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ABSTRAKT

Komplex exocyst je osmi-proteinovy komplex znamy téz jako Sec6/8 a jeho kompozice je evolucné
vysoce konzervovana napii¢ organismy. Tento komplex se ucastni vackového transportu jakoZzto
soucast poutaciho mechanismu na specifické misto plazmatické membrany. V genomu Arabidopsis
thaliana se jeho podjednotka EXO70 vyskytuje ve 23 kopiich tohoto genu. V praci byly studované
paralogy EXO70H7 a EXO70HS, u kterych podle dosud dostupnych informacich vzniklo podezieni
na dulezitost ve vyvoji kofene. U rostlin mutantnich v téchto genech se béhem prace nepodatilo
identifikovat Zadny vyrazny fenotypovy projev. Pomoci experiment za stresovych podminek byly
testovany dalsi projevy mutaci v téchto genech. VétSina téchto experimentt neidentifikovala zadné
odchylky. Pouze pfi kliceni semen za stresovych podminek bylo zjisténo, ze dochazi k signifikantné
horsimu kli¢eni mutantnich semen exo70H7 na médiich obsahujicich sorbitol, coz poukazuje na
horsi obranu proti osmotickému stresu. Signifikantni zhorSeni v kliceni semen exo70HS8 na médiu
s nadbytkem NaCl naznaCuje vétsi nachylnost k nadbyteénému piijmu iontl sodiku. Analyza
bunécné lokalizace pomoci vytvofenych konstrukti s GFP pfinesla poznani lokalizace téchto
proteini. EXO70H7 se lokalizuje v cytoplazmé a v jadie s negativné kontrastnim jadérkem a
lokalizace EXO70H8 byla nalezena v cytoplazmé s negativnimi télisky bez signdlu. Ziskana data

vytvareji nové pole pro dalsi vyzkum, ktery upiesni roli téchto podjednotek.
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ABSTRACT

Complex Exocyst consists of eight proteins and it is known as a Sec6/8. Its composition is
evolutionarily highly conserved amongst all the species. This complex is involved in vesicle
trafficking as a part of attaching mechanism to a specific place on the plasma membrane. EXO70
subunit has been found in 23 copies in Arabidopsis thaliana genome. In this study we have been
examine paraloges EXO70H7 and EXO70HS8. There have been suggestions that these genes are
important in development of roots according to the previous studies. We have not been able to
identify any significant phenotype within the mutant plants in these genes. There has been studied
other mutant appearance during the stress experiments. Most of these experiments did not identify
any divergence. Only experiments with germination during stress conditions revealed significantly
worse germination of exo70H7 mutant seeds on the medium containing sorbitol. This suggests that
mutant seeds have a worse protection against osmotic stress. Significantly worse germination of
exo70HS8 seeds on the medium with excess NaCl indicates that these seeds incriminate to higher
absorption of sodium ions. Analysis of the cell localization of GFP constructs brought knowledge of
appearance EXO70H7 and EXO70HS8 proteins. EXO70H7 locates in the cytoplasm and in the cell
nucleus with the negatively contrasting nucleolus. EXO70H8 has been found in the cytoplasm with
the negatively contrasting bodies without signal. Gained information are creating new field for
further research, which will specify the role of these subunits.
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1 Uvop

Kofen je prvnim orgénem rostlin, ktery citi nerovnovahu zivin v pidé a nadbytek riznych
toxickych latek. Jelikoz je rostlina pfisedlym organismem, neni schopna odpovédét na tyto
nebezpecné podminky ut€ékem jako naptiklad zivocichové. Kofen si tak béhem evoluce musel
vyvinout obranu proti pfijmu nadbyte¢nych latek ze svého okoli, a to jak mechanickou obranu
pomoci riznych nepropustnych bariér, tak i aktivni, kdy za pomoci svého rlstu unikd do mist
s niz§im stresem. Zkoumani téchto mechanismi je dilezitym krokem pro vylepSeni zemédelské
produkce. V dnesnim svété je velké mnozstvi zemédélskych piid vystaveno nadmérnému zasolent,
vyskytu tézkych kovl, nedostatku mineralnich latek a v neposledni fadé nadmérnému suchu.
Poznéni obrannych mechanismti kotene tak miize pomoct se §lechténim odolnéjsich odrid plodin ¢i
jiné prospésné ipraveé zeminy, ktera by mohla snizit toxicky vliv téchto strest.

Pfi obrané proti stresim je pro rostlinu nepostradatelny transport materidlu v bufice na
plazmatickou membranu. V tomto procesu hraje nezastupitelnou roli komplex exocyst, ktery se
skladd zmnoha podjednotek, mj. paralogh EXO70. Tyto proteiny byly jiz v ptfedchozich
publikacich spojovany s obranou rostlin pfed riznymi stresy, a tak pro tuto diplomovou praci byly
vybrany geny EXO70H7 a EXO70HS. Jejich exprese ukazuje na moznou funkci téchto proteind
v tvorbé mechanickych obrannych struktur v kofeni a tato prace se pokusila tento ptedpoklad

potvrdit ¢i vyvratit.

CILE PRACE

e Analyza fenotypu mutace v genech EXO70H7 a EXO70HS.

e Vytvoreni rostliny s dvojitou mutaci exo70H7-exo70HS.

e Vytvoreni konstrukt s GFP pro studium lokalizace proteint EXO70H7 a EXO70HS.

e Pozorovani kofent rostlin s mutacemi v genech EXO70H7 a EXO70HS a rostlin divokého
typu za rtiznych stresovych podminek a najit ptipadné odchylky.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Vyvoj korene v pritomnosti stresovych faktori

Rostliny jsou sesilni organismy neustale vystavované piisobeni vnéjsich faktort, kterym nejsou
schopny uniknout svym fyzickym piemisténim jako ZivoCichové. Musely tedy evolu¢né vyvinout
jiné mechanismy, jakymi se mohou pfizpisobovat okolnim podminkam a nepfiznivym vlivim
ruznorodych stresovych faktorti (Bradshaw and Hardwick, 1989; Esmon et al., 2004; Weiner,
2004). Nedostatek zivin v pidé nebo naopak nadbytek rGznych latek (mnohdy az toxické
koncentrace) zasahuje na prvnim misté kotfeny a ty se musi aktuadlnimu sloZeni pudy ptizplsobit.
Mezi typickéd ptizplsobeni patii napt. zvySeni rustu kofenli pro lepsi zisk&vani Zivin, ptfirozend
tvorba difuznich bariér zamezujicich pfijmu toxickych latek, zmény hladiny fytohormoni a zmény
v expresi genll pravé v reakci na zmény okoli (Bradshaw and Hardwick, 1989; Julkowska et al.,
2017; Naseer et al., 2012; Pacifici et al., 2015).

2.1.1 Ochranné vrstvy koiene podle Nawrath et al., 2013

Difuzni bariéra primarniho kotfene modelové rostliny Arabidopsis thaliana (déale jen
Arabidopsis) je tvofena néekolika vrstvami, které se skladaji z rGznych typt bunck. Epidermis
vytvari vné€jsi ochrannou vrstvou buné¢k (zvana téz rhizodermis). Primarni ktira (tzv. kortex) vytvaii
z6nu bunck mezi epidermis a endodermis, ktera ochranuje sttedni valec kofene, jez obsahuje vodiva
pletiva. Periderm (t€Z druhotna ktira) u starSich kotent, které jiz prosly sekundarnim tloustnutim,
nahrazuje epidermis a endodermis. U vétSiny rostlin se pod epidermis nachazi vrstva bunék zvana
exodermis. V této vrstvé dochazi k znacné suberinizaci a lignifikaci, kterda vytvari impregnujici
strukturu podobnou Caspariho prouzku (viz dale). Ale jak popsal Wilson a Peterson (1983),

u rostliny Arabidopsis se exodermis nenachazi.

Na kofenové Cepicce se vyskytuje vrstva
kratce zijicich, avSak neustile se vytvaijicich
novych bunék bunék, které se z kofenové Spicky

postupné odlupuji, jak se kotfen rostliny prodira

substratem, a ochraiuji tak apikalni meristém.
Kofenova ¢epicka navic produkuje vrstvu slizu,

ktery ochrafiuje nejen ji, ale i za ni rostouci

epidermalni  bunky.  V kofenové epidermis
Arabidopsis se stiidaji kratké oblasti obsahujici
bézné epidermalni bunky s oblastmi bunck

kotenovych vlaskt, tzv. trichoblasty (Dolan et

al., 1994). Vznik kofenovych vlaskd je rychly

proces premény bunék meristému, kdy nov€ Qprizek. 1: Schéma horizontalniho priifezu
vzniklé kofenové vidsky okam#ité zatinaji plnit koFenem. (1) kofenové epidermis (rhizodermis). (2)
primarni kira (kortex). (3) buiikka endodermis. (4)

svou ulohu pifijmu Zzivin. Jelikoz je epidermis Caspariho prouzek. (5) stiedni valec.



hlavnim mistem pfijmu solutdi z pidy, tak neni mozné, aby byla potazena ochrannou nepropustnou
vrstvou ¢i méla silné hydrofobni modifikace bunééné stény jako ma naptiklad stonek (Wilson and
Peterson, 1983), a proto je endodermis pln¢€ propustna nejen pro chténé ziviny, ale i pro skodlivé
latky. Teprve az na Grovni bunééné vrsty endodermis je dosaZeno rovnovahy mezi pfijmem Zzivin
z okolni pudy, ochranou pted patogeny ¢i piijmem toxickych iontl a latek. Zde dochazi k utésnéni
extracelularniho prostfedi bunééné stény mezi bunikami pomoci Caspariho prouzku, ktery byl
pojmenovan po svém objeviteli, némeckém botanikovi Robertu Caspary (Caspary R., 1865).
Caspariho prouzek vznika depozici ligninu a suberinu na transverzalni strané bunécné stény
endodermalnich. Navic plazmatickd membrana bunck tésné¢ ulpiva na Caspariho prouzku a
potlacuje tak lateralni difuzi proteinti v rdmci plazmatické membrany (Karahara and Shibaoka,
1992). Obdobné slouzi proteinovy komplex tzv. tight junction u zivocCichu, ktery také utésnuje
mezibunéény prostor a zabrafiuje tak tniku solutd a vody mezi bunkami (Esau, 1960). To vse
vytvari bariéru, ktera uzavira extracelularni prostor bunéénych stén (tzv. apoplast) a zamezuje
volnému proudéni vody a solutd z primarni kiiry kotene do stfedniho valce. Veskera voda se soluty
je tak nucena projit transportem skrze plazmatickou membranu a dochazi tedy k selektivité diky
prostupu do cytoplazmy bunék (symplastu) (viz obr. 1).

2.1.2 Zény koiene podle Takatsuka and Umeda, 2014 a Verbelen et al., 2006
U kotene Arabidopsis mizeme odliSit pét

zietelnych zon od kofenové Spicky az po hypokotyl:

zbna meristématicka, prechodova zoéna, elongacni 9
zona, zona kofenového vlaSeni a zona plné 8
diferencovanych pletiv (viz obr. 2). V kazdé z6n€ maji

buniky svou specifickou aktivitu a anatomii.

Kofen ma neukonceny riist a tato jeho vlastnost = 7
zacina v apikalnim meristému, jenZ je zénou aktivniho 6
bunécného déleni. Jak jiz bylo zminéno vySe, tento
meristém je ochrafiovan kofenovou cEepickou.

Multipotentni kmenové buiiky tohoto meristému jsou
malé a bohaté na cytoplazmu a obklopuji klidové 5
centrum (seskupeni téméf se nedelicich bunék A

produkujicich fytohormony), které udrzuje jejich
nediferencovany stav. Spolec¢né tak tyto multipotentni pg
bunky a bunky klidového centra vytvafeji niku 2

kmenovych bunck, které asymetrickym délenim 1

produkuji dcefiné bunky. Ty se akumuluji v podélném Obrizek 2: Schéma koene. (1) Kofenové
sméru a dale se deli. Cepicka. (2) Klidové centrum. (3) Kmenové
bunky. [4] Zona meristématicka. [5] Zona
prechodova. [6] Elongacni zoéna. (7)
vyskytuje zona piechodnd, kde dochazi k pomalému Kofenovy vlasek. (8) Zoéna kofenového

vlaSeni. [9] Zoéna pIné€ diferencovanych pletiv.

U Arabidopsis se nad meristématickou zdénou



rustu bunék jak do délky, tak i do Sitky. Je tak piechodem od dé€leni bun¢k k jejich dlouzivému
rustu. Zde jsou jadra umisténa ve stiedu bun¢k (podobné jako v meristématické zon¢), buniky maji
malé vakuoly a jejich tvar je pfiblizn¢ izodiametricky.

Jak jiz nazev napovida velongacni z6né€ kofene buiiky prochazeji velmi rychlym
prodluzovanim a to bez nardstu do Sitky. Tvar bun¢k v této zoné je tim padem znacné protahly.
Také se zde formuje velka centralni vakuola, kterd vytésiiuje jadro k plazmatické membranég. V této
z6n¢ dochazi i k tvorbe kotfenovych vlaski.

V z6né kotenového vlaseni se postupné zpomaluje prodluzovani bunék a buiitky tak dosahuji
své dospélé délky. Nazev je odvozen od velmi aktivniho rustu $picek kofenovych vlaskl a jejich
hojného vyskytu.

Zbytek kotene je tvofen jiz buitkami v plné diferencovanych trvalych pletivech. A pravé zde

dochazi k zakladani a rastu postrannich kotentl, jez vznikaji z pericyklu.

2.2 Vliv vybranych stresovych faktori na vyvoj korene

2.2.1 Vliv solného stresu na vyvoj korene

Stl je jednim z Castych stresorti potkavajici rostliny, at’ uz se jedna o pfirodni vyskyt ¢i umelé
zasoleni zplisobené antropogenni ¢innosti. Rozkladem mate¢nich hornin dochazi k uvoliiovani soli
do ptdy. Nejintenzivnéji takto vznikd dobie rozpustny chlorid sodny (déle jen stl). Dalsi pric¢inou
nepfirozené¢ zasolovani pudy stadle se rozSifujicim modernim zemédélstvim. Sil se koncentruje
v kofenové zoné pady a vytvarfi tak intenzivni stres na vyvoj kofene rostlin a jakozto jeden z nejvice
devastujicich abiotickych stresti vyznamné snizuje produkci rostlin (Galvan-Ampudia et al., 2013;
Munns and Tester, 2008). Sul se tak stava jednou z vyznamnych stresovych podminek prostiedi,
které maji velky dopad na zemé&dé€lstvi a je nezbytné se této problematice vice vénovat. Vysoky
obsah soli v pud¢ typicky naruSuje rust a vyvoj rostlin snizenim vodniho potencialu a tim zhorSenim
pfijmu vody a zivin z pudy. Stl plisobi i stres iontovy, kdy dochazi ke zvySené akumulaci iontti az
na toxickou uroven. Nékteré rostliny si béhem evoluce vyvinuly obranné mechanismy a staly se tak
tolerantni na zasoleni (tzv. halofyty). OvSem to neplati pro modelovy organismus Arabidopsis
pouzity v této praci, ktery je rostlinou silné senzitivni na nadbytek soli v pudé (tzv. glykofyt)
(Munns, 2002; Munns and Tester, 2008; Zolla et al., 2010).

Solny stres ma dvé slozky: osmotickou (zvySené mnozstvi iontl v pidé vytahuje vodu ven
z kotene) a iontovou (nadbytek iontli vné€ rostliny a po jejich pfijmu i uvnitf mize byt pro rostlinu
toxicky). Osmoticky stres okamzité¢ zpomaluje rust bunék kofenové Spicky a téz i mladych listd
rostliny, zaroven v odpovédi na n€j dochazi k uzavteni priiduchti. Proti iontovému stresu se rostliny
brani tim, ze zamezuji ptijmu nadbytku sodnych ionti a to aktivnim pumpovanim téchto iontil ven
z bun¢k kotene. VéEtSina sodnych iontd, které vstoupi do bunky na vnéjsi strané kotene je aktivné
pumpovéano ven Na'/H' antiportérem na plazmatické membrang. lonty, které i piesto zlistanou
v kofeni, jsou zcytoplazmy sekretovany do vakuol nebo transportovany do stonkd a listl, kde
nadale dochazi k jejich kompartmentalizaci a tim snizeni jejich toxicity v cytoplazmé (Munns and



Tester, 2008). Zakladnimi odpovéd'mi rostliny na zasoleni pudy jsou tedy regulace osmotické
rovnovahy (mj. akumulace cukrii v cytoplazmé) a transport iontl at’ uz do vakuol ¢i starych listl
(Munns and Tester, 2008), ale také prizptisobeni architektury kofenové systému hraje dulezitou roli.

Kofenovy systém se méni po vystaveni rostliny solnému stresu a mj. dochazi k inhibici
gravitropického rustu kofene redukci gravitacni odpovédi. Predpokladalo se, ze k naruseni
gravitropismu dochézi kviili rychlé degradaci amyloplasti v kofenové Cepicce Arabidopsis. Coz by
podporovala hypotéza, kterou vyslovil Sack (1991) o usedani skrobovych zrn v kofenové Cepicce,
jenz slouzi jako pfijimace gravitacniho signalu kofene. OvSem bylo zjiSténo, ze pficinou rychlé
degradace Skrobl v kofenové Cepicce pii vystaveni solnému stresu je nejspiS snaha o udrZeni
osmotické stability a tim zachovani dostateného mnozstvi vody v buiikdch kotfenové Cepicky (Sun
et al., 2008).

Césteéné potladeny gravitropismus v zasoleném prostiedi byl popséan i jako novy druh tropismu
tzv. halotropismus. Kofeny tak rostou mimo osu gravitace a vyhybaji se tim mistu s vysokou
koncentraci soli. Smér tohoto riistu je dan redistribuci auxinu v kofenové Spicce, ktera je brzkou
odpovédi na nerovnovahu sodnych ionti v ptidé. Z toho vyplyva, Ze se jedna o reakci na iontovy
stres a ne na osmoticky (Galvan-Ampudia et al., 2013). Tato rychla odpovéd’ zahrnuje signalni
drahu nazyvanou ,,salt overly sensitive popsanou na takto pojmenované mutantni rostliné (Sun et
al., 2008).

Navic je rlst primarniho kotfene ovlivnén jesté redukci poctu bunék kofenového meristému
za solného stresu. Sil zvySuje akumulaci oxidu dusnatého, dilezité signalni molekuly, v kofenové
§picce a tim zde redukuje mnozstvi rostlinného hormonu auxinu. Auxin hraje dilezitou roli
v architektufe kofenového systému regulaci déleni bun€k, jejich ristu a diferenciace. A prave i
snizeni mnozstvi auxinu v kofenové Spicce kviili solnému stresu je jednou z pfic¢in vzniku kratkych
primarnich kotend (Liu et al., 2015). Skrze auxin dochazi i k dal§imu ptisobeni soli, kdy se béhem
silného solného stresu akumuluje v epidermis kofene v jeho elonga¢ni zo6né€, coz mize zplisobovat
redukci bunééného déleni a bunééné elongace. Nasledkem tak dochazi k zastaveni rdstu primarniho
kotene (Wang et al., 2009).

Solny stres ma vyrazny vliv na vyvoj kofenovych vlaskd, jelikoz jsou velmi citlivé
k inhibici nadbytkem iontl. Sl plsobi na anatomickou strukturu kofene a vyrazné tak snizuje
hustotu kotfenovych vlaskii. Jednou ztéchto anatomickych zmén je snizeni poctu bunék
(trichoblastli), z kterych se vyvijeji kofenové vlasky. Vznikd tim systematickd odpovéd, ktera
minimalizuje poskozeni rostliny nadchazejicim stresem. V tomto ptipadé se redukuje absorpéni
plocha a diky tomu se snizuje piijem nadbytecnych sodnych iontd (Wang et al., 2008).

Nadmérné zasoleni piidy ma vliv i na chovani postrannich kotfent, které se vyrazné odliSuje
podle intenzity tohoto stresu. Pii mirném solném stresu (konkrétné jeho iontové casti) dochazi
k morfogenni odpovédi zvySenym ristem postranich kotfent, jejich vétvenim a zvySeni jejich poctu.
U zasazenych rostlin se vyskytuje vice aktivnich primordii postrannich kotend kvutli soli vyvolané
akumulaci auxinu. Nahromadénim auxinu totiz nemize dojit k zamrznuti primordii ve stavu pied

vyvojem samotnych postrannich kotentl. Do této regulace je zapojena i ethylenova signélni dréha



s kyselinou abscisovou (Zolla et al., 2010). Naopak pfi silném solném stresu dochazi k redukci
poctu postrannich kofent, protoze vysoka salinita snizuje zaklddani postrannich kofent a jejich
samotnou organogenezi. Takové zakrnéni vyvoje postrannich kofenli je zplsobeno nejspise
redistribuci auxinu. Zajimavé je, Ze u jiz existujicich postrannich kofent stimuluje auxin pfi
vysokém solném stresu naopak jejich prodluzovani. Predpoklada se, ze podle tirovné sily solného
stresu jsou aktivovany odlisné signalni drahy (Wang et al., 2009).

Ve shrnuti: kofen, jakozto prvni rostlinny orgéan, ktery pociti vysokou salinitu pudy, vykazuje
vyraznou vyvojovou odpovéd v podobé zmény architektury kofenového systému. Solny stres
narusuje gravitropni smér ristu hlavniho kotfene (Galvan-Ampudia et al., 2013; Sun et al., 2008) a
jeho celkovy riist je zpomalen (Liu et al., 2015; Wang et al., 2009). Dochazi k negativni regulaci
formace kofenovych vlaskd, vznika tak kratsi a méné husté kotenové vlaseni (Wang et al., 2008).
V neposledni fad¢ vysledny vliv na vyvoj postrannich kofenidl urCuje mira koncentrace soli: nizka
uroven soli stimuluje tvorbu a rist postrannich kofend, kdezto vysoka inhibuje jejich tvorbu a to

oboje v zavislosti na auxinu (Wang et al., 2009; Zolla et al., 2010).

2.2.2 Vliv nadbytku ¢i nedostatku Zeleza v pidé na vyvoj koi‘ene

Zelezo je esencialni latkou pro rostliny, nezbytnou pro zikladni procesy jako je fotosyntéza,
respirace, metabolismus dusiku. Zelezo se v pidé vyskytuje ve dvou oxidativnich stavech Fe’* a
Fe*', kdy je pro né rozdilna mira absorpce a toxicity (oboje vyssi pro Fe*") (Becana et al., 1998;
Brumbarova et al., 2015; Fageria et al., 2008). Nadbytek Zeleza se vyskytuje v kyselé pudé s
nedostatkem kysliku (Becker and Asch, 2005). Naopak nedostatek zeleza je v zasaditych a
aerobnich pudach (Eroglu et al., 2016).

Nadbytek Zeleza blokuje rust primarniho kotfene zpomalenim déleni bunék a jejich rastu (Li et
al., 2015a, 2012). Navic inhibuje zakladani lateralnich kofent v nové narostlych kofenech, a tak
jsou tyto kofeny ochranény od toxicity nadbytku zeleza (L1 et al., 2015b; Reyt et al., 2015). Ale
u jiz existujicich proximalnich kofeni nema zelezo vyznamny vliv na formaci dal$ich postrannich
kofent, a tak zde dochazi k zachovani kotfenli nezbytnych pro piijem Zivin (Heil and Baldwin,
2002). Vice toxicka forma Zeleza Fe*™ se vykytuje v niz§i &asti pudy, kde je nizsi pH a méng
kysliku (Ratering and Schnell, 2000). Pravé vySe zminéna Gprava kofenového systému snizuje
nadbytecny piijem zeleza v nizSich vrstvach pidy a zamezuje tak jeho toxicité, ale zaroven
nedochazi k extrémnimu zamezeni ptijmu dalSich Zivin z hornich vrstev pudy (Heil and Baldwin,
2002). Podobné jako u soli, i zde dochazi tak k naruseni gravitropismu a ristu kofene smérem pry¢
od stresu nadbytkem Zzeleza. Vystaveni kofenové Spicky zelezu je nezbytnym spoustécem této
reakce (Li et al., 2015b; Zou et al., 2012).

Pii nedostatku Zeleza v pudé se rostliny snazi naopak zvétSit povrch plochy kotfenového
systému pro jeho pfijem. Niz$i mnozstvi zeleza spousti formaci zarodki kotfenovych vlaskd na
mistech, kde se trichoblasty normalné nevyskytuji. Tento proces hraje dilezitou roli v pfijmu Zeleza

zvySenim absorpéni plochy kofene (Li et al., 2016; Schmidt et al., 2000). Dochazi také



k prodlouzeni délky primarniho kofene a zvySeni poctu laterdlnich kofen pfi mirném stresu
nedostatkem zeleza, ale pii silném stradani z nedostatku Zeleza naopak pocet postrannich koient
ubyva (Gruber et al., 2013).

2.3 Uloha komplexu exocyst v kofeni p¥i stresovych podminkach

2.3.1 Komplex exocyst

Exocytoza je poslednim krokem v sekretorické draze bunky, kdy dochazi k transportu lipidd,
proteind a slozek bunéénych stén z Golgiho aparatu a dalSich bunéénych organel na plazmatickou
membranu a do apoplastu. Prave pii exocytoze dochazi k fuzi vacku s plazmatickou membranou a
uvolnéni prenasené¢ho ndkladu. V rostlinich je tak jednim z hlavnich mechanizmi bunécné
morfogeneze (Battey et al., 1999). Komplex exocyst, osmi-proteinovy komplex znamy téz jako
Sec6/8, se ucastni lokalizace vackd na specifické misto plazmatické membrany a usnadiiuje tak
pocatek exocytozy (Novick et al., 1980). Komplex exocyst byl jako prvni identifikovan
v kvasinkach (Novick et al., 1980) a nasledn¢ i u savct (Kee et al., 1997). V krytosemennych
rostlinach bylo nalezeno vSech osm podjednotek jako u kvasinek a savct, a to Sec3, SecS, Sec6,
Sec8, Secl0, Secl5, Exo70 a Exo84. Tyto podjednotky se vyskytuji v rostlinach v mnoha kopiich,
kdy u Arabidopsis podjednotky SEC6, SEC8 a SEC10 maji pouze jednu kopii, SEC3, SEC5 a
SECI15 dve kopie, EXO84 tfi a EXO70 ma 23 kopii (Cvrckova et al., 2012; Elias, 2003; Hala et al.,
2008). Avsak kompozice komplexu exocyst je evoluéné vysoce konzervovana napii¢ organismy
(Koumandou et al., 2007).

Exocytdéza je nedilnou soucasti tvorby bunééné stény a diky moznosti jeji polarizace mize
udavat i tvar sméru rustu buiiky. A to prave diky vyssi frekvenci dokovani vackl do jedné domény
na plazmatické membran¢€, kde je pozadovan rust. Takto sméfovana exocytdza se nazyva
polarizovand a ma vyzndm napt. pii ristu pylové lacky, kofenovych vlaskl (tzv. apikalni rist) a
b&hem cytokineze pro tvorbu bunééné desky (Cole et al., 2005; Synek et al., 2006; Wen et al., 2005;
Zarsky et al.,, 2009). Komplex exocyst se v buiikich nachazi v mistech aktivni exocytézy a
zvétSovani membrany, kde zprostfedkovava navazani (tethering) sekretovanych vackii na
plazmatickou membranu. Néslednou fizi membran pak zprostfedkovavaji proteiny SNARE
(soluble N-ethylmaleimide-senzitive factor attachment protein receptor).

Ze studii na kvasinkéch bylo zjisténo, Ze podjednotka EXO70 je nepostradatelna pro exocytozu
a komplex exocyst je reugulovan skrze tuto podjednotku pomoci malych GTPaz z rodiny Rho (He
et al.,, 2007; Wu and Guo, 2015; Wu et al., 2009). Vétsina podjednotek komplexu exocyst je
v kvasinkach navazana na vacek a interaguje s podjenotkami SEC3 a EXO70, které se lokalizuji na
plazmatické membrané. Jejich spojenim je vacek tzv. dokovan k plazmatické membrané a
naslednou fuzi vacku provadi SNARE proteiny a dokon¢i tak splynuti s membranou
(He et al., 2007).

Jak jiz bylo zminéno vySe podjednotka EXO70 se v genomech suchozemskych rostlin
vyskytuje obvykle v mnoha kopiich, napt. v genomu Arabidopsis se nachazi 23 kopii, u mechu

Physcomitrella patens 13 a u ryze (Oryza sativa) az 47 (Cvrckova et al., 2012). Vyvstava tedy



otazka, jestli jsou tyto kopie mezi sebou funkéne zastupitelné, ¢i maji rozdilné funkce. U nékterych
podjednotek jiz bylo zjiSténo, ze plné zastupitelné nejsou a jejich funkce je tedy alespon z Casti
unikatni. Napt. mutace exo7041 vykazuje polotrpasli¢i vzriist, poruchu polarniho rdstu a dalsi
fenotypové projevy, které naznacuji, ze bez proteinu EXO70A1 je viabilita rostliny vyrazng
zhorsena (Synek et al., 2006). Bylo také zjisténo, Ze podjednotka EXO70H4 je nezbytna pro
depozici kaldzy v trichomu Arabidopsis a neni mozné tuto jeji funkci komplementovat jinym
paralogem EXO70 (Kulich et al., 2015). Tato prace si klade za cil objevit pfipadnou uikantni roli
EXO70H7 a EXO70HS ve vyvoji rostliny Arabidopsis.

2.3.2 Proteiny EXO70 v obrané proti stresim

Vackovy transport hraje dulezitou roli v regulaci rostlinné odpovédi na rizné biotické a
abiotické stresy. Je dulezity pro transport materialu mezi bunécnymi kompartmenty a depozici ¢i
recyklaci proteinti na plazmatické membrané. Exocytdza ma tedy v tomto procesu nezastupitelné
misto (Mazel et al., 2004). Jak jiz bylo zminéno vyse, pro lokalizaci tohoto transportu jsou nezbytné
proteiny EXO70. Ovsem jejich role ve fyziologii stresu jesté neni pln¢ objasnéna a jsou znadmy
teprve jen nékteré jejich reakce na stresy v rostlinach.

U rostliny Arabidopsis byl prokazan vSeobecny trend ve zvySeni exprese geni EXO70 pfi
patogenni nakaze, abiotickém stresu a oSetfeni fytohormony, ¢imz se potvrzuje jejich
predpokladana dulezitd role v obran€ proti témto procesim (Chong et al., 2010). Podle genetické
studie Julkowska et al., 2016, je s toleranci zasoleni u Arabidopsis asociovany gen EXO70A2. Pii
stresové odpovédi na zasoleni jsou dulezité i podjednotky EXO70B1 a EXO70B2. Tyto dva
proteiny jsou cilem pro U-box E3 ligazy PUB18/PUB19 a PUB22/PUB23 (Seo et al., 2016).
Zminéné ligdzy jsou negativni regulatory stresové odpovédi na zasoleni a to regulaci otevirani a
zavirani pruduchid skrze kyselinu abscisovou (Cho et al., 2008). Jelikoz dané ligazy ubikvitinuji
podjenotky EXO70B1 a EXO70B2, stavaji se tak tyto proteiny pozitivnim regulatorem zavirani
praduchii (Seo et al., 2016). Role EXO70B1 v regulaci pruducht byla potvrzena i pii odpovédi na
osvétleni. Jeho inhibici dochazi k potlateni nadmérného otevirani priduchtt pomoci Rho-type
GTPazy 2. A tak je EXO70B1 dulezita v obrané pied nadbyteénymi ztratami vody z rostliny skrze
praduchy (Hong et al., 2016). V odpoveédi na environmentalni stresy byva casto zapojen i
autofagicky transport do vakuol. U rostlin s mutaci v genu EXO70B1 dochazi k redukci autofagie a
po osetfeni kyselinou salicylovou u nich doslo k hypersenzitivni odpovédi, ktera je Castou reakci na
bioticky stres (Kulich et al., 2013).

Bylo zjisténo, ze EXO70D1 v tabaku (Nicotiana benthamiana) se €astni odpovédi na zasoleni.
Pfi overexpresi genu tohoto proteinu dochazi k vyssi toleranci solného stresu a zvySené akumulaci
reaktivnich forem kysliku (,,reactive oxygen species* dale jen ROS) oproti rostlinam divokého typu.
Tvorba ROS je jednou z hlavnich odpovédi rostlin na abioticky stres. Pfi solném stresu je vytvafi
predevsim NADPH oxidéaza, jez se nachazi na plazmatické membrang, a tak se predpoklada, ze
EXO70D1 je zahrnuta do tvorby ROS touto oxidazou (Trinh et al., 2019).

Pii stresu tézkymi kovy dochazi téz k produkci ROS a i zde dochézi k regulaci gentt EXO70 a

tim alternaci produkce ROS. B&hem transkriptomalni analyzy ryze (Oryza sativa) bylo zjisténo, Ze
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nadbytek médi alteroval mj. uroven genli zahrnutych ve vackovém transportu a to predevsim geny
EXO70 (Lin et al., 2013). Studie byly provedeny i u hortenzie (Hydrangea villosa), kde dochazi ke
zvySeni exprese nekterych gent EXO70 pii teplotnim stresu i suchu a podobné je tak tomu i u
EXO70 gent pSenice (Zhao et al., 2019).

Z dosavadnich vysledkid se ukazuje nezastupitelna role proteini EXO70 v obrané¢ proti
abiotickym strestim a je nezbytné tomuto tématu vénovat dalsi Gsili ve studiu. A pravé proto se tato
diplomova prace vénuje studiu EXO70H7 a EXO70HS ve vyvoji kofene za stresovych podminek.

2.3.3 Podjednotka EXO70H7

Gen podjednotky exocystu EXO70H7 se nachazi u Arabidopsis na patém chromozomu a
obsahuje jeden intron (The Arabidopsis Information Resource. Locus: AT5G59730). Podle online
aplikace BioGRID vytvaii fyzickou interakci s proteiny TRS120 (podjednotka TRAPPII) a CLUB,
ktery je predpokladanym faktorem tetheringového proteinu TRAPPII (BioGRID3.5.187.
Arabidopsis thaliana (Columbia) EXO70H7).

V publikaci Li et al. (2010) byl potvrzen vyskyt proteinu EXO70H7 v rGznych pletivech
Arabidopsis pomoci metody polymerazové fetézové reakce v ¢ase (dale jen RT-PCR). Protein byl
detekovén v laterdlni kofenové Cepi€ce, epidermis, primarni kife, endodermis a stfedovém valci
kofenového meristému. Dale byl nalezen v cévnich svazcich dospélych kotend a v plodolistu kvetu.
Vytvorenim transgenni linie EXO70H7promotor::GUS a naslednou expresi glukuronidazy byla
pozorovana exprese v meristematické zéné kofene, coz naznaCuje zapojeni H7 do regulace
bunécéného cyklu (viz obr. 3). Dale v cévnich svazcich té€sné nad zoénou kofenového vlaseni. Signal
byl pozorovan i v gynéceu, piesnéji lateralnich svazcich gynécea ve stadiu 9, a siln&jsi signal pak ve
stadiu 11 v celém gynéceu (viz obr. 3). Tento signal vymizel po otevieni kvétniho pupene (Li et al.,
2010).

Obrazek 3: ExpreseEXO70H7promotor::GUS v Arabidopsis. (D) GUS exprese v cévnich svazcich
gynécea ve stadiu 9 a (E) ve vétsin¢ bunek gynécea ve stadiu 11. (F) Exprese byla pozorovana

v meristématické zoné kotenové $picky. Méfitko v D, E a F = 50 um. Pfevzato a upraveno z Li et al., 2010.



Co se tyka bunécné lokalizace, bylo zatim provedeno pouze pozorovani konstruktu
EXO70H4prom::GFP:EXO70H7, kde promotor EXO70H4 umoznil expresi a pozorovani
v trichomu stabilné transformované rostliny Arabidopsis. Signal tohoto konstruktu byl lokalizovan
v jadie a cytoplazmé trichomové buiiky, viz obr. 4 (Kulich et al., 2018). Vyvstdva ovSem otazka,
nakolik je toto pozorovani pod promotorem EXO70H4 relevantni a pfenositené na dalsi pletiva.

Salt Overly Sensitivel (SOS1) protein vytvaii plasma membranovy Na'/H -antiportér,
nezbytny pro odpovéd’ na zasoleni. U mutantnich rostlin sos/-/ dochazi pii solném stresu k smrti
kotenii. A pravé u tohoto mutanta pfi zasoleni byla provedena kvantitativni RT-PCR, ktera
prokazala pritomnost mj. i EXO70H7 proteinu, coz naznacuje aktivaci nezbytné sekretorické drahy

v buiik4ch kofene mutantni rostliny sos /-1 pfi solném stresu (Oh et al., 2010).

2.3.4 Podjednotka EXO70HS8

Gen podjednotky exocystu EXO70H8 se nachdzi u Arabidopsis na druhém chromozomu a
neobsahuje zadny intron (The Arabidopsis Information Resource. Locus: AT2G28650). Podle aplikace
GENEVESTIGATOR® se gen EXO70HS celkoveé exprimuje vyrazné méné nez gen EXO70H7. Toto
tvrzeni v kofenu potvrzuji i data z online aplikace eFP Browser, podle které se EXO70H8 exprimuje
lehce vice nez EXO70H7 pouze v endodermis kotene (eFP Browser. Root Compare At5g59730,
At2g28650).

Vyskyt proteinu EXO70HS v rtiznych pletivech Arabidopsis byl potvrzen pomoci metody RT-PCR.
Protein byl nalezen v endodermis kofene v zon¢ kotenového vlaseni a zon€ pln€ diferencovanych pletiv.
Vytvofenim transgenni linie EXO70H8promotor::GUS a nasledné exprese glukuronidazy byla
pozorovana exprese pouze v cévnich svazcich tésné nad zénou kotenového vlaSeni (Li et al., 2010).

Konstrukt  EXO70H4promotor::GFP:EXO70H8
byl lokalizovan na plazmatické membrané trichomu
v divokém typu rostliny Arabidopsis. Signal byl siln¢
akumulovan v polarizovanych  doménach  bé&zné
bohatych na kyselinu fosfatidovou. Lokalizace byla
nalezena i v ramci bunééné stény, kdy se predpoklada,
7ze signal pfichazi zplazmatické membrany a je
fyzicky zachycen mezi bunéénou sténou a
plazmatickou membranou (Kubatova et al., 2019).
Stejny  konstrukt byl pozorovan jeste¢ jednou
v trichomu exo70H4 Arabidopsis, kde se zda byt
signal v cytoplazmé a oproti EXO70H7 neni v jadre,

T
viz obr. 4 (Kulich et al., 2018). 20 pm
Stejné jako predtim u EXO70H7, i zde vyvstava Obrizek 4 Lokalizace (vlevo)

i . . L, . EXO70H4::GFP:EXO70H7 a (vpravo)
otazka, makolik je toto pozorovani relevantni ExXQ70H4:GFP:EXO70HS v trichomu exo70H4
k lokalizaci proteinu EXO70H8 v jinych pletivech, Arabidopsis. — (Vlevo)  vyrazni  lokalizace

T e . . , konstruktu s EXO70H7 v jadie a v cytoplazmé.
jelikoz v tomto piipadé byl protein exprimovan pod (Vpravo) lokalizace konstruktu s EXO70HS

pfirozenym promotorem EXO70H4. v cytoplazmé. Pfevzato a upraveno z Kulich et al.,
2018.
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3 MATERIALY A METODIKA

3.1 Rostlinny material a podminky kultivace

Pro vyzkum byly pouzity rostliny Arabidopsis thaliana (dale jen Arabidopsis), a to linie
Columbia-0, exo70H7-1 (Salk 072673), exo70H7-2 (Gabi_058608), exo70HS-1 (Salk 014867),
exo70HS8-2 (Sail 1174 C02), a rostliny Nicotiana benthamiana. Semena Arabidopsis byla
vernalizovana v malém mnozstvi vody po dobu 2-4 dnl v lednici (4°C). Poté byla vyseta do
raSelinovych pelet (Jiffy) a pfenesena do kultiva¢ni mistnosti s konstantnimi podminkami 25° C a
16h fotoperiodou. Obdobn¢ byly pestovany i rostliny Nicotiana benthamiana, pouze neprochazely
chladovou vernalizaci. Rostliny byly zalévany dle potieby vodovodni vodou.

3.2 In vitro Arabidopsis thaliana

Semena byla povrchové sterilizovana v 1,5 ml roztoku 20% béliciho prosttedku SAVO
s 5 pl detergentu Silwett L-77. V tomto roztoku byla semena ponechana 15 minut za lehkého
ttepani. Ve sterilnim prosttedi flow-boxu byla nasledné Ctytikrat promyta sterilni vodou a vlozena
do lednice (4 °C) na dobu 3-4 dnu pro vernalizaci. Poté byla semena vyseta opét ve sterilnim
prosttedi flow-boxu na agarovd média s polovi¢nim obsahem mixu bazalnich soli Murashige a
Skoog (dale jen MS), ktera byla pfipadné upravena pro jednotlivé stresové pokusy (viz podminky
stresové kultivace). Tyto misky byly umistény v kultivatnich mistnostech s konstantnimi

podminkami 25° C a 16h fotoperiodou ve svislé poloze.

3.2.1 SloZeni médii
Zakladni %2 MS médium s 1 % agarozy: 2,2 g MS mixu (Duchefa), 10 g sacharozy (Lach-Ner) a
10 g agar6zy (Duchefa) bylo do 1 1 doplnéno ionizovanou vodou.

2MS médium s 1,6 % agardzy pro pozorovani kotenti: 2,2 g MS mixu (Duchefa), 10 g sacharozy
(Lach-Ner) a 16 g agar6zy (Duchefa) bylo do 1 1 doplnéno ionizovanou vodou.

3.3 Podminky stresové kultivace Arabidopsis thaliana

Rostliny ¢i jiz samotna semena byla vystavovana rtiznym stresovym podminkam a to zvySené
koncentraci soli (NaCl a KCI), cukru (sorbitolu), Zeleza pfi sterilni kultivaci na pevnych ¢i tekutych
agarovych médiich.

Stresové pokusy in vitro probihaly za podminek popsanych vySe. Pouze misky v nékterych
ptipadech byly nejen ve svislé, ale i v horizontalni poloze a v piipadé tekutych médii se misky
neustale lehce trepaly. Pfi zjisStovani klicivosti semen za stresovych podminek byla pouzita média o
koncentracich 160 mM a 200 mM NaCl, KCI a sorbitolu. Dale byl pozorovan vyvoj rostlin na
médiich s vyssi koncentraci zeleza (100 uM) a téZ i média s niz§im obsahem Zeleza a to pouze 10 %
oproti béznému 2MS médiu. Pii jednom z pokust byly rostliny kultivovany na klasickém 2MS

médiu po dobu 6 dni a az nasledné preneseny na 160mM NaCl médium za sterilnich podminek
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(pouziti pinzet sterilizovanych plamenem a prace ve flowboxu). U vSech téchto experimentl bylo
dalezité, aby semena mutantnich a pfislusnych rostlin divokého genotypi byla stejné stard, aby tak
nedochazelo k rozdilnosti kliceni a rtistu na zéklad¢ riizného stati semen.

Rostliny na miskdch byly po dané dobé rtstu a kliceni dokumentovany pomoci skeneru
¢ibinokularni  lupy. Pro  statistické  urCeni  signifikance  byly  vyuzity  online
softwary: Chi-Square kalkulacka (https://www.socscistatistics.com/tests/chisquare2/default2.aspx a
http://www.quantpsy.org/chisq/chisq.htm) a pro test korekce multiplicity False Discovery Rate
kalkulacka (https://tools.carbocation.com/FDR).

3.3.1 SlozZeni médii pro stresovou kultivaci:
160mM NaCl médium: do zakladniho 2MS média bylo ptidano 9,2 g NaCl (Lach-Ner).

200mM NaCl médium: do zakladniho 2MS média bylo ptidano 11,6 g NaCl (Lach-Ner).
160mM KCl médium: do zakladniho 2MS média bylo pfidano 12 g KCl1 (Chemapol).
200mM KCl médium: do zakladniho 2MS média bylo pfidano 15 g KCI (Chemapol).
160mM sorbitolové médium: do zékladniho 2MS média bylo ptidano 29 g sorbitolu.
200mM sorbitolové médium: do zékladniho %2 MS média bylo pfidano 36,4 g sorbitolu.

100uM Zzeleznaté médium: do zékladniho /2MS média bylo pfidano 28 mg FeSO, . 7H,0 (Duchefa)
a 30 mg EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova, Lachema).

2MS médiu s nizkym obsahem Zeleza (10 % oproti standardu): médium bylo vytvofeno jako
zakladni /2MS médium pouze slozky FeSO4.7H,O bylo dano 2,78 mg/I.

»2MS tekuté médium: 2,2 g MS mixu (Duchefa), 10 g sachardézy (Lach-Ner) a 1 g agarozy
(Duchefa) bylo do 1 1 doplnéno ionizovanou vodou.

Vsechna média byla sterilizovana klavovanim pti 121 °C, 0,21 MPa po dobu 15 min v autoklavu
Systec DB-23.

3.4 Bakterialni kultury a podminky jejich kultivace

Pro mnozeni plazmidl byly pouZzity kompetentni butiky bakterii Escherichia coli (kmen DH5a,
dale jen E. coli) a Agrobacterium tumefaciens (kmen GV3101, dale jen Agrobacterium). Bakterie

byly kultivovany na médiich LB, MPB ¢i MPA za podminek danému kmeni vyhovujicich.

12



3.4.1 SloZeni médii
LB médium: 23 g LB zdkladniho bujonu (Sigma) bylo do 1 1 doplnéno ionizovanou vodou a pH
bylo upraveno na 7,5.

MPB: 25 g zivného bujonu ¢. 2 (Biolife) bylo do 1 | doplnéno ionizovanou vodou a pH bylo

upraveno na 7,5.

MPA médium: 23 g zivného agaru ¢. 2 (Biolife), 10 g NaCl bylo do 1 1 doplnéno ionizovanou
vodou a pH bylo upraveno na 7,5.

Vsechna média byla sterilizovana klavovanim pti 121 °C, 0,21 MPa po dobu 15 min v autoklavu
Systec DB-23.

3.5 Genotypovani

3.5.1 Izolace genomické DNA

Genomicka DNA byla izolovana z listi Arabidopsis, z kterych byl odebran kus o prumeéru cca
0,5 cm do mikrozkumavky, kde byl nasledné rozmélnén homogenizac¢ni tycinkou. Do
mikrozkumavky bylo ptfidano 400 pl extra¢niho pufru (200mM Tris-HCL, pH 7,5, 250mM NaCl,
25mM EDTA, 0,5% SDS) a 300 ul chloroformu (Lach-Ner). Tato smés byla umisténa na vortexu
po dobu 5 minut a nésledné centrifugovana 3 minuty pfi 16 000x g. Do nové mikrozkumavky bylo
pieneseno 300 ul supernatantu a ptridano 300 ul izopropanolu (Lach-Ner). Nasledné prosla tato
smés 10min srazenim DNA na ledu, a pak byla centrifugovana 5 minut pii 16 000x g. Tekutina byla
odstranéna z mikrozkumavek a zkumavky byly par minut ponechdny oteviené pro dosuseni.
Nasledné byl sediment DNA rozpustén v 50 pl Tris/EDTA pufru.

3.5.2 Genotypovani
Vyizolovana genomickd DNA byla pouzita pro pripravu PCR reakce (viz kap. klonovani)

s Dream Taq polymerdzou a primery popsanymi nize.

Univerzalni primery:
Salk Lbb1.3: 5" -ATTTTGCCGATTTCGGAAC- 3°
Sail Lb3: 5" - CATCTGAATTTCATAACCAATCTCG- 3’
Gabi Lb 08409: 5" - ATATTGACCATCATACTCATTGC- 3’

Pro exo70H7-1 (Salk 072673):

Salk 072673 LP: 5" -AATCGATTGTTGATGAGACGC- 3’
Salk 072673 RP: 5" -CCTGAGCCTCTAGACCCAAAG- 3’
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Pro exo70H7-2 (Gabi_058608):
Gabi_058G08 LP: 5" -TCAAAGCCAAGGATTTTTCAG- 3’
Gabi_058G08 RP: 5" -ATCTTGAGATCATCCATTGCG- 3’

Pro exo70HS-1 (Salk 014867):
Salk 014867 LP: 5" -TAACGGTGGAGGTTGAATCAG- 3’
Salk 014867 RP: 5" -TATCTATTCCATTGCATGGGC- 3’

Pro exo70HS-2 (Sail 1174 C02):
Sail 1174 C02 LP: 5" -TCACCAAATGGATTCGTTTTC- 3’
Sail 1174 C02 RP: 5" -GCGTCTTCGATAGTGTGTTCC- 3’

3.5.3 Agarova elektroforéza

K vizualizaci DNA fragmenti byla vyuzita agarova elektroforéza. Pro pfipravu
elektroforetického gelu byla rozpusténa agardza (Serva) pro cilovou 1% koncentraci v TBE pufru
(10mM Tris, 20mM kyselina borita, 1mM EDTA, pH 8,0). Po povafeni (1 — 2 minuty)
v mikrovinné troubé, kdy doslo k plnému rozpusténi agardzy, bylo ptfidano interkalacni barvivo
GelRed (Biotium, fedéné 1:10 000 v ionizované vod¢) ve finalni 0,1% koncentraci. Roztok se
nechal ztuhnout ve vanicce s hiebeny, kam se po zatuhnuti a pteneseni gelu do elektroforetické
nadrzky s Tris-borat-EDTA pufrem napipetovalo 10 pl izolované DNA smichané s Loading Dye
(New England Biolabs) v poméru 1:6. Vzdy bylo do prvni jamky napipetovano 2 pl GeneRuler
DNA Ladder Mix (Termo Fisher Scientific) jako méfitko testovanych fragmenti DNA.
Elektroforéza byla nastavena na 90 V. Gel byl vizualizovan a vyhodnocen za pomoci digitalniho

systému G:BOX (Syngene) a programu GeneSnap (Syngene).

3.6 K¥iZeni rostlin Arabidopsis thaliana

Pro vytvoreni dvojité mutantni rostliny exo70H7-exo70HS ktizenim byly pouzity kvetouci
rostliny linii exo70H7-1 a exo70HS-2 o stafi pfiblizné 4 tydnd. Doslo k odstranéni vSech jiz
rozkvetlych ¢i odkvetlych kvéti a poupat nevhodnych ke kiizeni u jedné z rostlin. U ponechanych
cca 5 poupat vhodnych pro kiizeni byly odstranény kali$ni a korunni listky a ty€inky, jen neopylena
blizna byla ponechéna. Na tuto bliznu se nanasel pyl ze zralych tyCinek rostliny druhé linie. U
opylené rostliny byly zabaleny vrcholky do potravinarské folie kvlli ochrané opylené blizny a
zachovani idealni vlhkosti.

Rostlina byla nadale kultivovana pfi klasickych podminkach a po zaschnuti SeSuli byla sklizena
semena. Z téch byla vypéstovana prvni heterozygotni generace a nasledné z ni druha generace
(segregujici). Druha generace byla genotypovana, diky ¢emuz se podafilo vybrat rostliny
homozygotni v obou mutacich z rodi¢ovskych genotypi.

14



3.7 Klonovani

Pro oba geny (EXO70H7 a EXO70HS8) byly naklonovany vzdy dva konstrukty s N-
termindlnim zelené fluorescencnim proteinem (GFP) a to jeden s konstitutivnim virovym
promotorem 35s a jeden s pfirozenym promotorem. Pro zaklonovani pfirozenych promotord do
vstupnich vektort pomoci 5"TOPO klonovani byly navrzeny vlastni primery (viz nize). Zbytek
konstruktti byl slozen GateWay LR reakci pomoci vstupnich vektorti dostupnych z laboratornich

sbirek. Spravnost vzniklych konstruktl byla ovétena kontrolni restrikci a sekvenaci.

Primery na klonovani pfirozenych promotorit genit EXO70H7 a EXO70HS:
H7 prom forward: 5" -TATCATTTTATGAAATCGCTTTGAGACTAGAGAGCTTAG- 3’
H7 prom reverse: 5 -TTTTGTGGTTTGCTCTGTTTTTATTTTTTGGTACC- 3’
H8 prom forward: 5'-TTAGTATTTTTGCTCGACAAAAAATTCGTATG- 3’
HS8 prom reverse: 5 -TTTTGTGTTTGGTGATTTTTTTATGTGTACA- 3’

3.7.1 Polymerazova retézova reakce

Pro polymerazovou fetézovou reakci (dale jen PCR) pfi genotypovani byla pouzita DNA
polymeraza DreamTaq (Thermo Fisher). Do celkového objemu 20 pl reakéni smési bylo dano 0,04
pl DreamTaq polymerazy (5U/ul), 2 ul 10x DreamTaq pufru, 0,25 pl ANTP (2'-deoxynukleosid 5'-
trifosfaty), 0,2 ul 100uM levého primeru a stejné tak pravého primeru (pro sekvenci primert viz
kap. genotypovani). Vse bylo doplnéno ionizovanou vodou do objemu 19 pl (tj. 16,31 pl) a nakonec
byl pfidan 1 pl templatové DNA. Reakce bézela v teplotnim programu: 94 °C 2 minuty, 94 °C 30
sekund, 58 °C 1 minuta, 72 °C 1 minuta, kdy krok 2-4 byl opakovan 25x a zakonceno to bylo 72 °C
na 10 minut.

Pro PCR s primery pfirozenych promotord geni EXO70H7 a EXO70H8 byla opét pouzita
DNA polymeraza DreamTaq (Thermo Fisher). Do celkového objemu 50 pl reakéni smési bylo dano
0,1 pl DreamTaq polymerazy (5U/ul), 5 pl 10x DreamTaq pufru, 0,625 pul dNTP, 0,5 pl 100pM
levého primeru a stejné tak pravého primeru (pro sekvenci primeri viz vyse), 2 ul templatové DNA
(zde genomova DNA rostliny divokého typu) a vSe bylo doplnéno ionizovanou vodou do objemu 50
ul (tj. 41,27 ul). Reakce bézela v teplotnim programu: 94 °C 2 minuty, 94 °C 30 sekund, 60 °C 1
minuta, 72 °C 1 minuta, kdy krok 2-4 byl opakovan 32x a zakonc¢eno to bylo 72 °C na 10 minut.

PCR byla vzdy provadéna ve 200ul mikrozkumavkach a pfipravovdna na ledu pro udrZeni
nizkych teplot. Pro samotnou reakci byly pouzity pfistroje TGradient (Biometra) ¢i TRIO PCR
Thermocycler (TProfessional). Ziskany DNA produkt byl nasledné separovan pomoci agarové

gelové elektroforézy.

3.7.2 Purifikace fragmentii z DNA gelu

Z vyse zminéného agarového gelu byl purifikovan fragment DNA o pozadované velikosti
ziskany pomoci PCR. Tento fragment byl z gelu vyfiznut sterilnim skalpelem za osvitu UV lampou
v temné mistnosti. Tento kus gelu byl pfenesen do 2ml mikrozkumavky. Z fragmentu gelu byla
vyizolovana DNA pomoci Monarch® DNA Gel Extraction Kitu (New England BioLabs) a tim
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vznikl finalni produkt 10 pl eluatu. Celkova koncentrace DNA v eluatu byla méfena pomoci
Nanodropu (Thermo Fisher Scientific).

3.7.3 5" TOPO klonovani

Ziskany purifikovany produkt DNA z PCR pfirozenych promotorti byl pouzit do reakce 5’
TOPO klonovani (kit od firmy Thermo Fisher Scientific). Do celkového objemu 6,5 pl reakce byly
dany 4 ul zminéného PCR produktu, 1 ul Salt solution, 1 pl 5-TOPO p-ENTER vektoru a 0,5 pl
10x Tris/EDTA pufru. VSe bylo mirné promichano a 30 minut inkubovano pfi pokojové teploté.
Nasledné byly 2 pl tohoto produktu ptidany ke kompetentnim bakteriim TOP10 E. coli TOPO-5 a
vSe bylo promichano a inkubovéno po dobu 30 minut na ledé. Reakce byla zastavena teplotnim
Sokem 42 °C po 30 sekund a nasledné€ umisténa zpét na led. Bylo ptidano 250 pl S.0.C média o
pokojové teploté a smés byla inkubovana 60 minut ve 37 °C za stalého tfepani. Po této dobé byly
bakterie rovnomérn¢ naneseny na Petriho misky s MPA médiem obsahujicim antibiotikum

kanamycin (koncentrace 50 pl/ml) a inkubovany ptes noc ve 37 °C.

3.7.4 1zolace plazmidové DNA z bakterii

Byla vybrana jedna kolonie transformovanych bunék E. coli z Petriho misky a pfenesena za
sterilnich podminek paratkem do zkumavky s 2 ml LB ¢i MPB média a pfislusSnymi antibiotiky
(koncentrace pro Gentamycin 10 pg/ml, pro Ampicillin 100 pg/ml, pro Kanamycin a pro
Spectinomycin 50 pg/ml). Vzniklé inokulum bylo kultivovano za stalého tfepani ptes noc (8 — 16
hodin) za teploty 37 °C. Po kultivaci byla tato kultura centrifugovana pii 16 000x g po dobu 1
minuty.

Samotna izolace plazmidové DNA byla provedena GeneJET Plasmid Isolation Kitem (Thermo

Fisher Scientific ) dle oficialniho protokolu a tim vznikl finalni produkt 100 pl eluatu.

3.7.5 Kontrolni restrikce DNA

Objem 3 ul vyizolované DNA byly smichany s 0,1 ul vhodného restrik¢niho enzymu vybraného
podle sekvence DNA, 2 pl pfislusného pufru a 15 pl ionizované vody. Tato smeés byla promichédna a
inkubovana 1 hodinu pfi teploté¢ vyhovujici restrikénimu enzymu. Pro analyzu byla vyuzita gelova

elektroforéza.

3.7.6 GateWay LR reakce

Pro LR reakci (pouzit kit od firmy Thermo Fisher Scientific) byly smichany nasledujici
reagencie: 0,5 pl vstupniho vektoru virovym 35s promotorem (pEN L4-2-R1), 1,5 pl vstupniho
vektoru s GFP (pEN L1-F-L2), 1 pul destinacniho vektoru (pB7m34GW) a 1 ul LR klonazy II. Tento
premix byl vyroben dvakrat a do jednoho bylo pfidano 1 pl inzeréni DNA EXO70H7 ve vstupnim
vektoru (pDONOR P2R-P3) s 1 ul ionizované vody, do druhého stejného premixu bylo pfidano 0,5
pl inzeréni DNA EXO70HS ve vstupnim vektoru (pDONOR P2R-P3) s 1,5 pl ionizované vody.
Tyto dva mixy byly kultivovany pfi 25 °C po dobu 24 hodin. Nasledné pro zastaveni reakce byl do
smesi pfidan 1 pl proteinazy K a smés byla umisténa do 37 °C na 10 minut.
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Pro dvé samostatné LR reakce pfirozenych promotoru genti EXO70H7 a EXO70HS8 byly
pouzity konstrukty vytvotené 5° TOPO klonovaci reakci jakozto vstupni vektor. V ptipadé
EXO70H7 byly pro LR reakci pouzity nasledujici reagencie: 1,25 pl vstupniho vektoru
s pfirozenym promotorem EXO70H7, 0,75 pl vstupniho vektoru s GFP (pEN L1-F-L2), 1 pl
destinacniho vektoru (pB7m34GW), 1 pul LR klonazy II a 1 pl inzeréni DNA EXO70H7 ve
vstupnim vektoru (pDONOR P2R-P3). U EXO70H8 bylo pouzito 0,5 ul vstupniho vektoru
s ptirozenym promotorem EXO70HS, 0,75 pl vstupniho vektoru s GFP (pEN L1-F-L2), 1,25 pl
destina¢niho vektoru (pB7m34GW), 1 pl LR klonazy II, 0,5 pl inzeréni DNA EXO70HS ve
vstupnim vektoru (pDONOR P2R-P3) a 1 pl ionizované vody. Tyto dva mixy byly kultivovany pfi
25 °C po dobu 24 hodin. Nésledné pro zastaveni reakce byl do smési ptfidan 1 pl proteinazy K a
smes byla umisténa do 37 °C na 10 minut.

3.7.7 Transformace bakterii pomoci elektroporace

Do 50 ul kompetentnich bun¢k (E. coli ¢i Agrobacterium) bylo pfidano 0,2 — 1,5 ul pozadované
DNA. Tato smés byla ptenesena do vychlazené sterilni elektroporacni kyvety a vSe bylo nutno
provadét na ledu pro zvyseni efektivnosti. Za wvyuziti elektropora¢niho pfistroje Eporator
(Eppendorf) byla vnesena DNA do kompetentnich bun¢k elektrickym pulzem 2500 V pro E. coli a
1800 V pro Agrobacterium. Nasledné ve sterilnim prostiedi flow boxu byly bakterie pfeneseny do
600 pl sterilniho média LB ¢i MPB a michany po dobu 1 hodiny pti 37 °C u E. coli nebo 2 hodiny
pii 28 °C Agrobacterium. Po této dobé byly bakterie rovhomérné naneseny na Petriho misky
s médiem MPA a pfisluSnymi antibiotiky a takto kultivovany pfes noc ve 37 °C u E. coli ¢i 48
hodin ve 28 °C u Agrobacterium.

3.7.8 Sekvenace

Sekvenace byla pouzita pro potvrzeni spravnosti sekvence vzniklych konstruktii. Samotnou
sekvenaci provadéla externi firma Eurofins Genomics. Odeslany vzorek obsahoval 5 pl
sekvenované templatové DNA o koncentraci 80 ng/ul s 5 pl pozadovaného primeru o koncentraci
5 pMol/pul.

Primery pro sekvenaci konstruktu 35s::GFP:EXO70H7, 35s::GFP:EXO70HS,
H7promotor::GFP:EXO70H7 a H8promotor:: GFP:EXO70HS:

GFP_seq_forward: 5" -CCACAACGTCTATATCATGG- 3’

GFP_seq reverse: 5" - ACGCCGTAGGTCAG- 3’

M13 seq forward: 5 -GTAAAACGACGGCCAGT- 3’

M13 seq reverse: 5" -AACAGCTATGACCAT- 3’

3.8 Transformace rostlin

3.8.1 Stabilni transformace Arabidopsis thaliana
Pro transformaci Arabidopsis bylo nutno pfipravit pozadovany transformovany kmen

Agrobacteria pomoci elektroporace popsané vyse a ten byl den pifedem sterilné pfenesen do 50 ml
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tekutého LB ¢i MPB média. Toto bakterialni inokulum bylo kultivovano pti 28 °C za stalého
michéni 1-2 dny.

Vznikla bakterialni kultura byla centrifugovana 15 minut pii 3700x g za 4 °C. Supernatant byl
vylit a sediment resuspendovan v 50 ml roztoku 5% sachardézy s25 pl Silwetu a 50 pl
acetosyringonu (Fluka). U rostlin uréenych pro transformaci bylo tyden pfedem ostfithano prvni
kvétenstvi, aby se zalozila nov4 a hustsi. U téchto druhych kvétenstvi byly tésné pred transformaci
ostiihany jiz zalozené Sesule a oteviené kvéty. Poupata takto ptipravenych rostlin byla namocena do
suspenze na cca 5 vtefin a nasledné byly celé nadzemni ¢asti zabaleny do igelitového pytle, pro
udrzeni idealni vlhkosti a umistény do tmy pies noc. Druhy den byl pytel odstranén a rostliny byly
nadéle kultivovany pii klasickych podminkach. Po vyschnuti SeSuli byla sklizena semena a po
vernalizaci nasledné¢ hromadné vyseta do hliny. Zhruba po tydnu byly narostlé semenacky
pravideln¢ postiikovany roztokem herbicidu BASTA (Fluka) o koncentraci 250 ng/l
Netransformované nerezistentni rostliny byly herbicidem zahubeny a timto se vyselektovaly

spravné natransformované ptezivsi rostliny s pozadovanym konstruktem.

3.8.2 Tranzientni transformace listi Nicotiana benthamiana

Pro transformaci Nicotiana benthamiana bylo nutno pfipravit pozadovany transformovany
kmen Agrobacteria pomoci elektroporace a ten byl den pfedem sterilné pfenesen do 2 ml tekutého
LB ¢i MPB média. Toto bakteridlni inokulum bylo kultivovano pii 28 °C za stalého michani 1-2
dny. Bylo nezbytné pfipravit takového inokulum i pro kmen Agrobacteria transformovaného
supresorem posttranslacniho silencingu p19.

Vznikla bakterialni kultura byla centrifugovana 2 minuty pii 8000x g. Supernatant byl vylit a
sediment promyt 1 ml infiltra¢niho média (50 mM MES pH 5.5, 2mM Na;POy,, 0,5% glukoza a 100
uM acetosyringon), opét stocen a resuspendovan v 1 ml infiltraniho média. Bakterialni suspenze
byla nafedéna na optickou denzitu 0,03 u pozadovanych konstruktti a 0,05 u konstruktu p19. Timto
byla piipravena smésna suspenze pozadovaného konstruktu a konstruktu p19, ktera byla nabrana do

injek¢ni stiikacky bez jehly a spodni stranou listu byla vtlaCena do mezibunécného prostoru listu.

3.9 Mikroskopicka pozorovani

Mikroskopickd pozorovani byla provadéna na konfokalnim mikroskopu Zeiss LSM 880
s objektiven C-Apochromat 40%/1,2 W Korr FCS M27. Excitace GFP byla vyvolana laserem o
vlnové délce 488 nm a emise zachycena v rozmezi 508-540 nm. Pro ovéteni signalu byl vyuzivan
lambda sken, kdy pro GFP byla maximalni emise pti 512 nm a naopak rozpoznana autofluorescence
méla maximum emise mezi 650 az 721 nm. Pro znaceni plazmatické membrany byla vyuzita
fluorescencni barva FM4-64 o koncentraci 16 pM. V tomto roztoku byly rostliny ponofeny 5-10
minut za nepfistupnosti svétla, nasledn€ preneseny do ionizované vody a ihned pozorovany. Tato
barva byla excitovana laserem o vinové délce 561 nm a emise byla detekovana v rozmezi 580-650

nm. Pro Upravu ziskanych fotek byl pouzit software FilJi.
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3.10 Izolace proteinii

Pro izolaci proteinti byly pouzity tfi listy dospé€lé rostliny Arabidopsis, které byly umistény do
tteci misky spolu s 200 pl sklatského pisku a 1 ml lyzacniho pufru (150mM NaCl, 0,1% TRITON
X, 50mM TRIS pH 8) s inhibitory proteaz v poméru 13:1. Po rozdrceni listl na homogenni smés,
byla smés prelita do 2ml mikrozkumavky a tfeci miska byla vyplachnuta dal§im 1 ml lyzaniho
pufru s inhibitory protedz, coz bylo opét slito do stejné mikrozkumavky. Nasledné bylo vSe stoceno
ve vychlazené centrifuze (4 °C) na 800x g 5 minut. Supernatant byl pfenesen do nové 2ml
mikrozkumavky a znég bylo odebrano 50 pl do 1,5ml mikrozkumavky jakoZzto vzorek celkové
bunécéné frakce. 2ml mikrozkumavka se zbytkem supernatantu byla dale sto¢ena ve vychlazené
centrifuze (4 °C) na 4000x g 10 minut. Supernatant byl opét pfenesen do nové 2ml mikrozkumavky
a z n&j bylo odebrano 50 pl do 1,5ml mikrozkumavky jakozto vzorek cytoplazmatické frakce. Pelet
byl rozpustén v 50 ul fyziologického roztoku (PBS) v 1,5ml mikrozkumavce a vznikl tim vzorek
jaderné frakce. Do vSech tiech 1,5ml mikrozkumavek bylo ptfidano 10 pl dodecylsiranu sodného
(SDS) a zkumavky pak byly umistény na jiz vyhiaty blocek na 95-100 °C na 10 minut. Takto
ptipravené vzorky byly skladovany v -20 °C po kratkou dobu, pii delsim skladovani byla nutna
teplota -80 °C.

3.11 Western blot

Ze vzorki jednotlivych bunéénych frakei s SDS (viz kap. Izolace proteinil) bylo naneseno 25 pl
do 12,5% akrylamidového rozdélovaciho gelu (2,08 ml 30% Acrylamide-Bis, 1,25 ml TRIS pH 8,8,
6 ul Temed, 1,67 ml ionizované vody a jako posledni bylo pfidano 33 ul 10% APS) se zaostfovacim
gelem (0,325 ml 30% Acrylamide-Bis, 0,625 ml TRIS pH 6,8, 2,5 ul Temed, 1,525 ml ionizované
vody a jako posledni bylo pfidano 12,5 pl 10% APS). Jako standard molekulové hmotnosti proteinti
bylo pouzito 2,5 pl PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific).
Elektroforéza bézela pii napéti 300 V po dobu 1,5 az 2 hodin. Z gelu byly proteiny pfeneseny na
nitrocelulézovou membranu pomoci blotovaciho pfistroje, ktery byl nastaven na napéti 1,5mA na
1 em® plochy sendvige po dobu 1,5 hodiny. Membréna byla poté pienesena do 5% mléka v PBS
s 0,5% Tweenem (Sigma-Aldrich) a nechana pies noc na tfepacce pii 4 °C.

Druhy den byla membrana vyndéna z mléka a 5 minut promyvéna v PBS. Membrana byla tésné
zatavena do igelitového pytliku obsahujiciho 10 ml 3% mléka s primarni protilatkou anti-GFP
(Rabbit ANTI-GFP antisera.com) v poméru 1:30 000 a tofena na tfepaCce cca 75 minut pii
pokojové teploté. Nasledné byla membrana 3x proplachnuta po dobu 5 minut v PBS s0,5%
Tweenem (Sigma-Aldrich). Pro aplikaci sekundarni protilatky byla membrana premisténa do
vani¢ky s 15 ml 5% mléka se sekundarni protilaitkou (ANTI-RABBIT IgG Progema) v poméru
1:15 000 a inkubovéna 50 minut pii pokojové teploté. Membrana byla opét propldchnuta 3x po
dobu 5 minut v PBS s 0,5% Tweenem (Sigma-Aldrich). Pro vizualizaci proteinti na membrané byl
pouzit chemiluminescencni Cytiva Life Sciences™ Amersham™ ECL Select™ Western Blotting
Detection Reagent kit (Fisher scientific) po dobu 10 minut. Nasledn¢ byla membrana vyvolana na

film v klasickém postupu vyvojka — voda — ustalovac. Expozice filmu byla 15 minut.
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4 VYSLEDKY

4.1 Popis rostlin Arabidopsis thaliana s mutaci v genech EXO70H7 a EXO70HS8

U mutantnich rostlin exo70H7, exo70HS a to ani u dvojitého mutanta exo70H7-exo70HS8 nebyl
v prubéhu diplomové prace nalezen zadny fenotypovy projev. Mutantni rostliny vypadaly jak na
pouhy pohled okem, tak i pfi zvétSeni binolupou ¢i mikroskopem (zvétSeni az 600x) totozné jako

rostliny divokého typu, a to i pfi ristu za riznych stresovych podminek (viz kap. 4.3).

4.2 Bunééna lokalizace GFP konstruktii proteinii EXO70H7 a EXO70HS8

4.2.1 Konstrukt 35s::GFP:EXO70H?7 v listech Nicotiana benthamiana

Pro pozorovani bunécné lokalizace byl pouzit nejprve systém transientni transformace list
Nicotiana benthamiana s vyuzitim konstruktu EXO70H7 s N-terminalnim GFP pod konstitutivnim
virovym promotorem 35s. Protein byl lokalizovan v jadfe s kontrastnim jadérkem a cytoplazmé,
kde byly viditelné kontrastni bunécné kompartmenty bez signalu. Mezi dvéma bunkami byla patrna

1 sttedni lamela bez signalu. Viz obr. 5 a 6.

Obrazek 5: Lokalizace 35s::GFP:EXO70H?7 v listu Nicotiana benthamiana. GFP signal je videt v jadrech
s kontrastnim jadérkem bez signalu a v kortikélni cytoplazmé epidermalnich bun€k. Prolozeni vSech kanali
(A), samostatny GFP kanal — zelena (B), kanal pfirozené fluorescence plastidit — magentova (C) a viditelné
spektrum — Seda (D).
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Obrazek 6: Kortikalni lokalizace 35s::GFP:EXO70H7 v listu Nicotiana benthamiana. GFP signal je vidét
v cytoplazmé epidermdlni burniky s kontrastnimi bunéénymi kompartmenty bez signalu. Prolozeni kanalu
GFP a viditelného spektra (A), samostatny GFP kanal - zelena (B) a viditelné spektrum - Seda (C).
4.2.2 Konstrukt 35s::GFP:EXO70HS v listech Nicotiana benthamiana

Vyse zmin€nd transientni transformace listd Nicotiana benthamiana byla vyuzita i pro
konstrukt EXO70H8 s N-terminalnim GFP pod konstitutivnim virovym promotorem 35s. Signal byl
vSeobecné slabsi nez u EXO70H7 konstruktu a vyskytoval se pouze v cytoplazmé. Opét byla mezi

dvéma bunkami patrna stiedni lamela bez signalu. Viz obr. 7.

Obrazek 7: Lokalizace 35s::GFP:EXO70H8 v listu Nicotiana benthamiana. GFP signal je vidét
v kortikalni cytoplazmé epidermalnich bunék. Prolozeni vSech kanalli (A), samostatny GFP kanal — zelena
(B), kanal ptirozené fluorescence plastidii — magentova (C) a viditelné spektrum — Seda (D).
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4.2.3 Konstrukt 35s::GFP:EXO70H7 a EXO70H7prom::GFP:EXO70H7 v rostlinach
Arabidopsis thaliana

Bunééna a pletivova lokalizace proteinu EXO70H7 byla pozorovana ve stabilné
transformovanych rostlindich Arabidopsis s mutaci v genu EXO70H7. Transformaci vznikly dvé
linie rostlin a to jedna s konstruktem EXO70H7 s N-terminalnim GFP pod konstitutivnim virovym
promotorem 35s a druhd linie s timtéz konstruktem pod pfirozenym promotorem genu EXO70H7.
Jak u konstitutivniho tak i pfirozeného promotoru byla potvrzena predchozi pozorovani z listi
tabaku (viz kap. 4.2.1). Signal GFP byl opét viditelny v jadrech s kontrastnim jadérkem bez signalu.
Téz byl signal patrny v cytoplazmé. U konstitutivniho promotoru 35s byl signal nalezen takika ve
vSech castech rostliny, jmenovité v epidermalnich buiikéch i burikdch praducht listd a hypokotylu
(obr. 8), po celé délce kofene byl signal v bunikach rhizodermis a primarni kiry (obr. 9).
V rostlindch transformovanych konstruktem s pfirozenym promotorem byl signdl GFP mnohem
slabsi a vyskytoval se pouze v oblasti kofenové $picky (obr. 10). U obou konstruktti byla vyvracena
lokalizace na plazmatické membrané diky pozorovani s vyuzitim barviva FM-64, ktera barvi

plazmatickou membranu. Signal tohoto barviva nekolokalizoval se signalem GFP.
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Obrazek 8: Lokalizace 35s::GFP:EXO70H7 v listu mutantni rostliny Arabidopsis exo70h7 s obarvenou
plazmatickou membranou pouzitim FM-64. GFP signal je vidét v jadrech s negativnim jadérkem a
v kortikalni cytoplazmé epidermalnich a praduchovych bunék. Prolozeni kandlu GFP a FM-64 (A),
samostatny GFP kanal - zelenda (B), FM-64 kanal (Cervend) s viditelnou plazmatickou membranou a
chloroplasty mezofylovych bunék, jejichz emisni vinova délka se z velké casti piekryva (C) a viditelné
spektrum - Seda (D).

-
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Obrazek 9: Lokalizace 35s::GFP:EXO70H7 v koi'enové §pi¢ce mutantni rostliny Arabidopsis exo70h7
s obarvenou plazmatickou membranou pouzitim FM-64. GFP signal je opét vidét v jadrech s negativnim
jadérkem a v cytoplazmé buné€k. Prolozeni kanalu GFP a FM-64 (A), samostatny GFP kanal - zelena (B), FM-
64 kanal (Cervend) s viditelnou plazmatickou membranou (C) a viditelné spektrum - Seda (D).
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Obrazek 10: Lokalizace EXO70H7prom::GFP:EXO70H7 v koienové S$pi¢ce mutantni rostliny
Arabidopsis exo70h7 s obarvenou plazmatickou membranou pouZitim FM-64. Slabsi signal GFP je i zde
vidét v jadrech s negativnim jadérkem a v cytoplazmé bunék. ProloZeni kanalu GFP a FM-64 (A), samostatny
GFP kanal — zelena (B), FM-64 kanal (Cervend) s viditelnou plazmatickou membranou (C) a viditelné
spektrum — $eda (D).

4.2.4 Analyza obsahu volného a vaizaného GFP v rostlinach Arabidopsis thaliana obsahujicich
konstrukty 35s::GFP:EXO70H7 a EXO70H7prom::GFP:EXO70H7 pomoci metody
Western Blot

Pro potvrzeni, ze vysledny GFP signal vkap. 4.2.3 je vazany s proteinem naseho zajmu
(EXO70H7) byla provedena analyza pomoci Western Blot. Na ozna¢ené membran¢ bylo vidét, ze v
rostlinach stabiln¢ transformovanych konstruktem 35s::GFP:EXO70H7 se nevyskytuje volné GFP

(samostatné GFP ma molekulovou velikost 27 kDa), nybrz pouze GFP vazané.To jsme mohli
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pozorovat jak v celkové bunééné frakci, tak i v obou oddélenych frakcich: cytoplazmatické a
jaderné. Tyto proteinové frakce byly izolovany z listli, proto u rostlin obsahujicich konstrukt
EXO70H7prom::GFP:EXO70H7 gel neprokazal ani volné ani vazané GFP, jelikoz podle

mikroskopického pozorovani je tento konstrukt exprimovan pouze v kofenové $picce. Viz obr. 11.

Z 1A 2A  3A 1B 2B 3B

130 kDa

72 kDa

26 kDa

10 kDa
Obrizek 11: Analyza obsahu volného a vazaného GFP — Horizontalni proteinova gelova elektroforéza.

Na obrazku lze vidét pfitomnost vazaného GFP v celkové bunécné frakei (1A), cytoplazmatické (2A) a
pravdépodobné vyssi obsah v jaderné frakei (3A) z listd rostlin obsahujicich konstrukt 35s::GFP:EXO70H7.
Nepiitomnost jak vazaného tak i volného GFP je patrna jak v celkové bunécné frakei (1B), cytoplazmaticke
(2B) i v jaderné frakci (3B) z listd rostlin obsahujicich konstrukt EXO70H7prom::GFP:EXO70H7. Z, Zebiik
standardu molekulové hmotnosti.
4.2.5 Konstrukt 35s::GFP:EXO70H8 a EXO70H8prom::GFP:EXO70H8 v rostlinach
Arabidopsis thaliana

Bunécnd a pletivova lokalizace proteinu EXO70H8 byla pozorovana ve stabilné
transformovanych rostlinach Arabidopsis s mutaci v genu EXO70HS. Transformaci vznikly dvé
linie rostlin a to jedna s konstruktem EXO70H8 s N-terminalnim GFP pod konstitutivnim virovym
promotorem 35s a druhd linie s timtéz konstruktem pod pfirozenym promotorem genu EXO70HS.
Bohuzel se nezdafilo najit svitici linii se signalem GFP pod pfirozenym promotorem. Veskera
pozorovani pro protein EXO70H8 jsou tedy pouze s konstitutivnim promotorem 35s. Navic i u
konstitutivniho promotoru byl signal GFP slaby. Signal byl nalezen v cytoplazmé bun¢k epidermis
listlh a hypokotylu (viz obr. 12 a 13), dale v cytoplazmé a v cytoplazmatickych provazcich bunék
primarni kiry horni ¢asti kotene (viz obr. 14 a 15). Vzdy byly v cytoplazmé patrna pohybujici se
negativni téliska bez signalu (nejspise n¢jaké bunécné organely). Potvrdilo se timto tak pozorovani
z tranzientn¢ transformovanych listi tabaku (viz kap. 4.2.2). Pro vylouceni signalu GFP na

plazmatické membrané byla opét vyuzita barvicka FM-64.
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Obrazek 12: Lokalizace 35s::GFP:EXO70HS v listu mutantni rostliny Arabidopsis exo70h8. GFP signal
je vidét v kortikalni cytoplazmé epidermalnich a priduchovych bunék. ProloZeni kanalu GFP a viditelného
spektra (A), samostatny GFP kandl — zeleny (B) a viditelné spektrum — Sedy (C).

Obrazek 13: Lokalizace 35s::GFP:EXO70H8 v hypokotylu mutantni rostliny Arabidopsis exo70h8
s obarvenou plazmatickou membranou pouZitim FM-64. GFP signal je vidét v kortikalni cytoplazmé
epidermalnich bunék a zaroven jsou patrné bunééné kompartmenty bez signdlu. Prolozeni kanalu GFP a FM-
64 (A), samostatny GFP kanal — zeleny (B), FM-64 kanal (Cerveny) s viditelnou plazmatickou membranou
(C) a viditelné spektrum — sedy (D).
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Obrazek 14: Lokalizace 35s::GFP:EXO70HS8 v koi'enu mutantni rostliny Arabidopsis exo70h8. GFP
signal je vidét v kortikalni cytoplazmé a cytoplazmatickych fetézcich bun¢k primarni kiry kotene. ProloZeni

kanalu GFP a viditelného spektra (A), samostatny GFP kanal — zeleny (B) a viditelné spektrum — $edy (C).
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Obrazek 15: Lokalizace 35s::GFP:EXO70HS8 v koi'enu mutantni rostliny Arabidopsis exo70h8. GFP
signal je vidét v kortikalni cytoplazmé a cytoplazmatickych fetézcich bunék primarni kiry kofene a zaroven
jsou patrné bunééné kompartmenty bez signalu (n€které z nich oznacené Sipkou). Zaroven je vidét vyrazna
autofluorescence xylému (X). ProloZeni kanalu GFP a viditelného spektra (A), samostatny GFP kanal —
zeleny (B) a viditelné spektrum — sedy (C).
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4.3 Vliv stresori na vyvoj rostlin Arabidopsis thaliana a jejich mutanti v
genech EXO70H7 a EXO70HS8

4.3.1 Kli¢eni semen mutantnich rostlin exo70H7 na médiich obsahujicich soli

Semena mutantnich rostlin exo70H7 vykazovala vysokou variabilitu v kliceni jak mezi
jednotlivymi médii, tak i v opakovanich pokusu a to i pies pouziti stejného stafi semen. Je tedy
nutno vzit v potaz vyraznou nestabilitu mutantnich semen jiz pfi drobnych fluktuacich podminek,
kterym nikdy nelze plné zabranit.

Chlorid sodny (NaCl) ve vSech tfech metodickych opakovanich zpomalil kli¢eni semen jak
mutantnich tak i rostlin divokého typu (viz obr. 16). Celkovy finalni objem vykli¢enych semen po
sedmi dnech na médiich s NaCl byl vzdy nizsi (viz obr. 19), s tim Ze podle statistickych vypocti
rozdil mnozstvi vyklicenych semen divokého typu na kontrolnim 2MS médiu (dale jen kontrolni
médium) oproti médiu s pfidanym NaCl je signifikantni na urovni 0,05. Rozdil mnozstvi
vykli€¢enych mutantnich semen na kontrolnim médiu a médiu s NaCl byl téz signifikantni a to na
vyssi trovni 0,01. Co se tykd porovnani vykli¢enych semen divokého typu a mutanta na NaCl
médiu, tak zde nebyl celkovy rozdil nijak patrny ani signifikantni (viz tab. 1).

I na chloridu draselném (KCI) v obou dvou metodickych opakovanich bylo zpomalené kliceni
jak mutantnich semen, tak i divokého typu (viz obr. 17). Po sedmi dnech kli¢eni na médiu s KCI byl
celkovy objem vyklicenych semen mnohem nizsi nez na kontrolnich médiich (viz obr. 19). Rozdil
vykli¢enych semen divokého typu po sedmi dnech mezi KCl a kontrolnim médiem byl signifikantni
na urovni 0,01. TentyZ rozdil u mutantnich semen byl signifikantni na irovni 0,05. Rozdil mnozstvi
vykli¢enych semen divokého typu od mutantii na médiu s KCl nebyl moc znatelny a samoziejmeé
nebyl signifikantni (vit tab. 1x).

Na médiich s obsahem sorbitolu bylo kliceni pro jak divoky tip tak i mutanty ze zacatku
pomalejsi oproti kontrolnim médiim (viz obr. 18), ale celkovy objem vykli¢enych semen po 7 dnech
byl srovnatelny (viz obr. 19). Rozdil mnozstvi vyklicenych semen divokého typu na sorbitolovém
médiu oproti kontrolnimu nebyl signifikantni. Stejné tak i u mutantnich semen nebyl rozdil
potvrzen signifikantnosti. OvSem porovnani kli¢eni semen divokého typu na sorbitolu oproti
mutantnim semenim téZ na sorbitolu je signifikantni na trovni 0,01 a semena divokého typu zde
tedy 1épe klicila (viz tab. 1).
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Obrazek 16: Grafy procent vyklicenych semen Arabidopsis mutanti (Mut) exo70H7 a prislusSnych
divokych typt (Wt) na kontrolnich médiich (0) a médiich se 160mM NaCl v pribéhu casu ve tiech
metodickych opakovanich.
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Obrazek 17: Grafy procent vyklicenych semen Arabidopsis mutanti (Mut) exo70H7 a prislu$nych
divokych typi (Wt) na kontrolnich médiich (0) a médiich se 160mM KCI v pribéhu ¢asu ve dvouch
metodickych opakovanich
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Obrazek 18: Grafy procent vyklicenych semen Arabidopsis mutanti (Mut) exo70H7 a prislusSnych
divokych typi (Wt) na kontrolnich médiich (0) a médiich se 160mM sorbitolem (Sorb.) v priubéhu ¢asu

ve dvouch metodickych opakovanich.
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Obriazek 19: Graf procent vyklicenych semen Arabidopsis mutanti (Mut, Cervené) exo70H7 a
prislusnych divokych typu (Wt, zelené) po tfech dnech (vlevo) a po sedmi dnech (vpravo) kultivace na
kontrolnich médiich (0) a médiich se 160mM NaCl, 160mM KCI a 160mM sorbitolem (Sorbi.).
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Tabulka 1: Signifikantnost ziskanych hodnot vyklicenych semen Arabidopsis mutanti (Mut) exo70H7
a prisluSnych divokych typi (Wt) po sedmi dnech kultivace na médiich vypocitanych pomoci metody
Chi-Square a ovéfenych metodou False Discovery Rate (FDR) pro korekci vicenasobného srovnavani.
Ve spodni ¢asti tabulky jsou vypsané vysledné hodnoty Chi-Square vypoctt (p-hodnoty), kdy tmavé zelené
jsou oznacené hodnoty nizsi nez 0,01, svétle zelené hodnoty nizsi nez 0,05 a Cervené vyssi nez 0,05 (tedy
nesignifikantni). V horni ¢asti tabulky jsou za pomoci hvézdicek oznacené vysledky FDR. (*) signifikantni
podle 0,05, (**) signifikantni podle 0,01, (NS) nesignifikantni. Sorb., sorbitol.

EX070H7 [wto  [Muto  [wtNacl [MutNacl{wtkcl [Mutkcl |[wtSorb. [Mut Sorb.
Mut 0 685349 * o o * NS NS

Wt NaCl NS NS * *k NS

Mut NaCl 098227 NS NS ok NS

Wt KCl 450271 NS ok NS

Mut KCl 17263 608523 *k *
WtSorb. |.755369 150766 *

Mut Sorb. 096109 .683876 089517

4.3.2 Kli¢eni semen mutantnich rostlin exo70H8 na médiich obsahujicich soli

Pti kli¢eni semen na médiich obsahujicich NaCl semena jak divokého typu, tak i mutantd kli¢ila
o poznani pomaleji (viz obr. 20) a celkovy objem vyklicenych semen po sedmi dnech byl pro oba
genotypy téz mensi (viz obr. 23). Signifikantnost rozdilu vykli¢enych semen divokého typu na
kontrolnim médiu a médiu s NaCl je na trovni 0,01. Stejné tak je tomu i u semen mutantnich, i zde
je signifikantnost na urovni 0,01. Mensi objem vykli¢enych semen mutanta exo70H8 na médiu
s NaCl oproti vyklicenym sementim divokého typu téz na NaCl je signifikantni na trovni 0,01 (viz
tab. 2). Mlizeme tedy tvrdit, ze tento mutant vyrazné htre kli¢i na NaCl médiu.

Na médiich obsahujicich KCl semena obou dvou druht kli¢ila pomaleji nezZ na kontrolnim
médiu (viz obr. 21) a celkovy objem vyklicenych semen po sedmi dnech byl téz mensi (viz obr. 23).
Rozdil celkového objemu vyklicenych semen divokého typu na médiu s KCl byl signifikantni na
urovni 0,01. I rozdil vykli¢enych mutantnich semen na kontrolnim médiu a médiu s KCI byl
signifikantni na Grovni 0,01. Mezi klicenim semen divokého typu a mutanti na KCI médiu rozdil
nebyl moc patrny a zaroven vypocty byl oznacen za nesignifikantni (viz tab. 2).

Sorbitolova média zpocatku zpomalila kliceni semen obou genotypt, (viz obr. 22), ale celkovy
objem vykli¢enych semen po sedmi dnech jak na sorbitolu, tak i na kontrolnim médiu byl
srovnatelny (viz obr. 23). I podle testu signifikantnosti rozdil vykli¢enych semen divokého typu na

médiich se sorbitolem a bez sorbitolu byl nesignifikantni (viz tab. 2).
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Obrazek 20: Grafy procent vyklicenych semen Arabidopsis mutantii (Mut) exo70H8 a prislusnych
divokych typt (Wt) na kontrolnich médiich (0) a médiich se 160mM NaCl v pribéhu casu ve tiech

metodickych opakovanich.
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Obriazek 21: Grafy procent vyklicenych semen Arabidopsis mutanti (Mut) exo70HS8 a piislusnych
divokych typt (Wt) na kontrolnich médiich (0) a médiich se 160mM KCI v prubéhu ¢asu ve dvouch

metodickych opakovanich.
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Obrazek 22: Grafy procent vykli¢enych semen Afabidopsis mutanti (Mut) exo70H8 a prislusSnych
divokych typti (Wt) na kontrolnich médiich (0) a médiich se 160mM sorbitolem (Sorb.) v pribéhu ¢asu
ve dvouch metodickych opakovanich.
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Obrazek 23: Graf procent vyklicenych semen Arabidopsis mutanti (Mut, cervené) exo70H8 a
prislusnych divokych typt (Wt, zelené) po tiech dnech (vlevo) a po sedmi dnech (vpravo) kultivace na
kontrolnich médiich a médiich se 160mM NaCl, 160mM KCIl a 160mM sorbitolem (Sorbi.).
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Tabulka 2: Signifikantnost ziskanych hodnot vyklicenych semen Arabidopsis mutanta (Mut) exo70H$8
a prisluSnych divokych typa (Wt) po sedmi dnech kultivace na médiich vypocitanych pomoci metody
Chi-Square a ovéfenych metodou False Discovery Rate (FDR) pro korekei vicenasobného srovnavani.
Ve spodni ¢asti tabulky jsou vypsané vysledné hodnoty Chi-Square vypoctt (p-hodnoty), kdy tmavé zelené
jsou oznacené hodnoty nizsi nez 0,01, svétle zelené¢ hodnoty nizsi nez 0,05 a cervené vyssi nez 0,05 (tedy
nesignifikantni). V horni ¢asti tabulky jsou za pomoci hvézdicek oznacené vysledky FDR. (*) signifikantni
podle 0,05, (**) signifikantni podle 0,01, (NS) nesignifikantni. Sorb., sorbitol.

Exo70H8 [wto  [Muto  [wtNacl |[MutNacl Jwtkcl  [Mutkcl |wtSorb. [Mut Sorb.
Wt0 NS o o ok ok NS NS

Mut 0 1981446 * *r * * NS NS

Wt NaCl * NS NS NS *

Mut NaCl NS NS *k ok

Wt KCl 346967 .139087 NS NS i

Mut KCl 427932 07988  .871599 NS *
WtSorb. [.11559  .121095 132455 NS

Mut Sorb. |.989362 973295 164337

4.3.3 Pieneseni 5-ti dennich semenackii mutantnich rostlin exo70H7 a exo70H8 na médium
obsahujici siil

Rostliny Arabidopsis, které byly nejprve péstovany na klasickém 2MS médiu a nasledné po 5
dnech sterilné preneseny na média obsahujici 160mM NaCl a pro kontrolu i na 2MS médium,
nevykazovaly z4dné prokazatelné trendy (porovnani pienesenych mutantli oproti rostlinam
divokého typu) a to ani po 14 dnech pozorovani. Pouze bylo patrné, Ze sil je pro rostliny toxicka, at’

jde o mutanty ¢i divoké typy.

4.3.4 Kultivace mutantnich rostlin exo70H7 a exo70H8 v tekutém médiu

U rostlin od semen péstovanych v tekutém médiu po dobu péti dni bylo podezieni na odliSnou
délku kotenl dvojitého mutanta exo70H7-exo70HS. Mnohocetnym opakovanim tohoto pokusu tato
hypotéza nebyla potvrzena a bylo zjisténo, ze stres vytvoreny takovymito podminkami je tak

vysoky, ze namefené hodnoty se chaoticky méni pro jednotlivé genotypy.

4.3.5 Kultivace mutantnich rostlin exo70H7 a exo70H8 na médiu s vys$§im obsahem Zeleza
Rostliny byly pé€stovany na médiich s obsahem 100mM Zeleza. Bylo patrné, Ze takto vysoky

obsah Zeleza je pro rostliny velmi toxicky, a tak rostliny mutantni i divokého typu neptezivaly na

takovychto médiich dobfe. OvSem nebyl patrny Zadny vyrazny trend v porovnani mutanti vici

divokému typu rostlin.

4.3.6 Kultivace mutantnich rostlin exo70H7 a exo70H8 na médiu s niZ§im obsahem Zeleza
Pfi pouziti médii, ktera obsahovala pouze 10 % Zeleza oproti béznému 2MS médiu, nebyl
znatelny zadny fenotypovy projev ani jednéch z mutantnich rostlin oproti rostlinam divokého typu

péstovanych na stejném médiu.
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S DISKUZE

5.1 Podjednotky EXO70H7 a EXO70HS ve vyvoji kofene

Pfi analyze fenotypti mutantnich rostlin exo70H7, exo70H8 a dvojitého mutanta exo70H?7-
exo70HS8 nebyl v této praci identifikovan zadny pozorovatelny projev téchto mutaci. Dalo by se
tedy spekulovat, ze néktera z dalSich podjednotek EXO70 dokaze pIn¢ nahradit funkci EXO70H7 a
EXO70H8. Neda se ani vyloucit, Ze se pouze nepodafilo najit podminky, pti kterych by doslo

k fenotypovému projevu mutaci.

5.2 Exprese proteinu EXO70H7 a ovérovani jeho bunéc¢né lokalizace

Pozorovani bunécné lokalizace konstruktu EXO70H7 s N-terminalnim GFP pod konstitutivnim
virovym promotorem 35s v listu Nicotiana benthamiana ukézalo, ze je protein EXO70H7
lokalizovan v jadfe s kontrastnim (negativnim) jadérkem a v cytoplazmé. Lokalizace stejného
konstruktu ve stabiln¢ transformované rostliné Arabidopsis byla na bunécné rovni pozorovana
taktéz vjadfe s kontrastnim jadérkem a vcytoplazmé. K potvrzeni téchto pozorovani
doslo i u transformantt Arabidopsis s konstruktem s pfirozenym promotorem
(EXO70H7prom::GFP:EXO70H7). Objeveni signalu lokalizace tohoto proteinu v jadie a
cytoplazmé naznacuje mozné zapojeni do transportu smeérem z cytoplazmy do jadra ¢i vice versa.
Analyza vyskytu volného GFP pomoci Western Blot potvrdila jaderny signdl u konstruktu
35s::GFP:EXO70H7 v listech stabilnich transformanti Arabidopsis. Doslo tak k vyvraceni
moznosti, Zze by se jednalo pouze o vyskyt volného GFP a tim bylo tedy potvrzeno, Ze pozorovany
signal, je navazan na sledovany protein. U rostlin transformovanych konstruktem s pfirozenym
promotorem nebylo nalezeno ani volné GFP ani vdzané GFP, protoze tento konstrukt se exprimoval
pouze v kotfenové $picce a ne v listech (viz nize).

U obou konstruktt v Arabidopsis vzniklo podezieni, Ze signal GFP mohl byt lokalizovan i na
plazmatické membran€. Proto byly transformované rostliny pozorovany s obarvenou plazmatickou
membranou pomoci barviva FM-64. Pozorovani na konfokalnim mikroskopu ukazalo, ze
EXO70H7 nekolokalizuje s barvivem FM-64 a tudiz se nelokalizuje na membranu, vyskyt signalu
je tedy v kortikalni cytoplazmé tésn¢€ pod plazmatickou membranou. Protein EXO70H7 se tedy
nejspise nevaze trvale na plazmatickou membranu, pokud viibec, a mozna se netiCastni sekrece do
mimobunééného prostoru ¢i na plazmatické membrany. Nelze ov§em zanedbat moznost, ze k vazbé
toho proteinu na membranu nemuselo dojit, protoze je na n¢j navazané GFP, které by mohlo zakryt
nékterou z potfebnych domén EXO70H7 pro tvorbu konstruktu exocyst na membrané. Tato
moznost by se dala oveéfit vytvorenim konstruktu obsahujiciho GFP na C-konci a porovnani
vysledki se soucasnym konstruktem s GFP na N-konci.

Jiz dtive byl pozorovan konstrukt EXO70H4prom::GFP:EXO70H7 v trichomovych buikach
exo70H4 Arabidopsis a i zde byl signal pozorovan v jadfe a cytoplazmé (Kulich et al., 2018).
Pozorovani konstruktli s promotorem 35s a s pfirozenym promotorem EXO70H7 v buiikéach

kotenové Spicky v této diplomové praci tedy koresponduji s predchozimi pozorovanimi v bunkach
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trichomu. Vysledky mikroskopického pozorovani v této praci ukazaly, ze se EXO70H7 nejspise
lokalizuje na bunécné prepazce a ucastni se tak déleni bunek. Pfi obarveni kofene barvivem FM-64
byl pozorovan signal GFP kolokalizujici s timto barvivem nejspiSe na nové vznikajici bunécné
pfepazce u transformované rostliny Arabidopsis s konstruktem EXO70H7prom::GFP:EXO70H7.
Navic toto pozorovani bylo v meristématické zoné kotene, kde probiha velice aktivni déleni bunék.
Ovsem opakovani tohoto pozorovani je nezbytné pro ovéfeni téchto vysledki. V praci Li et al.
(2010) naznacili taktéz mozné zapojeni EXO70H7 do regulace bunééného cyklu, jelikoz pozorovali
lokalizaci v meristématické zén€ kotene transgenni linie EXO70H7promotor::GUS. Kazdopadné
bliz§i pozorovani bunééného cyklu jsou jesté nezbytna pro potvrzeni této informace. V ptipadé
potvrzeni této spekulace by protein EXO70H7 mohl hréat dilezitou roli pfi tvorbé nové bunécné
stény vznikajicich dcefinych bunék.

Z jiz publikované literatury vime, Ze lokalizace EXO70H7 v ramci celé rostliny Arabidopsis
byla ur¢ena pomoci metody RT-PCR v lateralni kotfenové cepicce, epidermis, primarni kufe,
endodermis a stfedovém valci kofenového meristému, také v cévnich svazcich dospélych kotent a
v plodolistu kvétu (Li et al., 2010). Ve stejné védecké publikaci byla lokalizace tohoto proteinu
hledéna i pomoci transgenni linie EXO70H7prom::GUS. Exprese glukuroniddzy pod pfirozenym
promotorem EXO70H7 byla nalezena v meristematické zon¢ kotene, v cévnich svazcich tésné nad
zonou kotenového vlaseni a v gynéceu. V predkladané diplomové praci byla pozorovana lokalizace
EXO70H7 s N-terminalnim GFP pod konstitutivnim virovym promotorem 35s a pod pfirozenym
promotorem EXO70H7 v celé rostliné Arabidopsis pouze s vynechanim rozmnoZovacich organti.
Signal GFP pod promotorem 35s byl nalezen v epidermis listi a hypokotylu, v celém kofeni se
signal vyskytoval v rhizodermis a primarni kaie. Signal GFP s pfirozenym promotorem byl nalezen
pouze v kofenové Spic¢ce. Dochazi tak tedy k rozepii s predchozim pozorovanim lokalizace, az na
vyjimku meristému kotfenové $picky, ktery se potvrdil ve vSech pripadech. Je mozné, ze vysledky
RT-PCR nekorespondovaly s mikroskopickym pozorovanim signadlu GFP pod pfirozenym
promotorem z divodu mozného silencingu tohoto konstruktu. Je také mozné, ze dochazi
k alternativnimu sestfihu mRNA pro tento protein a tim odstfiZzeni sekvence GFP. TaktéZ je mozné,
ze se uméle vytvoreny konstrukt inkorporoval do genomu v mistech, kde chybi potiebné useky

DNA pro nasednuti transkripénich faktori, jenz by mohly aktivovat expresi v téchto pletivech.

5.3 Exprese proteinu EXO70HS8

Bunécnd lokalizace konstruktu EXO70HS8 s N-termindlnim GFP pod konstitutivnim virovym
promotorem 35s v listu Nicotiana benthamiana (transientni transformace) byla detekovana pouze
v cytoplazmé. Signal stejného konstruktu ve stabilné transformované rostliné¢ Arabidopsis byl slaby
a vyskytoval se také v cytoplazmé s patrnymi pohybujicimi se negativnimi télisky bez signalu.
Vznikl ptedpoklad, ze by se signal tohoto konstruktu mohl vyskytovat i na plazmatické membrane,
a proto byly transformované rostliny pozorovany s obarvenou plazmatickou membranou pomoci
FM-64. Pozorovani konfokalnim mikroskem ukdzalo, ze EXO70H8 nekolokalizuje s barvivem

FM-64, a tudiz neni lokalizovan na plazmatické membrang. Jiz diive byl pozorovan konstrukt
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EXO70H4prom::GFP:EXO70HS8 v trichomovych bunkach Arabidopsis divokého typu, kde byl
signdl nalezen na plazmatické membran€ a v bunécné sténé (Kubatova et al., 2019). V trichomu
pozorovana plazmaticka kolokalizace nebyla v této praci v jinych pletivech pozorovana. Moznou
pti¢inou mize byt pouziti pfirozeného promotoru jiného genu ze skupiny EXO70 a tim zménéna
exprese, ktera v této praci nebyla pozorovana s promotorem 35s ani s piirozenym promotorem.

Pletivova lokalizace EXO70HS v celé rostliné Arabidopsis byla dfive nalezena pomoci metody
RT-PCR v endodermis kotene v zon¢ kofenového vlaseni a zoné plné diferenciovanych pletiv. Ve
stejné publikaci byla lokalizace tohoto proteinu hleddna 1 pomoci transgenni linie
EXO70H8prom::GUS. Exprese glukuronidazy pod pfirozenym promotorem EXO70H8 byla
nalezena pouze v cévnich svazcich t€sn€ nad zonou korenového vlaseni (Li et al., 2010). V této
diplomové praci byla lokalizace konstruktu 35s::GFP:EXO70HS8 hledana v celé¢ rostling
Arabidopsis pouze s vynechanim rozmnozovacich organii. Signal GFP byl nalezen v bunkach
epidermis listl 1 hypokotylu a v bunikach primarni kiry kofene v zéné plné diferencovanych pletiv.
Dalo by se fict, ze ¢ast predchoziho pozorovani je tedy potvrzena i vysledky této prace s rozdilem
exprese pod konstituvnim promotorem 35s. Pravé tento promotor mohl zavinit pozorovani signalu
v listech a hypokotylu, kde u publikovanych dat nebyl zaznamenan. Co se tyka rozdilu pozorovani
v primarni kiife v této praci vii¢i pozorovani v cévnich svazcich a endodermis plné diferencovaného
kotene, mize se jednat o nespravné vyhodnoceni vysledkli pozorovani béhem této prace. OvSem
umisténi signalu v dané kofenové zoné€ se shodovalo.

Je nezbytné zminit rozdil sily signalu konstrukti 35s::GFP:EXO70H7 a 35s::GFP:EXO70HS.
Signal GFP navazaného na protein EXO70H7 byl mnohonasobné intenzivngjsi nez signal GFP u
proteinu EXO70HS, a to jak pfi transientni transformaci listl Nicotiana benthamiana, tak 1 pfi
stabilni transformaci rostlin Arabidopsis. Toto pozorovani potvrzuje data ziskana aplikaci
GENEVESTIGATOR®, ktera ukazovala niz§i hladinu exprese genu EXO70HS oproti EXO70H7.

5.4 Podjednotky EXO70H7 a EXO70H8 ve vyvoji kofene pri stresovych

podminkach

Transport materiald v bufice a na plazmatickou membranu je nepostradatelny pro rostlinu pfi
obrané proti stresu. Jednim z téchto transportnich procest je pravé exocytodza a jeji zacileni pomoci
komplexu exocyst a konkrétné jeho podjednotky EXO70. Pravé zvysena exprese proteini EXO70
pfi abiotickém stresu, nadbytku tézkych kovi, teplotnim stresu a stresu suchem byla jiz dfive
pozorovana (Chong et al., 2010; Lin et al., 2013; Mazel et al., 2004; Zhao et al., 2019). Proto v této
praci byly mutantni rostliny exo70H7 a exo70HS podrobeny testim péstovani za rtznych
stresovych podminek.

Vyskyt proteint EXO70H7 a EXO70HS byl diivéjsim vyzkumem objeven mj. v endodermis
kofenového meristému (eFP Browser. Root Compare At5g59730, At2g28650, Li et al., 2010), coz
naznacuje jeho mozné zapojeni v tvorbé endodermis a ptipadné Caspariho prouzku. Obé tyto
struktury jsou nezbytné pro ochranu kotene pred nadbyte¢nym piijmem toxickych latek z okoli.
Dalsim ukazatelem, ze protein EXO70H7 hraje roli v obran¢ kotene pted pfijmem toxickych latek,
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byla diive publikovana data, ukazujici, ze by se protein EXO70H7 mohl ucastnit regulace SOS1
proteinu (plasma membranovy Na+/H+-antiportér), ktery je nezbytny pro odpovéd’ kofene na
zasoleni (Oh et al., 2010). Pro otestovani mozné funkce proteint EXO70H7 a EXO70HS v obran¢
kotene proti toxickym latkdm z okoli byly rostliny mutanti exo70H7 a exo70HS8 a dvojitého
mutanta exo70H7-exo70HS8 péstovany na nadbytku soli a Zeleza. Byly hledany ptipadné fenotypové
projevy zvySené toxicity téchto latek na mutantni rostliny oproti rostlinam divokého typu. Tento
predpoklad se nepotvrdil, jelikoZ mutantni rostliny vypadaly totozné€ s rostlinami divokého typu a
zadny vyrazny trend se neprojevil. Divodem miize byt plnd zastupitelnost jinym z genti rodiny
EXO70, ktery mohl nahradit jejich ptedpokladanou funkci v obran¢ rostlin. Pravdépodobné
vysvétleni mize byt i to, Zze se pouze nepodafilo objevit fenotypovy projev mutace proteind
EXO70H7 a EXO70H8 a je tedy zadouci hledat dal. Mozna je funkce proteini EXO70H7 a
EXO70H8 podminéna konkrétnimi podminkami nebo stimuly, které nebyly v této praci testovany a
fenotyp se tak nemohl objevit. Taktéz je mozné, Ze mutace exo70H7 a exo70H8 narusuje az

generativni fazi zivota Arabidopsis, ktera v této praci nebyla pozorovana.

5.4.1 Kli¢eni mutantnich semen na médiich obsahujicich soli

U mutantnich roslin jsme na zakladé dostupnych dat z literatury pfedpokladali naruseni bunécéné
stény u mutantnich semen, jelikoz proteiny EXO70 se ucastni jeji tvorby. Proto jsme ocekavali, ze se
trend kliceni mutantnich semen mohl liSit od semen divokého typu. Kdyby tomu tak bylo, mutantni
semena by mohla Iépe kli¢it na kontrolnich médiich, protoze by méla lepsi pfijem vody, a naopak by
hute klicila na médiich obsahujicich soli, jelikoz kvili poruse bunécné stény by byl zvySen piijem jejich
iontl. Ani jeden z téchto predpokladi vSak nebyl potvrzen pro mutantni semena exo70H7, u mutantnich
semen exo70HS8 byl potvrzen pouze piedpoklad horSiho kli¢eni na soli.

Rozdil vykli€¢enych semen exo70H7 oproti divokému typu na kontrolnim médiu ani na 160mM
NaCl a 160mM KCI médiu nebyl signifikantni. OvSem porovnani kliceni na sorbitolu semen divokého
typu oproti mutantnim sementim exo70H7 bylo signifikantni na Grovni 0,01 a semena divokého typu zde
tedy 1épe klicila. Dalo by se tedy fict, Ze v pfipadé mutace exo70H7 je pro kliCeni problematicky
osmoticky stres zpusobeny vtomto piipadé nadbytkem sorbitolu. Druhou moZnosti pro tento
signifikantni rozdil by mohlo byt, Ze semena divokého typu jsou schopna Iépe pfijimat cukry z prostiedi
(v tomto piipadé sorbitol) a diky tomu rychleji kli¢it. Zajimavym poznatkem bylo, Ze semena
mutantnich rostlin exo70H7 vykazovala vysokou variabilitu v kli¢eni jak mezi jednotlivymi médii, tak i
v opakovanich pokusu a to i pfes stejnou Sarzi semen. Dalo by se tedy spekulovat nad vyraznou
nestabilitou mutantnich semen jiz pii drobnych fluktuacich podminek, a tim tedy jejich vyssi nachylnost
k naruseni kliceni oproti sementim divokého typu.

Rozdil kliceni mutantnich semen exo70H8 oproti divokému typu na 160mM NaCl médiu byl
signifikantni, mutantni semena kli¢ila vyrazné hiife. V ptipad¢ kontrolniho média, 160mM KCI média a
média se sorbitolem rozdil kli¢eni mutantnich semen oproti divokému typu nebyl signifikantni. Mutantni
semena exo70HS jsou tedy citliva na iontovy stres zptisobeny nadbytkem NaCl, tedy pfesnéji nejspiSe na
nadbytek iontd sodiku. Toto zjiSténi naznacuje, ze se protein EXO70H8 né&jakym zplisobem ucastni

obrany proti nadbyte¢nému piijmu iontl sodiku.
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6 ZAVER

Jednim zcild této prace byla analyza fenotypu mutace v genech EXO70H7, EXO70HS a
rostliny s dvojitou mutaci exo70H7-exo70HS. Avsak ani u jedné z téchto mutaci se v této praci
nepodaftilo identifikovat zddny fenotypovy projev a je tak zapotiebi patrat déle.

Bunécna lokalizace in vivo byla studovana pomoci konstrukti daného proteinu s N-terminalnim
GFP pod konstitutivnim virovym promotorem 35s ¢i pod pfirozenym promotorem pro dany gen.
Nejprve byla zjisténa lokalizace EXO70H7 pod 35s promotorem tranzientni transformaci listu
Nicotiana Benthamiana v jadie s kontrastnim jadérkem a v cytoplazmé. Toto pozorovani bylo
potvrzeno i ve stabiln¢ transformovanych rostlindich Arabidopsis jak s promotorem 35s tak i
s pfirozenym promotorem. Byla zjisténa i lokalizace na bunééné ptepazce délici se bunky, nicméné
toto pozorovani je nezbytné potvrdit v budoucim vyzkumu. OvSem kdyby tomu opravdu tak bylo,
tak by protein EXO70H7 mohl mit funkci v bunééném cyklu a vzniku novych bunék. Lokalizace
EXO70H7 v jadife byla navic potvrzena pomoci analyzy Western Blot pro konstrukt s 35s
promotorem. Pomoci barviva FM-64 byla vyvracena piipadna lokalizace tohoto proteinu na
plazmatickou membranu. Co se tyka pletivové lokalizace, tak EXO70H7 se vyskytuje v kofenové
$picce pod prirozenym promotorem. V piipadé¢ konstitutivniho promotoru byl tento protein nalezen
nejen v kofenové Spicce, ale i po celé délce kofene v rhizodermis a primarni kiife a v epidermis listt
1 hypokotylu.

Podobné¢ i u EXO70HS byla lokalizace nejprve zjisténa v listech tabaku pod 35s promotorem,
kde byl signal nalezen pouze v cytoplazmé. Signal byl potvrzen i ve stabilné transformované
rostliné Arabidopsis s 35s promotorem. Nachazel se taktéz v cytoplazmé a byly patrné pohybujici
se negativni téliska (blize neidentifikované¢ bunééné kompartmenty). Pomoci barviva FM-64 byla
vyvracena pripadna lokalizace tohoto proteinu na plazmatickou membranu. V rostliné se protein
EXO70HS8 vyskytoval pod konstitutivnim promotorem v burnikach epidermis listd i hypokotylu a
v bunikach primarni kiry kotfene v zoén¢ plné diferencovanych pletiv. Nezdafilo se najit stabilné
transformovanou linii rostlin s konstruktem GFP pod ptirozenym promotorem toho genu, v které by
byl viditelny signal GFP. Namétem na budouci praci je tedy snaha o ziskani takovéto rostliny,
v které by bylo mozné sledovat expresi genu EXO70HS pod pfirozenym promotorem.

Pozorovani mutantnich rostlin exo70H7 a exo70HS a dvojitého mutanta exo70H7-exo70HS na
médiich obsahujicich nadbytek soli a Zeleza ¢i naopak nedostatek zeleza neukazalo zadné odchylky
od rostlin divokého typu. Divodem muze byt pfipadnad redundantnost genii z rodiny EXO70 ¢i
prosté neobjeveni fenotypu, protoze nebylo dosazeno podminek, které by ho vyvolaly. Vznika tedy
namét pro budouci vyzkum. Pouze v kli¢eni rostlin byly nalezeny né€které rozdily. Mutantni semena
exo70H7 Kklicila signifikantné hiife na médiich obsahujicich sorbitol neZz semena divokého typu.
Zajimavym pozndnim bylo, Ze semena exo70H7 vykazovala vysokou variabilitu v kliceni jak mezi
jednotlivymi médii, tak i v opakovanich pokusu a to i pies stejnou Sarzi semen. Signifikantni rozdil
byl pozorovan v kliceni semen exo70HS oproti divokému typu na 160mM NaCl médiu, kdy

mutantni semena kli¢ila vyrazn¢ hure.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Agrobacterium
Arabidopsis
DNA

E. coli
EDTA
GFP

LB
MPA
MPB
mRNA
MS
NaCl
KCl1
PBS
PCR
RNA
ROS
RT-PCR
SDS
SNARE
TBE
TRAPP

Tris

Agrobacterium tumefaciens

Arabidopsis thaliana

»deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina
Escherichia coli

kyselina ethylendiamintetraoctova

»green fluorescent protein‘, zeleny fluorescencni protein
»lysogeny broth*

masopeptonovy agar

masopeptonovy bujon

,,messenger RNA*

mix bazalnich soli Murashige a Skoog

chlorid sodny

chlorid draselny

fyziologicky roztok

,polymerase chain reaction®, polymerazova fetézova reakce
Lribonucleic acid, ribonukleova kyselina

,reactive oxygen species®, reaktivni formy kysliku

,»real time polymerase chain reaction* polymerazova fetézova reakce v Case
dodecylsiran sodny

,,s0luble NSF attachment protein receptor*
Tris/Borate/EDTA

L,transport protein particle*

tris(hydroxymethyl)aminomethan

41



8 SEZNAM POUZITE LITERATURY

Battey, N.H., James, N.C., Greenland, A.J., and Brownlee, C. (1999). Exocytosis and Endocytosis.
Plant Cell 11, 643-659.

Becana, M., Moran, J.F., and Iturbe-Ormaetxe, 1. (1998). Iron-dependent oxygen free radical
generation in plants subjected to environmental stress: toxicity and antioxidant protection. Plant
Soil 201, 137-147.

Becker, M., and Asch, F. (2005). Iron toxicity in rice—conditions and management concepts. J.
Plant Nutr. Soil Sci. /68, 558-573.

Bradshaw, A.D., and Hardwick, K. (1989). Evolution and stress-genotypic and phenotypic
components. Biol. J. Linn. Soc. 37, 137-155.

Brumbarova, T., Bauer, P., and Ivanov, R. (2015). Molecular mechanisms governing Arabidopsis
iron uptake. Trends Plant Sci. 20, 124—-133.

Caspary R. (1865). Bemerkungen iiber die Schutzscheide und die Bildung des Stammes und der
Wurzel. Jahrb Wiss. Bot 101-124.

Cho, S.K., Ryu, M.Y., Song, C., Kwak, J.M., and Kim, W.T. (2008). Arabidopsis PUB22 and
PUB23 Are Homologous U-Box E3 Ubiquitin Ligases That Play Combinatory Roles in Response to
Drought Stress. Plant Cell 20, 1899-1914.

Chong, Y.T., Gidda, S.K., Sanford, C., Parkinson, J., Mullen, R.T., and Goring, D.R. (2010).
Characterization of the Arabidopsis thaliana exocyst complex gene families by phylogenetic,
expression profiling, and subcellular localization studies. New Phytol. /85, 401-419.

Cole, R.A., Synek, L., Zarsky, V., and Fowler, J.E. (2005). SEC8, a Subunit of the Putative
Arabidopsis Exocyst Complex, Facilitates Pollen Germination and Competitive Pollen Tube
Growth. Plant Physiol. 738, 2005-2018.

Cvrckova, F., Grunt, M., Bezvoda, R., Hala, M., Kulich, 1., Rawat, A., and Zarsky, V. (2012).
Evolution of the Land Plant Exocyst Complexes. Front. Plant Sci. 3.

Dolan et al. (1994). The contribution of chimeras to the understanding of root meristem
organization. Linn. Soc 195-208.

Elias, M. (2003). The exocyst complex in plants. Cell Biol. Int. 27, 199-201.

Eroglu, S., Meier, B., Wirén, N. von, and Peiter, E. (2016). The Vacuolar Manganese Transporter
MTPS8 Determines Tolerance to Iron Deficiency-Induced Chlorosis in Arabidopsis. Plant Physiol.
170, 1030-1045.

42



Esau, K. (1960). Anatomy of Seed Plants. Soil Sci. 90, 149.

Esmon, C.A., Pedmale, U.V., and Liscum, E. (2004). Plant tropisms: providing the power of

movement to a sessile organism. Int. J. Dev. Biol. 49, 665-674.

Fageria, N.K., Santos, A.B., Filho, M.P.B., and Guimaraes, C.M. (2008). Iron Toxicity in Lowland
Rice. J. Plant Nutr. 3/, 1676-1697.

Galvan-Ampudia, C.S., Julkowska, M.M., Darwish, E., Gandullo, J., Korver, R.A., Brunoud, G.,
Haring, M.A., Munnik, T., Vernoux, T., and Testerink, C. (2013). Halotropism Is a Response of
Plant Roots to Avoid a Saline Environment. Curr. Biol. 23, 2044-2050.

Gruber, B.D., Giehl, R.F.H., Friedel, S., and Wirén, N. von (2013). Plasticity of the Arabidopsis
Root System under Nutrient Deficiencies. Plant Physiol. /63, 161-179.

Hala, M., Cole, R., Synek, L., Drdova, E., Pecenkov4, T., Nordheim, A., Lamkemeyer, T.,
Madlung, J., Hochholdinger, F., Fowler, J.E., et al. (2008). An Exocyst Complex Functions in Plant
Cell Growth in Arabidopsis and Tobacco. Plant Cell 20, 1330-1345.

He, B., Xi, F., Zhang, J., TerBush, D., Zhang, X., and Guo, W. (2007). Exo70p mediates the
secretion of specific exocytic vesicles at early stages of the cell cycle for polarized cell growth. J.
Cell Biol. 176, 771-777.

Heil, M., and Baldwin, I.T. (2002). Fitness costs of induced resistance: emerging experimental

support for a slippery concept. Trends Plant Sci. 7, 61-67.

Hong, D., Jeon, B.W., Kim, S.Y., Hwang, J.-U., and Lee, Y. (2016). The ROP2-RIC7 pathway
negatively regulates light-induced stomatal opening by inhibiting exocyst subunit Exo70B1 in
Arabidopsis. New Phytol. 209, 624—635.

Julkowska, M.M., Klei, K., Fokkens, L., Haring, M.A., Schranz, M.E., and Testerink, C. (2016).
Natural variation in rosette size under salt stress conditions corresponds to developmental
differences between Arabidopsis accessions and allelic variation in the LRR-KISS gene. J. Exp.
Bot. 67, 2127-2138.

Julkowska, M.M., Koevoets, I.T., Mol, S., Hoefsloot, H., Feron, R., Tester, M.A., Keurentjes,
J.J.B., Korte, A., Haring, M.A., de Boer, G.-J., et al. (2017). Genetic Components of Root
Architecture Remodeling in Response to Salt StressfOPEN]. Plant Cell 29, 3198-3213.

Karahara, 1., and Shibaoka, H. (1992). Isolation of Casparian Strips from Pea Roots. Plant Cell
Physiol. 33, 555-561.

Kee, Y., Yoo, J.-S., Hazuka, C.D., Peterson, K.E., Hsu, S.-C., and Scheller, R.H. (1997). Subunit
structure of the mammalian exocyst complex. Proc. Natl. Acad. Sci. 94, 14438—-14443.

43



Koumandou, V.L., Dacks, J.B., Coulson, R.M., and Field, M.C. (2007). Control systems for
membrane fusion in the ancestral eukaryote; evolution of tethering complexes and SM proteins.
BMC Evol. Biol. 7, 29.

Kubatova, Z., Pejchar, P., Potocky, M., Sekeres, J., Zarsky, V., and Kulich, 1. (2019). Arabidopsis
Trichome Contains Two Plasma Membrane Domains with Different Lipid Compositions Which
Attract Distinct EXO70 Subunits. Int. J. Mol. Sci. 20.

Kulich, 1., Pecenkova, T., Sekeres, J., Smetana, O., Fendrych, M., Foissner, 1., Hoftberger, M., and
Zarsky, V. (2013). Arabidopsis Exocyst Subcomplex Containing Subunit EXO70B1 Is Involved in
Autophagy-Related Transport to the Vacuole. Traffic /4, 1155-1165.

Kulich, I., Vojtikova, Z., Glanc, M., Ortmannova, J., Rasmann, S., and Zérsky, V. (2015). Cell Wall
Maturation of Arabidopsis Trichomes Is Dependent on Exocyst Subunit EXO70H4 and Involves
Callose Deposition. Plant Physiol. /68, 120-131.

Kulich, I, Vojtikova, Z., Sabol, P., Ortmannova, J., Nedéla, V., Tihlafikové, E., and Zarsky, V.
(2018). Exocyst Subunit EXO70H4 Has a Specific Role in Callose Synthase Secretion and Silica
Accumulation. Plant Physiol. /76, 2040-2051.

Li, G., Xu, W., Kronzucker, H.J., and Shi, W. (2015a). Ethylene is critical to the maintenance of
primary root growth and Fe homeostasis under Fe stress in Arabidopsis. J. Exp. Bot. 66, 2041—
2054.

Li, G., Song, H., Li, B., Kronzucker, H.J., and Shi, W. (2015b). Auxin Resistantl and PIN-
FORMED?2 Protect Lateral Root Formation in Arabidopsis under Iron Stress. Plant Physiol. /69,
2608-2623.

Li, G., Kronzucker, H.J., and Shi, W. (2016). The Response of the Root Apex in Plant Adaptation
to Iron Heterogeneity in Soil. Front. Plant Sci. 7.

Li, S., van Os, G.M.A., Ren, S., Yu, D., Ketelaar, T., Emons, A.M.C., and Liu, C.-M. (2010).
Expression and Functional Analyses of EXO70 Genes in Arabidopsis Implicate Their Roles in
Regulating Cell Type-Specific Exocytosis1[W][OA]. Plant Physiol. 7154, 1819—1830.

Li, X., Ma, H., Jia, P., Wang, J., Jia, L., Zhang, T., Yang, Y., Chen, H., and Wei, X. (2012).
Responses of seedling growth and antioxidant activity to excess iron and copper in Triticum

aestivum L. Ecotoxicol. Environ. Saf. 86, 47-53.

Lin, C.-Y., Trinh, N.N., Fu, S.-F., Hsiung, Y.-C., Chia, L.-C., Lin, C.-W., and Huang, H.-J. (2013).
Comparison of early transcriptome responses to copper and cadmium in rice roots. Plant Mol. Biol.
81, 507-522.

44



Liu, W, Li, R.-J.,, Han, T.-T., Cai, W., Fu, Z.-W., and Lu, Y.-T. (2015). Salt Stress Reduces Root
Meristem Size by Nitric Oxide-Mediated Modulation of Auxin Accumulation and Signaling in
Arabidopsis. Plant Physiol. /68, 343-356.

Mazel, A., Leshem, Y., Tiwari, B.S., and Levine, A. (2004). Induction of Salt and Osmotic Stress
Tolerance by Overexpression of an Intracellular Vesicle Trafficking Protein AtRab7 (AtRabG3e).
Plant Physiol. 734, 118-128.

Munns, R. (2002). Comparative physiology of salt and water stress. Plant Cell Environ. 25, 239—
250.

Munns, R., and Tester, M. (2008). Mechanisms of Salinity Tolerance. Annu. Rev. Plant Biol. 59,
651-681.

Naseer, S., Lee, Y., Lapierre, C., Franke, R., Nawrath, C., and Geldner, N. (2012). Casparian strip
diffusion barrier in Arabidopsis is made of a lignin polymer without suberin. Proc. Natl. Acad. Sci.
109,10101-10106.

Nawrath, C., Schreiber, L., Franke, R.B., Geldner, N., Reina-Pinto, J.J., and Kunst, L. (2013).
Apoplastic Diffusion Barriers in Arabidopsis. Arab. Book Am. Soc. Plant Biol. /7.

Novick, P., Field, C., and Schekman, R. (1980). Identification of 23 complementation groups
required for post-translational events in the yeast secretory pathway. Cell 21, 205-215.

Oh, D.-H., Lee, S.Y., Bressan, R.A., Yun, D.-J.,, and Bohnert, H.J. (2010). Intracellular
consequences of SOS1 deficiency during salt stress. J. Exp. Bot. 61, 1205-1213.

Pacifici, E., Polverari, L., and Sabatini, S. (2015). Plant hormone cross-talk: the pivot of root
growth. J. Exp. Bot. 66, 1113-1121.

Ratering, S., and Schnell, S. (2000). Localization of iron-reducing activity in paddy soilby profile
studies. Biogeochemistry 48, 341-365.

Reyt, G., Boudouf, S., Boucherez, J., Gaymard, F., and Briat, J.-F. (2015). Iron- and Ferritin-
Dependent Reactive Oxygen Species Distribution: Impact on Arabidopsis Root System
Architecture. Mol. Plant 8, 439-453.

Sack, F.D. (1991). Plant Gravity Sensing. In International Review of Cytology, K.W. Jeon, and M.
Friedlander, eds. (Academic Press), pp. 193-252.

Schmidt, W., Tittel, J., and Schikora, A. (2000). Role of Hormones in the Induction of Iron
Deficiency Responses in Arabidopsis Roots. Plant Physiol. 722, 1109-1118.

45



Seo, D.H., Ahn, M.Y., Park, K.Y, Kim, E.Y., and Kim, W.T. (2016). The N-Terminal UND Motif
of the Arabidopsis U-Box E3 Ligase PUBI8 Is Critical for the Negative Regulation of ABA-
Mediated Stomatal Movement and Determines Its Ubiquitination Specificity for Exocyst Subunit
Exo070B1. Plant Cell 28, 2952-2973.

Sun, F., Zhang, W., Hu, H., Li, B, Wang, Y., Zhao, Y., Li, K., Liu, M., and Li, X. (2008). Salt
Modulates Gravity Signaling Pathway to Regulate Growth Direction of Primary Roots in
Arabidopsis. Plant Physiol. /46, 178—188.

Synek, L., Schlager, N., Elia§, M., Quentin, M., Hauser, M.-T., and Zérsky, V. (2000).
AtEXO70A1, a member of a family of putative exocyst subunits specifically expanded in land
plants, is important for polar growth and plant development. Plant J. Cell Mol. Biol. 48, 54-72.

Takatsuka, H., and Umeda, M. (2014). Hormonal control of cell division and elongation along
differentiation trajectories in roots. J. Exp. Bot. 65, 2633-2643.

Trinh, N.N., Le, H.T., and Nguyen, T.P. (2019). Overexpression of the dominant negative
nbexo70d1 mutantionconfers tolerance to salt stress in transgenic tobacco. Biol. Plant.

Verbelen, J.-P., De Cnodder, T., Le, J., Vissenberg, K., and Baluska, F. (2006). The Root Apex of
Arabidopsis thaliana Consists of Four Distinct Zones of Growth Activities. Plant Signal. Behav. 1,
296-304.

Wang, Y., Zhang, W., Li, K., Sun, F., Han, C., Wang, Y., and Li, X. (2008). Salt-induced plasticity
of root hair development is caused by ion disequilibrium in Arabidopsis thaliana. J. Plant Res. 121,
87-96.

Wang, Y., Li, K., and Li, X. (2009). Auxin redistribution modulates plastic development of root
system architecture under salt stress in Arabidopsis thaliana. J. Plant Physiol. /66, 1637-1645.

Weiner, J. (2004). Allocation, plasticity and allometry in plants. Perspect. Plant Ecol. Evol. Syst. 6,
207-215.

Wen, T.-J., Hochholdinger, F., Sauer, M., Bruce, W., and Schnable, P.S. (2005). The roothairless1
Gene of Maize Encodes a Homolog of sec3, Which Is Involved in Polar Exocytosis. Plant Physiol.
138, 1637-1643.

Wilson, C.A., and Peterson, C.A. (1983). Chemical Composition of the Epidermal, Hypodermal,
Endodermal and Intervening Cortical Cell Walls of Various Plant Roots. Ann. Bot. 57, 759-769.

Wu, B., and Guo, W. (2015). The Exocyst at a Glance. J. Cell Sci. 128, 2957-2964.

46



Wu, H., Turner, C., Gardner, J., Temple, B., and Brennwald, P. (2009). The Exo70 Subunit of the
Exocyst Is an Effector for Both Cdc42 and Rho3 Function in Polarized Exocytosis. Mol. Biol. Cell
21,430-442.

Zarsky, V., Cvrékova, F., Potocky, M., and Hala, M. (2009). Exocytosis and cell polarity in plants —
exocyst and recycling domains. New Phytol. /83, 255-272.

Zhao, J., Zhang, X., Wan, W., Zhang, H., Liu, J., Li, M., Wang, H., Xiao, J., and Wang, X. (2019).
Identification and Characterization of the EXO70 Gene Family in Polyploid Wheat and Related
Species. Int. J. Mol. Sci. 20, 60.

Zolla, G., Heimer, Y.M., and Barak, S. (2010). Mild salinity stimulates a stress-induced
morphogenic response in Arabidopsis thaliana roots. J. Exp. Bot. 6/, 211-224.

Zou, N., Li, B., Dong, G., Kronzucker, H.J., and Shi, W. (2012). Ammonium-induced loss of root
gravitropism is related to auxin distribution and TRH1 function, and is uncoupled from the
inhibition of root elongation in Arabidopsis. J. Exp. Bot. 63, 3777-3788.

Internetové zdroje:

The Arabidopsis Information Resource. Locus: AT5G59730 [online]. naposled modifikovano
30.11.2015 [citovano 29.7.2020]. Dostupné z
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134665&type=locus.

BioGRID3.5.187. Arabidopsis thaliana (Columbia) EXO70H7 [online]. [citovano 29.7.2020].
Dostupné z https://thebiogrid.org/21338/summary/arabidopsis-thaliana/exo70h7.html.

The Arabidopsis Information Resource. Locus: AT2G28650 [online]. naposled modifikovano
11.2.2013 [citovano 29.7.2020]. Dostupné z
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=35438&type=locus.

eFP Browser. Root Compare At5g59730, At2g28650 [online]. [citovano 29.7.2020]. Dostupné z
http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi?dataSource=Root&modelnput=Compare&primaryGe
ne=At5g59730&secondaryGene=At2g28650&override=None&threshold=1.18&modeMask low=
None&modeMask stddev=None.

47



