ 1 4 li g ht/ d ar k h, 8 0 % h u mi dit y a n d a li g ht i nt e n sit y of 1 2 5                          

μ m ol m − 2  s− 1  i n a 4 0 0 - 7 0 0 n m r a n g e). 

 

P at h o g e n i n o c ul ati o n a n d c yt ol o g y  
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F or p at h o g e n i n o c ul ati o n e x p eri m e nt s, pl a nt s w er e c ulti v at e d u n d er s h ort d a y                 

c o n diti o n s ( 2 1 ° C, 1 0/ 1 4 h, 7 5 % h u mi dit y wit h a li g ht i nt e n sit y of 1 2 5 μ m ol m − 2 s − 1 ). B g h                         

w a s c ulti v at e d c o nti n u o u sl y o n fr e s h b arl e y ( G ol d e n pr o mi s e) gr o w n u n d er s h ort d a y                     

c o n diti o n s ( 1 9 ° C, 1 0/ 1 4 h, 5 0 % h u mi dit y, a n d a li g ht i nt e n sit y of 7 0 μ m ol m − 2 s − 1 ). E p                         

w a s c ulti v at e d c o nti n u o u sl y o n fr e s h p e a ( Pi s u m s ati v u m v ari et y p etit pr o v e n c al)                 

c ulti v at e d u n d er s h ort d a y c o n diti o n s ( 1 9 ° C, 1 0/ 1 4 h, 6 0 % h u mi dit y a n d a li g ht i nt e n sit y                         

of 7 0 μ m ol m − 2 s − 1 ). T h e B g h i s ol at e A 6 o n b ar el y g e n ot y p e P 0 1 w a s ki n dl y pr o vi d e d b y                           

L a b or at or y of P at h ol o gi c al Pl a nt P h y si ol o g y . M a x Pl a n c k I n stit ut e f or Pl a nt Br e e di n g                 

R e s e ar c h i n C ol o g n e I n stit ut e ki n dl y pr o vi d e d t h e E p i s ol at e.  

Pl a nt s, a p pr o xi m at el y 4 w e e k s ol d w er e i n o c ul at e d b y s pr e a di n g of s p or e s fr o m                  

i nf e ct e d b arl e y or p e a o n t h e a d a xi al sit e of t h eir l e a v e s (fr o m l e af t o l e af). T h e 5t h - 6t h                             

l e a v e s w er e c ut off at s el e ct e d h pi a n d cl e ar e d wit h 9 6 % et h a n ol or c hl or al h y dr at e. F or                         

c all o s e vi s u ali s ati o n cl e ar e d l e a v e s w er e st ai n e d wit h a n al k ali s ol uti o n of a nili n e bl u e                      

( E s c hri c h a n d C urri er, 1 9 6 4). F or p e n etr ati o n r at e vi s u ali s ati o n f u n g al str u ct ur e s w er e                   

st ai n e d wit h 2 5 0 m g/ ml tr y p a n bl u e i n l a ct o p h e n ol/ et h a n ol s ol uti o n ( V o g el a n d                   

S o m er vill e, 2 0 0 0 b) . F or q u a ntifi c ati o n p ur p o s e s, w e c o n si d er e d e pi d er m al c ell s att a c k e d                

b y a si n gl e g er mi n at e d s p or e. T h e a d diti o n al pr ot o c ol h a s b e e n p erf or m e d f or t h e                      

i nt e n s e f u n g al str u ct ur e s st ai ni n g a s d e s cri b e d b y ( R at e et al., 1 9 9 9). St ai n e d l e a v e s                     

w er e o b s er v e d wit h cl a s si c al e pifl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y or o pti c al mi cr o s c o p y b y              

Ni k o n E cli p s e T E 2 0 0 0- E i n v ert e d mi cr o s c o p e. 

  

Tr a n s cri pt d et e cti o n a n d s e mi q u a ntit ati v e R T- P C R  

R N A w a s i s ol at e d fr o m 1 0 0- 1 2 0 m g of 1 4 d a y s ol d pl a nt s u si n g t h e R N e a s y kit                          

( Qi a g e n). F or P C R a m plifi c ati o n, 2. 5 µ L of 2 0 × dil ut e d c D N A w a s u s e d a n d t h e                        

g e n e- s p e cifi c p air s of pri m er s w er e u s e d f or s e mi q u a ntit ati v e P C R ( S u p pl e m e nt ar y               

T a bl e S 8 ). T h e E X O 7 0 A 1 w a s a m plifi e d a s a c D N A q u alit y c o ntr ol.  

 

Pl a s mi d c o n str u cti o n a n d g e n er ati o n of tr a n s g e ni c li n e s  
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All c o n str u ct s w er e pr e p ar e d b y P h u si o n P C ( N E B, U S A) r e a cti o n u si n g a s a                     

t e m pl at e eit h er g e n o mi c D N A f or i ntr o nl e s s g e n e s a n d pr o m ot er s or c D N A o bt ai n e d                     

fr o m R N A a s d e s cri b e d i n t h e pr e vi o u s p a s s a g e. Li st of u s e d pri m er s i s pr e s e nt e d i n                       

t a bl e ( S 8), a s w ell a s l e n gt h s of a m plifi e d fr a g m e nt s, r e stri cti o n sit e s u s e d f or cl o ni n g                       

pr o c e d ur e a n d d e sti n ati o n v e ct or s.   

T h e s e q u e n c e d v e ct or s w er e tr a n sf or m e d i nt o A gr o b a ct eri u m t u m ef a ci e n s           

G V 3 1 0 1 str ai n. Ar a bi d o p si s W T or r e s p e cti v e m ut a nt s w er e tr a n sf or m e d b y               

A gr o b a ct eri u m - m e di at e d fl or al di p m et h o d ( Cl o u g h a n d B e nt, 1 9 9 8).  

 

Mi cr o s c o p y  

Mi cr o s c o pi c o b s er v ati o n of Ar a bi d o p si s pl a ntl et s att a c k e d wit h p at h o g e n s w a s              

d o n e b y a n i n v ert e d s pi n ni n g di s k c o nf o c al mi cr o s c o p e wit h a hi g h-r e s ol uti o n c a m er a                  

(Y o k o g a w a C S U- X 1 o n Ni k o n Ti- E pl atf or m, l a s er b o x A gil e nt M L C 4 0 0, wit h s C M O S                      

c a m er a A n d or Z yl a C S U- X 1). T h e d y n a mi c st u d y w a s d o n e wit h a hi g h- s p e e d c a m er a                       

(wit h s C M O S A n d or i X o n D U- 8 9 7), u si n g filt er stri n g e nt c u b e s f or G F P a n d R F P .  Ni k o n                        

Pl a n A p o c hr o m at x 6 0 WI ( N A = 1. 2) a n d Pl a n A p o c hr o m at x 1 0 0 OI ( N A = 1. 4 5)                       

o bj e cti v e l e n s e s w er e u s e d f or i m a gi n g, u si n g 4 8 8- a n d 5 6 1- n m l a s er li n e s . E x p o s ur e                        

ti m e w a s 7 0 0 m s, 4 8 8 n m l a s er p o w er of 7 5 %. Fl u or e s c e n c e pr o l e s a n d a c q uir e d                        

i m a g e s w er e e x p ort e d fr o m NI S E L E M E N T S 4. 1 s oft w ar e ( Ni k o n, T o k y o, J a p a n) –                     

i d e nti c al s etti n g s w er e u s e d f or e a c h i m a g e. Fi g ur e s w er e t h e n a n al y s e d i n I m a g e J Fiji                        

s oft w ar e ( htt p://r s b w e b. ni h. g o v/ij/). Mi cr o s c o pi c a n al y si s of ti s s u e st ai ni n g wit h a nili n e or               

tr y p a n bl u e w a s p erf or m e d u si n g a n Ol y m p u s B X 5 1 mi cr o s c o p e wit h att a c h e d D P 5 0                     

c a m er a x 1 0 0 OI ( N A = 1. 3 5) o bj e cti v e ( Ol y m p u s; Tr y p a n bl u e) or Z ei s s A xi oI m a g er                     

A p o T o m e 2 mi cr o s c o p e 2 0 x o bj e cti v e ( A nili n e bl u e). F or f u n g al str u ct ur e vi s u ali s ati o n i n                 

vi v o t h e pr o pi di u m i o di d e PI 1: 5 0 0 or F M 4- 6 4 d y e 1: 1 0 0 0 dil ut e d i n w at er w a s u s e d. T o                          

p erf or m l a m b d a s c a n t h e Z ei s s L S M 8 8 0 c o nf o c al s c a n ni n g mi cr o s c o p e wit h a Z ei s s                     

C- A p o c hr o m at 4 0 x ( N A = 1. 2) W K orr F C S M 2 7 or C- A p o c hr o m at x 6 3 OI ( N A = 1. 4 5)                        

o bj e cti v e w a s u s e d. E x cit ati o n w a v el e n gt h s u s e d w er e 4 8 8 n m f or G F P a n d 5 6 1 n m f or                        
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m R u b y 2, PI a n d F M 4- 6 4. T h e li n e ar u n mi xi n g w a s p erf or m e d wit h t h e Z EI S S B L A C K                      

s oft w ar e. 

 

Y e a st T w o- H y bri d A s s a y  

T h e S Y P 1 2 1 D N A ( o bt ai n e d fr o m Ri k e n) w a s a m plifi e d fr o m c D N A wit h pri m er s                       

e x cl u di n g t h e tr a n s m e m br a n e d o m ai n a n d cl o n e d i nt o p G A D T 7 v e ct or ( Cl o nt e c h                  

L a b or at ori e s, I n c.). All t h e ot h er e x o c y st c o n str u ct s u s e d i n t h e st u d y h a v e alr e a d y b e e n                       

d e s cri b e d ( H al a et al., 2 0 0 8 a; P e c e n k o v á et al., 2 0 1 1; Z ár s k ý et al., 2 0 1 3 a; V u k a ši n o vi ć                   

et al., 2 0 1 4) . Diff er e nt p G B K T s wit h p G A D wit h a n i n s ert e d n o n- c o di n g pi e c e of v e ct or                      

p E N T R 3 C w er e u s e d a s n e g ati v e c o ntr ol s. At l e a st 1 0 p o siti v e c ol o ni e s fr o m – L e u/ – Tr p                      

pl at e s w er e r e s u s p e n d e d i n 1 5 0 µl of st eril e w at er, dil ut e d 3 0 x a n d 9 0 0 x, a n d                      

s u b s e q u e ntl y pl at e d o nt o – L e u/ – Tr p/ – Hi s/- A d e pl at e.  

 

Pr ot ei n e xtr a cti o n, S D S G el El e ctr o p h or e si s a n d W e st er n Bl ot  

T ot al pr ot ei n e xtr a ct s w er e i s ol at e d fr o m 2- 4 w e e k s ol d pl a nt s tr a n sf or m e d wit h                    

E X O 7 0 B 2- G F P i n diff er e nt ti m e p oi nt s 0- 2 4 h pi B g h or w at er ( m o c k) i n o c ul ati o n. T h e                     

pr ot ei n e xtr a cti o n S e c 6/ 8 b uff er a dj u st e d f or t h e e x o c y st e xtr a cti o n w a s u s e d ( 2 0 m M                      

H E P E S, p H 6. 8, 1 5 0 m M N a Cl, 1 m M E D T A, 1 m M D T T, a n d 0. 5 % T w e e n,                           

s u p pl e m e nt e d wit h 1 3 pr ot e a s e i n hi bit or c o c kt ail ( Si g m a- Al dri c h). Aft er o n e h o ur of l y si s,                    

t h e e xtr a ct s w er e s pi n n e d d o w n a n d t h e s u p er n at a nt s w er e b oil e d wit h 6 x S D S l o a di n g                        

b uff er.  

T h e pr ot ei n s w er e l o a d e d o n 1 0 % S D S- P A G E a n d bl ott e d t o a nitr o c ell ul o s e                  

m e m br a n e. T h e m e m br a n e w a s st ai n e d wit h p o n c e a u S s ol uti o n a n d bl o c k e d o v er ni g ht                      

wit h 5 % n o n-f at dr y mil k i n P B S ( 1 3 7 m M N a Cl, 2. 7 m M K Cl, 1 0 m M N a 2 H P O 4, a n d 2                             

m M K H 2 P O 4, p H 7. 4, 0. 2 5 % T w e e n 2 0). Pri m ar y a nti b o d y dil uti o n s i n P B S w er e a s                        

f oll o w s: m o n o cl o n al m o u s e m C h err y ( N o v u s Bi ol o gi c al s), 1: 1 0 0 0; p ol y cl o n al r a b bit               

a nti- G F P (I n vitr o g e n), 1: 8 0 0; p ol y cl o n al r a b bit a nti b o di e s a nti- At S E C 3, 1: 5 0 0 0;           

a nti- At S E C 5, 1: 5 0 0 0; a nti- At S E C 6 ( A gri s er a S w e e d e n), 1: 1 0 0 0 0; a nti- At S E C 8 ( A gri s er a             

S w e e d e n), 1: 8 0 0 0; a nti- At S E C 1 0, 1: 1 0 0 0 0; a nti- At S E C 1 5 a, 1: 1 0 0 0 a n d a nti- At E X O 8 4 b,            
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1: 1 0 0 0. A p pr o pri at e s e c o n d ar y h or s er a di s h p er o xi d a s e – c o nj u g at e d a nti b o di e s      

( Pr o m e g a, M a di s o n, WI, U S A) w er e a p pli e d f oll o w e d b y c h e mil u mi n e s c e nt E C L                 

d et e cti o n ( A m er s h a m, G E H e alt h c ar e, C hi c a g o, I L, U S A). 

 

C oi m m u n o pr e ci pit ati o n  

Ar a bi d o p si s s e e dli n g s ( 1 g of 1 0- d a y- ol d) w er e u s e d f or t h e                 

c o-i m m u n o pr e ci pit ati o n of pr ot ei n s. Pr ot ei n c o m pl e x e s wit h G F P- S Y P 1 2 1- G F P a n d            

fr e e G F P a s a c o ntr ol, w er e i s ol at e d u si n g t h e µ M A C S G F P-t a g g e d pr ot ei n i s ol ati o n kit                    

( Milt e n yi Bi ot e c), a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er' s i n str u cti o n s. T h e o nl y e x c e pti o n w a s a                  

utili s ati o n of t h e S e c 6/ 8 b uff er ( H al a et al., 2 0 0 8 a) a s a w a s h b uff er, t w o ti m e s a n d l y si s                        

b uff er pr o vi d e d i n t h e kit a s a t hir d m or e stri n g e nt w a s h. B o u n d pr ot ei n s w er e el ut e d                        

wit h 1 0 0 µ L of t h e pr e h e at e d el uti o n b uff er. I n or d er t o a n al y s e b o u n d pr ot ei n s i n a n                        

el ut e d fr a cti o n, S D S- P A G E a n d w e st er n bl ot w er e p erf or m e d.  

A c k n o wl e d g m e nt  

T hi s w or k w a s s u p p ort e d b y C z e c h S ci e n c e F o u n d ati o n ( C S F/ G A C R) pr oj e ct                

G A 1 5- 1 4 8 8 6 S a n d b y N P UI L O 1 4 1 7 of M E Y S C R. It w a s f o u n d e d b y t er mi n at e d st u d e nt                    

pr oj e ct G A U K- 1 1 0 2 2 1 4 b y Gr a nt A g e n c y of C h arl e s U ni v er sit y. T h e I n stit ut e of                

E x p eri m e nt al B ot a n y (I E B) I m a gi n g F a cilit y i s s u p p ort e d b y t h e O p er ati o n al Pr o gr a m m e                

Pr a g u e C o m p etiti v e n e s s ( O P P C) C Z. 2. 1 6/ 3. 1. 0 0/ 2 1 5 1 9 a n d C z e c h- Bi oI m a gi n g l ar g e RI           

pr oj e ct ( L M 2 0 1 5 0 6 2 f u n d e d b y M E Y S C R). 

A ut h or s w o ul d li k e t o t h a n k P et er S a b ol f or h el p wit h t e xt e diti n g a n d cl o ni n g a s si st a n c e,                         

M arti n P ot o c k ý f or fr uitf ul di s c u s si o n a n d i m a g e s oft w ar e g ui d a n c e a n d J a n a                    

Šť o ví č k o v á f or r eli a bl e t e c h ni c al s u p p ort.   

 

A ut h or C o ntri b uti o n s  

C o n c ei v e d a n d d e si g n e d t h e e x p eri m e nt s: J O, T P, V Z. P erf or m e d t h e                 

e x p eri m e nt s: J O, T P. A n al y s e d t h e d at a: J O. C o ntri b ut e d r e a g e nt s/ m at eri al s/ a n al y si s              

t o ol s: J O, T P, J S, I K. Wr ot e t h e p a p er: J O, T P, J S, V Z. 
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Fi g ur e 1 C at e g or y of i nt er a cti o n s b et w e e n e x o c y st m ut a nt s a n d n o n- h o st                

p at h o g e n s.  

B g h a n d E p e v o k e d t h e s a m e t y p e s of r e a cti o n s - i n t h e c ol u m n s: ( A) R e g ul ar p a pill a e;                      

( B) D e vi at e d p a pill a e ( eit h er s m all er t h a n r e g ul ar p a pill a b ut wit h v e si c ul ar cl u m p or                       

e nl ar g e d p a pill a); ( C) H a u st ori a ( c o m pl et el y u n e n c a s e d a n d p arti all y or f ull y e n c a s e d                 

h a u st ori a); ( D) C ell d e at h/i s ol at e d pr o gr a m m e d c ell d e at h. Fr o m t h e t o p: t h e fir st r o w                    

s h o w s i n d e p e n d e nt i nt er a cti o n s vi s u ali z e d b y h ot- p h e n ol tr y p a n bl u e st ai ni n g ( bl u e                

c ol o ur vi s u ali z e s f u n g al str u ct ur e s or d e a d c ell s); s e c o n d r o w, a nili n e bl u e st ai ni n g                      

vi s u ali s ati o n of t h e c all o s e ( diff er e nt e x p eri m e nt); t hir d r o w, s c h e m ati c m o d el of                  

r e a cti o n s t o f u n gi (i n s pir e d b y M e y er et al. , 2 0 0 9). T h e p h e n ot y pi c d e vi ati o n i n                   

p e n etr ati o n r e si st a n c e a c c or di n g t o d e s cri b e d i nt er a cti o n t y p e s i s s h o w n ( E) 2 4 h pi or                   

( F) 4 8 h pi wit h B g h . T h e el e v at e d t ot al a m o u nt of i nt er a cti o n s ( A + B + C + D) hi g hli g ht s                    

d ef e ct s i n pl a nt i m m u nit y of e x o c y st c or e s u b u nit m ut a nt s ( E, F). T h e i n cr e a s e d p orti o n                       

of d e vi at e d p a pill a e i n di c at e s i m b al a n c e d s e cr eti o n i n pr e-i n v a si v e b a s al r e si st a n c e i n                 

e x o c y st m ut a nt s. A n u m b er of h a u st ori a a n d c ell d e at h s h o w t h e w e a k e ni n g i n                     

p e n etr ati o n r e si st a n c e. T h e d at a s et f or e a c h g e n ot y p e w a s c o u nt e d fr o m 1 0 0                    

g er mi n at e d s p or e s o n d efi n e d l e af ar e a, t w o l e a v e s fr o m e a c h of fi v e pl a nt s w er e                         

a n al y s e d. F or e a c h c ol u m n i n t h e gr a p h, t h e ar e a c o m pl e m e nt ar y t o 1 0 0 % pr e s e nt s t h e                     

pr o p orti o n of s p or e s t h at di d n ot pr o v o k e a n y r e a cti o n of t h e pl a nt ( e m pt y b ar s). T h e                        

e x p eri m e nt w a s r e p e at e d 4 ti m e s wit h si mil ar r e s ult s. T h e s m all l ett er s i n di c at e t h e                       

si g nifi c a nt diff er e n c e c al c ul at e d wit h o n e- w a y A N O V A ( A N al y si s Of V Ari a n c e) wit h                  

p o st- h o c T u k e y- Kr a m er H S D ( H o n e stl y Si g nifi c a nt Diff er e n c e), Z- s c or e p < 0. 0 1. A              

a p pr e s s ori u m; G g er m t u b e; S s p or e; C W c ell w all; P M pl a s m a m e m br a n e; P p a pill a; C                      

c oll ar; E H M e xtr a h a u st ori al m e m br a n e; H h a u st ori u m; E e n c a s e m e nt. Y ell o w arr o w s             

m ar k o ut er b or d er s of pl a nt c ell d ef e n si v e str u ct ur e s. T h e bl a c k d a s h e d li n e o utli n e s                        

f u n g al str u ct ur e s a n d t h e st ar m ar k s a s p or e. S c al e b ar s 5 µ m. 

 

Fi g ur e 2 Ti m e s c al e a n al y si s of p e n etr ati o n s u c c e s s of B g h .   
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( A) c ell s wit h d e v el o p e d h a u st ori a a n d ( B) c ell s u n d er g oi n g P C D i n W T a n d s e c 8- m 4 ,                        

e x o 7 0 B 2 , s y p 1 2 1 m ut a nt li n e s w er e c o u nt e d o n a d efi n e d l e af ar e a. T h e d at a w er e                         

t a k e n at 1 3, 2 4, 4 8 a n d 7 2 h pi wit h B g h . ( C) t h e fr e q u e n c y of c all o s e d e p o siti o n c o u nt e d                        

o n a d efi n e d l e af ar e a at t h e sit e s of B g h att a c k w a s f oll o w e d at 8, 1 0, 1 2, 2 4 h pi. T h e                              

e x p eri m e nt w a s r e p e at e d 3 ti m e s wit h si mil ar tr e n d. T h e a st eri s k s i n di c at e si g nifi c a nt                      

diff er e n c e fr o m W T i n e a c h ti m e p oi nt if t h er e ar e t w o or t hr e e t h e m or e g e n ot y p e s w er e                           

diff er e nt i n t hi s ti m e p oi nt. T h e st ati sti c al diff er e n c e w a s c al c ul at e d wit h o n e w a y                        

A N O V A wit h p o st- h o c T u k e y- Kr a m er H S D Z s c or e p < 0. 0 1. Err or b ar s r e pr e s e nt                   

st a n d ar d err or. 

 

Fi g ur e 3 E x o c y st s u b u nit s l o c ali s e d i nt o d ef e n si v e p a pill a.   

( A) Si g n al a c c u m ul ati o n of G F P-t a g g e d e x o c y st s u b u nit s i n p a pill a, f or c o m p ari s o n t h e                

a ut ofl u or e s c e n c e of f u n g al a n d pl a nt c ell str u ct ur e s ar e pr e s e nt e d i n t h e pi ct ur e. T h e                     

F M 4- 6 4 w a s u s e d f or vi s u ali s ati o n of P M a n d f u n g al str u ct ur e s. F or e a c h li n e, t h e gr e e n                       

c h a n n el ( G F P/ a ut ofl u or e s c e n c e; l eft c ol u m n), m er g e d gr e e n a n d r e d c h a n n el ( G F P wit h                  

F M 4- 6 4 si g n al; mi d dl e) a n d bri g htfi el d c h a n n el (ri g ht) ar e s h o w n. T h e Y- a xi s r e pr e s e nt s                      

a n i nt e n sit y of a si g n al, t h e X- a xi s r e pr e s e nt s t h e l e n gt h of t h e s e cti o n. Y ell o w                       

arr o w h e a d s p oi nt t o t h e a p pr e s s ori u m. S c al e b ar 1 0 µ m. ( B) T h e gr a p h s r e pr e s e nt a n                    

e x a m pl e of t h e diff er e n c e b et w e e n t h e G F P si g n al a n d t h e a ut ofl u or e s c e n c e of p a pill a.                   

( C) T h e c ol o c ali s ati o n of E X O 7 0 B 2- m R u b y 2 a n d G F P- S Y P 1 2 1 i n a p a pill a. T h e               

tr a n s g e ni c pl a nt s wit h t h e E X O 7 0 B 2- m R u b y 2 a n d G F P- S Y P 1 2 1 w er e o b s er v e d at 1 6                

h pi wit h B g h i n a n or m al w at er or h y p er o s m oti c c o n diti o n. Pi ct ur e s r e pr e s e nt o n e o ut of                       

1 5 p a pill a e o b s er v e d t hr o u g h t h e o n e e x p eri m e nt. A p pr o xi m at el y 2/ 3 of o b s er v e d                  

s p or e s a p p e ar e d t o h a v e t h e si mil ar eff e ct o n pr ot ei n l o c ali s ati o n aft er pl a s m ol y si s.                   

P e ar s o n’ s c orr el ati o n gr a p h of E X O 7 0 B 2- m R u b y 2 ( C h 1) a n d G F P- S Y P 1 2 1 ( C h 2) f or               

n o n- pl a s m ol y s e d a n d pl a s m ol y s e d c ell s. S c al e b ar 5 μ m.  

T h e y ell o w d a s h e d li n e m ar k s t h e cr o s s- s e cti o n u s e d f or a n al y si s.   

 

Fi g ur e 4 E x o c y st l o c ali s e d i nt o t h e e n c a s e m e nt of h a u st ori a.  

2 2 0
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T h e p a n el s r e pr e s e nt a bri g ht fi el d a n d a si g n al i nt e n sit y a n al y si s of t h e t hr e e st a g e s of                          

d ef e n si v e str u ct ur e s gr o wt h: t h e p a pill a ( A, B), t h e p arti all y e n c a s e d h a u st ori u m ( C, D)                  

a n d t h e e n cl o si n g e n c a s e m e nt ( E, F). T h e si g n al of E X O 7 0 B 2 s urr o u n d s t h e p a pill a ( A),                     

t h e c oll ar ( C, E, y ell o w arr o w h e a d s) a n d t h e e n c a s e m e nt ( C, E). T h e si g n al of                       

S E C 6- G F P m ar k s str o n gl y p a pill a ( B), t h e c oll ar or i niti ati o n s of t h e e n c a s e m e nt ( D, F                    

y ell o w arr o w h e a d s) a n d t h e e n c a s e m e nt ( F). Pi n k arr o w h e a d s ar e p oi nti n g w h er e t h e                 

h a u st ori a e n d a n d w h er e t h e si g n al of t h e E x o c y st s u b u nit s i s di s a p p e ari n g. S c al e b ar                     

1 0 µ m; s c al e b ar of si g n al i nt e n siti e s o n t h e l eft. T h e y ell o w d a s h e d li n e o utli n e s f u n g al                          

str u ct ur e s.  

 

Fi g ur e 5 E X O 7 0 B 2 w a s s p e cifi c all y i n d u c e d o n m R N A a n d pr ot ei n l e v el aft er B g h                      

i n o c ul ati o n.  

( A) T h e r el ati v e tr a n s cri pt l e v el, n or m ali s e d t o u bi q uiti n g e n e, of E X O 7 0 B 2 g e n e w a s                      

el e v at e d at 8 h pi wit h B g h , i n c o m p ari s o n t o S E C 8 . ( B) T h e pr ot ei n l e v el of                       

E X O 7 0 B 2- G F P i n e x o 7 0 B 2 m ut a nt i n cr e a s e d at 4 h pi wit h B g h a n d st a y e d el e v at e d                     

d uri n g t h e ti m e of i nt er a cti o n wit h t h e f u n g u s, w h er e a s t h e l e v el of E X O 7 0 A 1 dr o p p e d                      

a n d t h e l e v el of S E C 8 st a y e d u n c h a n g e d. T h e a nti- G F P, a nti- E X O 7 0 A 1 a n d a nti- S E C 8                 

a nti b o di e s w er e u s e d. ( C) T h e e arl y a c c u m ul ati o n of E X O 7 0 B 2- G F P si g n al i n t h e                   

c yt o pl a s m i n v e si cl e-li k e d ot s. T h e G F P si g n al l a b ell e d t h e p a pill a str u ct ur e alr e a d y at 8                       

h pi wit h B g h i n 3 w e e k s ol d pl a nt s. T h e a st eri s k s i n di c at e st ati sti c all y si g nifi c a nt                      

diff er e n c e s c al c ul at e d wit h n o n p ar a m etri c T u k e y- Kr a m er H S D t e st at p < 0. 0 1. ( n = 3                 

bi ol o gi c al r e pli c at e s). T h e err or b ar s s h o w st a n d ar d d e vi ati o n. T h e y ell o w arr o w h e a d s                   

hi g hli g ht si g n al m a xi m a. T h e s c al e b ar 5 μ m.  

 

Fi g ur e 6 S Y P 1 2 1 i nt er a ct e d wit h t h e E X O 7 0 B 2 c o nt ai ni n g e x o c y st c o m pl e x  

Bi o c h e mi c al a n d g e n eti c v erifi c ati o n of S Y P 1 2 1 a n d E X O 7 0 B 2 i nt er a cti o n. ( A) T h e                 

G F P- S Y P 1 2 1 s e e dli n g s w er e u s e d f or c o-i m m u n o pr e ci pit ati o n a n d t h e el ut e d fr a cti o n                

w a s t e st e d f or t h e e x o c y st s u b u nit s pr e s e n c e. F or e a c h g el, t h e arr a n g e m e nt of                      

s a m pl e s w a s al w a y s t h e s a m e - o n t h e l eft el u at e of t h e G F P- S Y P 1 2 1 e x pr e s si n g                    

2 2 1
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s e e dli n g s, a n d t h e el u at e of t h e fr e e G F P e x pr e s si n g s e e dli n g s a s a c o ntr ol. ( B) T h e                       

dir e ct i nt er a cti o n b et w e e n t h e e x o c y st a n d S Y P 1 2 1 w a s e x a mi n e d i n a y e a st t w o- h y bri d                      

a s s a y. Y e a st s c o nt ai ni n g b ot h t h e bi n di n g a n d a cti v ati o n d o m ai n w er e s p ott e d o n t h e                      

s el e cti o n S D- Hi s, Tr p, A d e, L e u pl at e s i n t w o dil uti o n s, a n d l eft t o gr o w f or 5 d a y s. ( C)                           

F o ur w e e k s ol d pl a nt s of s y p 1 2 1 , ex o 7 0 B 2/ s y p 1 2 1 , e x o 7 0 B 1/ s y p 1 2 1 m ut a nt li n e s w er e                 

i n o c ul at e d wit h t h e s p or e s of B g h . T h e l e a v e s w er e c oll e ct e d at 4 8 h pi a n d st ai n e d wit h                          

tr y p a n or a nili n e bl u e. T h e s u m of all e v o k e d i nt er a cti o n s b y p at h o g e n d e s cri b e d gr a p h.                      

( D) T h e gr a p h s h o w s t h e m e a n ar e a of c all o s e s p ot s cr e at e d aft er t h e i nt er a cti o n                          

c o u nt e d o n t h e pr e d efi n e d l e af ar e a. ( E) T h e m e a n p er c e nt a g e of d e v el o p e d e n c a s e d                    

(f ull y or p arti all y) or u n e n c a s e d h a u st ori a. Err or b ar s i n di c at e S E ( n = 3 bi ol o gi c al                    

r e pli c at e s). C o m p ari s o n s b et w e e n m ulti pl e gr o u p s w er e p erf or m e d b y A N O V A f oll o w e d                 

b y t h e T u k e y- Kr a m er t e st. T h e s a m e l ett er i n di c at e s t h at t h er e ar e n o si g nifi c a nt                       

diff er e n c e s ( P < 0. 0 1).  

 

Fi g ur e 7 T h e i nt er a cti o n s c h e m e  

T h e m o d el d e s cri bi n g o ur w or ki n g h y p ot h e si s of t w o p at h w a y s i n v ol v e d i n t h e b a s al                      

r e si st a n c e t o t h e f u n g al n o n- a d a pt e d p at h o g e n. T h e l eft s c h e m e s h o w s g er mi n at e d                 

s p or e w hi c h s u c c e s sf ull y p e n etr at e d a pl a nt c ell a n d cr e at e d h a u st ori u m b ef or e t h e c ell                    

st art e d t h e pr o gr a m m e d c ell d e at h. T h e c ell u s e s t w o m aj or s e cr et or y p at h w a y t o                       

d e v el o p d ef e n si v e p a pill a a n d e n c a s e m e nt, t h e s e cr eti o n a n d r e c y cli n g. I n d et ail, w e                   

h y p ot h e si s e t h at a c c or di n g t o E X O 7 0 c o m pri s e d i n t h e c o m pl e x, e x o c y st h el p s t o                    

di sti n g ui s h t h e d ef e n si v e str u ct ur e s fr o m P M. E x o c y st c o nt ai ni n g E X O 7 0 B 2 m a y h el p t o                     

e st a bli s h t h e p a pill a m e m br a n e d o m ai n f or S Y P 1 2 1 a n d si mil arl y w or k f or ot h er                    

Q a- S N A R E i n t h e e n c a s e m e nt f or m ati o n. T h e m o d el al s o s u p p ort s a v ari a bilit y of                   

e x o c y st c o m pl e x a c c or di n g t o t h e b o u n d E X O 7 0 X s u b u nit. C W c ell w all, P M pl a s m a                       

m e m br a n e, M V B m ulti v e si c ul ar b o d y, S E s e cr et or y v e si cl e, R V r e c y cli n g v e si cl e, T G N                  

tr a n s- G ol gi n et w or k, E V e n d o c yt o s e d v e si cl e, E e n c a s e m e nt, P p a pill a, G T g er m t u b e,                 

A a p pr e s s ori u m.  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1  

V erifi c ati o n of t h e K O s e c 5 a- 1 a n d K O s e c 1 5 b- 1 m ut a nt s. T h e gr a p hi c al ill u str ati o n                      

r e pr e s e nt s t h e g e n o mi c s e q u e n c e of Ar a bi d o p si s S E C 5 A g e n e ( A) a n d S E C 1 5 B ( D)                  

wit h t h e arr o w p oi nt t h e pl a c e of i n s erti o n. T h e 1 8 0 0 b p l o n g s e g m e nt of S E C 5 A w a s                          

a m plifi e d fr o m c D N A of 1 4 d a y s ol d s e c 5- 1 m ut a nt a n d W T s e e dli n g s ( B). Fr o m t h e                         

s a m e c D N A s a m pl e s, t h e 6 0 0 b p l o n g fr a g m e nt of c o ntr ol g e n e E X O 7 0 B 2 w a s a m plifi e d                        

a s t h e D N A q u alit y c o ntr ol ( C). T h e 1 2 0 0 b p l o n g s e g m e nt of S E C 1 5 B w a s a m plifi e d a s                           

d e s cri b e d a b o v e a n d t h e a cti n g e n e w a s u s e d a s a c o ntr ol. Pri m er s u s e d f or t h e P C R                          

w er e d e si g n e d t o c o v er t h e p art wit h t h e i n s erti o n a n d t o di sti n g ui s h S E C 5 A fr o m                         

S E C 5 B  or S E C 1 5 B  fr o m S E C 1 5 A  ( T a bl e 1 0). 

  

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 2  

Q u a ntifi c ati o n of p e n etr ati o n r e si st a n c e a g ai n st E p i n e x o c y st m ut a nt s. T h e p e n etr ati o n                

r e si st a n c e w a s a n al y s e d at 7 2 ( A, C) a n d 1 1 6 h pi ( B, D) wit h E p i n c o m p ari s o n t o W T.                        

T h e p er c e nt a g e of t ot al i nt er a cti o n s i n di c at e s c h a n g e s i n r e s p o n si v e n e s s t o f u n g al               

att a c k ( A, B). I n d et ail, t h e p e n etr ati o n r at e s h o w e d t h e c h a n g e s i n p e n etr ati o n                     

r e si st a n c e of e x o c y st m ut a nt s ( C, D). T h e l ett er s i n di c at e t h e st ati sti c all y si g nifi c a nt                  

diff er e n c e p erf or m e d b y A N O V A f oll o w e d b y t h e p o st- h o c T u k e y- Kr a m er t e st, Z- s c or e                 

c al c ul ati o n s p < 0. 0 1, n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s . 

  

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 3  

T h e d y n a mi c s of e x o c y st s u b u nit s i n p a pill a cr o s s- s e cti o n. Pi ct ur e s o n t h e l eft s h o w t h e                    

st art s e cti o n of ti m e s eri e s u s e d f or k y m o gr a p h s ( o n t h e ri g ht); s c al e b ar r e pr e s e nt s 1 0                      

μ m. T h e y ell o w d a s h li n e d efi n e s t h e X- a xi s of t h e k y m o gr a p h s. Pr e s e nt e d k y m o gr a p h s                    

s h o w t h e d y n a mi c s of G F P-t a g g e d E X O 7 0 B 2, S E C 6 a n d S Y P 1 2 1. All pr ot ei n s w er e                   

e x pr e s s e d u n d er t h eir n at ur al pr o m ot er s. I n k y m o gr a p h, t h e v erti c al s c al e b ar                  

r e pr e s e nt s t h e 3 0 s a n d t h e h ori z o nt al s c al e b ar 3 µ m. T h e w hit e d a s h e d li n e o utli n e s                         

f u n g al str u ct ur e s. 
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 4  

( A) T h e a c c u m ul ati o n of G F P si g n al a n d t h e o v erl a y of G F P, a ut ofl u or e s c e n c e of                    

h a u st ori a a n d p a pill a e aft er t h e li n e ar u n mi xi n g aft er l a m b d a s c a n. T h e r e d c ol o ur                         

s h o w s t h e F M 4- 6 4 d y e i n a n o v erl a y pi ct ur e. T h e n o n-tr a n sf or m e d pl a nt s w er e u s e d a s                      

t h e c o ntr ol t o E X O 7 0 B 2- G F P a n d S E C 6- G F P e x pr e s si n g pl a nt s. ( B) T h e u n mi x e d                

c h a n n el s r e pr e s e nt t h e s p e cifi c r a n g e of w a v el e n gt h s d e s cri b e d i n t h e gr a p h. L a m b d a                  

s c a n w a s d o n e t o vi s u ali z e G F P o nl y wit h 4 8 8 n m ar g o n l a s er wit h a r a n g e of 4 8 9- 6 0 0                             

n m.   

 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 5  

( A) T h e l o c ali s ati o n of E X O 7 0 B 2- G F P/e x o 7 0 B 2 a n d S E C 6- G F P i n t h e h a u st ori a w a s               

d o n e b y li n e ar u n mi xi n g of c h ar a ct eri s e d s p e ctr a. S c al e b ar 1 0 μ m. T h e l a m b d a s c a n                     

w a s d o n e t o vi s u ali z e G F P o nl y wit h 4 8 8 n m ar g o n l a s er wit h a r a n g e of 4 8 9- 6 0 0 n m.                             

( B) T h e gr a p hi c al ill u str ati o n of u s e d s p e ctr a f or G F P a n d f u n g al str u ct ur e s o bt ai n e d                       

fr o m t h e c o ntr ol pl a nt s f or li n e ar u n mi xi n g pi ct ur e pr o c e s si n g.  

 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 6  

T h e i s ol at e d st a c k s fr o m t h e Z- st a c k s c a n ni n g s h o wi n g l o c ali s ati o n of G F P- S E C 8 t o t h e                     

d ef e n si v e str u ct ur e s p a pill a e/ c oll ar or n e c k ( A) a n d t h e gr o wi n g e n c a s e m e nt ( B). T h e PI                   

1 0 0 0 x w a s u s e d t o vi s u ali s e t h e f u n g al str u ct ur e. T h e d e pt h of a s c a n i s i n di c at e d b y                         

y ell o w n u m b er s, t o p ri g ht. Y ell o w arr o w h e a d s i n di c at e t h e G F P m a xi m u m pr e s e n c e.                  

Pi n k arr o w h e a d s h o w s t h e ti p of h a u st ori a. S c al e b ar 1 0 μ m. 

 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 7  

T h e gr a p h s h o w s t h e a bilit y of E X O 7 0 B 2- G F P t o f ull y c o m pl e m e nt t h e d ef e ct of                    

e x o 7 0 B 2 m ut a nt i n p a pill a d e v el o p m e nt. L e a v e s w er e st ai n e d wit h t h e tr y p a n bl u e                     

m et h o d. Fr o m t h e t ot al n u m b er of cr e at e d p a pill a e o n a l e af, t h e t w o c at e g ori e s                        

( v e si c ul ar cl u m p a n d r e g ul ar p a pill a) w er e c o u nt e d. Err or b ar s r e pr e s e nt S E. T h e s m all                         

l ett er s i n di c at e st ati sti c all y si g nifi c a nt diff er e n c e c al c ul at e d wit h A N O V A t e st at p < 0. 0 1.  

2 2 4
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S u p pl e m e nt ar y t a bl e 8 

T h e t a bl e pr e s e nt s a li st of pri m er s a n d c o n str u ct s u s e d i n t h e st u d y.  

2 2 5

5 0 



Dis c ussi o n  

 

P A P E R 1 0:  

 

Titl e: O n t h e f u n cti o n al di v ersit y a n d s u b c ell ul ar t ar g eti n g of pl a nt e x o c yst s u b u nit E X O 7 0                      

is of or ms 

A ut h o rs: J ur aj S e k er eš, Vi kt or Ž árs k ý a n d M arti n P ot o c k ý 

R ati o n al e of t h e r e p o rt: T his w or k s u m m ari z es t h e v ast a n d oft e n c o ntr a di ct or y k n o wl e d g e                   

a b o ut t h e r ol es of t h e E X O 7 0 g e n e f a mil y a n d its m assi v e e x p a nsi o n i n a n gi os p er m pl a nt                        

e v ol uti o n 

M y c o nt ri b uti o n: I wr ot e m ost of t h e m a n us cri pt wit h c o ntri b uti o n fr o m M arti n P ot o c k ý a n d                     

Vi kt or Ž árs k ý. 

M a n us c ri pt is b ei n g fi n ali z e d f o r s u b missi o n  

 

T h e v esi cl e t et h eri n g c o m pl e x e x o c yst is pr es e nt t hr o u g h o ut e u k ar y ot es ( K o u m a n d o u et al.,                   

2 0 0 7) a n d w as r e p e at e dl y d e m o nstr at e d t o b e t h e k e y c ell p ol arit y r e g ul at or i n y e asts, a ni m als                     

a n d pl a nts ( M arti n- Ur dir o z et al., 2 0 1 6; Z ars k y et al., 2 0 0 9; Z ars k y et al., 2 0 1 3). It c o nsists of                        

ei g ht s u b u nits ( S E C 3, S E C 5, S E C 6, S E C 8, S E C 1 0, S E C 1 5, E X O 8 4 a n d E X O 7 0), a n d c at al y z es                       

S N A R E c o m pl e x - m e di at e d m e m br a n e f usi o n. T his pr o c ess is m e c h a nisti c all y b est u n d erst o o d                    

i n b u d di n g y e ast m o d el s yst e m, w h er e t h e t- S N A R E Ss o 2 dir e ctl y i nt er a cts wit h S e c 3 p ( Y u e et                           

al., 2 0 1 7) a n d S e c 9 p wit h S e c 6 p ( Si v ar a m et al., 2 0 0 5). T h e cis- S N A R E c o m pl e x f or m ati o n is                         

f urt h er b o ost e d b y t h e dir e ct i nt er a cti o n of S e c 6 p wit h t h e r e g ul at or y S e c 1 pr ot ei n ( M or g er a et                        

al., 2 0 1 2). Y e ast a n d m a m m ali a n S E C 3 a n d E X O 7 0 s u b u nits dri v e t h e c o m pl e x t o t h e pl as m a                        

m e m br a n e b y dir e ct i nt er a cti o n wit h PI P 2

2 2 6

( H e et al., 2 0 0 7; Li u et al., 2 0 0 7) a n d s p e cifi c pr ot ei n                         

i nt er a ct ors li k e s m all G T P as es ( P o m m er eit a n d W o ut ers, 2 0 0 7; R o bi ns o n et al., 1 9 9 9). I n a ni m al                      

s yst e ms, t h e c o m pl e x f u n cti o ns of E X O 7 0 h a v e b e e n a d dr ess e d b y m a n y st u di es i n v ari o us c ell                        

t y p es. B esi d es f u n cti o ni n g wit hi n t h e e x o c yst c o m pl e x i n pr o c ess es li k e i ns uli n s e cr eti o n, n e urit e                      

gr o wt h, c ell mi gr ati o n, as w ell as mi d b o d y s cissi o n ( M arti n- Ur dir o z et al., 2 0 1 6) a n d p h a g os o m e                    



m at ur ati o n ( R a u c h et al., 2 0 1 4), E X O 7 0 is i n v ol v e d i n a ut o p h a g y as p art of e x o c yst s u b c o m pl e x                      

( B o d e m a n n et al., 2 0 1 1) a n d h as s e v er al e x o c yst-i n d e p e n d e nt r ol es d o c u m e nt e d. S ur prisi n gl y, it               

e v e n r e g ul at es r e g ul at es pr e- m R N A s pli ci n g ( D ell a g o et al., 2 0 1 1). I n d e p e n d e ntl y o n t h e r est of                    

e x o c yst, E X O 7 0 sti m ul at es Ar p 2/ 3-i n d u c e d a cti n p ol y m eri z ati o n a n d br a n c hi n g ( Li u et al., 2 0 1 2)                  

b ut it is als o a bl e t o pr o d u c e a cti n-fr e e c ell pr otr usi o ns b y oli g o m eri z ati o n-i n d u c e d n e g ati v e                    

m e m br a n e c ur v at ur e ( Z h a o et al., 2 0 1 3). T w o diff er e nt is of or ms, t h e E- E X O 7 0 a n d M- E X O 7 0                     

r es ult fr o m m a m m ali a n E X O 7 0 alt er n ati v e s pli ci n g wit h o nl y t h e M- E X O 7 0 b ei n g a bl e t o                       

a cti v at e t h e Ar p 2/ 3 c o m pl e x. D uri n g t h e e pit h eli al- m es e n c h y m al tr a nsiti o n, c ells s wit c h                  

e x pr essi o n fr o m E- E X O 7 0 t o M- E X O 7 0, w hi c h f a cilit at es i n v a d o p o di a f or m ati o n a n d c ell                   

mi gr ati o n. F e w m or e m a m m ali a n E X O 7 0 s pli c e v ari a nts wit h diff er e nti al tiss u e e x pr essi o n w er e                       

d o c u m e nt e d ( D ell a g o et al., 2 0 1 1) b ut si g nifi c a n c e of t h es e v ari a nts is u n cl e ar.   

 

Wit h s o m a n y f u n cti o ns e x e c ut e d b y o n e or o nl y a f e w is of or ms i n a ni m als, it is s ur prisi n g t h at                         

a n gi os p er m g e n o m es e n c o d e v ast a m o u nt of E X O 7 0 v ari a nts ( 2 3 i n Ar a bi d o psis, 2 2 i n di pl oi d                     

t o b a c c o g e n o m es, 4 7 i n ri c e) distri b ut e d t o ni n e s u bf a mili es ( A-I) ( Eli as et al., 2 0 0 3; C vr c k o v a et                         

al., 2 0 1 2). T h e Ar a bi d o psis E X O 7 0 is of or ms s h ar e r esi d u es i m pli c at e d i n pl as m a m e m br a n e                     

bi n di n g t o a diff er e nt d e gr e e, w hi c h p oi nts t o t h eir p ut ati v el y di v ers e r ol es i n tr affi c ki n g t o                        

diff er e nt r e c y cli n g m e m br a n e d o m ai ns as p art of diff er e nt s u bt y p es of t h e pl a nt e x o c yst c o m pl e x                      

( Z ars k y et al., 2 0 0 9). T h e p ot e nti al f or di v ers e r ol es is f urt h er r e v e al e d b y t h e diff er e n c es i n                        

s urf a c e c h ar g e distri b uti o n pr e di ct e d b y str u ct ur al h o m ol o g y m o d elli n g ( Fi g. 1 ). I n t his r e vi e w,                     

w e f urt h er a d dr ess t h e c o n u n dr u m of t h e e n or m o us pl a nt E X O 7 0 di v ersit y b y dis c ussi n g c urr e nt                       

k n o wl e d g e o n t h e s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n of pl a nt E X O 7 0 is of or ms, t h eir f u n cti o ns, m e c h a nis ms                    

of r e g ul ati o n a n d m ol e c ul ar i nt er a cti o ns wit h ot h er s u b u nits of pl a nt e x o c yst, as w ell as ot h er                         

pr ot ei n a n d li pi d c o m p o n e nts. 

2 2 7

 



 

 

FI G U R E 1. Str u ct ur es of y e ast a n d m a m m ali a n E X O 7 0 pr ot ei n ar e s h o w n, t o g et h er wit h                     

pr e di ct e d str u ct ur es of s el e ct e d Ar a bi d o psis E X O 7 0 is of or ms. I n di c at e d el e ctr ost ati c p ot e nti al                 

m a p p e d o nt o t h e s ol v e nt a c c essi bl e s urf a c es s p a ns fr o m - 5 (r e d) t o + 5 ( bl u e) k b T/ e c. 3 D m o d els                          

of all Ar a bi d o psis E X O 7 0s w er e pr e di ct e d usi n g y e ast ( P D B c o d e 2 P V F), m o us e ( P D B c o d e                         

2 P F T) a n d p arti al Ar a bi d o psis ( P D B c o d e 4 R L 5) str u ct ur es as t e m pl at es. M ulti pl e                   

str u ct ur e-s e q u e n c e ali g n m e nt of 2 3 1 E X O 7 0 s e q u e n c es w as us e d as a st arti n g p oi nt f or t h e                      

i n di vi d u al pr e di cti o ns usi n g M O D E L L E R 9 v 8 s oft w ar e. F or e a c h Ar a bi d o psis E X O 7 0, 1 0 0                   

m o d els w er e g e n er at e d a n d e v al u at e d wit h i nt er n al M o d ell er r a n ki n g al g orit h ms ( D O P E- H R,                    

m ol p df a n d Z). Fi v e b est m o d els w er e f urt h er e v al u at e d usi n g Pr os a                    

( htt ps:// pr os a.s er vi c es. c a m e.s b g. a c. at/ pr os a. p h p) a n d W h atIf   

( htt p://s wift. c m bi.r u. nl/s er v ers/ ht ml/i n d e x. ht ml) al g orit h ms, a n d t h e b est m o d els ar e s h o w n. T h e             

p air of i m a g es is r ot at e d 1 8 0 ° ar o u n d y- a xis. C o urt es y of M arti n P ot o c k ý  
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A s u bf a mil y E X O 7 0 is of o r ms: t h e m e m b r a n e t a r g eti n g c o m p o n e nts ( d et e r mi n a nts) of  

c a n o ni c al pl at e x o c yst c o m pl e x 

 

Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1 is t h e first d es cri b e d a n d s o f ar b est c h ar a ct eri z e d of pl a nt E X O 7 0                     

is of or ms a n d p h yl o g e n eti c all y cl os est t o O pist h o k o nt E X O 7 0s ( S y n e k et al., 2 0 0 6). It is                  

c o nsi d er e d t o b e i n cl u d e d i n t h e v ari a nt of e x o c yst c o m pl e x t h at r e g ul at es h o us e k e e pi n g a n d                    

diff er e nti ati o n pr o c ess es i n m ost tiss u es, b e c a us e it is str o n gl y e x pr ess e d a cr oss Ar a bi d o psis                   

s p or o p h yti c tiss u es ( S y n e k et al., 2 0 0 6; H al a et al., 2 0 0 8;) a n d e x o 7 0 A 1 m ut a nt p h e n o c o pi es                     

d ef e cts of m a n y m ut a nts i n o n e of t h e c or e e x o c yst s u b u nits. T h e p h e n ot y p es s h ar e d b et w e e n                        

pl a nt e x o c yst c or e s u b u nit s p or o p h yti c m ut a nts a n d e x o 7 0 A 1 m ut a nt ar e: sl o w er h y p o c ot yl                     

el o n g ati o n ( H al a et al., 2 0 0 8), t hi n n er a n d c oll a ps e d x yl e m s e c o n d ar y c ell w all ( V u k asi n o vi c et                     

al., 2 0 1 3), i m p air e d s e e d c o at d e p ositi o n ( K uli c h et al., 2 0 1 0), s m all er sti g m ati c p a pill a e ( S y n e k                         

et al., 2 0 0 6; S af a vi a n et al., 2 0 1 5), r e d u c e d si z e of r o ot a pi c al m erist e m a n d sl o w er r o ot c ell                           

el o n g ati o n ( C ol e et al., 2 0 1 4), as w ell as i m p air e d a u xi n tr a ns p ort d u e t o sl o w er PI N tr a ns p ort er                         

r e c y cli n g ( Dr d o v a EJ., 2 0 1 3; T a n et al., 2 0 1 6) a n d d ef e cti v e r o ot h air gr o wt h ( S y n e k et al., 2 0 0 6;                         

W u et al., 2 0 1 3). T h e el o n g ati o n of e x o 7 0 A 1 m ut a nt r o ot h airs is als o l ess sti m ul at e d b y pr es e n c e                          

of Ps e u d o m o n as s yri n g a e a n d t h e m ut a nt s e e dli n g r o ots ar e m or e s us c e pti bl e t o c ol o ni z ati o n b y                    

t h e b a ct eri a t h a n wil d t y p e ( P e c e n k o v a et al., 2 0 1 7). F urt h er m or e, E X O 7 0 A 1 s h ar es s u b c ell ul ar                      

l o c ali z ati o n wit h c or e e x o c yst s u b u nits i n m a n y tiss u es, li k e r o ot e pi d er mis wit h p ol ari z ati o n                        

t o w ar ds t h e o ut er l at er al m e m br a n e d o m ai n ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 3), sit e of pr os p e cti v e C as p ari a n                      

stri p d e p ositi o n ( K al m b a c h et al., 2 0 1 7) a n d m at ur ati n g s e c o n d ar y c ell w all i n diff er e nti ati n g                   

x yl e m ( V u k asi n o vi c et al., 2 0 1 7).  

 

Stri ki n gl y, t h er e is a dr a m ati c i n v ol v e m e nt of c or e e x o c yst s u b u nits a n d o nl y m ar gi n al r ol e of                       

E X O 7 0 A 1 d uri n g c yt o ki n esis. e x o 8 4 b ( F e n dr y c h et al., 2 0 1 0) a n d l at 5 2: S E C 6 c o m pl e m e nt e d                

s e c 6 ( W u et al., 2 0 1 3) m ut a nts h a v e cri p pl e d s e e dli n gs a n d c ell w all st u bs r es ulti n g fr o m                         

d ef e cti v e c yt o ki n esis. W hil e E X O 7 0 A 1 c ol o c ali z es wit h c or e s u b u nits b ot h d uri n g i niti al                    

c yt o ki n esis a n d c ell pl at e m at ur ati o n, o nl y t h e f or m er p h as e is aff e ct e d i n e x o 7 0 A 1 m ut a nt a n d                       

t h e d ef e ct is l at er c o m p e ns at e d, s o e x o 7 0 A 1
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tiss u es b e ar n o tr a c e of c yt o ki n esis d ef e cts. It is                        



p ossi bl e t h at s o m e y et u n c h ar a ct eri z e d E X O 7 0 is of or m a cts r e d u n d a ntl y wit h E X O 7 0 A 1 d uri n g                    

c yt o ki n esis or t h at l at e c ell pl at e r e cr uits e x o c yst vi a o n e of its c or e s u b u nits. B esi d es                         

Ar a bi d o psis, t h e m ut a nt i n E X O 7 0 A 1 g e n e w as als o c h ar a ct eri z e d i n ri c e ( T u et al., 2 0 1 5). T h e                      

m ut a nt pl a nts ar e d w arfis h wit h i m p air e d c ell el o n g ati o n a n d c oll a ps e d v as c ul ar c ell w alls, w hi c h                       

d e m o nstr at es c o ns er v e d E X O 7 0 A 1 f u n cti o n a cr oss a n gi os p er ms. 

 

Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 2, t h e sist er is of or m of t h e E X O 7 0 A 1, is hi g hl y e x pr ess e d i n p oll e n                    

( L or ai n e et al., 2 0 1 3; S y n e k et al., 2 0 1 7). It t h us pr o b a bl y pl a ys a n al o g o us r ol e i n r e cr uiti n g t h e                          

e x o c yst t o t h e ar e a of a cti v e s e cr eti o n. I n t o b a c c o, Nt E X O 7 0 A 1 a a n d t o s o m e e xt e n d                      

Nt E X O 7 0 A 2 l o c ali z e t o t h e e x a ct s m all s u b a pi c al ar e a of t h e p oll e n t u b e, w h er e e x o c yt osis                       

o c c urs, w hil e n o n p oll e n Nt E X O 7 0 A 1 b d o es n ot bi n d pl as m a m e m br a n e i n t o b a c c o p oll e n                    

( S e k er es et al., 2 0 1 7). A s u bf a mil y E X O 7 0 is of or ms ar e t h us i n v ol v e d i n e x o c yt osis i n m a n y c ell                        

t y p es wit h s p or o p h yt e- p oll e n di visi o n of l a b or b et w e e n cl os el y r el at e d is of or ms. 

 

B s u bf a mil y E X O 7 0 is of o r ms: v e rs atil e m e di at o rs of a ut o p h a g y- r el at e d p r o c ess es a n d  

pl as m a m e m b r a n e d y n a mi cs 
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B ot h m e m b ers of Ar a bi d o psis B s u bf a mil y of E X O 7 0 is of or ms, t h e E X O 7 0 B 1 a n d E X O 7 0 B 2,                    

h a v e b e e n t h or o u g hl y i n v esti g at e d. M ost a n gi os p er m g e n o m es c o nt ai n eit h er o nl y o n e E X O 7 0 B                     

p ar al o g u e or p ar al o g u es t h at ar os e fr o m i n d e p e n d e nt d u pli c ati o ns wit h r e g ar d t o e v ol uti o n of                    

Ar a bi d o psis E X O 7 0 B 1 a n d E X O 7 0 B 2. T h er ef or e, m a n y of t h e f u n cti o n al pr o p erti es of t h os e                    

pr ot ei ns dis c uss e d h er e ar e m ost pr o b a bl y r el e v a nt m ostl y f or Br assi c a c e a e, at l e ast i n t h e c as e of                        

E X O 7 0 B 2, w hi c h is d eri v e d w h e n c o m p ar e d t o Ar a bi d o psis E X O 7 0 B 1 a n d ot h er a n gi os p er m                    

m e m b ers of B s u bf a mil y of E X O 7 0s a n d t h er ef or e pr o b a bl y e v ol uti o n ar y n o v elt y of                  

Br assi c a c e a e. 

 

E X O 7 0 B 1 is e x pr ess e d a cr oss m a n y s p or o p h yti c tiss u es a n d w as at first c h ar a ct eri z e d as p art of                      

a ut o p h a gi c m a c hi n er y t h at pl a ys r ol e d uri n g nitr o g e n st ar v ati o n, as w ell as c o nstit uti v e tr a ns p ort                      

i n a ut o p h a g y-r el at e d p at h w a ys fr o m E R t o v a c u ol e t h at b y p ass G ol gi a p p ar at us ( K uli c h et al.,                      



2 0 1 3). S u c h tr a ns p ort i n v ol v es v esi c ul ar tr affi c ki n g of a nt h o c y a ni ns. Y F P: E X O 7 0 B 1 c ol o c ali z es                

wit h t h e a nt h o c y a ni n c o nt ai ni n g c o m p art m e nts, wit h t h e a ut o p h a g y m ar k er A T G 8f a n d g ets                   

i nt er n ali z e d t o t h e v a c u ol e. e x o 7 0 B 1 m ut a nt pl a nts ar e nitr o g e n st ar v ati o n s e nsiti v e, a c c u m ul at e                  

l ess a ut o p h a gi c b o di es i n t h e v a c u ol e a n d a c c u m ul at e p ar a m ur al b o di es i n t h e a p o pl ast, p ossi bl y                      

d u e t o t h e d ef e cti v e tr a ns p ort t o t h e v a c u ol e. I m p ort a ntl y, e x o 7 0 A 1 e x o 7 0 B 1 d o u bl e m ut a nt                 

dis pl a ys p h e n ot y pi c d e vi ati o ns of b ot h si n gl e m ut a nts wit h o ut a n y s y n er gis m, s o t h er e is n o                       

f u n cti o n al o v erl a p b et w e e n E X O 7 0 A 1 a n d E X O 7 0 B 1 ( K uli c h et al., 2 0 1 3). e x o 7 0 B 1 m ut a nt                   

pl a nts als o d e v el o p s p o nt a n e o us l esi o ns wit h c ells u n d er g oi n g pr o gr a m m e d c ell d e at h d u e t o S A                     

h y p er a c c u m ul ati o n ( K uli c h et al., 2 0 1 3) a n d h a v e r e d u c e d t hr es h ol d f or P C D i niti ati o n aft er                      

p at h o g e n i nf e cti o n ( St e g m a n n et al., 2 0 1 3; Z h a o et al., 2 0 1 5). T h e m ut a nts ar e t h us m or e                        

r esist a nt t o w ar ds stri ctl y bi otr o p hi c p at h o g e ns b ut dis pl a y o v erl y r e d u c e d fit n ess ( St e g m a n n et                     

al., 2 0 1 3; Z h a o et al., 2 0 1 5). Si n c e S A dir e ctl y i n d u c es a ut o p h a g y ( K uli c h a n d Z ars k y, 2 0 1 4), t h e                          

h y p ers e nsiti v e p h e n ot y p e of e x o 7 0 B 1 is pr o b a bl y c a us e d b y i m p air e d S A cl e ar a n c e d u e t o its                    

d ef e cti v e a ut o p h a g y-r el at e d tr a ns p ort t o t h e v a c u ol e ( K uli c h et al., 2 0 1 3). It w as f urt h er                   

dis c o v er e d t h at TI R- N B S tr u n c at e d N L R dis e as e r esist a n c e pr ot ei n T N 2, a dir e ct E X O 7 0 B 1                      

i nt er a ct or, is r e q uir e d f or el e v at e d S A l e v el, H2 O 2 a c c u m ul ati o n a n d s p o nt a n e o us h y p ers e nsiti v e                 

r es p o ns e i n e x o 7 0 B 1 m ut a nt ( Z h a o et al., 2 0 1 5). L at er, t h e T N 2 i nt er a ct or c al ci u m- d e p e n d e nt   
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pr ot ei n ki n as e 5 ( C D P K 5), u nli k e ot h er cl os el y r el at e d C D P Ks, w as s h o w n t o b e i n v ol v e d i n                         

T N 2- dri v e n h y p ers e nsiti v e r e a cti o n a n d t o dir e ctl y p h os p h or yl at e E X O 7 0 B 1 ( Li u et al., 2 0 1 7),                 

pr o b a bl y i n i n hi bit or y m a n n er. It w as h y p ot h esi z e d t h at E X O 7 0 B 1 is t ar g et of y et u n k n o w n                     

p at h o g e n eff e ct or a n d T N 2 m o nit ors E X O 7 0 B 1 i nt e grit y tri g g eri n g h y p ers e nsiti v e r e a cti o n w h e n                   

E X O 7 0 B 1 b e c o m es c o m pr o mis e d. Alt er n ati v el y, T N 2 c o ul d b e n or m all y d e gr a d e d b y               

E X O 7 0 B 1- d e p e n d e nt a ut o p h a g y p at h w a y t o pr e v e nt e x c essi v e T N 2-i n d u c e d S A a c c u m ul ati o n,             

w hi c h o c c urs w h e n t h e p at h w a y d o es n ot f u n cti o n pr o p erl y d u e t o E X O 7 0 B 1 l oss ( Z h a o et al.,                         

2 0 1 5), si n c e a ut o p h a g y h as b e e n pr o p os e d t o b e a g e n er al m e c h a nis m f or n e g ati v e r e g ul ati o n of                       

R pr ot ei ns ( P e c e n k o v a et al., 2 0 1 6). Pl e as e n ot e, t h at m e c h a nis ms p ost ul ati n g dir e ct a n d i n dir e ct                       

r ol e of E X O 7 0 B 1 i n S A l e v el c o ntr ol ar e n ot m ut u all y e x cl usi v e. E X O 7 0 B 1 c o ul d m o nit or T N 2                        

a cti vit y u n d er st a n d ar d c o n diti o ns b ut als o f a cilit at e d e gr a d ati o n of e x c essi v e S A u p o n S A l e v el                       



el e v ati o n. A ut o p h a g y-r el at e d p at h w a y i n v ol vi n g E X O 7 0 B 1 c o ul d t h us b e a g e n er al tr affi c r o ut e                    

of v ari o us s e c o n d ar y m et a b olit es t o t h e v a c u ol e ( K uli c h a n d Z ars k y, 2 0 1 4).  

 

F urt h er m or e, E X O 7 0 B 1 als o r e g ul at es st o m at al o p e ni n g a n d cl os ur e. E x o 7 0 B 1 m ut a nts e x hi bit                  

sl o w er li g ht-i n d u c e d st o m at al o p e ni n g t h a n W T pl a nts. E X O 7 0 B 1 dir e ctl y i nt er a cts wit h RI C 7                      

a n d b ot h pr ot ei ns ar e tr a nsl o c at e d t o P M b y a cti v e R O P 2 a n d h el d i nsi d e t h e c ell b y d o mi n a nt                         

n e g ati v e R O P 2 i n Vi ci a f a b a st o m at a. Si n c e Ar a bi d o psis ri c 7 m ut a nts dis pl a y f ast er                   

li g ht-i n d u c e d o p e ni n g t h a n W T, RI C 7 pr o b a bl y als o a cts as a n e g ati v e r e g ul at or of E X O 7 0 B 1                        

a cti vit y d uri n g st o m at al o p e ni n g ( H o n g et al., 2 0 1 6). W hil e m ut ati o n i n E X O 7 0 B 1 g e n e h as n o                        

eff e ct o n A B A-i n d u c e d st o m at al cl os ur e u p o n tr e at m e nt wit h 1 µ M A B A ( H o n g et al., 2 0 1 6), t h e                       

st o m at a of e x o 7 0 B 1 cl os e sl o w er t h a n t h os e of W T pl a nts w h e n 1 0 µ M A B A or m a n nit ol is                        

a p pli e d, w hil e pl a nts o v er e x pr essi n g E X O 7 0 B 1 cl os e t h eir st o m at a f ast er u n d er s a m e c o n diti o ns                      

( S e o et al., 2 0 1 6). E X O 7 0 B 1 is als o tr a nsl o c at e d t o P M b y RI N 4, t h e r e g ul at or of pl a nt d ef e n c e                         

a n d g u ar d e e of m a n y pl a nt R- pr ot ei ns, i n Ar a bi d o psis st o m at a ( S a b ol et al., 2 0 1 7). E X O 7 0 B 1                       

dir e ctl y i nt er a cts wit h RI N 4 a n d t h e i nt er a cti o n is s p e cifi c f or t h e E X O 7 0 B 1 a m o n g t est e d                       

E X O 7 0 is of or ms. M ol e c ul ar d et ails of E X O 7 0 B 1 P M r e cr uit m e nt b y RI N 4 w er e f urt h er                     

i n v esti g at e d i n h et er ol o g o us Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a s yst e m s h o wi n g t h at f ull l e n gt h RI N 4 is                 

r e q uir e d a n d u p o n RI N 4 cl e a v a g e b y A vr R pt 2 pr ot e as e, b ot h RI N 4 a n d E X O 7 0 B 1 l oss P M                         

l o c ali z ati o n ( S a b ol et al., 2 0 1 7). 
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S ur prisi n gl y, t o b a c c o Nt E X O 7 0 B 1 w as f o u n d t o b e n ati v el y tr a ns cri b e d i n t o b a c c o p oll e n                   

( S e k er es et al., 2 0 1 7; C o n z e et al., 2 0 1 7) a n d t a g g e d Nt E X O 7 0 B 1 l o c ali z es t o a disti n ct                      

s u b- a pi c al m e m br a n e d o m ai n i n gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b e ( S e k er es et al., 2 0 1 7). T h e                      

Nt E X O 7 0 B 1 si g n al o v erl a ps wit h z o n e of a cti v e e n d o c yt osis a n d l o c ali z ati o n of e n d o c yti c                     

m a c hi n er y, s o t h e pr ot ei n c o ul d pl a y dir e ct or i n dir e ct r ol e i n e n d o c yt osis. Alt er n ati v el y, it c o ul d                      

r e g ul at e a n u n k n o w n mi n or s e cr et or y p at h w a y i n t o b a c c o p oll e n, disti n ct fr o m t h e b ul k s e cr eti o n                        

r e g ul at e d b y A s u bf a mil y of E X O 7 0s ( S e k er es et al., 2 0 1 7). T o o ur k n o wl e d g e, E X O 7 0 B 1                    

e x pr essi o n h as n e v er b e e n d et e ct e d i n Ar a bi d o psis p oll e n. It is t h us p ossi bl e t h at t h e p oll e n                       

f u n cti o n of E X O 7 0 B 1 is li mit e d t o S ol a n a c e a. 



 

E X O 7 0 B 2 is t h e cl os est h o m ol o g of E X O 7 0 B 1 i n Ar a bi d o psis, alt h o u g h o ut of all t h e                  

Ar a bi d o psis p airs of sist er E X O 7 0 p ar al o gs, t h e E X O 7 0 B 1- E X O 7 0 B 2 h as t h e l o w est s e q u e n c e                  

si mil arit y a n d E X O 7 0 B 2 is hi g hl y d eri v e d w h e n c o m p ar e d t o E X O 7 0 B 1 of Ar a bi d o psis a n d                     

ot h er a n gi os p er ms. E X O 7 0 B 2 is t h us e v ol uti o n ar y n o v elt y of Br assi c a c e a e a n d w h at w e k n o w                  

a b o ut its f u n cti o n mi g ht n ot b e r el e v a nt f or ot h er a n gi os p er m gr o u ps (f or p h yl o g e n eti c a n al ysis                     

of B s u bf a mil y of E X O 7 0s, s e e C vr c k o v a et al., 2 0 1 2). E X O 7 0 B 2 m R N A l e v el is i n d u c e d b y                        

v ari o us eli cit ors ( P e c e n k o v a et al., 2 0 1 1) a n d b ot h E X O 7 0 B 2 tr a ns cri pt a n d pr ot ei n l e v el                       

i n cr e as e u p o n f u n g al att a c k ( Ort m a n n o v a et al., u n p u bl.). T h e e x o 7 0 B 2 m ut a nt pl a nts ar e m or e                     

s us c e pti bl e t o Ps e u d o m o n as s yri n g a e i nf e cti o n ( P e c e n k o v a et al., 2 0 1 1; St e g m a n n et al., 2 0 1 2),                  

a n d o o m y c et e H y al o p er e n os p or a ar a bi d o psi dis ( St e g m a n n et al., 2 0 1 2) t h a n W T pl a nts. T h e                   

m ut a nts als o e x hi bit d e vi ati o ns i n d ef e nsi v e p a pill a b uil d u p u p o n i nf e cti o n b y f u n gi Bl u m eri a                      

gr a mi nis ( P e c e n k o v a et al., 2 0 1 1; Ort m a n n o v a et al., u n p u bl.) a n d Er ysi p h e pisi ( Ort m a n n o v a et                

al., u n p u bl.). U nli k e W T pl a nts, t h e e x o 7 0 B 2 m ut a nts d o n ot u pr e g ul at e e x pr essi o n of s e v er al                     

m ar k ers aft er P A M P tr e at m e nt, d o n ot b uil d u p pr ot e cti o n a g ai nst Ps e u d o m o n as i nf e cti o n u p o n                     

fl g 2 2 pr etr e at m e nt a n d i n hi biti o n of t h eir r o ot gr o wt h b y fl g 2 2 is l ess pr o n o u n c e d t h a n i n t h e                        

c as e of W T pl a nts ( St e g m a n n et al., 2 0 1 2). E X O 7 0 B 2 d o es n ot pl a y r ol e i n A B A-i n d u c e d                       

st o m at al cl os ur e b ut it is e m pl o y e d i n m a n nit ol-i n d u c e d st o m at al cl os ur e ( S e o et al., 2 0 1 6).                    

G F P-t a g g e d E X O 7 0 B 2 l o c ali z es t o pl as m a m e m br a n e i n r o ot a n d c ot yl e d o n c ells of y o u n g                      

s e e dli n gs a n d r el o c ali z es t o a ut o p h a g os o m es aft er a ut o p h a g y i n d u cti o n. T h e l o c ali z ati o n is                  

B F A-s e nsiti v e, s o t h e pr ot ei n eit h er p ass es G A/ T G N or bi n ds s m all v esi cl es t h at c oll a ps e i nt o t h e                       

B F A b o d y ( T e h et al., u n p u bl., a v ail a bl e at Bi o R xi v pr e pri nt s er v er). I n f ull y gr o w n l e a v es,                         

d et e ct a bl e e x pr essi o n of E X O 7 0 B 2 o c c urs o nl y u p o n p at h o g e n i nf e cti o n a n d E X O 7 0 B 2 t o g et h er                     

wit h c or e e x o c yst s u b u nits l o c ali z es t o h a ust ori al e n c as e m e nt a n d d ef e nsi v e p a pill a, w h er e it                      

i nt er a cts wit h t h e S N A R E S Y P 1 2 1 ( Ort m a n n o v a et al., u n p u bl.). E X O 7 0 B 2 als o pl a ys r ol e i n                      

st o m at al d y n a mi cs b ut it s e e ms t o b e li mit e d t o os m ol yt e-i n d u c e d cl os ur e ( S e o et al., 2 0 1 6).                     

M ol e c ul ar d et er mi n a nts of E X O 7 0 B 2 r e cr uit m e nt ar e u n cl e ar b ut u nli k e E X O 7 0 B 1, t h e                 

E X O 7 0 B 2 is n ot tr a nsl o c at e d t o P M w h e n c o e x pr ess e d wit h RI N 4 i n N. b e nt h a mi a n a l e a v es                
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( S a b ol et al., 2 0 1 7). It, h o w e v er, w e a kl y i nt er a cts wit h RI N- d o m ai n c o nt ai ni n g pr ot ei n N OI 6 a n d                      



E X O 7 0 B 2 c o ul d b e r e cr uit e d t o P M b y o n e of t h e m a n y RI N- d o m ai n c o nt ai ni n g pr ot ei ns ( Af z al                     

et al. 2 0 1 3, S a b ol et al., 2 0 1 7). 

 

C s u bf a mil y E X O 7 0 is of o r ms: t h e c o ns e r v e d r e g ul at o rs of t h e ti p g r o wt h  

 

Ar a bi d o psis E X O 7 0 C 1 a n d E X O 7 0 C 2 ar e s p e cifi c all y tr a ns cri b e d i n tri c h o bl asts a n d p oll e n                   

( S y n e k et al., 2 0 1 7) at v er y hi g h l e v el e x c e e di n g e x pr essi o n of c or e e x o c yst s u b u nits o n t h e l e v el                           

of tr a ns cri pts. O n t h e pr ot ei n l e v el, C s u bf a mil y E X O 7 0s ar e t h e m ost a b u n d a nt E X O 7 0 is of or ms                        

i n b ot h Ar a bi d o psis ( Gr o b ei et al., 2 0 0 9) a n d t o b a c c o ( S e k er es et al., 2 0 1 7) p oll e n. S ur prisi n gl y,                       

u nli k e A s u bf a mil y E X O 7 0 is of or ms or c or e e x o c yst s u b u nits, C s u bf a mil y E X O 7 0s d o n ot                      

l o c ali z e t o pl as m a m e m br a n e a n d ar e p ur el y c yt o pl as mi c i n Ar a bi d o psis tri c h o bl asts a n d                  

Ar a bi d o psis a n d t o b a c c o p oll e n t u b es, e v e n u p o n o v er e x pr essi o n ( S e k er es et al., 2 0 1 7; S y n e k et                      

al., 2 0 1 7). H o w e v er, t h e o v er e x pr essi o n i n t o b a c c o p oll e n t u b e c a us es p h e n ot y p es r el at e d t o                     

misr e g ul at e d p ol arit y ( S e k er es et al., 2 0 1 7) a n d e x o 7 0 C 1 ( Li et al., 2 0 1 0) a n d e x o 7 0 C 2 ( S y n e k et                     

al., 2 0 1 7) m ut a nts dis pl a y m al e tr a ns missi o n d ef e ct. e x o 7 0 C 2 p oll e n t u b es gr o wi n g i n st yl e a n d                        

i n vitro ar e s h ort er t h a n wil d t y p e p oll e n t u b es. S ur prisi n gl y, t his is n ot d u e t o s h ort er gr o wt h r at e                          

b ut it is t h e r es ult of f ast er gr o wt h p eri o ds i n m ut a nt p oll e n t u b es, w hi c h r es ult i nt o b urst of t h eir                              

ti ps. B urst p oll e n t u b es c e as e gr o wt h, r e g e n er at e, st art n e w p eri o d of f ast gr o wt h a n d b urst a g ai n                            

i n c y cl es r es ulti n g i n o v er all l e n gt h s h ort er t h a n t h at of W T p oll e n t u b es ( S y n e k et al., 2 0 1 7).                             

T his p h e n o m e n o n, pr o b a bl y r es ulti n g fr o m t hi n ni n g- o ut of s o m e c ell w all c o m p o n e nts at t h e                   

a p e x, c o ul d b e e x pl ai n e d eit h er b y l ess c ell w all d eli v er e d i n t h e e x o 7 0 C 2 m ut a nt or b y C                          

s u bf a mil y E X O 7 0 is of or ms f u n cti o ni n g as n e g ati v e r e g ul at ors of s e cr eti o n a n d t h e e x o 7 0 C 2                   

m ut a nt p oll e n h a vi n g disr u pt e d b al a n c e b et w e e n c ell ul os e s y nt h esis a n d e x o c yt osis of ot h er c ell                      

w all c o m p o n e nts  ( S y n e k et al., 2 0 1 7). 
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C o n u n d r u ms of E s u bf a mil y E X O 7 0s: u n c o n v e nti o n al a ut o p h a g y o r o v e r e x p r essi o n  

a rt ef a cts ?  

 

Ar a bi d o psis E X O 7 0 E 2 l o c ali z es t o c yt o pl as mi c p u n ct a e w h e n o v er e x pr ess e d i n c ell c ult ur e a n d                  

t h e l o c ali z ati o n is u n aff e ct e d b y i n hi bit ors c o m m o nl y us e d t o diss e ct pl a nt c ell m e m br a n e                      

tr affi c ki n g ( W a n g et al., 2 0 1 0). T h e str u ct ur es r es e m bl e i n cl usi o n b o di es b ut t ur n t o b e                      

d o u bl e- m e m br a n e c o m p art m e nts r e mi nis c e nt of a ut o p h a g os o m es t h at f us e wit h pl as m a             

m e m br a n e r el e asi n g a bi g e x os o m e t o t h e a p o pl ast w h e n ass ess e d b y el e ctr o n mi cr os c o p y ( W a n g                      

et al., 2 0 1 0). T h e str u ct ur es s e q u est er e x o c yst s u b u nits a n d ot h er pr ot ei ns u p o n o v er e x pr essi o n i n                      

Ar a bi d o psis c ell c ult ur e ( W a n g et al., 2 0 1 0; Di n g et al., 2 0 1 4) b ut d o n ot n or m all y c ol o c ali z e                       

wit h k n o w n m e m br a n e c o m p art m e nt m ar k ers i n cl u di n g t h e a ut o p h a g y m ar k er At g 8 e ( W a n g et                    

al., 2 0 1 0). O n t h e ot h er h a n d, t h e str u ct ur es c o nt ai ni n g E X O 7 0 E 2 c ol o c ali z e wit h At g 8 e a n d                       

At g 8f a n d m o v e wit h t h e m t o v a c u ol ar l u m e n aft er a ut o p h a g y i n d u cti o n ( Li n et al., 2 0 1 5).                          

Nt E X O 7 0 E 2 is n ot n ati v el y e x pr ess e d i n t o b a c c o p oll e n a n d w h e n Y F P: Nt E X O 7 0 E 2 is                   

e ct o pi c all y e x pr ess e d i n gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b e, it als o l o c ali z es t o m o bil e p u n ct a wit h                        

n e gli gi bl e c yt o pl as mi c si g n al e v e n u p o n l o w l e v el of e x pr essi o n ( S e k er es et al., 2 0 1 7). Str a n g el y,                      

t h e E X O 7 0 E 2 i n d u c es t h e d o u bl e- m e m br a n e c o m p art m e nts e v e n i n m a m m ali a n c ells - a n                 

e xtr e m el y h et er ol o g o us s yst e m f or t h e pl a nt s p e cifi c pr ot ei n ( Di n g et al., 2 0 1 4). It is t h us e vi d e nt                        

t h at t h e E X O 7 0 E 2 pr ot ei n eit h er hij a c ks a ut o p h a g y m a c hi n er y i n diff er e nt s p e ci es, dir e ctl y                     

str o n gl y d ef or ms m e m br a n es or f or ms a g gr e g at es t h at ar e v er y p ot e nt a ut o p h a g y c ar g o i n b ot h                        

a ni m al a n d pl a nt c ells. It is diffi c ult t o fi g ur e o ut bi ol o gi c al f u n cti o n of E X O 7 0 E 2, b e c a us e m ost                         

s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n d at a a b o ut t h e pr ot ei n c o m e fr o m 3 5 S pr o m ot er- dri v e n o v er e x pr essi o n i n                  

Ar a bi d o psis pl a nts or fr o m c ell c ult ur es. U nl ess t h e pr ot ei n is st u di e d i n n ati v e e n vir o n m e nt                      

u n d er p h ysi ol o gi c al l e v el of e x pr essi o n, t h e artif a cts ar e diffi c ult t o b e a v oi d e d a n d i nt er pr et ati o n                   

of t h e r es ults is pr o bl e m ati c. E X O 7 0 E 2 c o ul d pl a y r ol e i n s p e cifi c s u bt y p e of a ut o p h a gi c                      

pr o c ess es c o n n e ct e d t o a n u n c o n v e nti o n al s e cr et or y p at h w a y b ut u nli k e i n t h e c as e of t h e                   

E X O 7 0 B 1, n o f u n cti o n al st u di es wit h m ut a nt pl a nts h a v e b e e n p erf or m e d s o f ar. Nt E X O 7 0 E 1 b                   
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is n ati v el y e x pr ess e d i n t o b a c c o p oll e n a n d Y F P: Nt E X O 7 0 E 1 b l o c ali z es t o v esi c ul ar i n v ert e d                   



c o n e i n gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b e ( S e k er es et al., 2 0 1 7) b ut f u n cti o n al si g nifi c a n c e of t his                       

s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n is u n cl e ar. 

 

H s u bf a mil y E X O 7 0 is of o r ms: Di v e rsifi e d di c ot m ol e c ul a r pl a y e rs a cti n g f r o m c ell w all  

s e c r et o r y f u n cti o n t o y et u n cl e a r r ol es i n t h e n u cl e us 

 

W hil e e n c o d e d b y o nl y a f e w p ar al o gs i n m o n o c ot g e n o m es, t h e H s u bf a mil y E X O 7 0s ar e t h e                        

m ost e x p a n d e d s u bf a mil y i n di c ot g e n o m es ( C vr c k o v a et al., 2 0 1 2). H s u bf a mil y E X O 7 0s                     

dis pl a y t h e m ost stri ki n g e x a m pl e of i n d e p e n d e nt E X O 7 0 d u pli c ati o ns s p e cifi c f or m a n y                  

a n gi os p er m t a x a ( C vr c k o v a et al., 2 0 1 3). It is als o n ot e w ort h y t h at r at e of s u bstit uti o n d et e ct e d                      

b et w e e n E X O 7 0 g e n es fr o m t o b a c c o a n d its p ar e nt al s p e ci es ( N. s yl v estris a n d N.                     

t o m e nt osif or mis) w as v er y l o w f or t h e A s u bf a mil y E X O 7 0s a n d hi g h est f or t h e H s u bf a mil y                      

E X O 7 0s ( S e k er es et al., 2 0 1 7). H s u bf a mil y E X O 7 0s t h us s e e m t o b e s u bj e ct of r a pi d e v ol uti o n                         

i n di c ot pl a nts w h e n c o m p ar e d t o ot h er E X O 7 0 s u bf a mili es. Als o, diff er e nt is of or ms of H                       

s u bf a mil y E X O 7 0s ar e e x pr ess e d i n Ar a bi d o psis a n d t o b a c c o p oll e n ( S e k er es et al., 2 0 1 7; S y n e k                      

et al., 2 0 1 7), f urt h er p oi nti n g at r a pi d e v ol uti o n of t his E X O 7 0 s u bf a mil y. F u n cti o n all y b est                       

c h ar a ct eri z e d m e m b er of t h e H s u bf a mil y is t h e Ar a bi d o psis E X O 7 0 H 4. It is o n e of t h e m ost                     

e x pr ess e d g e n es i n d e v el o pi n g tri c h o m es, w h er e it r e g ul at es c ell w all d e p ositi o n d uri n g                     

t hi c k e ni n g a n d b uil d u p of t h e Ort m a n ni a n ri n g, t h e str u ct ur e at t h e tri c h o m e b as e e nri c h e d i n                       

c all os e a n d ot h er c ell w all c o m p o n e nts ( K uli c h et al., 2 0 1 5). E X O 7 0 H 4 l o c ali z es t o sit es of                        

pr os p e cti v e c ell w all d e p ositi o n i n tri c h o m es t o g et h er wit h ot h er e x o c yst s u b u nits a n d r e cr uits                      

c all os e s y nt h as es P M R 4 a n d C als 9 t o t h es e sit es ( K uli c h et al., 2 0 1 8). I m p ort a ntl y, f u n cti o n of                       

t h e E X O 7 0 H 4 i n tri c h o m es c a n n ot b e s u p pl e m e nt e d b y a n y ot h er of t h e Ar a bi d o psis E X O 7 0                    

is of or ms ( K uli c h et al., 2 0 1 8). W hil e li mit e d t o tri c h o m es u n d er n or m al c o n diti o ns, E X O 7 0 H 4                      

e x pr essi o n is i n d u c e d i n p a v e m e nt e pi d er m al c ells u p o n fl g 2 2 or c hiti n tr e at m e nt, s u g g esti n g r ol e                       

of t h e E X O 7 0 H 4 i n c all os e d e p ositi o n d uri n g r e a cti o n t o p at h o g e n att a c k ( K uli c h et al., 2 0 1 8).                        

R ol e i n d ef e n c e a g ai nst p at h o g e ns h as als o b e e n d es cri b e d i n c as e of t h e E X O 7 0 H 1, w hi c h is                         

e x pr ess e d u p o n elf 1 8 p e pti d e tr e at m e nt a n d m ut ati o n i n t h e E X O 7 0 H 1 l e a ds t o e n h a n c e d                      

s us c e pti bilit y t o w ar ds Ps e u d o m o n as s yri n g a e ( P e c e n k o v a et al., 2 0 1 1). H o w e v er, t h e m e c h a nis m    
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of E X O 7 0 H 1 a cti o n is u n k n o w n. T h e Ar a bi d o psis E X O 7 0 H 1 l o c ali z es t o t h e n u cl e us w h e n                     

e x pr ess e d i n Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a e pi d er mis ( P e c e n k o v a et al., 2 0 1 1) a n d t o b a c c o                

Nt E X O 7 0 H 1/ 2 a n d Nt E X O 7 0 H 5- 8 b l o c ali z e t o t h e n u cl e us i n gr o wi n g p oll e n t u b e ( S e k er es et                   

al., 2 0 1 7). T h e hi g h r ati o of n u cl e ar t o c yt o pl as mi c l o c ali z ati o n of s el e ct e d t o b a c c o H s u bf a mil y                         

E X O 7 0 is of or ms s u g g ests t h e y f u n cti o n wit hi n t h e n u cl e us. T his is f urt h er s u p p ort e d b y ri c h n ess                        

of n u cl e ar pr ot ei ns a m o n g t h e p ut ati v e Ar a bi d o psis E X O 7 0 H 1 i nt er a ct o m e ( Z ars k y et al., 2 0 1 3).  

 

E X O 7 0s s u bf a mili es a bs e nt i n A r a bi d o psis 

 

W hil e m ost of t h e E X O 7 0 s u bf a mili es ar e r e pr es e nt e d i n g e n o m e of t h e m ost c o m m o n pl a nt                       

m o d el Ar a bi d o psis t h ali a n a , s o m e ar e missi n g i n Ar a bi d o psis, m ostl y b e c a us e t h e y ar e                 

t a x o n o mi c all y r estri ct e d. A n al o g o us t o t h e c as e of H s u bf a mil y of E X O 7 0s i n di c ots, t h e                    

m o n o c ot F E X O 7 0s a n d t h eir F X s u b cl a d e h a v e u n d er g o n e m assi v e e x p a nsi o n ( C vr c k o v a et al.,                      

2 0 1 2). Sil e n ci n g of o n e of t h e b arl e y F s u bf a mil y E X O 7 0s l e a ds t o i n cr e as e d s us c e pti bilit y                     

t o w ar ds gr ass p o w d er y mil d e w ( Ost ert a g et al., 2 0 1 3), ri c e Os E X O 7 0- F 2 a n d Os E X O 7 0- F 3 f or m                   

c o m pl e x es wit h t h e a vir ul e n c e f a ct or A V R- Pii a n d t h e Os E X O 7 0- F 3 c o ntri b ut es t o Pii - m e di at e d                 

r esist a n c e a g ai nst i n c o m p ati bl e M a g n a p ort h e or yz a e str ai ns e x pr essi n g A V R- Pii ( F ujis a ki et al.,                

2 0 1 5), w hi c h s u g g ests t h at t h e e x p a nsi o n of t h e F a n d F x E X O 7 0 s u bf a mil y i n m o n o c ots mi g ht                       

b e r es ult of t h eir g e n er al r ol e i n i m m u nit y. 

 

W hil e ni n e E X O 7 0 s u bf a mili es pr es e nt wit hi n a n gi os p er ms h a v e b e e n a c k n o wl e d g e d si n c e t h e                    

dis c o v er y of t h e pl a nt e x o c yst ( Eli as et al., 2 0 0 3), t h e I s u bf a mil y of E X O 7 0s is n ot pr es e nt i n                         

t h e Ar a bi d o psis g e n o m e. It b el o n gs t o o n e of t h e 3 E X O 7 0 s u b gr o u ps t h at als o i n cl u d es G                        

s u bf a mil y E X O 7 0s, w hi c h ar e pr es e nt i n Ar a bi d o psis b ut h a v e n ot b e e n pr o p erl y c h ar a ct eri z e d                    

e v e n i n t his m o d el s yst e m y et. I n M e di c a g o tr u n c at ul a , e x pr essi o n of E X O 7 0I is i n d u c e d b y                     

ar b us c ul ar m y c orr hi z al s y m bi osis a n d i n e x o 7 0i
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m ut a nt pl a nts, t h e br a n c hi n g of d e v el o pi n g                   

ar b us c ul es is a b err a nt a n d i n c or p or ati o n of m e m br a n e c ar g o t o t h e p eri ar b us c ul ar m e m br a n e                 

i m p air e d ( Z h a n g et al., 2 0 1 5). E X O 7 0I: Y F P s p e cifi c all y a c c u m ul at es n e ar t h e h y p h al ti ps of                  

d e v el o pi n g ar b us c ul es. T h e E X O 7 0I- m e di at e d tr affi c ki n g t o t h e d e v el o pi n g p eri ar b us c ul at             



m e m br a n e is li k el y t o i n v ol v e t h e w h ol e E X O 7 0I- c o nt ai ni n g e x o c yst c o m pl e x, b e c a us e t h e c or e                    

e x o c yst s u b u nit E X O 8 4 b als o l o c ali z e d t o sit es of s y m bi oti c f u n g al p e n etr ati o n i n M e di c a g o a n d                       

D a u c us c ar ot a . U nli k e m at ur e ar b us c ul es, t h e d e v el o pi n g ar b us c ul es r e cr uit G F P: E X O 8 4 b t o                 

ti ps a n d br a n c h es i n D a u c us c ar ot a ( G e nr e et al., 2 0 1 2). Alt h o u g h t h e G F P: E X O 7 0I w as als o                     

r e p ort e d t o a c c u m ul at e n e ar ti ps of t h e i nf e cti o n t hr e a ds d uri n g r hi z o bi al n o d ul ati o n of M e di c a g o                      

c ells ( G a vri n et al., 2 0 1 7), m ut ati o n i n t h e M e di c a g o E X O 7 0I d o es n ot aff e ct s y m bi oti c                      

i nt er a cti o ns wit h n o d ul e b a ct eri a ( Z h a n g et al., 2 0 1 5). 

 

A l e g u m e-s p e cifi c gr o u p of E X O 7 0 d o m ai n c o nt ai ni n g pr ot ei ns w as dis c o v er e d i n s o y b e a n ( C hi                      

et al., 2 0 1 5). T h e E X O 7 0 d o m ai n is d eri v e d fr o m B s u bf a mil y E X O 7 0s b ut t h e 1 2 pr ot ei ns f or m                           

a disti n ct p h yl o g e n eti c s u b gr o u p, s o t h e y w er e n a m e d E X O 7 0J s u bf a mil y. M a n y of t h e m c o nt ai n                        

tr a ns m e m br a n e d o m ai n h o m ol o g o us t o o n e fr o m W R K Y-r el at e d pr ot ei n. T h e tr a ns m e m br a n e               

d o m ai n c o nt ai ni n g G m E X O 7 0J 1, 6, 7, 1 0 a n d 1 2 l o c ali z e t o G ol gi a p p ar at us w h e n e x pr ess e d i n                     

N. b e nt h a mi a n a , u nli k e t h e G m E X O 7 0J 3, w hi c h d o es n ot c o nt ai n t h e tr a ns m e m br a n e d o m ai n.                 

T h eir c ell ul ar f u n cti o n is u n k n o w n b ut J s u bf a mil y E X O 7 0s w er e h y p ot h esi z e d t o pl a y r ol e i n                       

G ol gi a p p ar at us r estr u ct ur ali z ati o n a n d fr a g m e nt ati o n ( C hi et al., 2 0 1 5). T his w o ul d b e i n                   

a gr e e m e nt wit h c a p a bilit y of t h e a ni m al E X O 7 0 t o dir e ctl y d ef or m m e m br a n e ( Z h a o et al.,                      

2 0 1 3). E x pr essi o n of J s u bf a mil y E X O 7 0s i n cr e as es i n l e a v es d uri n g s e n es c e n c e ( C hi et al.,                      

2 0 1 5) b ut t h e y ar e als o e x pr ess e d i n m a n y ot h er tiss u es ( W a n g et al., 2 0 1 6). Vir al-i n d u c e d                       

sil e n ci n g of eit h er tr a ns m e m br a n e d o m ai n ( T M D) c o nt ai ni n g G m E X O 7 0J 7 or s ol u bl e               

G m E X O 7 0J 8 l e a ds t o pr e m at ur e l e af s e n es c e n c e. F urt h er m or e, a mi R N A- sil e n ci n g of               

T M D- c o nt ai ni n g G m E X O 7 0J 7 or G m E X O 7 0J 9 l e a ds t o r e d u c e d n u m b er of n o d ul es ( W a n g et                 

al., 2 0 1 6). Str a n g el y, t h e n ati v e e x pr essi o n of G m E X O 7 0J 7 a n d G m E X O 7 0J 9 n or m all y                 

d e cr e as es u p o n s o y b e a n i n o c ul ati o n wit h R hiz o bi u m ( W a n g et al., 2 0 1 6). T h er e ar e m a n y                    

h y p ot h es es a b o ut p h ysi ol o gi c al r ol e of J s u bf a mil y E X O 7 0s, i n cl u di n g nitr o g e n tr a ns p ort,                  

s e n es c e n c e r e g ul ati o n, n utri e nt el o n g ati o n a n d c ell el o n g ati o n ( C hi et al., 2 0 1 5; W a n g et al.,                       

2 0 1 6) b ut t h e y h a v e b e e n s o f ar s p e c ul ati v e a n d m or e d et ail e d f u n cti o n al st u di es will b e n e e d e d.  
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M e c h a nis ms of E X O 7 0 t a r g eti n g t o t h ei r s u b c ell ul a r d esti n ati o ns 

 

Si n c e t h e E X O 7 0 s u b u nit, t o g et h er wit h t h e S E C 3, is r es p o nsi bl e f or p ol ar t ar g eti n g of t h e w h ol e                         

y e ast a n d m a m m ali a n e x o c yst, m e c h a nis ms of O pist h o k o nt E X O 7 0 m e m br a n e r e cr uit m e nt ar e of                   

ut m ost i nt er est. S o f ar, m a n y p eri p h er al m e m br a n e pr ot ei ns, m ai nl y s m all G T P as es, h a v e b e e n                       

dis c o v er e d t o r e cr uit O pist h o k o nt E X O 7 0 ( H e et al., 2 0 0 7; Li u et al., 2 0 0 7). M or e o v er, b ot h                      

y e ast a n d m a m m ali a n E X O 7 0 ar e r e cr uit e d b y PI P 2 a n d i n r et ur n, PI P 2 m ol e c ul es ar e pr e di ct e d t o                        

b e cl ust er e d b y E X O 7 0 ( Pl es k ot et al., 2 0 1 5), w hi c h c o ul d f a cilit at e m e m br a n e f usi o n dir e ctl y b y                         

c h a n gi n g l o c al m e m br a n e pr o p erti es a n d i n dir e ctl y b y cl ust eri n g eff e ct or pr ot ei ns. It h as b e e n                     

pr o p os e d t h at l o c al m e m br a n e c o m p ositi o n r e cr uits diff er e nt E X O 7 0s t o p arti c ul ar r e c y cli n g                   

d o m ai ns ( Ž árs k ý et al., 2 0 0 9) b ut p artl y b e c a us e t h er e ar e s o m a n y diff er e nt E X O 7 0 is of or ms i n                         

pl a nt c ells, i nsi g ht i nt o m e c h a nis ms of pl a nt E X O 7 0s t ar g eti n g t o t h eir d esti n ati o ns of a cti o n is                        

li mit e d w h e n c o m p ar e d t o t h e s c e n ari o i n a ni m al a n d y e ast c ells. Wit h t h e e x c e pti o n of t h e                         

E X O 7 0 A 1, n o e x p eri m e nts pr o vi n g t ar g eti n g of a n E X O 7 0 is of or m t o t ar g et m e m br a n e d o m ai n                     

b y s p e cifi c p h os p h oli pi d c o m p ositi o n ar e a v ail a bl e a n d o nl y f e w pr ot ei n i nt er a ct ors p ossi bl y                    

i n v ol v e d i n s p e cifi c t ar g eti n g of pl a nt E X O 7 0s h a v e b e e n v erifi e d. T h e c as e st u d y of E X O 7 0 A 1                         

t ar g eti n g t o pl as m a m e m br a n e c o m bi ni n g i n vi v o e x p eri m e nts, i n vitr o li pi d bi n di n g ass a ys a n d                    

m ol e c ul ar d y n a mi c si m ul ati o ns ( S y n e k, S e k er eš et al., u n p u blis h e d) r e v e al e d i n v ol v e m e nt of                

m ulti pl e a ni o ni c p h os p h oli pi ds, n a m el y P A, PI 4 P a n d PI P 2 i n t his pr o c ess, w hi c h is t h us p ossi bl y                       

b as e d o n g e n er al el e ctr ost ati c i nt er a cti o n. I nt er a cti o ns of ot h er E X O 7 0 is of or ms, w hi c h ar e                   

s u p p os e d t o b e m or e f u n cti o n all y s p e ci ali z e d t h a n E X O 7 0 A 1 d eli v eri n g s e cr et or y c ar g o u n d er                     

m a n y cir c u mst a n c es, mi g ht b e m or e s p e cifi c t o w ar ds p arti c ul ar p h os p h oli pi d s p e ci es. E v e n i n t h e                    

c as e of E X O 7 0 A 1, w hi c h bi n ds P A, PI 4 P a n d PI P 2 i n vitr o, t h e p h os p h oli pi ds r es p o nsi bl e f or its                      

r e cr uit m e nt i n vi v o v ar y a c c or di n g t o c ell t y p e a n d m e m br a n e d o m ai n. W hil e PI P 2 a n d P A r e cr uit                        

Nt E X O 7 0 A 1 a t o P M i n t o b a c c o p oll e n t u b e, PI 4 P a n d P A ar e t h e m aj or li pi d c o ntri b ut ors f or                       

E X O 7 0 A 1 P M bi n di n g i n Ar a bi d o psis r o ot e pi d er mis ( S y n e k, S e k er eš et al., u n p u blis h e d),                  

pr o b a bl y d u e t o PI 4 P a n d P A b ei n g m aj or d et er mi n a nts of P M n e g ati v e c h ar g e i n Ar a bi d o psis                     

r o ot c ells ( Si m o n et al., 2 0 1 6; Pl atr e et al., 2 0 1 8). PI P2
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is als o li k el y t o r e cr uit E X O 7 0 A 1 i n                            

diff er e nti ati n g e n d o d er mis t o m e m br a n e d o m ai n of pr os p e cti v e c as p ari a n stri p f or m ati o n                



( K al m b a c h et al., 2 0 1 7). O n t h e ot h er h a n d, a cti vit y of e x o c yst c o m pl e x at sit es of pr os p e cti v e                        

s e c o n d ar y c ell w all f or m ati o n i n diff er e nti ati n g x yl e m d e p e n ds o n t et h eri n g of E X O 7 0 A 1 a n d                   

ot h er e x o c yst s u b u nits t o c orti c al mi cr ot u b ul es vi a V E T H- C O G 2 pr ot ei n p air ( O d a et al., 2 0 1 5;                     

V u k asi n o vi c et al., 2 0 1 7) a n d c o ul d b e i n d e p e n d e nt o n i nt er a cti o n of E X O 7 0 A 1 wit h P M li pi ds.                      

T o b a c c o Nt E X O 7 0 B 1 c o ul d b e t ar g et e d t o P M vi a i nt er a cti o n wit h P A i n gr o wi n g p oll e n t u b e,                      

si n c e its l o c ali z ati o n l ar g el y o v erl a ps wit h t h e P A m a xi m u m ( S e k er es et al., 2 0 1 7) b ut t h e dir e ct                        

i nt er a cti o n h as n ot b e e n d e m o nstr at e d s o f ar. P M t ar g eti n g of Ar a bi d o psis E X O 7 0 B 1 c a n b e                   

dri v e n b y v ari o us pr ot ei n i nt er a ct ors li k e RI N 4 ( S a b ol et al., 2 0 1 7) a n d RI C 7 i n st o m at al g u ar d                         

c ells ( H o n et al., 2 0 1 6). Dir e ct e x p eri m e nts a n d d at a fr o m pr ot ei n- pr ot ei n i nt er a cti o n d at a b as es                     

i m pli c at e t h at diff er e nt E X O 7 0 is of or ms i nt er a ct wit h diff er e nt N OI- d o m ai n c o nt ai ni n g pr ot ei ns                   

t o a diff er e nt d e gr e e ( Af z al et al., 2 0 1 3; S a b ol et al., 2 0 1 7). F or e x a m pl e, u nli k e its cl os est                          

h o m ol o g E X O 7 0 B 1, t h e E X O 7 0 B 2 is n ot r e cr uit e d t o P M b y RI N 4 i n t o b a c c o c ells ( S a b ol et al.,                        

2 0 1 7). M ol e c ul ar d et er mi n a nts of E X O 7 0 B 2 l o c ali z ati o n ar e u n cl e ar b ut it mi g ht b e f ull y                   

d e p e n d e nt o n pr ot ei n- b as e d t ar g eti n g, b e c a us e of a p p ar e nt l a c k of p h os p h oli pi d-i nt er a cti n g              

r esi d u es ( Z ars k y et al., 2 0 0 9). S c aff ol d pr ot ei n v a m p yri n c ol o c ali z es wit h t h e E X O 7 0I i n                     

M e di c a g o tr u n c at ul a a n d s p e cifi c all y i nt er a cts wit h t his is of or m u nli k e wit h t h e E X O 7 0 A 1 or 
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E X O 7 0 B 2 ( Z h a n g et al., 2 0 1 5), s o it li k el y a cts i n E X O 7 0I r e cr uit m e nt t o its t ar g et m e m br a n e                        

d o m ai n. T h e e x oti c E X O 7 0J is of or ms of l e g u m es wit h tr a ns m e m br a n e d o m ai n pr o b a bl y r e a c h                     

t h eir t ar g et d esti n ati o n b y pr o gr essi n g t hr o u g h t h e s e cr et or y p at h w a y a n d b ei n g tr a p p e d i n a                       

s p e cifi c m e m br a n e d u e t o i nt er a cti o n wit h l o c al c o m p art m e nt i d e ntit y d et er mi n a nts a n d                  

h y dr o p h o bi c mis m at c h of t h e tr a ns m e m br a n e al p h a- h eli x a n d li pi d bil a y er t hi c k n ess li k e i n m a n y                   

ot h er tr a ns m e m br a n e pr ot ei ns ( C oss o n et al., 2 0 1 3). 

 

Bi oi nf or m ati c a n al ys es h a v e u n c o v er e d o v er-r e pr es e nt ati o n of At g 8-i nt er a cti n g m otifs ( AI Ms) i n               

e x o c yst s u b u nits i n cl u di n g m a n y E X O 7 0 is of or ms ( T z af a di a a n d G allili, 2 0 1 3; C vr c k o v a a n d                     

Z ars k y, 2 0 1 3). W hil e t h e AI M m otifs c a n s er v e i n t ar g eti n g of t h e p arti c ul ar E X O 7 0 is of or ms f or                         

r e g ul at e d d e gr a d ati o n, t h e y m a y als o, p ossi bl y t o g et h er wit h s p e cifi c li pi d s p e ci es, dri v e c ert ai n                        

is of or ms t o a ut o p h a g os o m e t o pl a y dir e ct r ol e i n a ut o p h a g y li k e t h e E X O 7 0 B 1 d o es ( K uli c h et                      

al., 2 0 1 3). As i n t h e c as e of y e ast a n d m a m m ali a n E X O 7 0, t h e v ari o us pl a nt E X O 7 0 is of or ms ar e                          



t h us pr o b a bl y t ar g et e d t o disti n ct m e m br a n e d o m ai ns b y c oi n ci d e n c e d et e cti o n of pr ot ei n                   

i nt er a ct ors a n d p arti c ul ar li pi d s p e ci es. T h e c o m bi n ati o n of f a ct ors m a y diff er a c c or di n g t o c ell                      

t y p e, as e vi d e nt i n c as e of E X O 7 0 A 1 ( S e k er es et al., 2 0 1 7; S y n e k, S e k er eš et al., u n p u blis h e d)                       

a n d E X O 7 0 B 1 ( H o n g et al., 2 0 1 6; S a b ol et al., 2 0 1 7). M aj orit y of t h e pr ot ei n i nt er a ct ors                       

r es p o nsi bl e f or t ar g eti n g of E X O 7 0 is of or ms t o t h eir d esti n ati o ns is still u n c h ar a ct eri z e d b ut                   

p u bli c pr ot ei n- pr ot ei n i nt er a cti o n d at a b as es s u g g est m a n y c a n di d at es f or f ut ur e i n v esti g ati o ns                

( Z ars k y et al., 2 0 1 3). 

 

E x o c yst- d e p e n d e nt a n d i n d e p e n d e nt r ol es of pl a nt E X O 7 0 is of o r ms a n d r e g ul ati o n of pl a nt                    

c ell E X O 7 0 r e p e rt oi r e 
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Si n c e a ni m al E X O 7 0 h as als o f u n cti o ns n ot e x e c ut e d wit hi n t h e e x o c yst c o m pl e x b ut i n e x o c yst                        

s u b c o m pl e x ( B o d e m a n n et al., 2 0 1 1) a n d h as r ol es t ot all y i n d e p e n d e nt o n t h e r est of t h e e x o c yst                      

( D ell a g o et al., 2 0 1 1; Li u et al., 2 0 1 2; Z h a o et al., 2 0 1 3), it is r e as o n a bl e t o s u p p os e t h at s o m e                          

f u n cti o ns of pl a nt E X O 7 0 is of or ms ar e p artl y or f ull y i n d e p e n d e nt o n ot h er e x o c yst s u b u nits. I n                        

s o m e c as es, t h e f u n cti o n of a n E X O 7 0 wit hi n e x o c yst p arti cl e c a n b e i nf err e d fr o m                        

c ol o c ali z ati o n of c or e e x o c yst s u b u nits a n d t h e E X O 7 0 d uri n g a s p e cifi c pr o c ess a n d fr o m t h e                       

f a ct t h at m ut a nts i n g e n es e n c o di n g c or e e x o c yst s u b u nits s h ar e p h e n ot y p e wit h t h e m ut a nt                         

d ef e cti v e i n t h e p arti c ul ar E X O 7 0 p ar al o g. B esi d es E X O 7 0 A 1, b ot h c ol o c ali z ati o n of c or e                   

e x o c yst s u b u nits wit h t h e E X O 7 0 a n d s h ar e d p h e n ot y pi c d ef e ct w as d e m o nstr at e d f or t h e                     

E X O 7 0 B 2 i n its r ol e i n d ef e nsi v e p a pill a b uil d u p ( Ort m a n n o v a et al., u n p u bl.). C or e e x o c yst                     

s u b u nits S E C 8 a n d E X O 8 4 b c ol o c ali z e wit h t h e E X O 7 0 H 4 i n s p e cifi c m e m br a n e d o m ai ns of                      

m at uri n g tri c h o m es ( K uli c h et al., 2 0 1 8). I n c as e of E X O 7 0 A 1 ( H al a et al., 2 0 0 8) a n d E X O 7 0 B 1                        

( K uli c h et al., 2 0 1 3) g e n eti c i nt er a cti o n wit h c or e e x o c yst s u b u nits w as d et e ct e d, w hi c h als o                         

p oi nts at f u n cti o n of t h os e E X O 7 0s wit hi n a n e x o c yst (s u b) c o m pl e x. I n ot h er c as es h o w e v er, t h e                       

o nl y i n di c at or t h at a n E X O 7 0 w or ks wit hi n e x o c yst c o m pl e x or s u b c o m pl e x c o m es fr o m                      

pr ot ei n- pr ot ei n i nt er a cti o n d at a b et w e e n t h e E X O 7 0 a n d c or e e x o c yst s u b u nits. T h e ar c hit e ct ur e                     

of pl a nt e x o c yst is b est u n d erst o o d f or t h e c o m pl e x c o nt ai ni n g E X O 7 0 A 1, w hi c h c o nsists of t w o                        

s u b c o m pl e x es i n a n al o g o us m a n n er t o t h e sit u ati o n i n y e ast a n d a ni m al e x o c yst ( S y n e k, S e k er eš                      



et al., u n p u blis h e d). I n y e ast t w o h y bri d t est ( Y 2 H), t h e E X O 7 0 A 2 i nt er a cts wit h t h e s a m e c or e                        

s u b u nits as E X O 7 0 A 1 d o es ( H al a et al., 2 0 0 8; S y n e k et al., 2 0 1 7), s o it li k el y f u n cti o ns i n                         

i d e nti c al m a n n er b ut i n g a m et o p h yti c tiss u es. H o w e v er, ot h er E X O 7 0 is of or ms, n a m el y                   

B 1, B 2, H 1 a n d H 4, diff er fr o m t h e E X O 7 0 A 1 a n d fr o m e a c h ot h er i n i nt er a cti o ns wit h c ert ai n                        

c or e s u b u nits. S E C 5 a p p e ars as dir e ct i nt er a cti o n p art n er of all t h es e is of or ms ( P e c e n k o v a et al.,                        

2 0 1 1; K uli c h et al., 2 0 1 3; K uli c h et al., 2 0 1 5) a n d S E C 6 i nt er a cts wit h t h e E X O 7 0 H 4 ( K uli c h et                          

al., 2 0 1 5), 
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w hil e n o n e of t h es e c or e s u b u nit dir e ctl y i nt er a cts wit h A s u bf a mil y E X O 7 0s ( H al a et                            

al., 2 0 0 8; S y n e k et al., 2 0 1 7). Si g nifi c a n c e of t h es e diff er e nti al i nt er a cti o n p att er ns is n ot cl e ar                       

b ut it is t e m pti n g t o s p e c ul at e t h at b y dir e ctl y bi n di n g diff er e nt c or e s u b u nits, diff er e nt E X O 7 0                        

is of or ms c o ul d l o c k t h e e x o c yst c o m pl e x i n a sli g htl y diff er e nt c o nf or m ati o n. It is k n o w n t h at                      

w hil e s o m e of t h e i nt er-s u b u nit li n ks wit hi n t h e e x o c yst ar e st a bl e, p arts of t h e c o m pl e x ar e                       

m o bil e a n d c a n e xist i n diff er e nt c o nf or m ati o ns ( Pi c c o et al., 2 0 1 7). If diff er e nt E X O 7 0s c o ul d                      

i nfl u e n c e d et ails of t h e e x o c yst c o nf or m ati o n, t h e y w o ul d n ot o nl y a ct as a d a pt ors f or t ar g eti n g                      

of t h e c o m pl e x t o a s p e cifi c c o m p art m e nt b ut w o ul d als o i nfl u e n c e ori e nt ati o n of p eri p h er al                     

r esi d u es of t h e c or e s u b u nits a n d t h us d et er mi n e w hi c h of t h eir p ot e nti al pr ot ei n- pr ot ei n                     

i nt er a cti o ns wit h c o m p o n e nts o utsi d e t h e e x o c yst ar e p ossi bl e f or t h e p arti c ul ar t y p e of e x o c yst                      

c o m pl e x. It n e e ds t o b e e m p h asi z e d t h at e x p eri m e nt al d at a a d dr essi n g p ut ati v e diff er e nti al                   

ar c hit e ct ur e of e x o c yst c o m pl e x es c o nt ai ni n g diff er e nt E X O 7 0 is of or ms ar e missi n g, b e c a us e t h e                    

ar c hit e ct ur e is p artl y s ol v e d o nl y f or t h e E X O 7 0 A 1 c o nt ai ni n g pl a nt e x o c yst c o m pl e x ( S y n e k,                      

S e k er eš et al., u n p u blis h e d). 

  

It is n ot e ntir el y cl e ar w hi c h of t h e pl a nt E X O 7 0 is of or ms f u n cti o n i n e x o c yst-i n d e p e n d e nt                     

m a n n er b ut i n c as e of s o m e is of or ms t h er e ar e hi nts f or a cti vit y o utsi d e t h e c o m pl e x. It als o                          

n e e ds t o b e str ess e d t h at a p arti c ul ar E X O 7 0 is of or m c o ul d h a v e m or e f u n cti o ns wit h s o m e                          

e x e c ut e d wit hi n t h e e x o c yst p arti cl e a n d s o m e i n d e p e n d e ntl y, li k e i n t h e c as e of t h e m a m m ali a n                     

E X O 7 0. C s u bf a mil y E X O 7 0s d o n ot i nt er a ct wit h a n y c or e s u b u nit i n t h e y e ast t w o h y bri d ass a y                          

( S y n e k et al., 2 0 1 7), s o t h e y pr o b a bl y d o n ot dir e ctl y ass o ci at e wit h t h e e x o c yst c o m pl e x. T h e y                         

c o ul d p ossi bl y r e g ul at e t h e e x o c yst f u n cti o n b y c o m p eti n g f or a c o m m o n i nt er a ct or li k e t h e                      

R O H 1 ( K uli c h et al., 2 0 1 0, S y n e k et al., 2 0 1 7). S o m e m e m b ers of t h e H s u bf a mil y E X O 7 0s                        
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l o c ali z e t o t h e n u cl e us ( P e c e n k o v a et al., 2 0 1 1; S e k er es et al., 2 0 1 7) a n d alt h o u g h t h eir pr e cis e                        

r ol e t h er e is n ot cl e ar, it d efi nit el y diff ers fr o m r e g ul ati o n of v esi cl e f usi o n wit h t ar g et m e m br a n e                           

a n d is t h us pr o b a bl y i n d e p e n d e nt o n t h e e x o c yst. T h e J s u bf a mil y E X O 7 0s s p e cifi c f or l e g u m es                        

als o pr o b a bl y a ct i n e x o c yst-i n d e p e n d e nt m a n n er, b e c a us e t h eir N t er mi n us, w hi c h li n ks E X O 7 0                     

t o t h e r est of e x o c yst c o m pl e x i n c as e of A s u bf a mil y E X O 7 0s ( S y n e k et al., u n p u b.), is li n k e d t o                           

t h e G ol gi c o m pl e x m e m br a n e ( C hi et al., 2 0 1 5). 

  

B esi d es c o e xist e n c e of e x o c yst c o m pl e x es c o nt ai ni n g diff er e nt E X O 7 0 is of or m wit hi n a c ell                    

( Z ars k y et al., 2 0 0 9), it h as als o b e e n pr o p os e d t h at E X O 7 0 is of or ms of t h e c o m pl e x es c a n b e                         

r e pl a c e d a c c or di n g t o n e e ds of a c ell d u e t o bi oti c a n d a bi oti c sti m uli b y i n d u c e d e x pr essi o n of                        

r e q uir e d is of or ms a n d r e g ul at e d pr ot e ol ysis of t h os e n ot r e q uir e d u n d er t h e p arti c ul ar                      

cir c u mst a n c es ( Z ars k y et al., 2 0 1 3). E x p eri m e nt al e vi d e n c e s u p p orti n g t his c o n c e pt h as b e e n                   

gr a d u all y a c c u m ul at e d. R e c e ntl y, s wit c h of E X O 7 0 is of or ms wit hi n e x o c yst i n ti m e h as b e e n                     

d o c u m e nt e d f or t h e first ti m e wit h E X O 7 0 B 2 tr a ns cri pti o n a n d tr a nsl ati o n b ei n g i n d u c e d b y                     

p at h o g e n att a c k wit h c o n c o mit a nt d e gr a d ati o n of t h e E X O 7 0 A 1 ( Ort m a n n o v a et al., u n p u bl.).  

 

T h e d e gr a d ati o n of E X O 7 0 B 2 ( b ut n ot of E X O 7 0 A 1) is r e g ul at e d b y its dir e ct i nt er a ct or, t h e E 3                       

p ol y- u bi q uiti n li g as e P U B 2 2 a n d t h e r el at e d is of or m P U B 2 1 ( St e g m a n n et al., 2 0 1 2). T h e                      

P U B 2 2 is its elf s u bj e ct t o pr ot e as o m al d e gr a d ati o n b ut it is st a bili z e d b y fl g 2 2 tr e at m e nt, s o                     

fl g 2 2 pr es e n c e i n cr e as es u bi q uiti n li g as e a cti vit y of t h e P U B 2 2. It is t h us pr o b a bl y c o m p o n e nt of                        

a n e g ati v e f e e d b a c k l o o p, w hi c h cl e ars E X O 7 0 B 2 o n c e it is n ot n e e d e d a n y m or e ( St e g m a n n et                          

al., 2 0 1 2). O n t h e ot h er h a n d, P U B 1 8 a n d its r el at e d is of or m P U B 1 9 i n d u c e pr ot e ol yti c                        

d e gr a d ati o n of t h e E X O 7 0 B 1 i n A B A-r e g ul at e d m a n n er, w hi c h r e g ul at es E X O 7 0 B 1 f u n cti o n i n                  

A B A-i n d u c e d st o m at al cl os ur e. Li k e P U B 2 2, t h e P U B 1 8 is its elf t ar g et e d t o d e gr a d ati o n d u e t o                      

s elf- u bi q uiti n ati o n ( S e o et al., 2 0 1 6) a n d t h us als o f or ms a ti g ht r e g ul at or y f e e d b a c k l o o p                        

b et w e e n a str ess si g n alli n g m e di at or, E X O 7 0 is of or m a n d a s p e cifi c E 3 u bi q uiti n li g as e.                      

I nt er esti n gl y, t h e s p e cifi cit y of E X O 7 0 B 1- P U B 1 8 a n d E X O 7 0 B 2- P U B 2 2 i nt er a cti o ns is            

d e p e n d e nt o n t h e U N D d o m ai n of t h e P U B 1 8 a n d u p o n s w a p pi n g of t h e d o m ai n t o P U B 2 2, t h e                        

s p e cifi cit y of i nt er a cti o n wit h t h e E X O 7 0 is of or ms is r e v ers e d ( S e o et al., 2 0 1 6). T h e f a ct t h at                        



di visi o n of l a b or b et w e e n E X O 7 0 B 1 a n d E X O 7 0 B 2 is pr o b a bl y s p e cifi c t o Br assi c a c e a e a n d t h us                     

r el ati v el y r e c e nt o n e v ol uti o n ar y ti m e s c al e d e m o nstr at es t h at s p e cifi c h ar d wiri n g of m a c hi n er y                  

r e g ul ati n g d e gr a d ati o n of E X O 7 0 is of or ms c a n e v ol v e r a pi dl y a n d mi g ht b e t a x o n-s p e cifi c i n                   

m a n y c as es. T his n oti o n is f urt h er c oi n e d b y t h e f a ct, t h at w hil e E 3 u bi q uiti n li g as e A R C 1                           

dir e ctl y bi n ds ( S a m u el et al., 2 0 0 9; Li u et al., 2 0 1 6) a n d pri m es f or d e gr a d ati o n ( S a m u el et al.,                        

2 0 0 9) E X O 7 0 A 1 i n Br assi c a, t h e Ar a bi d o psis A R C 1 is a n o nf u n cti o n al ps e u d o g e n e ( Kit as hi b a et                   

al., 2 0 1 1), s o t h e E X O 7 0 A 1 is s u bj e ct t o diff er e nt r e g ul at or y m e c h a nis ms e v e n i n cl os el y r el at e d                        

g e n er a.  

 

Si n c e m ost E X O 7 0s c o nt ai n o n e or m or e AI Ms, t h e y c o ul d als o s er v e as a ut o p h a g y c ar g o                           

d e gr a d e d i n v a c u ol e b esi d es b ei n g t ar g ets f or pr ot e as o m al d e gr a d ati o n. T his h as b e e n r e c e ntl y                    

s u g g est e d f or Ar a bi d o psis E X O 7 0 B 2 ( T e h et al., u n p u bl., a v ail a bl e at Bi o R xi v pr e pri nt s er v er ).                     

B esi d es i n d u cti o n of its pr ot e as o m al d e gr a d ati o n, fl g 2 2 tr e at m e nt als o i n d u c es E X O 7 0 B 2                 

r el o c ali z ati o n t o mi cr os o m al fr a cti o n, c ol o c ali z ati o n wit h a ut o p h a g os o m es, w hi c h is d e p e n d e nt               

o n C-t er mi n al AI Ms of t h e E X O 7 0 B 2, a n d its v a c u ol ar d e gr a d ati o n ( T e h et al., u n p u bl., a v ail a bl e                       

at Bi o R xi v pr e pri nt s er v er ). It is n ot cl e ar w h y p eri p h er al m e m br a n e pr ot ei ns w o ul d b e d e gr a d e d                         

b y a ut o p h a gi c cl e ar a n c e, w hi c h us u all y t ar g ets l ar g er c ar g o li k e i n cl usi o n b o di es, w h ol e                       

c o m p art m e nts a n d vir us es. H y p ot h eti c all y, t h e r e g ul at e d a ut o p h a g y c o ul d d estr o y t h e v esi cl es                  

c o nt ai ni n g s p e cifi c s e cr et or y c ar g o t o g et h er wit h t h e i nt er a cti n g E X O 7 0 is of or m. C ells w o ul d                      

t h us r a pi dl y s wit c h off tr affi c ki n g t o a p arti c ul ar m e m br a n e d o m ai n n ot o nl y b y d e gr a d ati o n of                       

t h e E X O 7 0 r e g ul ati n g t h e tr affi c ki n g b ut als o b y q ui c kl y r e m o vi n g c o m p art m e nts wit h c ar g o                     

i n v ol v e d i n t h e s e cr et or y p at h w a y b ei n g s wit c h e d off.  

 

C o n cl usi o ns a n d f ut u r e p e rs p e cti v es 
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Al b eit t h e r es e ar c h of pl a nt e x o c yst c o m pl e x h as a d v a n c e d tr e m e n d o usl y d uri n g t h e p ast y e ars                      

a n d pi e c es of e vi d e n c e a d dr essi n g f u n cti o n of v ari o us E X O 7 0 is of or ms ar e a c c u m ul ati n g, t h er e                     

ar e still m a n y q u esti o ns t o b e a ns w er e d. W hil e s o m e E X O 7 0 cl a d es h a v e b e e n f u n cti o n all y                        

c h ar a ct eri z e d t o a r e as o n a bl e d e gr e e, ot h ers still c o nstit ut e a m yst er y. F or e x a m pl e, s e v er al                     



st u di es a d dr essi n g Ar a bi d o psis E X O 7 0 E 2 e xist b ut p h ysi ol o gi c al f u n cti o n of t h e pr ot ei n is still                   

c o m pl et el y u n k n o w n. Ot h er E X O 7 0 s u bf a mili es li k e D a n d G h a v e n ot b e e n f u n cti o n all y                     

i n v esti g at e d at all a n d wit h e x c e pti o n of p u bli c e x pr essi o n d at a w e d o n ot k n o w n a n yt hi n g a b o ut                        

a cti o n of t h es e g e n es. O n t h e ot h er h a n d, s e v er al pr e vi o usl y pr o p os e d c o n c e pts r e g ar di n g t h e v ast                         

di v ersit y of E X O 7 0 is of or ms ar e g etti n g m or e a n d m or e s u p p ort. It is n o w e vi d e nt t h at m or e                          

E X O 7 0 is of or ms c a n c o e xist wit hi n t h e s a m e c ell as p art of diff er e nt e x o c yst c o m pl e x or                         

s u b c o m pl e x v ari a nts. T h e st u d y a d dr essi n g m e c h a nis m of Ar a bi d o psis E X O 7 0 A 1 m e m br a n e                 

t ar g eti n g ( S y n e k, S e k er eš et al., u n p u blis h e d) b y c o m bi n ati o n of a d v a n c e d li v e c ell i m a gi n g, i n                  

vitr o
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li pi d bi n di n g ass a ys a n d c o m p ut ati o n al m et h o ds n ot o nl y u n c o v er e d p h os p h oli pi d bi n di n g                   

pr o p erti es diff er e nt fr o m t h e O pist h o k o nt E X O 7 0 c o u nt er p art ( y et m e a ni n gf ul i n t h e c o nt e xt of                    

pl a nt P M li pi d c o m p ositi o n) b ut als o o p e n e d d o or f or d et ail e d c o m p aris o n of diff er e nt E X O 7 0                      

is of or m t ar g eti n g m e c h a nis ms t o s p e cifi c m e m br a n e d o m ai ns. D et ail e d u n d erst a n di n g of               

diff er e nti al t ar g eti n g of E X O 7 0 is of or ms will als o r e q uir e f urt h er e v al u ati o n of pr e di ct e d a n d                      

s cr e e ni n g f or n o v el s p e cifi c pr ot ei n i nt er a ct ors of t h e p arti c ul ar is of or ms. E vi d e n c e of t ar g et e d                     

pr ot e ol yti c d e gr a d ati o n as r a pi d r e g ul at or y s wit c h b et w e e n E X O 7 0 is of or ms wit hi n a c ell is als o                       

a c c u m ul ati n g. F a ct t h at t h e u bi q uiti n li g as e m a c hi n er y c a n diff er e v e n f or cl os el y r el at e d                       

is of or ms li k e Ar a bi d o psis E X O 7 0 B 1 a n d E X O 7 0 B 2 d e m o nstr at es ti g ht a n d s p e cifi c all y fi n e                   

t u n e d r e g ul ati o n, w hi c h c a n u n d er g o r a pi d e v ol uti o n, f or diff er e nt E X O 7 0 is of or ms. B e c a us e of                      

o v err e pr es e nt ati o n of AI Ms i n m ost E X O 7 0 is of or ms a n d cl e ar r ol e of e x o c yst s u b c o m pl e x i n                      

a ut o p h a g y i n diff er e nt e u k ar y ot es, it will b e i nt er esti n g t o i n v esti g at e w hi c h of t h e E X O 7 0                     

is of or ms pl a y dir e ct r ol e i n a ut o p h a g y a n d w hi c h of t h e m ar e d e gr a d e d b y a ut o p h a gi c m a c hi n er y                        

as a c ar g o. Si c e E X O 7 0 c a n i n g e n er al a ct b ot h as p art of e x o c yst c o m pl e x a n d i n a n                            

e x o c yst-i n d e p e n d e nt w a y, f ut ur e st u di es of E X O 7 0 is of or ms f u n cti o n s h o ul d als o f o c us o n                     

v ali d ati n g or dis pr o vi n g i n v ol v e m e nt of c or e e x o c yst s u b u nits i n t h e p arti c ul ar pr o c ess b y c ar ef ul                      

c o m p aris o n of p h e n ot y p es b et w e e n pl a nts wit h m ut at e d g e n es e n c o di n g c or e e x o c yst s u b u nits                      

a n d wit h m ut at e d p arti c ul ar E X O 7 0 p ar al o gs i n t h e i n v esti g at e d pr o c ess. D es pit e t h e a m o u nt of                       

a c c u m ul at e d d at a, it is still diffi c ult t o b uil d a cl e ar pi ct ur e a b o ut f u n cti o n al e v ol uti o n of t h e                         

E X O 7 0 f a mil y i n pl a nts, m ostl y b e c a us e of m aj orit y of t h e f u n cti o n al st u di es b ei n g f o c us e d o n                        

Ar a bi d o psis E X O 7 0s. T h e w ell c h ar a ct eri z e d a ni m al E X O 7 0 h as m a n y d o c u m e nt e d f u n cti o ns, s o                   



it is n ot e ntir el y cl e ar t o w hi c h d e gr e e a n c estr al pl a nt E X O 7 0 h as s u bf u n cti o n ali z e d i nt o m a n y                        

is of or ms b y diff er e nti al l oss of ori gi n al f u n cti o ns v ers us E X O 7 0 s u bf a mil y s p e cifi c                  

n e of u n cti o n ali z ati o n. M ost pr o b a bl y, t h e di v ersit y of r ol es o bs er v e d i n e xt a nt E X O 7 0 is of or ms                    

r es ult e d fr o m c o m bi n ati o n of b ot h pr o c ess es. A a n d C s u bf a mili es of E X O 7 0 is of or ms ar e li k el y                      

t o h a v e c o ns er v e d c ell ul ar f u n cti o ns a m o n g a n gi os p er ms. O n t h e ot h er h a n d, H s u bf a mil y                     

E X O 7 0s h a v e d efi nit el y b e e n s u bj e ct t o r a pi d di v ersifi c ati o n a n d s e e m t o pl a y f u n cti o ns i n                       

v ari o us c ell ul ar c o m p art m e nts. I nt er esti n gl y, all 3 m aj or cl a d es i n v ol v e E X O 7 0 is of or ms wit h                   

cl e ar s e cr et or y f u n cti o n, as is e vi d e nt fr o m m a n y st u di es f o c us e d o n A s u bf a mil y E X O 7 0s a n d                        

fr o m s e cr et or y r ol es of Ar a bi d o psis E X O 7 0 B 2, E X O 7 0 H 4 a n d M e di c a g o E X O 7 0I. It is t h us                     

e vi d e nt t h at s e cr et or y f u n cti o n of a n c estr al Str e pt o p h yt e E X O 7 0 w as r et ai n e d i n c as e of s o m e                       

is of or ms b ut m ost pr o b a bl y l ost i n c as e of ot h ers. T h e d et ails of t his e v ol uti o n ar y pr o c ess ar e                       

bl urr e d, m ostl y b e c a us e criti c al l a c k of f u n cti o n al st u di es o utsi d e a n gi os p er ms. T h e o nl y n ot a bl e                      

e x c e pti o n is t h e r e c e nt st u d y ( R a w at et al., 2 0 1 7) a d dr essi n g r ol e of P h ys c o mitr ell a p at e ns                   
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E X O 7 0. 3 d. It b el o n gs t o t h e s a m e E X O 7 0 s u bf a mil y as a n gi os p er m G/I E X O 7 0s a n d its                     

disr u pti o n r es ults, t o g et h er wit h pl ei otr o pi c d ef e cts r el at e d t o c ell gr o wt h, c yt o ki n esis a n d a u xi n                      

si g n ali n g, i nt o a b n or m al e g g c ell d e v el o p m e nt a n d c oll a ps e d uri n g g a m et o p h or e d e v el o p m e nt                

( R a w at et al., 2 0 1 7). M or e c o m p ar ati v e st u di es will b e n e c ess ar y i n or d er t o el u ci d at e t h e pr o c ess                        

of E X O 7 0 p ar al o gs s u bf u n ci ali z ati o n d uri n g pl a nt p h yl o g e n y. I n s u m m ar y, f u n cti o n al                 

di v ersifi c ati o n of pl a nt E X O 7 0 is of or ms pr o vi d es n ot o nl y i m p ort a nt c h all e n g e f or u n c o v eri n g                    

g e n er al m e c h a nis m of a n gi os p er m c ell m or p h o g e n esis b ut als o a n i nt er esti n g m o d el c as e of a                    

v ers atil e g e n e f a mil y r a pi dl y e v ol vi n g i n s p e cifi c c o nt e xts.  



C o n cl usi o ns  

 

O ur pi o n e eri n g st u d y pr o vi d e d t h e first l ar g e s c al e c o m p aris o n of t h e l o c ali z ati o n of all E X O 7 0                        

is of or ms wit hi n a si n gl e pl a nt c ell t y p e, t h e gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b e. W e p erf or m e d                         

p h yl o g e n eti c a n al ysis of t h e E X O 7 0 f a mil y i n S ol a n a c e a e
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a n d dis c uss e d b ot h si mil ariti es a n d                    

diff er e n c es of E X O 7 0 g e n es b et w e e n pl a nt t a x a. W hil e s o m e E X O 7 0 s u bf a mili es t e n d t o di v er g e                         

o nl y littl e a n d pr o b a bl y h a v e c o ns er v e d f u n cti o n wit hi n a n gi os p er ms, ot h er s u bf a mili es c a n                     

diff er i n n u m b er a n d s e q u e n c e of p ar al o gs e v e n a m o n g cl os el y r el at e d t a x a a n d pr o b a bl y pl a y                         

f u n cti o n all y di v er g e nt r ol es, w hi c h is m ost c o ns pi c u o us i n t h e c as e of E X O 7 0 H s u bf a mil y. W e                     

a n al y z e d e x pr essi o n of E X O 7 0 is of or ms i n t o b a c c o p oll e n b ot h o n t h e l e v el of m R N A tr a ns cri pts                        

a n d o n pr ot e o mi c l e v el. W e d et e ct e d e x pr essi o n of s e v er al is of or ms wit h t h e m e m b ers of A a n d                        

C s u bf a mili es m ost a b u n d a nt o n t h e pr ot ei n l e v el. S u bs e q u e ntl y, w e a n al y z e d s u b c ell ul ar                   

l o c ali z ati o n of t h e Y F P-t a g g e d E X O 7 0 is of or ms i n gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b e. S ur prisi n gl y,                   

t h e is of or ms wit h i nt er esti n g i ntr a c ell ul ar l o c ali z ati o n l ar g el y o v erl a p p e d wit h t h os e n ati v el y                    

e x pr ess e d i n t o b a c c o p oll e n. T his o bs er v ati o n s u g g ests t h at E X O 7 0 is of or ms s h o ul d b e st u di e d i n                       

t h eir n ati v e c ell t y p es a n d u n d er p h ysi ol o gi c al c o n diti o ns i n t h e f ut ur e, b e c a us e t h eir e x pr essi o n                      

i n h et er ol o g o us c ell t y p e mi g ht n ot r es ult i n pr o p er s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n. W e o bs er v e d                     

l o c ali z ati o n of E X O 7 0 is of or ms t o v ari o us c o m p art m e nts i n cl u di n g t h e v esi cl e- e nri c h e d i n v ert e d                

c o n e a n d n u cl e us b ut m ost i m p ort a ntl y, w e dis c o v er e d t h at Nt E X O 7 0 A 1 a a n d Nt E X O 7 0 B 1                  

l o c ali z e t o m ut u all y e x cl usi v e pl as m a m e m br a n e d o m ai ns. L o c ali z ati o n of b ot h is of or ms                  

o v erl a p p e d wit h t h e pl as m a m e m br a n e r e gi o n b o u n d b y t o b a c c o S E C 3 e x o c yst s u b u nits, s o t h es e                        

E X O 7 0s p ossi bl y f or m p arts of disti n ct t y p es of e x o c yst c o m pl e x. L o c ali z ati o n of t h e                    

Nt E X O 7 0 A 1 a m at c h es wit h pr e vi o usl y c h ar a ct eri z e d h ots p ot of e x o c yt osis i n t o b a c c o p oll e n                  

t u b e. M e m b ers of b ot h E X O 7 0 s u bf a mili es e nri c h e d i n p oll e n r es ult i n m or p h ol o gi c al d e vi ati o ns                     

c h ar a ct eristi c f or p ert ur b e d c ell p ol arit y r e g ul ati o n u p o n o v er e x pr essi o n, w hi c h i n di c at es t h eir                  

a cti v e r ol e i n c ell p ol arit y dri vi n g pr o c ess es. I nt er esti n gl y, d es pit e t h eir eff e ct o n c ell p ol arit y                      

r e g ul ati o n, t h e m e m b ers of E X O 7 0 C s u bf a mil y d o n ot l o c ali z e t o pl as m a m e m br a n e e v e n u p o n                      

i n cr e as e d p h os p h ati d yli n osit ol- 4, 5- bis p h os p h at e l e v el or w h e n t h e E X O 7 0 C pr ot ei ns ar e               



o v er e x pr ess e d. T h es e o bs er v ati o ns s u g g est t h at t h e E X O 7 0 C is of or ms pl a y r e g ul at or y r ol e i n ti p                   

gr o wi n g c ells, w hi c h is f urt h er s u p p ort e d b y w or k of S y n e k et al. 2 0 1 7.   

 

O ur f oll o w- u p st u d y c o m bi n e d a d v a n c e d li v e c ell i m a gi n g of t w o m o d el s yst e ms, t h e t o b a c c o                        

p oll e n t u b e a n d Ar a bi d o psis r o ot e pi d er mis, g e n eti cs, m ol e c ul ar p h ar m a c ol o g y, m ol e c ul ar                 

d y n a mi cs si m ul ati o ns, i n vitr o li pi d bi n di n g a n d i n vi v o li pi d r e cr uit m e nt ass a ys i n or d er t o                      

pr o vi d e d et ail e d a n al ysis of m e c h a nis ms of t h e c a n o ni c al e x o c yst E X O 7 0 is of or m E X O 7 0 A 1                   

t ar g eti n g t o pl as m a m e m br a n e. W e s h o w e d t h at all a n al y z e d G F P-t a g g e d e x o c yst s u b u nits l os e                     

t h eir pr o p er pl as m a m e m br a n e l o c ali z ati o n w h e n t h e E X O 7 0 A 1 g e n e is m ut at e d. W e f urt h er                      

a n al y z e d i m p ort a n c e of E X O 7 0 A 1 pr ot ei n d o m ai ns f or its l o c ali z ati o n t o pl as m a m e m br a n e a n d                    

dis c o v er e d t h at b ot h t h e N-t er mi n al p art, w hi c h is i n v ol v e d i n i nt er a cti o n wit h ot h er e x o c yst                        

s u b u nits, a n d t h e C-t er mi n al p art t h at pl a ys r ol e i n i nt er a cti o n wit h t h e pl as m a m e m br a n e li pi ds                        

ar e ess e nti al f or pr o p er E X O 7 0 A 1 l o c ali z ati o n a n d f u n cti o n. B e c a us e E X O 7 0 i n O pist h o k o nts                   

ar e k n o w n t o dir e ctl y bi n d p h os p h ati d yli n osit ol- 4, 5- bis p h os p h at e, w e f urt h er a n al y z e d t h e               

pr o p e nsit y of E X O 7 0 A 1 i nt er a cti o n wit h diff er e nt a ni o ni c p h os p h oli pi ds. W e i niti at e d t his                   

a n al ysis b y i n vitr o pr ot ei n li pi d bi n di n g ass a y t esti n g a bilit y of t h e p urifi e d G S T-t a g g e d                     

E X O 7 0 A 1 t o bi n d l ar g e u nil a m ell ar v esi cl es of v ari o us li pi d c o m p ositi o n. W e dis c o v er e d t h at                    

E X O 7 0 A 1 bi n ds i n vitr o p h os p h ati d yli n osit ol- 4- p h os p h at e,   
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p h os p h ati d yli n osit ol- 4, 5- bis p h os p h at e a n d s ur prisi n gl y t h e p h os p h ati di c a ci d, t h e a ni o ni c             

p h os p h oli pi d w hi c h is g e n er all y n e gl e ct e d i n y e ast a n d m a m m ali a n c ell bi ol o g y r es e ar c h b ut                     

e nri c h e d a n d p ot e nti all y ess e nti al i n s e v er al pl a nt tiss u es a n d u n d er s p e cifi c c o n diti o ns. W e                       

f urt h er t o o k a d v a nt a g e of t h e gr o wi n g t o b a c c o p oll e n t u b e m o d el s yst e m t h at is a m e n a bl e t o                         

tr a nsi e nt tr a nsf or m ati o n wit h c o nstr u cts e n c o di n g p h os p h oli pi d m o dif yi n g e n z y m es l e a di n g t o                

alt er e d l e v els of p arti c ul ar m e m br a n e p h os p h oli pi d s p e ci es. W e m o nit or e d l o c ali z ati o n of t h e                  

n ati v e t o b a c c o Nt E X O 7 0 A 1 a u p o n i n cr e as e d l e v el of p h os p h ati d yli n osit ol- 4, 5- bis p h os p h at e or             

p h os p h ati di c a ci d i n c o m p aris o n t o c o ntr ol p oll e n t u b es. O ur e x p eri m e nts d e m o nstr at e d t h at                   

el e v at e d l e v els of b ot h t est e d p h os p h oli pi ds i n t h e gr o wi n g p oll e n t u b e l e a ds t o                     

o v er a c c u m ul ati o n of Nt E X O 7 0 A 1 a at t h e pl as m a m e m br a n e. W e f urt h er a n al y z e d t h e r ol e of                  

p h os p h ati d yli n osit ol- 4, 5- bis p h os p h at e i n E X O 7 0 A 1 r e cr uit m e nt t o pl as m a m e m br a n e i n           



Ar a bi d o psis c ells b y i ntr o d u ci n g t h e G F P-t a g g e d E X O 7 0 A 1 i nt o Ar a bi d o psis pi p 5 k 1 pi p 5 k 2
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d o u bl e m ut a nts wit h dr a m ati c all y r e d u c e d p h os p h at e 5 ki n as e a cti vit y i n s p or o p h yti c tiss u es.                    

S ur prisi n gl y, w e di d n ot o bs er v e a n d diff er e n c e i n E X O 7 0 A 1 r e cr uit m e nt t o pl as m a m e m br a n e                   

i n t h es e li n es. W e t h us f urt h er i ns p e ct e d i m p ort a n c e of t h e ot h er t w o a ni o ni c p h os p h oli pi ds i n                       

E X O 7 0 A 1 m e m br a n e r e cr uit m e nt b y m ol e c ul ar p h ar m a c ol o g y a n d c o n cl u d e d t h at b ot h                

di a c yl gl y c er ol ki n as e- pr o d u c e d p o ol of p h os p h ati di c a ci d a n d t h e p h os p h ati d yli n osit ol- 4             

p h os p h at e c o ntri b ut e t o E X O 7 0 A 1 r e cr uit m e nt t o t h e o ut er l at er al pl as m a m e m br a n e of                   

Ar a bi d o psis r o ot e pi d er m al c ells. F or t h e s a k e of e v e n m or e d et ail e d a n al ysis of E X O 7 0 A 1                       

i nt er a cti o n wit h t h e a ni o ni c p h os p h oli pi ds, o ur t e a m e m pl o y e d s eri es of m ol e c ul ar d y n a mi c                   

si m ul ati o ns of E X O 7 0 A 1 i nt er a cti o n wit h virt u al p h os p h ati di c a ci d- e nri c h e d m e m br a n e,              

u n c o v eri n g t h e p ositi v el y c h ar g e d l ysi n e r esi d u es, t h at ar e criti c al f or t h e i nt er a cti o n. W e                     

s u bs e q u e ntl y e x p eri m e nt all y c o nfir m e d t h e i m p ort a n c e of c o m p ut ati o n all y pr e di ct e d r esi d u es f or              

E X O 7 0 A 1 r e cr uit m e nt t o t h e pl as m a m e m br a n e i n b ot h Ar a bi d o psis a n d t o b a c c o. O ur pi o n e eri n g                    

w or k t h us p a v es t h e w a y f or t h e f ut ur e d et ail e d c o m p ar ati v e a n al ys es of t ar g eti n g diff er e nt                      

E X O 7 0 is of or ms t o v ari o us m e m br a n e d o m ai ns. 

 

T h e t h esis f urt h er i n cl u d es s e v er al st u di es a n al ysi n g r ol e of s el e ct e d E X O 7 0 is of or ms i n pl a nt                         

e x o c yst t ar g eti n g. O ur t e a m pr o vi d e d a n al ysis of pl a nt e x o c yst d y n a mi cs i n t h e c orti c al r e gi o n of                         

r o ot e pi d er mis o ut er l at er al d o m ai n s h o wi n g t h at E X O 7 0 A 1 is ess e nti al f or t h e e x o c yst t ar g eti n g                       

t o t his r e gi o n. W e als o s h o w e d t h at E X O 7 0 B 1 pl a ys r ol e i n a ut o p h a g y as a p art of s p e ci ali z e d                           

e x o c yst c o m pl e x or s u b c o m pl e x. I nt er esti n gl y, w hil e t h e e x o c yst t ar g eti n g is i n d e p e n d e nt o n                

mi cr ot u b ul ar c yt os k el et o n i n r o ot e pi d er mis, t h e mi cr ot u b ul es pl a y ess e nti al r ol e i n f o c usi n g                  

e x o c yst c o m pl e x a n d v esi c ul ar tr affi c ki n g t o sit es of s e c o n d ar y c ell w all d e p ositi o n i n                      

diff er e nti ati n g x yl e m c ells. F urt h er m or e, w e pr o vi d e d c o m pr e h e nsi v e st u d y of pl a nt e x o c yst r ol e                  

d uri n g d ef e n c e a g ai nst f u n g al p at h o g e ns. W e s h o w e d t h at E X O 7 0 B 2 is of or m is s p e cifi c all y                     

u pr e g ul at e d d uri n g t his pr o c ess a n d i m p ort a nt f or d e p ositi o n of t h e s e cr et or y p a pill a. Fi n all y, t h e                     

dis c ussi o n p art of t h e t h esis pr o vi d es a c o m pr e h e nsi v e r e vi e w of t h e p u blis h e d w or ks a d dr essi n g                     

t ar g eti n g a n d f u n cti o n of pl a nt E X O 7 0 is of or ms.  



Z á v ě r
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N aš e sr o v n á v a cí pr á c e b yl a z a m ěř e n a n a s yst e m ati c k o u st u dii v nitr o b u n ě č n é l o k ali z a c e vš e c h                  

i z of or e m E X O 7 0 v r á m ci klí čí cí t a b á k o v é l á č k y. F yl o g e n eti c k á a n al ý z a g e n o v é r o di n y E X O 7 0                     

lil k o vit ý c h r ostli n p o u k á z al a n a r o z díl y i p o d o b n osti e v ol u c e j e d n otli v ý c h p o dr o di n E X O 7 0 u                   

kr yt os e m e n n ý c h r ostli n. N ě kt er é p o dr o di n y E X O 7 0 v y k a z ují m e zi t a x o n y kr yt os e m e n n ý c h                

r ostli n p o u z e m al é r o z díl y, k d e žt o ji n é p o dr o di n y E X O 7 0 s e z n a č n ě liší p o čt e m p ar al o g ů i j eji c h                         

s e k v e n cí i m e zi pří b u z n ý mi dr u h y. N ej v ětší r o z m a nit ost v y k a z uj e p o dr o di n a E X O 7 0 H, j ejí ž                    

čl e n o v é p o dl é h ají r y c hl é e v ol u ci a p atr n ě z ast á v ají u r ů z n ý c h s k u pi n r ostli n r o z díl n é                     

s p e ci ali z o v a n é f u n k c e. P o m o cí tr a ns kri p č ní a pr ot e o mi c k é a n al ý z y js m e a n al y z o v ali e x pr esi                

i z of or e m E X O 7 0 v t a b á k o v é m p yl u a zjistili přít o m n ost n ě k oli k a i z of or e m s n ej v ětší m                    

z ast o u p e ní m čl e n ů p o dr o di n E X O 7 0 A a E X O 7 0 C. P ot é js m e s v y u žití m fl u or es c e n č ní                  

k o nf o k ál ní mi kr os k o pi e st u d o v ali v nitr o b u n ě č n o u l o k ali z a ci fl u or es c e n č n ě z n a č e n ý c h i z of or e m            

E X O 7 0. D os p ěli js m e k z ají m a v é m u zjišt ě ní, ž e i z of or m y přir o z e n ě e x pri m o v a n é v p yl u t a b á k u                     

v es m ěs l o k ali z ují d o s p e cifi c k ý c h b u n ě č n ý c h k o m p art m e nt ů, k d e žt o i z of or m y, kt er é b ě ž n ě v                 

p yl o v é l á č c e n ejs o u e x pri m o v á n y v ětši n o u n e v y k a z ují s p e cifi c k o u v nitr o b u n ě č n o u l o k ali z a ci.               

I z of or m y E X O 7 0 j e t e d y v h o d n é st u d o v at v j eji c h přir o z e n é m b u n ě č n é m pr ostř e dí. P o z or o v ali                     

js m e l o k ali z a ci v y br a n ý c h i z of or e m E X O 7 0 d o r o zli č n ý c h č ástí b u ň k y, v č et n ě o bl asti b o h at é n a                       

s e kr et ori c k é v á č k y blí z k o r ůst o v é h o vr c h ol u b u ň k y a b u n ě č n é h o j á dr a. N ej z ají m a v ější b yl o                   

zjišt ě ní, ž e i z of or m y Nt E X O 7 0 A 1 a a Nt E X O 7 0 B 1 l o k ali z ují d o r o z díl n ý c h d o m é n pl a z m ati c k é                

m e m br á n y. O b ě i z of or m y č ást e č n ě k ol o k ali z ují s p o dj e d n ot k o u e x o c yst u S E C 3 a m o h o u t e d y                    

b ýt s o u č ástí r ů z n ý c h t y p ů k o m pl e x u e x o c yst. Nt E X O 7 0 A 1 a l o k ali z uj e t o m al é o bl asti, kt er á                     

o d p o ví d á dří v e p o ps a n é z ó n ě i nt e n zi v ní b u n ě č n é s e kr e c e ří dí cí r ůst p yl o v é l á č k y. P o m o cí g e n o v é                        

o v er e x pr es e js m e d ál e a n al y z o v ali f u n k ci čl e n ů p o dr o di n E X O 7 0 A a E X O 7 0 C v p ol ár ní m r ůst u                       

a zjistili, ž e n a v ýš e n é m n o žst ví d a n ý c h i z of or e m E X O 7 0 v e d e k p or u c h á m p ol ár ní h o r ůst u.                       

I z of or m y p o dr o di n y E X O 7 0 C př e k v a pi v ě n el o k ali z ují n a pl a z m ati c k o u m e m br á n u a t o a ni při                 

j eji c h z v ýš e n é e x pr esi n e b o při z v ýš e n é k o n c e ntr a ci f osf ati d yli n osit ol- 4, 5- bisf osf át u. I z of or m y               



E X O 7 0 C z ůst á v ají v c yt o pl a z m ě a pr a v d ě p o d o b n ě m ají r e g ul a č ní f u n k ci, c o ž b yl o d ál e                    

p ot vr z e n o st u dií S y n e k a k ol., 2 0 1 7. 

 

V d alší pr á ci js m e s e z a m ěřili n a p o dr o b n o u a n al ý z u v a z b y i z of or m y E X O 7 0 A 1 n a m e m br á n u.                        

V t ét o st u dii js m e pr o p ojili p o kr o čil o u fl u or es c e n č ní mi kr os k o pii v e x p eri m e nt ál ní c h m o d el e c h                  

b u n ě k k oř e n e h us e ní č k u a klí čí cí t a b á k o v é l á č k y s g e n eti c k o u a n al ý z o u m ut a nt ů h us e ní č k u,                     

m ol e k ul ár ní f ar m a k ol o gií, bi o c h e mi c k ý mi a n al ý z a mi v a z b y E X O 7 0 A 1 n a u m ěl é m e m br á n o v é             

v á č k y r o zli č n é h o sl o ž e ní a p o čít a č o v ý mi si m ul a c e mi v a z b y E X O 7 0 A 1 n a m e m br á n u. U k á z ali                  

js m e, ž e v m ut a nt e c h h us e ní č k u s n ef u n k č ní m g e n e m E X O 7 0 A 1 d alší p o dj e d n ot k y e x o c yst                  

n el o k ali z ují v d ost at e č n é m m n o žst ví n a pl as m ati c k o u m e m br á n u. D ál e js m e st u d o v ali v ý z n a m                 

j e d n otli v ý c h pr ot ei n o v ý c h d o m é n E X O 7 0 A 1 pr o v a z b u pr ot ei n u n a m e m br á n u a zjistili, ž e j a k                   

N-t er mi n ál ní č ást pr ot ei n u, kt er á o d p o ví d á z a j e h o i nt er a k ci s d alší mi p o dj e d n ot k a mi k o m pl e x u                    

e x o c yst, t a k C-t er mi n ál ní č ást, j e ž v á ž e pl a z m ati c k o u m e m br á n u, js o u n e z b yt n é pr o s pr á v n o u                  

l o k ali z a ci a f u n k ci E X O 7 0 A 1. J eli k o ž p o dj e d n ot k a E X O 7 0 v á ž e f osf ati d yli n osit ol- 4, 5- bisf osf át              

v s a v čí c h i k v asi n k o v ý c h b u ň k á c h, st u d o v ali js m e s c h o p n ost E X O 7 0 A 1 v á z at z á p or n ě n a bit é                     

f osf oli pi d y. N ej pr v e js m e t est o v ali s c h o p n ost p urifi k o v a n é h o pr ot ei n u E X O 7 0 A 1 v á z at i n vitr o                  

u m ěl é m e m br á n o v é v á č k y d efi n o v a n é h o sl o ž e ní a zjistili, ž e E X O 7 0 A 1 i nt er a g uj e s                

f osf ati d yli n osit ol- 4-f osf át e m, f osf ati d yli n osit ol- 4, 5- bisf osf át e m i s f osf ati d o v o u k ys eli n o u, kt er á         

j e v z a v e d e n ý c h O pist o k o nt ní c h b u ň k á c h p o m ěr n ě m ál o st u d o v a n á, al e pr a v d ě p o d o b n ě hr aj e                 

klí č o v o u úl o h u v m n o h a r ostli n n ý c h pl eti v e c h. V ýsl e d k y bi o c h e mi c k é a n al ý z y js m e d ál e o v ěřili                     

i n vi v o, n ej pr v e p o m o cí m o d el o v é h o s yst é m u klí čí cí l á č k y t a b á k u, k d e l z e p o m o ci o v er e x pr es e                     

přísl uš n ý c h e n z y m ů f osf oli pi d o v é h o m et a b olis m u cíl e n ě z v ýšit k o n c e ntr a ci v y br a n ý c h            

f osf oli pi d ů. Zjistili js m e, ž e t a b á k o v á i z of or m a E X O 7 0 A 1 a v á ž e v klí čí cí p yl o v é l á č c e                    

f osf ati d yli n osit ol- 4, 5- bisf osf át i f osf ati d o v o u k ys eli n u. D ál e js m e t est o v ali, j estli j e              

f osf ati d yli n osit ol- 4, 5- bisf osf át o d p o v ě d n ý z a m e m br á n o v o u l o k ali z a ci E X O 7 0 A 1 i v k oř e n e c h             

h us e ní č k u. P o z or o v ali js m e v nitr o b u n ě č n o u l o k ali z a ci fl u or es c e n č n ě z n a č e n é E X O 7 0 A 1 v              

k oř e n e c h m ut a nt ů pi p 5 k 1 pi p 5 k 2 s v ýr a z n ě s ní ž e n o u c el k o v o u a kti vit o u f osf ati d yli n osit ol- 4-f osf át    
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5 ki n á z y a t e d y s ní ž e n ý m m n o žst ví m f osf ati d yli n osit ol- 4, 5- bisf osf át u. Př e k v a pi v ě js m e n e zjistili                 

ž á d n é s ní ž e ní v a z b y E X O 7 0 A 1 n a m e m br á n u. D ál e js m e t e d y z k o u m ali r oli d alší c h z á p or n ě                       



n a bit ý c h f osf oli pi d ů v e v a z b ě E X O 7 0 A 1 v k oř e n e c h h us e ní č k u p o m o cí s p e cifi c k é                 

f ar m a k ol o gi c k é i n hi bi c e e n z y m ů m o difi k ují cí c h m e m br á n o v é f osf oli pi d y. T yt o e x p eri m e nt y            

u k á z al y, ž e n a v a z b ě E X O 7 0 A 1 v k oř e n e c h h us e ní č k u s e s p ol e č n ě p o díl ejí                   

f osf ati d yli n osit ol- 4-f osf át a f osf ati d o v á k ys eli n a pr o d u k o v a n á di a c yl gl y c er ol ki n á z o u. A b y c h o m          

pr ost u d o v ali m e c h a nis m us v a z b y E X O 7 0 A 1 n a m e m br á n u n a m ol e k ul ár ní úr o v ni, pr o v e dli js m e                  

s a d u p o čít a č o v ý c h si m ul a cí i nt er a k c e E X O 7 0 A 1 s m e m br á n o u p o m o cí m et o d m ol e k ul ár ní               

d y n a mi k y. Si m ul a c e u k á z al y v ý z n a m n o u r oli n ě k oli k a kl a d n ě n a bit ý c h p ostr a n ní c h ř et ě z c ů                   

a mi n o k ys eli n y l ysi n u pr o v a z b u z á p or n ě n a bit ý c h f osf oli pi d ů. Z á v ěr z p o čít a č o v ý c h si m ul a cí                  

js m e p ot é o v ěřili i n vitr o p o m o cí li pi d- v a z e b n ý c h e x p eri m e nt ů a i n vi v o v klí čí cí p yl o v é l á č c e                     

t a b á k u i v b u ň k á c h k oř e n e h us e ní č k u. V ýsl e d k y n aší pr á c e p os k yt ují m et o di c k o u a i nt el e kt u ál ní                      

pl atf or m u pr o r o zs á hl ejší sr o v n á v a cí st u di e m e c h a nis m ů v nitr o b u n ě č n é h o z a cíl e ní r o zli č n ý c h              

i z of or e m E X O 7 0 d o r ů z n ý c h m e m br á n o v ý c h d o m é n. 
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D o kt ors k á pr á c e d ál e z a hr n uj e n ě k oli k p u bli k a cí s e z a m ěř e ní m n a r oli v y br a n ý c h i z of or e m                     

E X O 7 0 při z a cíl e ní k o m pl e x u e x o c yst. N áš k ol e kti v pr o v e dl pr v ní st u dii d y n a mi k y p o dj e d n ot e k                      

k o m pl e x u e x o c yst r ostli n n a v n ější l at er ál ní m e m br á n o v é d o m é n ě b u n ě k k oř e n e a pr o k á z al                    

klí č o v o u f u n k ci E X O 7 0 A 1 v r á m ci z a cíl e ní k o m pl e x u n a m e m br á n u. D alší pr á c e pr o k á z al a                     

f u n k ci E X O 7 0 B 1 v a ut of a gii v r á m ci k o m pl e x u či s u b k o m pl e x u z a hr n ují cí m d alší p o dj e d n ot k y                  

e x o c yst u. Zjistili js m e r o v n ě ž, ž e a č k oli v k o m pl e x e x o c yst s pr á v n ě l o k ali z uj e n a m e m br á n u v                      

e pi d er m ál ní c h b u ň k á c h k oř e n e i při n ar uš e ní mi kr ot u b ul ár ní h o c yt os k el et u, mi kr ot u b ul y js o u               

n e z b yt n é pr o l o k ali z o v a n o u b u n ě č n o u s e kr e ci ří z e n é k o m pl e x e m e x o c yst v b u ň k á c h x yl é m u.                  

Pr o k á z ali js m e t a k é, ž e i z of or m a E X O 7 0 B 2 hr aj e klí č o v o u r oli v t v or b ě s e kr et ori c k é p a pil y v                      

r á m ci o br a n y r ostli n n ý c h b u n ě k v ů či p at o g e n ní m h o u b á m. Z á v ěr pr á c e p os k yt uj e r o zs á hl o u                     

dis k u zi s hr n ují cí d os a v a d ní p u bli k a c e t ý k ají cí s e v nitr o b u n ě č n é l o k ali z a c e a f u n k c e r ostli n n ý c h                  

i z of or e m E X O 7 0.  
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C o n z e L L, B e rli n S, B ail A L, K ost B . 2 0 1 7 . Tr a ns cri pt o m e pr ofili n g of t o b a c c o ( Ni c oti a n a t a b a c u m) 

p oll e n a n d p oll e n t u b es. B M C G e n o mi cs  1 8( 1):  5 8 1. 

 

C oss o n P, P e r ri n J, B o nif a ci n o J S . 2 0 1 3 . A n c h ors a w ei g h: pr ot ei n l o c ali z ati o n a n d tr a ns p ort m e di at e d 

b y tr a ns m e m br a n e d o m ai ns. Tr e n ds i n C ell Bi ol o g y  2 3 : 5 1 1 – 5 1 7. 

 

C v r č k o v á F, G r u nt M, B e z v o d a R, H ál a M, K uli c h I, R a w at A, Ž á rs k ý V . 2 0 1 2 . E v ol uti o n of t h e 

L a n d Pl a nt E x o c yst C o m pl e x es. Fr o nti ers i n Pl a nt S ci e n c e  3 : 1 5 9 

 

C v r č k o v á F, Ž á rs k ý V . 2 0 1 3 . Ol d AI Ms of t h e e x o c yst: e vi d e n c e f or a n a n c estr al ass o ci ati o n of e x o c yst                          

s u b u nits wit h a ut o p h a g y- ass o ci at e d At g 8 pr ot ei ns. Pl a nt Si g n ali n g & B e h a vi or  8 ( 1 1): e 2 7 0 9 9. 

 

D ell a g o H, L ös c h e r M, Aj u h P, R y d e r U, K ais e r m a y e r C, G rill a ri- V o gl a u e r R, F o rts c h e g g e r K,                 

G r oss S, Gst r a u nt h al e r A, B o rt h N, et al. . 2 0 1 1 . E x o 7 0, a s u b u nit of t h e e x o c yst c o m pl e x, i nt er a cts                        

wit h S N E V h Pr p 1 9/ h Ps o 4 a n d is i n v ol v e d i n pr e- m R N A s pli ci n g. Bi o c h e mi c al J o ur n al 4 3 8 : 8 1 – 9 1. 

 

Di n g Y, W a n g J, L ai J H C, C h a n V H L, W a n g X, C ai Y, T a n X, B a o Y, Xi a J, R o bi ns o n D G, et al. .                                  

2 0 1 4 . E x o 7 0 E 2 is ess e nti al f or e x o c yst s u b u nit r e cr uit m e nt a n d E X P O f or m ati o n i n b ot h pl a nts a n d                          

a ni m als. M ol e c ul ar Bi ol o g y of t h e C ell  2 5 : 4 1 2 – 4 2 6. 

 

D r d o v á E J, S y n e k L, P e č e n k o v á T, H ál a M, K uli c h I, F o wl e r J E, M u r p h y A S, Ž á rs k ý V . 2 0 1 3 . T h e                             

e x o c yst c o m pl e x c o ntri b ut es t o PI N a u xi n effl u x c arri er r e c y cli n g a n d p ol ar a u xi n tr a ns p ort i n                         

Ar a bi d o psis. T h e Pl a nt J o ur n al  7 3 : 7 0 9 – 7 1 9. 

 

Eli áš M . 2 0 0 3 . T h e e x o c yst c o m pl e x i n pl a nts. C ell Bi ol o g y I nt er n ati o n al  2 7 : 1 9 9 – 2 0 1. 

 

F e n d r y c h M, S y n e k L, P e č e n k o v á T, T o u p al o v á H, C ol e R, D r d o v á E, N e b es á ř o v á J, Š e di n o v á M,                      

H ál a M, F o wl e r J E, et al. . 2 0 1 0 . T h e Ar a bi d o psis E x o c yst C o m pl e x Is I n v ol v e d i n C yt o ki n esis a n d C ell                           

Pl at e M at ur ati o n. T h e Pl a nt C ell  2 2 

2 5 3

: 3 0 5 3 – 3 0 6 5. 



 

F e n d r y c h M, S y n e k L, P e č e n k o v á T, D r d o v á E J, S e k e r eš J, R y c k e R D, N o w a c k M K, Ž á rs k ý V .                          

2 0 1 3 . Vis u ali z ati o n of t h e e x o c yst c o m pl e x d y n a mi cs at t h e pl as m a m e m br a n e of Ar a bi d o psis t h ali a n a.                     

M ol e c ul ar Bi ol o g y of t h e C ell  2 4 : 5 1 0 – 5 2 0. 

 

F ujis a ki K, A b e Y, It o A, S ait o h H, Y os hi d a K, K a n z a ki H, K a n z a ki E, Uts us hi H, Y a m as hit a T,                         

K a m o u n S, et al. . 2 0 1 5 . Ri c e E x o 7 0 i nt er a cts wit h a f u n g al eff e ct or, A V R- Pii, a n d is r e q uir e d f or                        

A V R- Pii-tri g g er e d i m m u nit y. T h e Pl a nt J o ur n al  8 3 : 8 7 5 – 8 8 7. 

 

G a v ri n A, K uli k o v a O, Biss eli n g T, F e d o r o v a E E . 2 0 1 7 . I nt erf a c e S y m bi oti c M e m br a n e F or m ati o n i n                      

R o ot N o d ul es of M e di c a g o tr u n c at ul a: t h e R ol e of S y n a pt ot a g mi ns Mt S yt 1, Mt S yt 2 a n d Mt S yt 3.                      

Fr o nti ers i n Pl a nt S ci e n c e  8 : 2 0 1 

 

G e n r e A, I v a n o v S, F e n d r y c h M, F a c ci o A, Ž á rs k ý V, Biss eli n g T, B o nf a nt e P . 2 0 1 1 . M ulti pl e                        

E x o c yt oti c M ar k ers A c c u m ul at e at t h e Sit es of P erif u n g al M e m br a n e Bi o g e n esis i n Ar b us c ul ar                   

M y c orr hi z as. Pl a nt a n d C ell P h ysi ol o g y  5 3 : 2 4 4 – 2 5 5. 

 

G r o b ei M A, Q eli E, B r u n n e r E, R e h r a u e r H, Z h a n g R, R os c hit z ki B, B asl e r K, A h r e ns C H,                         

G r oss ni kl a us U . 2 0 0 9 . D et er mi nisti c pr ot ei n i nf er e n c e f or s h ot g u n pr ot e o mi cs d at a pr o vi d es n e w i nsi g hts                      

i nt o Ar a bi d o psis p oll e n d e v el o p m e nt a n d f u n cti o n. G e n o m e R es e ar c h  1 9 : 1 7 8 6 – 1 8 0 0. 

 

H ál a M, C ol e R, S y n e k L, D r d o v á E, P e č e n k o v á T, N o r d h ei m A, L a m k e m e y e r T, M a dl u n g J, 

H o c h h ol di n g e r F, F o wl e r J E, et al. . 2 0 0 8 . A n E x o c yst C o m pl e x F u n cti o ns i n Pl a nt C ell Gr o wt h i n 

Ar a bi d o psis a n d T o b a c c o. T h e Pl a nt C ell O nli n e  2 0 : 1 3 3 0 – 1 3 4 5. 

 

H e B, Xi F, Z h a n g X, Z h a n g J, G u o W . 2 0 0 7 . E x o 7 0 i nt er a cts wit h p h os p h oli pi ds a n d m e di at es t h e 

t ar g eti n g of t h e e x o c yst t o t h e pl as m a m e m br a n e. T h e E M B O J o ur n al  2 6 : 4 0 5 3 – 4 0 6 5. 

 

H o n g D, J e o n B W, Ki m S Y, H w a n g J- U, L e e Y . 2 0 1 5 . T h e R O P 2- RI C 7 p at h w a y n e g ati v el y r e g ul at es 

li g ht-i n d u c e d st o m at al o p e ni n g b y i n hi biti n g e x o c yst s u b u nit E xo 7 0 B 1 i n Ar a bi d o psis. N e w P h yt ol o gist  

2 0 9 : 6 2 4 – 6 3 5. 

 

K al m b a c h L, H é m at y K, B ellis D D, B a r b e r o n M, F ujit a S, U rs a c h e R, D a r as p e J, G el d n e r N . 2 0 1 7 . 

Tr a nsi e nt c ell-s p e cifi c E X O 7 0 A 1 a cti vit y i n t h e C A S P d o m ai n a n d  C as p ari a n stri p l o c ali z ati o n. N at ur e 

Pl a nts  3 : 1 7 0 5 8. 

 

Kit as hi b a H, Li u P, Nis hi o T, N as r all a h J B, N as r all a h M E . 2 0 1 1 . F u n cti o n al t est of Br assi c a 

s elf-i n c o m p ati bilit y m o difi ers i n Ar a bi d o psis t h ali a n a. Pr o c e e di n gs of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c es  

1 0 8 : 1 8 1 7 3 – 1 8 1 7 8. 

 

K o u m a n d o u V L, D a c ks J B, C o uls o n R M, Fi el d M C. 2 0 0 7.  C o ntr ol s yst e ms f or m e m br a n e f usi o n i n 

t h e a n c estr al e u k ar y ot e; e v ol uti o n of t et h eri n g c o m pl e x es a n d SM pr ot ei ns. B M C E v ol uti o n ar y Bi ol o g y  

7 

2 5 4

: 2 9. 



 

K uli c h I, C ol e R, D r d o v á E, C v r č k o v á F, S o u k u p A, F o wl e r J, Ž á r s k ý V . 2 0 1 0 . Ar a bi d o psis e x o c yst 

s u b u nits S E C 8 a n d E X O 7 0 A 1 a n d e x o c yst i nt er a ct or R O H 1 ar e i n v ol v e d i n t h e l o c ali z e d d e p ositi o n of 

s e e d c o at p e cti n. N e w P h yt ol o gist  1 8 8 : 6 1 5 – 6 2 5. 

 

K uli c h I, P e č e n k o v á T, S e k e r eš J, S m et a n a O, F e n d r y c h M, F oiss n e r I, H öft b e r g e r M, Ž á rs k ý V . 

2 0 1 3 . Ar a bi d o psis e x o c yst s u b c o m pl e x c o nt ai ni n g s u b u nit E X O 7 0 B 1 is i n v ol v e d i n t h e a ut o p h a g y-r el at e d 

tr a ns p ort t o t h e v a c u ol e. Tr affi c . 1 4( 1 1): 1 1 5 5- 6 5.  

 

K uli c h I, Ž á rs k ý V . 2 0 1 4 . A ut o p h a g y- R el at e d Dir e ct M e m br a n e I m p ort fr o m E R/ C yt o pl as m i nt o t h e 

V a c u ol e or A p o pl ast: A Hi d d e n G at e w a y als o f or S e c o n d ar y M et a b o lit es a n d P h yt o h or m o n es ? 

I nt er n ati o n al J o ur n al of M ol e c ul ar S ci e n c es 1 5 : 7 4 6 2 – 7 4 7 4. 

 

K uli c h I, V ojtí k o v á Z, Gl a n c M, O rt m a n n o v á J, R as m a n n S, Ž á rs k ý  V. 2 0 1 5 . C ell W all M at ur ati o n 

of Ar a bi d o psis Tri c h o m es Is D e p e n d e nt o n E x o c yst S u b u nit E X O 7 0 H 4 a n d I n v ol v es C all os e D e p ositi o n. 

Pl a nt P h ysi ol o g y  1 6 8 : 1 2 0 – 1 3 1. 

 

K uli c h I, V ojtí k o v á Z, S a b ol P, O rt m a n n o v á J, N e d ěl a V, Ti hl a ří k o v á E, Ž á rs k ý V . 2 0 1 8 . E x o c yst 

S u b u nit E X O 7 0 H 4 H as a S p e cifi c R ol e i n C all os e S y nt h as e S e cr eti o n a n d Sili c a A c c u m ul ati o n. Pl a nt 

P h ysi ol o g y  1 7 6 : 2 0 4 0 – 2 0 5 1. 

 

Li S, Os G M A V, R e n S, Y u D, K et el a a r T, E m o ns A M C, Li u C- M . 2 0 1 0 . E x pr essi o n a n d F u n cti o n al 

A n al ys es of E X O 7 0 G e n es i n Ar a bi d o psis I m pli c at e T h eir R ol es i n  R e g ul ati n g C ell T y p e- S p e cifi c 

E x o c yt osis. Pl a nt P h ysi ol o g y  1 5 4 : 1 8 1 9 – 1 8 3 0. 

 

Li n Y, Di n g Y, W a n g J, S h e n J, K u n g C H, Z h u a n g X, C ui Y, Yi n Z,  Xi a Y, Li n H, R o bi ns o n D G, 

Ji a n g L. 2 0 1 5.  E x o c yst- P ositi v e Or g a n ell es a n d A ut o p h a g os o m es Ar e Disti n ct Org a n ell es i n Pl a nts. 

Pl a nt P h ysi ol o g y 1 6 9( 3) : 1 9 1 7- 3 2. 

 

Li u J, Z u o X, Y u e P, G u o W . 2 0 0 7 . P h os p h ati d yli n osit ol 4, 5- Bis p h os p h at e M e di at es t h e T ar g eti n g of 

t h e E x o c yst t o t h e Pl as m a M e m br a n e f or E x o c yt osis i n M a m m ali a n C ells. M ol e c ul ar Bi ol o g y of t h e C ell  

1 8 : 4 4 8 3 – 4 4 9 2. 

 

Li u J, Z h a n g H, Li a n X, C o n v e rs e R, Z h u L . 2 0 1 5 . I d e ntifi c ati o n of I nt er a cti n g M otifs B et w e e n 

Ar m a dill o R e p e at C o nt ai ni n g 1 ( A R C 1) a n d E x o c yst 7 0 A 1 ( E x o 7 0 A 1 ) Pr ot ei ns i n Br assi c a ol er a c e a. T h e 

Pr ot ei n J o ur n al  3 5 : 3 4 – 4 3. 

 

Li u N, H a k e K, W a n g W, Z h a o T, R o m eis T, T a n g D . 2 0 1 7 . C A L CI U M- D E P E N D E N T P R O T EI N 

KI N A S E 5 Ass o ci at es wit h t h e Tr u n c at e d N L R Pr ot ei n TI R- N B S 2 t o C o ntri b ut e t o e x o 7 0 B 1- M e di at e d 

I m m u nit y. T h e Pl a nt C ell  2 9 : 7 4 6 – 7 5 9.

2 5 5

 

 



M a rti n- U r di r o z M, D e e ks M J, H o rt o n C G, D a w e H R, J o u r d ai n I . 2 0 1 6 . T h e E x o c yst C o m pl e x i n                          
H e alt h a n d Dis e as e. Fr o nti ers i n C ell a n d D e v el o p m e nt al Bi ol o g y  4 : 2 4 

O d a Y, Ii d a Y, N a g as hi m a Y, S u gi y a m a Y, F u k u d a H . 2 0 1 4 . N o v el C oil e d- C oil Pr ot ei ns R e g ul at e 

E x o c yst Ass o ci ati o n wit h C orti c al Mi cr ot u b ul es i n X yl e m C ells v i a t h e C o ns er v e d Oli g o m eri c 

G ol gi- C o m pl e x 2 Pr ot ei n. Pl a nt a n d C ell P h ysi ol o g y  5 6 : 2 7 7 – 2 8 6. 

 

O rt m a n n o v á J, P e č e n k o v á T, S e k e r eš J, K uli c h I, Š a nt r ů č e k J, Ž á rs k ý V.  E x o c yst c o m pl e x m e di at es 

n o n- h ost r esist a n c e a g ai nst p o w d er y mil d e w i n Ar a bi d o psis. S u b mitt e d t o M ol e c ul ar Pl a nt 

 

Ost e rt a g M, St a m ml e r J, D o u c h k o v D, Ei c h m a n n R, H ü c k el h o v e n R . 2 0 1 2 . T h e c o ns er v e d 

oli g o m eri c G ol gi c o m pl e x is i n v ol v e d i n p e n etr ati o n r esist a n c e of b arl e y t o t h e b arl e y p o w d er y mil d e w 

f u n g us. M ol e c ul ar Pl a nt P at h ol o g y  1 4 : 2 3 0 – 2 4 0. 

 

P e č e n k o v á T, H ál a M, K uli c h I, K o c o u r k o v á D, D r d o v á E, F e n d r y c h  M, T o u p al o v á H, Ž á rs k ý V. 

2 0 1 1 . T h e r ol e f or t h e e x o c yst c o m pl e x s u b u nits E x o 7 0 B 2 a n d E x o 7 0 H 1 i n t h e pl a nt – p at h o g e n 

i nt er a cti o n. J o ur n al of E x p eri m e nt al B ot a n y  6 2 : 2 1 0 7 – 2 1 1 6. 

 

P e č e n k o v á T, M a r k o vi ć V, S a b ol P, K uli c h I, Ž á rs k ý V . 2 0 1 7 . E x o c yst a n d a ut o p h a g y-r el at e d 

m e m br a n e tr affi c ki n g i n pl a nts. J o ur n al of E x p eri m e nt al B ot a n y  6 9 : 4 7 – 5 7. 

 

Pi c c o A, I r ast o r z a- A z c a r at e I, S p e c ht T, B ö k e D, P a z os I, Ri vi e r- C o r d e y A- S, D e v os D P, K a ks o n e n 

M, G all e g o O . 2 0 1 7 . T h e I n Vi v o Ar c hit e ct ur e of t h e E x o c yst Pr o vi d es Str u ct ur al Basis f or E x o c yt osis. 

C ell  1 6 8( 3) : 4 0 0- 4 1 2. e 1 8. 

 

Pl at r e M P, N o a c k L C, D o u m a n e M, B a yl e V, Si m o n M L A, M a n et a- P e y r et L, F o uill e n L, St a nisl as 

T, A r m e n g ot L, P ej c h a r P, et al. . 2 0 1 8 . A C o m bi n at ori al Li pi d C o d e S h a p es t h e El e ctr ost ati c L a n ds c a p e 

of Pl a nt E n d o m e m br a n es. D e v el o p m e nt al C ell  4 5 :4 6 5- 4 8 0. e 1 1.  

 

Pl es k ot R, C wi kli k L, J u n g wi rt h P, Ž á rs k ý V, P ot o c k ý M . 2 0 1 5 . M e m br a n e t ar g eti n g of t h e y e ast 

e x o c yst c o m pl e x. Bi o c hi mi c a et Bi o p h ysi c a A ct a ( B B A) - Bi o m e m br a n es  1 8 4 8 : 1 4 8 1 – 1 4 8 9. 

 

P o m m e r eit D, W o ut e rs F S . 2 0 0 7 . A n N G F-i n d u c e d E x o 7 0- T C 1 0 c o m pl e x l o c all y a nt a g o nis es                

C d c 4 2- m e di at e d a cti v ati o n of N- W A S P t o m o d ul at e n e urit e o ut gr o wt h. J o ur n al of C ell S ci e n c e 1 2 0 :                    

2 6 9 4 – 2 7 0 5.  

 

R a u c h L, H e n ni n gs K, A e pf el b a c h e r M . 2 0 1 4 . A R ol e f or E x o c yst i n M at ur ati o n a n d B a ct eri ci d al 

F u n cti o n of St a p h yl o c o c ci- C o nt ai ni n g E n d ot h eli al C ell P h a g os o m e s. Tr affi c  1 5 : 1 0 8 3 – 1 0 9 8. 

 

R a w at A, B r ejš k o v á L, H ál a M, C v r č k o v á F, Ž á rs k ý V . 2 0 1 7 . T h e P h ys c o mitr ell a p at e ns e x o c yst 

s u b u nit E X O 7 0. 3 d h as disti n ct r ol es i n gr o wt h a n d d e v el o p m e nt, a n d is ess e nti al f or c o m pl eti o n of t h e 

m oss lif e c y cl e. N e w P h yt ol o gist 2 1 6 : 4 3 8 – 4 5 4.

2 5 6

 

 



R o bi ns o n N G G, G u o L, I m ai J, T o h- E A, M ats ui Y, T a m a n oi F . 1 9 9 9 . R h o 3 of S a c c h ar o m y c es 

c er e visi a e, W hi c h R e g ul at es t h e A cti n C yt os k el et o n a n d E x o c yt os is, Is a G T P as e W hi c h I nt er a cts wit h 

M y o 2 a n d E x o 7 0. M ol e c ul ar a n d C ell ul ar Bi ol o g y 1 9 : 3 5 8 0 – 3 5 8 7. 

 

S a b ol P, K uli c h I, Ž á rs k ý V . 2 0 1 7 . RI N 4 r e cr uits t h e e x o c yst s u b u nit E X O 7 0 B 1 t o t h e pl as m a 

m e m br a n e. J o ur n al of E x p eri m e nt al B ot a n y  6 8 : 3 2 5 3 – 3 2 6 5. 

 

S a m u el M A, C h o n g Y T, H a as e n K E, Al d e a- B r y d g es M G, St o n e S L, G o r i n g D R. 2 0 0 9 . C ell ul ar 

P at h w a ys R e g ul ati n g R es p o ns es t o C o m p ati bl e a n d S elf-I n c o m p ati b l e P oll e n i n Br assi c a a n d Ar a bi d o psis 

Sti g m as I nt ers e ct at E x o 7 0 A 1, a P ut ati v e C o m p o n e nt of t h e E x o c y st C o m pl e x. T h e Pl a nt C ell 2 1 : 

2 6 5 5 – 2 6 7 1.  

 

S e k e r eš J, P ej c h a r P, Š a nt r ů č e k J, V u k aši n o vi ć N, Ž á rs k ý V, P ot o c k ý M  2 0 1 7. A n al ysis of E x o c yst 

S u b u nit E X O 7 0 F a mil y R e v e als Disti n ct M e m br a n e P ol ar D o m ai ns i n  T o b a c c o P oll e n T u b es. Pl a nt 

P h ysi ol o g y  1 7 3( 3) : 1 6 5 9- 1 6 7 5 

 

S e o D H, A h n M Y, P a r k K Y, Ki m E Y, Ki m W T . 2 0 1 6 . T h e N- T er mi n al U N D M otif of t h e Ar a bi d o psis 

U- B o x E 3 Li g as e P U B 1 8 Is Criti c al f or t h e N e g ati v e R e g ul ati o n o f A B A- M e di at e d St o m at al M o v e m e nt 

a n d D et er mi n es Its U bi q uiti n ati o n S p e cifi cit y f or E x o c yst S u b u n it E x o 7 0 B 1. T h e Pl a nt C ell 2 8 : 

2 9 5 2 – 2 9 7 3.  

 

Si m o n M L A, Pl at r e M P, M a r q u ès- B u e n o M M, A r m e n g ot L, St a nisl as T , B a yl e V, C aill a u d M- C, 

J aill ais Y . 2 0 1 6 . A Pt dI ns( 4) P- dri v e n el e ctr ost ati c fi el d c o ntr ols c ell m e m br a ne i d e ntit y a n d si g n alli n g i n 

pl a nts. N at ur e Pl a nts 2 : 1 6 0 8 9. 

 

St e g m a n n M, A n d e rs o n R G, I c hi m u r a K, P e c e n k o v a T, R e ut e r P, Ž á r s k ý V, M c d o w ell J M, S hi r as u 

K, T r ujill o M . 2 0 1 2 . T h e U bi q uiti n Li g as e P U B 2 2 T ar g ets a S u b u nit of t h e E x o c yst Co m pl e x R e q uir e d 

f or P A M P- Tri g g er e d R es p o ns es i n Ar a bi d o psis. T h e Pl a nt C ell 2 4 : 4 7 0 3 – 4 7 1 6. 

 

St e g m a n n M, A n d e rs o n R G, W est p h al L, R os a hl S, M c d o w ell J M, T r u jill o M. 2 0 1 3 . T h e e x o c yst 
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