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Souhrn

Superoxiddismutazy jsou jednou z hlavnich slozek enzymatické antioxidacni obrany. Plni
dulezitou roli v odklizeni vznikajicich reaktivnich forem kysliku, které pti nadmérné produkci mohou
vyvolat oxida¢ni stres v organismu. Taktéz byla popsana jejich nezastupitelna role v fadé vyvojovych
procest rostlin. Jednim z hlavnich regulatorti exprese nékterych izoforem superoxiddismutaz se zdaji

byt transkripcni faktory znamé jako SQUAMOSA promoter-binding protein-like.

Z tohoto duvodu jsme se v teoretické Casti vénovali superoxiddismutazam se zamérenim
zejména na CSD1 a CSD2 izoenzymy. Konkrétné jsme se zabyvali jejich funkci v modelové rostling
Arabidopsis thaliana. Vénovali jsme se také SQUAMOSA promoter-biding protein-like
transkripénim faktoriim se zaméfenim na SQUAMOSA promoter-biding protein-like 7, jez je
schopny regulace izoenzymu CSD1 a CSD2. Zabyvali jsme se také studiem mitogen-aktivovanych
protein kinazovych kaskad, jelikoz jsou schopné regulovat aktivitu nékterych transkripénich faktora.

Jsou také znamé tim, ze reguluji antioxida¢ni obranu, a to véetn¢ superoxiddismutaz.

Experimentalni ¢ast jsme proto zaméfili na bioinformatickou analyzu s cilem predikovat
potencionalni transkripéni faktory schopné regulovat geny CSDI a CSD2 pod kontrolou mitogen-
aktivovanych protein kinazovych kaskad. Prostrednictvim alelové specifické PCR a imunoblotovani
s anti-CSD protilatkou jsme vyselektovali homozygotni T-DNA inzer¢ni linie csdi-1 a csdl-2,
u kterych byla potvrzena nepfitomnost CSD1 proteinu. Zabyvali jsme se studiem vlivu koncentrace
medi na abundanci a aktivitu CSD1 a CSD2, ktera je uzce spojena s regulaci superoxiddismutaz skrze

SQUAMOSA promoter-biding protein-like 7 transkripéni faktor.
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Summary

Superoxide dismutases are one of the main components of enzymatic antioxidant defence.
They play an important role in scavenging of emerging reactive oxygen species, which in case
of excessive production can cause oxidative stress of an organism. Their irreplaceable role in several
plant developmental processes was also described. Furthermore, one of the major regulators of
expression of superoxide dismutases isoforms appear to be the transcription factors known as
SQUAMOSA promoter-binding protein-like.

Therefore, in the theoretical part we focused on superoxide dismutases focusing mainly on
CSD1 and CSD2 isoenzymes. Specifically, we discussed their function in the model plant
Arabidopsis thaliana. We also addressed SQUAMOSA promoter-binding protein-like transcription
factors, focusing on SQUAMOSA promoter-binding protein-like 7, which is capable of regulating
CSD1 and CSD2 isoenzymes. In addition, we studied mitogen-activated protein kinase cascades as
they can regulate the activity of some transcription factors. They are also known to regulate
antioxidant defence, including superoxide dismutases.

Thus, we focused the experimental part on bioinformatics analysis to predict potential
transcription factors capable of regulating CSDI and CSD2 genes under the control of mitogen-
activated protein kinase cascades. By allele-specific PCR and immunoblotting with anti-CSD
antibody, we selected homozygous T-DNA insertion lines csdl-1 and csdl-2, in which the absence
of CSD1 protein was confirmed. We studied the effect of copper concentration on the abundance
and activity of CSD1 and CSD2, which is closely related to the regulation of superoxide dismutases

through SQUAMOSA promoter-binding protein-like 7 transcription factor.
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1 Uvod

Pritomnost atmosférického kysliku je pro vétSinu organismu esencialni. Kyslik sam o sobé
tvori relativné stabilni molekulu. Nicmén¢ pokud dojde ke zméné v jeho elektronové strukture
dochazi ke vzniku tzv. reaktivnich forem kysliku (Baker et Orlandi, 1995; Huang et al., 2019).
Reaktivni formy kysliku plni v rostlin¢ fadu vyvojovych a signalnich funkei, avSak v nadbytku
vyvolavaji v organismu oxidacni stres (Schieber et Chandel, 2014). Organismy si tak vytvorily
specialni obranny mechanismus zvany antioxida¢ni obrana. Jeji hlavni slozku tvori
tzv. superoxiddismutazy. Jedna se o enzymy s navazanym kovovym iontem ve své strukture
aktivniho mista (Pilon et al., 2011; Wang et al., 2018). N¢které z izoforem superoxiddismutaz mohou
byt regulovany prostrednictvim SQUAMOSA promoter-biding protein-like transkripcnich faktori
(Yamasaki et al., 2009). Stejn¢ tak mohou byt superoxiddismutazy regulovany prostiednictvim
mitogen-aktivovanych protein kinazovych kaskad (Dvorak et al., 2021b), které jsou schopné

regulovat i aktivitu n¢kterych transkripcnich faktora (Ishihama et Yoshioka, 2012).

Na zaklad¢ tématu uvedené bakalarské prace byla provedena bioinformaticka analyza pro
identifikaci potencionalnich transkripénich faktort regulujicich CSDI a CSD2 pod kontrolou
mitogen-aktivovanych protein kinazovych kaskad. Pro mozné studium vlivu CSD1 proteinu byly
vybrany dvé T-DNA inzercni linie u genu CSD1 Arabidopsis thaliana. Z t¢chto T-DNA inzer¢nich
linii jsme vyselektovali homozygotni T-DNA inzeréni mutanty prostfednictvim alelové specifické
PCR a nepiitomnost CSD1 proteinu potvrdili pomoci imunoblotovani se specifickou protilatkou.
U potvrzenych c¢sdl mutantnich linii byla pozorovana odpovéd’ semenackii na rizné koncentrace

medi se zamérenim na parametry superoxiddismutaz.



2 Cile prace

Vypracovani literarni reSerSe na téma:
e Reaktivni formy kysliku a jejich role pii bunécéné signalizaci a oxidacnim stresu u rostlin
e Superoxiddismutazy s dirazem na CSD1
¢ SQUAMOSA promoter-binding protein-like 7 transkripéni faktor a jeho role pfi regulaci
superoxiddismutaz
Experimentalni cile:
e Bioinformaticka analyza potencionalnich transkripénich faktort ovliviiujicich expresi CSD1
a CSD2
¢ Seclekce homozygotnich csdl-1 a ¢sdl-2 linii pomoci genotypové analyzy
e Potvrzeni nepfitomnosti CSD1 proteinu u selektovanych homozygotnich liniich pomoci
imunoblotovani se specifickou protilatkou rozeznavajici CSD1 a CSD2
o Detekce aktivity jednotlivych SOD izoenzymil u c¢sd mutanti na zaklad¢ rizné koncentrace

médi v médiu



3 Literarni prehled

3.1 Reaktivni formy kysliku

Vsechny aerobni organismy, véetné zivoCichu a rostlin, vyzaduji ke svému bazalnimu
metabolismu pritomnost atmosférického kysliku. Molekularni kyslik (O») je sam o sob¢ povazovan
za relativng stabilni molekulu. Jsou vSak znamy a detailné popsany piipady, pti kterych se muze stat
nebezpecnym, a to nastane-li zména v jeho elektronové strukture (Baker et Orlandi, 1995; Huang et
al., 2019). Ta dava za vznik reaktivnim formam kysliku (Reactive Oxygen Species — ROS) bud'to
pienosem energie, kdy dochazi ke vzniku singletového kysliku (10,), anebo prenosem elektronu, kdy
se kyslik postupné redukuje na superoxid (O,"), peroxid vodiku (H»O>) a hydroxylovy radikal (OH";
u rostlin. Navzajem se od sebe lisi svymi chemickymi vlastnostmi, reaktivitou a stabilitou. Obecn¢
plati, ze mezi reaktivnéj$i ROS radime radikalové formy. Nejreaktivnéjsi zastupcem ROS je jiz diive
zminény OH’, ktery vznika v pfitomnosti volnych ionti kovi. Naopak mezi nejméné reaktivni
zastupce ROS radime H,O,, ktery disponuje relativné nejvEtsi stabilitou v porovnani s ostatnimi
zastupci ROS (Tabulka 1; Mittler, 2017; Smirnoff et Arnaud, 2018).

S reaktivitou a stabilitou také souvisi schopnost prenosu ROS pres membranu, kdy ROS bez
naboje, predevsim H»>O,, mohou prostupovat pres lipidové membrany prostfednictvim aquaporini
(Tamma et al., 2018). V porovnani s H-O, ma 'O, velmi kratky polo¢as rozpadu. Muze tak difundovat
pouze na vzdalenost n¢kolika nanometrti (Skovsen et al., 2005). Proto jej oznaCujeme za velmi
nestabilni. Podobné je na tom, co se tyka stability, O,". Jeho poloc¢as rozpadu se podoba 'O,, aviak
na rozdil od n¢j O2" Casto podnécuje tvorbu dalSich ROS (Halliwell, 2006). Diky vysoké stabilité,
relativné nizké reaktivit¢ a schopnosti difundovat pfes membrany je H.O, povazovan za zcela
unikatniho zastupce ROS, ktery hraje nezastupitelnou roli v fad¢ rostlinnych vyvojovych procesu
a bunécné signalizaci (Smirnoff et Arnaud, 2018).

Vseobecné lze tict, ze ROS vznikaji predevsim jako vedlejsi produkty aerobniho dychani
v mitochondriich pii procesu ziskavani energie (Schieber et Chandel, 2014). Nicméné u rostlin patii
mezi hlavni producenty ROS chloroplasty a peroxizomy s navaznosti na praci fotosyntetického
aparatu a dil¢ich kroku fotosyntézy (Del Rio, 2011; Gleason et al., 2011). K nezanedbatelné produkci
ROS dochazi i v jinych bunéénych organelach, které maji dostate¢né vysoky redoxni potencial, diky

c¢emuz jsou schopny excitovat, ¢i darovat elektron atmosférickému kysliku (Mitller, 2016).



Tabulka 1: Vlastnosti a reaktivita ROS (pfevzato a upraveno z Mittler, 2017).
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V mitochondriich je tvorba ROS asociovana s chodem dychaciho fetézce na jejich vnitini
membran¢ v prubé¢hu mitochondrialniho dychani. Pravé diky nému dochazi k tvorbé O2™, jenz je dale
rozlozen na H>O» a O, prostrednictvim superoxiddismutaz (SOD) v matrixu mitochondrii (Navrot et
al., 2007).

Chloroplasty jsou hlavnimi producenty ROS u rostlin, k jejichz tvorbé dochazi
prostrednictvim elektron transportniho fetézce v thylakoidni membrané bc¢hem svételné faze
fotosyntézy. Hlavnim produktem je zejména 'O,, jehoZ primarnim zdrojem jsou chlorofylové
pigmenty v reakénim centru fotosystému II, kdy dochazi k reakci molekularniho kysliku
s chlorofylem, jenz je ve stavu tripletu (Roach et Krieger-Liszkay, 2014). Dalsim produktem je O,",
jenz se vytvari jak ve fotosystému I, tak i ve fotosystému II. Ve fotosystému I vznika O,"
tzv. Mehlerovou reakei (fotoredukce kysliku), ke které dochazi v pripad¢ nizkych koncentracich
NADP*. V pripadé fotosystému II muze také dochazet k redukei molekularniho kysliku, kdy vznika
opét O, ktery vSak miZe byt dale dismutovan na H,O, a nasledné redukovan na OH" v dusledku
volné se vyskytujicich kovovych iontli (Obrazek 1; Krieger-Liszkay et al., 2008; Roach et Kriege-
Liszkay, 2014). Proto mluvime o nezaménitelné roli kova pfi tvorbé ROS, zejména se tato

problematika tyka Zeleza, m&di a manganu. Napfiklad volné Zelezo ve formé Zeleznatych iontu (Fe?*)
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zapri¢inuje tvorbu toxickych OH" redukci H,O, pfi Fentonové reakci (Ames et al., 1993; Mittler,
2017). Dusledkem této aktivity ionti kovu doslo k vyvoji obrannych mechanismi, jakymz je
napiiklad chelatace, za icelem vyhnout se tak Fentonove reakci (Ames et al., 1993).

Dalsimi zdroji ROS jsou také peroxizomy a glyoxyzomy. V peroxizomech dochazi k tvorbé
0," prostiednictvim kratkého elektron transportniho fetézce béhem fotorespiraCnich procesu
(Obrazek 1; Lopez-Huertas et al., 1999). Vznikly O™ je stejné jako v chloroplastech dismutovan na
H>0,, ptipadné je nasledné redukovan azna OH". V glyoxyzomech dochazi téz k produkci O> a H,O»
prostrednictvim B-oxidace mastnych kyselin a aktivity enzymi jako jsou glykolat a uratoxidazy (del
Rio, 2011; Janku et al., 2019).

Existuji vSak 1 dalsi mista, kde dochazi k produkci ROS, jako napiiklad endoplazmatické
retikulum, cytoplazma a predevSim apoplast. Pravé v apoplastu dochazi k tvorbé ROS
prostiednictvim NADPH oxidaz, u rostlin znamych jako RESPIRATORY BURST OXIDASE
HOMOLOG (RBOH), kter¢ jsou vazané na plazmatickou membranu. U Zivocichii jsou tyto enzymy
oznacovany jako NOX (Sagi et Fluhr 2006; Suzuki et al., 2011; Jankd et al., 2019).
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.
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Obrizek 1: Schématicky piehled zdroji ROS v kompartmentech rostlinnych bunck (pfevzato a upraveno z Janku et al.,
2019). AO — aldehydoxidaza, CAT — katalaza, DAO — diaminooxidaza, GOX — glykolatoxidaza, ETC — elektron transportni
feté¢zec, FOX — aminoxidreduktdzy obsahujici flavin, OOX — oxalatoxid4dza, PAO — polyaminoxiddza, POX — peroxidaza,
PS - fotosysttm, RBOH - respiratory burst oxidase homolog, SOD - superoxidismutiazy, XO -

xanthinoxidaza/dehydrogenaza.



Jak jiz bylo naznaCeno, rostliny za zcela béznych podminek vytvari relativné vysoké
mnozstvi ROS v souvislosti s bazalnim metabolismem. Jejich nekontrolovatelna produkce muze vést
k oxidaci bunécnych komponent, které jsou pro organismus esencialni. Jedna se predev§im o DNA,
bilkoviny ¢i lipidy, které jsou vlivem ptsobeni ROS oxidovany. Jejich nadmérna oxidace zpusobuje
trvalé poskozeni a v krajnich pfipadech miize vést az k bunééné smrti (Mittler, 2017; Bellegarde et
al., 2019). Je proto zasadni udrzovat homeostazu mezi produkci a odstranovanim ROS, aby tak byla
zachovana samotna integrita bun¢k (Bellegarde et al., 2019). V navaznosti na vyskyt ROS doslo
urostlin a dalSich organismi k vyvoji efektivni antioxida¢ni obrany (samostatné diskutovana
v kapitole 3.2), ktera je zodpovédna za udrzovani fyziologickych koncentraci ROS.

Bylo vsak dokazano, ze role ROS neni pouze destruktivni. ROS v rostlinach plni fadu
dilezitych funkci, napiiklad jako signalni molekuly béhem nepfiznivych environmentalnich
podminek, a taktéZz jsou zapojeny do mnoha vyvojovych procesu u rostlin (Schieber et Chandel, 2014;
Mittler, 2017).

Je-li rostlina vystavena stresovym podminkam, muze dochazet v navaznosti na dany stres
ke zvysené produkci ROS, ktera v mnoha pripadech piesahuje kapacitu antioxida¢ni obrany. Za
téchto podminek je rostlina vystavena tzv. oxidacnimu stresu. Ten charakterizujeme jako nasledek
prilisného hromadéni ROS prekracujici jejich fyziologickou hladinu v burikach (Desikan et al., 2001;
Bellegarde et al., 2019).

Stresové podminky, které mohou nepfiznivé ovlivnit rostliny, délime na biotické a abiotické.
Biotickym stresem myslime zejména vystaveni rostliny patogenum. Nasledkem toho dochazi
ke spusténi obranné reakce, kdy rostlina dany patogen rozpozna receptory, jez jsou lokalizovany
na plazmatické membrang, a dochazi tak ke spusténi signalnich drah vedoucich k intenzivni produkci
ROS, ktera je oznacovana jako ,.,oxidative burst” neboli oxidacni vzplanuti. Mezi patogeny schopné
vyvolat tuto reakci radime napriklad bakterie, houby, viry ¢i bylozravce (Shinya et al., 2016; Castro
et al., 2021).

Naopak abiotické podminky 1ze charakterizovat jako nadbytek ¢i deficit ve fyzikalnim nebo
chemickém prostiedi (Apel et Hirt, 2004). Prikladem muze byt zvySena intenzita svétla, kdy maze
dochazet k prilisné redukci fotosyntetického elektronového transportniho fetézce a tim ke vzniku
prebytku ROS (He et al., 2015). Dalsimi faktory zpusobujicimi nadprodukci ROS mohou byt
ionizujici zatreni (Yamamori et al., 2012), UV zafeni (de Jager et al., 2017), salinita (Van Camp et al.,
1996; Hossain et Dietz, 2016), sucho (Duan et al., 2009) ¢i chlad (McKersie et al., 1993; Zhang et
al., 2016).



3.1.1 Signalni role ROS

V soucasné dobe se jiz zcela upousti od predchozich tvrzeni, ze ROS jsou pouze nezadoucim
vysledkem oxida¢niho metabolismu a neplni zadnou jinou vyznamnou roli u rostlin. Existuje cela
fada experimentalnich dikazi o tom, ze ROS jsou zapojeny do celé fady bunécnych procesu,
a pfedevsim plni dilezitou roli jako signalni molekuly v zivotn¢ dualezitych procesech (Schieber et
Chandel, 2014; Mittler, 2017; Waszczak et al., 2018).

Signalni funkce ROS zavisi v urCité mife na rovnovaze mezi jejich produkei a jejich
detoxikaci (Foyer et Noctor, 2013). To znamena, ze rovnovaha je posouvana ve prospéch tvorby
ROS, a to bud’ jejich konstantni produkci, a/nebo snizenim mnozstvi komponent antioxida¢ni obrany
(Noctor et al., 2018).

ROS mohou modulovat signalizaci prostiednictvim své schopnosti ovliviiovat strukturu fady
redox-senzitivnich proteint. Dochazi tak k oxidaci jejich methioninovych zbytk a thiolovych skupin
cysteint, nasledkem ¢ehoz dochazi k aktivaci/inaktivaci nebo dokonce zméné struktury a funkce
proteinii (Waszczak et al., 2015). Tyto modifikace jsou pfisné regulovany proteiny citlivymi na
redukci €¢i oxidaci. Mezi né¢ fadime thioredoxiny, peroxiredoxiny a glutaredoxiny, které maji
schopnost reverzibilni oxidace ¢i redukce a mohou byt aktivovany nebo inaktivovany v reakei prave
na redoxni stav bunky (Waszczak et al., 2015; Waszczak et al., 2018).

Konkrétnim prikladem ROS podilejicim se na pfimé modulaci signalizace u rostlin je H2O.
Bylo zisténo, ze apoplasticky H>O; aktivuje receptor HYDROGEN-PEROXIDE-INDUCED Ca**
INCREASES 1 (HPCAL). Ten je lokalizovan na plazmatické membrané patici do rodiny kinaz
bohatych na leucin (leucine-rich receptor kinase — LRR). K jeho aktivaci dochazi prostrednictvim
oxidace dvou part cysteinovych zbytku umisténych v jejich extracelularni doméné, coz ma za
nasledek autofosforylaci HPCA1. To vede ke zrychleni pfisunu Ca* prostiednictvim Ca** kanala
anaslednému uzavieni pruduchi (Wu et al., 2020). H,O, ma také vyznamnou ulohu pii aktivaci
obrannych systéml pii vystaveni rostliny stresu, véetné programované bunééné smrti (Gechev et al.,
2005; Castro et al., 2021).

Samotna signalizace ROS je umoznéna regulovanym procesem akumulace ROS v urcitych
bunécnych organelach. Prikladem mohou byt RBOH vazané na plazmatickou membranu (Qi et al.,
2017). Tyto enzymy maji zasadni roli pfi signalizaci ROS pies bunky na dlouhé vzdalenosti, tzv. cell
to cell signalizaci. Cely tento proces je zahajen vngjSim podnétem, ktery aktivuje tvorbu O,"
prostiednictvim RBOHD. Ten je uvolnén do apoplastu, kde je nasledn¢ dismutovan na H»O», ktery
voln¢ putuje apoplastem do sousednich bunék. H,O» aktivuje Ca** kanaly a dochazi tak k narustu

koncentrace Ca*" v cytoplazmé a jejich pfimou vazbou s RBOHD dojde k jejich aktivaci a zaroven



dochazi také k nepfimé aktivaci proteinovych kindz zavislych na vapniku (CDPK - calcium-
dependent protein kinase). Vysledkem tohoto procesu je nahromadéni H>O» v apoplastu sousednich
bunék a vytvoreni tzv. vlny, ktera se muze rozsifit do celé rostliny (Miller et al., 2009).

Tato tzv. vlna ROS plni dilezitou funkei v reakci na stresové podnéty, kdy vysila rostling
varovny signal a pripravuje tak rostlinu na obranu na dany stresovy stimul (Fichman et Mittler, 2020).

V disledku nahromadéni ROS se v rostlin¢ spousti také dalsi signalni d¢je, jako je aktivace
mitogen-aktivovanych protein kinazovych kaskad (MAPK; Son et al., 2011; Smékalova et al., 2014),
které jsou diskutovany v samostatné kapitole 3.3.2.1.

Signalizace ROS je také uzce spjata s hormonalnimi signalnimi drahami, coz rostlinam
umoznuje 1épe reagovat na vnéjsi podnéty, jako je stres, €i regulace vyvojovych procest (Mittler et
al., 2011). Prikladem mohou byt fytohormony, jako je kyselina abscisova, kyselina salicylova,
kyselina jasmonova, ethylen ¢i brassinosteroidy (Noctor et al., 2018; Talaat, 2019). Ty dokazou
spustit produkci O," a akumulaci H,O, aktivaci RBOH v reakci na stresovy stimul (Bartoli et al.,
2013).

3.1.2 Vyvojova role ROS

Jak uz bylo popsano vyse, ROS hraji zasadni roli pii regulaci metabolismu ¢i pii stresovych
reakcich. ROS maji zasadni vyznam i co se ty¢e regulace vyvojovych procesu rostlin (Singh et al.,
2016). Prikladem muize byt kliceni semen (Ishibashi et al., 2008), rist kofenti (Foreman et al., 2003),
prodluzovani pylové lacky (Cardenas et al., 2006), lignifikace (Potikha et al., 1999), ¢i senescence
(Chen et al., 2012). Mezi nejvyznamnéj$i ROS regulujici tyto procesy patii zejména ROS tvorené
v apoplastu (Waszczak et al., 2018).

Nejlépe popsanym procesem, jenz zahrnuje produkci ROS v apoplastu, je tvorba pylové
lacky (Potocky et al., 2007) a zejména rust kofenovych vlaski (Monshausen et al., 2009). Pro
prodluzovani bun¢k v kofenovych vlascich je nezbytna stimulace produkce ROS prostiednictvim
RBOH, konkrétné RBOHC. Zasluhou této stimulace dochazi k aktivaci kanalu pro Ca®* a spusténi
piilivu extracelularniho Ca®* do buiiky. Pravé Ca** jsou nezbytné pro elongaci bunék v kofenovych
vlascich a zaroven tento influx Ca’* uréuje s jakou rychlosti se tak bude dit (Foreman et al., 2003).

Zatvorbu pylovych lacek, ale zejména pro jejich spravné rustoveé zakonceni, jsou zodpovedné
RBOHH a RBOHI. Tento proces je nezbytné dulezity pro spravny prubé¢h fertilizace (Chen et Yang,
2020).

U mnohobuné¢nych organismu rust a vyvoj zavisi také na udrzovani rovnovahy mezi délenim

a diferenciaci bun¢k. Pro zachovani této rovnovahy je dulezita dynamicka rovnovaha riznych ROS,



konkrétné se jedna o O> a H,O,. Akumulace O™ indukuje bunécnou proliferaci, zatimco u bunécné
diferenciace hraje zasadni roli tvorba H,O,. Jakmile poméry koncentraci mezi t€mito dvéma druhy
ROS dosahnou ur¢€ité hladiny, zacinaji se buniky prodluzovat (Tsukagoshi et al., 2010).

3.2 Antioxidacni obrana

Vzhledem k vyznamnosti udrzovani rovnovahy ROS doslo nejen u rostlin ke vzniku Siroké
skaly obrannych mechanismil, které udrzuji hladinu ROS ve fyziologickych koncentracich. Souhrnné
tyto mechanismy nazyvame jako antioxidacni obrana (Bellegarde et al., 2019).

Antioxidacni obranu lze rozdé€lit na neenzymatickou a enzymatickou obranu, jejichz hlavni
funkci je snizeni reaktivity ROS a dalSich produktti oxidacnich reakci (Creissen et al., 1999). Mezi
zastupce neenzymatické obrany radime hydrofilni a lipofilni antioxidanty, jako jsou karotenoidy,
flavonoidy, alkaloidy, vitamin E, vitamin D, a pfedev§im kyselinu askorbovou (Conklin et al., 1996;
Creissen et al., 1999; de Jager et al., 2017). Taktéz glutathion (GSH) zastava klicovou detoxifikacni
roli ve vetsing€ aerobnich organismii, véetné rostlin (Creissen et al., 1999).

Mezi nejvyznamnéjsi zastupce enzymatické obrany zahrnujeme katalazu (CAT), askorbat
peroxidazu  (APX),  monodehydroaskorbat  reduktazu ~ (MDHAR),  dehydroaskorbat
reduktazu (DHAR), glutathion peroxidazu (GPX), glutathion reduktazu (GR) (Apel et Hirt, 2004;
Asada 2006; Mhamdi et al., 2010). Jednim z nejvyznamné&jSich clent antioxidacni obrany jsou
enzymy znamé jako SOD, kterym bude vénovana nasledujici kapitola 3.3.

CAT jsou vyznamné svoji schopnosti rozkladu H,O; na vodu a kyslik. U rostlin pozorujeme
tii razné tridy CAT. Ttidu I, ktera je pfitomna ve fotosyntetickych pletivech, jako jsou listy, a podili
se na odklizeni H,O, béhem fotorespirace. Tridu II, ktera se nachazi v cévnich svazcich, a tridu III,
jenz se nachazi zejména v semenech a reprodukcnich pletivech (Mhamdi et al., 2010). Konkrétné
v genomu Arabidopsis thaliana byly nalezeny tii izoformy CATI, CAT2 a CAT3, jejichz genové
produkty jsou lokalizovany v peroxizomech (Du et al., 2008).

Dale je H,O, také metabolizovan tzv. Foyer-Asada-Halliwellovym cyklem vyuzivajicim
askorbat a glutathion. Pravé za pomoci askorbatu, ktery slouzi jako donor elektronu, APX
metabolizuje H>O, na monodehydroaskorbat (MDHA), ¢imz je cely cyklus zahajen. Nasledn¢
MDHAR pireménuje MDHA na dehydroaskorbat (DHA), ktery vyuziva NADPH produkovany
béhem fotosyntézy k regeneraci askorbatu. Regenerace askorbatu z DHA je zprostfedkovana DHAR,
ktera je pohancéna oxidaci GSH na glutathion disulfid (GSSG). Poté miize nastoupit GR, ktera
regeneruje GSH z GSSG prostrednictvim NADPH slouzicim jako redukéni ¢inidlo (Apel et Hirt,
2004; Foyer et Noctor, 2011).



Stejné tak jako APX, tak 1 GPX detoxikuje H,O, na vodu, zde vSak za pfimého vyuziti GSH
jako redukéniho ¢inidla. Cely cyklus GPX je opét zakoncen regeneraci GSH z GSSG prostrednictvim
GR (Apel et Hirt, 2004).

3.3 Superoxiddismutazy

Mezi stézejni soucast antioxidacni obrany fadime skupinu metaloenzymt oznaCované jako
SOD. Zakladni reakci, kterou tyto enzymy katalyzuji, je dismutace dvou molekul O>™ za vzniku mén¢
toxického zastupce ROS, H,O: a O, (20, + 2H* <= H»0, + O,). Pritomnost a aktivita SOD byla
prokazana jiz u prokaryot, cyanobakterii a eukaryot, véetn¢ kvasinek, savcu a rostlin (Pilon et al.,
2011; Wang et al., 2018). SOD délime na zakladé schopnosti vazat odlisné ionty kovii ve své strukture
aktivniho mista, a to konkrétné méd’, zinek, zelezo, mangan, nebo nikl (Pilon et al., 2011). Na zaklad¢
téchto vlastnosti jsou SOD tazeny do ¢tyt podskupin, a to konkrétn¢ na Cu/ZnSOD, FeSOD, MnSOD,
¢i NiSOD. Vsechny tyto ¢tyfi podskupiny SOD spojuje spolecna schopnost dismutace O>™ (Dreyer
et Schippers, 2019). Jelikoz se v§ak NiSOD nenachazi u rostlin (Pilon et al., 2011), nebude dale
rozebirana.

Ke vzniku téchto ¢tyf rozlisnych skupin SOD doslo evolu¢né diky schopnosti organismu
adaptovat se na ménici se podminky chemického prostiedi, coz podporilo vyvoj novych, ¢i zanik
nékterych funkci enzymatickych soustav. Jednim z charakteristickych znaki rozvijeni enzymatickych
systému jsou pravé kovy. Enzymy se proto evoluci pozmeénily tak, aby byly schopny kofaktory téchto
kovii zaclenit do svoji struktury (Martinez Cuesta et al., 2015). Pfi ranych zacatcich nasi planety se
ve vnéjsi atmosfére nachazelo praktické minimum volné¢ho O: (Hong Enriquez et Do, 2012). Prave
toto prostredi omezilo biologickou dostupnost kovii na Zelezo, mangan a nikl. AvSak pozd&ji pii
vzestupu O, v atmosféfe dochazi k naprostému opaku, kdy pravé méd’ se stava rozpustnéjsi
v pritomnosti O: a je tak hojnéjsi nez napriklad Zelezo. (Hong Enriquez et Do, 2012; Saito et al.,
2003).

I presto, ze kovy jako Zelezo, mangan, méd’ a zinek plni Zivotné dilezité funkce v tfadé
organismu, pii jejich nekontrolovatelné produkei dochazi ke stimulaci tvorby ROS (Ravet et Pilon,
2013).

U rostlin jsou SOD subcelularné rozdéleny podle primarni produkce O,". Napriklad
modelova rostlina Arabidopsis thaliana obsahuje geny kodujici sedm SOD, a to konkrétné tfi
Cu/ZnSOD (CSD1, CSD2, CSD3), jednu MnSOD (MSD1) a tii FeSOD (FSD1, FSD2, FSD3)
s rozdilnou lokalizaci a funkci (Kliebenstein et al., 1998; Pilon et al., 2011). CSD1 se typicky nachazi
v cytosolu (Myouga et al., 2008; Pilon et al., 2011), CSD2 v chloroplastech (Alscher et al., 2002)
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a CSD3 v peroxizomech (Kliebenstein et al., 1998). Naopak FSD1, FSD2 i FSD3 se prevazn¢ poji
s pritomnosti v chloroplastech (Myouga et al., 2008; Kuo et al., 2013), ale vyjimku tvori FSDI1, ktera
se nachazi i v cytoplazmé a jadie (Myouga et al., 2008; Dvorak et al., 2021a). Naopak MSD1
pozorujeme pouze v mitochondriich (Obrazek 2; Kliebenstein et al., 1998, Morgan et al., 2008).

Peroxizom

Obrazek 2: Lokalizace SOD izoforem v modelové rostlin€ Arabidopsis thaliana (pfevzato a upraveno z Pilon et al., 2011).
CSD1-3 patii mezi Cu/ZnSOD, FSD1-3 patii mezi FeSOD, MSD1 patii mezi MnSOD

Role SOD nesouvisi pouze s ochranou organel vici oxida¢nimu stresu. Existuji studie, které
poukazuji 1 na dal§i velmi vyznamné role SOD. Prikladem miuze byt MSDI, pro kterou bylo
prokazano, ze pii jeji snizené hladiné dochazi ke zpomaleni ristu kofenli a zpomaleni rustu
semenacku celkové (Morgan et al., 2008). Hlavni role MSD1 se predpoklada predevsim pro udrzeni
mitochondrialni hladiny ROS. Nicméné bylo zjisténo, ze MSDI1 reguluje homeostazi ROS béhem
samiCi gametogeneze, jenz je nezbytna pro normalni vyvoj embryonalniho vaku a fertilizaci (Martin
et al., 2013).

SOD mohou byt cilem riznych posttransla¢nich modifikaci. Prikladem mohou byt zejména
nitrace, fosforylace, glutathionylace ¢i glykace. Tyto modifikace mohou mit vliv na proteinovou
aktivitu, kdy ve vétsing pripadu dochazi ke snizeni jejich aktivity, avSak existuji i pfipady, kdy muze
dojit az k inaktivaci SOD (Yamakura et Kawasaki, 2010).
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3.3.1 CSDI1 a CSD2 Arabidopsis thaliana

Jednotlivi zastupci SOD jsou odlisn¢ regulovani. Zejména CSD1 a CSD2 jsou vice
abundantni v reakci na stresové podminky produkujici ROS. Jedna se zejména o stres zptisobeny
ozonem, UV-B zafenim a svétlem (Kliebenstein et al. 1998, Sunkar et al. 2006). Existuje studie, ktera
potvrzuje, ze CSD2 hraji zasadni roli pii vystaveni rostliny silnému svételnému zareni (Xing et al.,
2013).

Potvrzuje to zejména studie T-DNA inzerénich mutantu csd2, kde byl pozorovan pomalejsi
rust, snizena fotosynteticka aktivita a hladina chlorofylu. Stejné tak bylo prostfednictvim fenotypové
analyzy zjiSténo, ze tito mutanti méli mensi chloroplasty a obsahovali méné granalnich tylakoidu.
Vsechny tyto vysledky naznacuji, ze CSD2 chrani rostlinu pied fotooxidacnim stresem, a pokud by
doslo k uplnému potlaceni CSD2, mohlo by dochazet ke vzniku zavaznych fenotypovych projevi
(Rizhsky et al., 2003).

Podobné vysledky byly pozorovany u CSD1-RNAI linii. I zde byl zaznamenan potlaceny rist
a rychlost fotosyntézy i snizena hladina chlorofylu (Xing et al., 2013). V literatufe prozatim nejsou
detailné popsany fenotypové projevy csdl mutantni linie s vyfazenou genovou expresi (knockout).
Nicméngé z t€chto RNAI linii 1ze usuzovat, ze pii vyfazeni CSDI genu by mohlo dojit ke vzniku vyse
popsanych fenotypovych projevi.

CSD jsou fizeny nékolika riznymi zpusoby na transkripcni a translacni urovni. Dostupnost
(Abdel-Ghany et al., 2005). Méd’ také oznacujeme jako esencialni mineralni zivinu, jez je spojena
jako kofaktor s Cu/ZnSOD, plastocyaninem (PC) a dal$imi dalezitymi méd’-obsahujicimi proteiny
(Abdel-Ghany et Pilon, 2008; Cohu et al.,2009). U rostlin hraje méd’ zasadni roli zejména pri
elektronovém transportu béhem fotosyntézy ¢i dychani, ale take pii ochrang proti oxida¢nimu stresu.
Vysoké hladiny médi mohou byt pro bunku toxické a muze tak dochazet k inhibici rastu kofend, coz
zahrnuje také snizenou funkci fotosystému I1, inhibici syntézy chlorofylu a také tvorbu prebytecnych
ROS v chloroplastu. Na druhou stranu nizké hladiny médi v buiice mohou vyustit v redukei syntézy
plastochinonu, pigmenti a k redukci transportu elektronu béhem fotosyntézy nebo také az k rozpadu
thylakoidni membrany (Abdel-Ghany et Pilon, 2008). Z tohoto ditvodu dochazi pii nedostatku médi
k potlaceni exprese CSDI a CSD2 na tikor ochrany funkcnosti PC a dalSich esencialnich enzymu
obsahujicich ve své struktufe méd’. Pti snizeni exprese CSDI a CSD2 dochazi ke zvySeni abundance
FSDI, jelikoz CSD1 je nahrazen v cytosolu a CSD2 v chloroplastech FSD1 (Yamasaki et al., 2007,
Abdel-Ghany et Pilon, 2008; Cohu et al., 2009). Tato zména exprese je zprostiedkovana pomoci
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transkripéniho faktoru SQUAMOSA promoter-binding protein-like 7 (SPL7; Yamasaki et al., 2009),
ktery bude diskutovan v samostatné kapitole 3.4.1.

Dalsi moznym zpusobem regulace SOD mohou byt naptiklad chaperonové proteiny. Tyto
chaperonové proteiny, podilejici se na posttranslacni aktivaci SOD, jsou znamy jako ,.copper
chaperone for SOD1 (CCS; Brown et al., 2004). Ulohou CCS je zejména aktivace Cu/ZnSOD
apoenzymu. Tato funkce je zejména dobie popsana u homologa CCS u kvasinek, kdy CCS interaguje
se SODI, coz vede k zabudovani médi do struktury apoenzymu a dochazi ke katalyze tvorby
disulfidické vazby, ktera vede k aktivaci SOD1 (Huang et al., 2012). Bylo také zjisténo, ze pro
aktivaci SODI je vyzadovan O, respektive O,", stejné tak jako pfisun médi, diky ¢emuz dochazi
k urychleni aktivace CCS a nasledné exprese SOD1 (Brown et al., 2004).

3.3.2 FSD1, FSD2 a FSD3 Arabidopsis thaliana

Jak jiz bylo drive zmingno, Arabidospis thaliana obsahuje tii FeSOD (FSD1, FSD2 a FSD3),
kdy kazda se vyznaCuje svym umisténim a funkci (Myouga et al., 2008; Kuo et al., 2013). Hlavni
funkci vsech FSD je ochrana rostliny pred oxidacnim stresem. Konkrétnim prikladem FSD ochrany
muze byt napriklad jeji lokalizace uvnitt chloroplastu, kde dochazi k tvorbé O,", kdy FSD chrani
fotosystém II pred jeho znehodnocenim (Van Camp et al., 1996; Myouga et al., 2008). Zejména se
jedna o heterodimer tvoreny FSD2 a FSD3, ktery chrani transkripéné aktivni chromozomy pii raném
vyvoji chloroplasti pted ROS (Myouga et al., 2008). Dilezitou roli pii indukovaném oxidacnim
stresu hraje taktéz FSDI1. Bylo zjisténo komparativni fenotypovou analyzou fsdl mutantt a rostlin
divokého typu, kde byla zjisténa vyssi nachylnost mutantnich rostlin vii¢i zvysenti salinity a paraquatu
(Dvorak et al., 2021a).

FSD taktéz hraji nezastupitelnou tlohu béhem vyvoje rostlin. Prikladem je dulezita role FSD2
a FSD3 pro normalni rast rostlin, kdy jejich mutantni linie byly zpomaleny v rustu, vykazovaly
chlorozu a mély deformované chloroplasty. Nicméng tyto linie byly schopny kvést a vytvaret semena
(Myouga et al., 2008). Naopak role FSDI1 byla prokazana jako vyznamna pro normalni vyvoj
lateralnich kofenti, coz bylo prokazano na fsdl T-DNA inzerénich mutantech, ktefi vykazovali
snizeny pocet lateralnich korenu (Dvorak et al., 2021a).

Stejn¢ jako ostatni SOD, tak i aktivita FSD muze podl¢hat regulaci. Piikladem muze byt
FSDI, jehoz aktivita je regulovana pomoci mediatoru chloroplast chaperonin 20 (CPN20), ktery
aktivuje FSD1 pfimou interakci (Kuo et al., 2013).
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3.3.2.1 Mitogen-aktivované proteinkinazové kaskady

Mitogen-aktivované proteinkinazové kaskady jsou konzervované intracelularni cesty, jenz se
nachazeji ve vSech eukaryotickych bunkach (Colcombet et Hirt, 2008; Liu et He, 2017). Skladaji se
ze i1 hierarchicky aktivovanych proteinovych kindz zvanych mitogen aktivované protein kindzy
kinazy kinazy (MAPKKK), mitogen aktivované protein kinazy kinazy (MAPKK) a mitogen
aktivované protein kinazy (MAPK; Komis et al., 2018). Konkrétné u Arabidopsis thaliana bylo
odhaleno 60 MAPKKK, 10 MAPKK a 20 MAPK (Ichimura et al., 2002).

Prostrednictvim regulace MAPK kaskad jsou buriky schopny reagovat na fadu abiotickych
a biotickych strest (Sinha et al., 2011). Stejné tak se MAPK podileji i na dalich aspektech fyziologie
rostlin jako je bunécéné déleni (Komis et al., 2011), ¢i rist a vyvoj rostlin (Xu et Zhang, 2015).

Ptenos signalu MAPK kaskad je aktivovan MAPKKK prostiednictvim stimulace receptori
plazmatické membrany prostrednictvim stimulu jako jsou ROS, Ca* ionty, ¢i hormony (Smékalova
et al., 2014). Nasledn¢ se aktivuje MAPKK fosforylaci dvou serinovych a threoninovych zbytku
v S/T-X3-5-S/T (kde X znaci libovolnou aminokyselinu) motivu MAPKK. Jako posledni dochazi
k aktivaci MAPK fosforylaci jejich threoninovych a tyrosinovych zbytkii v motivu T-X-Y vyvolanou
MAPKK (Jagodzik et al., 2018). Takto aktivované MAPK nasledné¢ reguluji aktivitu dalSich
proteinovych kinaz (Popescu et al., 2009), ¢i transkripcnich faktorti (Ishihama et Yoshioka, 2012).

Aktivitu transkripcnich faktort reguluji MAPK prostfednictvim fosforylace. Prikladem miize
byt tfeba MYB DOMAIN PROTEIN 44, ktery je fosforylovan skrze MPK4 a MPK6 (Persak et
Pitzschke, 2013), stejné tak je tomu i u kuptikladu HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR
A4A (HSFA4A). Tento transkripéni faktor je znam jako regulator odpovédi na tepelny Sok.
Vseobecné jsou transkripéni faktory tepelného Soku znamy svou roli pfi vystaveni rostliny
abiotickym stresum, kdy dochazi k nadmérné expresi HSFA4A a tim nastava snizeni H,O,. Mimo
jiné se HSFA4A podili také na aktivaci genu regulujicich jiné transkripéni faktory, které hraji také
zasadni roli v odpovédi rostlin na bioticke a abiotické stresy. Mluvime tak napiiklad o ZING FINGER
PROTEIN ZATI12, ZING FINGER PROTEIN ZAT6, CYSTEIN-RICH RECEPTOR-LIKE
PROTEIN KINASE 13 a dalsich (Pérez-Salamo et al., 2014).

MAPK funguji také jako regulatory antioxidacni obrany. Jelikoz jejich genetické modifikace
mohou za riznych podminek prostfedi zménit profil exprese mnoha antioxidacnich enzymi, a to
predev§im SOD (Dvorak et al., 2021b). Prikladem muze byt Arabidopsis thaliana, u které bylo
pozorovano, zZe pii vystaveni rostliny intenzivnimu zareni dochazi k aktivaci MAPK. Konkrétné
hovorime o MKKS, jenz slouzi jako regulator, ktery dokaze zprostfedkovat zvysenou expresi gent

CSDI a CSD?2 pri vystaveni rostliny svételnému stresu. U rostlinnych linii MKK5-RNAi byla vyrazné
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snizena exprese a aktivita CSD1/CSD2. Vzijemné propojeni MAPK a CSD bylo taktéz
dokumentovano u rostlinnych linii MKK5-RNAi a CDS1/2-RNAi, u kterych byla pozorovana vyssi

citlivost vici svételnému stresu (Xing et al., 2013).

3.4 SQUAMOSA promoter-binding protein-like transkripc¢ni faktory

SQUAMOSA promoter-binding protein-like (SPL) proteiny predstavuji rodinu
transkripénich faktoru zapojenych do celé fady bunécnych pochodu (Yamasaki et al., 2004). Tyto
transkripcni faktory jsou pritomny ve vSech zelenych rostlinach, véetné jednobunéénych zelenych
fas, mechii, nahosemennych a krytosemennych rostlin (Preston et Hileman, 2013). SPL geny plni
celou radu dulezitych funkci béhem rastu a vyvoje rostlin, véetné¢ zmény vegetativni faze, doby
kveteni ¢i iniciace tvorby listil (Si et al., 2016; Preston et Hileman 2013).

Pocet techto genu se muze lisit u rdznych rostlinnych druhu. Naptiklad genom Arabidopsis
thaliana koduje 17 genit SPL, kde vsak SPL13A a SPLI13B, SPL10 a SPLII se ukazaly jako
tandemové duplikace, kdy kazdy par genu sdilel stejné nukleotidové a aminokyselinové sekvence.
U ryze bylo pozorovano 19 genit SPL (Yang et al., 2008; Chen et al., 2010).

Samotné SPL proteiny jsou relativné rozmanit¢ svou funkci a svymi sekvencemi
aminokyselin (Liu et al., 2016). U Arabidopsis thaliana muzeme pozorovat velikosti od 131
(AtSPL3) az po 927 (AtSPL12) aminokyselin (Chen et al., 2010). Pravé na zakladé sekvence
a velikosti a genové struktury je 1ze rozdé€lit do jednotlivych podskupin (Yang et al., 2008). SPL se
déli na strukturné slozit¢jsi velké SPL (SPL1, SPL7, SPL12, SPL14, SPL16), které jsou exprimovany
konstitutivné, a mal¢ SPL. Ty maji jednodussi slozeni domény, s vyjimkou SPLS, jsou
posttranskripéné regulovany prostiednictvim mikroRNA (Rhoades et al., 2002; Schwab et al., 2005).

Spoleénym charakteristickym rysem SPL proteini je vysoce konzervovana SBP
(SQUAMOSA binding protein) doména, ktera je dlouha 76 aminokyselin (Birkenbihl et al., 2005).
Tato doména je zodpoveédna za jaderny import a vazbu DNA do specifické oblasti promotoru cilovych
gend prostiednictvim dvou motivi (Zn-1 a Zn-2), jenz jsou podobné zinkovym prstiim (Yamasaki et
al., 2004; Birkenbihl et al., 2005; Guo et al., 2008). Ve zminéné oblasti promotoru se vyskytuje motiv
TNCGTACAA, kde N znaci libovolnou bazi (Cardon et al., 1999; Yamasaki et al., 2004). Nicméné
nahodnym vybérem cilového mista bylo dokazano, ze konkrétné sekvence GTAC je nezbytna pro
efektivni vazbu na DNA (Birkenbihl et al., 2005; Kropat et al., 2005).
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34.1 SPL7

SPL7 patfi mezi nejlépe prostudované SPL vibec. Jeho exprese se v prubéhu vyvoje rostlin
postupné zvysuje. K nejvyssi expresi dochazi pred kvetenim 1 presto, ze akumulace mRNA SPL7 se
nachazi pfevazné v kofenovém systému, stoncich a kvétech (Yamasaki et al., 2009; Garcia-Molina et
al., 2014; Jorgensen et Preston, 2014). SPL7 protein znaceny pomoci fuze se zelenym fluorescen¢nim
proteinem (GFP — green fluorescent protein) byl pozorovan v jadie a v blizkosti plazmatické
membrany. Fuzni protein je s nejvetsi pravdépodobnosti pripojen taktéz k endomembranovému
systému, a to konkrétn¢ k endoplazmatickému retikulu (Garcia-Molina et al., 2014).

SPL7 spolecné s transkripénim faktorem Cu-DEFICIENCY INDUCED TRANSCRIPTION
FACTOR 1 jsou hlavnimi regulatory homeostazy médi u Arabidopsis thaliana. SPL7 reguluje
genovou expresi pii deficienci médi pfimou vazbou na GTAC motiv. Tento motiv obsahuje elementy
reagujici na nedostatek médi (Cu deficiency-responsive elements — CuRE), které jsou umisténé
v promotorové oblasti genu, jenz se také podileji na regulaci homeostazy Cu?* (Garcia-Molina et al.,
2014). Mezi tyto geny muzeme zaradit Fe reduktdzové oxiddzy (Jain et al., 2014), Copper
Transporters proteinové rodiny (Jung et al., 2012), FSD1 a nckteré miRNA (Yamasaki et al. 2009;
Yan et al., 2017).

Jak jiz bylo zmingno v kapitole 3.3.1, CSD1, CSD2 a FSDI1 jsou regulovany prostiednictvim
SPL7. SPL7 se pfi nizkych hladinach Cu** vaze do CuRE promotorové sekvence a tim indukuje
expresi FSD1. Zaroven dochazi k navazani SPL7 na GTAC motiv v promotorové oblasti Cu-
regulovanych miRNA, v tomto piipad¢ konkrétné miR398, coz vede ke zvyseni jeji exprese. Nasledné
pak miR398 cilen¢ snizuje abundanci CSDI, CSD2 a také jejich chaperonovych CCS mRNA
(Obrazek 3; Abdel-Ghany et al., 2005; Pilon et al., 2016; Yamasaki et al., 2009). SPL7 tak hraje
nezaménitelnou roli jako modulator homeostazy médi prostiednictvim miRNA a pfimé stimulace
exprese cilovych genu (Burkhead et al., 2008; Araki et al., 2018).

Vsechny dulezité role SPL7 byla prokazany studiem mutanta spi7. Ty ukazaly, ze mutant
spl7 akumuluje méné Cu* a ma ruzné vyvojové vady pri nizkych koncentracich Cu** v rustovém

médiu (Yamasaki et al., 2009; Schulten et al., 2019).
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Obriazek 3: Schematicky znazoména regulace SOD exprese prostiednictvim SPL7 (pfevzato a upraveno z Pilon et al.,
2011). A —Pti nizkych koncentracich m&di SPL7 aktivuje transkripci miRNA398, ktera poté cilen¢ snizuje abundanci CCS,
CSD1 a CSD2. Naopak exprese FSD1 je prostfednictvim SPL7 zvySovana. B — Pii vysokych koncentracich médi je
snizovéana exprese FSD1, a naopak abundance CCS, CSD1 a CSD2 je zvySovana. CCS — copper chaperone for SOD; CSD1
— Cu/ZnaSOD lezici v cytosolu; CSD2 — Cu/ZnSOD lezici v chloroplastech; FSD1 — FeSOD; SPL7 — SQUAMOSA

promoter-bindidng protein-like7.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Arabidopsis thaliana: ekotyp Columbia (Col-0; rostliny divokého typu); mutantni linie genu
CSDI: SALK_109389 a SALK_024857. Semena byla ziskana z Nottingham Arabidopsis
Stock Center (Nottingham, Velka Britanie).

4.2 Chemikalie

2-merkaptoethanol (Sigma Aldrich, kat. ¢. M6250)
4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-cthansulfonova kyselina (HEPES; Sigma Aldrich, kat. ¢.
H3375)

Agarosa (Sigma Aldrich, kat. ¢. A2576)

Akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid, 40%, 37,5:1 (BioRad, kat. ¢. 1610148)

Anti Cu/ZnSOD, primarni protilatka (rabbit; Agrisera, kat. ¢. AS06 170)

Anti Rabbit, sckundarni protilatka (Thermo-Fischer, kat. ¢. 31460)

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail (cOmplete; Roche, kat. ¢. 11697498001)

Dihydrat disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (Na;EDTA; Sigma Aldrich, kat. ¢.
E5134)

Dihydrat molybdenanu sodné¢ho (NaMoO4-2H20; Sigma Aldrich, kat. ¢. M1651)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO4; Sigma Aldrich, kat. ¢. P8416)
Dihydrogenfosforecnan sodny (NaH,PO.; Sigma Aldrich, kat. ¢. S8282)

Dithiothreitol (DTT; Sigma Aldrich, kat. ¢. D0632)

DNA Gel Loading Dye, 6X (Thermo Scientific, kat. ¢. R0611)

Dodecylsiran sodny (SDS; Sigma Aldrich, kat. ¢. L3771)

Draselna sil kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové (MES; Duchefa Biochemie, kat. €.
M1503)

Dusi¢nan draselny (KNO;; Sigma Aldrich kat. ¢.: P6030)

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova; Sigma Aldrich, kat. ¢. E5134)

Ethylen glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N' N'-tetraoctova kyselina (EGTA; Sigma
Aldrich: E3889)

Fluorid sodny (NaF; Sigma Aldrich, kat. ¢. 201154)
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Gellan Gum (Alfa Aesar, kat. ¢. Y28C036)

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, kat. ¢. SM1331)

Glycerol (Sigma Aldrich, kat. €. G5516)

Heptahydrat siranu hote¢natého (MgSO4-7H»O; Sigma Aldrich, kat. ¢. 230391)
Heptahydrat siranu zine¢natého (ZnSO4- 7H>O; Sigma Aldrich, kat. ¢. Z0251)
Hexahydrat chloridu kobaltnatého (CoCl,-6H,O; Sigma Aldrich, kat. ¢. 769495)
Hovézi sérovy albumin (BSA, Bovine serum albumin; Sigma Aldrich, kat. ¢. A2153)
Hydroxid draselny (KOH; Sigma Aldrich, kat. ¢. 60130)

Hydroxid sodny (NaOH; Sigma Aldrich, kat. ¢. S8045)

Chlorid nitrotetrazoliové modii (NBT; Sigma Aldrich, kat. ¢. N6876)

Chlorid sodny (NaCl; Sigma Aldrich, kat. ¢. 31434)

Chlorid vapenaty (CaCl,; Sigma Aldrich, kat. ¢. C2661)

Kyselina borita (H;BOj3; Sigma Aldrich, kat. ¢. B7901)

Kyselina chlorovodikova (HCI; Sigma Aldrich, kat. ¢. 30721)

Kyselina L-askorbova (Sigma Aldrich, kat. ¢. A92902)

Laemliho pufr, 4X (BioRad, kat. ¢. 1610747)

Methanol (Sigma Aldrich, kat. ¢. 34860)

Midori Green Advance DNA/RNA stain (Nippon Genetics, kat. ¢. MGO04)
Murashige a Skoog (MS) médium, basal salt mixture (Duchefa Biochemie, kat. ¢.
M0221.0050)

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED, kat. ¢. Sigma Aldrich; T9281)
Odtu¢néné susené mléko, Blotting Grade Blocker (BioRad, kat. ¢. 1706404)
Pentahydrat siranu mé¢d’'natého (CuSO,4- 5H,0O; Duchefa Biochemie, kat. ¢. C0508)
Peroxodisiran amonny (APS; Sigma Aldrich, kat. ¢. A3678)

Ponceau S (Sigma Aldrich, kat. ¢. 78376)

Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad, kat. ¢. 1610374)

Protein Assay Dye Reagent Concentrate, 5X (Bradfordovo ¢inidlo; BioRad, kat. ¢. 5000006)
Riboflavin (Applichem, kat. ¢. A0968,0010)

Sacharosa (Sigma Aldrich, kat. ¢. S8501)

Tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého (Ca (NO3),-4H,0; Sigma Aldrich, kat. ¢. C1396)
Tetrahydrat chloridu hofe¢natého (MnClz-4H20; Applichem, kat. ¢. A7326)

Tris Acetat EDTA (TAE), 10X (Sigma Aldrich, kat. ¢. 574797)

Tween 20 (Sigma Aldrich, kat. ¢. P1379)
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4.3 Soupravy

e Clarity Western ECL Substrate (BioRad, kat. ¢. 1705061)
e Phire Green Hot Start Il DNA Polymeraza (Thermo Scientific, kat. ¢. F124S)
e Polyvinyliden difluoridova (PVDF) membrana (GE Healthcare, kat. ¢. GE10600023)

4.4 Roztoky a jejich priprava

1% (w/v) agarosovy gel (100 ml):

e 100ml TAE, 1X
e 1 gagarosa

e 5 ul Midori Green Advance DNA/RNA stain
%MS médium (1000 ml):

e 10 gsacharosa

0,5 g MES

2,15 g MS médium
e 6,5 g Gellan Gum
e pH 5,8 (KOH)

e Doplnit do objemu 1000 ml deionizovanou vodou

e Sterilizace autoklavovanim
APS, 10% (w/v):

e 0,IgAPS

e Doplnit do objemu 1 ml deionizovanou vodou
Ara médium (250 ml):

e 25 ml zasobni roztok makroelementy
e 2.5 ml zasobni roztok zeleza

e 27,75 mg CaCly

e 2.5 gsacharoza

e 0,125 g MES, pH 5,7

e 1,5 g Gellan gum
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e 250 ul zasobni roztok mikroelementy (pfidat po autoklavovani)

E pufr (100 ml):

e 4,198 mg NaF

1,19 g HEPES, pH 7,8 (NaOH)
e 0,43 gNaCl

e 38 mg EGTA

e 9,52 mg MgCl,

e 10 ml glycerol

e Doplnit do objemu 100 ml deionizovanou vodou
e 10 tablet cOmplete

e 100 ul DTT, 1 mol-dm™

Elektroforeticky pufr (1000 ml):
o 3gTris
o 144 gglycin

° lgSDS

e Doplnit do objemu 1000 ml deionizovanou vodou
Fosfatovy pufr (200 ml):

e 1,1998 g NaH,PO,

e pH 7,8 (NaOH)

e 35,2 mg kyselina L-askorbova
e 20 ml glycerol

e Doplnit do objemu 200 ml deionizovanou vodou
Ponceau S, roztok (500 ml):

e 0,5 g Ponceau S
e 25 ml kyslina octova

e Doplnit do objemu 500 ml deionizovanou vodou
Rozdélovaci gel, 12% (10 ml):

e 3 ml akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid
e 2.5 mlTrisCl, 1,5 mol-dm™, pH 8,8
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e 445 ml deionizovana voda

e 5ul TEMED

e 50 ul APS, 10% (w/v)

e Pro ptipad SDS-PAGE bylo pridano 0,1 ml SDS, 10% (w/v)

SDS 10% (w/v):

e 10gSDS

e Doplnit do objemu 100 ml deionizovanou vodou
TAE, 1X (1000 ml):

e 100 ml TAE, 10X

e Doplnit do objemu 1000 ml deionizovanou vodou
Tris buffer saline s piidavkem Tween 20 (TBS-T; 2000 ml):

o 4384 gTris

e 17,56 gNaCl

e pH74 (HCD)

¢ Doplnit do objemu 1998 ml deionizovanou vodou

e 2 ml Tween 20
Tris-Cl, 0,5 mol-dm™, pH 6,8 (100 ml):

o 6gTris
e pH 6,8 (HCD)

¢ Doplnit do objemu 100 ml deionizovanou vodou
Tris-Cl, 1,5 mol-dm, pH 8,8 (300 ml):

o 54,45 g Tris
e pH 8,8 (HCI)

e Doplnit do objemu 300 ml deionizovanou vodou
Tris-glycinovy pufr (1000 ml):

o 3gTris
o 14,4 g glycin

e Doplnit do objemu 1000 ml deionizovanou vodou



Zaostiovaci gel, 4% (5 ml):

e 0,5 ml akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid
1,26 ml TrisCl, 0,5 mol-dm>, pH 6,8

e 3,23 ml deionizovana voda

e 5ul TEMED

o 25 ul APS, 10% (w/v)

e Pro ptipad SDS-PAGE bylo pridano 0,05 ml SDS, 10% (w/v)

Zasobni roztok makroelementy, 10X (1000 ml):

e 5,06 g KNO3

e 34 g KH,PO,4

e 393 gMgSO,4 7H.O

o 482 g Ca(NO3)4H,O

Zasobni roztok mikroelementy, 1000X (250 ml):

e 1,075 g H;BOs3
L] 560 mg MnClz'4H20

e 65 mg (pro koncentraci médi 1 pmol-dm), 6,5 mg (pro koncentraci médi 0,1 pumol-dm),

0,65 mg (pro koncentraci médi 0,01 pmol-dm) CuSO4-5H,O
e 12,5 mg NaMoOy-2H,0
e 145 mgNaCl
e 72,5mg ZnSO4 7H,O
e 0,625 mg CoCl, 6H,O

Zasobni roztok zeleza, 100X (50 ml):

e 186,1 mg Na,EDTA
e 55,75 mg FeSO4 TH,O

4.5 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

e Analyticka vaha XA110/2X (Radwag, Polsko)
e Digestor (MERCI; Ceska republika)
e Dokumentacni systém Gel Doc EZ Imager (BioRad; USA)
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4.6

Elektroforeticka vana Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad; USA)

Elektroforeticka vana Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad; USA)
Elektroforeticka vana Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad; USA)
Flowbox (MERCI; Cesk4 republika)

ChemiDoc MP Imaging System (BioRad; USA)

Chlazena centrifuga Allegra 64R (Beckman Coulter; USA)
Image Scanner III (GE Healthcare)

Infinite M Nano (TECAN: Svycarsko)

Kultiva¢ni mistnost (WEISS Gallenkamp; Némecko)

PCR cykler T100 Thermal Cycler (BioRad; USA)

pH metr (Eutech Instruments; Singapur)

Simplicity Water Purification System (Merk; Némecko)
Spektrofotometr SmartSpec Plus (BioRad; USA)

Stolni centrifuga ScanSpeed 1730R (LaboGene; Dansko)
Sucha lazefi ThermoCell MixingBlock (Bioer; Cina)
Trepacka MR-12 (Biosan; Lotyssko)

Vortex Genie 2Pulse (Genie; Holandsko)

Zdroj napéti PowerPac HV (BioRad; USA)

Seznam pouzitych programu a databazi

AthaMap (http://www.athamap.de) (Hehl et al., 2016)

ATTED-II (http://atted.jp/top_search.shtml#CoExSearch) (Obayashi et al., 2018)
Group-based Prediction System 3.0 (GPS 3.0) (Xue et al., 2005)

Image Lab (verze 4.0.1 build 6; BioRad; USA)

Image Processing and Analysis on Java (ImagelJ; 1.51j8)

Microsoft Excel, PowerPoint (Microsoft; USA)

PhosPhAt 4.0 (http://phosphat.uni-hohenheim.de/) (Zulawski et al., 2013)
T-DNA Primer Design Tool (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html)

The Arabidopsis Information Resource (TAIR) (https://www.arabidopsis.org/)
The Eukaryotic Linear Motif (ELM) (http://elm.eu.org/) (Kumar et al., 2020)
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4.7 Metodika

4.7.1 Bioinformaticka predikce regulace exprese CSDI a CSD2 genu

Predikce potenciona'nich transkripénich faktoru schopnych regulovat expresi CSDI a CSD2,
které mohou byt pripadné regulovany MAPK, byla provedena pomoci vicerych programu.

Nejprve byly identifikovany transkripéni faktory specifické pro cis elementy pritomné
v promotorové oblasti cilovych CSD1 a CSD2 genti pomoci softwaru AthaMap (Genova analyza —
,.Upstream™ oblast: -1000; ,,Downstream* oblast: 50; % omezeni pro vysoce konzervovana vazebna
mista pro transkripéni faktory: 0; vyber transkripénich rodin: ,,ALL*) (http://www.athamap.de) (Hehl
et al., 2016). Nasledn¢ byly vybrané transkripcni faktory analyzovany s vyuzitim softwaru GPS 3.0
(specifické druhy: Arabidopsis thaliana; skupina kinaz: ,,CMGC/MAPK®) pro pritomnost
specifickych fosforylacnich mist pro MAPK (Xue et al., 2005). U transkripénich faktora vykazujicich
pozitivni vysledek byla provedena identifikace dokovacich sekvenci specifickych pro MAPK pomoci
ELM databaze (bunécny kompartment: nespecifikovany; taxonomicky kontext: Arabidopsis
thaliana) (http://www.elm.eu.org) (Kumar et al., 2020). Informace o experimentaln¢ prokazané
fosforylaci byly ziskany z databaze PhosPhAt 4.0 (http://phosphat.uni-hohenheim.de/) (Zulawski et
al., 2013). Nakonec bylo zjisténo, zda identifikované transkripéni faktory jsou koexprimovany s geny
nascho zajmu (CSDI, CSD2, MPK3, MPK4, MPK6), a to svyuzitim softwaru ATTED-II
(http://atted.jp/top_search.shtml#CoExSearch) (Obayashi et al., 2018).

4.7.2 Povrchova sterilizace semen

Semena Arabidopsis thaliana byla ve flowboxu sterilizovana v mikrozkumavce pomoci 1 ml
70% (v/v) ethanolu. Obsah mikrozkumavky byl michan po dobu 6 min a nasledné po sedimentaci
semen byl 70% (v/v) ethanol odebran a nahrazen 96% (v/v) ethanolem. Nasledné byl opét obsah
mikrozkumavky jejim pfeklapénim promichan a po uplynuti 2 min a sedimentaci semen byl
96% (v/v) ethanol odstranén. Poté byla semena celkem pétkrat promyvana deionizovanou vodou

a takto pripravena semena byla pot¢ prenesena na sterilni filtracni papir umistény v Petriho misce.
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4.7.3 Vysev sterilnich semen

Sterilni semena byla ve flowboxu pfenesena z filtraCniho papiru pomoci paratka na
piipravené ¥2MS médium, nebo Ara médium o koncentraci médi 0,01 pumol-dm?, 0,1 pmol-dm™
a 1 pmol-dm™ v Petriho miskach, které byly uzavieny pomoci parafilmu. Poté byla semena v miskach
stratifikovana za ucelem synchronizace kliceni pfes noc ve tm¢ pii 4 °C. Nasledné¢ byla takto
pfipravena semena v miskach kultivovana v kultivaéni mistnosti pii 22 °C, 70% vlhkosti, ve svislé
poloze, za denniho rezimu pfi intenzité osvétleni 150 pmol-m-s’!, kdy dochazelo ke stiidani 16 hodin

svétla a 8 hodin tmy.

4.7.4 Alelové specificka PCR

Po ¢trnactidenni in vitro kultivaci byly z rostlin péstovanych v Petriho miskach odebrany
Casti listu (cca 2 mm?) s vyuZitim sterilnich nuzek a pinzety oSetfenych 70% (v/v) ethanolem
(provadéno ve flowboxu). Pripadné byl odebran i biologicky material z rostlin péstovanych ex vitro,

tedy v kvétinacich se substratem.

Takto ziskané fragmenty listi byly vlozeny do mikrozkumavky spolu s extrakénim pufrem
o objemu 50 pl (Dilution Buffer; Phire Plant Direct PCR Kit), kde byl list mechanicky rozmélnén
prostrednictvim 10pul $picky. Vznikla smés v mikrozkumavce byla nasledné premisténa do ledové
triste a inkubovana nejméné 60 min. Takto pfipraveny vzorek DNA byl nasledn¢ pouzit pro alelove
specifickou PCR, ktera byla pripravena podle Tabulky 2. Teplotni program reakce byl nastaven podle
Tabulky 3 a primery, které byly pouzity, jsou poté uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 2: Reakéni smés pro alelove specifickou PCR s vyuzitim Phire Plant Direct PCR Kitu.

k;;ycse!fn(ti:aace Objem 1 reakce [pl]

Phire Plant Tissue PCR pufr, 2X 10
Phire Hot Start I DNA polymeraza 0,4
Primer, 10 pmol-dm- il 0.5 pmol-dm” :
REV 0,5 umol-dm 1

Deionizovana voda 7
DNA templat 0,6
Celkovy objem 20
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Tabulka 3: Nastaveni teplotniho programu pro alelové specifickou PCR.

Krok cyklu Teplota [°C]  Cas Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 98 5 min 1
Denaturace 98 5s
Anelace 63 5s 30
Extenze 72 23 s
Finalni Extenze 72 1 min 1

Tabulka 4: Seznam sckvenci pouzitych primert pro alelove specifickou PCR. LB — Left T-DNA

Border primer; LP — Left genomic Primer; RP — Right genomic Primer.

Typ Nazev Sekvence (5° — 3°)

LB LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC

LP  SALK_024857-LP ATGAACCCCGAGTTACCAGAG

RP  SALK_024857-RP TTGCAGTTTTGAACAGCAGTG

LP  SALK_109389-LP TCTTCTGAAGATGCCTTGACC

RP  SALK_109389-RP GTCATTACCCTTTCCGAGGTC

Navrzeni primeri bylo provedeno pomoci programu T-DNA Primer Design Tool. Byly
navrzeny celkem 3 primery: LB, LP a RP, kdy primer LB (Left T-DNA Border) je shodny pro
vSechny pouzité linie. Oznaceni primeri LP (Left genomic) a RP (Right genomic) se shoduje

s oznacenim linie, pro kterou byly primery navrzeny.

Nasledn¢ podle amplifikovanych useku bylo mozné odlisit jednotlivé genotypy, a to
prostrednictvim pouzitych primert LB, LP a RP. Kombinace primert LP a RP udava alelu divokého

typu a kombinace primert LB a RP poukazuje na pritomnost T-DNA inzerce v daném genu.

Pro kombinaci primerti LP a RP (detekce alely divokého typu) byla predpokladana velikost
fragmentl u linie SALK 024857 1220 bp a u linie SALK 109389 1176 bp. Velikost fragmenti pri
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pouziti primeri LB a RP (detekce T-DNA inzerce) se u linie SALK_ 024857 pohybuje mezi
562-862 bp a u linie SALK_109389 mezi 503803 bp. Rozmezi je uvedeno z duvodu nejednoznacné

polohy inzerce.

4.7.5 Horizontalni elektroforeticka separace v agarosovém gelu

PCR produkty byly separovany pomoci horizontalni elektroforetické separace v 1% (w/v)
agarosovém gelu s vyuzitim GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (3 wl) jako markeru relativni
molekulové hmotnosti. Ke vzorku (20 pl) byly pridany celkové 4 ul DNA Gel Loading Dye, 6X.
Elektroforeticka separace probihala 35—45 min pii 100 V, pokud neni uvedeno jinak. Vizualizace
DNA v gelu byla provedena pomoci zafizeni Gel Doc EZ Imager. Ziskany obrazovy zaznam byl poté
upraven s vyuzitim programu Image Lab a na zavér zpracovan pomoci Microsoft PowerPoint do

finalni podoby.

4.7.6 Extrakce proteina pro biochemické analyzy

Do pfedem vychlazené tfeci misky bylo pfeneseno 8 semenacku desetidennich rostlin
Arabidopsis thaliana kultivované in vitro. Za pomoci tloucku a tekutého dusiku byl rostlinny material
homogenizovan a vznikly homogenat byl nasledn¢ pfenesen do 1,5ml mikrozkumavky a prevrstven
200 wl extrakéniho pufru. Jako extrakéni pufr pro stanoveni enzymatické aktivity byl pouzit fosfatovy
pufr a pro elektroforetickou separaci za denaturujicich podminek (SDS-PAGE - elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti dodecylsiranu sodného) E pufr. Vznikla smés byla
s vyuzitim vortexu promichana a poté ulozena na led nejmén¢ na 30 min a nasledné centrifugovana
pii 18000 g, 15 min, pti 4 °C. Po provedeni centrifugace byl supernatant odebran a prenesen do €isté

1,5ml mikrozkumavky.

4.7.7 Méreni koncentrace proteinu

Stanoveni koncentrace proteini bylo provedeno podle Bradfordovy metody (Bradford,

1976). Do kazdé jamky 96jamkové mikrotitracni destiCky bylo napipetovano 299 ul Bradfordova

¢inidla, 1X, které bylo nejprve piipraveno z Bradfordova ¢inidla, 5X nafedénim deionizovanou
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vodou. K 299 ul Bradfordova ¢inidla, 1X v jamce byl nasledné pridan 1 ul proteinového extraktu
a obsah byl propipetovan. Vzorek byl poté inkubovan po dobu 10 min, ne vSak déle jak 30 minut, pii
laboratorni teploté a nasledn¢ méfen pii vlnové délce 595 nm s vyuzitim spektrofotometru
s monochromatorem Infinite M Nano (TECAN). Kazdy vzorek byl méfen ve tfech opakovanich
a stanoveni mnozstvi proteinu bylo provedeno pomoci kalibracni kiivky, jez byla sestavena
s vyuzitim roztokii BSA o znamé koncentraci. Zpracovani dat bylo provedeno pomoci Microsoft

Excel.

4.7.8 Stanoveni enzymatické aktivity SOD

Pro stanoveni enzymatické aktivity SOD bylo pouzito 20 ug proteint extrahovanych
s vyuzitim fosfatového pufru. Elektroforeticka separace t¢chto proteinti probihala za nedenaturujicich
podminek v 1.5mm polyakrylamidovém gelu, jenz byl pfipraven ze 4% zaostfovaciho a 12%
rozdélovaciho gelu. Samotna elektroforeticka separace probihala pii konstantnim proudu 20 mA na
gel, 120 min s vyuzitim tris-glycinového pufru jakozto elektrodového pufru. Po provedeni separace
byl gel prenesen do 50 ml fosfatového pufru bez kyseliny L-askorbové a glycerolu, ve kterém byl
inkubovan po dobu 10 min pfi pokojové teploté. Po uplynuti daného ¢asového intervalu byl dale gel
inkubovan ve tm¢ po dobu 20 min v 50 ml fosfatovém pufru bez kyseliny L-askorbové a glycerolu
s 0,6mmol-dm NBT. Pot¢ nasledovala inkubace opét ve tm& pouze 15 min ve fosfatovém pufru bez
kyseliny L-askorbové a glycerolu s Smmol-dm™ Na,EDTA, 0.25% TEMED a 0,06mmol-dm™
riboflavinem. Tim byla inkubace ukoncena a gel byl poté¢ vystaven zdroji svétla o intenzité
150 umol-m™-s™ po dobu 5 min za laboratorni teploty. Nésledn& byl inkubaéni roztok vyménén za
deionizovanou vodu. Pro dokumentaci vysledného gelu byl vyuzit Image Scanner III (GE Healthcare)

ana zaver zpracovan pomoci Microsoft PowerPoint do finalni podoby.

4.7.9 SDS-PAGE

Pro SDS-PAGE bylo vyuzito 15 pg proteini ziskanych prostiednictvim extra¢niho E pufru.
Proteinovy extrakt byl smichan s Laemliho pufrem v poméru 3:1, ktery byl nejprve pripraven
smichanim s 2-merkaptoethanolem v poméru 9:1. Takto pfipravené vzorky byly promichany pomoci
vortexu a nasledn¢ denaturovany inkubaci 10 min pii teplot¢ 95 °C. Denaturované vzorky byly

ponechany zchladnout na pokojovou teplotu a kratce centrifugovany na stolni centrifuze. SDS-PAGE
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byla provedena v 1lmm polyakrylamidovém gelu jenz byl ptipraven ze 4% zaostfovaciho a 12%
rozd¢lovaciho gelu s pridavkem SDS jako denaturujiciho ¢inidla. Takto pfipraveny gel byl upevnén
do elektroforetického aparatu a umistén do elektroforetické vany. Do kazdé z jamek byl napipetovan
objem nutny pro dosazeni 15 pg nanesenych proteint, vyjma prvni jamky, kde bylo napipetovano
5 wl proteinového standardu (Precision Plus Protein Dual Colour Standards). Samotna separace
probihala 15 min pti 100 V a dale 60 min pii 150 V s vyuzitim elektroforetického pufru jakozto

elektrodového pufru.

4.7.10 Imunoblotovani

Proteiny ziskané elektroforetickou separaci za denaturujicich podminek byly pfeneseny na
PVDF membranu o rozmérech 9 cm na délku a 6,5 cm na vysku, ktera byla nejdrive rehydratovana
v methanolu po dobu 30 sekund. Pro samotny prenos byla pfipravena kazeta, ktera byla sestavena
podle Obrazku 4, kde byla membrana inkubovana 10 min s filtratnim papirem, houbickami
a polyakrylamidovym gelem v tris-glycinovém pufru obsahujici 10% (v/v) methanol. Slozena kazeta
byla vlozena do vany, ktera byla umisténa v ledové tristi. Samotny pienos probihal pfi konstantnim
napéti 24 V pies noc. Poté byla membrana vyjmuta z kazety a omyta deionizovanou vodou. Pro
dokumentaci byly vSechny membrany obarveny roztokem Ponceau S, nasledné tfikrat promyty
deionizovanou vodou a zdokumentovany pomoci Image Scanner III (GE Healthcare). Po provedeni
dokumentace byly membrany odbarveny promytim v TBS-T. Pro detekci SOD bylo nutné membrany
nejprve blokovat, a to v 5% (w/v) roztoku odtu¢néného susen¢ho mléka v TBS-T (pfes noc, pii 4 °C).
Den poté, po odstranéni blokovaciho roztoku, byla membrana inkubovana (pfes noc, pii 4 °C)
v roztoku obsahujicim primami protilatku anti Cu/ZnSOD (1:2000). Pouzité primarni protilatky byly
nafedény v 1% (w/v) roztoku odtucnéného suseného mléka v TBS-T. Po inkubaci s primarni
protilatkou byla membrana v péti opakovanich promyvana roztokem TBS-T po dobu 5 min. Nakonec
byla provedena inkubace (1,5 hodiny) v roztoku obsahujicim sekundarni protilatku (anti rabbit
protilatka konjugovana s kienovou peroxidasou, 1:5000). Pouzita sekundarni protilatka byla nejprve
natfedéna v 1% (w/v) roztoku BSA v TBS-T. Po ukonceni posledni inkubace byla membrana opét

v péti opakovanich promyvana roztokem TBS-T po dobu 5 min.
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— Anoda (+)

— Houbicka
— Filtraéni papir
— PVFD membrana

Smér — Gel
prenosu — Filtraéni papir
— Houbicka
—Katoda (-)

Obrazek 4: Popis jednotlivych vrstev v kazet¢ pro pifenos proteini z polyakrylamidového gelu na polyvinyliden

difluoridovou (PVDF) membranu.

Pro vizualizaci znacenych proteinti byla membrana inkubovana 2 min v substratu Clarity
Western ECL Substrate, jenz byl pfipraven podle pokyni vyrobce. Nasledna dokumentace byla
provedena pomoci dokumentacni jednotky ChemiDoc MP Imaging System a protokolu Chemi.

Obrazovy zaznam byl vyhodnocen prostiednictvim Image Lab.
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S Vysledky

5.1 Bioinformaticka predikce regulace exprese CSDI1 a CSD2 genu

Za tucelem predikce potencionalnich transkripénich faktora schopnych regulovat expresi
geni CSD1 a CSD2, které mohou byt pripadné regulovany MAPK, byla provedena bioinformaticka

analyza s vyuzitim nékolika programul.

Jako prvni byly s vyuzitim predik¢éniho softwaru AthaMap (Hehl et al., 2016) identifikovany
potencionalni transkripéni faktory schopné navazat se do sekvence v promotorové oblasti CSDI
a CSD2 gent. Pro gen CSD1 bylo ziskano 65 potencionalnich transkripénich faktora (Priloha 3) a pro
gen CSD?2 bylo identifikovano 58 potencionalnich transkripénich faktori (Priloha 4). Z nich byly
nasledn¢ vyfazeny ty transkriptni faktory, které¢ nenalezely nasi modelové rostliné Arabidopsis

thaliana pro oba zkoumané geny (Priloha 3, 4).

Nasledn¢ byly v aminokyselinovych sekvencich vybranych transkripénich faktora
predikovany pomoci softwaru GPS 3.0 (Xue et al., 2005) MAPK-specificka potencionalné
fosforylovatelna mista a také pravdépodobnost, ze v tomto mist¢ dochazi k fosforylaci vyjadrena
pomoci skore (Priloha 5, 6, 7). Vyssi skore ukazuje na vyssi pravdépodobnost mozné fosforylace.
Dalsim vyznamnym udajem, ktery tento software poskytuje, je pozice rezidua. Tento udaj nam
vyznacuje potencidln¢ fosforylovatelné reziduum, kde miuze pfipadné dochazet k fosforylaci.
V nasem pripadé se jedna o serin a threonin, coz je dano tim, ze MAPK fadime mezi serin/threonin
kinazy (Jagodzik et al., 2018). Ne u vSech transkripcnich faktorti byla ziskana MAPK-specificka
fosforylovatelna mista. Byly proto vyrazeny pro dalsi analyzy ze souboru vstupnich dat slouzici pro
identifikaci MAPK-specifickych fosfopeptidi pomoci GPS 3.0 (Ptiloha 3, 4). Celkové tak bylo pro
gen CSDI vyselektovano 49 transkripcnich faktora (Obrazek 5: zelené pole) a pro gen CSD2 45
transkripénich faktort (Obrazek 5: modré pole), znichz celkem 31 transkripénich faktoru je
schopnych potencionaln¢ regulovat, jak gen CSD1, tak gen CSD2 (Obrazek 5: prekryv).
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CSD2

CSDl1

Pocet transkripénich

faktort Transkripéni faktory

SPL8, F-box/kelch-repeat protein, MYB52, ZML2, TOE],
Specifické transkripéni faktory 13 NACS3, EIN3, Putative C2H2-zinc-finger-type, MYBS5S5,
pro CSDI RR10, HSF4, Putative C2H2-zinc-finger-type, HB51,
TGA2, bZIP1, MYB39, LFY, TGA1

MYB61, RAV1, LEC2, BZIP60, ICU4, AHL12, ARRI11,
RR14, DAZI1, GLKI1, ASL18, YABI, CCA1, NACO046,
31 MYB83, NAC058, AHL20, AGF1, WOX13, TREEI,
ZAT6, MYB46, AGL15, KANI1, RVEL, SPL7, GT2L,
MYBI111, TOE2, HSFB2A, SCAP1

Transkripéni faktory spolecné
pro CSDI a CSD2

RAP2.6, ORA47, DEAR3, ARF3, TCP11, WRKY12,
14 DAG2, RAP2.3, ERF1, ERF1A, ERF109, RAP2.10,
ATAF2, GATA12

Specificke transkripéni faktory
pro CSD2

Obrazek 5: Identifikace potenciondlnich transkripénich faktorii schopnych regulace exprese CSD1 a CSD2. Graficky (A)
a tabulkovy (B) piehled transkripénich faktord, u nichz se pfedpoklada, Zze reguluji expresi CSDI a CSD2 pod kontrolou
MAPK. SPL — SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE, MYB — MYB DOMAIN PROTEIN, ZML2 -
ZIM-LIKE 2, TOE — TARGET OF EARLY ACTIVATION TAGGED, RR — RESPONSE REGULATOR, HSF — HEAT
SHOCK FACTOR, HB51 — HOMEOBOX 51, TGA — TGACG SEQUENCE-SPECIFIC BINDING PROTEIN, bZIP -
BASIC LEUCINE-ZIPPER, LFY — LEAFY, RAV1 — RELATED TO ABI3/VP1 1, LEC2 - LEAFY COTYLEDON 2,
ICU4 - INCURVATA 4, AHL - AT-HOOK MOTIF NUCLEAR LOCALIZED PROTEIN, DAZ1 - DUO1-ACTIVATED
ZINC FINGER 1, GLK1 - GBF'S PRO-RICH REGION-INTERACTING FACTOR 1, ASL18 — ASYMMETRIC
LEAVES2-LIKE 18, YAB — YABBY, CCAl - CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1, NAC - NAC DOMAIN
CONTAINING PROTEIN, AGF1 — AT-HOOK PROTEIN OF GA FEEDBACK 1, WOX13 — WUSCHEL RELATED
HOMEOBOX 13, TREE1 — TRANSCRIPTIONAL REPRESSOR OF EIN3-DEPENDENT ETHYLENE-RESPONSE 1,
ZAT - ZINC FINGER OF ARABIDOPSIS THALIANA 6, AGL15 - AGAMOUS-LIKE 15, KAN1 - KANADI 1, RVE1
— REVEILLE 1, GT2L - GT-2LIKE PROTEIN, SCAP1 - STOMATAL CARPENTER 1, RAP — RELATED TO, ORA47
— OCTADECANOID-RESPONSIVE AP2/ERF-DOMAIN TRANSCRIPTION FACTOR 47, DEAR3 - DREB AND EAR
MOTIF PROTEIN 3, ARF3 — AUXIN RESPONSE TRANSCRIPTION FACTOR 3, TCP11 — TCP DOMAIN PROTEIN
11, WRKY12 — WRKY DNA-BINDING PROTEIN 12, DAG2 - DOF AFFECTING GERMINATION 2, ERF -
ETHYLENE RESPONSE FACTOR, ATAF2 — ARABIDOPSIS THALIANA ACTIVATION FACTOR 2, GATAI2 —
GATA TRANSCRIPTION FACTOR 12.
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Nasledné s vyuzitim ELM softwaru (Kumar et al., 2020) byly ziskany MAPK-specifické
dokovaci domény (Ptiloha 8, 9, 10). Mista, kde miize dochazet k potencionalni interakci mezi MAPK

a transkrip¢nim faktorem.

Prostednictvim databaze PhosPhAt 4.0 (Zulawski et al., 2013) se nam podatilo naleznout
experimentalni dikazy o fosforylaci pouze u n¢kterych ze ziskanych transkripénich faktort (Priloha
11, 12, 13). Prikladem muze byt transkripéni faktor SQUAMOSA PROMOTER BINDING
PROTEIN-LIKE 8 (SPL8) a LEAFY (LFY) pro gen CSDI, RELATED TO AP2 10 (RAP2.10) pro
gen CSD2 a HEAT SHOCK TRANSCRIPTIION FACTOR B2A (HSFB2A) pro oba z diive
zminénych genit CSDI a CSD2. Naopak transkripénim faktorem, u kterého nebyla doposud
experimentalné prokazana fosforylace, je napfiklad transkripéni faktor SPL7. Nckteré
experimentalné ziskané fosfopeptidy vybranych transkripénich faktoru odpovidaji také sekvencim
ziskanym softwary GPS 3.0 a ELM. Napiiklad experimentaln¢ ziskany fosfopeptid transkripcniho
faktoru SPL8 odpovida sekvenci fosfopeptidu ziskan¢ho prostrednictvim GPS 3.0 (Priloha 5), ktery
se shoduje se sekvenci dokovaci domény MOD ProDKin 1 ziskané prostiednictvim databaze ELM
(Priloha 8, Obrazek 6). Stejn¢ tomu tak je u transkripcniho faktoru RAP2.10 (Priloha 6, 9, 12).
A u transkripéniho faktoru HSFB2A, kde dochazi ke shod¢ nejen u dokovaci domény
MOD_ProDKin_1, ale také u dokovaci domény DOC_MAPK_gen_1 (Priloha 7, 10, 13). AvSak
naptiklad u transkripéniho faktoru LFY experimentaln¢ ziskana sekvence neodpovida ani dokovaci

sekvenci ani fosfopeptidu ziskanych z ELM a GPS 3.0 (Priloha 5, 8, 11).

Software Dokovaci doména Pozice Skore Sekvence
GPS 3.0 51,742 TGKTTPKSPNDSGVK
ELM MOD ProDkin 1 278-284 TPKSPND
PhosPhAt 4.0 TTPKSPNDSGVK

Obrazek 6: Grafické znazornéni piekryvu sekvenci transkripéniho faktoru SPL8 ziskanych prostfednictvim dil¢ich
softwaru GPS 3.0, ELM a PhosPhAt 4.0.

Na zavér byla provedena analyza pomoci softwaru ATTED-II (Obayashi et al., 2018), zda
identifikované transkripéni faktory jsou koexprimovany s geny naseho zajmu (CSDI, CSD2, MPK3,
MPK4, MPK6). Nejdrive byla analyza provedena pro gen CSD1 a CSD2 zvlast a poté byly provedeny
kombinace CSDI s MPK3, CSD1 s MPK4, CSD1 s MPK6, CSD2 s MPK3, CSD2 s MPK4 a CSD2
s MPK6. Nase analyza vSak neposkytnula vysledky, které by odpovidaly nasemu piedpokladu

koexprese ziskanych transkripc¢nich faktoru pfi kombinaci analyzovanych gent.
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5.2 Alelové specificka PCR

Za ucelem podrobné studie CSDI genu byly vybrany dvé T-DNA inzeréni SALK linie:
SALK_109389 (csdl-1) a SALK_024857 (csdl-2), jakozto nejvhodnéjsi T-DNA inzer¢ni linie
dostupné v Nottingham Arabidopsis Stock Center. Ob¢ z mutantnich linii maji T-DNA inzerci v 3.
exonu (Obrazek 7). Za ucelem charakterizace ziskanych mutantnich linii bylo vyseto 15 semen
z kazdé z T-DNA inzercni linie: SALK 109389 a SALK 024857.

esd 1-2
csd 1-1
SUTR . 3UTR
A i
ATG TAA

Obriazek 7: Schématické zndzornéni struktury genu CSD/ a misto T-DNA inzerce. Mutantni linie csd/-1 (SALK_109389);

mutantni linie csd1-2 (SALK_024857). ,.tenkd linie” — intron; ,,tlusta linie* — exon.

Z ¢trnactidennich rostlin T-DNA inzercni line csd -1 byly podle vysledku alelové specifické
PCR vyselektovany 4 homozygotni rostliny odpovidajici 26,7 % z celkového poctu vysetych rostlin
(Obrazek 8: draha 2, 9, 12 a 15). Selekce homozygoti probéhla na zaklad¢ vzniklého PCR produktu
s vyuzitim primert LB a RP pro identifikaci T-DNA inzerce (Obrazek 8B) a soucasné nepfitomnosti
PCR produktu s vyuzitim primert LP a RP pro identifikaci alely divokého typu genu CSDI (Obrazek
8A). Dale bylo vyselektovano 8 heterozygotnich rostlin odpovidajicich 53,3 % z celkového poctu
vysetych rostlin (Obrazek 8: draha 1,3, 4, 5, 7, 8, 13 a 14). Selekce heterozy goti probéhla na zaklade
detekce vzniklych PCR produktd, jak s vyuzitim primera LB a RP pro identifikaci T-DNA inzerce
(Obrazek 8B), tak s vyuzitim primera LP a RP pro identifikaci alely divokého typu (Obrazek 8A).
Byly detekovany také 3 rostliny divokého typu odpovidajici 20 % z celkového poctu vysetych rostlin
(Obrazek 8: draha 6, 10 a 11). Identifikace rostlin nesouci pouze alelu divokého typu probéhla na
zaklad¢ vzniklého PCR produktu pro identifikaci alely divokého typu genu CSDI (Obrazek 8A)
a soucasné nepritomnosti PCR produktu pro identifikaci T-DNA inzerci (Obrazek 8B). Vznikly PCR
produkt odpovidal velikosti PCR produktu pozitivni kontroly Col-0 (Obrazek 8A), coz potvrzuje

spravnost vysledku.
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A) M1 2 3 4 56 7 8 91011 1213 1415Col Bl

5000 bp

1500 bp
1000 bp
500 bp

B) M12 3 45 67 89 101112 13 1415Col Bl

5000 bp

1500 bp

700 bp
500 bp

Obrazek 8: Sclekce mutantit CSD1 linie csdl-1 (SALK_109389) pomoci alelové specifické PCR a elektroforetické
separace na agarosovych gelech. A — Detekce alely divokého typu (o¢ekavana velikost produktu 1176 bp); B — Detekce T-
DNA inzerce (o¢ekdvana velikost produktu 503—-803 bp); 1-15 — analyzovana DNA vyextrahovand z jednotlivych rostlin;
M — Marker molekulové hmotnosti: GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; Col — vyextrahovana DNA z rostliny divokého typu
(Col-0), ktera byla pouzita jako pozitivni kontrola; Bl — slepy vzorek (voda).

U T-DNA inzer¢ni linie csdI-2 byly vyselektovany 3 homozygotni rostliny — 20 % (Obrazek
9: draha 1, 7 a 8), 11 heterozygotnich rostlin — 73,3 % (Obrazek 9: draha 2, 3, 4, 6, 9, 10, 11, 12, 13,
14 a 15) a 1 rostlina divokého typu — 6,7 % (Obrazek 9: draha 5). Selekce homozygotu, heterozygotu

a rostlin divokého typu byla provedena stejné jako u inzeréni linie csdi-1.

A) B) M 11 12 13 14 15 Col Bl

5000 bp
5000 bp
1500 bp
1000 bp

1500 bp 500 bp
1000 bp
500 bp
C) M 12 34 56728 910 D) M 11 12 13 14 15 Col Bl
5000 bp 5000 bp
1500 bp
1500 bp
700 bp
700 bp 500 bp
500 bp

Obrazek 9: Seclekce mutanti CSD1 linie csdl-2 (SALK_024857) pomoci alelové specifické PCR a elektroforetické
separace na agarosovych gelech. A, B —Detekce alely divokého typu (o¢ekavana velikost produktu 1220 bp); C, D — Detekce
T-DNA inzerce (o¢ekdvana velikost produktu 562-862 bp); 1-15 — analyzovand DNA vyextrahovand z jednotlivych rostlin;
M — Marker molekulové hmotnosti: GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; Col — vyextrahovana DNA z rostliny divokého typu
(Col-0), ktera byla pouzita jako pozitivni kontrola; Bl — slepy vzorek (voda).
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5.3 Nepritomnost CSD1 proteinu v mutantnich rostlinach csdI-1 a csd1-2

U rostlin, které byly identifikované jako homozygotni prostiednictvim alelové specifické
PCR, byla provedena biochemicka analyza za ucelem ovéfeni pritomnosti ¢i neptitomnosti CSD1
proteinu. Za timto ucelem byla vyuzita metoda imunoblotovani se specifickou anti-CSD protilatkou,

jenz je schopna rozpoznat CSD1 a CSD2 izoformy.

U vyselektovanych homozygotnich csdl-1 mutanti byla potvrzena nepfitomnost CSDI1
proteinu, zatimco u rostliny divokého typu byl pozorovan pas odpovidajici molekulovou hmotnosti
velikosti CSD1 proteinu (Obrazek 10A). Naopak pritomnost CSD2 proteinu byla pozorovana, jak
u rostliny divokého typu, tak i u homozygotnich csdl-1 mutant. (Obrazek 10A).

A Col0 I 2 3 4 B Col-0 1 2 3

CSD2 > CSD2 —»

CSD1 —» CSD1 —»

Kontrola Kontrola
proteinové proteinové
nanasky nanasky

Obriazek 10: Detekce piitomnosti CSD1 proteinu u mutantnich linii csd /-1 a c¢sd1-2 v porovndni s rostlinou divokého typu
(Col-0) prosttednictvim imunoblotovani se specifickou anti-CSD protildtkou. A — Detekce pfitomnosti proteinu CSD1
u mutantni linie csdI-1; B — Detekee piitomnosti proteinu CSD1 u mutantni linie csd/-2; Col-0 — Proteiny vyextrahované
z rostliny divokého typu, ktery slouzil jako pozitivni kontrola; Draha 1, 2, 3, 4 z obrazku A — Proteiny vyextrahované
z homozygotnich rostlin (csdl-1) identifikované alelové specifickou PCR; Draha 1, 2, 3 zobrazku B - Proteiny
vyextrahované z homozy gotnich rostlin (csd!-2) identifikované alelov¢ specifickou PCR. Kontrola proteinové nanasky byla
provedena nabarvenim membrany s vyuzitim Ponceau S. Jednd se pouze o reprezentativni obrazek viz Priloha 1A, B;

Priloha 2A, B.

Stejn¢ tomu tak bylo u homozygotnich csdl-2 mutantd, kde byla potvrzena nepfitomnost
CSD1 proteinu, zatimco u rostliny divokého typu byl pozorovan pas odpovidajici molekulovou
hmotnosti velikosti CSD1 proteinu (Obrazek 10B). Pritomnost CSD2 byla pozorovana, jak u rostliny
divokého typu, tak 1 u homozygotnich csd-2 mutantd. (Obrazek 10B).

Tato analyza jednozna¢né potvrdila, Zze se jedna o knockout mutanty, jelikoz nebyla

detekovana pritomnost CSD1 proteinu ani u jedné z mutantnich csd1 linii.
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5.4 Zavislost abundance a aktivity SOD na pritomnosti médi v médiu

Dale byla stanovena abundance a pritomnost proteini CSD1 a CSD2 pii riznych
koncentracich médi. Ta byla stanovena opét pomoci imunoblotovani s anti-CSD protilatkou

rozeznavajici, jak izoformu CSD1, tak i izoformu CSD2.

Pfi koncentraci médi 0,1 umol-dm™ (standartni koncentrace médi v MS médiu) byla
pozorovana pritomnost proteinu CSD2, jak u rostliny divokého typu, tak u obou mutantnich linii
csdl-1 a csdl-2. Stejné tak byla pozorovana pritomnost proteinu CSD1 u rostliny divokého typu.
Nicméné u mutantnich linii csd1-1 a csd1-2 nepozorujeme pritomnost proteinu u zadné z koncentraci

medi z divodu naruseni exprese genu CSDI T-DNA inzerci (Obrazek 11A, B).

A Col-0 csdl-1 csdl-2

Cu (umol-dm3®) 0,01 0,1 1 0,01 0,1 1 0,01 0,1 1

D27 eCld eSO ST

CSD1 —» —

Kontrola
proteinové
nanasky

=

1,2

0,6

Opticka hustota pasu (AU)

—
1

—
o
@
o

CSD2 CSD1 CSD2 CSD1 CSD2 CSD1

e L
S 3] -
Col-0 I
csdl-1 1
csd1-2 1
Col-0
csdl-1
csdl-2
Col-0
csdl-1
csdl-2 ——
Col-0 n
csdl-1
csdl1-2
Col-0
csdl-1
csdl-2 —————
Col-0 m
csdl1-2

Cu 0,01 pmol-dm-3 Cu 0,1 umol-dm-3  Cu 1 pmol-dm-3

Obrizek 11: Detekce piitomnosti CSD1 a CSD2 proteinti pomoci imunoblotovani u mutantnich linii csdi-1 a csdi-2
v porovnani s rostlinou divokého typu (Col-0) pii riznych koncentracich médi v médiu. A — Vizualizace proteinu CSD1
a CSD2; B — Kvantifikace optickych pasu z obrazku A; Col-0 — rostlina divokého typu slouzici jako pozitivni kontrola;
csd1-1-T-DNA inzer¢ni linie SALK 109389; c¢sd1-2-T-DNA inzer¢ni linic SALK 024857; 0,01, 0,1, 1 — koncentrace
médi v médiu v pmol-dm3. Kontrola proteinové nanadky byla provedena nabarvenim membrany s vyuZitim Ponceau S.

Jedna se pouze o reprezentativni obrazek viz Piiloha 1C; Prtiloha 2C.
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Pii desetkrat vy3si koncentraci médi (1 pmol-dm™) neZz je standartni, byla pozorovana
zvySena abundance proteinu CSD2, jak u rostliny divokého typu, tak i v mutantnich liniich csdi-1
a csdl-2 v porovnani s vysledky ziskanymi pfi 0,1 wmol-dm™ médi. Naopak pii koncentraci médi
desetkrat nizsi (0,01 pmol-dm™) neZ je standartni, bylo pozorovano pouze zanedbatelné mnozstvi
proteinu CSD2 v porovnani s vysledky ziskanymi pfi 0,1 umol-dm™ médi. Vyssi abundance byla také
pozorovana u proteinu CSDI u rostliny divokého typu. Nicmén¢ u mutantnich linii csdi-1 a csdi-2

nebyla detekovana pritomnost proteinu CSD1 (Obrazek 11A, B).

Nakonec byla stanovena aktivita SOD na zakladé riznych hladin médi v médiu. Pri
koncentraci médi 0,1 umol-dm™ (standartni koncentrace médi v médiu) byla pozorovana, jak
u rostliny divokého typu, tak 1 u obou mutantnich linii ¢sdl-1 a csdl-2 aktivita FSD1, tak i CSD
(Obrazek 12A, B).

A Col-0 esdl-1 csdl-2

Cu (umol-dm3) 0,01 0,1 1 0,01 0,1 1 0,01 0,1 1

MSD1 —»
FSDI —»

CSD ~{

B

1,2

| m Col0 mesdl-1 Ocsdl-2

0,8 1
0,6
0,4 1

Opticka hustota pasu (AU)

MnSOD
FeSOD
Cu/ZnSOD
MnSOD
FeSOD
Cu/ZnSOD
MnSOD
FeSOD
Cu/ZnSOD

Cu | pmol-dm-3 Cu 0,1 pmol-dm-3  Cu 0,01 pmol-dm-3

Obriazek 12: Hodnoceni enzymatické aktivity SOD mutantnich linii csd -1 a csd1-2 v porovnani s rostlinou divokého typu
(Col-0) pfi riznych koncentracich médi v médiu. A — Vizualizace aktivit SOD; B — Kvantifikace optickych pasii z obrazku
A; Col-0 - rostlina divokého typu slouzici jako pozitivni kontrola; csdl-1-T-DNA inzer¢ni linie SALK 109389; csdi-2—
T-DNA inzeréni linie SALK_024857; 0,01, 0,1, 1 — koncentrace médi v médiu v pmol-dm.
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Pii koncentraci médi desetkrat niz$i (0,01 wmol-dm™) neZ je standartni, byla pozorovana, jak
urostliny divokého typu, tak u obou mutantnich linii csdi-1 a csd1-2 zvySena aktivita FSD1, a naopak
nebyla pozorovana zadna aktivita CSD (Obrazek 12A, B).

Naopak pii koncentraci médi desetkrat vyssi (1 umol-dm™) nez je standartni, pozorujeme
opacény jev, nez u koncentrace médi 0,01 umol-dm=. Zde pozorujeme, jak u rostliny divokého typu,
tak u obou mutantnich linii c¢sd1-1 a c¢sd1-2 zvySenou aktivitu CSD, a naopak snizenou aktivitu FSD1
(Obrazek 12A, B).

U MSDI byla pozorovana stejna aktivita pii vSech koncentracich médi (Obrazek 12A, B),

muzeme tak fict, ze aktivita MSD1 neni regulovana v zavislosti na koncentraci médi v médiu.

Tato separacni metoda neni schopna jednoznacné rozdélit CSD1 a CSD2 izoformu, splyvaji
tak do jednoho bandu, proto je hodnotime dohromady. Nicméné pii koncentraci médi 1 pmol-dm™ je
vidét, ze band pozorovany urostliny divokého typu je siln¢js$i nez band u obou csd! mutantti (Obrazek
12A, B). Da se tak uvazovat, ze aktivita CSD1 u mutantnich linii chybi, a proto je band slabsi. Naopak
pii koncentraci médi 0,1 umol-dm rozdil neni tak patry, jelikoz CSD2 je mnohem vice abundantni
nez CSDI1. To lze pozorovat na Obrazku 11A u rostliny divokého typu.
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6 Diskuse

Biotechnologicky vyzkum se v soucasné dob¢ intenzivné zam¢ruje na vyznam regulacni role
né¢kterych potencionalné zajimavych transkripcnich faktoru za icelem zlepseni tolerance rostliny vuci
stresovym reakcim. Hlavnim ptedpokladem je, Ze transkripéni faktory plni roli jako regulatory mnoha
genu zodpovédnych za odpoveéd’ pusobici stres (Wang et al., 2016; Cui et al., 2018). Mezi tyto geny
mohou byt fazeni zastupci antioxida¢ni obrany, a to véetné SOD jako jsou CSDI a CSD2. Proto jsme
se v této praci zabyvali predikci potencionalnich transkripénich faktori regulujicich expresi gent

CSD1 a CSD2 pod kontrolou MAPK, a to prostrednictvim bioinformatické analyzy.

Vramci této predikce se nam podarilo identifikovat celkové 31 potencionalnich
transkripénich faktoru, které by mohly regulovat expresi genu CSD1 a CSD?2. Tento relativn¢ velky
pocet spole¢nych transkripénich faktorti naznacuje, ze oba geny by mohly byt regulovany podobnym

zpusobem.

Z identifikovanych transkrip¢nich faktorti jsou zajimavé pro dalSi studium transkripcni
faktory SPL8, LFY pro gen CSDI, RAP2.10 pro gen CSD?2 a transkripcni faktory SPL7 a HFSB2A,
které jsou schopné regulace exprese, jak genu CSD1, tak genu CSD2.

SPLS je nezbytny pro spravny prubéh mikrosporogeneze. Plni také dulezitou roli pii vstupu
matefské spory do meidzy, jelikoz pii absenci tohoto genu sporocyty nejsou schopné vytvaret volné
meiocyty a nasledné¢ dochazi k jejich degeneraci (Unte et al., 2003). Existuje také studie, ktera
popisuje nezbytnou ucast MAPK signalizace béhem tvorby pylu pro spravné dokoncené samci
cytokineze na konci meidzy, konkrétn¢ signalni drahy MPK4 (Zeng et al., 2011). Dalezitymi
regulatory téchto procesu se zdaji byt i ROS (Hu et al., 2011).

LFY muzeme radit mezi takzvané pionyrské transkripéni faktory, tedy do skupiny
transkripcnich faktori, které jsou schopné se vazat do oblasti chromatinu, kde se DNA obtaci okolo
histona (Lai et al., 2021). Jeho hlavni funkci je regulace vyvoje kveteni u Arabidopsis thaliana.
Zejména je nezbytny pro vyvoj kvétu jesté pred determinaci kvétnich organt (Schultz et Haughn,
1991). Béhem kveteni dochazi z pocatku k nartistu ROS a pozdé&ji k jejich poklesu. To naznacuje, ze
ROS plni béhem ruzné faze kveteni riznou funkci (Zafra et al., 2009). Pravé kveteni a samotna tvorba

kvétu je spojena s MAPK signalizaci zakoncena aktivaci MPK6 (Bush et Krysan, 2007).

Transkripéni faktor RAP2.10 se vyznaCuje zejména svoji schopnosti regulace senescence
listu. Jeho exprese muze byt vyvolana stresem, jako je tma, sucho, ¢i salinita. Podle nedavné studie

muze RAP2.10 také indukovat produkci ROS, které jsou spojovany s vyvolavanim stresovych
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odpovédi a senescenci. To naznacuje, ze RAP2.10 muze hrat dalezitou roli v téchto procesech, a to
potencionaln¢ regulaci ROS (Zhang et al., 2020). Do regulace senescence listu je také zapojena
signalni draha MKK9-MPKG6 (Zhou et al., 2009).

HSFB2A patii mezi transkripéni faktory tepelného stresu. Jak uz nazev napovida, jedna se
o hlavni regulatory odpovédi na tepelny stres. AvSak kromé této hlavni funkce je nezbytny také pro
spravny vyvoj sami¢iho gametofytu (Wunderlich et al., 2014). U dalSich izoforem HSF transkripnich
faktort zapojenych do odpovédi na tepelny stres, jako je napriklad HSFA4A, je znama regulace skrze
MPK4 a MPK6 (Pérez-Salamo et al., 2014). Jelikoz se jedna o pribuzné transkripcni faktory, lze
predpokladat, ze 1 HSFB2A by mohl byt fosforylovan skrze MAPK. Tomuto tvrzeni pfispiva i fakt,
7e u tohoto transkripéniho faktoru HSFB2A byla experimentaln¢ prokazana fosforylace (Zhang et al.,
2013).

SPL7 patii mezi hlavni regulatory homeostazy médi u Arabidopsis thaliana. Pii nedostatku
medi se tento transkripéni faktor vaze do promotorové oblasti gent reagujicich na nedostatek médi
jako je FSDI, ¢i miR398 a aktivuje tak jejich expresi. Praveé aktivaci exprese miR398 dochazi ke
zméné exprese CSDI1 a CSD2 a tim k potlaceni abundance CSDI a CSD2 z divodu zachovani
funkc¢nosti PC (Abdel-Ghany et Pilon, 2008; Yamasaki et al., 2009; Garcia-Molina et al., 2014).

U ctyf vySe zminénych transkripénich faktora (SPL8, LFY, RAP2.10 a HSFB2A) byla
ziskana data prostfednictvim databaze PhosPhAt 4.0 (Zulawski et al., 2013), ktera poskytujici
informace o experimentalné potvrzené fosforylaci. Bylo by proto mozné do budoucna studovat vliv
fosforylace na jejich regulaci. Naopak u SPL7 nebyla experimentalné¢ prokazana fosforylace
prostiednictvim databaze PhosPhAt 4.0, coz v§ak neznamena, ze u SPL7 nedochazi k fosforylaci.
Proto by bylo vice nez vhodné do budoucna provést experimenty, které by dokazaly, zda mize byt

SPL7 fosforylovany, ¢i nikoliv.

Stézejni Cast této prace byla vénovana zejména studiu SOD, jejich regulaci a vyvojové funkci,
a to predevsim se zaméfeni na CSDI izoenzym u rostliny Arabidopsis thaliana. Za ucelem studia
CSD1 byly vyselektovany dvé nezavislé T-DNA inzercni linie prostiednictvim alelové specifické
PCR. Na téchto dvou nezavislych T-DNA inzer¢nich liniich bylo provedeno imunoblotovani se
specifickou anti-CSD protilatkou za ucelem ovéfeni absence CSDI1 proteinu. Nasledné byl také

pozorovan vliv médi na abundanci a aktivitu SOD.

Ziskané vysledky nam potvrdily nepfitomnost CSD1 proteinu u mutantnich T-DNA

inzercnich linii. Tato absence proteinu poukazuje na naruseni exprese genu CSD/ vlivem T-DNA
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inzerce. Naopak CSD2 protein byl pozorovan, jak u rostliny divokého typu, tak u mutantnich linii,

1ze proto fict, Ze naruSena exprese genu CSD/ nijak neovlivnila expresi genu CSD2.

Studium vlivu koncentrace médi na abundanci a pfitomnost proteinu CSD1 a CSD2 ukazala,
ze u mutantnich linii c¢sdl-1 a c¢sdl-2 nedochazi k vzniku CSD1 proteinu. Naopak s rostouci
koncentraci médi v médiu bylo mozné pozorovat zvysujici se abundanci CSD2, jak u rostliny
divokého typu, tak i u obou mutantnich linii, coz poukazuje na zachovanou funk¢nost regulace

prostrednictvim SPL7, kterou miizeme pozorovat také v ramci CSD1, ale pouze u rostliny divokého

typu.

Dale byla na zakladé gradientu médi pozorovan jeji vliv na aktivitu SOD. Pfi nizké
koncentraci médi (0,01 umol-dm) nebyla pozorovana zadna aktivita CSD1 a CSD2, ale naopak byla
pozorovana zvySena aktivita FSD1. Naopak pii zvySené koncentraci médi muzeme sledovat naprosto
hladinach médi snizuje abundanci CSD1 a CSD2 a zaroven zvySuje abundanci FSD1. Hlavnim
divodem je snaha o zachovani funkcnosti PC, proteinu, ktery ma ve své strukture navazanou méd’,
aktery je dulezity pro spravny chod fotosyntézy (Abdel-Ghany et Pilon, 2008). AvSak lze si
pov§imnout, Ze u mutantnich linii csdI-1 a csd1-2 pii koncentraci 1 pmol-dm™ je intenzita pasu CSD
nizsi v porovnani s rostlinou divokého typu, jelikoz vlivem T-DNA inzerce doslo k naruseni aktivity

CSDL1.

Pravé méd’ je jednim z hlavnich regulatorti exprese CSD1 a CSD2. Pii nizkych hladinach
meédi mize dochazet u rostlin k redukci transportu elektroni béhem fotosyntézy nebo také az
k rozpadu thylakoidni membrany (Abdel-Ghany et al., 2005). To stejné plati pro nadmérnou
koncentraci médi, ktera muze byt pro rostlinu toxicka. Jiz pfi koncentracich 2.5 umol-dm™
a5 umol-dm™ byl pozorovan vyrazné snizeny rust kofenu (Lequeux et al., 2010). Nami pouzité

koncentrace médi v té€chto experimentech mizeme tedy stale jest¢ povazovat za hladiny fyziologické.

Navazujici prace do budoucna by se mohla zabyvat fenotypovou analyzou ziskanych csd!
mutantli. Zejména fenotypovou analyzou kotene, jelikoz u fsdI mutanti byl pozorovan snizeny pocet
lateralnich korenti (Dvorak et al., 2021a) a také proto, ze FSD1 se nachazi v cytosolu, stejné jako
CSDl1, da se tak predpokladat, ze by mohlo dochazet k vzniku obdobnych fenotypu. Stejné tak by
mohla byt provedena fenotypova analyza csdl mutanti na zaklad¢ studie provadéné na CSDI-RNAi

transgennich rostlinach, kde byl u téchto rostlin pozorovan potla¢eny rust (Xing et al., 2013).

Zjisteéné fenotypové projevy csdl mutantii by mohly byt nasledné zvraceny pomoci genetické

komplementace konstruktem kddujici CSD1 protein fuzovany s GFP, a to pod kontrolou nativniho
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promotoru. Takto komplementované linie by mohly byt nasledné pouzity pro detailni
mikroskopickou analyzu, ktera by objasnila subcelulami lokalizaci tohoto proteinu a odhalila
pletivovou expresi tohoto proteinu. Tyto informace by vyraznym zpusobem prispély k pochopeni

funkce CSD1 proteinu v rostliné Arabidopsis thaliana.
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7 Zavér

V prvni ¢asti bakalarské prace jsme zpracovali literarni reSersi na téma ROS a jejich signalni
a vyvojova role, antioxida¢ni obranu se zaméfenim na SOD, konkrétné na izoformy CSD1 a CSD2.
Taktéz jsme se zabyvali jejich regulaci prostfednictvim SPL7 a MAPK, které jsou rovnéz schopné
regulace antioxidacnich enzymii a mohou dokonce regulovat i aktivitu nékterych transkripcnich

faktoru.

V druhé ¢asti bakalarské prace jsme provedli bioinformatickou analyzu, kde jsme predikovali
potencionalni transkripéni faktory regulujici CSD1 a CSD2. Na zaklad¢ této analyzy jsme ziskali
celkem 31 potenciondlnich transkripénich faktord, jenz mohou regulovat, jak gen CSDI, tak i gen
CSD2 a dalsich 18 potencionalnich transkripcnich faktori pro CSDI a 14 pro gen CSD2.
Z identifikovanych transkripénich faktori by mohly byt zajimavé pro budouci studium zejména

transkripéni faktory SPL8, LFY pro gen CSDI, RAP2.10 pro gen CSD2 a HSFB2 pro oba zminéné
geny.

Pro studium CSD! genu jsme vybrali dvé T-DNA inzer¢ni linie v genu CSDI SALK_109389
a SALK 02487. Na zaklad¢ alelove specifické PCR jsme vyselektovali 4 homozygotni T-DNA
inzeréni rostliny zlinie SALK_109389 a 3 rostliny zlinie SALK 024857. Pro potvrzeni
nepiitomnosti CSD1 proteinu u jednotlivych mutantnich linii jsme provedli imunoblotovani
s protilatkou anti-CSD, ktera rozliSuje izoformu CSD1 a CSD2. Vysledky imunoblotovani potvrzuji

nepfitomnost CSD1 proteinu u obou vybranych T-DNA inzer¢nich linii.

Na zaklad¢ ziskanych csdl mutantnich linii jsme pozorovali absenci proteinu CSD1 a zmény
v abundanci CSD2 v ramci ruznych koncentraci médi v médiu. A nasledn¢ jsme pozorovali aktivitu
SOD, zejména FSD1, CSD1 a CSD2, opét v ramci riznych koncentraci médi v médiu za ucelem

studia vlivu médi na regulaci jednotlivych izoforem.
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Piiloha 1: Kontrola pfenosu proteinii na PVDF membranu s vyuzitim barveni Ponceau S. A —
Detekce pritomnosti proteinu CSD1 u mutantni linie ¢sd1-1; B — Detekee pritomnosti proteinu CSD1
u mutantni linie ¢sdl-2; C — Detekee pritomnosti proteinu CSD1 v zavislosti na gradientu médi
v médiu; M — Marker molekulové hmotnosti: Precision Plus Protein Dual Color Standards; Col-0 —
protein ziskany z rostliny divokého typu, ktery slouzil jako pozitivni kontrola; 1, 2, 3, 4 (A) — Protein
vyextrahovany z homozygotnich rostlin (csdi-1) identifikované alelové specifickou PCR; 1, 2, 3 (B)
— Protein vyextrahovany z homozygotnich rostlin (csd1-2) identifikované alelové specifickou PCR;
csd1-1-T-DNA inzer¢ni linie SALK 109389; csd1-2-T-DNA inzer¢ni linie SALK 024857; 0,01,

0,1, 1 —koncentrace médi v médiu v umol-dm™; _ erveny &tverec™ —vyiez pouzity ve vysledcich.

A M Col-0 1 2 3 4 B M Col-0 1 2 3
250 kDa —» 250 kDa —»
150 kDa —» 150 kDa —»
100 kDa —» 100 kDa —»
75kDa 75kDa
50 kDa —» 50 kDa —»
37 kDa —» 37 kDa—»
25kDa —» 25kDa —»
20 kDa —» 20 kDa —>
15kDa —» 15kDa —»
10kDa — 10kDa —»
C Col-0 csdl-1 csdl-2
Cu (pmol-dm?) M 0,01 0,1 1 0,01 0,1 1 0,01 0,1 1
250 kDa —»
150 kDa —»
100 kDa —»
75 kDa —»

50 kDa —»

37kDa —»

25kDa —»

20 kDa —»

15 kDa —p
10kDa —»




Piiloha 2: Detekce pritomnosti CSD1 proteinu u mutantnich linii ¢sdl-1 a csdl-2 v porovnani
srostlinou divokého typu (Col-0) prostirednictvim imunoblotovani se specifickou anti-CSD
protilatkou. A — Detekce pritomnosti proteinu CSD1 u mutantni linie c¢sd1-1; B — Detekce pritomnosti
proteinu CSD1 u mutantni linie csd1-2; C — Detekce pritomnosti proteinu CSD1 v zavislosti na
gradientu médi v médiu; Col-0 — Protein vyextrahovany z rostliny divokého typu, ktery slouzil jako
pozitivni kontrola; 1, 2, 3, 4 (A) — Proteiny vyextrahované z homozygotnich rostlin (csd 1-1)
identifikované aleloveé specifickou PCR; 1, 2, 3 (B) — Proteiny vyextrahované z homozygotnich
rostlin (csdl-2) identifikované alelové specifickou PCR; c¢sdi-1-T-DNA inzer¢ni linie
SALK_109389; csd1-2-T-DNA inzer¢ni linie SALK 024857, 0,01, 0,1, 1 — koncentrace médi

v médiu v pmol-dm™; , Gerveny Etverec™ —vytez pouzity ve vysledcich.

A Col-0 1 2 3 4 B Col-0 1 2 3

- . m— — -— e o~ e oW

. .

C Col-0 esdl-1 esdl-2
Cu (pmol-dm3) 0,01 0,1 1 001 01 1 0,01 0,1 1

-

» - - -




Priloha 3: Seznam vyrazenych transkripcnich faktort pro gen CSDI.

Vyrazeno Vyrazeno
Vsechny identifikované transkripcni faktory pro CSD1 na zakladé¢ | nazikladé
AthaMap GPS 3.0
AGAMOUS-LIKE 15, ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX 12 (ATHB12), ASYMMETRIC LEAVES2-LIKE 18, AT-HOOK MOTIF
NUCLEAR LOCALIZED PROTEIN 12, AT-HOOK MOTIF NUCLEAR LOCALIZED PROTEIN 20, AT-HOOK PROTEIN OF GA
FEEDBACK 1, BASIC LEUCINE-ZIPPER 1, BASIC REGION/LEUCINE ZIPPER MOTIF 60, CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1,
DUOI-ACTIVATED ZINC FINGER 1, ETHYLENE-INSENSITIVE3, ETHYLENE-RESPONSIVE TRANSCRIPTION FACTOR 2 (ERF2),
F-BOX/KELCH-REPEAT PROTEIN, GBF'S PRO-RICH REGION-INTERACTING FACTOR 1, GT-2LIKE PROTEIN, HEAT SHOCK
FACTOR 4, HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR B2A, HOMEOBOX 51, HOX2a PROTEIN (HOX2a), HVH21, INCURVATA 4, ERF2,
INDETERMINATE 1 (ID1), KANADI 1, LEAFY, LEAFY COTYLEDON 2, MYB DOMAIN PROTEIN 111, MYB DOMAIN PROTEIN 46 HOX?2a,
(MYB46), MYB DOMAIN PROTEIN 52, MYB DOMAIN PROTEIN 55, MYB DOMAIN PROTEIN 59, MYB DOMAIN PROTEIN 61, HVH21,

MYB DOMAIN PROTEIN 83, NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 3, NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 46, NAC DOMAIN ID1, ATHBI2,
CONTAINING PROTEIN 58, NAC TRANSCRIPTION FACTOR 69 (TaNAC69), OPAQUE-2 (02), P, PHD FINGER PROTEIN ALFIN1 TaNAC69, SlivS[T,BSZfI:l
(ALFIN1), PUTATIVE C2H2-ZINC-FINGER-TYPE, RELATED TO ABI3/VP1 I/ETHYLENE RESPONSE DNA BINDING FACTOR 4, 02, P, YABS

RESPONSE REGULATOR 10, RESPONSE REGULATOR 11, RESPONSE REGULATOR 14, REVEILLE 1, SHI RELATED SEQUENCE ALFIN1,

1 (SRS1), SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE 3 (SPL3), SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE 7, GAMYB,

SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE 8, STOMATAL CARPENTER 1, TARGET OF EARLY ACTIVATION TAGGED 1, | TEIL, GT1

TARGET OF EARLY ACTIVATION TAGGED 2, TGACG SEQUENCE-SPECIFIC BINDING PROTEIN 1, TGACG SEQUENCE-
SPECIFIC BINDING PROTEIN 2, TRANSCRIPTION FACTOR GAMYB (GAMYB), TRANSCRIPTION FACTOR TEIL (TEIL),
TRANSCRIPTIONAL REPRESSOR OF EIN3-DEPENDENT ETHYLENE-RESPONSE 1, TRIHELIX TRANSCRIPTION FACTOR GT-1
(GT1), WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 13, YABBY 5 (YABS), YABBY 1, ZIM-LIKE 2/GATA TRANSCRIPTION FACTOR 28,
ZINC FINGER OF ARABIDOPSIS THALIANA 6




Priloha 4: Seznam vyrazenych transkripcnich faktort pro gen CSD2.

Vsechny identifikované transkripcni faktory pro CSD2

Vyiazeno na
zakladé

AthaMap

Vyiazeno
na zakladé

GPS 3.0

AGAMOUS-LIKE 15, ARABIDOPSIS THALIANA ACTIVATION FACTOR 2, ASYMMETRIC LEAVES2-LIKE 18, AT-HOOK
MOTIF NUCLEAR LOCALIZED PROTEIN 12, AT-HOOK MOTIF NUCLEAR LOCALIZED PROTEIN 20, AT-HOOK PROTEIN
OF GA FEEDBACK 1, AUXIN RESPONSE TRANSCRIPTION FACTOR 3, BASIC REGION/LEUCINE ZIPPER MOTIF 60,
CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1, CORE-BINDING FACTOR (CBF), DEHYDRATION-RESPONSIVE ELEMENT-
BINDING PROTEIN 2C (DREB2C), DOF AFFECTING GERMINATION 2, DREB AND EAR MOTIF PROTEIN 3, DUOL1-
ACTIVATED ZINC FINGER 1, ETHYLENE RESPONSE FACTOR 1, ETHYLENE RESPONSE FACTOR 109, ETHYLENE
RESPONSIVE ELEMENT BINDING FACTOR 1, ETHYLENE RESPONSIVE ELEMENT BINDING FACTOR 2 (ERF2),
ETHYLENE RESPONSIVE ELEMENT BINDING FACTOR ABI4 (ABI4), GATA TRANSCRIPTION FACTOR 12, GBF'S PRO-
RICH REGION-INTERACTING FACTOR 1, GT-2LIKE PROTEIN, HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR B2A, HOX2a
PROTEIN (HOX2a), HVH21, INCURVATA 4, KANADI 1, LEAFY COTYLEDON 2, MYB DOMAIN 61, MYB DOMAIN 111,
MYB DOMAIN 83, NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 46 NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 58,
OCTADECANOID-RESPONSIVE AP2/ERF-DOMAIN TRANCRIPTION FACTOR 47, P, PHD FINGER PROTEIN ALFIN1
(ALFIN1), RELATED TO ABI3/VP1 1/ETHYLENE RESPONSE DNA BINDING FACTOR 4, RELATED TO AP2 10/DREB AND
EAR MOTIF PROTEIN 4, RELATED TO AP2 3/ETHYLENE RESPONSE FACTOR 72, RELATED TO AP2 6, RESPONSE
REGULATOR 11, RESPONSE REGULATOR 14, REVEILLE 1, SHATTERPROOF 1 (SHP1), SQUAMOSA PROMOTER
BINDING PROTEIN-LIKE 7, STOMATAL CARPENTER 1, TARGET OF EARLY ACTIVATION TAGGED 2, TATA BOX-
BINDING PROTEIN-LIKE (TBP), TCP DOMAIN PROTEIN 11, TRANSRIPTION FACTOR PCF2 (PCF2), TRANSRIPTION
FACTOR TEIL (TEIL), TRANSCRIPTIONAL REPRESSOR OF EIN3-DEPENDENT ETHYLENE-RESPONSE 1, TRIHELIX
TRANSCRIPTION FACTOR GT-1 (GT1), WRKY DNA-BINDING PROTEIN 12, WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 13,
YABBY1, ZINC FINGER OF ARABIDOPSIS THALIANA 6

CBF, ERF2,
ABIA4,
HOX?2a,
HVH21, P,
ALFIN1,
TBP, PCF2,
TEIL, GT1

DREB2C,
SHP1




Priloha 5: Data ziskana s vyuzitim softwaru GPS 3.0 pro gen CSD].

GPS 3.0 (CMGC/MAPK)
AGI Nazev Pozice Kod Peptid Skére Cutoff
AT1G02065 SPLS 49 S DHRHITISPPLLSSE 0982 0,554
49 S DHRHITISPPLLSSE 43,656 14,896
94 T LYGSTTTTTPYGASD 17,943 14,896
95 T YGSTTTTTPYGASDP 1277 0,554
95 T YGSTTTTTPYGASDP 47,233 14,896
185 T GMANSLSTPRCQAEG (0,743 0,554
185 T GMANSLSTPRCQAEG 41,656 14,896
277 T QDTGTGKTTPKSPND 0,595 0,554
278 T DTGTGKTTPKSPNDS 1,273 0,554
278 T DTGTGKTTPKSPNDS 36,815 14,896
281 S TGKTTPKSPNDSGVK 1,819 0,554
281 S TGKTTPKSPNDSGVK 51,742 14,896
202 S  SGVKASSSPSSNAPP 1,128 0,554
292 S  SGVKASSSPSSNAPP 34,959 14,896
205 S KASSSPSSNAPPTIS 0,623 0,554
320 S TTASSSTSASSSSNS 0,622 0,554
AT1G12870 F-box/kelch-repeat protein 142 S DGIFCIHSPKTQDIY 0,612 0,554
142 S DGIFCIHSPKTQDIY 22,677 14,896
361 T KDLVESSTPVAIYKD (0,766 0,554
361 T KDLVESSTPVAIYKD 23,716 14,896
ATIG17950 MYB52 61 T RINRNPETEEEEERL 1,649 0,554
177 T IGFRNSTTPIQEGAI 0,904 0,554
177 T IGFRNSTTPIQEGAI 27,281 14,896
ATIG51600 ZML2 125 S AAPPGLGSPHQNNRV 0683 0,554
125 S AAPPGLGSPHONNRV 28236 14,896
138 T RVSSLPGTPQRFSIP 1,839 0,554
138 T RVSSLPGTPQRESIP 40,696 14,896
233 T CGIGEKSTPMMRRGP (802 0,554
233 T CGIGEKSTPMMRRGP 26,228 14,896
267 S FRDLSKASPQTAQNL 0,75 0,554
267 S FRDLSKASPQTAQNL 36,694 14,896




Priloha 5: Pokracovani.

GPS 3.0 (CMGC/MAPK)
AGI Nazev Pozice Kod Peptid Skoére Cutoff
AT2G28550 TOE1 10 S DLNLNADSPESTQYG 0,977 0,554
10 S DLNLNADSPESTQYG 37,74 14,896
13 S LNADSPESTQYGGDS 14,921 14,896
40 T NRVEESGTSTSSVIN 0,718 0,554
78 S SSSGGDESPAASASV (,73 0,554
78 S SSSGGDESPAASASV 39,108 14,896
128 T DGETKLVTPVPTPAP 1,659 0,554
128 T DGETKLVTPVPTPAP 40,718 14,896
132 T KLVTPVPTPAPVPAQ 1,821 0,554
132 T KLVTPVPTPAPVPAQ 30,853 14,896
368 T YMGKPVNTPLPYGSS 00954 0,554
368 T YMGKPVNTPLPYGSS 25,88 14,896
AT3G15500 NAC3 188 T YSNNGSSTSSSSHQY 0,587 0,554
AT3G20770 EIN3 42 T SIVEDDYTDDEIDVD 1,801 0,554
174 T GNNPIGPTPHTLQEL 0,837 0,554
174 T GNNPIGPTPHTLQEL 31,845 14,896
592 T FQLVFDSTPEDMASE 28,409 14,896
AT3G53600  Putative C2H2-zinc- 6 S **MKRDRSDYEESMK 0,607 0,554
finger-type 151 T EILDLNLTPLENDLV 1,096 0,554
151 T EILDLNLTPLENDLV 40,602 14,896
AT4G01680 MYB55 18 S KLRKGLWSPEEDEKL 1,221 0,554
18 S KLRKGLWSPEEDEKL 28,596 14,896
146 T KLLTEIETGTDDKTK 0,603 0,554
148 T LTEIETGTDDKTKPV 0,64 0,554
176 S SSSTTTCSTNQONNNT 16,799 14,896
AT4G31920 RR10 356 S SFTSQQONSPMVAPSN 0,898 0,554
356 S SFTSQONSPMVAPSN 43,114 14,896
383 S LPSNPGFSPHFEISK 0,589 0,554
383 S LPSNPGFSPHFEISK 27,588 14,896
401 S HWSNAALSTNIPQSD 15,62 14,896
426 S NAFCDSASPLVNPNL 0,677 0,554
426 S NAFCDSASPLVNPNL 33,181 14,896




Priloha 5: Pokracovani.

GPS 3.0 (CMGC/MAPK)
AGI Nazev Pozice Kéd Peptid Skore Cutoff
AT4G36990 HSE4 28 T OQLVDDHSTDDVVSWN 0,768 0,554
120 S GKCVVVGSPSESNSG 1,393 0,554
120 S GKCVVVGSPSESNSG 36,664 14,896
139 S HGSSSTSSPGSSKNP 1,832 0,554
139 S HGSSSTSSPGSSKNP 50,261 14,896
213 S GKFKPVESDEESECE 1,076 0,554
AT5G03510 Putative C2H2-zinc-finger- 30 S TKRQRSASPLMMNAA 0,641 0,554
type 30 S TKRQRSASPLMMNAA 31,929 14,896
67 T EVEFQGATDEDEDMA 1,408 0,554
180 T SFLSLQVTSSDGSKK 0,565 0,554
AT5G03790 HBS51 44 T PYAGNSYTPGDTQTG 1,082 0,554
44 T PYAGNSYTPGDTQTG 32,317 14,896
AT5G06950 TGA2 5 S ***MADTSPRTDVST 0,646 0,554
5 S ***MADTSPRTDVST 43,791 14,896
8 T MADTSPRTDVSTDDD 0,859 0,554
11 S TSPRTDVSTDDDTDH 0,727 0,554
12 T SPRTDVSTDDDTDHP 1,555 0,554
181 T LLSGMWKTPAERCFL 22,7 14,896
AT5G49450 bZIP1 7 T *MANAEKTSSGSDID 059 0,554
11 S AEKTSSGSDIDEKKR 0,619 0,554
128 T AVGDCRRTPWKLSCG 0,686 0,554
128 T AVGDCRRTPWKLSCG 30,957 14,896
AT5G59780 MYB59 14 T EYRKGPWTEQEDILL 0,739 0,554
67 T GLKRGKMTPQEERLV (098 0,554
67 T GLKRGKMTPQEERLV 30,182 14,896
120 S QEKKRPMSPTSSSSN 2,161 0,554
120 S QEKKRPMSPTSSSSN 47,715 14,896
134 T NCCSSSMTTTTSQDT 0,754 0,554
135 T CCSSSMITTTSQDTG 0,63 0,554
136 T CSSSMTTTTSQDTGG 0,712 0,554
136 T CSSSMTTTTSQDTGG 15,746 14,896
196 S LNEPPLASPTWESSL 0,867 0,554
196 S LNFPPLASPTWESSL 39,761 14,896
AT5G61850 LFY 36 T PLQOOPVTPQTAAFG 1,602 0,554
36 T PLOQQPVTPQTAAFG 52,517 14,896
205 T PMLTSVETDEDVNEG 1,078 0,554
AT5G65210 TGAI 41 T ISNGTMNTPNHIIIP 0,836 0,554
41 T ISNGTMNTPNHIIIP 28,552 14,896
68 T TSHGTAGTPHMEDQE 0,669 0,554
68 T TSHGTAGTPHMEDQE 34,42 14,896




Piiloha 6: Data ziskana s vyuzitim softwaru GPS 3.0 pro gen CSD2.

GPS 3.0 (CMGC/MAPK)

AGI Nazev Pozice Kod Peptid Skore  Cutoff
AT1G43160 RAP2.6 169 T LVGMLQPTEEENHFF 0,762 0,554
AT1G74930 ORA47 52 T IWLGSYDTPEKAARA 1,015 0,554

52 T IWLGSYDTPEKAARA 25,572 14,896
90 T ISVEKSLTPPEIQEA 1,356 0,554
90 T ISVEKSLTPPEIQEA 34,458 14,896
127 S GSEIRPESPSTSASV 1,75 0,554
127 S GSEIRPESPSTSASV 45,147 14,896
AT2G23340 DEAR3 59 T IWLGSYATPEAAARA 0,747 0,554
59 T IWLGSYATPEAAARA 28,065 14,896
165 S KLPDPENSDGDDDEC 1,126 0,554
AT2G33860 ARF3 12 T IDLNVMETEEDETQT 1,174 0,554
17 T METEEDETQTQTPSS 0,698 0,554
19 T TEEDETQTQTPSSAS 0,661 0,554
21 T EDETQTQTPSSASGS 1,957 0,554
21 T EDETQTQTPSSASGS 51,409 14,896
30 S SSASGSVSPTSSSSA 2,009 0,554
30 S SSASGSVSPTSSSSA 43,434 14,896
32 T ASGSVSPTSSSSASV 0,656 0,554
155 T EVLKRSNTPHMFCKT 19,195 14,896
343 S EDASERRSPGIISGI 0,783 0,554
343 S EDASERRSPGIISGI 26,534 14,896
383 S NGHQQRVSPWEIEPS 27,192 14,896
427 T VSEGIRATDFEESLR 0,613 0,554
524 S LPPSVSSSPSSVLLT 1,386 0,554
524 S LPPSVSSSPSSVLLT 36,456 14,896
535 S VLLTNSNSPNGRLED 0,742 0,554
535 S VLLTNSNSPNGRLED 21,151 14,896
AT2G37000 TCP11 124 S SSSSSMTSPQTQTQT 1424 0554
124 S SSSSSMTSPQTQTQT 46,922 14,896
127 T SSMTSPQTQTQTPQS 0,818 0,554
127 T SSMTSPQTQTQTPQS 17,19 14,896
131 T SPOTQTQTPQSPSCR 1,889 0,554
131 T SPOTQTQTPOSPSCR 43,062 14,896
134 S TQTQTPQSPSCRLDL 1,183 0,554
134 S TQTQTPQSPSCRLDL 4738 14,896
168 T AMLLEPMTTTAESEV 0,587 0,554
168 T AMLLEPMTTTAESEV 18,929 14,896
169 T MLLEPMTTTAESEVE 0,853 0,554




Priloha 6: Pokracovani.

GPS 3.0 (CMGC/MAPK)
AGI Nazev  Pozice Kod Peptid Skére  Cutoff
AT2G44745 WRKY12 53 S SSSSSLSSPSEPIHN 0,966 0,554
53 S SSSSSLSSPSEPIHN 41,902 14,896
65 T THNSSSTTTTHAPLG 0,648 0,554
66 T HNSSSTTTTHAPLGEF 17,317 14,896
208 T HIPSDDSTSPDHDCL 0,934 0,554
209 S IPSDDSTSPDHDCLS 0,88 0,554
209 S IPSDDSTSPDHDCLS 37,233 14,896
AT2G46590 DAG?2 226 S SVYGSSSSPVSALEL 1,067 0,554
226 S SVYGSSSSPVSALEL 40,632 14,896
326 T KELSSSITQEVDHDD 0,647 0,554
350 S NNNNNNSSPNNGYWS 0,588 0,554
350 S NNNNNNSSPNNGYWS 30,75 14,896
AT3G16770 RAP2.3 146 T HPPPPNYTPPPSSPR 1,835 0,554
146 T HPPPPNYTPPPSSPR 27,908 14,896
150 S PNYTPPPSSPRSTDQ 0,737 0,554
151 S NYTPPPSSPRSTDQP 2,02 0,554
151 S NYTPPPSSPRSTDQP 49,723 14,896
154 S PPPSSPRSTDQPPAK 0,714 0,554
154 S PPPSSPRSTDQPPAK 17,116 14,896
AT3G23240 ERF1 8 S MDPFLIQSPFSGFSP 33,472 14,896
14 S QSPFSGESPEYSIGS 32,212 14,896
22 S PEYSIGSSPDSFEFSSS 0,92 0,554
22 S PEYSIGSSPDSFEFSSS 35,469 14,896
159 S YTYEDGCSPVVALKR 0,681 0,554
159 S YTYEDGCSPVVALKR 28,429 14,896
AT4G17500 ERF1A 100 S GGWEPSSSSSDEDRS 1,059 0,554
101 S GWEPSSSSSDEDRSS 0,683 0,554
102 S WEPSSSSSDEDRSSFE 0,97 0,554
116 T FPSVKIETPESFAAV 0,852 0,554
116 T FPSVKIETPESFAAV 25,688 14,896
134 S PVKKEKTSPVSAAVT 0,882 0,554
134 S PVKKEKTSPVSAAVT 34,475 14,896
AT4G34410 ERF109 25 S RYQKEQLSPEQELSV 0,812 0,554
25 S RYQKEQLSPEQELSV 39,686 14,896
104 T HQQEEEITSSSNRRR 0,666 0,554
114 S SNRRRESSPVAKKAE 0,777 0,554
114 S SNRRRESSPVAKKAE 24531 14,896
202 S DYTSSVSSPVAADDI 1,308 0,554
202 S DYTSSVSSPVAADDI 39,07 14,896
222 T ASASVSATDSVEAEQ 0,684 0,554




Priloha 6: Pokracovani.

GPS 3.0 (CMGC/MAPK)

AGI Nazev  Pozice Kod Peptid Skére  Cutoff
AT4G36900 RAP2.10 13 T EVATVVSTPAVTVAA 1,614 0,554
13 T EVATVVSTPAVTVAA 43,301 14,896

61 T IWLGSYSTPEAAARA 0,747 0,554

61 T IWLGSYSTPEAAARA 28,742 14,896

192 T NKLPDPETSDDD* * * 1,239 0,554

193 S KLPDPETSDDD* * * * 1,16 0,554

AT5G08790 ATAF2 175 T PADEKPRTTTMAEQS 0,587 0,554
175 T PADEKPRTTTMAEQS 16,648 14,896

184 S TMAEQSSSPFDTSDS 1,023 0,554

184 S TMAEQSSSPFDTSDS 39,97 14,896

195 T TSDSTYPTLQEDDSS 0,644 0,554

212 S GGHGHVVSPDVLEVQ 0,725 0,554

212 S GGHGHVVSPDVLEVQ 34,274 14,896

AT5G25830 GATAI2 24 S DDLLVDEFSNDDDEEN 0,786 0,554
38 T NDVVADSTTTTTITD 14,992 14,896

40 T VVADSTTTTTITDSS 18,211 14,896

41 T VADSTTTTTITDSSN 0,588 0,554

41 T VADSTTTTTITDSSN 15,417 14,896

42 T ADSTTTTTITDSSNF 0,567 0,554

94 S NIVDESLSPEDVHKL 1,162 0,554

94 S NIVDESLSPEDVHKL 30,719 14,896

119 S DPKSDTGSPENPNSS 1,418 0,554
119 S DPKSDTGSPENPNSS 50,195 14,896

127 S PENPNSSSPIFTTDV 0,989 0,554
127 S PENPNSSSPIFTTDV 27,834 14,896
165 S LKETFYDSPFTGETI 28,68 14,896

180 S LSSQQHLSPPTSPPL 1,259 0,554
180 S LSSQQHLSPPTSPPL 34,487 14,896

184 S QHLSPPTSPPLLMAP 1,619 0,554
184 S QHLSPPTSPPLIMAP 62,17 14,896

210 S RRKKDVSSPESGGAE 0,873 0,554
210 S RRKKDVSSPESGGAE 36,496 14,896

229 T LHCATDKTPQWRTGP 0,58 0,554
229 T LHCATDKTPQWRTGP 28,441 14,896

264 S PEYRPAASPTFVLAK 0,749 0,554
264 S PEYRPAASPTFVLAK 28,607 14,896




Piiloha 7: Data ziskana s vyuzitim softwaru GPS 3.0 pro gen CSDI a CSD2 (prekryv).

GPS 3.0 (CMGC/MAPK)

AGI Nazev Pozice Kod Peptid Skéore  Cutoff
AT1G09540 MYB61 18 S KLRKGLWSPEEDEKL 1,221 0,554
18 S KLRKGLWSPEEDEKL 28,596 14,896

71 S DLKRGAFSPEEENLI 0,984 0,554

71 S DLKRGAFSPEEENLI 32,372 14,896

155 S RSGNDHKSPSSSSAT 1,238 0,554

155 S RSGNDHKSPSSSSAT 32,998 14,896

208 S SMIPPQFSPGNMVGS 0,953 0,554

208 S SMIPPQFSPGNMVGS 35,67 14,896

219 T MVGSVLQTPVCVKPS 1,153 0,554

219 T MVGSVLQTPVCVKPS 35,743 14,896

237 S PPDNNSSSPISGGDH 0,875 0,554

237 S PPDNNSSSPISGGDH 29,593 14,896

277 S FSWSIPNSSTSSSQV 0,608 0,554

301 T KWSEYLNTPFFIGST 30,463 14,896

344 T SONENLGTTETSDVE 0,764 0,554

AT1G13260 RAV1 12 S SVDESTTSTGSICET 15,231 14,896
19 T STGSICETPAITPAK 1,372 0,554

19 T STGSICETPAITPAK 44,688 14,896

23 T ICETPAITPAKKSSV 1,864 0,554

23 T ICETPAITPAKKSSV 34,328 14,896

193 T ALFEKAVTPSDVGKL 1,148 0,554

193 T ALFEKAVTPSDVGKL 31,937 14,896

310 S RLFGVNISPESSRND 1,119 0,554

310 S RLFGVNISPESSRND 31,998 14,896

AT1G28300 LEC2 124 S MRSRNNSSPNSSPSE 1,07 0,554
124 S MRSRNNSSPNSSPSE 31,357 14,896

128 S NNSSPNSSPSELVDS 1,229 0,554

128 S NNSSPNSSPSELVDS 39,628 14,896

AT1G42990 BZIP60 38 S AEDFLQSSPDSWIGE 28,507 14,896
100 S DKVLTVDSPAAADDS 0,87 0,554

100 S DKVLTVDSPAAADDS 41,504 14,896




Priloha 7: Pokracovani.

GPS 3.0 (CMGC/MAPK)

AGI Nazev Pozice Kod Peptid Skore Cutoff
AT1G52150  ICU4 22 T NGKYVRYTPEQVEAL 0.954 0.554
22 T NGKYVRYTPEQVEAL 22,006 14,896

121 T NSYFRQHTPNPSLPA 0,706 0,554

121 T NSYFRQHTPNPSLPA 23,832 14,896

154 S ONPQRDASPAGLLSI 33,712 14,896

351 S VLRPLYESPKVLAQK 0,574 0,554

351 S VLRPLYESPKVLAQK 32,941 14,896

431 S VTITVNSSPDKLMGL 1,046 0,554

431 S VTITVNSSPDKLMGL 40,819 14,896

335 S KLEGLGHSPEDAIVP 0,562 0,554

535 S KLEGLGHSPEDAIVP 26,032 14,896

399 S SAKQEVSSPNRTLDL 1,155 0,554

599 S SAKQEVSSPNRTLDL 39,786 14,896

673 S QRVALALSPSHISSQ 1,044 0,554

673 S QRVALALSPSHISSQ 41,913 14,896

685 T SSQVGLRTPLGTPEA 0,984 0,554

685 T SSQVGLRTPLGTPEA 39,209 14,896

689 T GLRTPLGTPEAQTLA 1,307 0,554

689 T GLRTPLGTPEAQTLA 37,713 14,896

AT1G63480 AHLI12 121 S SNKSRDSSPMSDPNE 1,02 0,554
121 S SNKSRDSSPMSDPNE 33,593 14,896

124 S SRDSSPMSDPNEPKR 0,665 0,554

303 S PNEEDNNSEMETTPG 0,613 0,554

308 T NNSEMETTPGSAAEP 1,102 0,554

308 T NNSEMETTPGSAAEP 42,086 14,896

311 S EMETTPGSAAEPAAS 15,496 14,896

323 T AASAGQQTPQNFSSQ 0,749 0,554

323 T AASAGQQTPQNFEFSSQ 37,029 14,896

AT1G67710 ARRI1 7 S *MEKSGFSPVGLRVL 0,666 0,554
7 S *MEKSGFSPVGLRVL 32,128 14,896

271 S GVKNADSSPKDVEVN 0,886 0,554

271 S GVKNADSSPKDVEVN 33,209 14,896

283 S EVNSGYQSPGRSSYV 1,199 0,554

283 S EVNSGYQSPGRSSYV 24,675 14,896

398 T EMKPPYETPAGGSSV 0,893 0,554

398 T EMKPPYETPAGGSSV 30,396 14,896

485 S QFQDYSSSPSLLSEL 0,761 0,554

485 S QFQDYSSSPSLLSEL 32,71 14,896




Priloha 7: Pokracovani.

GPS 3.0 (CMGC/MAPK)

AGI Nazev Pozice Kod Peptid Skore  Cutoff
AT2G01760 RR14 265 S LSGEASQSNDSESTK 0,599 0,554
AT2G17180 DAZI 4 T ****MSNTSNSDPNS 0,563 0,554

7 S *MSNTSNSDPNSDIP 0,557 0,554
47 S EVGSSSSSPRPKPVT 1,514 0,554
47 S EVGSSSSSPRPKPVT 31,436 14,896
54 T SPRPKPVTQPDPDAS 0,676 0,554

AT2G20570 GLKI1 5 S ***MLALSPATRDGC 0,82 0,554

5 S * * *MLALSPATRDGC 35,597 14,896
87 T MNASSTITTTSDKTD 0,788 0,554
88 T NASSTITTTSDKTDS 0,607 0,554
89 T ASSTITTTSDKTDSQ 0,625 0,554
93 T ITTTSDKTDSQGETT 0,978 0,554
175 T FFLKVDWTPELHRRF 0,754 0,554
175 T FFLKVDWTPELHRRF 15,487 14,896
315 S PKHLPPPSTAMPNPP 18,631 14,896
316 T KHLPPPSTAMPNPPF 0,688 0,554
339 T HPMHNGTTPYLPTVA 0,64 0,554
339 T HPMHNGTTPYLPTVA 32,287 14,896

AT2G42430 ASL18 14 S GTTAGTGSPCGACKF 0,612 0,554

14 S GTTAGTGSPCGACKE 39,223 14,896
146 S TWQQTSVSPIGSAYS 1,058 0,554
146 S TWQQTSVSPIGSAYS 33,791 14,896
154 T PIGSAYSTPYNHHQP 0,596 0,554
154 T PIGSAYSTPYNHHQP 23,796 14,896
173 S VNPNNPVSPQSSLEE 1,548 0,554
173 S VNPNNPVSPQSSLEE 52,211 14,896
183 S SSLEESFSNTSSDVT 0,61 0,554
185 T LEESEFSNTSSDVTTT 0,579 0,554

AT2G45190 YABI1 8 S MSMSSMSSPSSAVCS 1,426 0,554

8 S MSMSSMSSPSSAVCS 44315 14,896
15 S SPSSAVCSPDHFSPS 1,002 0,554
15 S SPSSAVCSPDHFSPS 34,569 14,896
20 S VCSPDHFSPSDHLCY 0,591 0,554
20 S VCSPDHFSPSDHLCY 16,45 14,896
227 T AAANVGVTPRY * ** * % 1,07 0,554
227 T AAANVGVTPRY * ** * % 36,073 14,896




Priloha 7: Pokracovani.

GPS 3.0 (CMGC/MAPK)

AGI Nazev  Pozice Kod Peptid Skore  Cutoff
AT2G46830  CCAIl 28 T TKQRERWTEEEHNRE 093 0,554
151 T QSKPEEKTLQEDNCS 0,61 0,554

275 T IMSTLLOQTPALYTAA 0,791 0,554

275 T IMSTLLQTPALYTAA 38,475 14,896

297 S PPDSSGGSPVPGNSP 1,057 0,554

297 S PPDSSGGSPVPGNSP 35,285 14,896

303 S GSPVPGNSPPNLAAM 0,871 0,554

303 S GSPVPGNSPPNLAAM 34,683 14,896

403 T CHEQPSATPESDAKG 1,442 0,554

403 T CHEQPSATPESDAKG 34,282 14,896

406 S QPSATPESDAKGSDG 16,83 14,896

429 T RSSCGSNTPSSSDDV 1,389 0,554

429 T RSSCGSNTPSSSDDV 28,36 14,896

431 S SCGSNTPSSSDDVEA 0.6 0,554

432 S CGSNTPSSSDDVEAD 0,794 0,554

441 S DDVEADASERQEDGT 0,608 0,554

448 T SERQEDGTNGEVKET 0,587 0,554

455 T TNGEVKETNEDTNKP 0,714 0,554

537 T LNFTAQLTPVDDQEE 1,107 0,554

537 T LNFTAQLTPVDDQEE 42,307 14,896

AT3G04060 NACO046 176 T FHKNAPSTTITTTKQ 0,673 0,554
176 T FHKNAPSTTITTTKQ 20,962 14,896

301 T SDVNTTATPEISSYP 1,744 0,554

301 T SDVNTTATPEISSYP 42404 14,896

AT3G08500 MYBS3 36 S KLRKGLWSPDEDEKL 1,16 0,554
36 S KLRKGLWSPDEDEKL 24,64 14,896

89 S DLKRGSFSPQEEDLI 1,154 0,554

89 S DLKRGSEFSPQEEDLI 26,017 14,896

142 T KNNSNNNTSSGSSPN 0,587 0,554

147 S NNTSSGSSPNNSNSN 1,239 0,554

147 S NNTSSGSSPNNSNSN 42,144 14,896

195 S TMRMDSSSPFNVGPM 26314 14,896

AT3G18400 NACO058 173 S SSQPSFGSPCDANSS 0,558 0,554
173 S SSQPSFGSPCDANSS 34,13 14,896

251 S SLLGPPLSPINSLLL 1,534 0,554

251 S SLLGPPLSPINSLLL 54,715 14,896




Priloha 7: Pokracovani.

GPS 3.0 (CMGC/MAPK)
AGI Nazev  Pozice Kod Peptid Skére  Cutoff
AT4G14465 AHL20 90 S PIFVTRDSPNALRSH 0,668 0,554
90 S PIFVTRDSPNALRSH 32,417 14,896
166 S GAFLPGPSPPGSTGL 1,108 0,554
166 S GAFLPGPSPPGSTGL 36,681 14,896
170 S PGPSPPGSTGLTVYL 0,592 0,554
170 S PGPSPPGSTGLTVYL 21,144 14,896
234 S QIHGGGDSPPRIGSN 0,779 0,554
234 S QIHGGGDSPPRIGSN 27,187 14,896
AT4G35390 AGF1 23 T QRPEDSRTPPDQNNM 1,387 0,554
23 T QRPEDSRTPPDQNNM 26,748 14,896
45 T DEAKAETTPTGGATS 0,794 0,554
45 T DEAKAETTPTGGATS 47396 14,896
55 T GGATSSATASGSSSG 0,59 0.554
86 S PTIITRDSPNVLRSH 0,613 0,554
86 S PTIITRDSPNVLRSH 30,003 14,896
219 T LPIEEEETPPPRTTG 1,433 0,554
219 T LPIEEEETPPPRTTG 32,732 14,896
224 T EETPPPRTTGVQQQQ 0,604 0,554
AT4G35550 WOXI13 39 T GMYVKVMTDEQYETL 0,655 0,554
101 T MTARQRWTPTPVQLQ 1,041 0,554
101 T MTARQRWTPTPVQLQ 19,293 14,896
103 T ARQRWTPTPVQLQIL 0,647 0,554
103 T ARQRWTPTPVQLQIL 33,499 14,896
120 T IFDQGTGTPSKQKIK 1,599 0,554
120 T TFDQGTGTPSKQKIK 37,073 14,896
207 T SNNNGLGTTTATTTA 15,307 14,896
211 T GLGTTTATTTAPRPE 17,623 14,896
224 S PEDLCFQSPEISSDL 35,563 14,896
AT4G35610 TREEI1 14 T EKTKVDVTEEEKEES 1,363 0,554
26 S EESDEQWSDEETNMR 1,097 0,554
54 S RIFGESSSVVEEDAE 0,576 0,554
106 T KSRPRISTQTDDEGD 0,673 0,554
108 T RPRISTQTDDEGDGL 1,346 0,554
259 S AKFDLNKSPPKDEEE 1,196 0.554
259 S AKFDLNKSPPKDEEE 31,176 14,896




Priloha 7: Pokracovani.

GPS 3.0 (CMGC/MAPK)

AGI Nazev Pozice Kod Peptid Skore  Cutoff
AT5G04340  ZAT6 8 S MALETLTSPRLSSPM 1,188 0,554
8 S MALETLTSPRLSSPM 44,258 14,896

13 S LTSPRLSSPMPTLEQ 0,93 0,554

13 S LTSPRLSSPMPTLEQ 32,35 14,896

47 T EFDROSLTEDEYIAL 0,661 0,554

77 S DLPSSSSSPPLLPPL 1,287 0,554

77 S DLPSSSSSPPLLPPL 42,094 14,896

36 T PLLPPLPTPIYKCSV 0,793 0,554

86 T PLLPPLPTPIYKCSV 27,564 14,896

184 S GGVSSSVSNSEDVGS 0,706 0,554

223 S NGDEEVMSPMPAKKL 1,186 0,554

223 S NGDEEVMSPMPAKKL 32,36 14,896

AT5G12870 MYB46 24 S KMKKGLWSPEEDSKL 1,095 0,554
24 S KMKKGLWSPEEDSKL 27,209 14,896

77 S DLKRGAFSPQEEDLT 1,027 0,554

77 S DLKRGAFSPQEEDLI 32,074 14,896

138 S LINNSSSSPNTASDS 1,383 0,554

138 S LINNSSSSPNTASDS 40,61 14,896

141 T NSSSSPNTASDSSSN 1,123 0,554

199 T HPCNDDEFTPYVDGIY 0,604 0,554

199 T HPCNDDEFTPYVDGIY 26,19 14,896

AT5G13790 AGLI15 78 S NHQSSSASKAEEDCA 0,779 0,554
205 T SKCSLONTDSDTTLQ 0,822 0,554

231 S TNEGERESPSSDSVT 1,038 0,554

231 S TNEGERESPSSDSVT 31,125 14,896

234 S GERESPSSDSVTTNT 0,565 0,554

234 S GERESPSSDSVTTNT 20,141 14,896

238 T SPSSDSVTTNTSSET 0,742 0,554

239 T PSSDSVTTNTSSETA 0,725 0,554

241 T SDSVTTNTSSETAER 0,606 0,554

257 S DOQSSLANSPPEAKROQ 1,218 0,554

257 S DQSSLANSPPEAKRQ 35,319 14,896




Priloha 7: Pokracovani.

GPS 3.0 (CMGC/MAPK)
AGI Nazev Pozice Kod Peptid Skére  Cutoff
AT5G16560 KANI1 13 T VFLEKTKTNTTTTLP 0,578 0,554
16 T EKTKTNTTTTLPDLS 16,816 14,896
164 S AYRSLQSSPRLKGVP 0,688 0,554
164 S AYRSLQSSPRLKGVP 37,945 14,896
191 S VGSSDSSSPHHHNHH 0,889 0,554
191 S VGSSDSSSPHHHNHH 20,78 14,896
246 T LGGHERATPKSVLEL 0,75 0,554
246 T LGGHERATPKSVLEL 27,127 14,896
287 S PAASSDGSGEEEMGI 0,847 0,554
AT5G17300 RVEI 4 S *F**MASSPLTANVQ 0981 0,554
4 S ****MASSPLTANVQ 43,12 14,896
59 T TKERERWTDEEHKKE 0,974 0,554
149 S DQTSRSVSPSERDTQ 1,304 0,554
149 S DOTSRSVSPSERDTQ 27,834 14,896
157 S PSERDTQSPTSVLST 1,059 0,554
157 S PSERDTQSPTSVLST 39,727 14,896
177 S LCSLDSSSPNRSLSP 0,874 0,554
177 S LCSLDSSSPNRSLSP 34 14,896
183 S SSPNRSLSPVSSASP 1,33 0,554
183 S SSPNRSLSPVSSASP 33,095 14,896
189 S LSPVSSASPPAALTT 0,944 0,554
189 S LSPVSSASPPAALTT 42,723 14,896
258 S TTSTYCKSPIQPLPR 0,735 0,554
258 S TTSTYCKSPIQPLPR 28,859 14,896
319 T GSSTGSNTGSVDDTG 0,62 0,554
328 T SVDDTGHTEKTTEPE 0,557 0,554
331 T DTGHTEKTTEPETML 0.609 0,554
332 T TGHTEKTTEPETMLC 0,584 0,554
357 T AFSELRRTNSESNSR 0,575 0,554
376 T YKKRKMVTEEEEHET 1,106 0,554




Priloha 7: Pokracovani.

GPS 3.0 (CMGC/MAPK)
AGI Nizev  Pozice Kod Peptid Skore  Cutoff
AT5G18830  SPL7 7 S *MSSLSQSPPPPEMD 1493 0,554
7 S *MSSLSQSPPPPEMD 36,475 14,896
59 S IHFPPVLSPPLPPLT 1,429 0,554
59 S IHFPPVLSPPLPPLI 37,759 14,896
70 T PPLIPTQTPAESELD 1,757 0,554
70 T PPLIPTQTPAESELD 42,586 14,896
79 S AESELDPSPEESGSG 1.168 0,554
79 S AESELDPSPEESGSG 42,743  14.896
304 S NDTKFERSPSNGDNK 0,643 0,554
304 S NDTKFERSPSNGDNK 26,19 14,896
431 S RVDVKLESPKLQEVY 28,231 14,896
670 S DIHRKHQSPIESKVN 0.828 0,554
670 S DIHRKHQSPIESKVN 22,477 14,896
718 S ERIQADCSPDSGGKE 0,618 0,554
718 S ERTQADCSPDSGGKE 38,96 14,896
AT5G28300 GT2L 16 S QIHRFIASPPPPPPL 1,055 0,554
16 S QIHRFIASPPPPPPL 29,788 14,896
142 S AEVGFKRSPQECKEK 19,157 14,896
376 T IKFISKEFTDHDLDVV 0,637 0,554
388 S DVVONPTSPSQDSSS 1,688 0,554
388 S DVVQNPTSPSQDSSS 59,019 14,896
419 T SLLPQTLTPHNLLTT 0,803 0,554
419 T SLLPQTLTPHNLLTTI 45,97 14,896
434 S DKSLEPFSTKTLKPK 15,989 14,896
450 S ONPKPPKSDDKSDLG 0,761 0,554
563 T YSQPPTGTTATTATT 0,556 0,554
563 T YSQPPTGTTATTATT 17,512 14,896
566 T PPTGTTATTATTATS 21,41 14,896
AT5G49330 MYBI11 18 T GLKRGRWTAEEDETIL 0,969 0,554
71 T DLKRGNITSDEEETT 1,339 0,554
72 S LKRGNITSDEEETTIV 0,696 0,554
267 T KIGHVGITEVDHDMT 0,573 0,554




Priloha 7: Pokracovani.

GPS 3.0 (CMGC/MAPK)
AGI Nazev  Pozice Kod Peptid Skore  Cutoff
AT5G60120 TOE2 14 T DVDSTESTQNERDST 0,924 0,554
36 T NQMDESVTSNSSVVN 0,622 0,554
380 T MAAAACDTPENFLKR 27,881 14,896
404 S ALPSAFFSPMERTPE 0,942 0,554
404 S ALPSAFFSPMERTPE 27,819 14,896
409 T FEFSPMERTPEKGLML 1,057 0,554
409 T FEFSPMERTPEKGLML 25,141 14,896
AT5G62020 HSFB2A 3 S **FF*MNSPPVDAMI 1,057 0,554
3 S ** F* *MNSPPVDAMI 33,529 14,896
11 T PPVDAMITGESSSQR 0,569 0,554
22 T SSQRSIPTPFLTKTF 0.872 0,554
22 T SSQRSTIPTPFLTKTF 35,374 14,896
137 S RNQTMVVSPSNSGED 1,329 0,554
137 S RNQTMVVSPSNSGED 34,385 14,896
154 S NNQVMSSSPSSWYCH 23,038 14,896
221 S OPTDRSYSPGGSSSQ 1,058 0,554
221 S QPTDRSYSPGGSSSQ 26,612 14,896
250 S IEEEEEASPRLFGVP 27918 14,896
280 S TAVVGENSDEETPWL 0,732 0,554
284 T GENSDEETPWLRHYN 24,165 14,896
AT5G65590 SCAPI1 9 S SSHTNLPSPKPVPKP 1,179 0,554
9 S SSHTNLPSPKPVPKP 24,612 14,896
48 S LKCPRCNSPNTKECY 0,672 0,554
48 S LKCPRCNSPNTKECY 19,586 14,896
170 T MSSGRENTPVDVGSG 0.815 0,554
170 T MSSGRENTPVDVGSG 27,236 14,896
191 S GDENNNHSPTGEFTTA 0,733 0,554
191 S GDFNNNHSPTGEFTTA 27,433 14,896
260 S LEIVNSSSPSSPTKK 1,438 0,554
260 S LEIVNSSSPSSPTKK 28,862 14,896
263 S VNSSSPSSPTKKGDN 2,257 0,554
263 S VNSSSPSSPTKKGDN 49,602 14,896




Priloha 8: Data ziskana s vyuzitim softwaru ELM pro gen CSD1.

ELM
AGI Nazev Elm Nazev Pozice Instance (Odpovidajici Sekvence) Pravdépodobnost
AT1G02065 SPL8 MOD_ProDKin_1 46-52 ITISPPL 1,54E-02
92-98 TTTTPYG
182-188 SLSTPRC
275-281 GKTTPKS
278-284 TPKSPND
289-295 ASSSPSS
AT1G12870 F-box/kelch-repeat protein DOC_MAPK_FxFP_2 118-121 FNEP 5,63E-05
DOC_MAPK_gen_1 19-28 RKRRYKKLMT 4,32E-03
20-28 KRRYKKLMI
21-28 RRYKKLMT
383390 KRLEVLEL
406412 KRDALLV
DOC_MAPK_HePTP_8  90-102 ITEKWNPDIEISF 1,07E-04
DOC_MAPK_MEF2A_6 93-102 KWNPDIEISF 2,58E-03
MOD_ProDKin_1 139-145 CIHSPKT 1,54E-02
358-364 ESSTPVA
AT1G17950 MYBS52 MOD_ProDKin_1 174-180 NSTTPIQ 1,54E-02
AT1G51600 ZM1.2 DOC_MAPK_MEF2A_6 172-179 RKEVALRM 2,58E-03
MOD_ProDKin_1 122-128 GLGSPHQ 1,54E-02
135-141 LPGTPQR

264-270 SKASPQT




Priloha 8: Pokracovani.

ELM
AGI Nazev Elm Nazev Pozice Instance (Odpovidajici Pravdépodobnost
Sekvence)
AT2G28550 TOE1 DOC_MAPK_FxFP_2  340-343 FHEFP 5,63E-05
DOC_MAPK_MEF2A_6 109-116 RNWIDLSF 2,58E-03
MOD_ProDKin_1 7-13 NADSPES 1,54E-02
75-81 GDESPAA
125-131 KLVTPVP
129-135 PVPTPAP
365-371 PVNTPLP
AT3G20770 EIN3 DOC_MAPK_gen_1 53-62 RRMWRDKMRL 4,32E-03
54-62 RMWRDKMRL
244-251 KKAWKVGV
DOC_MAPK_MEF2A_6 219-228 KEDWWPQLGL 2,58E-03
620-628 KQQDVSIWF
MOD_ProDKin_1 171-177 IGPTPHT 1,54E-02
589-595 FDSTPED
AT3G53600 Putative C2H2-zinc-finger-type DOC_MAPK_DCC_7  163-171 KNLVPQIDL 4,51E-04
DOC_MAPK_gen_1 72-78 KKPKLIV 4,32E-03
DOC_MAPK_MEF2A_6 143-150 KETLDLNL 2,58E-03
163-171 KNLVPQIDL
MOD_ProDKin_1 148-154 LNLTPLE 1,54E-02
AT4G31920 RR10 DOC_MAPK_FxFP_2  456-459 FEYP 5,63E-05
MOD_ProDKin_1 353-359 QONSPMV 1,54E-02
380-386 PGFSPHF

423-429 DSASPLV




Priloha 8: Pokracovani.

ELM
AGI Nazev Elm Nazev Pozice Instance (Odpovidajici Pravdépodobnost
Sekvence)
AT4G36990 HSF4 MOD_ProDKin_1 117-123 VVGSPSE 1,54E-02
136-142 STSSPGS
AT5G03510 Putative C2H2-zinc-finger-type ~ DOC_MAPK_gen_1 104-112 KKPVASLGL 4,32E-03
244-253 RPKNFLQLDL
DOC_MAPK_MEF2A_6 105-114 KPVASLGLGL 2,58E-03
244-253 RPKNFLQLDL
246255 KNEFLQLDLNL
MOD_ProDKin_1 27-33 RSASPLM 1,54E-02
AT5G03790 HB51 MOD_ProDKin_1 41-47 NSYTPGD 1,54E-02
AT5G06950 TGA2 DOC_MAPK_gen_1 316-325 RLRALSSLWL 4,32E-03
MOD_ProDKin_1 2-8 ADTSPRT 1,54E-02
178184 MWKTPAE
AT5G49450 bZIP1 MOD_ProDKin_1 125-131 CRRTPWK 1,54E-02
AT5G59780 MYB59 MOD_ProDKin_1 117-123 RPMSPTS 1,54E-02
193-199 PLASPTW
AT5G61850 LFY DOC_MAPK_gen_1 128-134 RRRHLLL 4,32E-03
MOD_ProDKin_1 33-39 QPVTPQT 1,54E-02
AT5G65210 TGA1 DOC_MAPK_MEF2A_6 236-245 RPSDLLKVLL 2,58E-03
MOD_ProDKin_1 38-44 TMNTPNH 1,54E-02
65-71 TAGTPHM




Priloha 9: Data ziskana s vyuzitim softwaru ELM pro gen CSD2.

ELM
AGI Nazev Elm Nazev Instance (Odpovidajici sekvence) Pozice = Pravdépodobnost

AT1G43160 RAP2.6 DOC_MAPK_gen_1 RGSKAKLNF 108-116 4,32E-03
AT1G74930 ORA47 MOD_ProDKin_1 KSLTPPE 87-93 1,54E-02

RPESPST 124-130
AT2G33860 ARF3 DOC_MAPK_FxFP_2 FGFP 553-556 5,63E-05
DOC_MAPK_gen_1 KRGSLVLYF 68-76 4,32E-03

RKVREGIIDV 131-140

KVREGIIDV 132-140

KRSRIGF 405411
DOC_MAPK_MEF2A_6 KRGSLVLYF 68-76 2,58E-03

RGSLVLYF 69-76

RDMLLDTIAL 600-608
DOC_MAPK_NFAT4_5 RGSLVLYFP 69-77 1,64E-04
MOD_ProDKin_1 QTQTPSS 18-24 1,54E-02

GSVSPTS 27-33

RSNTPHM 152-158

ERRSPGIT 340-346

QRVSPWE 380-386

V3SSSPSS 521-527

NSNSPNG 532-538
AT2G37000 TCP11 MOD_ProDKin_1 SMTSPQT 121-127 1,54E-02

QTQTPQS 128-134

TPQSPSC 131-137




Priloha 9: Pokracovani.

ELM
AGI Nazev Elm Nazev Instance (Odpovidajici sekvence) Pozice Pravdépodobnost

AT2G44745 WRKY12 MOD_ProDKin_1 SLSSPSF 50-56 1,54E-02

DSTSPDH 206212
AT2G46590 DAG2 DOC_MAPK_JIP1_4 KPSNLSF 276282 1,29E-04
MOD_ProDKin_1 SSSSPVS 223-229 1,54E-02

NNSSPNN 347-353
AT3G16770 RAP2.3 DOC_MAPK_gen_1 RDPRKGVRVWL 95-105 4,32E-03

RKGVRVWL 98-105

RGDKAKLNF 126134
DOC_MAPK_MEF2A_6 RKGVRVWL 98-105 2,58E-03
MOD_ProDKin_1 PNYTPPP 143-149 1,54E-02

PPSSPRS 148-154
AT3G23240 ERFI1 DOC_MAPK_gen_1 RSVKLDNVVVF 187-197 4,32E-03
DOC_MAPK_MEF2A_6 RNGIRVWL 102-109 2,58E-03
MOD_ProDKin_1 LIQSPFS 5-11 1,54E-02

SGESPEY 11-17
IGSSPDS 19-25

DGCSPVV 156-162
AT4G17500 ERF1A DOC_MAPK_gen_1 RGSRALLNF 196204 4,32E-03
DOC_MAPK_MEF2A_6 RSSFPSVKI 106-114 2,58E-03
MOD_ProDKin_1 KIETPES 113-119 1,54E-02

EKTSPVS 131-137




Priloha 9: Pokracovani.

ELM
AGI Nazev Elm Nazev Instance (Odpovidajici sekvence) Pozice  Pravdépodobnost
AT4G34410 ERFI109 DOC_MAPK_gen_1 RDPKRATRVWL 152-162 4,32E-03
KRATRVWL 155-162
RGPRAKLNF 183-191
MOD_ProDKin_1 EQLSPEQ 22-28 1,54E-02
RESSPVA 111-117
SVSSPVA 199-205
AT4G36900 RAP2.10 MOD_ProDKin_1 VVSTPAV 10-16 1,54E-02
AT5G08790 ATAF2 DOC_MAPK_gen_1 KKNNLRL 142-148 4,32E-03
DOC_MAPK _JIP1 4 KPKTLGI 99-105 1,29E-04
MOD_ProDKin_1 YFEFSPRD 64—70 1,54E-02
QSSSPED 181-187
HVVSPDV 209-215
AT5G25830 GATAI12 MOD_ProDKin_1 ESLSPED 91-97 1,54E-02
DTGSPEN 116—-122
NSSSPIF 124-130
FYDSPET 162-168
QHLSPPT 177-183
PPTSPPL 181-187
DVSSPES 207-213




Priloha 10: Data ziskana s vyuzitim softwaru ELM pro gen CSDI a CSD2 (piekryv).

ELM
AGI Nazev Elm Nazev Pozice Instance (Odpovidajici Sekvence) Pravdépodobnost
AT1G09540 MYB61 DOC_MAPK_HePTP_8 350-362 VFSKDLQRMAVSF 1,07E-04
DOC_MAPK_MEF2A_6 353-362 KDLORMAVSF 2,58E-03
MOD_ProDKin_1 152-158 DHKSPSS 1,54E-02
205-211 PQFSPGN
216222 VLQTPVC
234-240 NSSSPIS
298-304 YINTPFF
AT1G13260 RAV1 DOC_MAPK_gen_1 264-274 KNLRAGDVVSFE 4,32E-03
300-309 RVLRLFGVNT
MOD_ProDKin_1 16-22 ICETPAI 1,54E-02
20-26 PATTPAK
190-196 KAVTPSD
307-313 VNISPES
AT1G28300 LEC2 DOC_MAPK_FxFP_2 49-52 FSYP 5,63E-05
DOC_MAPK_gen_1 136-144 KRQLMMLNL 4,32E-03
DOC_MAPK_MEF2A_6 136-144 KRQLMMLNL 2,58E-03
137-144 RQLMMLNL
DOC_MAPK_RevD_3 140-154 MMLNLKNNVOT SDKK 1,81E-04
MOD_ProDKin_1 121-127 NNSSPNS 1,54E-02
125-131 PNSSPSE
AT1G42990 BZIP60 DOC_MAPK_gen_1 285-293 RMKYQILTL 4,32E-03
MOD_ProDKin_1 3541 LOSSPDS 1,54E-02
97-103 TVDSPAA




Priloha 10: Pokracovani.

ELM
AGI Nazev Elm Nazev Pozice Instance (Odpovidajici Sekvence) Pravdépodobnost
AT1G52150 ICU4 DOC_MAPK_MEF2A_6 434-442 KLMGLNLTF 2,58E-03
631-638 RSVMTIAF
MOD_ProDKin_1 118-124 ROHTPNP 1,54E-02
151-157 RDASPAG
428-434 VNSSPDK
532538 LGHSPED
596602 EVSSPNR
670-676 LALSPSH
682-688 GLRTPLG
686-692 PLGTPEA
AT1G63480 AHLI12 MOD_ProDKin_1 118-124 RDSSPMS 1,54E-02
305-311 METTPGS
320-326 GQQTPQN
AT1G67710 ARRI1 DOC_MAPK_gen_1 326-334 KTKKTRIGF 4,32E-03
328-334 KKTRIGF
MOD_ProDKin_1 4-10 SGEFSPVG 1,54E-02
268-274 ADSSPKD
280-286 GYQSPGR
395-401 PYETPAG
482488 YSSSPSL

AT2G17180 DAZ1 MOD_ProDKin_1 44-50 SSSSPRP 1,54E-02




Priloha 10: Pokracovani.

ELM
AGI Nazev Elm Nazev Pozice Instance (Odpovidajici Sekvence) Pravdépodobnost

AT2G20570 GLK1 DOC_MAPK_DCC_7 400409 RPWLPLPLGL 4,51E-04
DOC_MAPK_HePTP_8 397409 VLTRPWLPLPLGL 1,07E-04
DOC_MAPK_MEF2A_6 400-409 RPWLPLPLGL 2,58E-03
MOD_ProDKin_1 2-8 LALSPAT 1,54E-02

325-331 VSDSPYW

336-342 NGITPYL
AT2G42430 ASL18 DOC_MAPK_MEF2A_6 59-66 KLLLNVPI 2,58E-03
MOD_ProDKin_1 11-17 GTGSPCG 1,54E-02

143-149 TSVSPIG

151-157 AYSTPYN

170-176 NPVSPQS
AT2G45190 YABI MOD_ProDKin_1 5-11 SMSSPSS 1,54E-02

12-18 AVCSPDH

17-23 DHE'SPSD
AT2G46830 CCAl DOC_MAPK_gen_1 545-553 KRNTGFLGI 4,32E-03
DOC_MAPK_MEF2A_6 523-532 RYPMALDLNFE 2,58E-03

546-555 RNTGFLGIGL

MOD_ProDKin_1 272-278 LLQTPAL 1,54E-02

294-300 SGGSPVP

300-306 PGNSPPN

400406 PSATPES

426-432 GSNTPSS

534-540 AQLTPVD




Priloha 10: Pokracovani.

ELM
AGI Nazev Elm Nazev Pozice Instance (Odpovidajici Sekvence) Pravdépodobnost
AT3G04060 NACO046 DOC_MAPK_gen_1 3947 KEKVENIRF 4,32E-03
MOD_ProDKin_1 298-304 TTATPET 1,54E-02
AT3G08500 MYBS3 MOD_ProDKin_1 144-150 SGSSPNN 1,54E-02
192-198 DSSSPFN
AT3G18400 NACO058 DOC_MAPK_gen_1 25-32 RKVSDIGF 4,32E-03
DOC_MAPK_MEF2A_6 3542 KAVVDVDL 2,58E-03
97-104 RSGVLVGM
MOD_ProDKin_1 170-176 SFGSPCD 1,54E-02
248-254 PPLSPIN
AT4G14465 AHL20  DOC_MAPK_gen_l 77-86 KNKPKAPIFV 4,32E-03
79-86 KPKAPIFV
DOC_MAPK_MEF2A_6  36-43 KGDLGIAM 2,58E-03
MOD_ProDKin_1 87-93 TRDSPNA 1,54E-02
231-237 GGDSPPR
AT4G35390 AGF1 MOD_ProDKin_1 20-26 DSRTPPD 1,54E-02
4248 AETTPTG
83-89 TRDSPNV
216222 EEETPPP
AT4G35550 WOX13 DOC_MAPK_gen_1 184-195 KRVVRPESLLGL 4,32E-03
185-195 RVVRPESLLGL
MOD_ProDKin_1 221-227 CFQSPET 1,54E-02
AT4G35610 TREE1 DOC_MAPK_MEF2A_6 228-236 RGSGIDLNV 2,58E-03

MOD_ProDKin_1 256262 LNKSPPK 1,54E-02




Priloha 10: Pokracovani.

ELM
AGI Nazev Elm Nazev Pozice Instance (Odpovidajici Sekvence) Pravdépodobnost
AT5G04340 ZAT6  DOC_MAPK_FxFP_2 232-235 FDFP 5,63E-05
MOD_ProDKin_1 5-11 TLTSPRL 1,54E-02
10-16 RLSSPMP
74-80 SSSSPPL
220-226 EVMSPMP
AT5G12870 MYB46 DOC_MAPK_gen_1 2-8 RKPEVAI 4,32E-03
MOD_ProDKin_1 135-141 SSSSPNT 1,54E-02
196-202 DDEFTPYV
AT5G13790 AGLI15 MOD_ProDKin_1 228-234 ERESPSS 1,54E-02
254-260 LANSPPE
AT5G16560 KANI1 MOD_ProDKin_1 161-167 LQSSPRL 1,54E-02
188—194 DSSSPHH
AT5G17300 RVEIlL MOD_ProDKin_1 1-7 MASSPLT 1,54E-02
146-152 RSVSPSE
154-160 DTQSPTS
174-180 DSSSPNR
180-186 RSLSPVS
186-192 SSASPPA
255-261 YCKSPIQ




Priloha 10: Pokracovani.

ELM
AGI Nazev Elm Nazev Pozice Instance (Odpovidajici Sekvence) Pravdépodobnost
AT5G18830 SPL7 DOC_MAPK_FxFP_2 436439 FVYP 5,63E-05
DOC_MAPK_gen_1 155-161 KRHRVCL 4,32E-03
423-429 KRVDVKL
461468 KCREFLVSFE
DOC_MAPK_MEF2A_6  250-259 RAEEEPSLIF 2,58E-03
401408 RGSMTVYL
428-436 KLESPKLQF
MOD_ProDKin_1 4-10 LSQSPPP 1,54E-02
56-62 PVLSPPL
67-73 PTQTPAE
76-82 LDPSPEE
301-307 FERSPSN
428-434 KLESPKL
667-673 KHOSPIE
715-721 ADCSPDS
AT5G28300 GT2L DOC_MAPK_DCC_7 32-40 RSLPFPVSFE 4,51E-04
DOC_MAPK_gen_1 132-139 RKLAEVGF 4,32E-03
MOD_ProDKin_1 13-19 FIASPPP 1,54E-02
139-145 FKRSPQE
385-391 NPTSPSQ

416422 QTLTPHN




Priloha 10: Pokracovani.

ELM
AGI Nazev Elm Nazev Pozice Instance (Odpovidajici Sekvence) Pravdépodobnost
AT5G60120 TOE2 DOC_MAPK_gen_1 324-332 KQKDRALRL 4,32E-03
DOC_MAPK_MEF2A_6  110-117 RSTVDISF 2,58E-03
308-317 KLDLNLGISL
MOD_ProDKin_1 377-383 ACDTPEN 1,54E-02
401407 AFFSPME
406412 MERTPEK
AT5G62020 HSFB2A DOC_MAPK_gen_1 236243 KRFSEMET 4,32E-03
261-270 KRTRSEGVQV
262-270 RTRSEGVQV
DOC_MAPK_MEF2A_6  252-260 RLFGVPIGL 2,58E-03
MOD_ProDKin_1 134-140 MVVSPSN 1,54E-02
151-157 MSSSPSS
218-224 RSYSPGG
247-253 EEASPRL
281-287 DEETPWL
AT5G65590 SCAPI1 MOD_ProDKin_1 6-12 NLPSPKP 1,54E-02
45-51 RCNSPNT
167-173 RENTPVD
188-194 NNHSPTG
257-263 NSSSPSS

260-266 SPSSPTK




Priloha 11: Data ziskana s vyuzitim databaze PhosPhAt pro gen CSDI.

PhosPhAt 4.0
AGI Nazev Peptid Skore Zdroje
AT1G02065 SPLS TTPKSPNDSGVK 29,45 Roitinger et al., 2015
SPNDSGVK 24,62 Roitinger et al., 2015
AT1G12870 F-box/kelch-repeat protein STLESCYFSQRHLKTAER 30,99 Mithoe et al., 2012
AT1G17950 MYBS52
AT1G51600 ZML2 ELPQAAPPGLGSPHQNNR 85,805 Van Leene et al., 2019
VSSLPGTPQR 47,712 Van Leene et al., 2019
VSSLPGTPQR 39,68 Roitinger et al., 2015
ELPOAAPPGLGSPHQNNR 38,34 Roitinger et al., 2015
VSSLPGTPOR 36,94 Roitinger et al., 2015
ASPQTAQNLPLNK 30,84 Roitinger et al., 2015
VSSLPGTPQR 2791 Roitinger et al., 2015
ASPQTAQNLPLNK 25 Nakagami et al., 2010
ELPOAAPPGLGSPHQNNR 23 Umezawa et al., 2013
ELPQAAPPGLGSPHQNNR N Bhaskara et al., 2017
ASPQTAQNLPLNK N Bhaskara et al., 2017
AT2G28550 TOEI1 VGSSSGGDESPAASASVTK 45 Zhang et al., 2013
MLDLNLNADSPESTQYGGDSYLDR 33 Umezawa et al., 2013
AT3G15500 NAC3 YGDGGTQQQTEGIPR 26 Nakagami et al., 2010
KQTSAQKQAYNNLMTSGR 25,20 Mithoe et al., 2012
AT4G01680 MYB55 YGHGCWSSVPK 24 N
AT4G36990 HSF4 FKPVESDEESECEGCDGGGGAEEGVGEGLK 30 Zhang et al., 2013
SVIASTAGK 20 Engelsberger et Schultze, 2012
AT5G49450 bZIP1 TSSGSDIDEK 47,06 Roitinger et al., 2015

AT5G61850 LFY SGASYINKPKMR 22,49 Mithoe et al., 2012




Priloha 12: Data ziskana s vyuzitim databaze PhosPhAt pro gen CSD2.

PhosPhAt 4.0
AGI Nazev Peptid Skoére Zdroje
AT2G23340 DEAR3 ETEAAVTATVTAATMGIGTRKR 24 N
AT2G33860 ARF3 VSPWEIEPSGSISNSGSFVTTGPKRSR 3,913 Wang et al., 2013
AT3G16770 RAP2.3 KEQATEPGKR 21 N
AT4G36900 RAP2.10 VDLNKLPDPETSDDD 41 Sugiyama et al., 2008
VDLNKLPDPETSDDD 41 Nakagami et al., 2010
VDLNKLPDPETSDDD Meyer et al., 2012




Priloha 13: Data ziskana s vyuzitim databaze PhosPhAt pro gen CSDI a CSD2 (piekryv).

PhosPhAt 4.0
AGI Nazev Peptid Skoére Zdroje
AT1G09540 MYB61 DKPTTSNNKR 21 Engelsberger et Schultze, 2012
DKPTTSNNKR 18 Engelsberger et Schultze, 2012
DKPTTSNNKR 17 Engelsberger et Schultze, 2012
DKPTTSNNKR 16 Engelsberger et Schultze, 2012
AT1G13260 RAVI1 KSSVGNLYR 33,97 Roitinger et al., 2015
SSVGNLYR 23,20 Roitinger et al., 2015
MESSSVDESTTSTGSICETPAITPAK 15 N
AT1G63480 AHLI12 DSSPMSDPNEPK 133,95 Van Leene et al., 2019
DSSPMSDPNEPK 48,37 Roitinger et al., 2015
GWPGSGSGSGR 40,57 Roitinger et al., 2015
DSSPMSDPNEPKR 38,24 Roitinger et al., 2015
KYGEPMVSNKSR 31,53 Roitinger et al., 2015
SRDSSPMSDPNEPK 31,15 Roitinger et al., 2015
SRDSSPMSDPNEPK 29,11 Roitinger et al., 2015
SRDSSPMSDPNEPK 22,94 Roitinger et al., 2015
DSSPMSDPNEPK 20,65 Roitinger et al., 2015
SRDSSPMSDPNEPKR 19,23 Roitinger et al., 2015
SRDSSPMSDPNEPKR 14,06 Roitinger et al., 2015
AT2G46830 CCAl LMSRGRTGFKPYK 25,10 Mithoe et al., 2012
AT4G14465 AHL20 LPMEEEEDGGGSR 28 Zhang et al., 2013

QIHGGGDSPPR 21 Zhang et al., 2013




Priloha 13: Pokracovani.

PhosPhAt 4.0
AGI Peptid Skoére Zdroje
AT4G35390 AGF1 NKPKPPTIITR 99 Engelsberger et Schultze, 2012
NKPKPPTIITR 99 Engelsberger et Schultze, 2012
AETTPTGGATSSATASGSSSGR 40 Zhang et al., 2013
AETTPTGGATSSATASGSSSGR 33 Zhang et al., 2013
AETTPTGGATSSATASGSSSGR 30 Zhang et al., 2013
LPIEEEETPPPR 30 Zhang et al., 2013
NKPKPPTIITR 26 Engelsberger et Schultze, 2012
NKPKPPTIITR 24 Engelsberger et Schultze, 2012
AT4G35610 TREEI1 SSGDEFSGSGGGDAPGSEGGR 95,38 Mayank et al., 2012
ISTQTDDEGDGLGEGEAK 94,6 Mayank et al., 2012
IFGESSSVVEEDAEK 43,07 Mayank et al., 2012
AT5G16560 KANI1 AQSDDTSLHQETDISSTQPR 32,25 Roitinger et al., 2015
AT5G28300 GT2L DQDQGQVEEASMENQR 64,28 Roitinger et al., 2015
FTDHDLDVVONPTSPSQDSSSLALR 30 Zhang et al., 2013

FTDHDLDVVONPTSPSQDSSSLALR
FTDHDLDVVONPTSPSQDSSSLALR
FTDHDLDVVONPTSPSQDSSSLALR
FTDHDLDVVONPTSPSQDSSSLALR
FISKEFTDHDLDVVONPTSPSQDSSSLALR

Choudhary et al., 2015
Wang et al., 2013
Hoehenwarter et al., 2013
Xue et al., 2013
Hoehenwarter et al., 2013

Z z 'z Z Z




Priloha 13: Pokracovani.

PhosPhAt 4.0
AGI Peptid Skoére Zdroje
AT5G62020 HSFB2A TTAVVGENSDEETPWLR 35 Zhang et al., 2013
TRSEGVQVK Al-Momani et al., 2018
MNSPPVDAMITGESSSQR Lin et al., 2015

AT5G65590 SCAP1 NLEIVNSSSPSSPTK 59 Umezawa et al., 2013
NLETVNSSSPSSPTK 47 Umezawa et al., 2013
NLEIVNSSSPSSPTK 35 Umezawa et al., 2013
NLETVNSSSPSSPTK 18,55 Roitinger et al., 2015
SSHTNLPSPKPVPK 13,38 Roitinger et al., 2015




