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1 SEZNAM ZKRATEK

ABA — kyselina abscisova

ANOVA — Analysis of Variance

DAB — 3,3’-diaminobenzidin

EDTA — etylendiamintetraoctova kyselina

FAR — fotosynteticky aktivni zafeni

FM1-43 — N-(3-Trietylammoniumpropyl)-4-(4-(dibutylamin)Styryl)pyridinium dibromid
FRAP — Fluorescence Recovery After Photobleaching
HEPES — 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonova kyselina
HSD — Honest Significant Difference

MES — 2-(N-morfolino)etansulfonova kyselina

NASC — The Nottingham Arabidopsis Stock Centre

Pe — turgorovy tlak v epidermalnich bunkach

Pg — turgorovy tlak ve svéracich buiikach

ROS —reaktivni formy kysliku

SDS — laurylsiran sodny

SHAM — salicylhydroxamova kyselina

VAEM/TIRF - Variable-Angle Epifluorescence Microscopy/Total Internal Reflection

Fluorescence



2 ABSTRAKT

Priduchy jsou struktury v pokozce rostliny, které plochou své priaduchové stérbiny
reguluji propojeni vnéjsiho a vnitiniho prostoru rostliny. Na vyvoji praduchového vzoru
se podili velké mnozstvi vnitinich a vnéjSich signalt.

Béhem praduchovych pohybii prodélavaji svéraci bunky znacnou zménu svého
objemu a povrchu. Protoze roztazitelnost biologickych membran je vyrazné omezena,
tak tato zména plochy musi byt kompenzovana pohybem membranového materialu
Vv bunice. VétSina tohoto pohybu se déje mezi endozomalnimi kompartmenty
a cytoplazmatickou membranou.

Komplex exocyst je proteinovy komplex zajistujici spravné cileni sekretorickych
vackl do jejich mista urceni na plazmatické membrané€. Funkce tohoto komplexu je
nezbytnéd pro mnoho bunéénych procest vyzadujicich pfesné zacileni sekrece.

Mutace v genu Exo70B1 zpisobuje odlisny vyvoj praduchového vzoru, kdy
u mutanta exo70B1 se velikost priducha 1isi v zavislosti na kultiva¢nich podminkach
mnohem vice nez u nemutantnich rostlin. Protein EXO70BI1 se také pfimo podili na
dynamice priduchii, kdy mutant exo70B1 ma zpomalené otevirani praduchti na svétle.
Toto ptimé zapojeni je mozno pozorovat i na proteinu EXO70B1 znaceném
fluorescenéni sondou, ktery béhem priiduchovych pohybt méni svou lokalizaci. Zadny
z téchto fenotypovych projevi neni zpisoben akumulaci kyseliny salicylové, protoze
dvojiti mutanti ex070B1/sid2 se v téchto podminkach chovali shodné s mutantem
exo70B1.

Proteiny EXO70E1 ani EXO70E2 nemaji nezaménitelnou funkci ani pti vyvoji
priducht, ani pti praduchovych pohybech, nebot’ mutanti exo70E1, exo70E2 a ani
jejich dvojity mutant nevykazovali zadny mutantni fenotyp ve spojitosti s pruduchy.

Pfi kultivaci za nestandardnich podminek sid2 mutant vykazuje nestandardni rtst na
vysokém osvétleni, kdy jeho vzrist je omezen v disledku zvysené tvorby ROS

V bunkach.

Klic¢ova slova: komplex exocyst, svéraci buinky, priduchovy vzor, priduchova

dynamika, kyselina salicylova, Arabidopsis thaliana



3 ABSTRACT

Stomata are structures in plant epidermis which regulate contact between inner and
outer environment of the plant by mediating their stomatal aperture. Many inner and
outer signals contribute to the ontogenesis of the stomatal pattern.

Guard cells undergo significant change of volume and surface during stomatal
movement. This change of surface must be compensated by intracellular trafficking of
membrane material because biological membrane has limited elasticity. Most of this
trafficking takes place between plasma membrane and endosomal compartments.

Complex exocyst is protein complex that ensures proper targeting of secretory
vesicles to their destination on the plasma membrane. Function of this complex is
essential for many cellular processes that require precise targeting of secretion.

Mutation in gene Exo70B1 causes different development of the stomatal pattern.
Plants with mutated Exo70B1 differ in stomatal size depending on the cultivation
conditions more than wild type plant. Protein EXO70B1 is also directly involved in
stomatal dynamics because mutants exo70B1 have retarded stomatal opening in
response to light. This direct connection can be observed on the fluorescently labeled
protein EXOB1 which significantly changes its localization during stomatal
movements. None of these observed phenotypes is caused by accumulation of salicylic
acid, as the double mutant exo70B1/sid2 behaves identically as single mutant exo70B1.

Proteins EXO70E1 and EXO70E2 have distinctive function neither during stomatal
development nor during stomatal dynamics. Mutants exo70E1, exo70E2 and their
double mutant have no observable change in stomatal phenotype.

Mutant sid2 has shown dwarfed grow under the high light conditions. This is caused

by elevated generation of ROS in cells.

Keywords: Exocyst complex, guard cells, stomatal pattern, stomatal dynamics,

salicylic acid, Arabidopsis thaliana



4 UVOD

Priduchy jsou mikroskopické pory odd€lujici vnitini prostor rostliny od okoli. Diky
piesné regulovanému otevirani a zavirani praduchi je rostlina schopna regulovat ptijem
CO, a vydej H20, coz je proces nezbytny pro pieziti rostliny na sousi. Na svéraci bunky
pusobi mnoho vnéjsich a vnittnich signalt. Mezi tyto signaly patii fytohormony, svétlo,
koncentrace plynil uvnitt i vné rostliny, ale 1 pfitomnost patogenti. Svéraci buiiky jsou
schopny diky slozité siti receptort a kanalti na tyto signaly odpovédét snizenim nebo
zvysenim turgoru, coz diky jedinecné struktui'e bunécné stény vede k otevieni nebo
zavieni pruduchu.

Pti téchto pohybech se méni povrch svéraci buniky az o 40 %. Cytoplazmaticka
membrana kvili své omezené roztaznosti musi na tuto zménu reagovat presné
regulovanou endocytézou a exocytdzou, pii kterych je pohybovano velkym mnozZstvim
nejen membranovych lipidd, ale také velkym mnozstvim membranovych proteind,

z nichz nékteré se vazi na interaktory exocyst komplexu.

Exocyst je proteinovy komplex slouzici k zacileni a poutani sekretorickych vacki
putujicich z endozomalnich kompartmentti na plazmatickou membranu. Tento komplex
je nezbytny pro veskerou polarizovanou exocytdzu.

Podjednotka EXO70 se vyskytuje na cilové membrané a slouzi jako cil pro zbytek
komplexu nachézejicim se na sekretorickém vacku. EXO70 je nejvice zmnozenou
podjednotkou komplexu exocyst v rostlinach a bylo ukazano, ze rizné podjednotky

mohou mit v bunice razné funkce.

5 CILE PRACE

e vytvofit rizné kultiva¢ni podminky vhodné pro pozorovani ptipadné zmény
fenotypu vlivem téchto podminek

e analyzovat zménu priidduchového vzoru a dynamiky svéracich buné€k mutant
exo70B1, exo70E1 a exo70E2 a jejich dvojitého mutanta

e zjistit, jakym podilem se na pfipadné zméné podili akumulace kyseliny salicylové,
a to pomoci zaktiZzeni mutantnich linii, které prokazi zménény fenotyp, S mutanty
sid2 a nprl, které maji poruchu v syntetizujici a signalni draze kyseliny salicylové

e pfipravit kiizenim rostliny, které by umoznily sledovat chovani fluorescenéné

znacenych bilkovin EXO70B1 a RIN4 pfi zavirani a otevirani praduchii



6 PREHLED LITERATURY
6.1 Priduchy

Praduchy jsou struktury v epidermis rostlin. Skladaji se z priduchové stérbiny,
kterou lemuje par svéracich bunék, coz jsou specializované epidermalni bunky.
V tésném kontaktu se svéracimi bunkami se nachazeji buiikky podpirné.

Funkci priduchti je zprostredkovavat a regulovat kontakt apoplastického prostoru
rostliny a okolni atmosféry. Timto jsou schopny ovliviiovat latkovou vyménu plyn,
zejména piijem CO; a vydej H,O. To jsou procesy kritické pro fotosyntézu
a transpiraci, které jsou nezbytné pro preziti rostliny. Pro Zivotaschopnost rostliny je
nutné, aby pruduchy dokazaly vnimat velké mnozstvi signali pochazejicich nejen
z rostliny, ale i z jejiho okoli, a aby na tyto signaly byly schopné vhodné zareagovat
otevienim nebo zavienim priaduchové stérbiny. Pro tuto svou schopnost integrovat
velké mnoZstvi signdlli do jednotné odpovédi jsou priuduchy, zejména svéraci buiiky,
v centru pozornosti mnoha védeckych tym jiz cela desetileti (Schroeder et al., 2001).
Navic svéraci buiiky nikdy neobsahuji plazmodezmy, a tak veSkery ptfenos signalt
a latek mezi priduchem a okolim musi probihat pfes plazmatickou membranu (Wille
a Lucas, 1984).

Otevirani a zavirani priiduchové §térbiny je zplisobovano zménou tvaru svéracich
stavbou bunéénych struktur, zejména bunééné stény a cytoskeletu. Na priduchovych
pohybech se vSak vyznamné podileji i cytoplazmaticka membrana, vakuola, tonoplast
a endosomalni systém svéracich bunék (Galatis a Apostolakos, 2004; Roelfsema
a Hedrich, 2005; Pandey et al., 2007; Tanaka et al., 2007; Gao et al., 2009; Eisinger et
al., 2012).

6.1.1 Turgor

Vodni potencidl je rozdil mezi potencialni energii vodného roztoku na daném misté
a potencidlni energii Cisté vody za stejnych podminek. Tento potencial vyjadiuje
tendenci vody k pohybu z jednoho mista na jiné, kdy voda ma tendenci proudit z mist
o vys§im potencialu do mist s niz§im (zaporng&jsim) potencialem. Hlavni slozky vodniho
potencidlu na bunécné urovni jsou osmoticky a tlakovy potencial. Osmoticky potencial
je tvotfen rozpusSténymi latkami a obecné plati, Ze ¢im vice rozpusSténych latek, tim

v

negativnéjsi je osmoticky potencial. Pokud bychom méli prostor ohrani¢eny idealné
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elastickou semipermeabilni membranou (nekone¢né roztazitelnou a nekladouci zadny
odpor k roztazeni), mohli bychom zanedbat tlakovou slozku vodniho potencialu. Kdyby
uvnitf této membrany byl vodni potencial niz8i nez v jejim okoli, dochazelo by k toku
vody dovnitf této membrany a ke zvétSovani jejiho vnitiniho prostoru, dokud by
nedoslo k vyrovnani osmotickych potencialt v disledku nafedéni roztoku. Plazmaticka
membrana vSak idedlné roztazitelna neni a v ptipad¢€ rostlinnych bunék navic tomuto
roztazeni brani i bunécna sténa a tlak vyvijeny okolnimi bunkami. Tyto mechanické
bariéry se podileji na tvorbé tlakového potencialu, ktery ptisobi proti osmotickému
potencidlu, a tedy zvySuje vodni potencial bunky. Tlak, kterym takto ptisobi
cytoplazmatickd membrana na bunécnou sténu, se nazyva turgor a je dilezity jak pro
rigiditu rostlinného téla, tak pro funkci a rast vSech rostlinnych bunék, véetné bunék
svéracich (Turner a Jones, 1980). Svéraci buiiky maji fyziologicky rozsah turgoru vyssi
nez jakékoliv jiné rostlinné buniky. Ten se mize pohybovat v rozmezi 1 az 5 MPa
(Franks et al., 1998; Franks et al., 2001). UdrZeni tak vysokého turgoru je mozné pouze
diky tomu, Ze svéraci buniky nejsou spojeny s okolim pomoci plazmodezmat

a nedochazi tedy k ptenosu tlakii s okolnimi bunikami (Wille a Lucas, 1984).

Otevienost priiduchové §térbiny vSak nezavisi pouze na turgoru svéracich bunck (Py),
ale 1 na turgoru okolnich podptrnych epidermalnich bun¢k (P¢). Obecné plati, Ze snizeni
Py vici Pe vede K uzavirani priaduchové §térbiny a naopak zvyseni poméru Py a P, vede
K jejimu otevirani. Pokud se vSak bude konstanté zvySovat Py i P, povede to k uzavieni
Stérbiny a naopak pfi stejném snizeni Py i P dojde K jejimu otevfeni, z ¢ehoz se da
bunék svéracich (Glinka 1971; Edwards et al., 1976; Franks et al., 1998). I pies tuto
mechanickou ptevahu podplrnych bunék pouze relativn€ malo rostlinnych druhti
(zejména travy, u kterych se vyvinula odli$na anatomie pruduchu — viz obr. 1) pracuje
S turgorem podptlirnych bunék a vétSina druhti ovliviiuje pii procesu otevirani a zavirani
priaduchti pouze turgor svéracich bun¢k (Raschke a Fellows, 1971; Shackel, 1987;
Nonami et al., 1990).

11



Obrazek 1: Stavba praduchu typ Amaryllis a Graminae

A — pti¢ny fez priduchem typu Amaryllis v rovinach b a ¢ vyzna¢enych na B; B — pohled shora na
praduch typu Amaryllis; C — pti¢ny fez priduchem typu Graminae v rovinach b a ¢ vyznacenych na D;
D — pohled shora na praduch typu Graminae; E - pfi¢ny fez priduchem typu Graminae v roviné

a vyznacené na D

Pievzato z Votrubova (1997), upraveno

Existuji pomérné presné modely zavislosti objemu svéracich bunék na turgoru
buiky. Model nejlépe vystihujici skute¢nost povazuje svéraci buiiku za tenkosténny
objekt naplnény kapalinou. Navic je v tomto modelu nezbytny ptesny popis paprscité
usporadanych celuloznich vldken, ktera jsou ve svéracich bunkach uloZena
nerovnomérng. Jejich nejveétsi koncentrace je na strané smetujici dovniti svéraci
Stérbiny a naopak nejniz$i koncentrace je na vné&jsi strané praduchu (Willie a Lucas,
1984).

Z ptimych pozorovani stomatalnich pohybu doplnénych o data z matematického
modelu popsaného vyse je ziejmé, Ze kiivka zavislosti objemu svéraci buiiky na jejim
turgoru ma sigmoidni pribéh se dvéma rozpoznatelnymi fazemi (obr. 2). Prvni faze
probiha pfi nizkém tlaku a dochazi k izotropnimu roztaZeni, kdy bunécna sténa se
napind rovnomérné v tangencialnim 1 podélném sméru. V druhé fazi, kterd probiha za
vySsich tlakd, se buiika roztahuje anizotropné, takika vyhradné v podélném sméru,
protoZe prstencovité uspotradand zesilujici celulozova vldkna jiz doséhla limitu své
pruznosti. Zejména v této fazi dochazi k otevieni a uzavieni pruduchu (Sharpe et al.,

1987).
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. |' Obrazek 2: Ktivka zavislosti objemu
svéraci bunky na jejim turgoru

Vv* - bod ve kterém se dochazi k piechodu

Z izotropniho na anizotropni roztahovani

bunky

Pievzato z Sharpe et al. (1987), upraveno

Turgorovy tlak (MPa)

1 M i i i i
o 2 Ll ] N ] 1.0 1.2

Relativni zména objemu bunky

6.1.2 Co ovliviiuje turgor

Pii regulované zméné turgoru hraji nejvétsi roli kationty K a doprovodné anionty
jako CI" a malat. Ve Vicia faba (Bob obecny) se turgor svéracich bunék pii zavirani
méni az o 300 mOsM za 30 minut. To je transportni kapacita iontl prevysujici kapacitu
jakékoliv jiné bunky v rostlinném téle (shrnuto v Blatt, 2000).

Hlavni kanaly odpovédné za pifjem K' iontii ve svéracich buiikach Arabidopsis
thaliana jsou KAT1 (Nakamura et al., 1995), KAT2 (Pilot et al., 2001), AKT1
a AKT2/3 (Szyroki et al., 2001). Tyto kanaly jsou navzajem Caste¢né redundantni,
nebot’ rostlina postradajici funkéni kandl KAT1 nemé ovlivnénu stomatalni dynamiku
(Szyroki et al., 2001). Hlavni kanél podilejici se na vytoku K" iontii ze svéraci buiiky je
GORK, coZ je homolog proteinu SKOR, ktery se vyskytuje pouze ve svéracich bunkach
(Hosy et al., 2003).

Stejné diilezité jako kandly na cytoplazmatické membrané jsou 1 kanaly na
tonoplastu, nebot’ vakuola zabira az 90 % bunky, a tak vétSina osmoticky aktivnich
solutli musi kvili zachovani homeostazy zakonité projit i tonoplastem (MacRobbie,
1995; MacRobbie, 1999). Tento transport zajist'uje rodina TPK kanald (Gobert et al.,
2007).

Vyznamnou ulohu v ovliviiovani turgoru vSak nehraji pouze ionty, ale i dalsi
osmoticky aktivni latky zejména cukry a produkty hydrolyzy Skrobu, a to hlavné pti
vecerni ¢asti denniho cyklu (Talbott a Zeiger, 1993; Talbott a Zeiger, 1997).

Pti otevirani a zavirani praduchové stérbiny méni svéraci buiiky sviij objem az o 300 %
(Blatt et al., 1999) a povrch az o 40 % (Raschke, 1979). Tato zména povrchu se vSak

samoziejmé ned¢je pouze na urovni bunécné stény, ale je tieba, aby doslo
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k odpovidajicimu zmenseni nebo zvétseni povrchu cytoplazmatické membrany

a k reorganizaci cytoskeletu a jinych vnitinich struktur, které se na tomto procesu
podileji (Galatis a Apostolakos, 2004; Roelfsema a Hedrich 2005; Tanaka et al., 2007).
Zména povrchu plazmatické membrany nemuze byt pricitana pouze elasticité

a reorganizaci jiz ptitomného materialu jako u bunééné stény (Rui a Anderson, 2016),
ale musi zde dochazet i k pfisunu nebo odbéru membranového materidlu, nebot’
roztaznost plazmatickych membran je pouze 3 % (Wolfe a Steponkus 1983; Wolfe et
al., 1986).

6.1.3 Dynamika cytoplazmatické membrany

Existuji dveé nevylucujici se hypotézy, které vysvétluji osud prebytecného
a chybégjiciho materialu na cytoplazmatické membrané u svéracich bunék zavirajicich
se, respektive otevirajicich se pruduch.

Prvni hypotéza predpoklada vznik vychlipenin na plazmatické membrané, které jsou
drzeny proti vysokému turgoru pomoci rigidniho proteinového leseni (Gordon-Kamm
a Steponkus, 1984), kdezto druha teorie pfedpoklada velké mnozstvi endocytickych
a exocytickych udalosti, které membranovy materidl odvadeji dovnitt buniky ve formé
malych vacki (Saxton a Breidenbach, 1988).

Prvni pozorovani cytoplazmatickych membran svéracich bunék in vivo bylo
provadéno na protoplastech, u kterych neptitomnost bunééné stény usnadiiuje
vizualizaci membran a umoZziiuje pouZiti metody ter¢ikového zamku pro pozorovani
zmény povrchu plazmatické membrany. Pfedpokladalo se, Ze 1 kdyz je u protoplastii
turgor nulovy (neexistuje zde buné¢na sténa, na kterou by cytoplasmatickd membrana
mohla vyvijet tlak), tak vnimani vnitiniho pnuti v cytoplazmatické membrané zlstane
zachovano a stejné tak budou zachovany i mechanizmy expanze, respektive smrsténi
cytoplazmatické membrany (Diekmann et al., 1993). Piestoze se tyto predpoklady
nakonec ukazaly jako mylné, nebot’ bunééna sténa je nedilnou soucasti mechanismu
fungovani dynamiky cytoplazmatické membrany svéracich bunék (Li et al., 2010),
pfinesly pokusy na protoplastech nékterd vyznamna zjisténi. Ukazaly, Ze dochazi
k internalizaci membran ve formé vacka do cytoplazmatického prostoru, a ze tyto vacky
spolu uvnitt bunék neflizuji a neflizuji ani s jinymi bunéénymi kompartmenty, ale tvoti
v konfokalnim mikroskopu rozliSitelny endosomalni pas ve vzdalenosti 1 pm od
cytoplazmatické membrany (Diekmann et al., 1993; Kubitschek et al., 2000). Také bylo

ukézéano, Ze endocytovand membrana nema ndhodné sloZeni, ale dochazi zde
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k cilenému vychytavani nékterych membranovych proteind, napiiklad draselnych
kanali KAT1 (Hurst et al., 2004; Sutter et al., 2007).

S rozvojem konfokalni a superresolu¢ni mikroskopie se zacalo upoustét od pokust
s protoplasty a pteslo se na pokusy, které byly provadény na sloupnuté epidermis anebo
na celych listovych fezech. Tyto pokusy dokéazaly 1épe vystihnout vzéjemné ovlivnéni
funkce bunécné stény, cytoplazmatické membrany, endosomalnich kompartmentu,
tonoplastu a vakuoly na dynamice svéracich bunék (Gao et al., 2005; Tanaka et al.,
2007; Li et at., 2010).

Li etal. (2010) na fezech z elektronového mikroskopu ukazali, ze u intaktnich
sveracich bunék plné¢ otevienych priaduchti jsou tonoplast i cytoplazmaticka membrana
hladké bez jakychkoliv viditelnych zahybt ve vSech pozorovanych oblastech buriky (viz
obr. 3).

Obrazek 3: Obraz priifezu svéraci buiiky otevieného priiduchu z TEM. (A) Podélny prifez. Useka = 3
um. (B) Podélny priifez na zadni strané. Sipka ukazuje plazmatickou membranu. Usecka = 0,5 pm. (C)
Podélny priifez na stran& priiduchové stérbiny. Sipka ukazuje plazmatickou membranu. Usecka = 0,5 pm
(D) Pti¢ny prifez. Usetka = 4 um (E) Piiény prifez na vnitini strané. Sipka ukazuje plazmatickou
membranu. Usetka = 0,1 um

V —vakuola; N — jadro; SP — priiduchova §térbina; CW — bunééna sténa; PM — cytoplazmaticka
membrana; M — mitochondrie

Pievzato z Li et al. (2010)
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Svéraci buniky, které byly zavieny za pomoci ABA nebo zvySené koncentrace CO»,
coz je rychly proces trvajici 30 minut az 1 hodinu, vykazovaly velky pocet exocytickych
1 endocytickych vacki, cytoplazmatickd membrana byla na zadni strané
plazmolyzovana a na vnitini strané (sméfujici do priduchové stérbiny), kde se
plazmolyza neobjevila a cytoplazmatickd membréna byla stale pevné spojena
S bunécnou sténou, byla silné zvrasnéna. Stejné tak tonoplast byl silné zvrasnény
a vakuola se v fezech jevila fragmentovana (viz obr. 4).

Naproti tomu svéraci bunky priaducht zavienych dennim rytmem, coZ je proces
velmi pomaly, trvajici nékolik hodin, mély cytoplazmatickou membranu silné
zvrasnénou a misty se objevovaly invaginace smétujici do cytoplazmy. Exocytické
vacky se zde vyskytovaly mnohem méné a mély organizovangjsi strukturu. Vakuola

téchto svéracich bunck byla nefragmentovana, avsak s viditelnymi invaginacemi

tonoplastu (viz obr. 5).

Obrazek 4: Prifez svéraci buniky
pruduchu uzavieného zvysenou
koncentraci CO, z TEM.

(A) Podélny prifez. Usetka =2 um
(B) Zvétseny ramec obrazku A.
Podélny prifez ukazujici silné
plazmolyzovanou oblast. Velké
prazdné Sipky ukazuji velké vacky a
velké plné Sipky ukazuji malé vacky
vné CM. V pravém hornim rohu je
zvétSend zaramovana oblast
ukazujici endocytozu. Usecka
=0,25 pm (C) Podélny prifez na
vnitini strané€ ukazujici velké
mnozstvi vacki exocytickych
struktur. Usegka = 0,05 um (D)
Pii¢ny prifez. Use¢ka =2 um (E)
Zvétseny ramecek z obrazku D.
Pii¢ny prifez. Usecka = 0,15 pm
(F) Pri¢ny pruiez v centralni ¢asti,
kde plazmolyza neprobiha. Usetka
=2 um

V - vakuola; N — jadro; SP —
pruduchova $térbina; CW — buné¢na
sténa; PM — cytoplazmaticka
membrana; PLS — plazmalemazom;
M — mitochondrie; * —
plazmolyzovana oblast

Pievzato z Li et al. (2010)
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Obrazek 5: Prufez svéraci buiky
praduchu uzavieného dennim rytmem
z TEM. (A) Podélny prifez. Usecka
=2 pum (B) ZvétSeny ramecek
obrazku A. Podélny priifez. Usecka
=0,15 um (C) Podélny prifez na
ventrélni strang. Sipka ukazuje
plazmatickou membranu. Usecka
=0,5 pum (D) Velmi zvétseny podélny
fez na zadni stran¢ ukazujici
plazmalemazom. Use¢ka = 0,05 um
(E) Pii¢ny prifez. Sipky ukazuji
shluky exocytickych struktur mimo
CM. Usec¢ka = 2 um (F) Zvétieny
ramec z obrazku E. Pfi¢ny prufez.
Sipka ukazuje shluk exocytickych
struktur mimo CM. Use¢ka = 0,25 pm
V —vakuola; N — jadro; SP —
praduchova stérbina; CW — bunééna
sténa; PM — cytoplazmaticka
membrana; PLS — plazmalemazom;
M — mitochondrie

Pievzato z Li et al. (2010)

6.1.4 Dynamika vakuoly a tonoplastu

Neni ptekvapivé, ze vakuola, vzhledem k tomu, Ze muze zabirat az 90 % objemu
pln€ vyvinuté sv€raci bunky, hraje dilezitou tlohu pro dynamiku praduchda. Jeji
mechanicka a signaliza¢ni funkce byly popsany jiz davno (shrnuto v Blatt, 2000), ale
jakou tlohu pfi stomatalnich pohybech hraje tonoplast se podatilo odkryt aZ relativné
nedavno. Gao et al. (2005) pozoroval v rovinnych fezech vysokou fragmentaci vakuoly,
vznik tonoplastovych invaginaci a tvorbu trans-vakuolarnich membran. Pti opétovném
otevieni priduchu a zvétSeni objemu svéraci buniky doslo k vymizeni téchto struktur.
Pti pokusu s fizenym rozkladanim fluorescein diacetatu, ktery selektivné barvi vakuoly
(tzv. fotobleaching), vSak vyslo najevo, ze 1 kdyz se v rovinném fezu vakuola svéraci
bunky zavieného praduchu jevi jako rozdélena na nékolik mensich, tak tyto jsou spolu
stale spojeny V jeden nerozdé€leny prostor. To bylo potvrzeno pii vytvotfeni 3D struktury
(viz obr. 6) vakuoly svéracich bunék otevienych i zavienych praducht (Kutsuna
a Hasezawa, 2005). Vakuoly pti zavieni praduchu zmensi sviij objem o 40 %, avsak
jejich povrch se zvétsi az o 20 % (Tanaka et al., 2007). Ve svéracich bunkach zavienych
priducht sice byly pozorovany i vakuolam podobné vacky, které nebyly spojeny
s vakuolarnim komplexem, avsak tyto mizely ihned po zahajeni otevirani praduchu

(Gao et al., 2009).
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Bright field

Light +ABA Dark +FC

Obrazek 6: 3D rekonstrukce vakuol svéracich bungk. Use¢ka = 5 pm
Pievzato z Tanaka et al. (2007)

Tanaka et al. (2007) pii porovnani 3D modelu svéracich bun¢k otevieného
a zavieného priduchu také ukézal, Ze tonoplast se zvétsi o zhruba stejny povrch, o jaky
se zmensi cytoplazmatickd membrana, kdezto povrch membran obsazenych
v endozomalnich kompartmentech se nijak vyrazn¢ nezmeéni a ziistane piiblizn¢ 45 %
veskerého membranového materidlu obsaZeného v buiice. Vzhledem k tomu, Ze bylo
mnohokrat dok4zéano, Ze cytoplazmatickd membrana svéracich bunék se pii
stomatalnich pohybech nikdy nemisi s tonoplastem (Diekmann et al., 1993; Kubitschek
et al., 2000; Gao et al., 2005; Tanaka et al., 2007) a ze endoplazmatické retikulum
prochazi velkou strukturni zménou (Kubitschek et al., 2000; Higaki et al., 2012), da se
predpokladat, Ze tonoplast je sice misto, kde je prebyte¢ny membranovy material
v sevienych svéracich bunkach ulozen, ale ze tento material pochazi z endozomalnich
kompartmentt, které zase pfijimaji piebyte¢ny membranovy material z cytoplazmatické
membrany. Tomu by nasvédcoval i fakt, Ze rostlina mutantni ve funkci proteinu SYP22,
coz je SNARE protein nachazejici se na membrané pozdniho endozomu a tonoplastu
(Uemura et al., 2002; Rojo et al., 2003; Carter et al., 2004) ma vyrazn¢ snizenou

rychlost otevirani priaduchu (Gao et al., 2005).
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6.2 Regulace priduchi

Jak jiz bylo fe€eno, rostlina pomoci priiducht reguluje kontakt svého mezibunééného
prostoru s okolim a z tohoto diivodu musi svéraci bunika odpovidat na mnoho vnéjsich
1 vnitinich stresovych podnétl, aby zachovala zivotaschopnost rostliny v neustale se

ménicich podminkach.

6.2.1 Abiotické faktory

Pti stresu suchem dochazi k uzavieni pridduchi, avs§ak bunka neni uzaviena tim, ze ji
samotnou vn¢j$i podminky vysusi, ale pfijima signdly z jinych casti rostliny, hlavné
kyselinu abscisovou, zejména z vysousejicich se kotenil, které ji piiméji snizit sviij
turgor a tim se zaviit (Chaves et al., 2002). Stres teplem, za pfedpokladu Ze ma rostlina
dost vody vede naopak k otevieni priduchti a umoznéni vyraznéjsi transpirace, ktera
rostlinu ochladi a ptedejde se tak poskozeni fotosyntetického aparatu. Pokud dojde ke
kombinaci stresu horka a sucha, tak rostlina v extrémnich pfipadech otevie pruduchy
a obétuje vodu ve snaze ochranit se pred prehfatim (Reynolds-Henne et al., 2010).

V ptitomnosti vysoké koncentrace CO; dochdzi k ptivirani priaduchi a naopak

v nizkych koncentracich CO, dochazi k jejich otevirani (Hashimoto et al., 2006).
Intenzita a spektrum dopadajiciho svétla maji také vliv na otevienost priduchi. Zde
hraji roli zejména modré svétlo, které zptisobuje hyperpolarizaci plazmatické membrany
a nasledny vtok iontl (Eckert a Kardenhoft, 2000). Toto modré svétlo je vnimano
kryptochromy a fototropiny (Kang et al., 2009). Vliv na otevienost praduchti ma

1 fotosynteticky aktivni zafeni, diky kterému se v chloroplastech svéracich bunék tvoii

osmoticky aktivni latky (Talbott a Zeiger, 1993).

6.2.2 Vliv hormonu

6.2.2.1 Kyselina abscisova (ABA)
Kyselina abscisova se produkuje zejména v dehydratovanych kofenech, a ABA se

nasledné xylémem rozvadi do celé rostliny. Ve svéracich bunikach spousti nékolik
fyziologickych procesi, jako naptiklad zvyseni cytosolického pH (Irving et al., 1992),
vtok Ca?* iontt (Pei et al., 2000), produkei reaktivnich forem kysliku (Pei et al., 2000)

a syntézu oxidu dusnatého (Bright et al., 2006). Tyto procesy vedou v kone¢ném
diisledku k otevieni iontovych kanalii a odtoku K, CI” a malatovych iontéi mimo svéraci

bunky, ¢imz se snizi turgor a dojde k uzavieni priduchu (Li et al., 2006).
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6.2.2.2 Auxin
Nizka koncentrace auxinu piisobi pozitivné na otevirani praduchti, nebot’ vede

k aktivaci H" ATP4z na cytoplazmatické membrang, coz vede k hyperpolarizaci
membrany a piijmu K* kationtii. Vysoka koncentrace auxinu naopak vede k uzavirani
praduchtl, nebot’ vede k aktivaci vystupnich K* kanalii. Navic bylo prokazano, ze nizké
koncentrace auxinu ptisobi antagonisticky na zavieni praduchu zptisobeného

ptitomnosti ABA (Acharya a Assmann, 2009).

6.2.2.3 Cytokininy
Zvysena hladina cytokininii vede k otevirani priducht a snizuje citlivost svéracich

bunék k ABA, nebot’ cytokininy snizuji mnozstvi H,O, a NO ve svéracich bunkach.
Vysouseci stres vede k snizeni hladiny cytokinint v rostliné (Acharya a Assmann,

2009).

6.2.2.4 Jasmonaty
Zvysena hladina metyljasmonatu vede k uzavirani praducht (Irving et al., 1997).

Toto zavirdni ma mnoho podobnych znak jako zavirani pomoci ABA, nebot’ také vede
k zvyseni cytosolického pH, tvorbé kyslikovych radikalt (ROS) v chloroplastech

a vtoku Ca?* jontt do cytoplasmy (Suhita et al., 2004; Islam et al., 2010). Pisobeni
jasmonatl je vSak obtizné rozlisit od ptisobeni ABA, nebot’ pfitomnost jednoho
hormonu ve svéraci bunice vede k endogenni produkci druhého hormonu (Hossain et al.,

2011).

6.2.2.5 Kyselina salicylova
Ptitomnost kyseliny salicylové ve svéraci buiice vede k produkci superoxidovych

radikala O;", jejichz pfitomnost vede k uzavieni priduchu. Toto uzavirani je inhibovano
ptitomnosti superoxid dismutazy i v pfitomnosti salicylhydroxamové kyseliny (Mori et

al., 2001).

6.2.3 Vyvoj priduchi

Vznik priduchti se déje v disledku fady kontrolovanych dé€leni epidermalnich buné¢k,
charakteristickych sérii asymetrickych dé€leni, kterd je zakoncena jednim délenim
symetrickym (viz obr. 7). Molekularni podstata regulace procesu vedouciho az ke
vzniku paru svéracich bunék je zkoumana jiz dlouhou dobu a je pomérné dobfe zndma
(shrnuto v Simmons a Bergmann, 2016). Stale vsak neni dostatecné znamo, jakym

podilem se jednotlivé mechanismy ucastni regulace vzniku praduchového vzoru.
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Obrazek 7: Vyvoj svéracich bun¢k

o ptevzato z Torii et al. (2006), upraveno
s dlazdicova
burika
prolifera¢ni
déleni @ symetrické
déleni

@)

asymetricka matefska S
svéraci

(>
déleni Kraci
svéraci bufika
burika

meristemoid

zakladni burika
priiduchové linie
Je dokézano, ze kritickou ulohu pro priiduchovy vzor maji signaly piichazejici
k mladym listim z listi starSich. Co je podstatou tohoto signalu je vSak stale nejasné,
ale ptedpoklada se, ze by se mohlo jednat o kyselinu abscisovou a o obsah isotopu B¢
v asimilatech ptichazejicich do listu (Lake a Woodward, 2008; Sekiya a Yano, 2008;
Santrtidek et al., 2014). Mezi externi stimuly, které ovliviiuji vyvoj priiduchil, patii
mnozstvi a spektralni sloZeni svétla (Salisbury, 1928; Casson et al., 2009). Nutno vSak
poznamenat, Ze se nejednd o svétlo dopadajici na vznikajici listy, ale na listy starsi
(Schoch et al., 1980; Thomas et al., 2004). Dalsim dulezitym ¢initelem fidicim
stomatalni hustotu je externi koncentrace CO,, kdy zvySend koncentrace vede ke snizeni
priduchové hustoty (Woodward a Kelly, 1995). Stejné€ jako u svétla bylo ukdzano, ze
neni rozhodujici koncentrace CO, v okoli vznikajicich listd, ale koncentrace v okoli
listh starSich (Lake et al., 2001). Mezi dalSi znamé faktory ovliviiujici stomatalni vzor
patii vlhkost (Bakker, 1991), teplota (Fraser et al., 2009), dostatek fosforu (Sekiya
a Yano, 2008) a dusiku (Yan et al., 2012). Vysledky Santrticka et al. (2014) naznacuj,
ze hlavnim faktorem, ktery ma vliv na vyslednou stomatalni hustotu, je koncentrace
CO; v mezibunécném prostiedi rostliny a vétsina faktorti zminénych vyse pouze

upravuje tuto koncentraci.

6.2.4 Ontogenické uceni na ABA

Jak jiz bylo popsano vyse, kyselina abscisova je rostlinny hormon, ktery hraje
vyznamnou Ulohu v regulaci otevienosti praduchii a také v tvorbé priiduchového vzoru.
V poslednich letech se vSak ukazalo, Ze hraje 1 nezastupitelnou tillohu v nauceni

mladych svéracich bun¢k reagovat na podnéty v okoli (Pantin et al., 2013).
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Obrazek 8: Vyvoj listu a vliv koncentrace ABA na citlivost svéracich bun¢k
Prevzato z Chater et al. (2013), upraveno

Jiz dlouhou dobu bylo zndmo, Ze nové€ vznikajici listy maji vysokou hladinu ABA,
a presto jejich priduchy jsou zcela oteviené (Jordan et al., 1975). Svéraci buiiky téchto
praduchti jsou necitlivé na ABA, ackoliv epidermalni bunky, ze kterych se mohou tvofit
svéraci bunky, na ABA citlivé jsou, coz umoziuje kyseling abscisové ovliviiovat
priduchovy vzor (Tanaka et al., 2013). Svéraci buiiky se stavaji citlivymi k ABA az
v okamziku, kdy hladina kyseliny abscisové v rostoucim listu vyrazné poklesne (viz
obr. 8). Tento pokles také vyvolava zvySenou citlivost svéracich bunék viéi jinym
podnétiim z okolniho prostiedi, jako je naptiklad koncentrace CO; a intenzita

a spektralni sloZeni svétla (Pantin et al., 2013).

6.3 Komplex exocyst

Véckovy transport je vysoce regulovany proces. Samotné spravné spojeni
sekretorického vacku s cilovou membranou je ulohou proteinii rodiny SNARE. Pred
timto procesem je vSak tfeba zajistit uchyceni sekretorického vacku na cilovém misté
velmi blizko membrany pomoci poutacich komplexi. Téchto poutacich komplexi bylo
zatim v eukaryotickych bunikach objeveno nekolik, kazdy zprostiedkovava transport
mezi jinymi kompartmenty. Mezi objevené poutaci komplexy patii napiiklad COG,
Ds11p, GARP, HOPS, TRAPP a exocyst (Whyte a Munro, 2002; Lynch-Day et al.,
2010). Z vyse uvedenych je pravdépodobné nejlépe prostudovan exocyst. Jedna se

o evolu¢né velmi konzervovany bilkovinny komplex, ktery lze najit v takika vSech
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eukaryotickych organismech a jeho tlohou je zajistovani spravného zacileni
sekretorickych vackl na plazmatickou membranu (Munson a Novick, 2006).

Exocyst byl jako prvni popsan u kvasinek Saccharomyces cerevisiae pii analyze sec
mutantd, které maji poruchu v sekretorické draze. Ukazalo se, Ze Sest téchto mutantt
(Sec3p, Sec5p, Sec6p, Sec8p, Sec10p a Secl5p) je mutantnich v proteinech, které
spole¢n¢ s nové objevenym proteinem Exo70 tvofi heterooligomericky komplex
nazvany exocyst (TerBush et al., 1996). Rok po tomto objevu byla pii analyze sav¢iho
komplexu exocyst objevena i posledni jednotka komplexu Exo84 (Kee et al., 1997).

S odstupem byly objeveny homology vSech podjednotek komplexu i u rostlin
(Cvrckova et al., 2001, Elias et al., 2003). A dale Hala et al. (2008) dokazali existenci
celého komplexu exocyst u Arabidopsis thaliana a u Nicotiana tabacum.

Boyd et al. (2004) ve své praci na kvasinkovém komplexu pomoci imunoelektronové
mikroskopie a FRAP ukazali, ze Sest z osmi podjednotek komplexu exocyst pfichazi na
misto exocytozy spolec¢né se sekretorickym vackem. Jedinymi vyjimkami jsou Sec3
a Ex070, které jsou asociovany s plazmatickou membranou. Pomoci téchto vysledki
a analyzy interakci mezi jednotlivymi podjednotkami byl vypracovan model (obr. 9),
ktery ptedpoklada, ze jadro komplexu exocyst tvoii proteiny Sec6, Sec8 A Secl0,
zatimco SecS, Secl5, Ex084 jsou na okraji komplexu, kde zprostfedkovavaji vazbu
Kk membrang vacku a jinym regulacnim proteinim, jako jsou napi. RAB GTPazy. Exo70
a Sec3 jsou za pomoci lipid vazebnich domén navazany na fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfat v plazmatické membrané, kde funguji jako kotva pro zbytek komplexu
(Pleskot et al., 2015). Tyto dv¢ podjednotky jsou regulovany za pomoci Rho GTPaz
(Munson a Novick, 2006). K samotnému poutani sekretorického vacku k plazmatické
membrané dochazi prostfednictvim sestaveni celého komplexu dohromady (Munson
a Novick, 2006; Cvrckova et al., 2012).

Rostliny maji, na rozdil od kvasinek, n¢které podjednotky komplexu exocyst ve
svych genomech zmnozeny. Napiiklad genom Arabidopsis thaliana obsahuje po dvou
kopiich SEC3, SEC5, SEC10, SECI15, tfi kopie EXO84 a 23 kopii EXO70 a jedinymi
nezmnozenymi podjednotkami u A. thaliana jsou SEC6 a SECS (Elias et al., 2003;
Cvrc¢kova et al., 2012; Vukasinovic et al., 2014).
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Obrazek 9: Model komplexu exocyst

Cely komplex exocyst vznikne pfi spojeni
vSech svych osmi podjednotek dohromady.
Sec5 (zZlutd), Sec6 (Cervend), Sec8 (bila),
Sec10 (svétle modra), Sec 15 (fialova)

a Exo84 (tmaveé modrd) jsou vazany

k sekretorickému vacku, kdezto Sec3 (hnéda)
a Exo70 (tyrkysova) jsou pfed dokoncenim
komplexu pfitomné na plazmatické
membrang.

Munson a Novick (2006), upraveno

Plasmaticka
membrana

6.3.1 Role komplexu exocyst v rostlinnych buiikach

Polarizovana exocytdza je klic¢ova pro funkci a rist mnoha rostlinnych bunék a neni
proto prekvapenim, Ze prvni dokazanou funkci komplexu exocyst u rostlin bylo
umoznéni rastu pylové lacky, ktera vyzaduje vysokou organizovanost polarizované
sekrece. Toto bylo dokazano u rostlin Arabidopsis thaliana, které byly mutantni v genu
SECS8, kdy pylova lacka téchto mutantt ztratila schopnost apikalniho ristu (Cole et al.,
2005). Dalsi fenotypovy projev poskozeni exocystu byl pozorovan u rostlin kukufice
(Zea mays) defektni v genu Rth1 (Roothairlessl), coz je homolog genu SEC3.
Fenotypovy projev této mutace spocivé v absenci kofenovych vlaskt, ackoliv dochéazi
k jejich spravné diferenciaci, coZ naznacuje problém s polarizovanym riistem, ne
nepodobnym tomu, ktery se vyskytuje u pylové lacky mutantu sec8 rostlin Arabidopsis
thaliana (Wen et al., 2005). Také u mutantti Sec5, sec6 a secl15a rostliny Arabidopsis
thaliana byl objeven defekt kli¢eni pylové lacky podobny tomu, jeZ se objevuje
u mutantil sec8 (Synek et al., 2006). Zahy byly objeveny dalsi projevy mutace
podjednotek komplexu exocyst. U rostlin sec8, které byly komplementovany genem
SECS tizenym pylové specifickym promotorem LAT52, coZ odstranilo pylovou
sterilitu, ale zachovalo mutantni fenotypovy projev sporofytu, bylo objeveno, ze Sec8 se
ucastni cytokineze a mutant v tomto proteinu vykazuje naruseny rast hypokotylu (Synek
et al., 2006). Sec8 se také ucastni tvorby pektinové vrstvy v bunééné sténé vulkanickych

bunék na povrchu semen Arabidopsis. Stejného procesu se ucastni i Exo70A1 (Kulich

24



et al., 2010). Mutant v genu EXO84b vykazuje silné naruseni cytokineze, které vede

K trpasli¢cimu vzristu a tvarové naruSenym listiim a epidermalnim bunikam. Podobny,
avsak ne tak silny fenotypovy projev ma i mutant exo/0Al. Ob¢ tyto mutantni rostliny
vykazuji zvySeny pocet exocytickych vacka v cytoplazmé (Fendrych et al., 2010).
Komplex exocyst je dilezity také pro recyklaci PIN proteintl, jez se podileji na tvorbé
auxinového gradientu. Bylo ukazano, ze PIN1 a PIN2 u mutantti exo70A1 a sec8 maji
signifikantn¢€ zpomalené premistovani na plazmatickou membranu po oSetieni
Brefeldinem A, coz je laktonovy derivat, ktery inhibuje COPI transport (Drdova et al.,
2013). Dale bylo pomoci fluorescentné znacenych proteini Exo70A1, Sec6, Sec§,
Sec15b a Exo84b dokazano, ze komplex exocyst se ti€astni tvorby bunécné piepazky pii
déleni bun¢k (Fendrych et al., 2010). Pfi vizualizaci podjednotek SEC6, SECS,
EXO70A1 a EXO84b komplexu exocyst pomoci metody VAEM/TIRF se ukazala
vysoka dynamika komplexu. Podjednotky kolokalizuji za vzniku rozliSitelnych bodt
v sekretoricky aktivnich oblastech plazmatické membrany. Takto vznikly komplex se
odpojoval od membrany S polo¢asem deset sekund. Tyto tecky jsou nezavislé na
cytoskeletu a nepiekryvaji se s markery endocytozy. Exocyst €asto kolokalizoval se
sekretorickymi vacky znacenymi VAMP721-GFP, avSak nachazel se i v mistech bez
vackt. Mutant exo70A1 mél vyrazné redukovan vyskyt komplexu exocyst na
plazmatické membrané a ve spojitosti s tim 1 vyrazné zpomalenou exocytozu. Tyto
vysledky ukazuji na to, Ze komplex exocyst neustéle rotuje mezi cytoplazmou

a plazmatickou membranou a tim zajist'uje odvod sekretorickych vacka na

plazmatickou membranu (Fendrych et al., 2013).

6.3.2 Podjednotka exocystu EXO70

Podjednotky EXO70 a SEC3 u kvasinek jsou obé sou¢asti membranové domény
komplexu exocyst, avSak prace Zhang et al. (2013) ukazala, ze SEC3 u Arabidopsis ma
stejnou dynamiku jako ostatni podjednotky komplexu a naznacuje, Ze se nejedna
o membranove¢ vazany protein, coz by z podjednotky EXO70 ¢inilo jedinou
podjednotku vazanou na cilovou membranu, a tedy klicovou ¢ast komplexu exocyst. Co
podporuje toto tvrzeni o klicové Casti je i fakt, ze u suchozemskych rostlin doslo k jejich
zmnozeni, které nelze pozorovat u Zadné jiné skupiny organisma. U Vitis vinifera se
nachazi 15 homologt, u Arabidopsis se nachazi 23 homologi EXO70, coz je vice nez
vSech homologti vSech zbyvajicich podjednotek komplexu exocyst dohromady,

a u Oriza sativa se nachazi dokonce 47 homologii EXO70 (Cvrckova et al., 2012).
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Navic podjednotka EXO70 interaguje s Rho GTPazami, coz umoziiuje jeji pfesnou
regulaci (Robinson et al., 1999; He et al., 2007). Urcitou dobu nebylo jasné, zda funkce
téchto homologt byly redundantni nebo doslo ke specializaci jednotlivych homologt.
Dnes se vsak objevuje ¢im dal vice dukazl, které ukazuji, Ze rizné homology EXO70
mohou zastavat riizné funkce v buiice (Zarsky et al., 2009; Kulich et al., 2013, 2015).
Nejcastéji se vyskytujici paralog EXO70 u Arabidopsis je paralog EXO70A1, ktery se
vyskytuje ve vSech pletivech s vyjimkou samc¢iho gametofytu a jeho defekt vede, jak jiz
bylo popsano vise, k naruSeni cytokineze, trpasli¢imu fenotypu, takika Gplné sterilité

a jinym poruchdm naznacujicim poruchu polarizovaného rastu, ¢imz se svou funkei
nejvice blizi kvasinkové EXO70 (Synek et al., 2006). Mutant exo70B1 ma rtstovy
fenotyp normalni, avsak trpi poruchou hromadéni antokyant ve vakuole a vykazuje
poruchu v autofagické draze, jenz vede v pozdéjsi fazi ristu k objeveni se nekrotickych
1ézi na listech, které jsou zpuisobeny hypersenzitivni reakci, vyvolané akumulaci
kyseliny salicylové v mutantu exo70B1 (Kulich et al., 2013). Toto zdtvodnéni v§ak
bylo zpochybnéno, nebot’ se ukazalo, Ze dvojity mutant exo70B1/sid2, ktery neni
schopen akumulovat kyselinu salicylovou (Wildermuth et al., 2001), trpi nekrotickymi
1ézemi stejné jako mutant exo70B1 a pouze dvojity mutant exo70B1/pad4 mél fenotyp
zcela bez nekrotickych 1¢zi. Tento ¢lanek také ukazal, ze nekrotické 1éze souviseji

s vysokou hladinou proteinu TIR-NBS2 (NS2), ktera se v mutantu exo70B1 akumuluje,
avSak v dvojitém mutantu exo70B1/pad4 nikoliv. Dvojity mutant exo70B1/ns2
nekrotické 1éze nevykazoval (Zhao et al., 2015). Mutanty exo70B2 a exo70H1 také
neprojevuji defekt v ristu, avSak maji narusenu ochranu proti patogentim, kdy jsou
nachylngjsi k infekci zptisobené Pseudomonas syringae a pii penetraci stény zpisobené
Blumeria graminis je vytvotrena ochranna papila velmi narusena (Peenkova et al.,
2011). Bylo také ukazano, Ze pteexprimovana podjednotka EXO70E2 ma schopnost
tvorit dvoumembranové struktury, a to jak u rostlin, tak u Zivoc¢ichi (Ding et al., 2014).
S timto jevem pravdépodobné souvisi i schopnost EXO70 zaktivovat membrany, ktera
byla ukézana u ZivociSnych bunék, a to nezavisle na zbytku komplexu exocyst (Zhao et
al., 2013). Podjednotka EXO70H4 se ukézala jako klicova pro depozici kalozy

a vytvoreni krouzku Ortmannové v trichomech, jakozto i jejich sekundarni tloustnuti

Vv ptitomnosti UV-B zéfeni (Kulich et al., 2015).
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6.3.3 Dosud poznany vliv komplexu exocyst na dynamiku svéracich

bunék

Prvnim naznakem, Ze komplex exocyst ma vliv na stomatalni dynamiku bylo
objeveni, Ze mutant ex070B1 ma zpomalenou ztratu vody pfi vysousecich
experimentech, coz se projevilo v niz§im ubytku vahy oddélenych list a ve vyssi
teploté rozet pod vysokym ozarenim (obr. 10). Toto bylo provedeno na mutantu
ex070B1 a na dvojitém mutantu exo70B1/nprl. Protein NPR1 je receptor salicylové
kyseliny spoustéjici obranu rostliny proti patogenum (Wu et al., 2012) a zaroven
¢aste¢né€ zachranuje mutantni rostliny exo70B1 ptfed vznikem nekrotickych 1ézi (Kulich
et al, 2013). Tato data byla ziskana pii ptipraveé ¢lanku Kulich et al. (2013), av$ak
nebyla nakonec v ¢lanku pouzita.

Dalsi indicii, kterd ukazovala na funkci komplexu exocyst na dynamiku svéracich
bungk je interakce a ¢aste¢na kolokalizace proteinu EXO70B1 s proteinem RIN4 (Sabol
et al., nepublikovano). Protein RIN4 je zapojen do obrany proti patogenim (Mackey et
al., 2002; Kim et al., 2005), je také dulezity interaktor s protonovymi pumpami AHA1
a AHA2 (Liu et al., 2009), z niz zejména AHA1, také znama jako OST2 (open stomata
2), hraje kli¢ovou ulohu pii stomatalni dynamice (Merlot et al., 2007; Wang et al.,
2014).

V letosnim roce také vysSel ¢lanek Hong et al. (2016), ktery ukazuje, ze Exo70B1 je
dulezitym interaktorem RIC7 (ROP-interactive Cdc42- and Rac- interactive binding
motif-containing protein 7), ktery je negativnim regulatorem otevirani praducht
vyvolaném svétlem (Jeon et al., 2008) a také negativnim regulatorem zavirani praduchd
vyvolaném kyselinou abscisovou (Hong et al., 2016).

a) b)
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Obrazek 10: Evapotranspirace z exo70B1 mutantnich rostlin: a) kvantifikovand jako ubytek hmotnosti
oddglenych listd; b) teplota rosety pod ozafenim 400 W/m? (po dobu prvnich 30 minut) a 800 W/m? (po
30 minutach). Pokus proveden na nprl mutantnim pozadi, které castecné blokuje vznik nekrotickych 1ézi
mutantu exo70B1
FW (foliar weight) — vaha listu
Kulich et al., nepublikovana data

10 28 min s 70
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Bylo ukazano, Ze mutantni rostlina €xo70B1 ma zpomalené otevirani praduchii za svétla
a naopak rostlina ve které je EXO70B1 pfeexprimovan ma otevirani za svétla zrychlené.
Tim byl publikovan prvni diikaz, ze komplex exocyst ma piimy vliv na praduchovou

dynamiku (Hong et al., 2016).
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7 MATERIAL A METODY
7.1 Material

7.1.1 Seznam pouzitych chemikalii
2-(N-morfolino)etansulfonova kyselina (MES) Sigma-Aldrich, USA
3,3’-diaminobenzidin (DAB) Sigma-Aldrich, USA
4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonova kyselina (HEPES)
Sigma-Aldrich, USA

etanol Lach-Ner, CR
etylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) Sigma-Aldrich, USA
glycerol Lachema, CR
hydrogenfosfore¢nan sodny (Na;HPO,4.12H,0) Chemapol, CR

chlorid draselny (KCI) Chemapol, CR

chlorid sodny (NaCl) Chemapol, CR

chlorid vapenaty (CaCly) Chemapol, CR

chloroform Lach-Ner, CR

izopropanol Lach-Ner, CR

kyanid draselny (KCN) Lachema, CR

kyselina abscisova Sigma-Aldrich, USA
kyselina octova Lach-Ner, CR

laurylsiran sodny (SDS) Lach-Ner, CR
N-(3-Trietylammoniumpropyl)-4-(4-(dibutylamin)Styryl)pyridinium dibromid
(FM1-43) Thermo Fisher Scientific, USA
polyoxyetylensorbitan monolaurat (Tween 20) Sigma-Aldrich, USA
salicylhydroxamova kyselina (SHAM) Sigma-Aldrich, USA

tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid (Tris-HCI)
Sigma-Aldrich, USA

toluidinova modf (tolonium chlorid) Carl Roth, Némecko

7.1.2 Seznam pouzitych programi

Fiji open source
Microsoft Excel s pluginem Real Statistics Microsoft, USA
GeneSnap SynGene, UK
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7.1.3 Rostlinny material

V této praci bylo pracovano s rostlinou Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia 0

a jejimi mutanty, které jsou uvedeny v tabulce 1. Z téchto mutantd byly kiizenim

vytvofeny dvojité mutanty. Dvojity mutant exo70B1/nprl a exo70B1/sid2 byl vytvoien

Mgr. Ivanem Kulichem, Ph.D. a dvojity mutant exo70E1/exo70E2 byl vytvofen

Mgr. Hanou Soukupovou, Ph.D.

Ekotyp Zdroj Nézev linie Mutantni v genu | Typ
mutace
Col0 WT | ColumbiaO | NASC bez mutace
ex070B1 | Columbia0 | NASC GABI_156G02 | AT5G58430 inzertni
ex070E1 | Columbia0 | NASC SALK 084145 | AT3G29400 inzertni
exo70E2 | Columbia0 | NASC GABI_072F12 | AT5G61010 inzertni
nprl Columbia Saskia van Wees AT1G64280 bodova
(Utrecht
University)
ostl Columbia 0 | NASC GABI _516B05 | AT4G33950 inzertni
sid2 Columbia 0 | NASC SALK 042603 | AT1G74710 inzertni

Tabulka 1: Rostlinny materidl, se kterym bylo pracovano
NASC - The Nottingham Arabidopsis Stock Centre

7.2 Metody
7.2.1 Kultivace rostlin

Semena rostlin Arabidopsis thaliana byla vyseta na raselinové pelety Jiffy, které
byly pfedtim nechany né€kolik minut nabobtnat ve vod¢ z vodovodniho fadu. Nasledné
byly tyto pelety se semeny ponechany kvili vernalizaci semen 3 dny ve tmé v chladové
mistnosti pii 4 °C. Poté mohly byt rostliny kultivovany ve 3 riznych podminkach:

1) Horni police kultivaéni mistnosti S22 — osvétleni zde bylo obstardvano zafivkami
Philips HO 90 De Luxe se svételnym spektrem (obr. 11) a FAR (fotosynteticky aktivni
zéfeni) bylo 100 pmol.s.m Teplota se zde pohybovala mezi 22 — 23 °C, rychlost
vétru byla mezi 0,05 — 0,1 m/s a relativni vlhkost vzduchu ¢inila 50 — 70 %.

2) Dolni police kultivacni mistnosti S22 — osvétleni zde obstaravaly zarivky Narva
BIO Vital se svételnym spektrem (obr. 11) a FAR zde byl 150 pmol.s™.m™. Teplota se
pohybovala mezi 21 — 23 °C, rychlost vétru byla pod pfistrojem detekovatelnou hranici
0,05 m/s a relativni vlhkost vzduchu ¢inila 45 — 70 %.

3) Klimabox Adaptis A1000 — osvétleno zatfivkami Narva BIO vital se svételnym
spektrem (obr. 11) a FAR zde ¢inilo 330 umol.s™.m™. Teplota se zde pohybovala mezi
22 — 23 °C, rychlost vétru byla mezi 0,1 — 0,2 m/s a relativni vlhkost vzduchu ¢inila

40 — 80 %. Vsechna 3 kultiva¢ni mista méla denni reZim 16 hodin svétla a 8 hodin tmy.
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Obrazek 11: Svételné spektrum zafivek
A — zativka Narva BIO Vital; B zativka Philips HO 90 De Luxe
pfevzato z narva.cz a philips.com, upraveno

7.2.2 Kf¥izeni Arabidopsis thaliana

Pro kiiZeni byly pouzity rostliny staré 5-6 tydnii, u kterych jiz bylo vyvinuto nékolik
SeSuli a kvétd. Matetské rostling byly odstranény vsechny Sesule, oteviené kvéty a prilis
mala poupata, takze ji ziistalo n¢kolik velkych poupat, v nichz se budou nachazet
pestiky vhodné k opyleni. Z téchto poupat byly ostrou hodinatskou pinzetou odstranény
kali$ni a korunni listky a ty¢inky, takze na kvétu zistal pouze pestik s neopylenou
bliznou. Tato blizna byla opylena za pomoci zralé ty¢inky odebrané z otcovské rostliny
a obalena pruhem potravinové folie svazané shora tak, aby se zabranilo vyschnuti, ale
aby zaroveil nebyl omezen vyvoj budouci Sesule. Rostliny byly poté vraceny na své
puvodni kultivaéni misto. Po vyvinuti SeSule byl odstranén foliovy kryt. Po vyschnuti
SeSuli byla semena sklizena a byla z nich vypéstovana prvni heterozygotni generace,
ktera byla kontroln¢ genotypovana. Z rostlin, které byly opravdu heterozygotni, byla
ziskana semena, z nichZ byla vypé&stovana druhd generace, z které byly po genotypovani
vybrani jedinci homozygotné mutantni v obou genech. Z téchto jedinct byla ziskana

semena pro tfeti generaci, ktera jiz sestava pouze z dvojitych mutantt.

7.2.3 Izolace genomové DNA

Z rostliny byl odsttihnut maly listek a pfenesen do mikrozkumavky, kde byl pomoci
homogenizac¢ni ty¢inky rozmélnén. Bylo ptidano 400 pl extrakéniho pufru (200 mM
Tris-HCI; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA, 0,5% SDS; pH 7,5) a 400 ul chloroformu.
Tato smés byla 1 min tfepana na tfepacce a 3 minuty centrifugovana pii 16000 g. 300 pl
horni faze bylo pieneseno do nové mikrozkumavky a bylo k ni pfidano 300 pl ledového
izopropanolu. Mikrozkumavka byla n¢kolikrat oto¢ena, aby doslo k promichani.
Suspenze byla nasledné centrifugovana 5 min pii 16000xg. Supernatant byl odstranén

a zkumavka byla ponechdna 10 minut pfi pokojové teploté, aby se odpafil zbytek
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isopropanolu. Peleta byla nasledné rozpusténa ve 100 pl TE pufru (10 mM Tris; 1 mM
EDTA, pH 8,0).

7.2.4 Genotypovaci PCR

Ke genotypovani inzertnich mutantii byla pouzita polymerézova fetézova reakce
(PCR), ktera byla provadéna na cyklerech TProfessional TRIO, TPersonal a nebo
TGradient (vSechny Biometra). Reakce probihala v mikrozkumavkach o objemu 200 pl.
Pro reakci byla pouzivana polymeraza DreamTaq (Fermentas). Reakce probihala
v objemu 20 pl a obsahovala 2 pl 10x DreamTaq pufru, 0,04 ul DreamTaq DNA
polymerazy, 0,25 ul ANTPs mix 2,5 mM kazdy, 0,2 pl pravého a 0,2 pl levého primeru
a1 pl genomové DNA izolované z listt rostlin Arabidopsis. Doplnéno
demineralizovanou vodou do objemu 20 ul. Program cykleru: po¢ateéni denaturace
96 °C 2 min, denaturace 96 °C 30 s, nasedani 55 — 63 °C (podle Ty, primerti) 1 min,
elongace 72 °C 1 min/kBp, zavére¢né prodluzovani 72 °C 10 min. Kroky denaturace az
elongace byly opakovéany 30x.

Pro reakce byly pouzity tyto primery:

exo70B1

LP: CGTGGCAGGAGTTAGAAGATG

RP: TTGTCTGCGTTTTTCCCTATG

GABI 08474: ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT
exo70E1l

LP: TTGCTGCTGAAACTTCCATG

RP: TTGAGCTTGAACATTCGTCG

SALK Lbb1.3: ATTTTGCCGATTTCGGAAC
exo70E2

LP: GGGATTTCTCTTCCTCTCTGTTTA

RP: ACAGAATGGTTGATCATACTCGC

GABI 08474: ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT
ostl

LP: ACTCCTGAAATGAGTTGCTGGAAGAAA

RP: ACAGAGTTCAAGATCACGAGCCTTCC

GABI 08474: ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT
sid2

LP: ACCCTAATTTGGATTTGGTGC
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RP: AGCTCTAGGCCTAGTTGCAGC
SALK Lbb1.3: ATTTTGCCGATTTCGGAAC

Primery RP a LP byly pouZity pro detekci nemutantni formy genu, kdeZto primer RP
a GABI popt. SALK LB byly pouzity pro detekci mutanti.

Pro vizualizaci fragmentii DNA byla nasledné pouzita gelova elektroforéza. Do 1x
TBE pufru (10 mM Tris; 20 mM kyselina borita; 1 mM EDTA, pH 8,0) byla ptidana
agardza tak, aby jeji koncentrace dosahla 1%. Smés byla povafena tak dlouho, dokud
nedoslo k dokonalému rozpusténi agardzy. Nésledné bylo pfidano interkalacni barvivo
GelRed (Biotinum), které¢ bylo fedéno 1:10000. Roztok se nasledné nalil do
pripravenych vanicek s hfebenem, kde se nechal ztuhnout. Hfeben se vyjmul a gel byl
prenesen do elektroforetické vanicky naplnéné 1x TBE pufrem. Vzorky DNA byly
smichany s 6x Loading Dye (Fermentas) v pomé&ru 1:5 a naneseny do jamek Vv gelu.
Elektrolyza probihala pti 90 V u malych gelti a pti 120 V u gelt vétsich. Pro vizualizaci
a vyfotografovani vysledki byl pouzit ptistroj G:BOX s programem GeneSnap (oba
SynGene).

7.2.5 Méreni listové plochy

Rostliny staré 4 tydny kultivované na vSech 3 stanovistich byly vyfoceny na
fotoaparat Canon EOS 450D, objektiv Canon EF 35mm. Obrazky byly zpracovany
v programu FiJi a listové plocha byla zmétena za pomoci bodové testovaci miizky

(obr. 12). Ziskana data byla zpracovana v programu Microsoft Excel s doplitkem Real

Statistics a pro vyhodnoceni statistické signifikance vysledku byla pouzita metoda

ANOVA.

Obrézek 12: Foto rostliny s vyznac¢enou mfizkou, s ozna¢enymi bl)ZIy, které byly zapocitany do vypoctu
listové plochy
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Obrazek 13: Ptiklad fotografie pouzité pro méteni poctu trichomd
A — foto celé rostliny shora; B — detail listu vyznaceny na A s viditelnymi jednotlivymi trichomy

7.2.6 Méreni poctu trichomi na listu

Rostliny staré 4 tydny kultivované na horni pozici kultivaéni mistnosti byly vyfoceny
shora na fotoaparat Canon EOS 450D, objektiv Canon EF 35mm. Na takto ziskanych
fotografiich byly nasledné pomoci programu FiJi spoc€itany vSechny trichomy na listech,
které se nachazely v roving ostrosti (obr. 12). Data takto ziskana byla nasledné
zpracovana v programu Microsoft Excel s doplitkem Real Statistics a pro vyhodnoceni

statistické signifikance vysledku byla pouzita metoda ANOVA.

7.2.7 Méreni neporuSenosti kutikuly

Pro méfeni neporusenosti kutikuly byla upravena metoda pouzita v praci Tanaka et
al. (2004).

Z rostlin starych 4 tydny bylo odstiizeno n€kolik listt (starych i mladych), které byly
ponofeny na 2, 5 nebo 10 minut do 0,05% roztoku toluidinové modfi ve vodé. Tyto
listy byly nasledné oplachnuty v demineralizované vodé a vyfoceny fotoaparatem
Olympus C5050Z piipojeném na binokularni lupu s nastavenym pétinasobnym

zvétSenim.

7.2.8 VysouSeci experiment

Z rostlin kultivovanych na hornim patte v kultiva¢ni mistnosti starych 4 tydny bylo
odebrano 5 listli (3. — 7. nejstarsi pravé listy), které byly okamzité zvazeny na
analytickych vahach. Rany po odstiihnuti byly zakryty voskem, aby jimi nedochéazelo
k ubytku vody a tyto listy s voskem byly opét ihned zvazeny, nebot’ bylo tieba znat
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pfesnou hmotnost vosku. Listy poté byly ponechany na listu papiru na rozptyleném
dennim svétle. Tyto listy byly vazeny vzdy 10, 20, 30, 45 a 60 minut po ustfizeni.

Rostliny pouzité v tomto méfeni byly kultivovany na horni polici kultivaéni mistnosti
S22. Vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu Microsoft Excel s dopliikem Real
Statistics a pro vyhodnoceni statistické signifikance vysledku byla pouzita metoda
ANOVA.

7.2.9 Priprava otiskovych preparati epidermis

Z rostlin kultivovanych na dolni polici kultivacni mistnosti a v klimaboxu starych
4 tydny byly odebrany 4 listy (3. — 6. nejstarsi list) a na jejich povrch byl nanesen
bezbarvy rychleschnouci lak na nehty (Simple Beauty 00). Po zaschnuti byla vrstva laku

opatrn¢ sloupnuta z listu a pfenesena na podlozni sklicko.

7.2.10Vypocet priduchové hustoty

Ptredem ptipravené otiskové preparaty epidermis a preparaty listl obarvenych DAB
byly pozorovany na mikroskopu Nikon Eclipse Mikroskop 90i s kamerou Andor Clara.
Hustota praduchti byla pocitana ze ziskanych obrazkt z mikroskopu s pomoci
stereologického hodnoticiho ramecku (unbiased counting frame) v programu FiJi.
Ziskana data byla zpracovana v programu MS Excel s dopliikem Real Statistics. Pro

vyhodnoceni statistické signifikance vysledku byla pouzita metoda ANOVA.

7.2.11Vypocet velikosti priduchi

K vypoétu velikosti priaduchii byly pouzity snimky otiskovych preparati epidermis
a snimky ziskané pti pozorovani dynamiky svéracich bunék (viz nize). V programu FiJi
byla zmétena vyska svéracich bunék tak, jak je naznaceno na obrazku 13. Ziskana data
byla zpracovana v programu MS Excel s dopliikem Real Statistics. Pro vyhodnoceni

statistické signifikance vysledku byla pouzita metoda ANOVA.

7.2.12Barveni ROS v listech
ROS bylo barveno podle upravené metody z Daudi a O'Brien (2012). Pred

samotnym barvenim byly vzorky kultivovany a oSetfovany:

7.2.12.1 Pro pfirozeny vyskyt ROS v listech rostlin
Z rostlin kultivovanych na vSech 3 mistech starych 4 tydny byly odebrany 3 listy

(4. — 6. nejstarsi) a s nimi bylo dale postupovano podle obarvovaciho protokolu (viz

nize).
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7.2.12.2 Pro vyskyt ROS indukovanym vysokym ozafenim
Z rostlin starych 4 tydny kultivovanych na horni polici kultivacni mistnosti byly

odebrany 4 listy (4. — 7. nejstarsi). Tyto listy byly pieneseny do Petriho misek
naplnénych vodou. Polovina misek byla nasledn¢ umisténa na ptimé slunce (FAR ~
3000 pmol.s™.m™) a druh4 polovina byla umisténa do tmy. Zde byly ponechany shodng

30 min. Dale bylo postupovano podle obarvovaciho protokolu (viz nize).

7.2.12.3 Indukce ROS pomoci SHAM a KCN
Z rostlin starych 4 tydny kultivovanych na horni polici kultivaéni mistnosti byly

odebrany 4 listy (4. — 7. nejstarsi). Tyto listy byly pieneseny do Petriho misek
naplnénych HEPES pufrem (15 mM HEPES; 0,2 mM CacCl,; pH 7). Ttetina téchto
misek navic obsahovala 5 mM KCN a druha tfetina 15 mM SHAM. Vzorky byly
nasledn€ umistény do vyvévy, kde byl pufr pomoci mirného vakua infiltrovan do listi.
Dale byly misky se vzorky umistény na 1 hodinu do kultivacni mistnosti, kdy jedna
polovina byla pod osvétlenim FAR 100 umol.s’l.m'2 a druhd byla pod osvétlenim FAR

750 umol.s‘l.m'z. Dale bylo postupovano podle obarvovaciho protokolu (viz nize).

7.2.12.4 Obarvovaci protokol
Listy se umisti do DAB barviciho roztoku (1 mg/ml DAB; 0,05% Tween 20; 10 mM

Na,HPO,) tak, aby byly zcela ponofené. Jedna sada vzorkl uréend jako kontrola byla
umisténa do DAB barviciho roztoku neobsahujiciho DAB. Od tohoto okamziku jsou
vzorky chranény pted svétlem, nebot’ DAB se vlivem svétla rozklada. Vzorky se umisti
do vyvévy a je na né¢ 5 minut aplikovano mirné vakuum kvili infiltraci DAB roztoku do
list. Dale jsou na 4 hodiny umistény na laboratorni tfepacku nastavenou na 60 otacek
za minutu. Potom je DAB barvici roztok nahrazen odbarvovacim roztokem (3 dily
etanolu, 1 dil kyseliny octové a 1 dil glycerolu) a vzorky jsou umistény na 20 minut do
horké 1azné o teploté 95 °C. Od tohoto kroku jiZ neni tfeba chranit vzorky pred svétlem.
Po vyjmuti z horké 1azné€ byl stary odbarvovaci roztok vyménén za novy, ve kterém

bylo mozno vzorky uchovavat delsi dobu v lednici.

7.2.12.5 Mikroskopické pozorovani vzorku
Vzorky byly pozorovany na mikroskopu Nikon Eclipse Mikroskop 90i s kamerou

Andor Clara a byly vyhotoveny obrazky pokryvajici celou plochu listu pod objektivem

10x zvétSujicim.
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Obrazek 14: Ukazka epidermis rostliny Col9 s 2 priduchy na po¢atku méfeni.
A - Cerna ¢ara ukazuje typické méfeni §iiky priduchovych §térbin; B- Cerna ¢ara ukazuje typické méfeni
vysky pruduchu; Méfitko = 10 um

7.2.13Pozorovani dynamiky priduchi oteviranych svétlem

4 tydny staré rostliny kultivované na horni polici v kultiva¢ni mistnosti byly
ponechany 3 hodiny ve tm¢. Poté z nich byl odebran 4. nejstarsi list, ktery byl na
5 minut ponofen do obarvovaciho pufru (5 pg/ml FM1-43; 10 mM MES; 5 mM KClI,
50 ul CaCly; pH 6,15). Po obarveni byl list oplachnut a vlozen mezi mikroskopovaci
skla v neutralnim MES pufru (10 mM MES; 5 mM KCI; 50 ul CaCl,; pH 6,15).
Periodicky po 15 minutach bylo vZzdy pofizeno nékolik snimkt v mikroskopu Nikon
Eclipse Mikroskop 90i s kamerou Andor Clara. Mezi snimanim byl preparat umistén na
svétlo. Ze ziskanych obrazki byly v programu FiJi zméteny Sitky priiduchovych
kutikularnimi fasami svéracich bunék (obr. 13). Ziskana data byla zpracovana
v programu MS Excel s dopliikem Real Statistics. Pro vyhodnoceni statistické

signifikance vysledku byla pouZita metoda ANOVA.

7.2.14Pozorovani RFP-EXO70B1 a GFP-RIN4 pri pohybech priduchi
Transformované rostliny s vlozenymi geny UBQ::RFP:EXO70B1
a UBQ::GFP:RIN4 (transformované Mgr. Peterem Sabolem) staré 5 tydni, kultivované
na dolni polici v kultiva¢ni mistnosti byly umistény na svétlo a po minimalné 1 hodiné
byly z jejich listd vystiihovany vzorky, které byly umistény na mikroskopovaci skla do
MES pufru (10 mM MES; 5 mM KCI; 50 ul CaCly; pH 6,15). U jedné sady vzorku byla
do MES pufru ptfidana ABA (vysledna koncentrace 10 uM), u druhé byl pfidan peptid
flg22 do vysledné koncentrace 5 uM. U tieti sady vzorki byl pouzit ¢isty MES puft.
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Tyto vzorky byly nasledné pozorovany v spinning disc konfokélnim mikroskopu

Yokogawa CSU-X s kamerou Zyla (oba Andor).
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8 VYSLEDKY
8.1 Velikost listové plochy

Rostliny péstované na rtiznych stanovistich vykazovaly rozdilnou listovou plochu
(viz graf 1). Primérna velikost listové plochy 14 nemutantnich rostlin ekotypu Col0
kultivovanych na horni polici v kultivadni mistnosti (100 pmol.s*.m? FAR) byla
7,74 cm? (v grafu zastoupena 100 %). Nejv&tsi rozdil od této hodnoty vykazoval mutant
ex070B1, u n&hoz primérna velikost listové plochy &inila 6,72 cm? Tento rozdil ale
nebyl statisticky signifikantni, stejné jako nebyl signifikantni rozdil u zadné jiné
mutanty péstované na této lokalité. Obecné nejvetsi velikosti listové plochy byly
u rostlin p&stovanych na dolni pozici v kultivaéni mistnosti (150 pmol.s>.m? FAR), kde
13 nemutantnich rostlin ekotypu Col0 starych 4 tydny mélo listovou plochu o primérné
velikosti 9,44 cm? (122 % plochy Col0 pé&stované pod 100 pmol.s™*.m? FAR). Zde byly
rozdily mezi jednotlivymi mutanty mensi nez na ptfedchozi zminéné pozici a opét Zadny
z mutantt ve velikosti své listové plochy nedosahoval statisticky vyznamného rozdilu.
Rostliny p&stované v klimaboxu (330 pmol.s™.m? FAR) mély listovou plochu vyrazng
mensi nez rostliny na jinych stanovistich, kdy 10 rostlin ekotypu Col0 mélo v priméru
listovou plochu velkou 3,44 cm?. Zde se viak jiZ objevily signifikantni rozdily mezi
mutantem sid2 a Col0, kdy 8 rostlin sid2 mélo primérnou velikost listové plochy
2, 22 cm?. Jeste vétsiho rozdilu dosahoval dvojity mutant exo70B1/sid2, ktery mél
Vv téchto kultivacnich podminkéch vyrazné snizenou fitness. 5 rostlin, které prezily tyto
podminky, mé&lo listovou plochu velkou v priméru pouze 0,60 cm?. Tyto rostliny
nedokazaly vyprodukovat Zivotaschopna semena. Rozdil mezi mutantem exo70B1/sid2

a nemutantni Col0 je zobrazen na obrazku 15.
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Graf 1: Sloupcovy graf ukazujici velikost listové plochy rostlin péstovanych na 3 riiznych stanovistich.
Hodnoty velikosti listové plochy jsou relativni k velikosti Col0 kultivované na horni polici v kultivaéni
mistnosti (FAR 100 pmol.s’l.m'z). Rozdilné pismena vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily zjisténé

metodou ANOVA s HSD Tukey testem (p<0,05)
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Obrazek 15: Fotografie 4 tydny starych rostlin rostoucich za riznych podminek

A —rostlina Col0 kultivovana na horni polici v kultivaéni mistnosti; B — rostlina Col0 kultivovana na
dolni polici v kultiva¢ni mistnosti; C — rostlina Col0 kultivovana v klimaboxu; D — dvojity mutant
ex070B1xsid2 kultivovany na horni polici v kultivaéni mistnosti; E — dvojity mutant exo70B1xsid2
kultivovany na dolni polici v kultiva¢ni mistnosti; F — dvojity mutant exo70B1xsid2 kultivovany

v klimaboxu, zluta Sipka vyznacuje umisténi rostliny

8.2 Pocet trichomu na listu

Nemutantni rostlina ekotypu Col0 ma v pramé&ru 367,2 trichomti na list (hodnota
ziskand z devatendacti 4. - 7. nejstarsich listi 7 rostlin). Nejvétsi odchylku od Col0
vykazuje mutant exo70E2, ktery ma v pruméru 298,1 trichomi na list (viz graf 2). Tato
odchylka, stejné jako odchylka u ostatnich mutantnich rostlin, vSak neni statisticky

vyznamna (pocitdno pomoci ANOVA testu).
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Graf 2: Krabicovy graf ukazujici pocet trichomi na list
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Obrazek 16: Barveni listu toluidinovou modii
A — listy rostliny Col0; B — listy rostliny exo70B1/sid2; C — listy rostliny
ex070E1/exo70E2; 0 — listy pied ponofenim do barviciho roztoku; 2 — listy
po 2 minutach v barvicim roztoku; 5 — listy po 5 minutach v barvicim
roztoku; 10 — listy po 10 minutach v barvicim roztoku; D — list Col0

S poldamanymi trichomy po 2 minutach v barvicim roztoku (pozitivni
kontrola); E — list po§kozeny pinzetou po 2 minutach v barvicim roztoku
(pozitivni kontrola)

8.3 Neporusenost kutikuly

Pti testovani neporusenosti kutikuly se neobjevily zadné rostliny, které by mély
kutikuldrni vrstvu jakkoli poSkozenou, a to ani po 10 minutach v odbarvovacim roztoku
(obr. 16). Jediné viditelné zabarveni bylo v okoli mista, kde byl list odd¢len od rostliny,
a vV mistech jiného poskozeni, jako je naptiklad otla¢eni od pinzety nebo polamani

trichoml.

8.4 Vysouseci experiment

Byly provedeny dva vysouseci experimenty, kdy se pracovalo celkem s 11 rostlinami
od kazdého mutanta. Pfi téchto experimentech se ukazovalo, ze mutant exo70B1 ztraci
rychleji vodu neZ jeho nemutantni forma Col0. Rostlina ekotyp Col0 v priméru ztratila
za 60 minut experimentu 8,75 % své pocatecni vahy, kdezto mutant exo70B1 za stejnou
dobu a stejnych podminek ztratil 11,46 % (viz graf 3). Tento rozdil ubytku tedy
predstavoval 2,71 % cerstvé hmotnosti rostliny. Obdobné hodnoty byly ziskany i pro
vSechny dvojité mutanty mutantni v exo70B1 genu, kdy exo70B1/nprl mél ubytek vétsi
0 2,91 % pocatecni hmotnosti oproti mutantovi nprl a exo70B1/sid2 m¢l ubytek vétsi
0 2,10 % oproti sid2 mutantovi. Pii vypoctu statistické signifikance metodou ANOVA
s HSD Tukey testem vSak vyslo, Ze jediné signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi Col0

a exo70B1 a exo70B1 a nprl. Jiné rozdily mezi rostlinami jiZ nejsou statisticky
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vyznamné. Co vsak stoji za povSimnuti, je velkd smerodatnd odchylka u vSech rostlin

ex070B1 mutantnich, ktera se u jinych mutanti nevyskytuje.

8.5 Hustota pruduchu

Pro méteni hustoty praduchi bylo pouzito n¢kolik desitek snimkti epidermis kazdého
Z mutantd, z ¢ehoz n¢kolik snimki zndzoriiovalo cely list. Primérna hustota praducht
u nemutantni rostliny ekotyp Col0 kultivované na spodnim patie kultivaéni mistnosti je
1 pridduch na 3544 pm®. Nejvétsi odchylku od této hustoty vykazoval mutant
ex070B1/sid2, ktery mé&l praméré 1 praduch na 4799 um®. Pii analyze statistické
vyznamnosti pomoci ANOVA vSak vyslo najevo, Ze tato odchylka neni vyznamna
(p bylo dokonce vétsi nez 0,11). Rostliny Col0 rostouci v klimaboxu mély primérnou
hustotu 1 priiduch na 4119 pm?. Od této hodnoty se opét nejvice odklanéla hustota
dvojitého mutanta exo70B1/sid2, avsak na opacnou stranu nez v ptedchozim ptipadé.
Mutant exo70B1/sid2 m&l primérnou hustotu 1 priiduch na 2775 pm®. Po provedeni
analyzy statistické signifikance pomoci ANOVA se ukdzalo, Ze tento rozdil je dokonce
signifikantni na hladin¢ pravdépodobnosti p = 1,3 ¢ ™2, Porovnéani jednotlivych mutantt

je zobrazeno na grafu 4.
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Graf 3: Sloupcovy graf ukazujici zavislost hmotnosti listi na ¢ase po zahajeni vysouseciho experimentu
Rozdilna pismena vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily zjisténé metodou ANOVA s HSD Tukey
testem.

42



7000 -

a a a a a a a a a a b a
6000
5000 -
E
= Colo
5 4000 mCo
3 B ex070B1
o
:‘:’:— Hexo70B1 x nprl
[
3000
.E: Enprl
Q .
= W exo70B1 x sid2
msid2
2000
1000
0 -

150 330
FAR [pmol m2s]

Graf 4: Sloupcovy graf ukazujici hustotu praducht mutanti Arabidopsis thaliana v zavislosti na
kultivaénich podminkéach

Rozdilna pismena vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily zjisténé metodou ANOVA s HSD Tukey
testem (p<0,001).

8.6 Velikost pruduchii

Na analyzu velikosti svéracich bun¢k bylo pouzito nékolik desitek snimkti epidermis
z mutantnich i nemutantnich rostlin. Analyzovano bylo vice nez 500 pruduchii z kazdé
skupiny rostlin.

Rozptyl velikosti praduchii v§ech rostlin péstovanych na dolnim patie kultiva¢ni
mistnosti byl podobny (zobrazeno v grafu 5). Rostliny ekotyp Col0 péstované na spodni
polici mély praimérnou vysku priduchu 18,80 um. VSechny mutantni rostliny mély
primé&rnou vysku priduchii vyssi. Podle analyzy ANOVA vsak jediné statisticky
vyznamné rozdily vykazovaly mutanty exo70B1/nprl a exo70B1/sid2, které mély
primérnou vysku praduchu 20,38 um u exo70B1/nprl a 20,22 um u exo70B1/sid2.
Nutno vSak podotknout, Ze tyto mutanty sice byly signifikantné€ odlisSné od nemutantni
Col0, ale jiz nebyly signifikantn€ odli$né od mutant nprl a exo70B1, které nejsou

vyznamné odlisné od ColO.
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Graf 5: Krabicovy graf ukazujici vy$ku praduchi rostlin péstovanych na dolni polici v kultivaéni

mistnosti
p — pramérna vyska priduchu; rozdilna pismena vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily zjisténé
metodou ANOVA s HSD Tukey testem (p<0,05).

Rozptyl velikosti pruduchi rostlin kultivovanych v klimaboxu (graf 6) vykazuje na
prvni pohled vétsi rozdily mezi mutanty nez rozptyl velikosti priaducht rostlin
pestovanych v kultivacni mistnosti (graf 5). Pocet snimku epidermis rostlin péstovanych
Vv klimaboxu je v§ak mensi a byl zde tedy analyzovan nizsi pocet priiducht (asi 150
z kazdé skupiny rostlin), a proto maji data niZsi statistickou vyznamnost.

Primérna vyska priduchu rostliny ColO kultivované v klimaboxu je 19,47 pum.
Jediny statisticky vyznamny rozdil od této hodnoty ma dvojity mutant exo70B1/sid2,
jehoz primérna vyska priduchu je 16,90 pm. Opét je vSak tieba podotknout, Ze rostliny
ex070B1 a exo70B1/nprl nejsou statisticky vyznamné odlisné od mutantu exo70B1/sid2
ani od nemutantni Col0.

Kdyz se vSak porovnaji data rostlin kultivovanych za riiznych podminek mezi sebou,
objevi se statisticky vyznamny rozdil mezi v§emi rostlinami mutantnimi v genu
ex070B1 péstovanymi za riiznych podminek. Tento rozdil vSak nenachazime u rostlin
Col0 a mutantt sid2 a nprl péstovanych za riznych podminek (ANOVA s Tukey HSD
testem, p<0,05).
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Graf 6: Krabicovy graf ukazujici vy$ku priduchii rostlin péstovanych v klimaboxu

p— pramérna vyska priduchu; rozdilna pismena vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily zjisténé
metodou ANOVA s HSD Tukey testem (p<0,05).

8.7 Vyskyt reaktivnich forem kysliku (ROS)

8.7.1 Celolistové zbarveni

Po obarveni ROS barvou diaminobenzidin (DAB) v listech rostlin, které rostly pii
nizkém osvétleni 150 ;,Lmol.s'l.m'2 FAR v kultivacni mistnosti, nebyl vidét Zadny
intenzivni vyskyt kyslikovych radikald v plose listu (obr. 17) s vyjimkou nékterych listi
ex070B1 mutantnich rostlin, kde byla zbarvena mista budoucich nekrotickych 1ézi (tyto
1éze jeste na listech pouhym okem nebyly vidét).

Kdyz se obarvily listy rostlin, které byly kultivovany v klimaboxu (330 pmol.s™.m?
FAR), tak listy rostlin Col0, nprl, exo70B1 a exo70B1/nprl byly bez vyrazného
vyskytu barvy, kdezto listy rostliny sid2 vykazovaly nezpochybniteln¢ vice zabarveni
a v dvojitém mutantu exo70B1/sid2 bylo zabarveni velmi vyrazné (obr. 17).

Po obarveni ROS v listech, které rostly na 150 pmol.s~.m?FAR v kultivaéni
mistnosti, ale byly pfed samotnym barvenim vyloZeny na 1 hodinu na poledni slunce
(~3000 pmol.s*.m? FAR), byl vidét zvyseny vyskyt ROS u viech rostlin. NejniZsi
vyskyt ROS (na celolistovych fotografiich takika neznatelny) byl vSak u Col0 a nprl
mutantni rostliny, vyssi vyskyt ROS byl v rostlinach exo70B1 a exo70B1/nprl ,
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a nejvyssi vyskyt ROS byl u sid2 a exo70B1, kde u obou doslo ke zhruba stejnému

zbarveni (obr. 17).

Obrazek 17: Vyskyt ROS v listech

A — listy rostliny Col0; B — listy rostliny exo70B1; C — listy rostliny exo70B1/sid2; D — listy rostliny sid2;
330 — piirozeny vyskyt ROS v rostlinach kultivovanych v klimaboxu (FAR 330 pmol.s™.m?);

150 — piirozeny vyskyt ROS v rostlinach kultivovanych na spodnim patfe kultivaéni mistnosti S22 (FAR
150 pmol.s.m™); 3000 — ROS indukované v rostlinich ponechanim na 1 h na polednim slunci (FAR
~3000 pmol.s™.m?)

46



8.7.2 Bunécéna lokalizace ROS
Mikroskopicky obraz buné¢k z listl 4 tydny starych rostlin kultivovanych

v klimaboxu ukazuje buné¢nou lokalizaci ROS. Ve vSech bunikach epidermis, kde se
podarilo ROS lokalizovat, pievladaly ve form¢ pozustatkii po malych vackovitych
strukturach o velikosti kolem 1 pm. Pti pozorngj$im zkoumani se ukazalo, Ze

v rostlinach Col0 a dal$ich mutantech nemutantnich v Exo70B1 (tedy ColO, nprl i sid2)
se dala nalézt agregace téchto vackovitych struktur do vétsi prstencovité struktury
pfipominajici autofagozomy (obr. 18). Tyto prstencovité struktury se v§ak nepodafilo
nalézt u rostlin mutantnich v genu Exo70B1. V téchto rostlindch dochdzelo také

k agregovani ROS pozitivnich vacki, avsak pouze do neuspotfadanych shluki (obr. 18).

Obrazek 18: Bunééna lokalizace ROS rostlin péstovanych v klimaboxu
A —rostlina Col0; B — rostlina sid2; C — rostlina exo70B1; D — rostlina exo70B1/sid2

cervené Sipky ukazuji poziistatky pravdépodobnych autofagozémi; zelené Sipky ukazuji neorganizované
shluky ROS pozitivnich vacks; métitko 20 um
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8.7.3 Indukce tvorby ROS pomoci SHAM a KCN

Listy vSech rostlin kultivovanych na spodnim patife kultivaéni mistnosti po 1 hodiné
na 750 pmol.s™.m? FAR v SHAM pufru vykazovaly silnou pfitomnost ROS. Intenzita
zbarveni byla srovnatelné velmi silna ve vSech rostlinach bez ohledu na jejich mutace
(obr. 19). Naproti tomu, pokud se listy téchto rostlin daly na 1 hodinu na
750 pumol.s>.m? FAR pouze v &istém pufiu, tak se rostliny sid2 i exo70B1/sid2
zabarvily znatelné&ji vice nezli Col0 nebo kterykoli jiny mutant (obr. 19). To souhlasilo
s ptedchozim pozorovanim, kdy byly vylozeny na poledni slunce (stejné jako byla nizsi
intenzita svétla, tak bylo v tomto pokuse vyrazné€ niz$i i zabarveni rostlin). V ptipadé, ze
se listy téchto rostlin daly do pufru obsahujiciho KCN a ponechaly se 1 hodinu na
750 pmol.s*.m? FAR, zabarveni Col0 a mutantii nprl, exo70B1 a exo70B1/npr1 bylo

na stejné urovni jako v pufru neobsahujicim KCN. U rostlin sid2 a exo70B1/sid2 doslo

A4

vsak k mirn¢ vy$$imu zabarveni listu nezli pfi pouziti pufru bez KCN (obr. 19).

R 3 =4 0.
Obrazek 19: tvorba ROS pfi ptisobeni SHAM a KCN po 1 hoding v 750 pmol.s.m? FAR
A —rostlina Col0 v 15mM SHAM; B — rostlina Col0 v 5mM KCN; C — rostlina Col0 v ¢istém pufru;

D —rostlina exo70B1/sid2 v 15mM SHAM; E — rostlina exo70B1/sid2 v 5mM KCN; F — rostlina
ex070B1/sid2 v ¢istém pufru; métitko 100 pm

2
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8.8 Dynamika priduchii oteviranych svétlem

Priduchové $térbina z listli nemutantni rostliny se za 1 hodinu oteviela v priméru
z2,1 um na 5,0 um. Podobnou statisticky nevyznamné odlisnou rychlosti se zvétSovaly
i priduchové §térbiny mutanta sid2 a ostl. Priduchova stérbina mutantnich rostlin
exo70B1 se za 1 hodinu na svétle oteviela z primérné Sitky 2,0 um na 4,4 um.
Podobnou rychlosti se oteviraly priduchové stérbiny i u dvojitych mutanti
exo70B1/sid2 a exo70B1/ostl. Pii analyze statistické vyznamnosti se tento rozdil
Vv rychlosti otevirdni ukézal jako statisticky vyznamny a data byla rozdélena do dvou

jasné definovanych skupin (ANOVA s HSD Tukey testem; p<0,05).

8.9 Lokalizace EXO70B1 a RIN4 ve svéracich bunikach

Pro pozorovani lokalizace proteinit RFP-EXO70B1 a GFP-RIN4 byly pouZity
5 tydni staré rostliny s trvale vlozenymi geny UBQ::RFP:EXO70B1
a UBQ::GFP:RIN4. Tyto rostliny byly druhou generaci po transformaci rostliny

Arabidopsis thaliana. Pozorovani bylo provadéno v spinning disk konfokalnim

mikroskopu.
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Graf 7: Sitka priiduchové $térbiny v zavislosti na délce osvitu
Rozdilna pismena vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily zjisténé metodou ANOVA s HSD Tukey
testem (p<0,05).
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Na pocatku pozorovani byly priaduchy oteviené. Signal RFP byl pii pozorovani slaby,
ale lze fict, ze lokalizace RFP-EXO70B1 byla v otevieném praduchu na pocatku méfeni
rozlozena rovnomérné v cytoplazmé. Po 1 hodin€ v ABA pufru se zesilil RFP signal
Z jadra a signal v cytoplazmé byl uspoiadané;jsi s vyssi koncentraci na vnéjsi strané
priduchu. Stejny pfesun signalu byl pozorovatelny i po 1 hodin€ ptisobeni peptidu
flg22. Tento piesun a organizace signdlu nebyl pozorovan po 1 hodiné v ¢istém
kontrolnim pufru, kde se naopak zda, ze se RFP-EXO70B1 nachazel vice na
cytoplazmatické membrané (obr. 20).

Protein GFP-RIN4 m¢l na poc¢atku v otevienych prudusich silnou plasmalemovou
lokalizaci. Tato lokalizace velmi zeslabla po 1 hodin€ v ABA 1 flg22 a GFP signal se
ptresunul vice do cytoplazmy. Po 1 hodiné v kontrolnim pufru zistal signal GFP na
cytoplazmatické membrané a nebyl vidét Zadny piesun do cytoplazmy (obr. 20).

Na pocatku pred zaviranim priduchu GFP-RIN4 a RFP-EXO70B1 nemély takika
zadnou spole¢nou lokalizaci. Po 1 hoding v ABA i flg22 se signal obou piesunul do
stejné oblasti, avSak presné urcit, o jak silnou kolokalizaci jde, je z téchto dat velmi

obtizné.

EXO70B1-RFP

RIN4-YFP

Spojeni
obou kanalu

Kontrola 0 min ABA 0 min ABA 60 min Fig22 60 min  Kontrola 60 min

Obrazek 20: Lokalizace EXO70B1-RFP (UBQ::RFP:EXO70B1) a RIN4-GFP (UBQ::GFP:RIN4) ve
svéracich burikach Arabidopsis thaliana
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9 DISKUZE
9.1 Rychlost vysouSeni

Prvotni indicie pted zapocetim veskerych praci ukazovaly, ze mutant exo70B1 by
mél mit zpomalené vysusovani. Toto zpomaleni bylo piipisovano zvySené koncentraci
kyseliny salicylové v mutantovi nebo jinému, doposud nepoznanému mechanismu
pusobeni EXO70B1 na dynamiku svéracich bun¢k (Kulich et al., 2013 - nepublikovana
data). Jeden z cilt této prace bylo potvrdit nebo vyvratit tuto domnénku. Z tohoto
divodu byl ptipraven dvojity mutant exo70B1/sid2. Mutant sid2 ma defektni
isochorismat syntazu 1, a neni tedy schopen akumulovat kyselinu salicylovou
(Wildermuth et al., 2001). Jako kontrola k témto pokustim byl navic vytvoien jesté
dvojity mutant exo70B1/ostl, ktery ma poskozenu kinazu OST1 a neni schopen zavirat
priduchy v pfitomnosti kyseliny abscisové, ackoliv jinak je priduchovéa dynamika
V pritomnosti svétla, patogentli, CO,, atd. zachovana (Mustilli et al., 2002). Bylo tfeba
analyzovat fenotyp téchto mutantii, a tak byly do pokusi pfidany jesté rostliny mutantni
v genech Exo70E1, Exo70E2 a jejich dvojity mutant, nebot’ k mistim, kde jsou tyto
proteiny nejvice exprimovany patii prave svéraci buniky (Yang et al., 2008).
urcujicich priduchovy vzor rostlin (Bergmann et al., 2004) a protoze bylo ukazano, ze
u mutanta exo70B1 se nekrotické 1éze ukazuji za vyssiho osvétleni az v pozd¢jsi fazi
vyvoje (Kulich et al., nepublikovana data), bylo pfistoupeno ke kultivaci rostlin
v nékolika riiznych kultivaénich podminkach.

Protoze za kontrolu odparu vody z rostliny nejsou odpovédny pouze priidduchy, ale
1 kutikula nebo trichomy, bylo nejprve analyzovano, zda nedochdzi u mutanti ke zméné
V téchto parametrech.

Co se kutikuly ty¢e, ma na ztratu vody nejvyssi vliv jeji neporusenost, kdy pokud je
kutikula neporusena, tak jeji tloustka hraje na celkovém odparu z rostliny vliv pouze
Vv desetinach procenta (Riederer a Schreiber, 2001). Z tohoto divodu byl pro evaluaci
kutikularni vrstvy u nasich rostlin pouZzit postup popsany v Tanaka et al. (2004), coz je
metoda vyuzivajici hydrofilnich vlastnosti barviva toluidinové modii, které ma
schopnost zabarvit povrch rostliny nechranény hydrofobni vrstvou do 2 minut, kdeZto
povrch rostliny kryty hydrofobni kutikulou se nezabarvi ani za pétinasobek Casu. Pfi

téchto testech se nicméné ukazalo, ze ani mutant exo70B1, ani zadny jiny z naSich
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testovanych mutantti nemé poruSenu kutikularni vrstvu a tedy jakékoliv odchylka
Vv odparu bude zptisobena jinym jevem.

Dal$im z testovanych parametrii byl pocet trichomt na list. Hustota trichomt nebyla
pocitana, nebot’ trichomy vznikaji ve velmi rané fazi vyvoje listu a pfi rstu listu do
plochy jiz nové nevznikaji (Szymanski et al., 1998). Navic u Arabidopsis je ztrata vody
omezena trichomy jen pii nejmladsich listech, kdy jsou trichomy v porovnani
k mladému listku veliké a tvoii hustou sit’. U dospélych listii jsou trichomy
pravdépodobné jiz ptilis daleko od sebe, aby tvotily efektivni bariéru pro cirkulujici
vzduch a zabranily tak jakékoliv ztraté¢ vody (Schreuder et al., 2002). Tomuto by
nasvédcoval 1 fakt, ze mladé svéraci buiiky ve vyvijejicich se listech jesté nejsou
schopny reagovat na podnéty z okoli, ale potfebuji ¢as, aby se tomu naucily (Pantin et
al., 2013). Pro ovéfeni této teorie by vSak bylo zapotiebi vytvotfit matematicky model,
ktery by bral v ivahu tvar rozety a hustotu a velikost trichomt a jejich vliv na laminarni
a turbulentni proudéni vzduchu okolo rostliny.

Z4dny z nagich testovanych mutantl nevykazoval Zadnou zménu v hustoté trichomii
a podle dat Mgr. Ivana Kulicha, Ph.D., ktery se zabyva kvalitativni strankou trichoma
u mutantl v genu Exo70, by u naSich mutanti neméla byt zadna signifikantni zména
ovliviujici odpar vody, ani po strance slozeni trichomu. Z tohoto vyslo, ze jakakoliv
zména v odparu rostlin nemiize byt zptusobena ani rozdilnymi trichomy.

Z vysledki mnou provedenych vysousecich experimentii vyslo, Ze mutant exo70B1
a vSichni jeho dvojiti mutanti maji mirn€ zvySenou ztratu vody. Toto je v pfimém
rozporu s daty, ktera byla naméfena pii ptiprave ¢lanku Kulich et al. (2013). Pokud se
vSak podivame podrobnéji na naSe ziskana data a na jejich statistické vyhodnocenti, tak
zjistime, Ze statisticky signifikantni rozdil je pouze mezi rostlinami Col0 a exo70B1
aexo70B1 a nprl (metoda ANOVA s HSD Tukey testem, p<0,05), coz je ponékud
zvlastni, nebot’ trend rychlejsiho vysuSovani je viditelny u vSech dvojitych mutanta, kdy
jedna z mutaci je exo70B1, ackoliv tento trend je u téchto mutant mirné zeslaben. To
znamena, ze bud’ mutace nprl a sid2 oslabuji fenotypovy projev exo70B1 (navrzeno
v Kulich et al., 2013) nebo zde, kviili nahodé¢, lezi primér rychlosti mutantti exo70B1
blize ke vzdalen¢jSimu okraji ptirozen¢ho vyskytu a naopak rostliny Col0O lezi na druhé
stran€, coz zesiluje statistickou signifikanci mezi témito dvéma skupinami a ve
skute¢nosti by mohlo jit o pouhou ndhodu. Pokud porovnavame 9 skupin a u kazdé
skupiny je 5% Sance falesné pozitivniho vysledku, tak v kone¢ném souctu to znamena,

ze Sance alespon jednoho fale$n¢ pozitivniho vysledku je vyssi nez 30%. Nicméné pro
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to, ze ex070B1 mutant ma mirné zrychlené vysychani za podminek nami pouzitych
hovoti i fakt, ze pokud se vSechny exo70B1 mutantni rostliny (tedy i dvojiti mutanti)
daji do jedné skupiny a vSechny exo70B1 nemutantni rostliny do druhé, tak se
statistickd vyznamnost rozdilu mezi skupinami vyznamné posili (parovy t-test,
p<0,001).

Nicméné¢ je otazkou, zdali ndmi pozorované rychlejsi vysychani ma jakykoliv
fyziologicky vyznamny efekt. Ztrata vody vyssi 0 2,71 % pocate¢ni hmotnosti za
1 hodinu vysouseni je natolik marginalni, ze aby to zptsobilo vyznamné;si pokles
fitness, musela by byt rostlina ex070B1 umisténa do extrémnich podminek (Flexas
a Medrano, 2002), kde by mnohem horsi efekt na fitness méla jeji porucha
Vv autofagické draze a porucha akumulace antokyant. Co déle stoji za pozornost u nasich
dat je to, ze vSechny ex070B1 mutantni rostliny mély vice nez dvojnasobnou
statistickou odchylku oproti rostlindm ex070B1 nemutantnim, coz nasvédcuje tomu, ze
mutant exo70B1 ma vyrazné vyssi variabilitu mezi jednotlivymi rostlinami nez ColO0.

Néami zmétenymi daty vSak vyvstala otdzka, proc se tyto data 1i8i od dat namétenych
pted ¢tyimi lety (obr. 10). Z té€chto starSich dat vyplyvalo, Ze rostlina exo70B1 naopak
ztraci vodu pomaleji, kdy ztrata vody rostlin Col0 ¢inila 9 % za 24 minut, kdeZto ztrata
hmotnosti rostlin exo70B1 byla pouze 7 %. Rostliny Col0 ale také tuto vodu ztraceji
mnohem rychleji (9 % za 24 minut u starych dat oproti 8,75 % za 60 minut u novych dat
u Col0 rostlin).

Na tuto otazku by mohly odpovédét kultivaéni podminky a podminky, za kterych byl
vysouseci pokus vykonavan, nebot’ ty mohou pokus velmi ovlivnit (Yordanov et al.,
2000). Rostliny sice rostly ve stejné kultivaéni mistnosti pod stejnym typem osvétlent,
avSak rostliny pouzité pro méfeni v roce 2012 rostly na policich s nedetekovatelnou
rychlosti vétru (pod 0,05 m/s) a nové rostliny rostly za rychlosti vétru az 0,1 m/s. Navic
je mozné, ze tyto rostliny meély jiny rezim zalévani, ackoliv toto se zpétné neda nijak
potvrdit. Také podminky, za kterych byl provadén pokus, se mirné€ liSily. Stara data byla
meéfena v mistnosti, kterd méla okna sméfujici na vychod a jih a pokus byl provadén
v dopolednich hodinach (zda v tu dobu svitilo slunce, uz bohuzel neni znamo). Nova
data byla naméfena v mistnosti s okny sméfujicimi na zdpad a pokus byl provadén mezi
9. — 10. hodinou (bohuzel opét neni znamo, jestli svitilo slunce). Da se tedy
predpokladat, Ze pfi naSem méfeni svitilo na rostliny méné svétla, které by mohlo

interferovat se zaviranim praduchi.
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Jako zavér k témto datim bych tedy poznamenal, Ze se nedad obecné fici, ze mutant
ex070B1 ztraci rychleji nebo pomaleji vodu nezli nemutantni Col0, ale Ze je mutant
mnohem vice zavisly na podminkach, za kterych je kultivovan. Tomuto by
nasvéd¢ovala i data z publikovanych ¢lanku, kdy Kulich et al. (2013) nachazi takika
dvojnéasobné zvySenou koncentraci ABA v listech, av§ak Hong et al. (2016) Zadnou
zvySenou koncentraci ABA nedetekuje. Rostliny pouzité v Hong et al. (2016) vSak byly
uz od pohledu kultivovany v jinych podminkach, byt rostly ve stejném rezimu dne
a v obdobnych svételnych intenzitach. Bohuzel neni zvykem v ¢lancich zmifiovat
rychlost vétru, relativni vlhkost vzduchu a svételné spektrum nebo alespon typ svétla,
které bylo pouzito, a proto lze jen velmi t€Zce porovnat kultivaéni podminky mezi
jednotlivymi publikacemi. Stejné€ tak bylo pozorovano, Ze fenotyp nekrotickych 1ézi

v ex070B1 je ¢aste¢né zachraiiovan vyssi svételnou intenzitou (Kulich et al., 2013).

9.2 Priduchovy vzor

Hustota praducht rostoucich v kultivaéni mistnosti na spodnim patie byla mezi
jednotlivymi mutanty stejna (rsp. statisticky vyznamné se neodliSovala jedna od druhé).
Avsak odlisna byla hustota dvojitych mutant exo70B1/sid2 kultivovanych
v klimaboxu, ktefi méli mnohem vyssi hustotu priduchti. To neni ptekvapivé, nebot’ pti
pokusu kultivovat rostliny za riznych kultiva¢nich podminek se ukazalo, Ze tento
mutant, pokud je kultivovan v klimaboxu, tak vykazuje trpasli¢i vzrist, kdy dosahuje
V priméru pouze Sestinového vzristu oproti Col0 kultivované za stejnych podminek.
Mutant sid2, ktery je v klimaboxu asi 0 25 % menSsi neZ Col0, vSak nevykazoval zadny
statisticky signifikantni rozdil v hustoté priiduchti. To je pravdépodobné dano velkou
variabilitou v hustoté praduchd, ktera zde byla pozorovana.

Co se vsak signifikantné 1iSilo mezi jednotlivymi mutanty, byla méfena vyska
pruduchi, kdy pokud rostliny rostly v kultivacni mistnosti na spodnim patie, tak zde
byla vyska praduchi u rostlin mutovanych v genu Exo70B1 vétsi nez u rostlin v tomto
genu nemutovanych a naopak, pokud rostliny rostly v klimaboxu, tak byla vySka
pruduchtt mutantii ex070B1 mensi nez u rostlin Col0. Velmi zajimavé také je, ze Col0
pestované v na obou stanoviStich nemaji mezi sebou Zadny statisticky vyznamny rozdil,
kdezto rostliny exo70B1 a jejich dvojiti mutanti mezi sebou tento rozdil statisticky
signifikantni maji. Tyto data opét potvrzuji teorii, Ze mutant €xo70B1 je extrémné

citlivy na prostiedi, ve kterém roste. Je tedy mozné, ze pokud se mutant exo70B1
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neucastni piimo tvorby priduchového vzoru, tak ma v zavislosti na prostfedi posunutou

bilanci uhliku, ktera vede ke zméné priiduchového vzoru (Santricek et al., 2014).

9.3 Synergismus mutaci exo70B1 a sid2

Kdyz se zacalo s kultivaci mutantli na riznych stanovistich a méfila se jejich listova
plocha, ukazalo se, ze Ctyitydenni rostliny, které rostly na obou stanovistich, mezi sebou
V ramci stanovisté nemaji zadny vyznamny rozdil. To vSak neplatilo u rostlin
péstovanych v klimaboxu, kde se projevil zahadny fenotyp u mutanta sid2, ktery
dortstal 0 25 % mensi listové plochy nez nemutantni ekotyp Col0 a jeste silnéji trpaslici
vzrust dvojitého mutanta exo70B1/sid2, ktery dosahoval vzristu mensiho nez 25 %
Col0. Tyto rostliny vypadaly velmi vystresované a nebyly schopny produkovat
zivotaschopna semena. V tomto klimaboxu vsak byly mirn¢ stresovany vSechny
rostliny. Pravdépodobnou pfi¢inou je porucha membrany, kterd umoziuje kontrolovat
vlhkost vzduchu v klimaboxu, v jejimz dasledku je zde stejna vlhkost vzduchu jako
Vv okolni mistnosti. Pro kontrolu, zda je u téchto mutantd problémem vysoka ozafenost,
vysoka rychlost vétru nebo nizka relativni vlhkost vzduchu bylo vyzkouseno je
vypéstovat ve sklenicku pod svétlem o intenzitd 750 pmol.s™.m?FAR. V téchto
podminkach mél mutant exo70B1/sid2 opét problémy a doristal pouze malych velikosti.
Timto se nam podafilo zjistit, Ze problémem je tedy vysoka ozafenost. Stres z vysoké
ozafenosti vede k oxidativnimu stresu (Mittler, 2002). To se potvrdilo v okamziku, kdy
jsme listy rostlin péstovanych v klimaboxu obarvili pomoci DAB pro detekci ROS.
Bylo zde jasné vidét, ze dvojity mutant exo70B1/sid2 je pod velkym oxidativnim
stresem. Pod oxidativnim stresem se nachazel i mutant sid2, av§ak ne pod tak vysokym
(obr. 17). Pokud jsme nasledn¢ indukovali tento stres vyloZenim listd na pfimé poledni
slunce, tak se ukazalo, ze sid2 i dvojity mutant exo70B1/sid2 byly pod podobnym
mnoZzstvim stresu, ktery byl mnohem vyssi nez u Col0. Tento vysledek naznacoval, Ze
mnozstvi ROS vznikajici pod vysokym ozafenim je u obou sid2 mutantt stejné, ale
dvojity mutant exo70B1/sid2 ma pravdépodobné problém s jejich zpracovavanim, coz je
ve své podstaté pro rostlinu srovnatelné velky problém, jako samostatna nadprodukce
ROS (Apel a Hirt, 2004).

To se potvrdilo pfi pohledu na mikroskopické snimky rostlin péstovanych
Vv klimaboxu, obarvenych DAB. Zde bylo jasn¢ vidét, Ze ROS se vyskytuji zejména
v malych vackovitych strukturach o velikosti kolem 1 um. V ptipadé Col0 a mutantu

sid2 vSak dochazelo k agregaci téchto struktur do prstencovitych struktur podobnych
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autofagozoémuim, kdezto v mutantech exo70B1 k jejich hromadéni a spojovani

Vv hroznovité shluky (obr. 18). To by ukazovalo na to, ze autofagicka draha, ktera je
porusena v mutantech exo70B1 je nutna pro zvladani zvySeného oxidativniho stresu
bunky. Diilezita role autofagie ve zvladani oxidacnich stresii je znama jiz delsi dobu,
a to zejména z zivo€isnych bunék (Kiffin et al., 2006).

Na otazku, pro¢ v sid2 mutantech dochazi k zvysenému vyskytu ROS po ozateni,
byly na rostliny pted barvenim DAB aplikovany SHAM, coz je inhibitor alternativni
oxidazy a KCN, coz je inhibitor dychaciho fetézce. Vysledky z tohoto barveni ukazaly,
vyrazny vyskyt ROS ve vSech rostlinach po aplikaci SHAM a vysokého ozateni.
Aplikace KCN a vysokého ozafeni zvysila vyskyt ROS pouze u mutantd sid2
a exo70B1/sid2. Toto zvyseni bylo pouze mirné a bylo by téeba pokus zopakovat
S vy$§im ozafenim, avSak zda se, Ze mutant sid2 ma snizenou kapacitu alternativni
oxidazy. Kapacita alternativni oxidazy je pravdépodobné snizena z toho diivodu, ze
salicylova kyselina je klicovym induktorem tvorby proteinu AOX1 (Rhoads
a Mclntosh, 1992; Kapulnik, et al. 1992). Pro nizkou kapacitu alternativni oxidazy
sveédci také fakt, ze bylo jiz diive pozorovéno, Ze pfi inhibici alternativni oxidazy se
vétsina ROS tvofi nikoliv v chloroplastech, ale v mitochondriich (Popov et al., 1997),
coz by odpovidalo naS§emu pozorovani. Prezentované dikazy jsou nicméné nepiimé
a pro podani pfesvédcivého dikazu o snizeni kapacity alternativni drahy by bylo tieba
pouzit méfeni respirace a piijmu kysliku v pfitomnosti KCN (Laties, 1982).

V kazdém ptipadé vSak lze fici, Ze trpasli¢i fenotyp pozorovany u dvojitého mutantu
ex070B1/sid2 s nejvyssi pravdépodobnosti souvisi se dvéma ne zcela piibuznymi jevy,
kdy mutant sid2 se vyznacuje vyssi tvorbou ROS za zvySeného osvétleni,
pravdépodobné kvili slabé exprimovanému AOX1, a mutant exo70B1, kvili své poruse

autofagie, neni schopen se vypotadat s vysokym oxidativnim stresem.

9.4 Dynamika praduchi

Pii méfeni dynamiky praduchi oteviranych svétlem se ukézalo, Ze vSechny mutanty
ex070B1 péstované pod mirnym osvétlenim maji zpomalené otevirani priduchi oproti
Col0. Na toto zpomaleni neméla vliv mutace nprl, sid2 ani ostl. Tento vysledek
naznacuje, ze kyselina salicylovd nema vitbec Zadny vliv na ovlivnéni priiduchové
dynamiky u mutant exo70B1. Bylo by vSak tfeba zopakovat tyto pokusy a u pokusnych
rostlin vZdy analyzovat mnoZstvi fytohormonti, nebot’ je pravdépodobné, Ze v mnou

méfenych rostlinach nebyla kyselina salicylova akumulovana, jinak by byl jeji vliv na
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priduchovou dynamiku bezpochyby vidét (Podr et al., 2011). Mnou naméfené hodnoty
se shoduji s hodnotami publikovanymi v Hong et al. (2016).

9.5 Kolokalizace EXO70B1 a RIN4 ve svéracich bunikach

Protein RFP-EXO70BL1 se v otevienych pradusich na po¢atku pozorovani nachazel
zejména v cytoplazmé se slabou cytoplazmatickou lokalizaci, kdezto ve vSech okolnich
epidermalnich bunkéch byla jeho lokalizace pouze membranova. Je otazka, zda je tato
cytoplazmaticka lokalizace ptirozena nebo se zde RFP-EXO70 nachazi v disledku
pfeexprimovani pod ubikvitinovym promotorem, nebot’ v Hong et al. (2016) pfi
tranzientni expresi RFP-EXO70 ve Vicia faba byl signal cytoplazmaticky pouze
Caste¢né a vétSina se vyskytovala na membrang.

Po zavieni priduchu doslo k posunu ¢erveného signalu EXO70-RFP do
organizovangjsich struktur uvniti cytoplasmy a do jadra, coz bylo zcela v souladu s daty
z Hong et al. (2016).

GFP-RIN4 se v otevienych pridusich nachézel takika vyhradné v cytoplazmatické
membranég a v uzavienych pridusich se signal siln€ internalizoval do struktur

Vv cytoplazmé. Pohyb RIN4 ve svéracich buitkach béhem stomatalnich pohybt jesté
nebyl nikdy publikovén, avSak vzhledem k tomu, ze se jedna o interaktor AHA1

a AHAZ2 (Liu et al., 2009), tak jeho internalizace do cytoplazmy v prubéhu zavirani neni
prekvapujici.

Pozorovat kolokalizaci RIN4 a EXO70BL1 je z nasich snimkti obtizné a pro ptesné

urceni, zda k ni dochézi, bude tfeba kvalitnéjsich snimkt ve vyssim rozliseni.
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10 SOUHRN

1. - Podaftilo se nam ukazat, Ze i jiz dobfe analyzovany mutant rostliny Arabidopsis
thaliana jako je sid2, pokud je kultivovany za nestandartnich podminek, mtze vykazat
neocekavany a do této doby nepozorovany trpasli¢i fenotyp pii vysokém osvétleni
zpuisobeny zvySenou tvorbou ROS.

Tato zvysena tvorba ROS je pravdépodobné zplisobena nizsi kapacitou drahy

alternativni oxidazy v mitochondriich.

2. - Tento trpasli¢i fenotyp byl vyrazné zesilen pfi zakiizeni s mutaci exo70B1, ktera

zpusobuje zpomalené odbouravani téchto ROS vlivem poruchy autofagické drahy.

3. - Nepodafilo se nam uréit jednoznaény vliv mutace exo70B1 na odpar z listu
rostliny, nebot’ se ukazalo, Ze fenotypovy projev mutanta exo70B1 je extrémné zavisly
na kultivaénich podminkach. Podafilo se nam vsak urcit zpomalené otevirani priducht

vlivem svétla u mutanta exo70B1. Stejny jev byl v tomto roce publikovan (Hong et al.,
2016).

4. - Nepodarilo se nam ukazat jakykoliv fenotypovy projev u mutantti exo70E1,
exo70E2 a ani jejich dvojitého mutanta. To nasvédcuje tomu, Ze ackoliv se ve svéracich
buiikach exprimuji EXO70E1 1 EXO70E2 silné¢, jejich funkce bude pravdépodobné
redundantni s jinou EXO70.

5. - Provedli jsme vizualizaci proteini RFP-EXO70 a GFP-RIN4 ve svéracich

bunkach a urcili jsme jejich lokalizaci v pribéhu zavirani priduchu. Podle pfedbéznych

vysledkt je mozné, ze zde dochazi ke kolokalizaci.
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