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SOUHRN

Tato bakalarské praci se blize zaobira problematikou mitogen aktivovanych protein kinas
(MAPK) v tolici vojtéSce (Medicago sativa L.), ptiCemz se konkrétné specializuje na tfi
vybrané kinasy, tedy patogen responzivni MAP kinasu kinasu PRKK a solnym stresem
indukovanou MAP kinasu kinasu SIMKK. Tyto dvé kinasy mohou putsobit za odli§nych
podminek v rozdilnych signaliza¢nich drahach jako upstream regulatory pro aktivaci SIMK
reprezentujici solnym stresem indukovanou protein kinasu. Tyto interakce byly studovany
pomoci metody koexprese, a to na subcelularni Urovni prostfednictvim mikroskopie
transientné transformovanych rostlin Nicotiana benthamiana s fluorescencné znaCenymi
MAP kinasami a dale také fenotypicky. Hladiny vySe uvedenych kinas rovnéz ovliviiuji
fenotyp rostlin. Z tohoto divodu byl u transgennich rostlin se snizenou expresi gentt SIMK a
SIMKK u linie SIMKKIi a u rostlin linie GFP-SIMK charakterizované nadmérnou expresi
SIMK znacené za vyuziti zeleného fluorescencniho proteinu studovan fenotyp se zamétenim
na zjiSténi velikosti ploch pratoku xylémovych bunék, pro coz byla vyvinuta a
optimalizovana metoda automatického méfeni softwarem za pouziti programu Image].
Nedilnou soucasti bylo rozmnozeni rostlin somatickou embryogenezi, pfiCemz je tato
metoda dulezitym krokem pii produkci a propagaci rostlin regenerovanych somatickou
embryogenezi po stabilni transformaci. V neposledni fadé bylo vyuzito in silico analyz pro
blizsi studium MAP kinas kinas u husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) AtMKKS a
AtMKKI1, které jsou blizkymi ortology vojtéskovych MAP kinas kinas SIMKK a PRKK,
diky ¢emuz muzeme usuzovat obdobné vlastnosti a tlohy pfi zapojeni téchto kinas ve
vyvoji a regulaci fyziologickych pochodt v rostlinach.
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1 UVOD

Kli¢ovou roli pii zachyceni podnétt z okoli i vnéjsiho prostfedi buriky a poté nasledném
zprostiedkovani fyziologické odpovedi u rostlin hraji mitogen aktivované protein kinasy.
Tyto proteiny funguji ve stupriovitém modulu, kdy jsou jednotlivé stupné propojeny diky
prenosu fosfatové skupiny v rezimu donor-akceptor, kdy akceptor muze byt v dal$im stupni
donorem fosfatu pro dal§i protein. V reakci na solny stres, patfici mezi jeden z podstatnych
faktorti omezujici zemédélskou produkci, byla zjisténa v tolici vojtéSce dilezita role stresem
indukované mitogen aktivované protein kinasy (SIMK). Rovnéz je znamo zapojeni SIMK
pii nodulacnich procesech, kdy pozitivné ovliviiuje nejen tvorbu noduld, ale i produkci
nadzemni biomasy. Déle pokud je SIMK nadmérné exprimovana v transgennich rostlinach,
dochazi u nich ke zvySené tvorbé a rastu kotfenovych vlaska.
Vzpomenuta muze byt rovnéz role jejich upstream aktivatort, tedy patogen responzivni
MAP kinasy kinasy (PRKK) a solnym stresem indukovanou MAP kinasu kinasu (SIMKK).
Zatimco SIMKK je indukovéana zvySenou koncentraci soli a houbovymi elicitory, PRKK
nezprostredkuje aktivaci SIMK signalizovanou solnym stresem, nybrz aktivuje rizné MAP
kinasy, vCetné SIMK, v reakci na patogenni elicitor.

Z vyse uvedeného tedy vyplyva dulezitost té€chto kinas ve funkci regulatort stresovych
signalizaci v rostliné. Vyznamné je tedy jejich studium pro nasledné vyuziti v zemé&délstvi
nejen pii zvySovani odolnosti vici patogenim a odolnosti vaci stresu, ale taktéz pii

zkoumani symbiotickych interakcich s bakteriemi fixujici vzdus$ny dusik.



2 CILE PRACE

Cilem této bakalaiské prace v teoretické Casti je vypracovat literarni reSersi, ktera bude
charakterizovat mitogen aktivované protein kinasy v tolici vojtéSce (Medicago sativa) a
jejich ortolozich vjinych rostlinnych druzich, tedy v huseni¢ku rolnim (Arabidopsis
thaliana), tolici Medicago truncatula a déale dle dostupné literatury. Poté se bude reSerSe
zabyvat signalnimi drahami MAPK se zaméfenim na SIMK, SIMKK a PRKK pfi vyvinu a
odpoveédi na stres, ale 1 vsouvislosti sregulaci cytoskeletu a interakci rostliny
s mikroorganismy.

V ramci praktické Casti této bakalaiské prace budou provedeny in silico analyzy proteinu
AtMKKS a AtMKKI1 u Arabidopsis thaliana (ortology SIMK a PRKK v Medicago sativa)
se zamefenim na predikci struktury, funkci, interakce a transkripéni regulace. Déale bude
provedena transientni (ko-)transformace listd Nicotiana benthamiana s fluorescenéné
znacenymi MAPK konkrétné SIMK, SIMKK a PRKK. Budou také studovany fenotypy
transientné transformovanych listd. V ramci metody somatické embryogeneze budou
rozmnozeny rostliny transgenni linie Medicago sativa. V neposledni fadé bude provedeno
porovnani fenotypu transgennich rostlin v porovnani s divokym typem. Pomoci programu
ZEN lite a nasledné v programu Image] budou zpracovany mikroskopické obrazky, kdy
vystupem budou data, ktera budou slouzit pro statistické vyhodnoceni pomoci t-testu nebo

ANOVA.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Tolice vojtéska (Medicago sativa L.)

Tolice vojtéska (angl. Alfalfa, lucerne) je vytrvalou rostlinou s témét lysymi 30-100 cm
dlouhymi lodyhami porostlymi c¢arkovité¢ kopinatymi palisty a trojetnymi, kratce
fapikatymi listy (Obr. 1, A), slozenymi z obvejCitych a olysalych listkti. Z uzlabi listt
vyrustaji hlavkovité hrozny skladajici se z modrofialovych kvitka. Kvitky jsou 8—11 mm
dlouhé a jsou slozené z péticipého kalichu a z modrofialové koruny (Obr. 1, B). Na
nejvetsim hornim platku koruny, pavéze, se nachazi tmavomodra kresba. Z celkovych deseti
tyCinek je deveét srostlych svymi nitkami, posledni tyCinka zistava volna. Pestik se svrchnim
semenikem se pfi tvorbé plodu méni v kratky, Snekovité stoCeny lusk (Obr. 1, C), ktery je na
povrchu sitkovité zilkovany a pfitiskle chlupaty (Pilat, 1968; Dostal, 1989).

Péstuje se v mnoha kultivarech, mnohdy i v kiiZencich s tolici srpovitou (Dostal, 1989).
Rostlina pomérné dobie snasi sucho, coz ji umoziuje dlouhy koten, jenz vnika hluboko do
puady (Pilat, 1968). Je charakterizovana autotetraploidii, kdy 2n=4x=32, ale existuji t€zZ
diploidni jedinci M. sativa (Song et al., 2019). Patfi mezi nejstar§i kulturni rostliny,
v soucasnosti se rozsifila i do tropu, kde roste ve vysSich polohach. V subtropech je
pestovana zpravidla pouze se zavlahou (Valicek, 2002).

Pro svij optimalni rdst nevyzaduje nebo vyzaduje pouze malé mnozstvi dusikatého
hnojiva. Je hojn€ vyuzivana jako krmivo pro hospodarska zvirata. Dalsi vyuziti nachazi jako
surovina pro vyrobu biopaliva, sena a silaze (McCoy a Bingham, 1988; Hrbackova et al.,
2020a). Je schopna vazat az 200-300 kg vzdusného dusiku na hektar porostu diky aktivité
symbiotickych bakterii (Mlikovsky a Styblo, 2006). Konkrétné jsou mezi tyto bakterie
zahrnuty pudni bakterie Rhizobia redukujici atmosféricky dusik na amoniak v kofenovych
nodulech (Wang et al., 2018; Hrbackova et al., 2020b). Primarnim arealem vojtésky seté je
vychod Malé Asie pres Zakavkazi do Stfedni Asie, odkud se pifes oblast vychodniho
Stredomotii rozsifila do Evropy a nasledné do celého svéta (Mlikovsky a Styblo, 2006).

3.2 Tolice Medicago truncatula Gaertn.

Medicago truncatula (angl. barrel medic) predstavuje lusténinu stfedomoiského ptavodu
blizce ptibuznou M. sativa, spolu se kterou nalezi do Celedi bobovitych (Fabaceae). Jedna o
samosprasnou jednoletou rostlinu s generacni dobou 3—6 mésicti (Kuster, 2013). Kvét (Obr.
1, F) je tvofen kalichem slozenym z péti zelenych kalisnich listka a korunou, ktera se sklada

z péti zlutych okvétnich listka (Bosseno ez al., 2019).



Obrazek 1: Vegetativni a generativni organy M. sativa a M. truncatula. A List M. sativa. Pievzato
z Ref. 1. B Kvét M. sativa. Prevzato z Ref. 1. C Lusk (plod) M. sativa. Pfevzato z Ref. 2. D Semena
M. sativa. Prevzato z Ref. 3. M¢éfitko 1 mm. E Listy M. truncatula. Pfevzato ze Sulieman et al.
(2013) F Kvéty M. truncatula. Prevzato z Ref. 4. G Lusk (plod) M. truncatula. Prevzato z Ref. 5. H
Semena M. truncatula. Pievzato z Liu et al. (2019).

Je charakterizovana malymi, stoCenymi ostnatymi lusky (Obr. 1, G) soudkovitého tvaru
(Kiister, 2013). Semena (Obr. 1, H) jsou zhruba dvakrat vétsi nez u vojtésky seté. Jedna se o
diploidni rostlinu (2n = 4x = 32) s osmi chromozomy (Barker et al., 1990).

Diky kratké genera¢ni dobé€, diploidii a malému genomu slouzi jako modelovy
organismus pro studium symbiotické fixace dusiku, mykorhizy a genomiky (Krishnakumar
et al., 2015). Je schopna vykonavat dvé dilezité symbiotické interakce, tedy symbidzu
s pudnimi mikroby ustici ve vyvoj kofenovych nodull fixujicich dusik a také arbuskularni
mykorhizu (Kiuster, 2013). Dalsi oblasti zajmu pfi zkoumani M. truncatula je jeji znacna
produkce sekundarnich metabolitt, spojenych se specifickou odolnosti vici chorobam

lusténin (Frugoli a Harris, 2001).

3.3 Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana L..)

Husenicek rolni je 5-40 cm vysoka rostlina s jednoduchou ¢i vétvenou piimou lodyhou.
Lodyha je ftidce listnata. Listy nachazejici se v pfizemni razici jsou podlouhlého az
kopistovitého tvaru, v fapiku nahle zazené (Obr. 2, A). Jsou celokrajné nebo oddalené
zubaté, vidli¢naté chlupaté a na fapiku barvité. Listy lodyzni jsou piisedlé, kopinatého az
carkovitého tvaru, na bazi jsou zuzené, celokrajné, chlupaté jen na rubu. Rostlina ma husty
kvétni hrozen, ktery je chocholi¢naty. Jednotlivé stopky 2—5 mm dlouhé jsou odstalé. Kalich
je vzpiimeny a korunni listky jsou bilé barvy (Obr. 2, B). Zaoblené Ctythranné SeSule o
délce 10-20 mm jsou pfimo odstalé (Dostal, 1989).

Husenicek rolni roste na polich, pastvinach, uhorech a rumistich. Dafi se mu na
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vyslunnych kamenitych stranich ve vyhfevné, mirné vlihké pudé (Pilat, 1968). Nejedna se o
hospodarsky vyznamnou rostlinu, avSak své uplatnéni naSel jako modelovy organismus
v rostlinné genetice a molekularni biologii, a to predev§im diky jeho malé velikosti, kratké
generacni dobé (6 tydnll) a produkci velkého mnozstvi semen (Obr. 2, D), kterych dokaze
jedna rostlina vyprodukovat vice nez 5000 (Campbell et al., 2015).

Obrazek 2: Vegetativni a generativni organy A. thaliana. A Listy v pfizemni ruZici A. thaliana.
Prevzato z Ref. 6 B Kvéty A. thaliana. Pievzato z Ref. 6. C SeSule (plody) A. thaliana. Pievzato
z Ref. 7. D Semena A. thaliana. Pfevzato z Ref. 8.

Genom A. thaliana zahrnuje okolo 27000 genti kodujicich proteiny, diky cemuz se fadi
mezi nejmensi genomy rostlinné fiSe. Jedna se o prvni rostlinu, u které byl osekvenovan
cely genom. Dalsi vyznamnou vlastnosti je jeho snadna transformace s transgeny. NejCast¢ji
je provadeéna transformace rostlinnych bunék jejich infekci s geneticky pozménénymi

Agrobacterium tumefaciens (Campbell et al., 2015).



3.4 Mitogen aktivované protein kinasy a fosfatasy, jejich nomenklatura a fylogeneze
Mitogen aktivované protein kinasy (MAPK) pfedstavuji tfidu serin/threoninovych protein
kinas, jez jsou zapojeny pii kontrole mnoha bunéénych funkci ve vSech eukaryotickych
burikach (Nakagami et al., 2005). Signalni drahy mitogen aktivovanych protein kinas se
podileji na regulaci bunééného ristu a smrti, bunécného cyklu a téz hraji roli pfi odpovedi
na abioticky i bioticky stres (Jonak er al., 2002). Popsan je i jejich vliv na pasobeni
fytohormonti zahrnujicich auxiny, ethylen, kyselinu abscisovou, gibereliny a na kyseliny
jasmonovou a salicylovou (Kiegerl et al., 2000).

MAPK fosforyluji své substraty, pfi¢emz touto modifikaci prispivaji k regulaci proteint.
Fosforylace pravdépodobné patii mezi jednu z nejpocetnéjsich posttranslacnich modifikaci
u eukaryot a je regulovana prostfednictvim proteinkinas a proteinfosfatas
(Bigeard a Hirt, 2018).

Struktura MAPK je tvofena dvojlalocnatym systémem, v némz je ve §térbin€ mezi dvéma
laloky vazano ATP a na C-terminalnim laloku je vazan substrat (Kiegerl et al., 2000).
Interagujici proteiny se asto vazou na MAPK prostiednictvim kratkého aminokyselinového
prototypu oznacovaného jako dokovaci misto (CD, common docking site, obecné dokovaci
misto). CD misto se vyznacuje interakci s komplementarnim vazebnym motivem D-mista
nachazejicim se na regulacnich a substratovych proteinech. CD misto se nachazi na C-konci
kinasové katalytické domény, zatimco D-misto je nejCastéji lokalizovano v blizkosti N-
konce MAPKK (Doczi et al., 2012).

Kaskddy MAPK se sestavaji z minimalné tii dil¢ich kinasovych jednotek, mezi které
patii mitogen aktivované protein kinasy kinasy kinasy (MAPKKKs/MEKK/MAP3K),
mitogen aktivované protein kinasy kinasy (MAPKKs/MKK/MEK/MAP2K) a mitogen
aktivované protein kinasy (MAPKs/MPK), napojenych na jejich upstream receptory a
downstream cile (Jonak et al., 2002), jak Ize vidét na obr. 3. Tyto stupné jsou vzajemné
propojeny tak, ze koncova komponenta kaskddy MAPK je prostiednictvim dvojité
fosforylace zbytkt threoninu a tyrosinu motivu TxY umisténého v aktivacni smycce (T-
loop) aktivovana pusobenim MAPKK. Samotné MAPKK se stavaji aktivnimi fosforylaci
serinovych ¢i threoninovych zbytkti v T-smy¢ce (Ichimura et al., 2002).

Aktivace MAPKKK je zprostiedkovana receptorem a muze nastat bud’ pomoci fyzické
interakce, a/nebo diky fosforylaci. K fosforylaci dochazi bud pfimo prostiednictvim
samotného receptoru, nebo se uplatriuji tzv. intermediate bridging factors (IBF) ¢i muze

nastat aktivaci upstream komponentou MAPKKKK (MAP4K) (Nakagami et al., 2005).
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Cilem MAPK mohou byt mnohé transkripéni faktory, proteinkinasy ¢i komponenty MAPK
kaskady (MAPKK, MAPKKK) nebo receptory samotné (Karin, 1998; Whitmarsh a Davis,
1998; Cardinale er al., 2002). Fosforylaci muze byt také modulovana aktivita
cytoskeletarnich proteint, fosfolipaz ¢i proteind asociovanych s mikrotubuly a exprese

specifickych soubortl genti v reakci na podnéty v prostiedi (Danquah et al., 2014).

extracelularni signal

< i‘écn;;)t(;l: o plazmaticka membrana
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Obrazek 3: Obecny model signalizacni kaskady MAPKs. Extracelularni signal je piijat
membranovym receptorem. Nasleduje aktivace MAPK modulu: (MAPKKKK)—MAPKKK—
MAPKK—MAPK. Aktivni MAPK mze fosforylovat cytoskeletarni komponenty ¢i aktivovat dalsi
protein kinasy nebo se translokovat do jadra a zde fosforylovat transkripéni faktory, ¢imz je
regulovana genova exprese. Genova exprese miize byt zvySena nebo naopak potlacena diky tomu, Zze
fosforylované substraty méni vazebnou afinitu k promotoru. IBF — intermediate bridging factors,
PPs — fosfatasy. Upraveno podle Jonak et al., 1999, Meskiene et al., 2003; Danquah et al., 2014;
Jiang et al., 2022.



Specifitu a rychlost aktivace MAPK mohou zvySovat scaffold proteiny. Tato proteinova
,leseni“ byla potvrzena pro oxidativnim stresem aktivovanou trojitou MAP kinasa
(OMTKI1, oxidative stress-activated MAP triple-kinase 1), jejiz interakce s MMK3
(Medicago MAP Kkinasa 3) byla pozorovana v protoplastech v reakci na H>O> (Nakagami et
al., 2004). Funkci leSeni mize rovnéz nabyvat MEKK1 diky své schopnosti vazat se na
MKK?2 a downstream MPK4 (Rodriguez et al., 2010).

Pti aktivaci drahy MAPK casto dochézi k transkripéni aktivaci fosfatas, které mohou tuto
drahu inaktivovat, ¢imz je umoznéna kontrola prostfednictvim negativni zpétné vazby (Tena
et al., 2001). Tedy soucasti signalizacnich kaskad jsou i proteinfosfatasy, které umoziuji
defosforylaci threoninovych a tyrosinovych zbytkii na TxY motivu v aktivacni smycce. Jako
piiklad maze byt uvedena AtDsPTP1 (Arabidopsis thaliana dual specifity protein tyrosine
phosphatase, Arabidopsis thaliana dvojité specificka protein tyrosin fosfatasa) podilejici se
na inaktivaci AtMPK4 in vitro (Mishra et al., 2006).

Jedna se o riznorodou rodinu enzymd, ktera je rozdélena do dvou hlavnich tfid, tedy na
protein serin/threonin fosfatasy a protein tyrosin fosfatasy. Prvni skupina je ¢lenéna do Ctyt
kategorii PP1, PP2A, PP2B, PP2C. PP2C proteiny nevykazuji zadnou evidentni podobnost
s ostatnimi tfidami fosfatas, které sdileji 40% identitu ve svych katalytickych doménach.
PP2C na rozdil od ostatnich tfid serin/threonin fosfatas, které jsou lokalizovany
v komplexech s regulacnimi podjednotkami ovliviiujicimi substratovou specifitu, aktivitu ¢i
bunécnou lokalizaci, funguji jako monomery. PP2C jsou hojné zastoupeny u A. thaliana,
kde se podileji na regulaci riznorodych signalnich drah (Meskiene et al., 2003).

Pro blizsi pochopeni MAPK kaskad je nutné analyzovat jejich aktivitu a lokalizaci na
jejich celularni a subcelularni urovni. Tyto lokalizace jsou nejdfive predikovany za vyuziti
bioniformatickych postupti a nasledné jsou ovéfeny experimentaln€. Nékteré MAPK jsou
lokalizovany v subcelularnich kompartmentech, kupiikladu v jadie (AtMPK3, AtMPKG6)
nebo cytoskeletu (AtMPK4, AtMPKG6). Zde jsou téz lokalizované jejich substraty
(transkrip&ni faktory, proteiny asociované s cytoskeletem) a jejich fosfatasy (Samajova et
al., 2013).

Pii sekvenovani genomu Arabidopsis thaliana bylo zjisténo 20 gent, které mohou
koédovat MAPK (Ichimura ef al., 2002). Za vyuziti fylogenetickych metod byly rostlinné
MAPK Kklasifikovany do Ctyt skupin (A-D). Pro rozdéleni bylo kli€ové srovnani sekvenci
TxY motivu v aktivacni smycce. Tento motiv po dvojité fosforylaci MAPKK na
threoninovych a tyrosinovych zbytcich aktivuje MAPK. Timto srovnanim bylo umoznéno

rozdéleni MAPK do dvou podtypt. Podtyp TEY zahrnuje skupiny A, B, C a podtyp TDY
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utvaii skupinu D (Bigeard a Hirt, 2018). Kinasy nalezici skupiné A jsou zapojeny
v odpovédi na environmentalni a hormonalni podnéty (Ichimura et al., 2002). Ke skupiné¢ A
patii naptiklad MPK3, MPKG®6 a jejich ortology v tabaku, vojtésce, ryzi a topolu (Rodriguez
et al., 2010).

Pti reakci na stres z prostiedi hraji téZ roli MAPK skupiny B, které se u¢astni i pochodu
probihajicich pfi bunéném déleni (Ichimura er al., 2002). Do této skupiny muze byt
zatazena MAPK4 podilejici se na obrané proti patogenim a abiotickému stresu (Rodriguez
et al., 2010).

U skupiny C nebylo dosud charakterizovano mnoho kinas, avsak je detekovana OsMPK7
vryzi sjeji upstream MAPKK OsMKKS3, kdy pozitivné reguluji odolnost vici infekci
Xanthomonas oryzae (Bigeard a Hirt, 2018). Skupina D C(Citajici 8 zastupci MAPK
v Arabidopsis thaliana je specifickd svym TDY motivem v T-smycce a skuteCnosti, ze
postrada CD domény (Ichimura et al., 2002). C-terminalni dokovaci doména muze slouzit
jako dokovaci misto pro MAPKK (Rodriguez et al., 2010).

Z genomu Arabidopsis thaliana, zahrmujiciho 10 MAPKK, je patrny fakt, ze MAPKK
nejspise aktivuji vice MAPK pies signal pfenaSeny mezi navzajem kiizicimi se drahami.
Rostlinné MAPKK byly téz za vyuziti sekvencnich metod roz€lenény do 4 skupin. Skupina
A pojima kinasy MKK1 a MKK2, patiici mezi aktivaitory MAPK4. MKK1 je aktivovana
mnoha abiotickymi stresy (Ichimura et al., 2002). MKK2 hraje roli v reakcich na chlad a
slanost a spolu s MKK1 zprostfedkuji vrozenou imunitni odpovéd’ (Rodriguez et al., 2010).

Dal§im ¢lenem je patogen responsivni MAPKK (MsPRKK), nachazejici se u vojtésky.
AtMKKG6 u Arabidopsis a NtMEK1 u tabaku jsou zapojeny v bunécném déleni. AtMKK3
pattici do skupiny B se sestava z domény nuklearniho transportniho faktoru 2 (NTF2 z angl.
Nuclear Transport Factor 2) nachéazejiciho se v rozsifené C-koncové oblasti. Tento protein
NTEF2 zprosttedkuje jaderny import ran-GDP (Ichimura ez al., 2002). MKK3 se také ui¢astni
reak¢énich kaskad vyvolanych patogeny a zavislych na signalizaci kyseliny jasmonové
(Rodriguez et al., 2010). MAPKK nalezici skupiné C jsou aktiva¢nimi faktory pro skupiny
A MAPK, jez reaguji na stresy. U Medicago sativa exprese SIMKK vede k ¢innosti SIMK
(Ichimura et al., 2002).

V porovnani s predchozimi kinasami soubor MAPKKK u Arabidopsis skytd vice
zastupcl charakterizovanych vétsi variabilitou v primarni struktufe a stavbé domény.
MAPKKK mohou byt roz¢lenény do dvou skupin. Skupina A sdruzuje kinasy majici
signifikantni podobnost v kinasovych doménach a je Clenéna do ¢tyt podskupin. Naptiklad

v podskupiné A1l se nachazi proteinkinasy AtMAPKKKI1-4. Exprese AtMAPKKKI je
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zvySena pii suchu, vysoké salinité a pifi reakci na dotyk. Ackoli AtMAPKKKI-
AtMAPKKK4 vykazuji spole¢nou strukturu v N-terminalni oblasti, u AtMAPKKK4
rozeznavame jedinecnou strukturu s nékolika funkénimi doménami lokalizovanymi na N-
konci. Prikladem muze byt doména WRKY, jez pravdépodobné vykazuje schopnost vazat
DNA. V N-koncové oblasti byly nalezeny sekvence vykazujici strukturni podobnost s geny
rezistence. Tato skuteCnost muze naznaCovat spojeni s obrannou signalizacni reakci
v rostlin€. Vysvétleni této jedinecné struktury MAPKKK4 mizeme podlozit faktem, ze
doslo k rekombinaci mezi genem rezistence vuci onemocnéni a genem MAPKKK4
v disledku jejich vzajemné lokalizace v oblasti sousedniho chromozomu (Ichimura et al.,

2002).

3.5 Vybrané MAP Kinasy v tolici vojtésSce

3.5.1 MMK3

U MMK3 neboli Medicago MAP kinasy 3 byla stanovena jeji nejvyssi hladina a aktivita
v mladych organech, nejnizsi byla pozorovana beéhem vyvoje listi a kvétd, coz naznacuje
roli MMK3 v regulaci bunécného cyklu, kde je prechodné aktivovana béhem mitdzy. Je
pfitomna v délicich se burikach pouze v prubéhu bunécného cyklu, kdy je aktivovana az po
metafazi. Jeji aktivita je spojena s naCasovanim tvorby fragmoplastu (Bogre et al., 1999;
Mishra et al., 2006).

Funkci jejiho upstream aktivatoru plni OMTKI1, se kterou koexistuje v komplexu
v protoplastech. OMTKI1 je aktivovana pouze v reakci na tvorbu H>O; vyvolanou bunéénou
smrti v rostliné (Nakagami er al., 2004). Ethylenovy prekurzor ACC muze rovné€z spustit
kinasovou aktivitu MKK3, ale i SIMK, tedy je naznacen vliv téchto dvou MAPK pfi
prenosu ethylenu v signaliza¢nich drahach (Ouaked et al., 2003).

Jejim ortologem V Arabidopsis thaliana je AtMPK13 (Ichimura et al., 2002). Co se dale
tyké jeji sekvence, nejvice je podobna tabdkové MAPK NTF6 (Nicotiana tabacum F6),
ktera je téz aktivni béhem mitozy, avSak neni jasné, zda se jednd o ortolog. Sdili taktéz

podobnost s MMK?2 (Medicago MAP kinase 2) (Bogre et al., 1999)

3.5.2 SAMK

SAMK (stresem aktivovand MAP kinasa, stress activated MAP Kkinase,) taktéz oznacovana
MMKH4 predstavuje protein, nachazejici své uplatnéni pii signalizaci stresem aktivovanych
drah pfi suchu, chladu, poranéni a dotyku, a jejimz homologem v Arabidopsis thaliana je

AtMPK3 (Meskiene et al., 1998, Mishra et al., 2006). Po poranéni dochazi k rychlé a
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prechodné expresi genu MP2C jez koduje fosfatasu MP2C (Medicago protein phosphatase
2C, poranénim indukovana fosfatasa z vojtésky typu 2C) defosforylujici SAMK, ¢imz se
stava negativnim regulatorem drahy SAMK. Tvorbu genu MP2C usmériiuje samotna
SAMK prostrednictvim negativni zpétnovazebné smycky. Tento postransla¢ni mechanismus

zabratiuje trvalé aktivaci SAMK pfi poranéni (Meskiene et al., 1998).

3.5.3 SIMK a jeji nadrazené kinasy SIMKK a PRKK

SIMK (salt stress-induced MAPK), rovnéz oznacovana MsK7 (Medicago sativa cDNA
clone) ¢i MMKI1(Medicago MAP kinase 1), reprezentuje solnym stresem indukovanou
MAPK, ktera se nachazi prevazné v jadre, odkud se pii aktivaci Siti do Spicek kofenovych
vlaskd, a jejimz homologem je AtMPK6 u Arabidopsis (Mishra et al., 2006; Hrbackova et
al., 2020b).

Byla studovana role SIMK pii tvorbé kofenovych vlaskd, kdy je spolu s F-aktinovymi
vlakny lokalizovana ve Spickach kotenovych vlaska v rostoucim kofenovém vlaseni. Jeji
aktivita a zmény v subcelularni lokalizaci jsou spjaty se zménami v aktinovém cytoskeletu.
Pfi nadmémé expresi SIMK v transgennich rostlinach dochazi k vyssi tvorbé a ristu
kofenovych vlaskd (Samaj er al., 2002).

SIMK je aktivovéana koncentracemi soli nad 125 mM NaCl, avSak pii vyssi koncentraci
(od 750 mM do 1M) je indukovana jina kinasa, coZ muze byt zpusobeno toxicitou sodiku,
jez je zodpovédna za inhibici aktivace SIMK. Muze byt rovné€z indukovana KCIl a
sorbitolem, coz signalizuje jeji zapojeni v hyperosmotickém stresu (Mishra e al., 2006).
Mimo to je aktivovana houbovymi elicitory (Cardinale et al., 2002).

Béhem déleni bunék kotene M. sativa pii solném stresu byla pozorovana indukce SIMK,
ktera byla lokalizovana do preprofaznich svazka a fragmoplastd. V délicich se burikach
vojtésky pfi oSetfeni chladem a oryzalinem, herbicidem naruSujicim mikrotubularni
cytoskelet, byla aktivovana SAMK. Dalsi MAPK lokalizovanou do fragmoplasti je MMK3
(Samaj et al., 2004).

Jednim z upstream regulatori SIMK je stresem indukovana MAP kinasa kinasa SIMKK
(stress induced MAP Kkinase kinase), jez byla identifikovana pomoci kvasinkového
dvouhybridniho testu (yeast two-hybrid system, Y2H) jako ortolog AtMKK4/5 (Tena el al.,
2001). SIMKK sdili 88% podobnost v aminokyselinové sekvenci s LjSIP2 v Lotus
Jjaponicus, taktéz s MtMKK4 v tolici Medicago truncatula byla zjisténa velmi podobna
aminokyselinova sekvence. (Hrbackova et al., 2020b). V neaktivnim stavu se SIMKK a

SIMK nachazeji spolecné v cytoplazmé a jadre (Ovecka et al, 2014). Byla zisténa
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specificka interakce mezi SIMK a SIMKK. Testovala se interakce SIMKK s dal§imi MAPK
vojtesky, tedy MMK2, MMK3 a SAMK. Byla provedena fuze s GAL4 vazebnou doménou
pGBTY9 a tento konstrukt byl zaveden do kmene kvasinek s jiz obsazenym SIMKK-
pGAD424. Tyto kolonie byly testovany na jejich schopnost ristu na selektivnim médiu Ade’
a na interakci v B-galaktosidazovém filter lift testu (Beta-galactosidase filter lift assay), kde
byly schopné ristu a interakce pouze buriky kotransformované za vyuziti SIMK-pGBT9 a
SIMKK-pGAD424. Koexprese SIMKK a SIMK vede k zieteln¢ vyssi aktivaci SIMK nez u
samotné SIMKK, coz potvrzuje skutecnost, ze je SIMKK specifickym aktivatorem MAPK
indukovatelné pritomnosti soli (Kiegerl et al., 2000).

Po vytvoreni transgennich rostlin GFP-SIMK vyznacujicich se nadmérnou expresi SIMK,
znacené za vyuziti zeleného fluorescencniho proteinu (GFP, green fluorescent protein), bylo
mozné pozorovat narust nadzemni biomasy rostliny a delsi kofenové vlasky. Delsi kofenové
vlasky byly pravdépodobné pozorovany v dusledku opozdéného zastaveni ristu kofenové
$picky v porovnani s rostlinami divokého typu linie Regen SY(RSY). Tyto linie GFP-SIMK
taktéz vykazuji vétsi mnozstvi infek¢nich vlaken a seskupenych nodult. Dalsi pfipravenou
linii byla SIMKK]i, u které¢ byly downregulovany geny SIMK a SIMKK. Linie SIMKKi i
predchozi GFP-SIMK byly pfipraveny za pouziti linie RSY a konstitutivniho promotoru
35S. Rostliny v linii SIMKKi maji kratsi kotfenové vlaseni oproti RSY a GFP-SIMK.
V dusledku snizené exprese gentt SIMKK a SIMK u linie SIMKKi dochazi u transgennich
rostlin k nejnizsi tvorbé nadzemni biomasy a noduld v porovnani s obéma liniemi RSY i
GFP-SIMK. Dalsi znak, ktery lze porovnavat, je tvar listd vyrostlych na novych vyhoncich.
Linie GFP-SIMK se vyznacuje del§imi, Sir§Simi a vice ovalnymi listy oproti RSY linii.
Naopak SIMKKI linie je charakterizovana uz$imi, kratSimi listy s méné vlnitymi okraji.
V neposledni tadé je zajimavé sledovat mnozstvi noduld v klastrech. V priméru nejvice
nodult oproti obéma liniim je vytvoreno v linii GFP-SIMK. Veskera tato zjisténi nasveédcuji
dulezitosti SIMK v mnoha zemédé€lsky vyznamnych vlastnostech, ale i nodulacnich
procesech, kdy je SIMK spjata s interakcemi se symbiotickymi bakteriemi (Hrbackova et
al., 2020b).

V Arabidopsis s nadmérnou expresi SIMKK znacenou zZlutym fluorescenénim proteinem
(YFP, yellow fluorescent protein) byla studovana role SIMKK, pti¢emz takto modifikované
rostliny se po oSetfeni soli vyznacuji zvySenou aktivaci AtMPK3 a AtMPK6, MAP kinas,
jejichz funkce tkvi v regulaci odpovédi rostliny na solny stres. U rostlin s nadmérmou
expresi SIMKK-YFP lze sledovat snizené mnozstvi proteini asociovanych s antioxidacni

obranou spojenou s toleranci vuci slanosti, napfiklad katalaz, glutathion S-transferaz a
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peroxiredoxinu (Ovecka et al., 2014).

Dal§i MAPKK interagujici se SIMK je PRKK (patogen responzivni MAP kinasa kinasa,
pathogen-responsive MAP kinase Kinase), ktera predstavuje neaktivni formu MAPKK.
Pozaduje tedy pro svoji aktivaci piislusnou MAPKKK. C Pokud je pfitomen elicitor stejné
jako SIMKK, PRKK cili na SIMK a MMK3, navic muze cilit i na SAMK (Obr. 4)
(Cardinale et al., 2002).

‘ NaCl Pepl3 ‘

% J

T\

SIMKK ? PRKK

‘ SIMK ‘ MMK?2 ‘ MMK3 SAMK ‘

Obrazek 4: Signaliza¢ni drahy MAPKK a MAPK u M. sativa pfi stresovych déjich. Osetfeni NaCl a
elicitorem odvozenym z houbového patogena Phytophthora sojae probihalo po dobu deseti minut.
Po osetfeni Pepl3 byla pozorovana aktivace SIMK a MMK3 zprostfedkovana SIMKK. Tytéz
MAPK spolu se SAMK byly aktivovany prostfednictvim PRKK. Elicitorem indukovanou aktivaci
MMK?2 nezprostfedkuje PRKK ani SIMKK, ale podili se na ni dosud nezjisténa MAPKK. NaCl
indukovala pouze SIMK prostfednictvim SIMKK. Upraveno podle Cardinale et al., 2002.

3.6 Vybrané MAP kinasy v huseni¢ku rolnim

3.6.1 AtMPK3 a AtMPK6

AtMPK6 a AtMPK3 jsou si blizce piibuzné MAPK, kdy jsou klicovymi regulatory mnoha
procestt zahrnujicich vyvoj stomat, abcisi listd ¢i plodt, signalizaci abiotickych strest a
obrannych reakci na bakterialni a houbové patogeny (Pitzschke et al., 2009). Tyto MAPK
spolu s AtANP1 negativné¢ reguluji ranou signalizaci auxinu (Tena et al.,
2001). AtMPK6 vykazuje velkou strukturni podobnost se kyselinou salicylovou
indukovanou protein kinasou (SIPK, salicylic acid-induced protein kinase,) v tabaku. SIPK
je taktéz strukturné velmi podobna SIMK ve vojtésce (Ichimura et al., 2000). AtMPK3 a
AtMPKG6 jsou substraty pro fosforylaci AtMKK?7, kdy kaskada AtMKK7—AtMPKO je
zodpovédna za regulaci vétveni vyhonkl, hypokotylovy gravitropismus, prodluzovani

filamentt a tvorbu lateralnich kofent, zatimco AtMKK7—AtMPK3 se podili prevazné na
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morfologii listd (Jia et al., 2016).

Jiny modul AtMKK9—AtMPK6 nachazi zapojeni pii senescenci, coz je prokazano
schopnosti MKK9 fosforylovat MPK6 in vitro i v protoplastech a opozdénym starnutim
v listech mutantd mpk6-2 a mkk9-1. Nadmérna exprese MKK9 ma za nasledek predCasnou
senescenci, presto je AtMKKO aktivovana taktéz zranénim a oxida¢nimi Cinidly, proto je
pro prikaz role AtMKK9 a AtMKKG6 v senescenci klicové studium fenotypi mutantt.
Dal§im rozSifenim souvisejicim s procesy starnuti v rostlin€ je kaskada MKK9—MPK3/6

podilejici se na signalizaci ethylenu (Jagodzik et al., 2018; Zhou et al., 2009).

3.6.2 AtMPK4 a AtMPK11

AtMPK4 je potiebna pro tvorbu bunééné destiCky pti cytokinezi, kdy mutace v AtMPK4
zpusobuje ruzné defekty cytokineze, jako jsou nedostatecné zralé bunécné desticky a
poruchy rustu. Dale byla u mutanti mpk4-2 meéfena hladina transkipti AtMPK]11, kdy bylo
zjisténo, ze v déloznich listcich byla hladina 12krat vy§si a ve vrcholcich nadzemni biomasy
az 40krat vyssi oproti rostlinam divokého typu. Defekty pti tvorbé bunécné destiCky u
mpk4-2 ve srovnani s ostatnimi mutacemi nejsou tak vyrazné, coz muzeme vysveétlit
zvySenou hladinou transkriptd AtMPK11, jez muze byt zpisobena transkripcni kompenzaci.
AtMPK4 muze negativné kontrolovat transkripci genu AtMPKI1 zavisle i nezavisle na
cytokinezi (Kosetsu et al., 2010). AtMPK4 muze byt aktivovana prostfednictvim svych
upstream kinas, AAMEKK1, MEK1 a AtMKK?2 (Ichimura et al., 2000).

Dale byla studovana role AtMPK4 v obrannych reakcich, kdy se mutant mpk4
vyprodukovany transpozonovou inaktivaci AtMPK4 vyznacuje konstitutivni ziskanou
systémovou rezistenci (SAR, systemic acquired resistance) zahrnujici zvysSené hladiny
kyseliny salicylové, dale zvySenou odolnost viiéi virulentnim patogentim a také konstitutivni
genovou expresi souvisejici s patogenezi. (Petersen et al., 2000).

Taktéz je nastinéna uloha AtMPKI11 pfi cytokinezi, kdy dvojity mutant mk4-2 mpkl 1,
tedy mpk4-2 se zavedenou mutaci mpkll, vykazuje zvysenou pravdépodobnost vzniku
defektu pii tvorb€ bunécné desticky a rustu rostliny oproti samostatnym jednoduchym
mutantim. Dvojity mutant mpk4-2 mpkll nevytvafii stonky kvétenstvi a poté uhyne. Toto
zjisténi mize naznaCovat alespon uritou miru ucasti AtMPK11 na cytokinezi v pozadi

AtMPK4 (Kosetsu et al., 2010).
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3.7 Ulohy MAPK pfi vjvinu

Embryogeneze a nasledny rust a vyvoj rostlin jsou fizeny signalizaci MAPK. Ty hraji roli
pii vyvoji gametofytt, produkci gamet spolu se specifikaci organi v pruibéhu embryogeneze
a kontrole vegetativniho ristu a vyvoje organt (Komis et al., 2018). Po oplozeni v Casném
vyvoji embrya u Arabidopsis thaliana hraje esencialni roli MAPKKK4 neboli YODA (Taj
et al., 2010). Ta funguje v kaskdadé MAP kinas jako prvni molekularni spina¢ pfi regulaci
pocatecniho osudu bun€k v zygoté (Lukowitz er al., 2004). Signalizace zprostiedkovana
YDA je nezbytna pro asymetrické déleni zygoty a ¢asny vyvoj embrya (Wang a Gou, 2020).
Zygota Arabidopsis je tiikrat prodlouzena a poté se asymetricky déli na malou embryonalni
apikalni buriku a na vétsi bazalni butiku. YODA podporuje prodluzovani zygoty a vyvoj jeji
bazalni dcefiné buiky (Lukowitz er al., 2004). Cilem této dréhy je transkripéni faktor
WRKY2 (WRKY je transkripéni faktor obsahujici vysoce konzervovanou sekvenci
aminokyselin WRKY-tryptofan W, arginin R, lysin K, tyrosin Y), ktery upreguluje
transkripci WOXS, transkripcniho faktoru v zygoté (Lukowitz et al., 2004; Wang et al.,
2007; Bayer et al., 2009; Ueda et al., 2017).

Pti vyvoji u Arabidopsis je dal§im dalezitym clankem kinasa ERECTA neboli receptoru
podobna protein kinasa (ER, receptor-like protein kinase) urCujici architekturu kvétenstvi,
tvar organu a velikost. Bylo zjisténo, ze MPK3 a MPKG6 jsou dulezité nejen pii obrannych
reakcich na stres, ale svoji roli zastavaji i pti vyvojovych procesech zahrnujicich vzorovani
pruducha a VyVvoj vajicka. Clenové modulu sestavajiciho se
z YODA—MKK4/MKK5—MPK3/MPK6 slouzi jako komponenty downstreamové
signalizace pro ER receptor pfi regulaci architektury kvétenstvi (Meng et al., 2012).

Dale byla zjisténa role MKK7 a MKK9 jako pozitivnich a negativnich regulatort
v raznych fazich vyvoje. Do raného vyvoje kofent je zapojena MPKG6, jejiz exprese je
vysoka ve vétSin¢ apikalnich casti kofenového meristému a v pfechodové zéné korenu
Arabidopsis thaliana (Taj et al., 2010). MKKK20, znama téz jako AIK1 (ABA—insensitive
protein kinase), je nezbytnou soucasti pro fizeni bunééného déleni a prodluzovani béhem
primarniho vyvoje kofenli. Muze interagovat fosforylaci s MKK3 a MPK18, coz naznacuje,
ze kaskada MKKK20—MKK3—MPKI18 je nutna pro funkci mikrotubulli v kofenech
(Wang a Gou, 2020).

V modulu AIK1—MKKS5—MPK6 nabyva AIK funkce regulatoru kyseliny abscisové pii
rastu primarnich kofent a téz pii stomatalni odpoveédi (Li et al., 2017). Pfi regulaci listové
senescence je zapojen modul AtMKK9—AtMPKO6, kdy u mutantd mkk9 nebo mpk6 je

senescence opozdéna. Dalsi kinasou zapojenou pii starnuti listd je MEKK1, ktera muze
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fungovat jako DNA vazebny protein, kdy cili pfimo na transkripni faktor WRKYS53

zapojeny v signalizaci pii senescenci. (Xu a Zhang, 2015).

3.8 MAP kinasy pri odpovédi na bioticky stres

Pfi napadeni rostliny patogenem dochazi k aktivaci vicestupiiové obranné reakce rostlinou.
Mezi odpovédi na tento bioticky stres je zahrnuta tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS,
reactive oxygen species) posileni bunééné stény a hypersenzitivni reakce charakterizovana
lokalni bunénou smrti v misté infekce. Obranné reakce se vyznacuji syntézou proteind a
fytoalexint. S t€émito obrannymi reakcemi je také spojeno mnoho MAPK kaskad, jak je
uvedeno na obrazku ¢. 6 (Nakagami et al., 2005).

Imunitni systém u rostlin se sestava ze dvou trovni, tedy imunity spusténé vzorem (PTI,
(pattern triggered immunity) a imunity spusténé efektorem (ETI, effector triggered
immunity). V PTI roviné jsou prostiednictvim receptord pro rozpoznani vzoria (PRR,
pattern recognition receptors) v plazmatické membrané rozpoznany molekularni vzory
asociované s mikroby (MAMPs, microbe-associated molecular patterns), coz vybudi
downstream signalni transduk¢éni drahy k obranné reakci a aktivaci obrannych gend.
Patogeny, jez se adaptovaly na obranné reakce, vyuzivaji efektory, které vnasi do hostitele,
¢imz inhibuji PTI (Nitta et al., 2020).

Po oSetfeni A. thaliana bakterialnim flagelinem byla pozorovana aktivita MPK3,
AtMPK4 a MPK6 spolu s jejich upstream kinasami MKK1, MKK4 a MKKS a jejich
upstream kinasou MEKKI1 (Obr. 5). Aktivace tohoto modulu je zprostfedkovana
receptorovou kinasou citlivou na flagellin 2 (FLS2, receptor kinase flagellin-sensitive 2).
Cilem aktivovanych MPK3 a MPK6 jsou WRKY transkrip¢ni faktory (Ovecka et al., 2008).

Kaskdda MEKKI1—MKKI1/MKK2—MPK4 je kontrolovana imunitnim receptorem
supresorem mkkl a mkk2, 2(SUMM?2, Suppressor of mkkl mkk2, 2) patficim do rodiny NLR
proteini [NOD (nucleotide-binding oligomerization domain) like receptors)]. SUMM?2
interaguje s receptoru podobnou cytoplazmatickou kinasou 3 vazajici kalmodulin (CRCK3,
calmodulin-binding receptor-like cytoplasmatic kinase 3), ktera je substratovym proteinem
MPK4 (Zhang et al., 2017). Pi1 aktivaci obrannych reakci zprosttedkovanych SUMM2 je
indukovana exprese MEKK2, jez blokuje fosforylaci MPK4 mechanismem pfimé vazby na
MPK4, aby doslo kinhibici fosforylace upstream kinas MKK1/2. MEKK?2 je blizkym
paralogem MEKKI, ale 1 pfes svoji pfibuznost maji zcela opa¢né funkce v signalizaci, kdy
MEKK?2 funguje jako negativni regulator MAP kinas. (Nitta et al., 2020). Dvojity mutant
mkkI-1,2 mkk2-1 a mutanty mekkl, mpk4-3 a mpk4-4 jsou charakterizovany bunécnou smrti
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a upregulaci genu spojenych s patogenezi a genu zvysujicich odolnost viuci patogenam (Gao
et al., 2008; Pitzschke et al., 2009).

Druha kaskada je slozena ze dvou MKK, tedy MKK4 a MKKS, a dvou MAPK, MPK3 a
MPK6. MKK4 a MKKS jsou aktivovany prostfednictvim MKKK3 nebo MKKKS (Liu et
al., 2022). Oproti predchozi draze hraje mnohem dilezitéjsi roli v imunité rostlin, a to diky
aktivaci exprese obrannych gent, biosyntézy fytoalexinu a ethylenu (Bi ef al., 2018). Dalsi
imunitni drahou, jez je ovSem nezavisla na obrannych reakcich spojenych s FLS2 a CERK1
receptory (chitin elicitor receptor Kinase 1), rozpoznavajici flagelinové a chitinové MAMPs,
je draha ERECTA-YDA. (Sopefia-Torres et al., 2018). Na FLS2 se vaze flg22, coz je
fragment pochazejici z bakteridlniho flagelinu, hlavnim proteinu bakterialniho biciku
(Gomez-Gomez a Boller, 2000).

YODA (YDA, MAPKKK4) je MAP3K kinasou predstavujici prvni piiklad rostlinné
kinasy, jejiz konstiututivni aktivace vede k Sirokospektralni rezistenci vuci patogenim,
vcetné hub, oomycet a bakterii prostfednictvim riznych zpusobt infekce. Jeji specifita tkvi
ve specifické N-koncové doméng, ktera obsahuje vicero domnélych fosforylacnich mist, na
ktera mohou byt cileny rizné kinasy (Sopefa-Torres et al., 2018). Aktivuje tedy imunitu
nezavislou na kanonickych receptorech pro rozpoznavani vzori (PRR) a obrannych
hormonech. Sekven¢né identické kinase YDA jsou kinasy MKKK3 a MKKKS a je u nich
naznacena funkcni redundance. Jejich pravdépodobny funkcni antagonismus v imunitnich
reakcich, ale 1 v ulohach pfi vyvinu, tkvi v konkurenéni interakci s MKKS (Sun ez al., 2018;
Wang et al., 2022).

Po infekci Psudomonas syringae byla indukovana exprese AtMKK3, coz naznacuje jeji
roli v patogenni signalizaci. Pro identifikaci cild AtMKK3 byly provedeny Y2H s rdznymi
MPK a jako nejvyznacnéjsi byla zjisténa interakce s AtMPK7, v mensi mife s AtMPKI1 a
AtMPK2 (Doczi et al., 2007).
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Obrazek 5: Zapojeni MAPKs v signalizacnich drahach regulujicich rostlinnou imunitu u A.
thaliana. A Imunitni drahy zavislé na odpovédi regulované PRR, které rozeznavaji flagelinové a
chitinové MAMPs. V téchto drahach jsou zapojeny dva moduly, tedy A. 1
MEKKI1—-MKKI/MKK2—MPK4, kde MEKK2 slouzi jako negativni regulator MPK4 vazici se na
MPK4, aby pfimo inhiboval jeho fosforylaci upstream MKK. Tato draha je pod kontrolou
imunitniho receptoru SUMM2. A. 2 Dals§im modulem
MKKK3/MKKK5—MKK4/MKK5—MPK3/MPK6. B Imunitni draha ERECTA-YDA regulujici
sirokospektralni odolnost vici patogentum sestava z modulu ER—YDA—MKK4/5 — MPK3/6.
YDA. DAMPs — damage-associated molecular patterns, molekularni vzory asociované s poranénim;
flg22 — peptidovy fragment bakterialniho flagelinu; BAK1 — brassinosteroid insensitive 1-associated
kinase 1; LYM/LYK - lysin motif receptor-like kinases; SUMM?2 — suppressor of mkkl mkk2, 2;
CRCK3 - calmodulin-binding receptor-like cytoplasmatic kinase 3 (Upraveno podle Pitzschke et al.,
2009, Sopeiia-Torres et al., 2018, Nitta et al., 2020 a Liu et al., 2022).
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3.9 MAP Kkinasy pri odpovédi na abioticky stres

Pro své preziti si rostliny vyvinuly specifické mechanismy pro odolani abiotického stresu,
mezi které fadime syntézu stresovych hormont, napfiklad kyseliny abscisové (ABA)
(Zhang et al., 2000). Pti vystaveni rostlin abiotickému stresu (chlad, dotyk, salinita, UV
zateni, komunikuji (Obr. 6). Pokud rizné signalni cesty sdili jeden nebo vice intermediat,
pouziva se termin cross-talk, pro ktery je jednim z nejvétSich dikazi pravé signalizace
béhem abiotického stresu prostrednictvim MAPK drah u rostlin (Sinha et al., 2011).

U A. thaliana tvoii nejucelengjsi funkéni kaskadu pii abiotickém stresu modul
MEKK1—MKK2—MPK4/MPK6 (Danquah et al., 2014). Pfi reakci na stres z chladu,
dotyku a slanosti u A. thaliana byla prokazana zvySena exprese MPK3. Nizkou teplotou,
suchem, osmolytickym stresem a poranénim byly téz aktivovany MAPK4 a MAPK®6, avsak
tyto MAPK se podileji na odliSnych signalnich drahach reagujicich na tyto environmentalni
stresy. V signalizaci abiotického stresu byla téz potvrzena uloha MKK1, ktera je aktivovana

mnoha abiotickymi stresy (Zhang et al., 2006).

solny stres sucho chlad tézké kovy
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Obrazek 6 : Schematické znazornéni drah fizenych MAP kinasami v reakci na vybrané abiotické
stresy u A. thaliana a M. sativa. PIn¢ Sipky znaci potvrzené interakce a preruSované predpokladané
interakce. Otazniky zastupuji neznamé komponenty MAP kaskad. Upraveno podle Cardinale et al.,
2002 a Sinha et al., 2011.
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3.9.1 MAP kinasy v odpovédi na osmoticky stres

Hyperosmoticky stres ma za nasledek zmény v objemu a turgorovém tlaku rostlinné buriky.
Reakci bunék na tento stres je produkce stabilizacnich osmolytl, které umoziuji zvysit
toleranci k soli. Pfedpoklada se, ze jako receptor pro signalizaci osmotického stresu
v rostlinach figuruje Arabidopsis thaliana histidinkinasa 1 (AtHK1). Transkript této kinasy
vykazuje akumulaci za vysoké ¢i nizké osmolarity (Jonak er al., 2002). U A. thaliana
dochazi za vysoké salinity k akumulaci MEKKI1, u které byla prokazana interakce
s AtMKK2. Tento soli indukovany modul poté aktivuje dvé rizné MAPK, AtMPK4 a
AtMPK6 (Sharma et al., 2020).

U dvojitého mutanta mk3 mpk6 je snizena tolerance vuci soli (Zhang a Zhang, 2022).
V reakci na osmoticky stres byla identifikovana role MKKK20 jako regulatoru aktivity
MPKG6, kdy mutanti mkkk20 vykazuji citlivost na vysokou koncentraci soli a vyssi ztraty
vody na rozdil od divokého typu (Kim et al., 2012). Pti signalizaci osmotického stresu hraji
roli také SIMKK a SIMKK ve vojtéSce, u tabaku jsou zapojeny NtMEK?2, SIPK a
poranénim indukovatelna protein kinasa (WIPK, wound-inducible protein kinase) (Taj et

al., 2010).

3.9.2 MAP kinasy v odpovédi na teplotni stres

Chlad a teplo jsou spojeny se strukturnimi zménami v plazmatické membrané, ktera
prostiednictvim cytoskeletu prevede signal toku vapenatych iontt a CDPK (calcium
dependent protein kinase, kalcium dependentni protein kinasa) do mist aktivace kaskad
MAPK (Song et al., 2019). Pti teple je zvySena tekutost membrany, zatimco pfi chladu jsou
vice rigidni (Mittler et al., 2012; Wang et al., 2003)

V reakci na chlad u A. thaliana hraji podstatnou roli MPK4 a MPK6. MPK4 vykazuje
nejvyssi aktivitu po 60 minutach od pocateéniho chladového impulzu, kdezto aktivita MPK6
stoupa rychlej§im tempem a dosahuje svého vrcholu jiz béhem 10 minut. Dal§im dalezitym
signalizaCnim enzymem u A. thaliana, ktery je zapojen v reakci na chladovy stres, je MKK?2
fungujici na principu jeho aktivace prostfednictvim MEKK1 (Smékalova et al., 2014).
Pomoci Y2H a testu kinasové aktivity bylo zjisténo, ze MPK4 a MPK6 jsou pifimymi a
specifickymi substraty MKK2, ¢imz byla potvrzena funkce uceleného modulu MEKK1 -
MKK?2 - MPK4/6 (Sinha et al., 2011). MEKK1 muZze fungovat ve dvou signalizacnich
rezimech, v prvnim MEKK1 pfimo aktivuje MPK4, v druhém vyuziva MKK2 pienasejici
fosfat na MPK4 a MPK6 (Smékalova et al., 2014).
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U M. sativa byly zjistény 2 druhy MAPK, které hraji roli v odpovédi na teplotu,
konkrétné SAMK a HAMK (heat activated MAP kinase, teplem aktivovand MAP kinasa).
Oba ze zminénych proteinli nevyzaduji konkrétni teplotu, nybrz relativni teplotni posun.
Bylo zjisténo, ze k aktivact SAMK dochazi pii piesunu ze 37 °C do 25 °C, naopak HAMK

je aktivovana pii pfemisténi z 4°C na 25°C (Sangwan a Dhindsa, 2002).

3.9.3 MAP Kkinasy v odpovédi na stres zpusobeny tézkymi kovy

Pro rast, metabolismus a vyvoj rostlin jsou sice t€zké kovy nezbytné, avSak pii vysSich
koncentracich jsou vysoce toxické, ¢imz mohou zpusobit vazna poskozeni bunek v disledku
blokace funkcnich skupin nebo vytésnénim esencialnich kovi z biomolekul. Taktéz je
prokazana toxicita pii autooxidaci redoxné aktivnich tézkych kovi, kdy jsou Fentonovou
reakci produkovany ROS (Nakagami et al., 2005). Rostliny v reakci na stres zpusobeny
tézkymi kovy indukuji raizné MAPK drahy. Pii vystaveni M. sativa vysokym hladinam Cu
nebo Cd ve formé iontt jsou do odpoveédi zapojeny SIMK, MMK2, MMK3 a SAMK. Tyto
MAPK jsou rychle aktivovany médnatymi ionty, avSak kademnaté ionty zpusobuji
opozdéni v jejich aktivaci. SIMKK aktivuje SIMK a SAMK pouze v pfitomnosti médnatych
ionth, nikoliv vSak kademnatych (Song et al., 2019). U A. thaliana Cd zpusobuje akumulaci
ROS, coz stimuluje aktivaci MPK3 a MPK6 zejména v kofenech (Liu et al., 2010;
Smékalova et al., 2014).

3.10 MAP kinasy v tolici Medicago truncatula

U tolice M. truncatula je zndm modul zprostfedkovany stresovou signalizaci
MtMKK5—MtMPK3/6, ktery potlatuje ranou tvorbu symbiotickych noduld v kofenech.
Nadméma exprese MtMKKS stimuluje stresové a obranné signalni drahy, avSak snizuje
vyvoj noduli v kofenech tim, ze pifimo aktivuje MtMPK3/6, které nasledné interaguji
s Casnymi transkripénimi faktory souvisejicimi s nodulaci jako je Pro nodulaci nezbytny
ethylen-responzivni faktor 1 (ERNI1, Ethylene response factor (ERF) required for
nodulation 1) a Nodula¢ni signalni draha 1 (NSP1, Nodulation signalling pathway 1) (Smith
et al., 2005; Soyano a Hayashi, 2014; Ryu et al., 2017). MtMPK3 i MtMPK6 jsou
lokalizovany v cytosolu, jadie a membranach a jejich ortology v A. thaliana jsou AtMPK3
pro MtMPK3 a AtMPK6 pro MtMPK6 (Bigeard a Hirt, 2018).

Zasadni roli vristu a vyvoji rostliny hraje MtMAPKK4. Heterozygotni mutanti
mapkk4*” se vyznaduji opozdénym ristem, chlor6zou a snizenymi po&tem infekénich
vlaken a nodulti. Byla identifikovana fyzicka interakce mezi MIMAPKK4 a MtMAPK3/6.
Tyto proteiny jsou exprimovany v téméf vSech tkanich jako jsou listy, kotfeny, kvéty, noduly
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a lusky, ve kterych ovSem nebyl detekovan MtMAPKK4 (Chen et al., 2017). Pomoci
BLAST bylo provedeno porovnani sekvenci pro urceni geni MAPKK v M. truncatula
pouzitim 80 geni MAPKKK Arabidopsis, ¢imz bylo identifikovano 73 gent popsanych
jako MtMAPKKKO1-73, které byly nasledné rozdéleny do tfi podrodin MEKK, RAF
(Rapidly Accelerated Fibrosarcoma) a ZIK (ZR1-interacting Kinase). Pfi reakci na abiotické
stresy jsou napiiklad MtMAPKKK66, 71 a 72 indukovany pifi stresu z chladu,
MtMAPKKK33 pfi solném stresu (Li ez al., 2016).

3.11 MAP kinasy v ryzi seté (Oriza sativa L.)

OsBWMKI1 (Oriza sativa blast-and wound-induced MAP kinase 1, poranénim indukovana
MAP kinasa 1, OsMPK12) predstavuje MAPK, ktera je lokalizovana v jadre a fosforyluje
transkripcni faktor OsEREBP1 (Oriza ethylene-responsive element-binding protein 1,
ethylen responzivni vazebny protein 1), ktery se se vaze na element GCC boxu nékolika
zakladnich promotorti genti souvisejicich s patogenezi. Na zakladé porovnavani sekvenci
aminokyselin je OsBWMKI1 fazena do rodiny zahrnujici AtMPKS8 a AtMPK9 v A. thaliana
a TDY1, MAPK v M. sativa. Jelikoz bylo zisténo, ze se TDY1 exprimuje v listovém
mezofylu v oblastech mechanického poranéni a proniknuti patogent, je nazna¢ena moznost
zapojeni pii signalizaci poranéni. Jejim ortologem je AtMPKG6 v A. thaliana (Cheong et al.,
2003; Singh a Jwa, 2013).

Transkrip¢ni analyzy prokazuji indukci MAPK genu ryze OsBWMKI po 4 hodinach od
infekce houbovym patogenem Magnaporthe grisea (ptuvodce choroby ryze ,.rice blast™) a 30
minut po mechanickém poranéni (Agrawal et al., 2003). U vytvotenych transgennich rostlin
tabaku (Nicotiana tabacum), jenz konstitutivné exprimuji BWMKI1 pod kontrolou
promotoru genu viru mozaiky kvétaku, byly zvySené hladiny transkriptd vSech genu
souvisejicich s patogenezi oproti rostlinam divokého typu. Transgenni rostliny byly schopné
1épe odolat houbovym a bakterialnim patogenim (Cheong ef al., 2003).

U OsMAPK3 (OsMPK5, OsBIMK — Oriza sativa benzothiadiazole induced MAPKI,
OsMAPI, OsMSRMK?2 — Oryza sativa multiple stress responsive MAP kinase 2) byla
charakterizovana kinasova aktivita indukovana mnoha abiotickymi stresy zahrnujicimi
sucho, solny stres, chlad i zavodnéni. U rostlin, které nadmérmné exprimuji OsMAPK3, je
zjisténa zvySena odolnost vii¢i t€émto stresovym podnétim. Také se podili na rezistenci vici
pudni bakterii Burkholderia glumae. Jejimi funk¢nimi ortology jsou AtMPK3 v Arabidopsis
a WIPK v tabaku (Chen et al., 2021; Yoo et al., 2014). Byly identifikovany interakce
mezi OsMPKS5 a dvéma MAPKK, konkrétné OsMEK1 a OsMEKG®6 (Singh a Jwa, 2013).
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OsMAPK7 (OsMSRMK3) je dalsi MAPK zapojenou pii regulaci multiplicitnich strest,
pficemz exprimovana je konstitutivné ve zdravych listech. Po 15 minutach od rGznych
podnéta (poranéni, sul, t€zké kovy, jasmonova kyselina, salicylova kyselina, abscisova,
ethylen, peroxid vodikd atd.) dochazi ke zvySeni hladin jejich transkriptd. Oproti
OsBWMKI1 a OsMSRMK?2 je vsak indukce zranénim a kyselinou jasmonovou mnohem
slabsi. Zajimavé je, ze sucho, teplotni stresy a UV-C zafeni vyrazné snizuji konstutivni
hladinu mRNA této kinasy (Agrawal et al., 2003).

Béhem infekce Xanthomonas oryzae dochazi k indukci OsMPK7 a OsMKK3, jeji
upstream kinasy, se kterou fyzicky interaguje. Pii jednotlivé i kombinované nadmeérné
expresi téchto proteini dochazi k inhibici symptoma onemocnéni zptusobenych X. oryzae.
Cilem drahy OsMKK3—0sMPK7 je OsWRKY30 (Jalmi a Sinha, 2016).

Dalsi MAPK identifikovanou v ryzi je OsMPKI1. Je aktivovana béhem 10 minut po
poranéni a také pfi houbové infekci. Funkénimi ortology u OsMPK1 (OsSIPK, OsMPK6)
jsou SIPK v Nicotiana benthamiana a AtMPK6 v Arabidopsis (Yoo et al., 2014). U
OsMPK1 bylo prokazano doposud nejvétsi mnozstvi interagujicich MAPKK, konkrétné se
jedna o OsMEK1, OsMEK2, OsMEK3, OsMWKG6, OsMEK7b a OsMEKS8a (Singh a Jwa,
2013).

Salinitou je indukovana kinasova aktivita OsMAPKKI, ktera nésledné aktivuje
OsMAPKA4, tedy kaskdda OsMAPKKK63—0sMAPKK1—0sMAPK4 pozitivné napomaha
toleranci ryze vaci solnému stresu (Wang et al., 2014; Na et al., 2019; Chen et al., 2021).
Architekturu kvétenstvi u ryze reguluje kaskada OsMKKK10—0sMKK4—0sMPK6 (Guo
etal.,2018; Xu et al., 2018; Guo et al., 2020; Chen et al., 2021). OsMKK4 a OsMKK6 maji
vliv na vyvoj semen, kdy mutace v OsMKK4 a OsMPK6 zpisobuji mensi velikost zrna

(Zhang a Zhang, 2022).
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4

MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro fenotypové analyzy byla pouzita Tolice vojtéska (Medicago sativa L.) linii RSY,
358::GFP:SIMK a 35S::SIMKK:i, rostouci v hlin¢ ve skleniku
Pro rozmnozeni transgennich rostlin somatickou embryogenezi byla pouzita Tolice
vojtésSka (Medicago sativa L.) transgenni linie 35S:tagRFP-TUA6. Tato linie vznikla
transfromaci konstruktu 35S:tagRFP-TUA6 v plazmidu pBI121Hm (opublikovany
konstrukt; Murata et al., 2013) do M. sativa divokého typu RSY vykonanou
Skolitelem. Materidl pro somatickou embryogenezy byl odebran z rostlin
ve fytotronu (in vivo, 70% vlhkost vzduchu, teplota 21 °C, svételny rezim 16 hodin/8
hodin, osvétleni 60 az 80 pE.m™2.s!)
Pro transientni transformaci byly pouzity Agrobacterium tumefaciens kmen
GV3101, nesouci tyto konstrukty:
o 35S::GFP:SIMK (opublikovany konstrukt; Hrbackova et al., 2021)
v plazmidu pB7m34GW,0
o 358::tagRFP:SIMKK (neopublikovany konstrukt; poskytnuté pani Mgr.
Miroslavou Hrbackovou, Ph.D.) v plazmidu pB7m34GW,0
o 35S8::mRFP:PRKK (poskytnuto panem Mgr. Jifim Sojkou) v plazmidu
pGWB454
o konstrukt P19 vyuzivany k supresi RNAi (poskytnuto Skolitelem)

Selekcni antibiotika byla ptidana podle tabulky €. 1.

Tabulka 1. Aplikovana selek¢ni antibiotika pro pouzivané konstrukty. Selekcni antibiotika:
KAN - kanamycin, SPE — spektinomycin a RIF — rifampicin

Konstrukt Selekcni Zasobni Finalni
antibiotika koncentrace Kkoncentrace
(mgml')  (ugml)

P19 KAN/RIF  50/50 25/100

358::GFP:SIMK SPE/RIF 50/50 100/100
35S::tagRFP:SIMKK SPE/RIF 50/50 100/100
358::mRFP:PRKK SPE/RIF 50/50 100/100

Pro transientni transformaci s A. tumefaciens byly pouzity rostliny Nicotiana
benthamiana (cca 6 tydnu staré optimalné vyvinuté rostliny)
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4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie
e 70% ethanol (Penta, kat. ¢. 280311)
e 10% hypochlorid sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 71696)
e Acetosyringon
e Aminostock (Duchefa biochemie)
e Chlorid hotecnaty (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M8266)
e Destilovana voda
e Dusi¢nan draselny (KNO3) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P6030)
e Fosfatovy pufr (PBS buffer)
e Gamborg B5 basal salt mixture (Duchefa Biochemie, kat. ¢. G0209.0050
e Gamborg B5 medium vitamin mixture (Duchefa Biochemie, kat. ¢. 60415.0250)
e Gellan Gum (Alfa Aesar, kat. ¢. Y28C036)
e Kanamycin (KAN)
e Kinetin (KIN) (Duchefa Biochemie)
e Kyselina dichlorfenoxyoctova (2,4-D) (Duchefa Biochemie, kat. ¢. D0911.0100)
e L-Proline (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 81709)
e LB (lysogeny broth) pra§ek (MO BIO laboratories, kat. ¢. LBIOL21)
e LB (lysogeny broth) prasek s agarem (Sigma Aldrich, kat. ¢. L3147)
e MES (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M3671)
e MiliQ voda (pfipravena Simplicity Water Purification Systém, Merk)
e Murashige and Skoog (MS) basal salt mixture (Dufeta Biochemie, kat. ¢.
M0221.0050)
e M40-Inositol (Sigma-Aldrich)
e Rifampicin (RIF)
e Sachardza (C12H2011) (Sigma-Aldrich)
e Siran hofecnaty (MgSOs- 7 H20) (Sigma-Aldrich, kat. €. 63136)
e Spektinomycin (SPE)
e Toluidinova modr (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 89640)
e Tween 20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P1379)
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Pouzité roztoky a jejich priprava

Steriliza¢ni roztok: smichat 4 ml 10% hypochloridu a doplnit 36 ml MiliQ vody a
dale pridat 40 pl Tweeni 20.
B5H médium (na pfipravu 1 I): naplnit laboratorni kadinku do 3/4 MiliQ vodou;
ptidat 30 g sacharozy; 0,5 g L-prolin; 3,1 g Gamborg B5 basal; 0,5 g KNO3; 0,25 g
MgSO4 - 7 H20; rozmichat na elektromagnetické michacce; pridat 4,5 g Gellan
Gum; doplnit MiliQ vodou do 1 1 a upravit pH na 5,7 pomoci 1M KOH a 10M KOH;
sterilizovat autoklavovanim a ve sterilnim prostedi pfidat 29 ml Aminostock (finalni
koncentrace 29 ml/l), 1 ml Gambor vitaminy (finalni koncentrace 1 ml/l), 1 ml
kinetin (findlni koncentrace 1 ml/l) a 1 ml kyseliny dichlorfenoxyoctové (finalni
koncentrace 1 ml/l); rozlit do Petriho misek a nechat ztuhnout.
B50 médium (na piipravu 1 1): naplnit laboratorni kadinku do 3/4 MiliQ vodou;
ptidat 30 g sacharozy; 0,5 g L-prolin; 3,1 g Gamborg B5 basal; 0,5 g KNO3; 0,25 g
MgSO4 - 7 H20; rozmichat na elektromagnetické michacce; pridat 4,5 g Gellan
Gum; doplnit MiliQ vodou do 1 1 a upravit pH na 5,7 pomoci 1M KOH a 10M KOH;
sterilizovat autoklavovanim a ve sterilnim prostedi pfidat 29 ml Aminostock (finalni
koncentrace 1 ml/l) a 1 ml Gambor vitaminy (findlni koncentrace 1 ml/l); rozlit do
Petriho misek a nechat ztuhnout.
MMS médium (na pfipravu 1 1): naplnit laboratorni kadinku do 3/4 MiliQ vodou;
ptidat 4,3 g MS basal salt mixture; 0,1 g M40-inositolu; 30 g sachar6zy; rozmichat
na elektromagnetické michacce; pridat 4,5 g Gellan Gum; doplnit MiliQ vodou do 1
1 a upravit pH na 5,7 pomoci 1M KOH a 10M KOH; sterilizovat autoklavovanim;
rozlit do Petriho misek a nechat ztuhnout.
MS médium: (na pifipravu 1 l): naplnit laboratorni kadinku do 3/4 MiliQ vodou;
pridat 4,3 g MS basal salt mixture; 30 g sachar6za; rozmichat na elektromagnetické
michacce; pridat 4,5 g Gellan Gum; doplnit MiliQ vodou do 1 I a upravit pH na 5,7
pomoci 1M KOH a 10M KOH; sterilizovat autoklavovanim; rozlit do Petriho misek
nebo hranatych ¢i valcovych nadob a nechat ztuhnout.
LB médium, tuhé (na pfipravu 1 I): 40 g LB prasku s agarem rozpustit v 1 1 MiliQ
vody; sterilizovat autoklavovanim.
LB médium, tekuté (na pfipravu 1 1): 25 g LB prasku rozpustit v 1 1 MiliQ vody;
upravit pH na 7,2 pomoci 1M KOH,; sterilizovat autoklavovanim.
Infiltraéni médium (na pifipravu 50 ml): Ve sterilnim prostiedi ke 49 ml MiliQ vody
ptidat 0,5 ml 1M MES pH 5,6; 0,5 ml 1M MgCl; a 50 ul acetosyringon (v DMSO).
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e 0,1% toluidinova modra: Navazit 0,1 g barviva v prasku a rozpustit v 10 ml PBS.
4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

e Analytické vahy XA 110/2X (RADWAG)

e Autoklav Sterrivap HP IL (MMM Group)

e Automatické pipety (Eppendorf)

e Centrifuga Allegra 64 R (Beckman Coulter)

e Elektromagnetickd michacka MSH-420 (BOECO)

e Epifluorescencéni mikroskop Axio Imager.M2 (Zeiss)
e Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)

e Hlubokomrazici box MDF-U500VX-PE (Panasonic)
e Image Scaner III (GE Healthcare)

e Laminarni box (Merci)

e Mikrovlinna trouba MHE21 (HITACHI)

e Mraznicka LIE G 5216 513L (Liebherr Comfort)

e pH metr PC 2700 (Eutech Instruments)

e Spektrofotometr Infinite M Nano (Tecan)

e Stereo zoom mikroskop Axio Zoom.V 16 (Zeiss)

e Vyrobnik deionizované vody Simplicity water purification system (Merck Millipore)

4.4 Seznam pouzitych serveru a databazi

e Databaze Agris

e Databaze TAIR

e Databaze SUBA

e Databaze IntAct EMBL-EBI
e Databaze UniProt

e Server NCBI

e Server SWISS-MODEL

4.5 Seznam pouzitych programu

e DOG2.0
e Imagel 1.53t
e Zen3.5
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4.6 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.6.1 In silico analyzy

In silico analyzy byly provedeny u kinas AtMKKS (locus tag AT3G21220; accesion number
NM_001338511.1, NP_001319606.1) a AtMKK1 (locus tag AT4G26070; accesion number
NM_202890.2, NP_974619.1) metodologicky podle bakalarské prace Maliskova 2021 (kde
byly studovany AtMKK4 a AtMKK?2). Navice bylo provedeno studium mutageneze,
k ¢emuz byla vyuzivana databaze UniProt (Ref. 10). Do vyhledavaciho okna je napsan
nazev proteinu, ktery chceme studovat. Po vybrani pozadovaného proteinu v sekci Features
lze najit bodové mutace (mutagenesis). Tyto bodové mutace byly ptfidany do 2D a 3D
modelu s doménami u proteini AtMKKS5 a AtMKK 1 pomoci programu DOG. 2. 0 a pomoci
serveru SWISS-MODEL (Ref. 9). Navic byla databaze UniProt vyuzita pro zisk 3D obrazku
se strukturami o-helix a B-skladany list, kdy v sekci Structure vygenerujeme obrazek 3D

struktury proteinu a vyznac¢ime Ser/Thr sekvence (Obr. 10, Obr. 14).

4.6.2 Rozmnozeni transgenni linie M. sativa metodou somatické embryogeneze

Nejdriive jsou odebrany zelené a zdravé listy z mladych vyhonka rostliny. Ty jsou nasledné
umistény do 50 ml Falkonovy zkumavky, do které se pfida 30 ml kohoutkové vody, aby
nedochazelo k vadnuti rostlin. Ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu je provadéna
sterilizace, kdy jsou listy nejdfive sterilizovany po dobu 10 s v 70% ethanolu a poté po dobu
90 sve sterilizaénim roztoku. Listy se vymyji od zbytka sterilizacniho roztoku sterilni
destilovanou vodou alespon tfikrat po dobu tfi minut. Listy jsou pfemistény na sterilni
filtraCni papir, kde jsou pomoci sterilniho skalpelu odfezany z listi jednotlivé segmenty
nasledné oznaCované jako explantaty, pficemz z jednoho listu vzniknou dva az tfi. Ziskané
explantaty jsou preneseny na povrch Petriho misky s obsahem B5SH média.

Po dobu tfi tydnt jsou Petriho misky inkubovany ve fytotronu, kde dochazi k indikaci
tvorby kalust. Kalusy jsou nasledné preneseny na povrch B50 média, kde dochazi k tvorbé
embryi. Po ¢tyfech tydnech jsou vznikla embrya prenesena na misky obsahujici MMS
médium. Postupné se formuji vyhonky a kofeny. Somatickd embrya s narostlymi kotinky se
presadi do misek s MS médiem. Veskera manipulace s listy, kalusy i embryi probiha ve
sterilnich podminkach laminarniho boxu. Ziskané rostliny jsou udrzovany ve fytotronu a lze
je vyuzit pro mikroskopicka pozorovani cytoskeletarniho markeru tagRFP-TUAG. Cely
postup vychazi z protokolu Samac a Austin-Phlillips, 2006.
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4.6.3 Fenotypové analyzy

Fenotypovou analyzou je meéfeni velikosti ploch bunék xylému, schematicky
zobrazenych jako obsah Cervenych ploch na obrazku ¢. 7, B, kdy jsou méfené xylémové
buriky studovanych linii (RSY, GFP-SIMK a SIMKKi) M. sativa. Pro experiment byly
nahodné vybrany tii rostliny od kazdé linie. Pomoci ziletky byly zhotoveny transversalni
fezy stonku rostliny. Ziskané fezy byly odebrany pinzetou do kohoutkové vody v Petriho
misce. Nasledné byly vyselektovany nejlepsi a neposkozené fezy, které byly premistény do
kapky barviva toluidinové modti (0,05% w/v). Po uplynuti doby potiebné pro barveni (cca 1
min) byly fezy premistény do kapky vody, kde byly odbarveny. Odbarvovani bylo
provadéno, dokud se voda nepiestala zabarvovat. Rezy byly preneseny do kapky vody na

podloznim skle a nasledné byly pfikryty sklem krycim.

B

epidermis

mezenchym

sklerenchym

floém

drent

kambium

sekundéarni xylém gt g et
priméarni xylém

Obrazek 7: Transversalni fez stonkem M. sativa. A Linie RSY, barveno toluidinovou modfi.
Pozorovano mikroskopem Axio Zoom.V16. Objektiv PlanNeoFLuar Z 1,0x. Viditelné svétlo
Mctitko 500 pm. B Schematické znazoméni fezu, kde cervené plochy zjednodusené znazornuji
métené bunky.

Ziskané preparaty byly mikroskopovany a fotografovany pod epifluorescen¢nim
mikroskopem ZEISS Axio Imager.M2 (objektiv LD Plan-Neofluar 20x/0,4 Korr M27).
Vyuzivan byl kanal DAPI (excitacni vinova délka 353, emisni vinova délka 465 nm). Pro
zvySeni kontrastu pro nasledné meéfeni byla vyuzita funkce pseudo coloring, kdy byla
pouzita bila barva, nasledné bylo pfidano méfitko (Obr. 8, A). Obrazek byl exportovan do
JPG a otevien vprogramu Imagel, kde byl preveden do negativu (cesta
Image—Color—Invert LUTs) (Obr. 8, B). Bylo nastaveno méfitko pro zisk presné jednotky
meéteni (cesta Analyze—Set Scale). Pro detekci hran v obrazku bylo vyuzito metody
prahovani (thresholding), kdy jsou prahovany barevné slozky pixeli obrazu (cesta

Image— Adjust—Color Threshold) (Obr. 8, C). Kdyz byl obrazek co nejpfesnéji

vyprahovan, bylo spusténo méteni bunek (cesta Analyze—> Analyze Particles) (Obr. 8, D).
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Ziskana data jsou prevedena do programu Excel, kde jsou sefazena sestupné podle
velikosti plochy (Area) a malé plochy vzniklé chybou méfeni programu jsou vyfazeny ze
statistického vzorku (stanoveni dolni hranice thresholdu). Také je na zakladé obrazki
provedena kontrola nespravné prahovanych bunck, které jsou rovnéz ze statistiky
vyteazeny. Z kazdého obrazku je tedy vybran soubor reprezentativnich dat o velikosti N,

ktera jsou vyhodnocena.

Obrazek 8: Postup metody automatizované¢ho méteni xylémovych bun¢k stonku M. sativa. Linie
GFP-SIMK. A Xylémové buriky pod epifluorescencnim mikroskopem ZEISS Axio Imager.M2;
objektiv LD Plan-Neofluar 20x/0,4 Korr M27; kanal DAPI; psudo coloring bila. B Prevedeni do
negativu v programu Imagel]. C Prahovani (thresholding) v programu ImagelJ. D M¢tfeni bunck
(analyze particles) v programu ImageJ. A-D méfitko 50 pm.
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4.6.4 Transientni (ko-)transformace lista Nicotiana benthamiana s fluorescen¢né

znacenymi MAPK

Zasobni bakterialni kultura A. tumefaciens obsahujici studované konstrukty v plazmidu, ve
kterém se nachazi gen rezistence specificky pro urcity konstrukt, byla bakteriologickou
klickou naockovana na povrch tuhého LB média s prisluSnym selekcnim antibiotikem (viz
4.1). Po dobu 2 noci v inkubatoru (temné prostiedi, 28°C) doslo k narustu kolonii bakterii.
Pomoci paratka byl umistén stér single kolonie do 50 ml Falkonovy zkumavky s 10 ml
tekutého LB média a pfisluSnymi selekénimi antibiotiky. Zkumavky byly pfemistény na
trepacku, kde byly pii teploté 28°C a 180 RPM ponechany ke kultivaci ptes noc.

Nasledujici den byly zkumavky s narostlymi bakteriemi centrifugovany pii 4°C po dobu
10 minut. Ziskany pelet byl resuspendovan v 1 ml infiltraéniho média a byla provedena
centrifugace za stejnych podminek. Pelet byl opét resuspendovan v 1 ml infiltracniho média
a smes byla ponechana k inkubaci po dobu 2 hodin. Pomoci spektrofotometru byla pti 600
nm (ODsoo) zmétena opticka hustota 10x zfedénych kultur ziskanych smisenim vzdy 50 upl
koncentrované kultury a 450 pl infiltraéniho média. Jako blank bylo do spektrofotometrické
kyvety pipetovano 500 pl infiltra¢niho média. Ziskané hodnoty slouzily pro vypocet objemu
bakterialni kultury, kterou bylo nutno pipetovat do celkového objemu 2ml mikrozkumavky
tak, aby vysledna hodnota ODgoo byla 0,7. Ke spoctenému mnozstvi bakterialni kultury byla
mikrozkumavka doplnéna do objemu 2 ml infiltraénim médiem. Pokud bylo kokultivano
vice kultur, byly secteny dil¢i objemy kultur a mikrozkumavka byla nasledné doplnéna
infiltratnim médiem do objemu 2 ml. Pouzité kombinace studovanych konstrukti jsou

uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka 2: Pouzit¢ kombinace konstrukti pfi transientni transformaci

Kombinace Konstrukty pouzité pro kombinaci
1 P19
2 SIMK+P19
3 SIMKK+P19
4 PRKK+P19
5
6

SIMK+SIMKK+P19
SIMK+PRKK+P19
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Po dvouhodinové inkubaci se kultura pomoci plastové injekcni stfikacky infiltruje
vtlaCenim pres stomata do spodni strany listd do predem zalitych rostlin N. benthamiana
a zona infiltrace je oznaCena.

Po 3 dnech od provedeni transformace (3 DAT, 3 days after transformation) byl
ptipraven mikroskopicky preparat odstfihnutim trojuhelnikovitého utvaru s oblasti zony
infiltrace na Spicce trojuhelniku a poté premisténim abaxialni stranou nahoru na podlozni
sklicko. Na list byla napipetovana kapka kohoutkové vody a preparat byl piekryt krycim
sklem, které bylo nasledné prelepeno parafilmem. Preparaty byly pozorovany pod

epifluorescenénim mikroskopem.

4.6.5 Sledovani fenotypu transientné transformovanych rostlin Nicotiana

benthamiana

Vintervalech 7 DAT, 14 DAT a 21 DAT byly mobilnim telefonem fotografovany
transformované listy N. benthamiana se vSemi pouzitymi kombinacemi studovanych

konstruktii. Na listech transformovanych rostlin byly sledovany projevy chlorozy a nekrozy.
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5 VYSLEDKY

5.1 Insilico analyzy AtMKKS a AtMKK1

Porovnanim sekvenci proteini pomoci nastroje BlastP a nasledné také porovnanim kodujici
sekvence nukleotidi za vyuziti nastroje BlastN bylo zjisténo, ze zatimco protein AtMKKS5
nachazejici se u A. thaliana je spolu s AtMKK4 ortologem MsSIMKK u M. sativa, protein
AtMKKI1 je spolu s AtMKK2 ortologem MsPRKK (Maliskova, 2021). Jelikoz je A.
thaliana modelovym organismem, pro ktery nachézime vét§i mnozstvim dostupnych dat,
bylo vyuzito vzajemné homologie proteini AtMKK1 a AtMKKS5 pro studium potencialnich
vlastnosti SIMK a PRKK.

S5.1.1 Inssilico analyza AtMKKS

Sestaveni 3D struktury AtMKKS

Pomoci SWISS-MODEL (Ref. 9) a UniProt (Ref. 10) byly sestaveny 3D struktury AtMKKS5
(locus tag AT3G21220; accesion number NM_001338511.1, NP_001319606.1). Na obou
obrazcich (Obr. 9, Obr. 10) jsou vyznaCeny barevné struktury odpovidajici Ser/Thr
sekvencim, na kterych dochézi k fosforylaci, diky které se stava tato MAPKK aktivni.

Obrazek 9: 3D struktura AtMKKS5 ze dvou opacnych stran. Jsou vyznacené Ser/Thr sekvence.
Vytvoreno pomoci SWISS-MODEL (Ref.9)
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Obrazek 10: 3D struktura AtMKKS s vyznacenymi Ser/Thr sekvencemi. Vytvofeno pomoci
UniProt (Ref.10)

In silico analyza promotoru
Pomoci serveru Agris (Ref.11) byla provedena analyza promotoru genu AfMKKS

umisténého na chromozomu 3. Byly identifikovany transkripéni faktory (Tab. 3, Obr. 11) a
dale byla také zjisténa vazebna mista a sekvence nukleotidi. Mezi tyto transkripcni faktory
patii naptiklad MYC2 (ptvod zkratky z nazvu onkogenu Myleocytomatosis), ktery reguluje
genovou expresi pii reakci na sucho a kyselinu abscisovou (Abe et al., 1997; Kim et al.,
1997; Satoh et al., 2004). Transkripéni faktory Bellringer potlacuji genovou expresi genu
AGAMOUES, ktery je zodpovédny za tvorbu ty¢inek a plodolistd (Bao et al., 2004). Mezi
dalsi sledované transkripéni faktory patii W-Box, jenz vykazuje roli pii vazbé¢ WRKY DNA
proteina v regulaci genu NPRI (Nonexpresser of PR genes 1, také znam jako Noninducible
immunity 1), ktery pozitivné reguluje inducibilni odolnost rostliny vii¢i chorobam. (Cao et
al., 1994; Ryals et al., 1997; Yu et al., 2001). DPBF1&2 (Dc3 Promoter-Binding Factor-1
and 2) tvori tfidu transkripcnich faktort bZIP, které interaguji s ABA-responzivnimi a
embryo-specifickymi prvky v promotoru Dc3 (Kim et al., 1997). Dc3 (Daucus carota) je
gen nachazejici se u mrkve a kodujici mRNA, kterd je exprimovana ve vysokych hladinach
ve vyvijejicich se embryich (Seffens et al., 1990). Exprese gent transkripcnich faktora
MYB4 (puvod zkratky znazvu onkogenu Myeloblastosis) miize mit funkci v reakci na
environmentalni stres (Chen er al., 2002). Transkripni faktor RAV-1 (Related to
ABI3/VP1; Viviparousl locus (VP1) of maize; Arabidopsis ABSCISIC ACID
INSENSITIVE 3 (ABI3) je zodpovédny za regulaci rustu a vyvoje lateralnich kofent (Hu
et al., 2004). Transkripénim faktorem LEAFY (LFY) je regulovana exprese APETALA3

(AP3) (Lamb et al., 2002).
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Na auxinové responsivni elementy (AuxRE) TGTCTC, které se nachazeji v promotorech
primarnich auxinovych responzivnich genl, se specificky jako dimery vazou ARF
transkripcni faktory (auxin response factors) (Ulmasov et al., 1999). Vazebné misto Box II
pro transkripcni faktor GT-1 ma vliv na funkci regulacnich cis-elementu, které se podili na
reakci na svétlo (Green et al., 1987; Le Gourrierec et al., 1999). Na sekvenci nukleotidi
GATA v DNA je vazan transkripéni faktor GATA podilejici se na bunééném zrani a také
proliferaci bun¢k (Teakle et al., 2002). G-box vazebné faktory (GBF, G-box binding
factors) se ucastni vyvojovych a fyziologickych procesii v reakci na podnéty, jako jsou
svétlo €1 hormony na urovni celé rostliny (Sibéril ef al., 2001).

GCC-box je vazebnym mistem pro transkripcni faktory, které fidi molekularni reakce na
dehydrataci a nizkou teplotu (Shinozaki a Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Vazebné misto
L1-box, na jehoz sekvenci se se muze vazat homeodoménovy protein ATMLI, hraje
klicovou roli v regulaci exprese PDF1 (Protodermal factor 1) v L1 burikach (Abe et al.,
2001). Vazebné misto T-box slouzi jako pozitivni modulator pii svétlem aktivované
transkripci genu GAPB, ktery koduje B podjednotku chloroplastové glyceraldehyd-3fosfat
dehydrogenazy (GADPH). Z toho je odvozenad zkratka genu GAPB (Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase B subunit) (Chan et al., 2001). SORLIP-1 (sequences over-
represented in light-induced promoters 1) patfi do promotorovych motivi zapojenych do

genové exprese regulované svétlem (Hudson and Quail, 2003).
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Tabulka 3: Vazebna mista pro transkripéni faktory na promotoru genu AtMKK5

Transkrip¢ni faktor Vazebna mista Sekvence Reference
Zacatek  Konec nukleotidii
AtMYC2 BS in RD22 -420 -415 cacatg Abe et al., 1997
Bellringer/replumless/ -795 -788 aaattaaa
/pennywise BS1 IN AG Bao et al., 2004
Bellringer/replumless/ -346 -339 aaattagt Bao et al., 2004
/pennywise BS2 IN AG
W-box -1302 -1297 ttgact Yu et al., 2001
DPBF1&2 binding site motif -105 -99 acacagg Kim et al., 1997
MYB4 binding site motif -2187  -2181 accaaac Chen et al., 2002
RAV1-A binding site motif -2321 -2317 caaca Kagaya et al.,
-1223  -1219 1999
RAV1-B binding site motif -1914  -1909 cacctg
Kagaya et al.,
1999
LFY BS -1178  -1173 ccattg Lamb et al., 2002
ARF binding site motif 2478 -2473 tgtcte
Ulmasov et al.,
1999
Box II promoter motif 2771 -2766 ggttaa Le Gourrierec et
al., 1999
GATA promoter motif -2590  -2585 agatag Teakle et al., 2002
G-box promoter motif -409 -404 cacgtg Menkens a
Cashmore 1994
GCC-box promoter motif -2823 -2818 gcegee
Shinozaki a
Yamaguchi-
Shinozaki, 2000
Ibox promoter motif -946 -941 gataag Giuliano et al.,
1988
L1-box promoter motif -1450  -1443 taaatgca Abe et al., 2001
T-box promoter motif -1585  -1580 actttg Chan et al., 2001
SORLIP1 -117 -120 agccac (Hudson and
Quail, 2003).
GCC.box GATA RAV1-A RAV1.B L1-box
Box Il ARF MYB4 Tbox
-2807 1500
W-box__LFYBS MYC2 SORLIP1
liringer BS2
RAV1-A Ibox  Bellringer BS1 G-box DPBF1 182

-1500

Obrazek 11: Umisténi vazebnych mist pro transkripéni faktory na promotoru genu AtMKKS.

Vytvoteno v DOG 2.0.
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Detekce subcelularni lokalizace AtMKKS
Za vyuziti databaze SUBA (Ref.12) byly detekovany subcelularni lokalizace protein kinasy

AtMKKS. Tato protein kinasa byla zjisténa v jadie (AdaBoost, Nucleo, SubLoc, WoLF
PSORT, BaCellLo, Plant-mPloc), poté v plastidech (ChloroP, PredSL, iPSORT, PCLR,
PProwler, TargetP), mitochondriich (Mitoprot2, SLPFA, SLP-Local) a v neposledni fadé
v cytosolu (Plant-mPloc, MultiLoc, YLoc).

Detekce hladiny transkripta AtMKK5
Diky databazi TAIR (Ref. 13) byly zjistény hladiny transkriptd AtMKKS, a to v riznych

pletivech za raznych podminek (vyvin rostliny, stresy). Byla detekovana vysoka mira
transkripti v fapiku starnoucich listt (Klepikova et al., 2016). Pfi vyvoji semen se nejvice
transkriptd nachazi v osemeni (Le er al., 2010). Béhem kliCeni byla nejvyssi mira
transkriptli zaznamenana po 24 hodinach po vystaveni rostliny svétlu. (Narsai et al., 2011).
ZvySena hodnota transkripti byla zaznamenana po jedné hodiné od vystaveni rostliny
15-minutovému ozafeni UV-B zafeni (Kilian et al., 2007) a pii reakci na selen (Van
Hoewyk et al., 2008). Také pfi vystaveni rostliny biotickému stresu byly zjistény vysoké
hodnoty transkripti AtMKKS, konkrétn€ nejvice po reakci s elicitorem (nejvice po 1 hoding)
a také pii kontaktu s Pseudomonas syringae (Winter et al., 2007). VyS§si hladina transkriptt
AtMKK5 byla také zaznamenana pifi reakci s cykloheximidem popf. 1 s kyselinou
salicylovou po dobu 3 hodin (Winter et al., 2007). Co se tyka jednotlivych bun¢k, nejvice
transkriptl se nachazi v endodermalnich a xylémovych burikach a také v klidovych

centralnich a mladych meristémovych burikach kotfenové ¢epicky (Ryu et al., 2019).

Protein-proteinové interakce s AtMKKS
Pomoci databaze IntAct EMBL-EBI (Ref.14) byly zaznamenany protein-proteinoveé

interakce AtMKKS. Byla zjisténa interakce s protein kinasou MKK6 za pomoci
nasledujicich metod: two hybrid (Lee et al., 2008), two hybrid array (Altmann et al., 2020),
validated two hybrid (Altmann et al., 2020) a two hybrid prey pooling approach (Altmann e?
al., 2020).

Mozné polymorfismy genu AtMKK5 a mutace v AMK sekvenci AtMKKS
Pomoci databaze TAIR (Ref. 13) byly zistény polymorfismy genu AfMKKS5 na

chromozomu 3 (Tab. 4) a poté za vyuziti databaze UniProt (Ref. 10) byly popsany bodové
mutace v aminokyselinové sekvenci AtMKKS5 (Tab. 5, Obr. 12). Napiiklad pfi mutaci
K99M dochazi u 99. aminokyseliny v polypeptidové sekvenci k zaméné lysinu za

methionin, coz ma za nasledek ztratu v kinasové aktivité.
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Tabulka 4: Polymorfismy genu AtMKKS5 s koordinaty 7445604—7448498 bp na chromozomu 3

Polymorfismus Typ Misto polymorfismu
GABI_256H09 inzerce kodujici oblast
GABI_393B07 inzerce kodujici oblast
GK-393B07-018296 inzerce exon
(BX286705, BX286705)
mkk5 (SALK_067321) inzerce promotor
mkk5-1 (SALK_047797) inzerce promotor
mkk5-2 (SALK_050700) inzerce exon
mkk5-2 (SALK_050700) inzerce 3'UTR
ossowski_1151248 inzerce promotor
ossowski_1151249 inzerce promotor
ossowski_1151250 inzerce promotor
ossowski_1200122 delece promotor
ossowski_486278 substituce promotor
ossowski_486279 substituce promotor
ossowski_486282 substituce 3'UTR
PERL0474172 substituce promotor
PERL0474174 substituce promotor
PERL0474178 substituce exon
PERL0474182 substituce exon
PERL0474183 substituce exon
SALKseq_050700.0 inzerce 3'UTR
SALKseq_077842.2 inzerce 3'UTR

Tabulka 5: Bodové mutace v AMK sekvenci AtMKKS5

Mutace Popis

K99M Ztrata kinasové aktivity

K99R Ztrata kinasové aktivity, Fosforylovano MAPKKKS a

MAPKKK?20

T215A Zhorsena fosforylace MAPKKKS: pfi asociaci s S221A
T215D Konstitutivné aktivni; pfi asociaci s S221D
T215E Konstitutivng aktivni; pfi asociaci s S221E
S221A Zhorsena fosforylace MAPKKKS; pfi asociaci s T215A
S221D Konstitutivné aktivni; pfi asociaci s T215D
S221E Konstitutivné aktivni; pfi asociaci s T215E
R313A Ztrata ADP-ribosylace

R313K Ztrata ADP-ribosylace

Proteinové domény na proteinu AtMKKS

Diky databazi TAIR (Ref. 13) byly zjiStény proteinové domény (Tab. 6, Obr. 12) Kinase-

like_dom_sf (na pozicich aminokyselin 68-344), Protein_kinase_ ATP_BS (na pozicich
aminokyselin  76-99), Ser/Thr_kinase_AS (na pozicich aminokyselin 183-195) a

Prot_kinase_dom (na pozicich aminokyselin 70-325).
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Tabulka 6: Proteinové domény na proteinu AtMKKS

Proteinova doména Lokalizace na proteinu Databaze
Kinase-like_dom_sf 68-344 Superfamily
Protein_kinase_ ATP_BS 76-99 Patternscan
Ser/Thr kinase AS 183-195 Patternscan
Protikinaseidom 70-325 Profilescan

T215E S221E

A K99R T21 1D
R313K
K*M T21 1A R313A
Kinase-ike_dom_sf

Prot_ |ase_dom
Protein_kinase_ATP_BS SerfThr kinase AS

1 348

Prot_kinase_dom

B - Kinase-like_dom_sf
Protein_kinase ATP_BS
Ser/Thr kinase AS

R313A P
/Rmx\

K99E
K99M

S221E s
S221D o T215E S221E
S211A T215D S221D
‘ T215A S211A

T215E

T215D

T215A

Obrazek 12: Znazoméni domén a lokalizace moznych bodovych mutaci mitogen-aktivované protein
kinasy AtMKKS5 ve 2D a 3D. A 2D pomoci programu DOG.2.0. B 3D ze¢ dvou stran pomoci
SWISS-MODEL (Ref. 9)
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5.1.2 Insilico analyza AtMKK1

Sestaveni 3D struktury AtMKK1
Pomoci SWISS-MODEL (Ref. 9) a UniProt (Ref. 10) byly sestaveny 3D struktury AtMKK1

(locus tag AT4G26070; accesion number NM_202890.2, NP_974619.1). Na obou obrazcich
(Obr. 13, Obr. 14) jsou vyznaleny barevné struktury odpovidajici Ser/Thr sekvencim, na
kterych dochazi k fosforylaci, diky které se stava tato MAPKK aktivni.

Obrazek 13: 3D struktura AtMKKI1 ze dvou opacénych stran. Jsou vyznacené¢ Ser/Thr sekvence.
Vytvoreno pomoci SWISS-MODEL (Ref. 9).

Obrazek 14: 3D struktura AtMKKI1 s vyznacenymi Ser/Thr sekvencemi. Vytvofeno pomoci
UniProt (Ref. 10).
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In silico analyza promotoru
Pomoci databaze Agris (Ref.11) byly zjiStény transkripéni faktory, jejich vazebna mista a

sekvence nukleotidi na promotoru genu AtMKK I nachazejiciho se na chromozomu 4 (Tab.
7, Obr. 15). Jako prvni byl zaznamenan transkripni faktor MYC2 (puvod zkratky z nazvu
onkogenu Myleocytomatosis), ktery hraje roli pfi genové expresi regulované suchem a
kyselinou abscisovou (Abe et al., 1997; Kim et al., 1997; Satoh et al., 2004).Transkripcni
faktory Bellringer potlacuji genovou expresi genu AGAMOUS, ktery je zodpovédny za
tvorbu tycCinek a plodolistd (Bao er al., 2004). Mezi novou podskupinu proteini bZIP
fungujici jako transkripCni aktivatory pii expresi genu ProDH u Arabidopsis patti
transkripcni faktor ATB2 reagujici na hypsosmolaritu (Satoh et al., 2004).

Dale byl pii analyze promotoru zji§tén promotorovy motiv W-Box, jenz vykazuje roli pfi
vazbé WRKY DNA proteina pii regulaci genu NPRI (Yu et al., 2001). DPBF1&2 (Dc3
Promoter-Binding Factor-1 and 2) tvori tfidu transkripénich faktorti bZIP, které interaguji s
ABA-responzivnimi a embryo-specifickymi prvky v promotoru Dc3 (Kim et al., 1997). Dc3
(Daucus carota) je gen nachazejici se u mrkve a kodujici mRNA, ktera je exprimovana ve
vysokych hladinach ve vyvijejicich se embryich (Seffens et al., 1990). DNA-vazebny
protein RAV-1 se podili na mechanismech branicich nadmérnému rustu rostliny (Kagaya et
al., 1999) a transkripcnim faktorem LFY je regulovéana exprese APETALA 3 (Lamb et al.,
2002). Na auxinové responsivni elementy (AuxRE) TGTCTC, které se nachazeji
v promotorech primarnich auxinovych responzivnich gend, se specificky jako dimery vazou
AREF transkripéni faktory (auxin response factors) (Ulmasov et al., 1999). Vazebné misto
Box II pro transkripcni faktor GT-1 ma vliv na funkci regulacnich cis-elementu, které se
podili na reakci na svétlo (Green et al., 1987, Le Gourrierec et al., 1999). S promotorovym
motivem GATA interaguji pii reakci na svétlo jaderné proteiny (Teakle et al., 2002).
Promotorovy motiv SBP-box koduje konzervovanou proteinovou doménu SBP, kterd je
zodpovédna za interakci s DNA (Cardon er al, 1999). SORLIP-1 (sequences over-
represented in light-induced promoters 1) patfi do promotorovych motivi zapojenych do

genové exprese regulované svétlem (Hudson and Quail, 2003).
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Tabulka 7: Vazebna mista pro transkripéni faktory na promotoru genu AtMKK5

Transkrip¢ni faktor Vazebna mista Sekvence Reference
nukleotidii
Zacatek Konec
AtMYC2 BS in RD22 -340 -345 cacatg Abe et al., 1997
Bellringer/replumless/pennywise BS1 IN -699 -692 aaattaaa Bao et al., 2004
AG
ATB2/AtbZIP53/AtbZIP44/GBF5 BS in -38 -33 actcat
ProDH Satoh et al., 2004
W-box -455 -450 ttgacc Yu et al., 2001
DPBF1&2 binding site motif -504 -498 acacaag Kim et al., 1997
RAV1-A binding site motif -1611 1607 caaca Kagaya et al.,
1999
-79 -75
LFY consensus binding site motif -316 -311 ccaatg Lamb et al., 2002
ARF binding site motif -1120  -1115 tgtcte Ulmasov et al.,
1999
Box II promoter motif -111 -116 ggttaa Le Gourrierec et
al., 1999
GATA promoter motif -1191 -1186 tgataa Teakle et al.,
2002
SBP-box promoter motif -623 -615 ttcgtacaa Cardon et al.,
1999
SORLIP1 -759 -754 agccac Hudson and
Quail, 2003
RAV1-A ARF
GATA
-1695 -850
SORLIP1 SBP-box W-box LFY BS Box Il ATB2
Bellringer BS1 DPBF 182 MYC2 RAV1-A
-850 -1

Obrazek 15: Umisténi vazebnych mist pro transkripéni faktory na promotoru genu AtMKK].
Vytvoreno za vyuziti DOG 2.0.
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Detekce subcelularni lokalizace AtMKK1
Za vyuziti databaze SUBA (Ref. 12) byly vyhledany subcelularni lokalizace protein kinasy

AtMKKI. Tato protein kinasa byla nejvice detekovana v cytosolu (EpiLoc, MultiL.oc, SLP-
Local, SubLoc, YLoc), poté v mitochondriich (PredSL, SLPFA, iPSORT, PProwler), jadre
(SLP-Local, BaCelLo, Plant-mPloc) a byla nalezena také v plasmatické membrané

(AdaBoost) a v plastidech (WoLF PSORT).

Detekce hladiny transkripta AtMKK1
Diky databazi TAIR (Ref. 13) byly zjistény hladiny transkript AtMKKI1, a to v riznych

pletivech za raznych podminek (vyvin rostliny, stresy). Byla detekovana vysoka mira
transkripti v fapiku starnoucich listi a v fapiku a Cepeli listi dospélé rostliny (Klepikova et
al., 2016). Pti vyvoji semen se nejvice transkriptd nachazi v perifernim endospermu (Winter
et al., 2007). Zvysena hladina transkripti byla zaznamenana pii kontaktu se selenem (Van
Hoewyk et al., 2008) a po Sesti hodinach od vystaveni rostliny 15- minutovému ozafeni
UV-B zéfeni v reakci na tento abioticky stres (Kilian et al., 2007). Dale bylo zjisténo vySsi
mnozstvi transkripta pii kontaktu s Botrytis cinerea a Erysiphe orontii (Winter et al., 2007).
Vyssi hladina transkripcnich faktorti byla také zaznamenana pii reakci s cykloheximidem,
popt. 1 skyselinou salicylovou po dobu 3 hodin (Winter et al., 2007). Co se tyka
jednotlivych buné€k, tak zde se nejvice transkripti nachazi v kortexovych burikach a

bunkach epidermis v ¢asném stadiu diferenciace (Ryu er al., 2019).

Protein-proteinové interakce s AtMKK1
Pomoci databaze IntAct EMBL-EBI (Ref.14) byly zistény 4 proteinové interakce

s AtMKKI1 (Tab. 8). Jako prvni byla identifikovana interakce s protein kinasou MPK4
pomoci raznych metod, mezi které patii BIFC (Gao et al., 2008), in gel kinase assay a two
hybrid (Teige et al., 2004), two hybrid array (Altmann et al., 2020), protein kinase asaay
(Lee et al., 2008), two hybrid prey pooling approach (Altmann et al., 2020) a validated two
hybrid (Altmann et al., 2020).

Dale byla zji§téna mozna interakce s protein kinasou MEKK 1 diky metodam BIFC (Gao
et al., 2008), two hybrid (Mizoguchi et al., 1998) a two hybrid array (Arabidopsis
Interactome Mapping Consortium, 2011). Poté byla pomoci metod two hybrid (Lee et al.,
2008) a protein kinase assay (Lee et al., 2008) nalezena interakce s MPK11. Jako posledni
byla identifikovana za vyuziti metody protein kinase assay (Lee et al., 2008) interakce

s MPK 12, ktera je jednou ze tfech ortologi MsMMK2 (Pavlikova, 2022).
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Tabulka 8: Protein-proteinové interakce AtMKK 1

Lokus Funkce Metoda detekce interakce
Interagujici protein

MPK4 (MsMMK?2) AT4G01370 Protein kinasa BIFC

In gel kinase assay

Protein kinase assay

Two hybrid

Two hybrid array

Two hybrid prey pooling approach

Validated two hybrid

MEKKI1 AT4G08500 Protein kinasa BIFC

Two hybrid

Two hybrid array

MPK11 (SAMK) AT2G46070 Protein kinasa Two hybrid

Protein kinase assay

MPK12 (MsMMK?2) AT1G01560 Protein kinasa Protein kinase assay

Mozné polymorfismy genu AtMKKI a mutace v AMK sekvenci AtMKK1
Pomoci databaze TAIR (Ref. 13) byly zistény polymorfismy genu AfMKKI na

chromozomu 4 (Tab. 9) a poté za vyuziti databaze UniProt (Ref. 10) byly popsany bodové
mutace v aminokyselinové sekvenci AtMKKS (Tab. 10, Obr. 16). Naptiklad pfi mutaci
K97R dochéazi u 97. aminokyseliny v aminokyselinové sekvenci k zameéné lysinu za

arginin, coz ma za nasledek ztratu v kinasové aktivite.
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Tabulka 9: Polymorfismy genu AtMKK1 s koordinaty 13217475 — 13219936 bp na chromozomu 4

Polymorfismus Typ Misto polymorfismu
FLAG_086D03 inzerce promotor
GABI_854B05 inzerce 3'UTR
GABI _923H02 inzerce 3'UTR
GABI_923H02 inzerce kédujici oblast
GK-854B05-025755 inzerce exon
GK-923H02-031999 inzerce exon
GT25368.Ds5.04.23.2009.jz58.524 inzerce promotor
GT7888.Ds5.09.29.00.b.621 inzerce promotor
GT8366.Ds5.04.27.01.JU92.b.604 inzerce promotor
mkkl (CS66014) (SALK_027645) inzerce intron
ossowski_802925 substituce promotor
PERL0817032 substituce intron
PERL0817034 substituce intron
PERL0817035 substituce exon
SAIL_ 123 D07 inzerce 5'UTR
SAIL_125_Gl11.vl inzerce 5'UTR
SAIL_269 _C04 inzerce 5'UTR
SAIL_269_C04 inzerce intron
SAlLseq_294_Gl11.2 inzerce 5'UTR
SALK_015914 inzerce promotor
SALK _015914.56.00.x inzerce kodujici oblast
SALK_015914.56.00.x inzerce promotor
SALK_015953.35.85.x inzerce kodujici oblast
SALK_015953.35.85.x inzerce promotor
SALK 140054.54.25.x inzerce intron
SALKseq_056711.2 inzerce kodujici oblast
SALKseq _076309.2 (ABIITD) inzerce kodujici oblast
SALKseq_093946.1 inzerce intron
SALKseq_140054.0 inzerce intron

Tabulka 10: Bodové mutace v AMK sekvenci AtMKK1

Mutace Popis

K97R Ztrata kinasové aktivity in vitro

T218A Ztrata kinasové aktivity in vitro; pti asociaci s S224E

T218E Konstitutivng aktivni; pfi asociaci s S224D. Zvysuje aktivitu

kinasy in vitro; pti asociaci s S224E

S220E Zvysuje aktivitu kinasy in vitro; pfi asociaci s S224E

S5224D Konstitutivné aktivni; pfi asociaci s T218E

S224E Zvysuje aktivitu kinasy in vitro; pii spojeni s T218E nebo
S220E

Proteinové domény na proteinu AtMKK1
Proteinové domény (Tab. 11, Obr. 16) byly vyhledany pomoci databaze TAIR (Ref. 13). Byly

detekovany proteinové domény Kinase-like_dom_sf (na pozicich aminokyselin 50-334),
Protein_kinase_ ATP_BS (na pozicich aminokyselin 74-97), Ser/Thr_kinase AS (na pozicich
aminokyselin 185-198) a Prot_kinase_dom (na pozicich aminokyselin 68-328).
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Tabulka 11: Proteinové domény na proteinu AtMKK1

Proteinova doména Lokalizace na proteinu Databaze
Kinase-like_dom_sf 50-334 Superfamily
Protein_kinase_ ATP_BS 74-97 Patternscan
Ser/Thr kinase AS 185-198 Patternscan
Pr0t=kinase=dom 68-328 Profilescan

A e
T218E | S224E
K97R T218A 40

Kinase-like dom\l} 7
Prot_| Fse_dom
Protein_kinase_ATP_BS Ser/Thr kinase AS

1 354

B | | Prot_kinase_dom

. Kinase-like_dom_sf

Protein_kinase_ATP_BS

Ser/Thr kinase AS
T218E S224E
T218A §224D
$220E | @’\
. & @
S Lada

Obrazek 16: Znazoméni domén a lokalizace moznych bodovych mutaci mitogen-aktivované protein
kinasy AtMKKI1 ve 2D a 3D. A 2D pomoci programu DOG.2.0. B 3D ze¢ dvou stran pomoci
SWISS-MODEL (Ref. 9)
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5.2 Rozmnozeni transgenni linie M. sativa metodou somatické embryogeneze

Za vyuziti metody somatické embryogeneze byly z listovych explantatd rostliny M. sativa
transgenni linie 35S::tagRFP-TUA6 nejdiive na BSH médiu indukovany nediferencované

kalusy. Po prelozeni kalusi na diferenciacni médium B50 doslo k jejich diferenciaci,

pozorovatelné jako nariist embryi na povrchu kalusu (Obr. 17).

Ll

Obrazek 17: Diferencované kalusy se somatickymi embryi na povrchu B50 média. Embrya
oznacena Sipkou. Vyfoceno pomoci mobilniho telefonu.

Byla sledovéana vyvojova stadia embryi, tedy brzkd a pozdni torpédovita vyvojova faze
embryogeneze (Obr. 18, A, B). V tomto kroku byla ovéfena pfitomnost cytoskeletarniho
markeru tagRFP-TUAG6, ktery mél Cerveny signal (Obr. 18, C-D). Byl vizualizovan na
Zoom mikroskopu ve viditelném svétle (kanal RL ring) a v UV oblasti (kanal DSRED,

excitacni vinova délka 590 nm, emisni vinova délka 612 nm).

Obrazek 18: Somaticka embrya ve svych vyvojovych fazich. A Brzké torpédovita embryo.
B Pozdni torpédovité embryo. C, D Ovéreni cytoskeletarniho markeru tagRFP-TUA6 v embryich.
Meftitko 500 pm. Vyfoceno pomoci Axio Zoom.V16. Z=1x10.
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Embrya byla pfemisténa na kultivatni MMS médium, kde se postupné formovaly
vyhonky a kofen. Poté byly mladé rostliny pfemistény na povrch MS média (Obr. 19),

odkud byly v pfipadé€ nutnosti presazeny do vétsi nadoby obsahujici MS médium.

Obrazek 19: Mlad¢ vyvijejici se rostliny M. sativa na MS médiu. A Svétlé pozadi. B Tmavé pozadi.
Vyfoceno pomoci Image Scaner I11.

Tento postup je soucasti metody stabilni transformace, kdy se pii této metodé pouziva
obdobného metodologického postupu a praktické dovednosti ziskané pfi jednoduché
somatické embryogenezi bez stabilni transformace. Co se konkrétné uspesnosti tyce, pocet
pouzitych listd ¢inil celkem 50 listd odebranych ze dvou opakovani experimentu, tedy bylo
pfipraveno 14 Petriho misek s explantaty na BSH médiu. Celkem bylo ziskano 28 vitalnich
rostlin (Obr. 19). Usp&$nost je pocitana jako pomér vitalnich rostlin ku celkovému podtu

pouzitych listt, tedy 28/50 = 0,56 = 56%.
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5.3 Fenotypové analyzy xylémovych bunék stonku

Vodivym pletivem, které transportuje vodu a ziviny z pudy do stonkd a listd, je xylém.
Bylo provedeno automatizované méteni plochy (prufez a pratok) a dalSich parametrti bunék
xylému u transversalniho fezu stonku. Méfeni bylo provedeno u studovanych linii (RSY,
SIMKKi a GFP-SIMK), kdy z kazdé byly nahodné vybrany tfi rostliny, predstavujici
biologické repliky. Na obrazku ¢. 20 lIze vidét piiklady repreznentativnich snimki

pouzivanaych pro ziskani dat.

Obrazek 20: Reprezntativni snimky pro méfeni xylémovych bunck u transgennich linii M. sativa
SIMKKi a GFP-SIMK a u kontrolni linie RSY. A, B Xylémové buiky M. sativa kontrolni linie
RSY. C, D Xylémov¢ buiky M. sativa transgenni linie SIMKKi. E, F Xylémové bunky M. sativa
transgenni linie GFP-SIMK. A, C, E Buiky pod epifluorescenénim mikroskopem ZEISS Axio
Imager.M2. B, D, E Buiky prahované v programu Image J. A, B M¢fitko 20 um. C-F M¢ritko 50
pm.

Ze ziskanych dat byly vybrany parametry, které byly zamySleny pro pouziti pfi
statistickém vyhodnoceni: area (plocha), major (délka), minor (Sirka), -circularity
(cirkularita) a roundness (kruhovitost). Cirkularita nakonec nebyla posuzovana z divodu
mozného zkresleni hodnot pii méfeni pixelt softwarem. Distribuce plochy, délky, Sitky a
kruhovitosti byly zpracovany do skupinovych sloupcovych grafii (Obr. 21). Bylo zjisténo,
ze u transgennich linii je trend distribuce velikosti ploch bunék odlisSny od kontrolni linie
(Obr. 21, A). U linie SIMKK:I je patrna distribuce spise ve prospéch mens§ich buné¢k.
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U linie GFP-SIMK je naopak viditelna distribuce ve prospéch bunék o vétsi ploSe. Stejny
trend se vyskytuje i v pfipad€ parametra délky (Obr. 21, B) a Sitky (Obr. 21, C), jelikoZ tyto
dva parametry blizce souvisi s plochou. Zajimavé je, ze pfi sledovavi kruhovitosti (Obr. 21,
D) u linie GFP-SIMK byla distribuce bun¢k ve prospéch vice kruhovitych bunék, coz neni

pozorovatelné u dalSich dvou linii.
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Obrazek 21: Vysledek automatizovaného méreni xylémovych bunék u transgennich linii M. sativa
SIMKKi a GFP-SIMK a u kontrolni linie RSY. Sledované parametry: A Plocha (um®); B Délka
(um); C Sitka (um); D Kruhovitost. RSY N=148; SIMKKi N=127; GFP-SIMK N=152. Vytvoteno
v MS Excel.

Dale byl pro blizsi zkoumani vybran parametr plochy, kdy byly buiky pfidéleny do
intervalli, kterych bylo devét. Dolni hranice prahu (threshold) pro detekci byla 40 pm?
(interval i040, 40-59,99 um?), nasledoval interval i060 (60-79,99 um?) a poté 1080
(80-99,99 um?). Intervaly 1100 aZ 600 (horni threshold) byly rozd&leny do intervald po 100
pum?  Interval 1100 rovn&z predstavuje vlastnim zvAZenim stanovenou hranici pro
protoxylém, jelikoz v literatufe nebylo mozno tento udaj dohledat. Intervaly i200-i600 byly
stanoveny pro reprezentaci metaxylému. Celkova dolni hranice prahu uz nebyla posunuta
nize v disledku mozné rostouci nepfesnosti automatického meéfeni pii zmensujici se plose.

Byla sledovana relativni Cetnost bunék ve stanovenych intervalech plochy (Obr. 22).
Patrné je, ze se vnitini distribuce bunék v ramci jednotlivich linii li§i. V ramci protoxylému
(Obr. 22, B) je u linie SIMKKI distribuce posunuta ve prospéch mensich bunék, kdy nejvice
bunék se nachazi v intervalu i040. Naopak u rostlin GFP-SIMK linie je patrny posun ve
prospéch vétSich protoxylémovych bunék. Nejvice bunék se v tomto piipadé nachazi

v intervalu 1080. Zajimavé je, ze v kontrolni linii RSY jsou buiiky v intervalech 1060 a i080
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zastoupeny rovnomerné. Pokud se zaméfime na metaxylému (Obr. 22, C), nenazacuji
ziskana data diferenci v distribuci u transgennich linii. Je ale viditelny rozdil mezi kontrolni
linii RSY a transgennimi liniemi, kdy u RSY je viditelny méné strmy trend poklesu.
Celkoveé je pozorovatelné, ze postupné klesa pocet bunék s velkou plochou. Zajimavé je, ze
u vSech linii mizeme vidét nejvetsi zastoupeni bunék v intervalu 1200, pficemz nejvice jsou
bunky tohoto intervalu zastoupeny u SIMKK:i linie. Byl proveden dvouvybérovy t-test mezi
kontrolni liniii RSY a SIMKKi nebo GFP-SIMK, avSak jelikoz byly pouzity pouze tfi
biologické repliky na jednu linii, p nebylo mensi nez zvolena hladina vyznamnosti 0,05,

tudiz vysledek neni statisticky vyznamny.
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Obrazek 22: Relativni cetnosti poctu ploch xylémovych bun¢k v jednotlivych velikostnich
intervalech u transgennich linii M. sativa SIMKKi a GFP-SIMK a u kontrolni linie RSY. Intervaly:

i040(40 pm?-59,99 pm?), i060 (60 wm?-79,99 um?), 080 (80 wm*-99,99 um?). 1100 (100 pm*-
199,99 pum?), i200 (200 pm>-299,99 pum?), i300 (300 um>-399,99 pum?), i400 (400 pwm?-499,99
pum?), i500 (500 pum?*-599,99 pum? a i600 (600 pwm*-699,99 um?). A Celkova distribuce.
B Distribuce v ramci protoxylému. C Distribuce v ramci metaxylému. RSY N=148; SIMKKi
N=127; GFP-SIMK N=152. Vytyvofeno v MS Excel.
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54 Transientni (ko-)transformace listu Nicotiana benthamiana s fluorescencné
znacenymi MAPK

Pro experiment bylo pouzito 6 variant se studovanymi konstrukty: 1 (P19), 2
(358::SIMK+P19), 3 (35S::tagRFP:SIMKK+P19), 4 (35S8::mRFP:PRKK+P19), 5
(358::SIMK+35S::tagRFP:SIMKK+P19) a 6 (35S::SIMK+35S::mRFP:PRKK+P19). Po
ttech dnech od provedeni transientni transformace (3 DAT) byla na epifluorescenénim
mikroskopu potvrzena exprese vnesenych studovanych konstruktd 35S::GFP:SIMK (kanal
EGFP, excita¢ni vinova délka 488 nm a emisni vinova délka 509 nm), 35S::tagRFP:SIMKK
(kanal TagRFP, excitatni vlnova délka 558 nm a emisni vlnova délka 583),
358::mRFP:PRKK (kanal mRFP1.2, excitani vlnova délka 590 nm a emisni vlnova délka
612).

Kombinace dvou kanalt (green/red) byla pouzita u vSech 6 variant experimentu, vetné
varianty se samotnou kulturou bakterie nesouci konstrukt P79 vyuzity k supresi RNAi
(Obr. 23, A). Bakterie s P19 byly pouzity u vSech variant. Signal je viditelny jak pfi pouziti
jednoho konstruktu s MAPK nebo MAPKK, tak pii studiu kotransformace MAPKK-MAPK
pouzitim dvou konstrukti. Je ziejmé, ze SIMK, SIMKK a PRKK jsou exprimovany
v cytoplazmatické membrané a také v jadre (Obr. 23, B-D). Koexprese SIMK-SIMKK a
SIMK-PRKK byla potvrzena spojenim kanald EGFP a TagRFP nebo mRFP 1.2 a je
viditelna jako oranzovozluty signal (Obr. 23; E, F).
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Obrazek 23: Studované MAP kinasy exprimované v epidermalnich buikach transientné
transformovanych lista N. benthamiana. Pozorovano pod epifluorescenénim mikroskopem ZEISS
Axio Imager.M2 (Objektiv LD Plan-Neofluar 20x/0,4 Korr M27). Transformace prostfednictvim A.
tumefaciens s konstrukty: A P19; B 355::GFP:SIMK + P19; C 35S::tagRFP:SIMKK + P19;
D 355::mRFP:PRKK+P19; E 358::GFP:SIMK+35S::tagRFP:SIMKK+P19. F 35S::GFP:SIMK+
358::mRFP:PRKK+P19. A, B kanal EGFP; C kanal TagRFP; D kanal mRFP; E spojeni kanalu
EGFP a TagRFP. F spojeni kanalia EGFP a mRFP. Sipky znagi jadra. A-F Méfitko 20 um.
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5.5 Sledovani fenotypu transientné transformovanych rostlin Nicotiana benthamiana
Transientné transformované listy byly sledovany v intervalech 7 DAT, 14 DAT a 21 DAT

se zaméfenim poskozeni listl, tedy chlorozy a nekrozy.

B
SIMK+P19

C
SIMKK+P19

D
PRKK+P19

E
SIMKK+SIMK+P19

F
PRKK+SIMK+P19

Obrazek 24: Fenotypy transientné transformovanych listi N. benthamiana se studovanymi
konstrukty: A P19, B 355::GFP:SIMK + PI19; C 358::tagRFP:SIMKK + PI9,
D 355::mRFP:PRKK+P19; E 358::GFP:SIMK+35S::tagRFP:SIMKK+P19. F 35S::GFP:SIMK+
358::mRFP:PRKK+P19. Vyfoceno pomoci mobilniho telefonu. Méfitko A-F 1 mm.
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V Casovém useku 7 DAT (Obr. 24, 7A-F) je pozorovatelna nekréza u lista, kde byla
exprimovana SIMK nejen samotnd (Obr. 24, 7B), ale i v piipadé koexprese s upstream
kinasami SIMKK a PRKK (Obr. 24, 7E, 7F), kde je vSak projev nekrozy vyraznéjsi. U listd
s nadprodukci pouze samotnych SIMKK a PRKK nedochézi jesté v ¢ase 7 DAT k nekroze,
ale pouze ke chloroze. (Obr. 24, 7C, 7D). V casovém useku 14 DAT (Obr. 24, 14A-F)
muzeme pozorovat rozsifeni oblasti nekrozy v piipadé listd s exprimovanou SIMK (Obr. 24,
14B) a v ptipadé nadprodukce fuzniho proteinu PRKK-SIMK (Obr. 24, 14F). V piipadé
listu s nadprodukci samotné SIMKK doslo pouze k rozsifeni chlorozy (Obr. 24, 14C).
Poslednim ¢asovym intervalem bylo 21 DAT (Obr. 21, 24A-F), kdy dochazi k nekroze uz u
vSech infiltrovanych listd. Konstrukt P79 (Obr. 24, A) predstavuje negativni kontrolu a je
patrné, zZe jsou prvni pfiznaky nekrézy viditelné az v Case 14 DAT (Obr. 24, 14A), zatimco
chloroza se projevuje uz v ¢ase 7 DAT (Obr. 24, 7A). Z vySe uvedeného lze usuzovat, ze
upstream MAPKK SIMKK a PRKK mohou urychlit v pocatecnim intervalu od infiltrace
projevy bunécné smrti, jelikoz v piipad€ listi s exprimovanou SIMK dochazi k vyraznéjsi
nekroze az v ¢ase 14 DAT, zatimco v pfipadé koexprese s upstream kinasami SIMKK a
PRKK je mozno nekrozu zaznamenat uz v ¢ase 7 DAT. Pro podlozeni tohoto tvrzeni by
bylo nutno experiment opakovat a statisticky vyhodnotit fenotypové projevy u vice

biologickych replik (3 a vice listi) a poté idealné opakovanim celého experimentu v Case.
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6 DISKUSE

Pfi in silico analyzach bylo zjisténo, ze transkripéni faktory nebo vazebna mista pro
transkripéni faktory nachézejici se na genu ArMKK5 maji vliv na regulaci abiotickych
strest, jako je napfiklad sucho (MYC2; Abe et al., 1997) nebo dehydratace (GCC-box;
Shinozaki a Yamaguchi-Shinozaki, 2000) a podnétt, jako je napfiklad svétlo (Box II; Le
Gourrierec et al., 1999 a G-box; Sibéril et al., 2001). Svoji tlohu také AtMKKS5 hraje pfi
vyvinu (DPBF1&2RAV-1; Kim et al., 1997) a odolnosti rostliny vici chorobam (W-box;
Yu et al., 2001). AtMKKS je lokalizovana v jadre, dale také v plastidech a v neposledni fadé
v cytosolu (databaze SUBA, Ref.12). U jejiho blizkého ortologa v M. sativa MAP kinasy
SIMKK byl za vyuziti transientni transformace zjistén vyskyt v plazmatické membrané a
v jadre, jak je uvedeno v kapitole 4.10. Interaguje s protein kinasou AtMKK6 (databaze
IntAct EMBL-EBI, Ref.14).

Na promotoru genu AtMKKI se nachazi transkripcni faktory nebo vazebna mista pro
transkripcni faktory podilejici se na odpovédi na abioticky stres, jako je napfiklad
hyperosmolarita (ATB2; Satoh et al., 2004) nebo sucho (MYC2, Abe et al., 1997). Také
nachazi uplatnéni pii rekaci na svétlo (Box II; Le Gourrierec ef al., 1999 a G-box; Sibéril er
al., 2001). AtMKKI1 je nejvice detekovana v cytosolu, mitochondriich a v jadre. Nalezena
byla rovnéz v plazmatické membran¢ (databaze SUBA, Ref.12). U jejiho blizkého ortologa
v M. sativa MAP kinasy kinasy PRKK byl za vyuziti transientni transformace zjistén vyskyt
v plazmatické membrané a v jadre, jak je uvedeno v kapitole 4.10. Interaguje s protein
kinasou MPK4, coz je ortolog MMK?2 v M. sativa, se kterym interaguje PRKK. Dale byla
zjisténa interakce s MPK11 a MPK12, s dal§imi ortology MsMMK?2 v M. sativa, jak bylo
zjisténo v praci Pavlikova, 2022. Dale byla zjiSténa interakce s MKKK1 (databaze IntAct
EMBL-EBI, Ref.14).

V dalsim kroku bylo uspe$né€ provedeno rozmnozeni transgenni linie M. sativa za vyuZziti
metody somatické embryogeneze, priCemz ziskani praxe v provedeni této metody je
dulezité, pokud chceme ziskat rostliny regenerované somatickou embryogenezi po stabilni
transformaci za vyuziti A. tumefaciens. Takovéto rostliny mohou vytvaret semena, a tak
mohou byt propagovany do dal§ich generaci. Procentudlni uspe€snost somatické
embryogeneze 56 % je pomérné vysoka s piihlédnutim k nachylnosti rostlin k plisiovym
nebo bakterialnim kontaminacim.

Vyse zminéné A. tumefaciens byly vyuzity pfi transientni (ko-)transformaci pro studium
MAP kinas, na které byla zaméfena tato prace. Lze konstatovat, ze veSkeré pouzité

56



konstrukty 35S::SIMK, 35S::tagRFP:SIMKK, 35S::mRFP:PRKK spolu s P19 se podafilo
uspésné transformovat do rostlin N. benthamiana, tudiz mohla byt mikroskopicky prokazana
jejich exprese i koexprese v epidermalnich buikéach. Jak bylo pfedpokladano, SIMK,
SIMKK i PRKK jsou exprimovany nejen v cytoplazmatické membrané, ale také v jadre.
Mezi SIMKK a SIMK byla spojenim kanald EGFP a TagRFP pozorovana koexprese, jez
byla viditelna jako oranzovozluty signal (Obr. 23; E), coz potvrzuje jiz zjiSténou skuteCnost,
ze v neaktivnim stavu se SIMKK a SIMK nachézeji spolecné v cytoplazmé a jadie (Ovecka
et al., 2014. Také byla sledovana koexprese PRKK a SIMKK za spojeni kanald EGFP a
mRFP 1.2 (Obr. 23, F) (Cardinale et al., 2002).

Ze sledovani fenotypu transientné transformovanych listG N. benthamiana v Case lze
vyvodit zapojeni SIMKK a PRKK v projevech bunéncné smrti v pocateCnim intervalu od
infiltrace, a to predev§im z divodu vyrazné€jsi nekrozy u listi nadmémé SIMK v Case 14
DAT, zatimco v pfipadé koexprese s upstream kinasami SIMKK a PRKK bylo mozné
nekrézu zaznamenat uz v ¢ase 7 DAT. Rovnéz bylo mozné pozorovat, ze u samotné SIMKK
k projevim bunécné smrti dochazi dfive nez u PRKK, coz ziejmé muze souviset se
schopnosti SIMKK se autofosforylovat, na rozdil od PRKK, kterd pro svoji aktivaci
vyzaduje piislusnou MAPKKK, jak zminuje Kiegerl ez al., 2000.

U transgennich rostlin linii SIMKKi a GFP-SIMK a kontrolni linie RSY bylo provedeno
automatické meéfeni velikosti ploch xylémovych bunék na transversalnich fezech.
U transgennich linii se v pfipadé parametru plochy prutoku xylémovych bunék lisila
distribuce v porovnani s kontrolni linii. Linie GFP-SIMK vykazovala posun v distribuci ve
prospéch vétSich bunék. Naopak u bunek v linii SIMKKi je patrnd distribuce spise ve
prospéch mensich bunék. Tyto trendy byly pozorovatelné i u parametri délky a Sitky
jakozto blizce souvisejicich parametri. Co se tyCe kruhovitosti, u linie GFP-SIMK je vétsi
podil vice kruhovitych bun€k oproti ostatnim dvéma liniim.

Vyse uvedené muze vést k hypotéze, ze nadmérna exprese SIMK nebo naopak
downregulace geni SIMK a SIMKK muze ovliviiovat parametry bunék xylému jakoZzto
dilezitého vodivého pletiva pro rozvod zivin. Transpira¢nim proudem je umoznén posun
vody a mineralnich zivin z kofenii do nadzemni Casti rostliny. Vétsi xylemové buriky,
umoziuji pratok vétsiho mnozstvi zivin, coz mize korelovat s naristem nadzemni biomasy
u rostlin linie GFP-SIMK. VySe zji§téné by tedy korespondovalo se zjiSténim (Hrbackova
et al., 2020b), ze genetické manipulace ve smyslu downregulace nebo nadmeérné exprese
SIMK ovliviiuji fenotyp rostlin (nadzemni biomasa, kofenové vlaseni, tvorba nodult). Pfi

bliz§im zkoumani distribuce velikosti bunek po jejich rozdéleni do velikostnich intervalt
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bylo zjisténo, ze u protoxylému je u linie SIMKK:i distribuce posunuta ve prospéch mensich
bunék, zatimco u rostlin GFP-SIMK linie byl pozorovatelny posun ve prospéch vétSich
protoxylémovych bunék. Pro konstatovani relevantnich zavéri by bylo vhodné experiment
zopakovat s vice opakovanimi, tedy pridat dalsi biologické repliky a také by bylo nezbytné
pridat technické repliky (stonky na rostlin€, vice obrazkli z jedné biologické repliky). Byl
proveden dvouvybérovy t-test mezi kontrolni liniii RSY a SIMKKi nebo GFP-SIMK, avS§ak
jelikoz byly pouzity pouze tii biologické repliky na jednu linii, p nebylo mensi nez zvolena
hladina vyznamnosti 0,05, tudiz vysledek neni statisticky vyznamny.

Z obrazku 20 je patrné, Ze ne vSechny bunky lze méfit z divodu nastaveni prahovani.
V ramci optimalizace metody by se ale pro méfeni okrajovych bunék s tenkymi bunéénymi
sténami dalo prahovani dé€lat postupné, tedy zhotovenim vice variant prahu pro jeden
obrazek. U metaxylému (Obr. 22, C) chybi v nékterych velikostnich intervalech
(SIMKKi_i600 a GFP-SIMK_i500) data, jelikoz nebyly zjistény burky, které by se
v danych intervalech nachazely. Tato skuteCnost znesnadiuje presnou interpretaci vysledku
ohledné distribuce velikost metaxylémovych bunék.

Vyuziti rucnich fezi, barveni a automatizovaného meéfeni za pouziti softwaru (program
Image]) xylémovych bun¢k otevird dvefe pro dalsi experimenty zaméfené na sledovani
fenotypu a nasledného statistického vyhodnoceni u transgennich rostlin. Do budoucna by
mohlo byt potencidlnim pfedmétem zkoumani napiiklad mikroskopické mefeni tloustky
bunéénych stén xylému, floému, ale i1 sklerenchymu a jinych rostlinnych pletiv. Dale by
mohlo byt vyuzito barveni bunécné stény calcofluorem (calcofluor white), ktery
fluorescen¢né barvi celulozu (Ursache er al., 2017, Kitin et al., 2020), nebo dalSich barviv

vizualizujicich polysacharidy (pektin) v bunécné sténé (Bidhendi ef al., 2020).
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7 ZAVER

Stézejnim predmeétem teoretické Casti bylo studium mitogen aktivovanych protein kinas, a to
zejména v M. sativa, A. thaliana a v také dalSich druzich zahrujicich M. truncatula a O.
sativa, ¢emuz ale nejdiive prfedchéazela botanicka charakteristika M. sativa, A. thaliana a M.
truncatula a také pro porozumeéni celé problematiky nezbytny popis obecného modelu
signalizani kaskady MAP kinas. U M. sativa aA. thaliana byly pro reSersi vybrany
nejznaméjsi a nejvice opublikované MAP kinasy, kdy byl kladen diaraz také na SIMK a jeji
nadfazené kinasy SIMKK a PRKK, jakozto klicové kinasy studované v této bakalarské
praci, nejen v Casti teoretické. Rovnéz byla popsana role MAP kinas nejen pii vyvinu
rostliny, ale také pfi odpovédi na bioticky stres a riizné formy stresu abiotického.

Prakticka cast setavala ze Ctyt hlavnich bodu, kdy prvnim bodem byly in silico analyzy
proteini  AtMKKS5 a AtMKKI1 v A. thaliana, ato zdavodu jejich blizké ortologie
k proteinim SIMKK a PRKK v M. sativa. In silico analyza byla zaméfena na analyzu
promotoru, subcelularni lokalizace, mutace a polymorfismy a také na protein-proteinové
interakce s dal§imi kinasami. Déle byla pro naufeni metody provedena somaticka
embryogeneze transgennich rostlin M. sativa 35S::tagRFP-TUAG6, kdy hlavnim vysledkem
bylo potvrzeni Cerveného signalu cytoskeletarniho markeru tagRFP-TUAG6 ve vyvojovych
fazich ziskanych embryii. Sledovani fenotypu bylo dalsi nedilnou soucasti praktické casti.
Z experimentu automatického meéfeni plochy pratoku xylémovych bunék vyplyva, ze
downregulace nebo nadmérna exprese SIMK za ucelem genetické manipulace ovliviiuje
distribuci velikosti bunék xylému rostliny v pfipadé linie SIMKKi smérem doleva od
normalniho rozdéleni a u linie GFP-SIMK smérem doprava od normalniho rozdéléni. V
poslednim bodu byla realizovana transientni (ko-)transformace listG N. benthamiana
s fluorescencné znacenymi MAP kinasami. Bylo zji§téno, ze SIMK, SIMKK a PRKK jsou
exprimovany v cytoplazmatické membrané a také v jadre. Spojenim kanald EGFP a
TagRFP nebo mRFP 1.2 byla verifikovana koexprese SIMK-SIMKK a SIMK-PRKK,
kterou bylo mozné potvrdit diky pfitomnosti oranzovozlutého signalu. V prabéhu 21 dni byl
sledovana fenotyp transientné transformovanych listi. Ze ziskanych dat se muzeme
domnivat, ze SIMKK a PRKK maji vliv na urychleni projevi bunéncné smrti v pocatecnim

intervalu od infiltrace.
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5A1ka%29&title=Medicago%?2520sativa%?2520%7C%2520tolice%2520set%25C3%25A1
9%2520%28v0jt%25C4%259B%25C5%25A1ka%?29&showPhoto_variant=photo_descriptio
n&show_sp_descr=true&spec_syntax=species&sortby=lat

Ref 2: http://flora.upol.cz/fotogalerie/info/7393-Medicago-sativa.html

Ref 3: http://idtools.org/id/table_grape/weed-
tool/key/GrapeSeedKey/Media/Html/fact_sheets/Med-sat.html

Ref 4: http://www.freenatureimages.eu/plants/Flora%?20J-
N/Medicago%?20truncatula/index.html

Ref 5: https://powo.science.kew.org/taxon/urn:1sid:ipni.org:names:506474-1

Ref 6: http://flora.upol.cz/fotogalerie/info/5482-Arabidopsis-thaliana/0-42.html
Ref7:https://www.botanickafotogalerie.cz/fotogalerie.php?Ing=cz&latName=Arabidopsis %
20thaliana&showPhoto_variant=photo_description&show_sp_descr=true&spec_syntax=spe
cies&sortby=lat

Ref 8: https://nightsea.com/galleries/arabidopsis/

Ref 9: https://swissmodel.expasy.org/ (navstiveno 6.12.2021)

Ref 10: https://www.uniprot.org/ (navstiveno 28.11.2021)

Ref 11: https://agris-knowledgebase.org/ (navstiveno 28.11.2021)

Ref 12: https://suba.live/ (navstiveno 6.12.2021)

Ref 13: https://www.arabidopsis.org/ (navS§tiveno 13.11.2021)

Ref 14: https://www.ebi.ac.uk/intact/home (navstiveno 13.11.2021)
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9  PRILOHY
Priloha 1: Sekvence (nukleotidové a proteinové) analyzovanych MAPK kinas (AtMKKI a
AtMKKS5)
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Priloha 1: Sekvence (nukleotidové a proteinové) analyzovanych MAPK kinas (AtMKKI1 a
AtMKKS)

1. AtMKKS nukleotidova sekvence (zdroj: NCBI, Ref.15)

>NM_001338511.1 Arabidopsis thaliana MAP kinase kinase 5 (MKKS5), mRNA
ATGAAACCGATTCAATCTCCTTCTGGAGTAGCTTCACCTATGAAGAACCGTT
TACGCAAACGTCCTGACCTAAGCTTACCACTCCCACACCGCGACGTCGCTCTCGCCGTACT
CTCCCTCTCCCACCTCCTTCTTCCTCTTCATCCGCTCCGGCGTCTTCCTCCGCGATCTCAA
CCAACATCTCCGCCGCTAAAAGCTTATCCGAGCTAGAACGAGTGAACCGAATCGGAAGCGG
AGCCGGAGGAACGGTTTACAAAGTAATCCACACTCCGACGTCACGTCCTTTCGCTCTCAAA
GTGATTTACGGAAACCACGAAGATACCGTGAGACGTCAGATCTGTAGAGAGATCGAGATCT
TAAGAAGTGTTGATCATCCAAACGTTGTGAAATGTCACGATATGTTTGATCATAACGGTGA
GATCCAGGTTTTGCTTGAGTTTATGGATCAAGGATCTCTTGAAGGAGCTCATATATGGCAA
GAACAGGAATTAGCTGATCTCTCTCGTCAGATTCTTAGTGGATTAGCTTATCTTCATCGTC
GTCATATCGTTCATCGTGATATCAAACCTTCGAATCTTCTTATAAACTCAGCTAAAAATGT
GAAAATTGCTGATTTTGGTGTGAGTAGGATCTTGGCACAAACAATGGATCCTTGTAATTCA
TCTGTTGGTACTATTGCTTATATGAGTCCTGAGAGGATTAATACTGATTTGAATCATGGTC
GTTACGATGGTTATGCTGGAGATGTTTGGAGTTTAGGTGTTAGTATCTTGGAGTTTTACTT
GGGGAGGTTTCCTTTTGCTGTGAGTAGACAAGGTGATTGGGCTAGTCTTATGTGTGCTATT
TGTATGTCTCAGCCACCTGAAGCTCCGGCTACGGCGTCTCAGGAGTTTCGTCACTTTGTTT
CTTGTTGTTTACAGAGTGATCCTCCTAAGAGATGGTCAGCTCAACAGCTTTTGCAGCATCC
TTTCATACTTAAAGCTACCGGTGGTCCTAATCTCCGTCAAATGTTGCCGCCGCCTCGTCCT
CTTCCTTCTGCCTCT-

2. AtMKKS proteinova sekvence (zdroj: NCBI, Ref. 15)

>NP_001319606.1 MAP kinase kinase 5 [Arabidopsis thaliana)
MKPIQSPSGVASPMKNRLRKRPDLSLPLPHRDVALAVPLPLPPPSSSSSAPASSSAISTNI
SAAKSLSELERVNRIGSGAGGTVYKVIHTPTSRPFALKVIYGNHEDTVRRQICREIEILRS
VDHPNVVKCHDMEDHNGE IQVLLEFMDQGSLEGAHIWQEQELADLSRQILSGLAYLHRRHT
VHRDIKPSNLLINSAKNVKIADFGVSRILAQTMDPCNSSVGTIAYMSPERINTDLNHGRYD
GYAGDVWSLGVSILEFYLGRFPFAVSROQGDWASLMCAICMSQPPEAPATASQEFRHEVSCC
LOSDPPKRWSAQQLLOQHPFILKATGGPNLROMLPPPRPLPS



3. AtMKKI1 nukleotidova sekvence (zdroj: NCBI, Ref. 15)

>NM_202890.2 Arabidopsis thaliana MAP kinase/ ERK kinase 1 (MEKI), mRNA
ATGAACAGAGGAAGCTTATGCCCTAATCCCATCTGTCTCCCTCCTCTTGAGCAATCCATCT
CCAAATTCTTAACACAGAGTGGAACGTTTAAAGATGGAGATCTTCGAGTGAACAAAGATGG
AATCCAGACCGTGTCTCTGTCCGAACCAGGAGCTCCACCTCCTATTGAGCCATTGGACAAC
CAATTGAGTTTGGCAGATTTAGAAGTGATCAAAGTCATTGGCAAAGGAAGTAGTGGTAATG
TCCAGTTGGTCAAACACAAACTCACTCAACAGTTTTTCGCTCTTAAGGTCATTCAATTGAA
CACAGAAGAATCAACATGTCGGGCGATTTCTCAGGAGCTGAGAATAAACTTGAGCTCGCAA
TGTCCATATCTTGTCTCATGTTATCAATCTTTCTACCACAACGGTCTTGTTTCAATCATAT
TGGAATTCATGGATGGTGGATCCCTTGCAGACTTGTTAAAGAAAGTCGGAAAAGTTCCTGA
AAACATGCTATCTGCCATCTGCAAGCGAGTTCTTCGAGGTCTTTGTTATATTCATCATGAG
AGGCGAATCATTCATCGGGACTTAAAGCCTTCAAACTTGCTAATCAATCATAGAGGTGAAG
TCAAGATCA CAGACTTTGGTGTCAGCAAGATCTTGACAAGCACAAGTAGTCTTGCTAATT
CTTTCGTGGGCACATACCCTTATATGTCTCCAGAGAGAATCAGCGGGAGTTTGTACAGTAA
CAAGAGCGATATTTGGAGCTTGGGACTGGTTTTGCTCGAATGTGCAACGGGTAAATTCCCG
TATACTCCTCCAGAACACAAGAAAGGATGGAGTAGCGTGTACGAGCTTGTGGACGCCATTG
TTGAAAACCCGCCTCCTTGTGCACCTTCCAATCTCTTTTCTCCAGAGTTTTGCTCCTTCAT
CTCGCAATGTGTACAAAAAGATCCAAGGGACAGAAAATCAGCAAAGGAGCTTCTGGAACAC
AAGTTCGTAAAGATGTTTGAAGATTCGGATACAAATCTCTCGGCTTACTTCACCGACGCAG
GATCTTTGATTCCCCCACTTGCTAACTAGEA

4. AtMKKI proteinova sekvence (zdroj: NCBI, Ref. 15)

>NP_974619.1 MAP kinase/ ERK kinase 1 [Arabidopsis thaliana]
MNRGSLCPNPICLPPLEQSISKFLTQSGTFKDGDLRVNKDGIQTVSLSEPGAPPPIEPLDN
QLSLADLEVIKVIGKGSSGNVQLVKHKLTQQFFALKVIQLNTEESTCRAISQELRINLSSQ
CPYLVSCYQSFYHNGLVSIILEFMDGGSLADLLKKVGKVPENMLSATICKRVLRGLCYIHHE
RRITHRDLKPSNLLINHRGEVKITDFGVSKILTSTSSLANSFVGTYPYMSPERISGSLYSN
KSDIWSLGLVLLECATGKFPYTPPEHKKGWSSVYELVDAIVENPPPCAPSNLEFSPEFCSFEFI
SQCVQKDPRDRKSAKELLEHKFVKMFEDSDTNLSAYFTDAGSLIPPLAN



