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CILE PRACE

Cilem dané bakalarské prace je zvladnuti prace s anglickym i Ceskym textem a jeho
nasledné zpracovani do reSerSe na danou problematiku. Cilem je také in silico analyza
MAPKK MsSIMKK a MsPRKK. Dale se bakalaiska prace bude zabyvat méfenim
fenotypu transgennich rostlin linie SIMKK RNA..

V ramci teoretické ¢asti bude vypracovana reserSe zamétena na problematiku:

1. Piehled publikaci o mitogen aktivovanych protein kinazach v Medicago sativa a
jejich ortologii v Arabidopsis thaliana.

2. Prehled signalnich drah mitogen aktivovanych protein kindz se zaméfenim na
SIMKK a PRKK pfi vyvinu a odpovédi na stres.

Prakticka ¢ast bakalarské prace bude zaméfena na:

1. Insilico analyzy SIMKK a PRKK a nésledné porovnani ziskanych vysledku s in
silico analyzou ortologl v Arabidopsis thaliana MKK4 pro SIMKK a MKK2 pro
PRKK. Pro in silico analyzy budou vyuzity programy na predikci subcelularni
lokalizace (Suba pro 4. thaliana), predikci promotort (software Agris), lokalizace
transkriptli (TAIR, The Arabidopsis information resource), program pro zjisténi
moznych protein-proteinovych interakci (IntAct EMBL-EBI). Dale bude vyuZit
program DOG 2.0 k vizualizaci proteinovych domén, na serveru SWISS-MODEL
budou sestaveny 3D modely kinas SIMKK a PRKK. Pro detekci ortologli bude
vyuzit server UniProtKB a sekvence proteini a nukleotidi budou porovnany
pomoci programu BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

2. Dédle se bude v praktické ¢asti prace méftit fenotyp transgennich rostlin SIMKKi
(SIMKK RNAi knock-down mutantni linie) oproti divokému typu RSY, a to
analyzou obrazki pomoci programu ZEN lite, kterd slouzi pro pifevedeni
fotografii z mikroskopu, ImageJ pro samotné méfeni. Nasledné¢ vyhodnoceni
vysledki bude probihat pomoci t-testu nebo ANOVA testu a tvorby grafa
v programech Excel a PowerPoint.

3. 'V zavéru budou prezentovany laboratorni vysledky ze somatické embryogeneze,

transientni transformace a metody PCR.



Poznamka:

Tato bakalaiska prace byla pivodné zaméfena na ptipravu transgennich linii M. sativa
exprimujici fluorescen¢né znaceny protein PRKK a linii s deletovanym proteinem PRKK
S vyuzitim somatické embryogeneze a transientni transformace. Z ditvodu pandemickych
Opatieni nebylo mozné provést vSechny laboratorni pokusy, které byly naplanovany a
prezentované vysledky z laboratorni prace pochdzi prevazné z obdobi pred zacatkem

pandemické situace.



1 UVOD

Bakalaiska prace je zaméfena na mitogen aktivované protein kinasy (MAP kinasy)
Vtolici vojtésce (Medicago sativa). Rostliny si musely vyvinout komplexni
mechanismus, jak se vypotadat s podnéty z jejich okoli. Velké casti téchto reakci se
ucastni pravé MAP kinasy. Tato prace je zaméfend na charakterizaci proteini SIMKK a
PRKK v M. sativa a na jejich vliv na zvladani stresovych situaci, rist a vyvoj rostiny.
MAPK kinasa SIMKK je aktivovana stresem ze soli. Tato MAPK kinasa aktivuje MAP
kinasu SIMK. Druhou MAPK kinasou, na kterou je bakalafska prace zamétena, je PRKK,
ktera reaguje na kontakt s patogennim elicitorem, ktery vyvola aktivaci podfizenych
MAP kinas SIMK, SAMK, MMK3 a MMK2.

Dalsi ¢ast bakalaiské prace je zamétena na in silico analyzu proteinu SIMKK a PRKK
a srovnani ziskanych informaci s ortology MKK4 a MKK2 v Arabidopsis thaliana. Pro
in silico analyzy byl vyuzit server SWISS-MODEL, diky kterému byl ziskan 3D model
proteinu, na kterém bylo mozné vyznacit napiiklad serinové a threoninové sekvence,
které jsou potiebné pro aktivaci MAPK kinasy. Déle byly porovnavany sekvence proteinti
a nukleotidi SIMKK se sekvencemi MKK4 a MKKS5 a také PRKK s MKK2 a MKK1
v A. thaliana. Pro in silico analyzu MAPK kinas v A. thaliana byl vyuzit software Agris,
ktery identifikuje vazebna mista pro transkrip¢ni faktory promotoru, jejich umisténi bylo
nasledné znazornéno pomoci programu DOG 2.0 na strukturu genu. Program DOG 2.0
byl vyuzit také pro znazornéni proteinovych domén na proteinech MKK4 a MKK2. Byla
vyuzita databaze SUBA pro detekci moznych subcelularnich lokalizaci proteini MKK4
a MKK2. Pomoci databaze TAIR pro A. thaliana byly zjistény hladiny transkripti MKK4
a MKK2 v riznych pletivech béhem vyvinu rostliny a pfi reakci na stresové faktory.
Databaze TAIR byla vyuzita i pro identifikaci moznych mutaci v genu pro proteiny
MKK4 a MKK2. Posledni ¢asti in silico analyzy pro proteiny MKK4 a MKK2 v A.
thaliana byla detekce mozZnych protein-proteinovych interakci s témito proteiny.
Nasledné byly identifikované interagujici MAP kinasy pfifazeny k jejich ortologiim v M.
sativa pro zjisténi moznych protein-proteinovych interakci v M. sativa.

Dale se prakticka cCast bakalairské prace zabyvala fenotypovou analyzou transgenni
linie M. sativa SIMKK RNAI (SIMKKI), ktera ma sniZzenou expresi genu SIMKK a také
SIMK. Tato linie byla porovnavana s rostlinami divokého typu M. sativa Regen SY

(RSY). Pii fenotypové analyze byla srovnavana velikost a mnozstvi ziskanych semen



z rostlin divokého typu a transgenni linie SIMKKIi. Déle byl porovnavan pocet vedlejsich
kotent a délka jak hlavnich, tak i vedlejSich kofenli u obou porovnavanych linii.

Z diivodu nedostatku prilezitosti pro praci v laboratofi V disledku coronavirové
epidemie jsou Vv této praci zobrazeny vysledky z laboratornich metod ze somatické
embryogeneze s rostlinami divokého typu RSY. Tato metoda je také soucasti sloztéjsi
metody stabilni transformace vojtésky pomoci Agrobacterium tumefaciens (ke které
nakonec nedoslo) a méla poslouzit pro ziskani nezbytné praktické zkusSenosti studentky
pfed samotnou transformaci. Také byla provedena detekce ptitomnosti transgenu PRKK
Cas9-G3 v rostlinach M. sativa (poskytnuté skolitelem) pomoci PCR a elektroforézy na
agarosovém gelu. Dale byla provedena transientni transformace Vv listech Nicotiana
benthamiana pomoci A. tumefaciens s konstruktem 35S::PRKK:mRFP v pGWB454
exprimujici fluorescenéné¢ znafeny protein PRKK, ktery se detekoval pomoci
konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu.

Vyzkum vlastnosti jednotlivych proteinti se provadi z diivodu identifikace jejich
funkci v rostling, coz ma velky potencial ve zvySeni rustu a produkce zemédé€lskych
plodin nebo zlepSeni jejich odolnosti vi¢i nepfiznivym pfirodnim podminkam nebo
Skidcim. Napftiklad u studovanych proteint MsSIMKK a MsSIMK byl pozorovan vliv
téchto proteint na vyssi tvorbu nodulti, vyssi ptijem dusiku rostlinou a zvySenym ristem
nadzemni biomasy. Ziskanymi znalostmi proteini je mozné zlepsit vlastnosti
zemédélskych plodin pro jejich vyS$§i vynosy, coZ je potfeba kvili pokryti potieby

zemédélskych plodin pro lidskou potravu nebo pro krmeni hospodarskych zviftat.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Tolice vojtéska (Medicago sativa L.)

2.1.1 Obecna charakteristika M. sativa

Patii do ¢eledi bobovité (Fabaceae). Pivodem z mediteranni az subkontinentalni Asie,
odkud se rozsitila do Evropy (Randuska et al., 1986). Semena ma fazolovitého tvaru (Obr.
1 A). Po prasknuti semenného obalu roste jako prvni koten, ktery ze zacatku zpomaluje
rast stonkové ¢asti (plumuly). Jelikoz M. sativa patii mezi hypogeické rostliny, tak déloha
rostliny zustava v zemi a dodava ziviny pro rostlinu v prvnich dnech ristu (Obr. 1 B).
Klicici rostlina ma velmi kratky hypokotyl a vlastni klicici lodyha je tvofena nadd¢loznim
¢lankem (epikotyl). V déloze rostliny dochazi pouze k nahromadéni auxinu, ale rostlina
ho za¢ne vyuzivat az v epikotylu (Prochazka et al., 1998). Dospéla rostlina mize méfit
30-80 cm. Patii mezi dvoudélozné rostliny. Hlavni doba kveteni byva zpravidla od kvétna
do fijna. Prutez kofenem je valcovity, s vedlejsimi koteny. Lodyha je vzptimena, z vétsi
¢asti lysa. U M. sativa rostou stiidavé slozené trojéetné listy, jejichz fapik je dlouhy.
Jednotlivé listky jsou obvej€ité, v horni tfetiné maji nepravidelné zubaty tvar. Prostfedni
listek ma nejdelsi fapik, zbylé dva jsou piisedlé (Obr. 1 C). Palisty maji kopinaty tvar a
jsou piirostlé k fapiku (Randuska et al., 1986). VSechny kvéty jednoho kvétenstvi jsou
fialové, popiipadé modrofialové (Kubat et al., 2002). Kvéty vyrustaji na dlouhych
stopkach v mezi podpurnymi listeny a vytvateji hrozny, které maji délku 10-30 mm.
Kalich je 5-zuby, porostly chloupky na zilkach. Koruna je modrofialova, pavéza ma
tmavou kresbu (Obr. 1 D). Plod je lusk s 1-3 tidkymi zavity, ma sit’ zilek, a je pokryty
chlupy, které jsou pfitisklé na lusk (Randuska et al., 1986).



© PetraVoboril

Obrazek 1: Zivotni cyklus M. sativa. A Semena M. sativa. Snimek poskytnut $kolitelem. B Kli&ici
semena M. sativa. Upraveno podle Ref. 22. C List M. sativa. Pfevzato z Ref. 23. D Kvét M. sativa.
Autor fotografie Petr Vobotil. Pievzato z Ref. 1. A Mé&fitko 2 mm.

2.1.2 Medicago sativa v zemédélstvi

V osevnim postupu se vyuziva jako zlepSujici plodina pro zemédélstvi. Sece se béhem
roku 3—4krat. M. sativa patii mezi vytrvalé rostliny, které mohou rust az 10 let, ale
vysokou produkci v nasich podminkach poskytuje pouze prvni 3—4 roky. Pouziva se jako
podsev pro jiné plodiny (napfiklad oves nebo je¢men) nebo se vyséva samostatné (Ref.
1). Ma vysoky obsah bilkovin a mineralnich latek (Randuska et al., 1986).

Rostliny se jako piisedlé organismy musi vyrovnavat s fadou neptiznivych podminek
prostfedi (naptiklad chlad, sucho, UV), ale i sorganickymi hrozbami (patogeny).
Rostliny si viic¢i patogeniim vyvinuly schopnost rozeznavat elicitory (signaly odvozené
od patogent nebo produkti degradace buné¢nych stén rostlin). Po detekci elicitort
nasleduje intracelularni pfenos signalu, ktery vede k obrannym reakcim, jako je tvorba
reaktivnich forem kysliku, exprese genti kodujicich proteiny souvisejici s obranou proti
patogentim, syntéza fytoalexinli a programovana bunécnd smrt. Ukazalo se, Ze elicitorova
signalizace zahrnuje proteinovou fosforylaci (Felix et al., 1991; Dietrich et al., 1990;
Viard et al., 1994), coz naznacuje, ze do intracelularniho pfenosu informaci jsou zapojeny

kaskady proteinovych kinas (Cardinale et al., 2000)



2.2 Symbiotické bakterie fixujici dusik

Dusik je jeden z hlavnich prvki potfebnych pro rust rostlin. Rostliny jej na rozdil od
zivocichu potiebuji ziskat ve forme amoniaku nebo dusi¢nant z pady. Dusik v této formé
neni vzdy pln¢€ dostupny pro rostliny, tudiz mtize byt pro rast limitujici. Bobovité rostliny
a n¢které pidni bakterie fixujici vzdusny dusik (souhrné oznacené jako Rhizobia) jsou
schopné vytvofit mezi sebou symbioticky vztah tvorbou nodulti (Obr. 2 A). V tomto
vztahu bakterie fixuji vzdusny dusik a nasledné ho pfeménuji na amoniak, ktery je pro
rostliny vyuzitelny. K symbioze, ale nemusi vzdy dojit. Existuje spousta faktort, které

mohou zabranit kompatibilit€¢ mezi rostlinou a bakteriemi.

mikrokolonie infekéni vliakno

Rhizobia Rhizobii
smycka

korenovy vlasek

Obrazek 2: Symbiotické bakterie fixujici dusik (Rhizobia). A Snimek nodulti vytvofenych
symbiotickymi bakteriemi na kofenu rostliny. Pfevzato z Ref. 2. B Schéma infekce trichoblastu
kotenového vlasku Rhizobiemi.Upraveno podle Vaz Martins a Livina (2019).



Po proniknuti bakterii do kofenovych vlaski nastava proces infekce, pti kterém se tyto
bakterie zatnou mnozit a vzniklé infekéni vldkno prorasta kofenovym vlaskem az se
dostane do vrstev kortexu. Po proniknuti bakterii do kortexu se uvolni, obali se
membranou, kterou vytvoii rostlina a vznikd symbiozom. V této struktuie podobné
organeldm rostlinnych bun¢k se bakterie mnozi a tim vznikaji bakteroidy, které jsou
schopné fixovat vzdus$ny dusik. Po vytvofeni bakteroidl se tvoii noduly na kotfenech
rostlin (Obr. 2 B), ve kterych jsou tyto bakteroidy obsazeny (Jones et al., 2007; Oldroyd
etal., 2011).

Mohou se tvofit noduly bud determinované nebo nedeterminované. Rozdil je
vV meristému, ze kterého vznikaji. Noduly oznafené jako determinované vznikaji
z meristému  ristového  vrcholu (tip-growing meristem) a nedeterminované
z transientniho meristému. Mezi specifické faktory, které ovliviiuji symbioticky vztah
rostlin s Rhizobiemi patii specifita pomoci flavonoidii a Nod faktord. Tento signal je
vyvolany pti nedostatku dusiku v rostliné a dochazi k uvolnéni flavonoidt do rhizosféry,
kde dochazi k expresi genu bakterialni nodulace (nod) a k aktivaci NodD proteint
(Oldroyd et al., 2011). Tyto NodD proteiny, které jsou produkovany Rhizobiemi,
specificky rozpoznavaji druhy flavonoidu, které jsou produkovany bobovitymi rostlinami
a tim udavaji specifitu symbiotickych interakci. Bylo dokazano, ze flavonoidy jsou
schopny podporovat vazbu NodD proteinti na promotory nod gend v Sinorhizobium
meliloti (Peck et al., 2006). Dalsim z faktor nutnych pro symbiotické interakce je tvorba
Nod faktoru (lipochitooligosacharidovy signal) jehoz tvorba je indukovana expresi nod
geni (Oldroyd et al., 2011). Dale byl studovan vliv povrchovych polysacharidi
produkovanych Rhizobiemi jako jsou exopolysacharidy, lipopolysacharidy a kapsularni
polysacharidy (Fraysse et al., 2003). Dalsim dulezitym faktorem pro tvorbu nodull je
pfirozena imunita hostitelské rostliny. Problémem je, Ze nékteré bakteridlni patogeny
produkuji podobné nebo stejné signalni molekuly a tim si usnadiiuji vstup do rostliny
(Deakin a Broughton, 2009). Dale mtze dojit k nekompatibilit¢ mezi hostitelem a
Rhizobii i v pozdnéj$im stadiu, a to az po tvorbé nodult s bakteroidy. MiiZe dojit k tvorbé
nodult, které nejsou schopny fixovat vzdusny dusik. Tento fenotyp nebyl zpisoben
nedostatecnou tvorbou infekcniho vlakna, ale deficit zptisobil rozpad bakteroidi pii jejich
diferenciaci. Jako jeden z molekularnich dévodi neschopnosti bakteroidi fixovat
vzdusny dusik byl detekovan gen v Medicago truncatula NFS1, diky kterému dochazi
k nekompatibilité se S. meliloti Rm41. Gen NFS1 kéduje expresi nodulové specifického
peptidu, ktery je bohaty na cystein (nodule-specific cysteine-rich, NCR) peptidu. Kromé
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pozitivniho vlivu NCR peptidu na diferenciaci endosymbiontd a vznik bakteroidii, maji
nékteré NCR peptidy funkci ve vylouceni symbiotickych Rhizobii, které jsou
nekompatibilni. Diky genu NFS1 dochézi k piedcasnému starnuti bunék a nasledné
apoptoze. Funkce NFS1 genu je ovlivnéna specifickou genetikou dané hostitelské rostliny

(Yang et al., 2017).

2.3 Obecna charakteristika mitogen-aktivovanych protein kinas
Mitogen-aktivované protein (MAP) kinasy (neboli MAPK) tvoii rodiny
serin/threoninovych protein kinas, které jsou obsazeny ve vSech eukaryotech a podileji se
na prenosu fady extracelularnich signalli, véetné reakci na biotické (naptiklad stres
z chladu, sucha a osmoticky stres) a abiotické (naptiklad bakteridlni nebo houbové
infekce) stresy, ristovymi faktory, mitogeny a cytokiny (Waskiewicz and Cooper, 1995).
MAP kinasy se také podileji na zprostfedkovani signalnich drah hormoni, reakci na dotek
nebo se také ucastni signaliza¢ni kaskady vyvolanou poranénim. Mechanické poranéni
listti indukuje aktivaci MAP kinas patficich do podrodin SIMK a SAMK u M. sativa a
SIPK a WIPK u tabaku virginského (Nicotiana tabacum) (Cardinale et al., 2000).

Zapojuji se 1 do vyvoje rostliny. Tvar rostliny je jiz uren ve vyvijejicim se embryu,
ale ten mize byt pozménén vnéjSimi vlivy, aby se rostlina pfizptsobila podminkam
prostfedi. MAP kinasové drahy do jisté miry kontroluji vyvoj embrya a postembryonalni
rust a jsou tedy zapojeny do vyvoje gametofyti, specifikace organii béhem embryogeneze
a kontroly rustu (Komis et al., 2018). Rtizné extracelularni podnéty mohou aktivovat vice
MAP kinasovych skupin (Whitmarsh a Davis, 1998). Zasadni vyznam pro spravnou
funkci MAP kinasovych kaskad je jejich subcelularni umisténi, protoZze mnoho kaskad
sdili spole¢né komponenty a tim padem hrozi kompetice substrati MAP kinas. Kazdy
MAP kinasovy modul by mél byt lokalizovan pobliZ mista detekce signélu, ale toto
umisténi se nemusi shodovat se subcelularnim mistem funkce. MAP kinasové moduly
proto potiebuji mechanismus pro jejich transport, ktery je navede k mistu funkce (Komis
etal., 2018).

Rozséhla studie modelovych systémt (naptiklad kvasinky) naznacuji, ze intracelularni
lokalizace modult MAPK je zavisla na organizaci proteinovych leSeni (scaffold
proteintl), ktera jsou dale zodpovédnd za zachyceni celych modult MAP kinas do
ptislusnych subcelularnich mist (Dhanasekaran et al., 2007). LeSeni umozniuje efektivni
vyuziti modulit MAP kinas a vSech ¢lend signalizacni kaskady a zabranuje chybné

aktivaci modulu kvuli mozné detekci jinych signald, pti kterych se vyuzivaji stejné MAP



kinasy (Nishimura et al., 2016). Scaffold proteiny musi spliiovat nasledujici kritéria
(Dhanasekaran et al., 2007): (a) Interaguji se vSemi ¢leny modulu MAPK. (b) Jsou
schopny nasmérovat vSechny ¢leny modulu ke spravné interakci béhem ptenosu signalu
a podileji se na aktivaci protein kinasové kaskady. (c¢) Zachycuji moduly MAPK ke
konkrétnim specifickym regulatorim a mohou smétovat reakci na konkrétni substraty
(Komis et al., 2018).

Konzervovana funkce modult MAPK zavisi na posttranslac¢ni fosforylacni kaskade,
kterou iniciuje mitogen aktivovana protein kinasa kinasa kinasa (MAPKKK, MAP3K
nebo MEKK), ktera reverzibiln¢ fosforyluje mitogen aktivovanou protein kinasu Kinasu
(MAPKK, MAP2K nebo MKK), a tim zpuisobuje fosforylaci mitogen aktivované protein
kinasy (MAPK nebo MPK) (Keshet a Seger, 2010). Serin/threoninovy MAPKKKSs
fosforyluje serinové nebo threoninové zbytky v konzervovaném motivu S/T-X3-5-S/T
nalezeném v aktivacni smycce prislusného MAPKK (Tanoue a Nishida, 2003). Dvoji
specificita MAPKK pak fosforyluje threoninové a tyrosinové zbytky konzervovaného T-
X-Y motivu v aktivaéni smyéce jejich MAPK partnera (Keshet a Seger, 2010). To
aktivuje MAPK, které reguluji aktivity riznych cil, v¢etné transkripénich faktort
(Ishihama a Yoshioka, 2012), cytoskeletalnich proteinti (Samajova et al., 2013) a dalsich
proteinovych kinas (Popescu et al., 2009) (Obr. 3). Signal je zajistovan prostiednictvim
transmembranovych receptort (Lee et al., 2012), transmembranovych (Hord et al., 2008)
a jinych proteinovych kinas (Kim et al., 2012) a trimernich GTPaz (Cheng et al., 2015;
Guo et al., 2009; Su et al., 2015).

Zmény pf¥i vyvoji / stres z prostfedi
1
1

' e
MAPKKK) —» (MAPKKK

l e®©
MAPKK » —{ MAPKK

l e®
MAPK — MAPK

}

Substrat
Cytosolarni proteiny/cytoskeletarni
proteiny/transkripcni faktory
:
Bunécna odpovéd’
Zména metabolismu, preskupeni
cytoskeletu, genova exprese

Obrazek 3: Obecné schéma MAPK kaskady. MAPK kaskada je slozend z podnétu, ktery tuto
kaskadu aktivuje, MAPKKK, MAPKK, MAPK a substratu, se kterym reaguje MAPK. Reakci se
substratem dojde k bun&¢né odpovédi na dany podnét. Upraveno podle Jagodzik et al. (2018).
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MAPK interaguji pfimo se svymi pfedchozimi MAPKK a po aktivaci interaguji se
svymi substraty. Oba typy interakci sdileji spole¢ny mechanismus molekularniho
rozpoznavani, ktery se opira o vyskyt dokovacich motivii (docking motif, D motivy) na
MAPK interaktorech nebo kinasovych interagujicich motivech (KIM) (Pitzschke, 2015)
a spoleénych dokovacich motivii (common docking motifs, CD motivy) na MAPK.
Dal8im konzervovanym motivem, ktery se nachézi v substratech MAPK, je FXFP, ktery
se vzdy nachazi smérem k C konci proteinu od fosforyla¢nich mist (motivy S/TP) cile a
povazuje se za typicky pro transkrip¢ni faktory (Tanoue and Nishida, 2003).

Pro pochopeni funkce MAPK v rtiznych signalnich kaskddach ma klicovy vyznam
identifikace jejich cilii, kterymi jsou substraty nesouci sekvence, které interaguji
s MAPK. Mezi které spada naptiklad prolinem fizené serinové nebo threoninové zbytky
(SP motivy) a vhodné dokovaci sekvence (které jsou také ptitomny) v nadiazenych
MAPK interaktorech (CD motivy) (Pitzschke, 2015). Védci pouzili proteomické a
fosfoproteomické pristupy (Hoehenwarter et al., 2012), kvasinkové dvouhybridni testy
(Singh et al., 2012) a proteinové mikrocipy (Popescu et al., 2009) k identifikaci substratt
MAPK a k doladéni detekce moznych cili pomoci specifickych MAPK (MPK3 a MPKG6)
(Sorensson et al., 2012). Studium rostlinnych MAPK bylo zna¢né usnadnéno nastroji
vyvinutymi v poslednich n¢kolika letech. Mezi takové nastroje patii sbirky mutantt
MAPK (Su and Krysan, 2016), vyvoj variant MAPK (jako MPK3, MPK6 a MPK4), které
jsou konstitutivné aktivni (Berriri et al., 2012; Genot et al., 2017) a dominantni
nefosforylovatelné MAPK varianty (jako MPKO6AEF a MPK4AEF), ve kterych je motiv
TXY nahrazen nefosforylovatelnym motivem AEF (Bush and Krysan, 2007).

2.4Mitogen aktivované protein kinasy v M. sativa

Byla zjisténa aktivace MAP kinas v M. sativa pomoci houbového ¢i bakterialniho
elicitoru. Pro tento vyzkum byl vyuzit gelovy kinasovy test, ktery probehl pomoci
elicitoru separované na elektroforetickém gelu. Test prob&hl na butikach vojtésky, kdy se
detekovala reakce s derivaty kvasinkovych bun¢k obsahujici specifické struktury daného
elicitoru (yeast elicitor, YE). Imunokinasové testy se specifickymi protilatkami MAPK
odhalily, ze YE aktivoval hlavné 46-kDa SIMK a 44-kDa MMK3 a v mensi mife 44-kDa
MMK2 a SAMK (Obr. 4 A). Bylo zjisténo, ze SIMK a SAMK jsou aktivovany fadou
raznych stresi. Po oSetfeni bun¢k M. sativa elicitorem se rychle aktivuji protein kinasy
SIMK a MMK3. Maximalni aktiva¢ni hladiny dosahly 15 minut po pfidani elicitoru a
inaktivovaly se po 40 minutich. MMK3 se aktivuje béhem mitézy, a proto se



predpokladalo, ze se i¢astni déleni bun¢k (Cardinale et al., 2000). Dalsi detekované
MAPK kaskady v M. sativa, jsou aktivovany peroxidem vodiku nebo aminocyklopropan-
1-karboxylovou kyselinou (ACC). Tyto dvé kaskady spolu s vySe popsanou kaskadou
(aktivovanou YE) aktivuji MMK3 a indukuji autoimunitni odpovéd’ a bunétnou smrt

(Obr. 4 B, Nakagami et al., 2004).

A Na:CI Pep13 B

Elicitor

SIMKK ? PRKK
MMK3 aktivace
SIMK MMK2 MMK3 SAMK Bunécna smrt

Obrazek 4: Schéma MAPK kaskad v M. sativa obsahujici MAPK kinasy SIMKK a PRKK. A
MAPK kaskady aktivované stresem ze soli a z patogenniho elicitoru, ¢imz jsou aktivovany
MAPK kinasy SIMKK, PRKK a jedna neznama MAPK kinasa, které aktivuji MAP kinasy SIMK,
MMK2, MMK3 a SAMK. Ptevzato z Cardinale et al. (2002). B MAPK kaskady aktivované
peroxidem vodiku, aminocyklopropan-1-karboxylovou kyselinou a patogennim elicitorem, které
obsahuji MAP kinasu MMK3. Upraveno podle Nakagami et al. (2004).
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2.4.1 Solnym stresem indukovana MAP kinasa kinasa SIMKK
Pro studium signaliza¢nich drah v kofenech M. sativa pomoci MAPK kaskady byly
vyuzity transgenni rostliny s konstruktem SIMKK RNA. (linie SIMKKIi) a GFP-SIMK
linie, které byly porovnavany s divokym typem RSY (Regen SY). Pro vytvoieni obou
linii byly vyuzity linie RSY a konstitutivni promotor 35S. Linie SIMKKIi mé¢la hladinu
transkript jak SIMKK tak SIMK mensi nez linie RSY. Na druhou stranu vytvofena linie
GFP-SIMK (pod konstitutivnim promotorem 35S::GFP:SIMK) méla vyssi hladinu vSech
transkripta SIMK oproti kontrolni linii divokého typu, ale hladina nativniho transkriptu
SIMKe byla niz§i. VEétsi mnozstvi transkriptu SIMK v linii GFP-SIMK mélo za nasledek
u M. sativa tvorbu primérné del$ich kofenovych vlaskt oproti kontrolnim rostlinam,
které mély niz$i hladinu transkriptu SIMK. U transgenni linie SIMKKi dochazelo
kotfenové vlasky oproti kontrolni linii i GFP-SIMK linii (Hrbackova et al., 2020).

Bylo zjisténo, ze SIMKK, i se SIMK, jsou za neaktivniho stavu lokalizovany Vv jadie
bun€k. Pfi vystaveni kofent rostliny solnému stresu dochazi k jejich relokalizaci a

zacinaji se hromadit v cytoplazmatickych strukturach (Ovecka et al., 2014).

2.4.2 Patogennim elicitorem vyvolana MAP kinasa kinasa PRKK

PRKK v reakci na elicitor patogenu pomoci fosforylace aktivuje tii rizné MAP kinasy, a
to SIMK, MMK3, SAMK a v nizs§i mife i MMK2 (Cardinale et al., 2002). PRKK byla
zatazena do MAPK podskupiny PMKKI1 a jeji aminokyselinova sekvence byla
porovnana s homology patiicimi do této skupiny (Ligterink and Hirt, 2001). Nejvétsi
homologii vykazovala MsPRKK s tabakovou NtSIPKK a shodovala se sni v 73%
aminokyselinové sekvence (Liu et al., 2000). Dale se v 71 % shodovala s LeMEK 1, ktera
byla izolovana z rajcete (Xing et al., 2001) a u rostliny huseni¢ku rolniho se PRKK
shodovala z 68 % s MAPK kinasou nazvanou AtMKK?2 (Ichimura et al., 1998a). Pro
porovnani, protein kinasa SIMKK, ktera fosforyluje SIMK, patfi do podrodiny PMKK?2
(Kriegerl et al., 2000).

2.4.3 Solnym stresem indukovana MAP kinasa SIMK

SIMK je aktivovana, pokud jsou buiiky M. sativa vystaveny hyperosmotickému prostiedi.

SIMK je fosforylovana kromé PRKK také pomoci SIMKK. Osetfeni bunék s 250 mM

NaCl aktivuje SIMK, ktera dosahne maximalni aktivity za 10 minut (Munnik et al., 1999).
U M. sativa je SIMK (solnym stresem indukovana MAP kinasa) a ptipadné jeji

upstream SIMKK, zapojena do regulace ristu Spicek kofenovych vlaskt (Berson et al.,
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2014; Samaj et al., 2002). U bobovitych rostlin jsou kofenové vlasky primarnim cilem
symbiotickych bakterii fixujicich dusik. Subcelularni lokalizace SIMK je urcena v jadie,
cytoplazmé a aktinu. SIMK se zapojuje prevazné do ristu kofenovych vlaski (Samaj et
al., 2002)

Dalsi studie odhalila roli aktinu pfi hromadéni SIMK ve $picce rostoucich kotfenovych
vlaski u M. sativa. Pied nastupem rastu kofenovych vlasku, je SIMK pfemisténa v
aktivovaném stavu na rostouci Spi¢ku kofenovych vlaskl. Farmakologicka manipulace s
aktinovym cytoskeletem ukazala, ze SIMK se pravdépodobné pfesune na Spicku
kofenového vlasu prostfednictvim aktinovych mikrofilament, protoze jejich
depolymerizace ptisobenim latrunculinu pfesune SIMK lokalizovanou na $picce zpét do
jadra (Samaj et al., 2002).

Mira exprimované SIMK ovliviiyje také tvorbu nadzemni biomasy a tvar listli. Tato
vlastnost SIMK byla studovana na ostfihanych vyhoncich nadzemnich ¢asti matetskych
rostlin studovanych linii RSY (Obr. 5 A), SIMKK:i (Obr. 5 B) a GFP-SIMK (Obr. 5 C).
Nejnizsi tvorba biomasy a tvorba kratkych stonkt byla pozorovana u linie SIMKKi. U
linie GFP-SIMK byl pozorovan v porovnani s liniemi RSY a SIMKKi rychly rust
nadzemni ¢4sti a vznik robustnich rostlin s vét§im mnoZstvim stonkt a tim 1 celkové vySssi
tvorbou biomasy. Dale byl u nadzemnich ¢asti rostlin ovlivnén také tvar listti prvniho az
tietiho fadu na novych vyhoncich, kdy listy vytvofené na rostlinach SIMKKi linie mély
V priméru mensi povrch, byly méné Siroké, byly kratsi a jejich okraj byl méné zvinény
oproti listim rostlin RSY nebo GFP-SIMK. Naopak listy transgenni linie GFP-SIMK
mély vétsi povrch, mély delsi stopku a mély vice zvinéné okraje oproti listiim linie RSY
(Hrbackova et al., 2020).

MAP kinasa SIMK ma vliv také na symbiotické interakce (tvorba infekéniho vldkna a
nodulace) mezi kofeny M. sativa a bakteriemi S. meliloti. Zvysena hladina proteinu SIMK
byla detekovana pomoci mikroskopické metody, ktera zobrazuje zivé buitkky pomoci GFP
technologie (live-cell imaging) a imunolokalizace v mistech spojeni kofenovych vlaskt
s S. meliloti, a to v infek¢nich kapsach a pfi rstu infekénich vlaken. Bylo porovnano
mnozstvi vytvofenych infek¢nich vldken a nodulli mezi jednotlivymi liniemi rostlin, a to
divokym typem RSY (Obr. 5 D), transgennimi liniemi SIMKKIi (Obr. 5 E) a GFP-SIMK
(Obr. 5 F). Pifi pozorovani celé kofenové soustavy téchto rostlin, bylo zjisténo, ze
Vv priméru se tvofi u linie SIMKKi méné noduli nez u divokého typu nebo GFP-SIMK
linie. Dale se pozorovalo, jestli se noduly tvofi individualn€ nebo v klastrech. Nejcastejsi

shlukovani nodula vznikalo u linie GFP-SIMK a vytvotené klastry obsahovaly v priméru
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vyssi pocet noduli (27,3 % obsahovala pét nebo 1 Sest nodult) oproti linii RSY nebo
SIMKKIi. Pro porovnani na linii RSY ani SIMKKi se netvoftily klastry s vice nez péti
noduly, ale tvofily se na nich ve vétSim mnozstvi klastry obsahujici dva noduly (62,9 %
u RSY a 61,5 % u SIMKKIi, u linie GFP-SIMK se takto tvofily klastry pouze v 18,2 %
ptipadtl). Z téchto zjisténych dat je viditelné, Ze zvySena hladina proteinu SIMK ovliviluje

nodulaci a tvorbu infek¢énich vldken a zptsobuje tvorbu vét§iho mnozstvi nodul a jejich

shlukovani do klastrii ve vétsim pocétu (Hrbackova et al., 2020).

Obrazek 5: Vliv MAP kinasy SIMK na rlst nadzemni ¢asti rostliny a nodulaci. A Matetské
rostliny linie RSY. B Matefské rostliny linie SIMKKi. C Matetské rostliny linie GFP-SIMK. A-
C Meéftitko 4 cm. D Kofeny rostliny linie RSY s vytvofenymi noduly. E Kofeny rostliny linie
SIMKKIi s vytvofenymi noduly. F Kofeny rostliny linie GFP-SIMK s vytvofenymi noduly. D-F
Me¢titko 1 cm. Upraveno podle Hrbackova et al. (2020).
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2.4.4 Patogennim elicitorem a ethylenem indukovana MAP kinasa MMK3

MAP kinasa MMK3 je lokalizovana v bunééné desce pfi cytokinezi kofenovych bunék
(Bogre et al., 1999). Béhem bunééného déleni hraje MMK3 roli v signalizaci ethylenu a
téz elicitoru z patogenu (Cardinale et al., 2000; Cardinale et al., 2002; Ouaked et al.,
2003, Bogre et al., 1999). Krom¢ elicitoru a ethylenu mize byt MMK3 aktivovana
MsPRKK (Cardinale et al., 2002) a MAPKK kinasa OMTK1 (oxidativnim stresem
aktivovana MAP3K, oxidative-stress activated MAP3K). OMTK1 s MMK3 spolu reaguji
piimo, protoze se nachazi ve stejném proteinovém komplexu v protoplastu. OMTK1
neaktivuje jiné MAP kinasy (jako jsou SIMK, SAMK, MKK2) nez MMK3 (Nakagami et
al., 2004). Expozice rostliny oxidativnimu stresu indukuje bunéénou smrt. U
transformovanych rostlin s koexpresi OMTK1 a MMK3 doslo po ptisobeni oxidativniho
stresu (2 mM H20:z po dobu 6 hodin) ke zvysené indukci bunééné smrti oproti rostlinam
s transformovanym prazdnym vektorem. Tudiz se OTMK1 a MMK3 podili na spousténi

bunécné smrti (Nakagami et al., 2004).

2.45 Stresem aktivovana MAP kinasa SAMK

SAMK je aktivovana stresem z chladu, ze sucha, doteku a poranéni (Meskiene et al.,
1998). K aktivaci této teplotné citlivé protein kinasy dochazi pii poklesu teploty, a ne
pokud jsou buiiky jiz aklimatizované na nizsi teplotu (Kawczynski a Dhindsa, 1996).
Antagonistou k MsSAMK je MAP kinasa NtHAMK z Nicotiana tabacum, ktera se
aktivuje pii zvySovani teploty v burnikach (Sangwan et al., 2002). Tyto protein kinasy maji
diilezitou roli pii aklimatizanich procesech v rostling pti zménach teplot (Orvar et al.,
2000; Sangwan et al., 2001). MsSSAMK i NtHAMK patii do rodiny proteinovych kinas
ERK (extracelularnim signalem regulovana kinasa). Maji podobnou molekulovou
hmotnost a nelze je odlisit gelovou elektroforézou. Jsou vSak imunologicky odlisné a
protilatka anti-MsSAMK nerozpoznava NtHAMK (Sangwan et al., 2002). Bylo zjisténo,
ze teplotni posun z 37 °C na 25 °C vnimaji bunky M. sativa jako teplotni Sok a je spusténa
aktivace protein kinasy SAMK. Pfi tomto sniZeni teplot trvala aktivace do 10 minut.
Hladina SAMK na bazalni Groven poklesla po 60 minutach, tudiz je aktivace SAMK
pouze kratkodoba a slouzi k rychlé aklimatizaci po stresu z chladu (Sangwan a Dhindsa,
2002).

2.46 MAP kinasa MMK2
MAP kinasa MMK2 se tcastni obranné reakce M. sativa po kontaktu s patogennim

elicitorem. Tato obranna kaskada rostliny byla testovana pouzitim kvasinkového elicitoru
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(yeast elicitor, YE), ktery aktivoval nejen MMKZ2, ale i MMK3, SIMK, a SAMK. Dale
byly na aktivaci téchto MAP kinas testovany jednotlivé komponenty, které jsou obsazeny
v YE, a to chitin, ergosterol, cholesterol, B-(1,3)-glucan a glykopeptidy. Aktivovat
MMK2 byl schopny pouze chitin a B-(1,3)-glucan. Cholesterol a glykopeptidy
neaktivovaly zadnou z uvedenych MAP kinas. (Cardinale et al., 2000). Pfi reakci na
patogen je aktivovana MAPK kinasa PRKK, ktera pot¢ aktivuje kromé¢ jinych MAP kinas
také MMK2 (Cardinale et al., 2002). Dale byla testovana odezva rostliny na kontakt
s tézkymi kovy. Pro tento pokus byl vyuzit chlorid médnaty (CuClz) a chlorid kademnaty
(CdCly). Pti postupném zvySovani koncentrace téchto halogenidi, doslo p#i koncentraci
50 uM CuCly i CdCl; k aktivaci jak MMK2, tak i MMK3 a SIMK. Pii vyssich
koncentracich se aktivovala i SAMK. Pfi pozorovani kinetiky aktivace MMK?2 pfi
aplikaci 100 uM CuCl; a CdClz na dvé riizné rostliny, bylo zjisténo, ze rychlejsi aktivace
této MAP kinasy probéhla pfti kontaktu rostliny s CuCly, a to jiz po 10 minutach (Jonak
etal., 2004).

2.5 MAP kinasy v huseni¢ku rolnim (A. thaliana)

Tato ¢ast reSerSe je zaméfena na MAP kinasy v A. thaliana, hlavné na ortology od vyse
popsanych MAPK kinas v M. sativa. Ortologem MsPRKK je AtMKK 1 a AtMKK2, které
jsou zapojeny do signalnich kaskad pfi reakci na elicitor patogenu (Nitta et al., 2020),
chlad a zasoleni prostiedi (Teige et al., 2004). Dale jsou popsany MAPK kinasy AtMKK4
a AtMKKS, které jsou ortologem MsSIMKK. Tyto kinasy v A. thaliana se uc¢astni reakce
na elicitor patogenu a maji vliv na diferenciaci praducht (Sun et al., 2018). Dale budou
ve zkratce popsany i MAP kinasy MPK 13, MPK11 (aktivovana patogennim elicitorem),
MPK3 s MPK6 a MPK4.

2.5.1 MAP kinasa kinasa AtMKK4/AtMKK5
V A. thaliana jsou MAPK kinasy MKK4 a MKKS5 navzdjem zastupitelné a maji
podobné funkce. Tyto MAPK kinasy se ucastni nékolika riznych signalnich drah. Jedna
z nich se ovliviiuje tvorbu a diferenciaci priaduchii a ma negativni vliv na vyvoj
pruduchi. V této kaskade jsou MKK4 a MKKS5 aktivované pomoci MAPKK kinasy
YODA (YDA). Po aktivaci vyvolanou YDA, jsou schopné aktivovat MAP kinasy
MPK3 a MPK6, které maji také vzajemné zastupitelnou funkci v A. thaliana. Bylo
zjisténo, ze brassinosteroidy maji negativni regulacni funkci na aktivitu YDA a tim

pozitivné ovliviiuji tvorbu a diferenciaci pruduchii.
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Druha kaskada, ve které se podileji MKK4 a MKKS je aktivovana kontaktem
s molekularnimi  strukturami, které pochdzi zobalovych struktur patogennich
mikroorganismiit (PAMP, pathogen-associated molecular paterns), takze se MKK4 a
MKKS5 podileji také na reakci na bioticky stres a obran¢é proti patogenim. V této
kaskadé jsou aktivovany pomoci MAPKK kinas MAPKKK3 a MAPKKKS. Po aktivaci
témito protein kinasami aktivuji MAP kinasy MPK3 a MPK6, které se v této kaskade
podileji na reakci na kontakt s patogennim elicitorem. Tyto dvé kaskady vzajemné
reguluji svoji aktivitu. Pii zvySené hladin€é YDA dochézi knizs$i reakci mezi
MAPKKK3/5 a MKK4/5. Naopak pii zvysené hladiné MAPKKK3 nebo MAPKKKS
Vv rostlin¢ dochazi ke snizené aktivaci MKKS5 pomoci YDA (Sun et al., 2018).

2.5.2 MAP kinasa kinasa AAMKK1/AtMKK?2
MAPK kinasy MKK1 a MKK2 jsou v signaliza¢nich kaskadach A. thaliana navzajem
zastupitelné. Pfi zastaveni exprese jednoho z proteint je jeho funkce nahrazena druhou
kinasou. (Nitta et al., 2020). Exprese MKK2 je vyvolana stresem z chladu a stresem
z vysoké koncentrace soli. Upstream MAP kinasa v A. thaliana, ktera aktivuje AtMKK?2,
je MAPKK kinasa AtMEKK 1. AtMEKK1 krom& MAPK kinasy AtMKK2 aktivuje také
AtMKK1. AtMKK2 aktivuje MAP kinasu AtMPK4 (Teige et al., 2004; Ichimura et al.,
1998b), MPKG6 (Teige et al., 2004), a také MAP kinasu AtMPK10 (Stanko et al., 2014).

Jedna z funkci téchto MAPK kinas je, Zze se podileji na reakci pii kontaktu
S patogennim elicitorem. Na této kaskadé se podili MAP3K MEKKI, didle MKKI1 a
MKK2 a MAP kinasa MPKA4. Tato kaskada negativné reguluje imunitni reakci na kontakt
S patogennim elicitorem. Tim chrani rostlinné bunky pfed autoimunitnim poSkozenim
(Nitta et al., 2020).

Byly porovnany fenotypy A. thaliana kontrolniho divého typu Col-0 s rostlinami
s nadexpresi v genu MKK2, jejichz produktem byl konstitutivné aktivni MKK2-EE
protein exprimovany jako MYC-epitop-tagovana verze pod kontrolou konstitutivniho
35S CaMV promotoru, a také s rostlinnou linii s nulovym mnozstvim exprimovaného
genu MKK2, jedna se tedy o nulovy mRNA mutant (mkk2), ktery neexprimuje genovy
produkt, coz je protein MKK2. Tato linie nese samostatnou inzerci T-DNA do intronu 5
v genu MKK2, ktera zptisobuje mRNA nulovy fenotyp. Pfi béznych podminkach nebyly
transgenni rostliny mkk2 ani MKK2-EE odlisné ve fenotypu. Rozdil byl viditelny az pii

nastupu stresu z nizkych teplot a stresu ze soli. Rostliny obsahujici gen MKK2-EE mély
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zvySenou odolnost vici chladu i zvySené koncentraci soli v mediu oproti divému typu A.

thaliana nebo mkk2 (Teige et al., 2004).

2.5.3 MAP kinasa AtMPK13
Tato MAP kinasa mize byt aktivovana pomoci nadfazené MKK6. Dale se testovala

reakce mezi MPK13, MKK6 a MAP3K v A. thaliana a bylo zjisténo, Ze doslo k interakci
s MAPKKK2 a MAPKKK 2. Dale bylo zjisténo, ze MPK13 spolu s MKK6 ma vliv na
rist kofenové soustavy. Byly pfipraveny transgenni linie MKK6 RNA interference
(RNAIi) a MPK13 RNAI. U téchto transgennich linii byl detekovan snizeny rist
lateralnich kofend. Exprese MPK13 a MKKG6 byla detekovana v buiikach stfedniho valce
a v bunikach pericyklu pomoci GUS histochemie. Naopak nebyly detekovany v buinikach
epidermy nebo v kortexu (Zeng et al., 2011a).

MPK13 se dale ucastni reakce na kontakt rostliny s patogennim elicitorem. Pfi
kontaktu s patogenem jsou detekovany specifické molekulani latky uvolnéné patogenem
(Patogen-associated molecular patterns, PAMP), které vyvolaji specifickou imunitni
reakci. Bylo zjisténo, ze pritomnost bakterialniho elicitoru flg22 indukuje tvorbu (kromé
MPK4 a MPK11) také MPK13 (Nitta et al., 2014)

2.5.4 MAP kinasa AtMPK11

MPKZ11 interaguje s nadfazenou AtMKK®6, ktera ma roli pti cytokinezi a opyleni kvéti.
MKKG6 fosforyluje MPK11 v mensi mite nez MPK4. MPK 11 se s MPK4 shoduje v 88 %
sekvence aminokyselin. | kdyz jsou si tyto MAP kinasy sekvenéné podobné, tak jejich
funkce je rozdilna (Zeng et al., 2011b). Pokud dojde ke ztrat¢ funkce genu AtMPK4
(mutant mpk4) tak to ma vyznamny vliv na zivotnost rostliny (Petersen et al., 2000). U
mutantd mpk11 s vytazenou funkci genu (knock-out mutant, SALK_049352) byl fenotyp
podobny rostlinam divokého typu Col-0. Tento funk¢ni rozdil byl vyzkousen pomoci
ktizeni mutantd mpk4 a mpkll, kdy byl nasledné pozorovan proces opyleni kvéti. Pri
vyuziti pylu zmpk11l na bliznu rostliny mpk4, doslo k normalnimu opyleni a tvorbé
semen, jako u divokého typu. Zatimco pii opacné situaci, pii vyuziti pylu z mpk4 na
bliznu mpk11, nedoslo k zadné tvorbé semen (Zeng et al., 2011b). Dale bylo zjisténo, ze
MAP kinasa MPK11 je aktivovana pii kontaktu s patogenem, stejné jako dalsi MAP
kinasy, napiiklad AtMPK4, AtMPK3 a AtMPK6. Pii testovani reakce na patogen u
MPK11 vyuzili peptid elfl8 z bakterii nebo ch8 fragment ziskany z bunécné stény hub
(Eschen-Lippold et al., 2012).
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2.5.5 MAP kinasa AtMPK6/AtMPK3

MPKG6 je exprimovana v celé rostliné. Po podrobném Setieni vSak MPK6 vykazuje
zvysenou expresi v pletivech kvéti (Bush and Krysan, 2007), bunikach potiebnych pro
tvorbu priduchti (Wang et al., 2007) a kofenovém meristému (Smékalova et al., 2014b).
V epidermalnich bunkach kotene A. thaliana byla MPK6 lokalizovana v plazmatické
membrané (Miiller et al., 2010).

MPK6 je dalsim medidtorem mitotické a cytokinetické progrese s roli v regulaci
orientace roviny déleni bunék (Kohoutova et al., 2015; Miiller et al., 2010; Smékalova et
al., 2014a). Lokalizace MPK®6 in vivo v dé€licich se bunikach pomoci minimalné invazivni
fluorescenéni mikroskopie (Light-sheet microscopy, LSM) listu potvrzuje, Zze
kolokalizace MPK6 s mikrotubularnimi strukturami, jako je preprofazni svazek (pre-
profaze band, PPB), mitotické vieténko a expandujici fragmoplast, je zavisla na
bunécném cyklu. Podobné se MPK6 sdruzuje s mitotickymi mikrotubulovymi vlakny. Je
zajimavé, ze MPK6 se také asociuje sy-tubulinem, coz naznauje, Ze hraje roli v
procesech nukleace mikrotubulti (Kohoutova et al., 2015; Smékalova et al., 2014a).

Pti fosforylaci MKK?7, ktera nasledné aktivuje MPK6, dochazi k regulaci transportu
auxinu pfes auxinovy transportér PINFORMED1 (PIN1) a tim i vétveni vyhonki.
Regulace tohoto transportéru ovliviiuje poldrni distribuci auxinu v xylémovém
parenchymu a timto zpisobem je ovlivnéna i tvorba bo¢nich vyhonku (Jia et al., 2016).

V listu se MPK6 lokalizuje v plazmatické membrané ve spojeni s LYST-
INTERACTING PROTEIN 5 (LIPS), ktery podporuje formovani multivesikularnich
télisek (multivesicular bodies, MVB), ktera je spojena s odpovédi rostliny na kontakt s
patogenem (Wang et al., 2014). MPK6 a MPK3 fosforyluje transkripéni faktor
SPEECHLESS, ktery kontroluje prvni asymetrické déleni priduchii (neboli stomat).
Fosforylace probiha na S/TP motivu omezeném na MPKTD (Lampard et al., 2008).
Béhem stresu soli MPK6 fosforyluje plazmatickou membranu SALINITY OVERLY
SENSITIVE 1 (SOS1) Na+/H + antiporter poté, co je jeho kinasova aktivita stimulovana
kyselinou fosfatidovou (Yu et al., 2010).

2.5.6 MAP kinasa AtMPK4

MPK4 je exprimovéna v celé rostling, ale pfednostné se hromadi v meristematickych
oblastech, v¢etné $picky kofene a lateralnich kotfend primordia (Beck et al., 2011). Na
bunééné urovni se nejvice MPK4 exprimuje v jadie, cytoplazmé a mikrotubulech, kde

ovliviiuje radialni bunéény rast, mitézu a cytokinezi (Beck et al., 2010; Beck et al., 2011).
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Dale se exprimuje v ekvatoridlni rovin¢ fragmoplastu, kde se podili na progresi
cytokineze (Kosetsu et al., 2010; Suzuki et al., 2016). Bylo popsano, ze gen MPK4 je
silné exprimovan v obrannych burikach stomat (Petersen et al., 2000) a Ze je vyzadovana
signalizace jasmonovou kyselinou (jasmonic acid, JA) pro jejich uzavieni (Suhita et al.,
2004).

Béhem interfaze se protein kinasa MPK4 lokalizuje v jadie bun¢k (Kosetsu et al.,
2010), ale béhem cytokinézy je exprimovan ve fragmoplastu a buné¢né desce (Beck et
al., 2010, Kosetsu et al., 2010). ANP2, ANP3 a MPK4 mohou souviset se signalizaci pii
ristu kofenovych vlaskd A. thaliana, protoze dvojity mutant anp2 anp3 a téZ mutant mpk4
vykazuji podobny fenotyp, kterym je tvorba rozvétvenych kofenovych vlaskt (Beck et
al., 2010). Fosforylace PATELLIN2 pomoci MPK4 v jeho doméné Sec14 interferuje s
jeho vazebnou afinitou k fosfolipidiim, coz naznacuje, Ze MPK4 ma roli v dynamice
membran béhem depozice na cytokinetickou buné¢nou desku (Suzuki et al., 2016). Proto
se MPK4 kolokalizuje s cytokinetickymi strukturami. Po imunolokalizaci byl MPK4
obsazen v celém fragmoplastu (Beck et al., 2011). Kdyz je vSak MPK4 fuzovan bud’ s
GFP nebo YFP, byla lokalizace omezena na stfedni zonu fragmoplastu a vyvijejici se
bunéénou desku (Kosetsu et al., 2010). MPK4 reguluje pro sam¢i gametofyt specifickou
meiotickou cytokinezi béhem zrani pylu, kterd neovlivituje cytokinezi béhem mitotické

faze mikrosporogeneze (Zeng et al., 2011b).

2.5.7 MAP kinasa AtMPK10
K identifikaci potencidlnich partnerti mitogen aktivované protein kinasové kaskady pro
MPK10 se vyuZil kvasinkovy dvouhybridni interak¢ni systém. Pfitomnost MAP kinasy
MPK 10 aktivovalo dvouhybridni systém specificky s MKK2 (Stanko et al., 2014).

MKK?2 a jeji specificka ,,downstream” MAP kinasa MPK10, jsou aktivovany
abiotickym stresem, jako je vysoka koncentrace soli, stresem z nizkych teplot nebo
pomoci MAP3K MEKK1 (Ichimura et al., 2000; Teige et al., 2004; Stanko et al., 2014).
MPKI10 je exprimovana ve velké mife, ale pouze pfechodné v sazenicich a v listech
V mistech vysoké koncentrace auxinu. U mutantd v MPK10 a MKK2 se vyskytovala
snizena vétvenost cévnich svazkd. Tudiz propojeni MKK2 — MPK10 reguluje tvorbu a
vétveni cévnich svazkl zménou ucinnosti polarniho auxinového transportu (PAT)
(Stanko et al., 2014).

Pti testovani vlivu transkripce MPK10 na viditelny fenotyp se zjistilo, ze mutantni

linie mpk10 nevykazovaly ve srovnani s rostlinami divokého typu Col-0 zadné vady
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kliceni nebo zménu v kofenové soustavé. Dale se testovala potencialni funkce MPK 10
pfi hormonélnich (kyselina abscisovd, indol-3-octova) a abiotickych stresovych
podminkach (chlorid sodny, kyselina salicylova, stres ze sucha). Ani pii téchto testech

nebyly pozorovany viditelné rozdily oproti rostlinam divokého typu (Stanko et al., 2014).

2.6 MAP kinasy v tabaku virginském (Nicotiana tabacum)

NtSIPKK aktivuje NtMPK4 (ortolog AtMPK4). NtMPK4 RNAi umléené rostliny byly
citlivé na ozon a pii nadexpresi konstitutivné aktivniho proteinu SIPKK-EE byly rostliny
odolnéjsi vii¢i ozonu. Pro porovnani fenotypu pii nadexpresi SIPKK byly vytvoreny dvé
linie, a to divoky typ s nadexpresi SIPKK (SIPKK-OE, overexpression) a konstitutivné
aktivni SIPKK-EE. U linie SIPKK-EE se vyskytoval mensi vzrust rostlin oproti SIPKK-
OE a vytvoriy se u nich 1ézi podobné chlorotické skvrny na listech. SIPKK-OE linie byly
fenotypovée podobné rostlindm divokého typu.

NtMPK4 byla exprimovana pievazné v povrchové vrstvé epidermis na abaxialni
stran¢ listd. Vysoka citlivost rostlin s uml¢enou expresi NtMPK4 je zpisobena
abnormalni regulaci priduchového otvoru. U rostlin s uml¢enou expresi byla naméfena
vy$§i stomatalni vodivost, kterd méla také vliv na transpiraci. Teplota listi v NtMPK4
RNAI byla vyznamné niZ§i nez teplota rostlin divokého typu. Kdyz byla sledovana teplota
linii exprimujicich SIPKK-EE, byla zjiSténa zcela opa¢na situace, coz potvrzuje, Ze pro
uzavieni priaducht je nutna aktivita NtMPK4 (Gomi et al., 2005).

Bylo prokéazano, ze NtMPK4 funguje v signalni draze jasmonové kyseliny (JA) a jeji
aktivita je nutna pro toleranci vici ozonu. U rostlin NtMPK4 RNAi se po 3 dnech po
vystaveni ozonu (0,2 ppm po dobu 4 hodin) vytvofily na listech nekrotické 1éze, které se
u kontrolnich rostlin nevytvotily. NtMPK4 je regulovana pozitivné¢ JA, tvofenou po
poranéni rostliny a negativné kyselinu salicylovou (Gomi et al., 2005). Jasmonova
kyselina je zapojena do fady signalnich drah rostlin a podili se na regulaci rtiznych stresti
(Turner et al., 2002).

NtMPK4 je exprimovana po poranéni rostliny. Byly provedeny testy vlivu miry
exprese protein kinasy NtMPK4 na fenotyp rostliny. Mira exprese NtMPK4 byla méfena
po poranéni rostliny. U rostlin s NtMPK4 RNAi byl viditelny mensi vzrist oproti
rostlinam divokého typu (Gomi et al., 2005).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy

3.1.1 Pouzité chemikalie

70% ethanol (Penta, Ceské republika)

10% hypochlorid sodny (Sigma Aldrich, Némecko)

1 kbp Plus DNA Ladder (Invitrogen, USA)

6x loading dye (Invitrogen, USA)

50x TAE (Tris, Acetat, EDTA) (Sigma Aldrich, Némecko)

Acetat (Sigma Aldrich, Némecko)

Agarosa (Sigma Aldrich, Némecko)

Aminostock (Duchefa biochemie, Nizozemi)

Destilovana voda

DNA Gel Loading Dye, 6X (Thermo Fisher Scientific; USA)

DNAse RNAse free voda (Thermo Fisher Scientific, USA)

dNTPs (Thermo Fisher Scientific, USA)

Dusi¢nan draselny (KNO3) (Sigma Aldrich, Némecko)

EDTA (Kyselina ethylendiamintetraoctova) (Sigma Aldrich, Némecko)
Gamborg B5 basal (Duchefa biochemie, Nizozemi)

Gambor Vitamin (Duchefa Biochemie, Nizozemi)

Gellan Gum (AlfaAesar, USA)

0,1 M Hydroxid draselny (KOH) (Sigma Aldrich, Némecko)
Kanamycin (Duchefa Biochemie, Nizozemi)

Kinetin (KIN) (Duchefa Biochemie, Nizozemi)

Kyselina dichlorfenoxyoctova (2,4-D) (Duchefa Biochemie, Nizozemi)
L-Proline (Sigma Aldrich, Némecko)

MiliQ voda (ptipravena Simplicity Water Purification Systém, Merk, Némecko)
Midori barvivo (Nippon Genetics, Némecko)

Murashige and Skoog basal salt mixture (Duchefa Biochemie, Nizozemi)
M40-Inositol (Sigma Aldrich, Némecko)

Phire plant Direct PCR Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)

Forward Primer pro PRKK (SS42) (vSechny primery od vyrobce: Eurofins VBC —
Biotech GmBH, Rakousko)

Reverse Primer pro PRKK (SS43)
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Forward Primer (13F)

Reverse Primer (I13R)

Rifampicin (Duchefa Biochemie, Nizozemi)

Sacharosa (C12H22011) (Sigma Aldrich, Némecko)

Siran hofe¢naty (MgS0s) (Sigma Aldrich, Némecko)
Spektinomycin (Duchefa Biochemie, Nizozemi)

Tween 20 (Sigma Aldrich, Némecko)

Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) (Sigma Aldrich, Némecko)

3.1.2 Technicky material
Okrouhlé Petriho misky (9 cm pramér, vyska 1,5 cm, pro 25 ml media) - sterilni (Roth

Carl, Némecko), vysoké okrouhlé Petriho misky (9 cm primér, vyska 2,5 cm, pro 50 mi
media) — sterilni (Phoenix Biomedical, Spanélsko), étvercové Petriho misky (cca 15 cm
x 12 cm, vyska 1,7 cm, pro 50 m media) — sterilni (P-LAB, Ceska republika), hranaté
plastové nadoby pro in vitro kultivaci (cca 10,6 cm x 9,5 cm, vyska cca 9,5 cm, pro 150
ml media) — sterilni (Innovative, Ceska republika), valcovité plastové nadoby pro in vitro
kultivaci (cca 9 cm primér, vyska 14 cm, pro 250 ml media) — sterilni (Innovative, Ceska
republika), filtraéni papir — sterilni (Papirna Pernitejn, Ceska republika), Eppendorf
zkumavky (objem 1,5 a 2 ml) (Eppendorf, Némecko), Pasteurovy pipety (Roth Carl,
Némecko), plastova kadinka s ryskou na 1 L (Kartell, Italie), sklenéné 1ahve uréené pro
autoklavovani roztokt (objem 1 L) (Simax, Ceska republika), plastové 1zi¢ky, Falkonovy
zkumavky (15 ml a 50 ml) (Biofil, Cina), injekéni stiikacka, podlozni skli¢ko (Waldemar
Knittel, Némecko), kryci sklitko (22 x 32 mm) (Hirschmann, Ceska republika),

oboustranna lepici paska, polystyrénova krabice na led, chirurgické pinzety.

3.1.3 Poskytnuta data Skolitelem

Mikroskopické snimky (format .czi kompatibilni s programem Zen, Zeiss, Némecko)
semen M. sativa divokého typu RSY s ozna¢enim zdroje sbéru semen jako RSY2 2 a
semena z rostlin linie SIMKKi_2A2 (sbér A1A2A3B1B2B3). Matefskym rostlinam RSY
a SIMKKIi po aklimatizaci rustu v ex vitro podminkach a po opyleni ¢melaky Bombus
terrestris (komeréné zakoupené) byla odebrana zrala semena, ktera byla nasledné focena
pomoci mikroskopu Axio Zoom V16 Skolitelem.

Snimky (z Image scaneru I1) rostlin M. sativa linii RSY a SIMKKi, pro méteni fenotypu

kotenové soustavy.

22



Mikroskopické snimky (format .czi, CLSM) mRFP-znacené PRKK transientné
exprimované v listech N. benthamiana byly poskytnuty od Mgr. Jitiho Sojky
(zprostiedkovano skolitelem) a nasledné upraveny a exportovany studentkou v programu
Zen lite.

Obrazky semen (format .czi, AxioZoom) I semenacu (scaner) M. sativa byly poslany
studentce pro nasledné procesovani dat (méfeni, zpracovani v programu Excel, statistické
vyhodnoceni t-testem). Néktera data byla dale analyzovana ANOVA testem v programu
SigmaPlot 11.0.

Konstrukty naklonované do A. tumefaciens, které byly vyuzity pii transientni
transformaci provadéné studentkou (leden 2020, bez signalu pfi experimentu) byly
klonovéany Dr. Stanislav Isayenkov, Dr. Sci.

Konstrukty pro PRKK-Cas9 byly klonovany Dr. Stanislav Isayenkov, Dr. Sci a
transformovany technickou pani Katarinou Takécovou. Nasledné byly skolitelem malé
rostliny pasazovany v in vitro podminkach a po narosteni velikych rostlin piesazeny do

pudy v kvétinacich. Z téchto rostlin byl studentkou odebran steriln¢ material pro PCR.

3.1.4 Servery a databaze
Server NCBI — nalezeni sekvenci (Ref. 4)

Server Alfalfa Tool box — nalezeni sekvenci pro M. sativa (Ref. 5)

Server SWISS-MODEL (Ref. 6)

Server Expasy — pro sestaveni 3D struktury proteinu (Ref. 7)

Server Expasy translate — pro pfevedeni mRNA do sekvence proteint a zjisténi kodujicich
oblasti (CDS) (Ref. 8)

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) pro nukleotidy a proteiny (Ref. 9)
Software Agris — analyza promotoru (Ref. 10)

Databaze TAIR (The Arabidopsis Information Resource) (Ref. 11)

Databaze SUBA — zjisténi mozné subcelularni lokalizace (Ref. 12)

Databaze IntAct EMBL-EBI — databaze molekularnich interakci (Ref. 13)
Databaze Uniprot — pro porovnani ortologi (Ref. 14)

3.1.5 Programy
Ape (nalezeni otevieného ¢teciho ramce, pro zjisténi kodujiciho useku DNA) (Ref. 16)

DOG 2.0 (sestaveni schéma struktury proteinu, University of Science & Technology,
China) (Ref. 17)
ImagelJ (vyhodnoceni dat ze snimku, National Institutes of Health, USA) (Ref. 18)

23



Microsoft Office sada (zpracovani dat z vysledkd, tvorba grafi a jejich uprava,
vypracovani bakalaiské prace, Microsoft, USA)

Zen 3.2 (procesovani mikroskopickych snimkt, Zeiss, Némecko) (Ref. 19)

3.2 Roztoky a media

Steriliza¢ni roztok (somaticka embryogeneze)

o 4 ml 10% hypochlorid

o 4 ul Tween-20

o Hypochlorid i Tween-20 nafedimé v 36 ml destilované vody (finalni koncentrace
bude 1% hypochlorid a 0,1% Tween-20)

Medium B5H

o 3,1 g/L Gamborg B5 basal

o 0,5 g/L dusi¢nan draselny (KNO3)

o 0,25 g/L siran hote¢naty (MgSOa4)

o 0,5 g/L L-Proline

o 4,5 g/L Gellan Gum

. Doplnit MiliQ H20 do 1 L roztoku

o Upravit pH na 5,7 pomoci 0,1 M KOH

o Po autoklavovani pridat sterilné:

o 14,5 ml / 500 ml Aminostock (aminokyseliny)
o 500 pl /500 ml Gamborg Vitaminy

o 500 pl /500 ml kinetin (KIN)

o 500 pl /500 ml Kyselina dichlorfenoxyoctova (2,4-D)

Medium B50

o 3,1 g/L Gamborg B5 basal

o 0,5 g/L dusi¢nan draselny

o 0,25 g/L siran hotecnaty

. 0,5 g/L L-Proline

o 30 g/L Sacharosa

o Doplnit MiliQ vodou do objemu 1 litru roztoku
o 4,5 g/L Gellan gum

. Upravit pH na 5,7 pomoci 0,1 M KOH
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Po autoklavovani pridat sterilng:
14,5 mI/500 ml Aminostock
500 ul/500 ml Gamborg vitaminy

Medium MMS

4,3 g/L MS basal

0,1 g/L M40-Inositol

30 g/L Sacharosa

4,5 g/L Gellan gum

pH 5.7 upraveno pomoci 0,1 M hydroxidu draselného

Medium MS (Murashige and Skoog)

MiliQ voda

30 g/L Sacharosa

4,3 g/L MS basal salt mixture

4,5 g/L Gellan gum

Upravit pH na 5,7 pomoci 0,1 M KOH

Medium LB (lysogeny broth)

0,25 g LB media
10 ml MiliQ vody
Upravit pH na 7,2 pomoci 0,1 M KOH

Medium LB s pridavkem antibiotik a startovaci bakterialni kultury

0,25 g LB media

10 mL MiliQ vody

Upravit pH na 7,2 pomoci 0,1 M KOH

20 pl SPE 50 mg/ml (ve finalni koncentraci 100 pl/ml, fedéni 1:500)

20 pl RIF 50 mg/ml (ve finalni koncentraci 100 ul/ml, fedéni 1:500)

15 ul bakterialni kultury A. tumefaciens 35S::PRKK:mRFP v pGWB454

Inokulaé¢ni medium

1,96 g/L bezvodého MES
10 g/L 1 M chlorid hote¢naty
1 ml/L 150 mM acetosyringon
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Uprava pH na 5,6 pomoci 1 M a 0,1 M hydroxidu draselného

Master mix pro PCR

20 pl Dilution Buffer

PCR H20

5x PCR Buffer

10 pM dNTPs

10 uM forward primer (SS42)
10 uM reverse primer (SS43)
Phire polymerase 1l

Templat DNA

50x TAE

242 g/L Tris

57,1/L ml acetat

100 ml/L 0,5 M EDTA (pH 8,0)

Do 1 L roztoku doplnit destilovanou vodou

Pro ptipravu 1x TAE roztoku se smicha 20 ml 50x TAE a 980 ml destilované vody

Elektroforeticky gel (1%)

100 ml 1x TAE pufr
1 g agarosa
1 ul MIDORI barvivo

Aparatura BIO-RAD pro elektroforézu na agarosovém gelu

3.3 Biologicky material

Medicago sativa kultivar RSY (Regen SY)

Nicotiana benthamiana
Bakterialni kultura Agrobacterium tumefaciens 35S::PRKK:mRFP v pGWB454

3.4  Pouzité pristroje

Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG, Ceska republika)
Aparatura pro elektroforézu Wide MiniSub Cell GT (BioRad, USA)
Autoklav Sterrivap HP IL (MMM Group, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)
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Centrifuga (Allegra 64 R, Beckman Coulter, USA)
Elektromagnetickd michacka MSH-420 (BOECO, Germany)
Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp, Némecko)

Molecular imager pro detekci fragmentu z gelu (Bio Rad, USA)
Hlubokomrazici box MDF-U500VX-PE (Panasonic, Japonsko)
Image Scaner 111 (GE Healthcare, USA)

Konfokalni mikroskop LSM 710 (Zeiss, Némecko)

Laminarni box Biohazard (Merci, Ceska republika)

Mikrovinna trouba (MHE21 HITACHLI, Japonsko)

Mraznic¢ka LIE G 5216 513L (Liebherr Comfort, Némecko)
PCR cykler (T100 Thermal Cycler, BioRad, USA)

pH metr PC 2700 (Eutech Instruments, USA)

Spektrofotometr Infinite M Nano (Tecan, Svycarsko)

Stereo zoom mikroskop (Zeiss, Némecko)

Vyrobnik deionizované vody Simplicity water purification system (Merck Millipore,
USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu (PowerPac Basic, Bio Rad, USA)

3.5 Metodika

3.5.1 In silico analyzy

3.5.1.1 Tvorba 3D struktury MAPK kinas

Nejdiive byla nalezena sekvence proteini SIMKK (ozna¢eni CAC69137.1) a PRKK
(oznaceni MSPRKK_MSAD_280536 a MsPRKK_MSAD _280548) ve FASTA formatu
pomoci databaze NCBI (Ref. 4) a Alfalfa Tool box (Ref. 5). Tato sekvence se dale pouzila
na sestaveni 3D modelu pomoci serveru SWISS-MODEL (Ref. 6), ktery automaticky
sestavuje proteinové struktury na zakladé homolognich sekvenci, a to pfes server Expasy
(Ref. 7). Po zadani FASTA formatu na server SWISS-MODEL byl vygenerovan 3D
model této sekvence. S modelem bylo mozné otacet, vyznacit si na ném urcité specifické
Casti (napiiklad serinové a threoninové sekvence, proteiny aromatické, alifatické, polarni

a dalsi).

3.5.1.2 Porovnani sekvenci nukleotidi a proteinti pomoci serveru BLAST
Pro nalezeni porovnavanych sekvenci ve FASTA formatu byly vyuzity servery NCBI
(Ref. 4) a Alfalfa Tool box (Ref. 5). Na serveru NCBI se zadalo, jestli je hledana sekvence
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proteind nebo nukleotidl a zadal se ndzev porovnavané MAPK kinasy (naptiklad MKK1
Arabidopsis thaliana). Pro sekvence nukleotidl a proteinti v M. sativa byl vyuzit sever
Alfalfatoolbox, jelikoz na serveru NCBI nebylo mozné najit sekvence obou verzi
nukleotid@ i proteint  PRKK (MsPRKK_MSAD_280536 (PRKK_36) a
MsPRKK_MSAD 250548 (PRKK _48)). Pro vyhledani sekvenci byly vyuzity celé nazvy
obou verzi genu. Pro nasledné porovnani sekvenci byly vyuzity sekvence nukleotidi CDS
a sekvence proteinu MsPRKK_ 36, MsPRKK 48, AtMKK1 a AtMKK2. Na obou
serverech NCBI i Alfalfatoolbox pii hledani sekvenci nukleotidi byly nalezeny mRNA
sekvence (které obsahuji i rizné dlouhé nekodujici ¢asti sekvence), ze kterych se nasledné
ziskaly sekvence CDS (coding sequence). Nejdiive se pfimo v sekvenci v programu
Microsoft Word pomoci funkce Najit vyhledaly sekvence moZznych start kodonti (ATG,
methionin). Nasledné se sekvence od tohoto mozného start kodonu zkopirovala na server
Expasy/translate (Ref. 8), ktery pfevedl tuto sekvenci na protein. Podle toho se zjist'ovala
délka fungujiciho ¢teciho ramcee, a tudiz i jak vychazeji triplety nukleotidll, nez narazi na
stop kodon (pii nespravném start kodonu byl Casto ¢teci rdmec zastaven po nékolika
aminokyselinach). Pro automatické vyhledavani otevienych ctecich ramci 1ze vyuzit
program Ape, ktery nalezl spravny start kodon, aby vychazel pocet aminokyselin podle
sekvence proteinu znamé z databaze NCBI nebo Alfalfatoolbox. Poté bylo na serveru
BLAST (Ref. 9) vybrano, jestli jsou porovnavané sekvence proteinti nebo nukleotida
(Protein BLAST, Nucleotide BLAST). Byla zvolena moZnost porovndni dvou a vice
sekvenci. Nasledné¢ byly ziskané FASTA formaty porovnavanych MAPK kinas vloZeny
do kolonek ur¢enych pro sekvence ve FASTA formatu. U BLAST nukleotidi byla podle
podobnosti sekvenci vybrana optimalizace procesu (discontiguous megablast). Po zadéni
vSech hodnot server porovnal sekvence a urc¢il miru jejich podobnosti i porovnani celych

sekvenci.

3.5.1.3 Analyza promotoru pomoci serveru Agris

Server Agris (Ref. 10) se vyuziva pro analyzu promotoru pro geny A. thaliana. Na
domovské strance serveru se v menu vybere AtcisDB vyhledavani, do kterého se vlozi
nazev lokusu AT4G29810 (pro gen MKK?2), ktery byl zjistén na serveru TAIR (Ref. 11).
Na serveru TAIR byl do vyhleddvace zadan nazev proteinu (napiiklad MKK?2) a nasledné
byl zobrazen nazev lokusu. Po zadani nazvu lokusu do vyhedavace serveru Agris, byly
nalezeny transkrip¢ni faktory promotoru, jejich umisténi v genomu, sekvence vazebného

mista a vazebnd mista transkripénich faktord (binding site family/TF). Poté byly podle
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seznamu vazebnych mist a zadanych referenci na serveru Agris dohledany funkce

jednotlivych transkripénich faktora.

3.5.1.4 Server TAIR pro zjisténi hladin transkriptii a moZnych polymorfismi genu
Dale byl server TAIR (Ref. 11) vyuzit pro zjisténi hladiny transkriptd v ruznych
pletivech, béhem vyvinu a stresu v A. thaliana, pro identifikaci moznych mutaci a
dohledéni proteinovych domén. Do serveru TAIR byl zaddn nazev proteinu naseho zajmu
a server vyhledal mozné lokusy nejlépe odpovidajici zadanému nazvu. Po vybéru lokusu
server ukaze informace o daném proteinu, jako naptiklad mapu s jeho strukturami,
lokalizaci v burice, funkci v rostliné a dalsi. Na serveru lze najit také velikosti hladin
transkripti v riznych pletivech podle stadia vyvinu rostliny a pisobiciho stresu (lze
dohledat vliv biotického a abiotického stresu, chemikalii, hormontl, hladiny transkriptt
dle vyvoje rostliny, pfi kliceni semen, lokalizaci transkripti v buiice). Dale na serveru
TAIR lze vyhledat mozné polymorfismy, jejich ndzev, typ a mutagen, umisténi, délku a

sekvenci, koordinaty daného polymorfismu a dalsi informace).

3.5.1.5 Databaze SUBA pro zjiSténi moZnych subcelulirnich lokalizaci proteinu

SUBA (Ref. 12) je databaze, ktera slouzi k vyhledavani subcelularnich lokalizaci
proteint A. thaliana. Na domovské strance je vyhledavaci okno oznacené jako ,,Quick
search” do kterého se zada nazev lokusu, ktery byl zjistén na serveru TAIR (viz 3.5.1.3).
Po zadani nazvu lokusu do okna vyhledavace databaze vyhledd moZné subcelularni

lokalizace proteinu.

3.5.1.6 Databaze IntAct EMBL-EBI pro mozné protein-proteinové interakce

Pro zjisténi moznych intrakci mezi proteiny v A. thaliana byla vyuzita databaze IntAct
EMBL-EBI (Ref. 13). Do vyhladavace v databazi se zadd nazev proteinu zajmu
(naptiklad MKK2) a databaze vytvoii seznam vSech interagujicich proteint, které reaguji
S proteinem stejného nazvu, ktery byl zaddn. Nad tabulkou interagujicich proteind je
moznost specifikovat protein zdjmu (pomoci zalozky Interactors) a to tak, ze vybereme
studovany druh. Tim se z(zi seznam interagujicich proteinti. V tabulce, kde jsou vypsané
interagujici proteiny, jsou uvedeny nazvy obou proteinti, dale metoda, kterou byla
interakce detekovana, databaze a ¢lanek, ze které tyto informace pochézi. Déle se pomoci
databaze Uniprot (Ref. 14) zjistovalo, které ortology v M. sativa odpovidaji interagujicim

proteintim. Na databéazi Uniprot byl nalezen dany protein a pomoci funkce BLAST byly
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nalezeny podobné proteiny v jinych organismech sefazené podle procentualni

podobnosti. V seznamu organismi, byla nalezena M. sativa a tim zji$tén i ortolog.

3.5.1.7 Program DOG 2.0 pro znazornéni struktury proteinu

Tento program byl vyuzit pro znazornéni rozlozeni proteinovych domén ve struktuie
proteinu a pro umisténi vazebnych mist transkripénich faktort. Nejdiive je potfeba védéet
délku samotného proteinu zajmu, ktera lze zjistit pies server TAIR (viz 3.5.1.4), kde lze
najit informace o proteinu, jeho oznaceni, délka sekvence a obsazené proteinové domény
(pro MKK2 to je AT4G29810.2). Po rozkliknuti oznaceni proteinu lze vidét oznadeni a
lokalizace jednotlivych proteinovych domén, které nasledné lze nanést na sekvenci
proteinu v prograu DOG 2.0. Dale byl tento program vyuzit pro znazornéni lokalizace
vazebnych mist transkrip¢nich faktort. Jejich lokalizaci lze zjistit ze serveru Agris (Viz
3.5.1.3). Po otevieni programu DOG 2.0 se nejdiive zada délka samotného proteinu. Poté
se zadaji lokalizace proteinovych domén nebo transkripénich faktori (pomoci Domain
pro del$i useky proteinovych domén a Site pro zaznamenani ur¢itého mista, coz bylo
vyuZito pro zaznaceni mista moznych mutaci) a jejich popisy a ndzvy se uspotadaji na

struktufe proteinu tak, aby bylo v§e dobie viditelné a jednotlivé udaje se nepiekryvaly.

3.5.2 Procesovani dat k porovnani fenotypu M. sativa linie SIMKKIi

3.5.2.1 Procesovani mikroskopickych snimka v programu Zen 3.2

Po otevieni programu Zen 3.2 a vybrani mikroskopickych snimkd, je potieba vlozit
meéfitko, které se vklada pies zaloZzku Graphics, kde se kromé métitka mohou dodat do
snimku Sipky nebo ctverce pro oznaceni rtiznych struktur. Dale se v zalozce Display
upravi kontrast barev jednotlivych svételnych kanalti, a to pomoci vlnovych délek
oznacenych jako Black a White (krajni Sipky v histogramu), dokud nebude zadana
struktura co nejlépe viditelna. Pokud jsou snimky nafocené ve vice rovinach a je
vytvoreny Z-stack, je potieba si z néj vytvortit jeden snimek pomoci metody Ortogonal
projection (kterd lze najit v zdloZce Processing), ve kterém je potieba si vybrat, které
vrstvy vzniklé proostifovanim objektu jsou diilezité. Po tpraveé snimki se vyexportuji do

formatu JPEG nebo TIFF pomoci metody Image export.

3.5.2.2 Méfeni hodnot ze snimka v programu ImageJ

Program ImageJ slouzi pro méteni parametrt z fotek, jako jsou napiiklad délka, Sitka,
perimetr, pocet, obvod, kruhovitost, plocha a dalsi. Pro tuto bakaldiskou praci byly
vyuzity parametry plochy, délky, Sitky a kruhovitosti. Po vybrani zpracovavaného
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obrazku je potieba si nastavit métitko, aby program mohl vzdalenost z pixela prevadét na
zadané jednotky (naptiklad cm), proto je potfeba mit na daném obrazku meéfitko nebo
jinou zndmou vzdalenost. Po nastaveni méfitka je potfeba nastavit, které hodnoty budou
méfeny (Measurements). Poté se vyuzije néktera z funkci pro zméfeni dat (napiiklad
rovna Cara, segmentovand Cara, ¢ara pro obrys tvarll), kterd vyhodnoti vysledky
(Measurements) podle zvolenych parametrti. Tyto vysledky se poté vyuziji pro dalsi
zpracovani. Hodnoty se nemuseji méfit pouze ruéné, ale v programu ImageJ funguje i
automatické méfeni, podle barev métenych struktur. Pro tuto funkei je potfeba mit métené
sturktury barevné vyrazné odli$né od pozadi (kontrastni barvy nastavi funkce Treshhold)
a pokud se vzajemn¢ tyto struktury dotykaji, tak je potieba je od sebe oddélit (udélat mezi
nimi ¢aru v barveé pozadi). Poté pomoci funkce Analyze particles 1ze zmé&fit automaticky

hodnoty jednotlivych struktur.

3.5.3 Somaticka embryogeneze

3.5.3.1 Sterilizace lista Medicago sativa RSY pro somatickou embryogenezi

Listy byly promyty v 70 % ethanolu po dobu 10 sekund z dtivodu odmasténi a ocisténi
listd. Pro sterilizaci listi byl vyuzit steriliza¢ni roztok s nasledovnym zasobnim slozenim:
36 ml destilované vody, 4 ml 10% hypochloridu a 4 pl Tween roztoku (po nafedéni
s destilovanou vodou vznikne roztok s 1% hypochloridem a 0,1% Tweenem), ve které se
listy sterilizovaly po dobu 1,5 min. Zbytek sterilizaéniho roztoku byl vymyt sterilni
destilovanou vodou Vv plastové Eppendorf zkumavce, ve které byly listy 5 krat promyty
(vzdy v nové destilované vod¢€) vzdy po dobu 3 min. Veskeré roztoky se ptenasely sterilni
Pasteurovou pipetou. Listy byly osuSeny na sterilnim filtranim papiru, nafezany
skalpelem a byly vlozeny na tuhé medium B5H v okrouhlych Petriho miskach. Cela prace
byla vykonavana ve sterilnich podminkach. Listy M. sativa RSY na mediu B5H byly
vlozeny do fytotronu (svételny rezim 16 hodin/8 hodin o intenzité svétla 60 az 80 uE.m’

251 teplota 21 °C a vlhkost vzduchu 70 %)

3.5.3.2 Priprava media BSH pro bunécnou dediferenciaci a rust kalusi

Pro piipravu 1 L media bylo k 800 ml MiliQ vody v plastové kadince (s riskou pro 1 L)
ptidano 3,1 ¢ GAMBORG BS5 basal, 0,5 g KNOs, dale 0,25 g MgSOs, poté 0,5 g L-
PROLINE a 30 g sacharosy. Po fadném rozmichéni na elektromagnetické michacce bylo
piidano 4,5 g Gellan gum. Po ptidéani vSech slozek bylo upraveno pH na hodnotu 5,7. Do
kadinky byla dolita MiliQ voda do 1 L. Medium BS5 se nechalo autoklavovat ve dvou 1 L

lahvich v objemu 500 ml. Po autoklavovani a vychlazeni media B5 v inkubdtoru na 55
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°C bylo k mediu ptfidano 29 ml/L. Aminostock, 1 ml/L. Gambor vitaminy, dale 1 ml/L
kinetin a 1 ml/L 2,4-D. Medium bylo rozdéleno do 40 okrouhlych Petriho misek (vyska

1,5 cm) po 25 ml a nechalo se zatuhnout.

3.5.3.3 Priprava media B50 pro buné¢nou diferenciaci a rist somatickych embrii
Pro ptipravu 1 L media bylo k 800 ml MiliQ vody v plastové kadince (s riskou pro 1 L)
pfidano 3,1 g GAMBORG BS basal, 0,5 g KNOs, dale 0,25 g MgSQg, poté 0,5 g L-
PROLINE a 30 g sacharosy. Po fadném rozmichéni na elektromagnetické michacce bylo
pfiddno 4,5 g Gellan gum. Po pfidani vSech slozek bylo upraveno pH na hodnotu 5,7. Do
kadinky byla dolita MiliQ voda do 1 L. Medium B5 se nechalo autoklavovat ve dvou 1 L
lahvich v objemu 500 ml. Po autoklavovani a vychlazeni media B5 v inkubatoru na 55
°C bylo k mediu pfidano 29 ml/L Aminostock, 1 ml/L Gambor vitaminy. Po pfidani v§ech
slozek bylo medium rozlito po 25 ml do 40 kulatych Petriho misek (vyska 1,5 cm), ve
kterych zatuhlo. Z media BSH se na medium B50 pifesadily vytvoiené kalusy M. sativa.

3.5.3.4 Priprava media MMS pro rist kofenii ze somatickych embrii

Pro piipravu 1 L MMS media bylo odméfeno 800 ml MiliQ vody, do které se odvazilo
4,3 g/L MS basal salt mixture, 0,1 g/L M40-inositolu, 30 g/L sacharosy a 4,5 g/L Gellan
gum. Vsechny slozky se rozpustili v MiliQ vodé. Bylo upraveno pH na hodnotu 5,7
pomoci 1 M a 0,1 M hydroxidu draselného. Poté se doplnila MiliQ voda do 1 litru media.
Medium bylo rozlito do dvou 1 L sklenénych lahvi, které byly vlozeny do autoklavu. Po
probéhnuti autoklavu bylo medium rozlito po 25 ml do 40 kulatych Petriho misek (vyska
1,5 cm) a na medium byly pfesazeny somaticka embrya M. sativa, které narostly na mediu
B50.

3.5.3.5 Priprava media MS

Pro 1 L media bylo odméfeno 800 ml MiliQ vody. Bylo odvazeno 4,3 g/L MS basal salt
mixture, poté 30 g/L Sacharosy a 4,5 g/L Gellan gum. Bylo upraveno pH pomoci roztoku
hydroxidu draselného o koncentraci 1 M a 0,1 M na hodnotu 5,7. Poté se doplnila MiliQ
voda do 1 litru media. Poté bylo medium autoklavovano a po vychlazeni rozlito do
okrouhlych Petriho misek po 25 ml. Do téchto Petriho misek byla piesazena somaticka
embrya M. sativa RSY s narostlymi kofeny z media MMS. Nasledné se vzniklé mladé
rostliny piesazovaly do vysokych okrouhlych Petriho misek po 50 ml a dale do vétSich
nadob hranatych (150 ml) a valcovych (250 ml) podle velikosti pfesazované rostliny.

Piipadné se mohou mladé rostliny pielozit do ¢tvercovych Petriho misek s50 ml
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zatuhlym MS mediem nebo jinym, pi. Fihreus medium bez dusiku (Fahreus, 1957) pro

nasledné analyzy kofenové soustavy.

3.5.4 Transientni transformace rostlin

Transientni transformace rostlin Nicotiana benthamiana (druh tabaku) byla provedena
pomoci  Agrobacterium tumefaciens, kmen GV3101 obsahujici konstrukt
35S::PRKK:mRFP v plasmidu pGWB454 obsahujici gen rezistence vici antibiotiku
spektinomycinu (SPER - vyuzivaného pro selekci bakterialnich kolonii obsahujici dany
gen rezistence) a gen rezistence vG¢i kanamycinu (KANR - slouzi k selekci
transformované rostliny). Startovaci kultura A. tumefaciens 35S::PRKK:mRFP byla
kultivovana v 10 ml tekutého LB media (v 50 ml sterilni Falkonové zkumavce, byly
ptipraveny 2 opakovani kultury) s pfidavkem spektinomycinu (100 ug/ml) a rifampicinu
(100 pg/ml), pro rist bakterii a namnozeni kultury. Byla zméfena opticka hustota kultury
A. tumefaciens 35S::PRKK:mRFP pomoci spektrofotometru pii 600 nm (ODeoo).
Hodnota optické hustoty vzorku byla vyuzita pro vypocet mnozstvi vyuzité kultury a
inokula¢niho media pro transientni transformaci. Kultura A. tumefaciens (2x Falkonova
zkumavka proti sob¢) byla nejdiive vloZena do centrifugy po dobu 10 min pii 4°C. Poté
se kultura A. tumefaciens promyla v inokula¢nim mediu (2-krat centrifugace a promyti),
ve kterém se kultura finalné resuspendovala a nechala se dvé hodiny inkubovat pfi
pokojové teploté. Po inkubaci se kultura A. tumefaciens infiltrovala pfes stomata do listd
N. benthamiana pomoci plastové injekéni siikacky (1-2 ml objem) bez jehly. Za 3 dny po
infiltraci (3DAT, days after transformation) byly vystiizeny infiltrované ¢asti listt (ve
tvaru trojuhelniku) a z t€chto vzorki byly vytvotfeny preparaty, které byly pozorovany
v konfokalnim laserovém skenovacim mikroskopu (CLSM, confocal laser scanning
microscopy) za pouziti objektivu 20/0,80 NA pro ovéteni fluorescence konstruktu (jestli
dochdzi k nadexpresi fuzniho proteinu PRKK-mRFP) a provedeni lokalizacnich

experimentd.

3.5.5 PCR (polynucleotid chain reaction)

Vzorky listii (z rostlin p&stovanych v in vitro podminkéach) o velikosti pfiblizné 1 mm?
z M. sativa PRKK Cas9-G3 rostlin byly sterilné¢ odebrany pomoci pinzety a niizek a byly
roztlaceny v pufru pro izolaci a stabilizaci DNA (Dilution Buffer). Vzorek se poté nechal
inkubovat na ledu po dobu pil hodiny. Nasledn¢ byl vzorek vlozen do mini-centrifugy
(pro stripy a 200 pl PCR zkumavky) a ¢iry supernatant s uvolnénou DNA se odpipetoval
do PCR zkumavek. Spolu byly ptipraveny 2 Master mixy (Tabulka 1). Prvni pro testovani
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ptitomnosti transgenu v M. sativa PRKK Cas9-G3 pomoci primert SS42 a SS43 (Tabulka
1) a druhy pro testovani pfitomnosti izolované DNA (kontrola kvality rychlé metody
izolace) z M. sativa pomoci primert I3 Forward a Reverse (I3FR, jedna se 0 sekvenci na
intronu 3 MMK3 genu z M. sativa). Postup piipravy Master mixu je nasledovny: PCR
voda (DNAse and RNAse free water, autoklavovana a poté zmrazena v 2 ml alikvétach),
5x PCR Pufr, 10 mM dNTPs, 10 uM Forward a 10 uM Reverse Primery, Phire
Polymerase 11 (Tabulka 2) a nakonec po rozmychani Master mixu a rozpipetovani do PCR
zkumavek po 9,5 ul se ptidal templat DNA (0,5 pl na reakci) z pfipraveného vzorku M.
sativa. Ptipravené PCR reakce byly vlozeny do Thermocycleru, ve kterém prob&éhla PCR

reakce podle zadaného cyklu (Tabulka 3).

34



Tabulka 1: Seznam pouzitych primert pro PCR

Typ primeru Nazev Sekvence

Forward Primer SS42 5-TCCCAGGATTAGAATGATTAGG-3’
Reverse Primer SS43 5"-CGACTAAGGGTTTCTTATATGC-3’
Forward Primer I13F 5'-TGGGGAGCTTACTGATATAG-3’
Reverse Primer I3R 5"-AGATCTCGGTGCAAAAC-3’

Tabulka 2: Slozeni PCR reakce pro testovani pfitomnosti transgenu v M. sativa PRKK Cas9-G3

Slozeni PCR reakce 1x Master mix | 1x Master mix | Piepocet slozek
SS42+43 (10 ul) | I3FR (10 pl) na 20 vzorek (ul)

PCR H20 6,1 6,1 122

5x PCR Pufr 2 2 40

10 mM dNTPs 0,2 0,2 4

10 uM Forward primer 0,5 0,5 10

10 uM Reverse primer 0,5 0,5 10

Phire polymerase 11 0,2 0,2 4

Templat DNA 0,5 0,5 10

Tabulka 3: PCR cyklus v Thermocycleru

Faze | Nazev faze Teplota Cas

1. Uvodni denaturace 98 °C 30s

2. Denaturace 98 °C 30s

3. Anelace 57 °C 30s

4. Polymerizace 72°C 60 s

5. Opakovéni termocyklu 39x opakovani faze 2 - 4

6. Finalni polymerizace 72°C 600 s

7. Ochlazeni vzorku 12 °C 00

3.5.6 Separace DNA fragmentu v 1% agarosovém gelu

Separace amplifikovaného fragmentu genu PRKK Cas9-G3 ze vzorku M. sativa pomoci

elektroforézy v 1% agarosovém gelu byla vykonana nasledovné. Prvni se pfichystal

roztok 1x TAE (Tris, acetat, EDTA) z 50x TAE pufru nasledovnym fedénim: 20 ml 50x

TAE bylo nafedéno v 980 ml destilované vody. Dale byl nachystan 1% agarosovy gel z
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1 g Agarosy a 100 ml 1x TAE pufru. Agarosa byla rozpusténa v mikrovinné troubé pti
obc¢asném promichani. Byla pfipravena aparatura pro elektroforézu. Po zchlazeni gelu se
do ného piidalo 1 pl Midori barviva, které obarvi DNA pro vizualizaci (v piistroji
Molecular Imager BIO-RAD s UV detekci) a gel byl rozlit do elektroforetické aparatury
(pfipadné bubliny byly plastovou $pi¢kou pfesunuty na okraje gelu), byl pfidan hiecben
(nebo dva nad sebe do pozice 1 a 3 pro drazky pro hieben) a nasledné gel béhem 15 min
ztuhnul. Gel byl po ztuhnuti pienesen do elektroforetické vany a zalit 1x TAE pufrem
s hladinou asi 1-2 mm nad gelem. Byl vytahnut hieben/y a do jamek pro nanaseni vzorek
se vlil elektroforeticky pufr. Jamky byly okometricky zkontrolovany pfed nanasenim
vzorkd (pfipadné poskozené jamky byly vynechany pfi nanaseni vzorku). Do
jednotlivych vzorkl ziskanych po amplifikaci v PCR Thermocycleru se ptidal 2 pl 6x
DNA vzorkovaciho ,,6x loading dye* barviva, které slouzi k ptipravé DNA vzorku, aby
klesnul do jamky (glycerol) a také obsahuje dva markry (bromofenolovou modrou a
xylene cyanol FF) které se pouzivaji ke sledovani migrace DNA béhem elektroforézy na
agarosovém gelu. Do krajnich jamek na gelu bylo pipetovano po 1,5 pl standardu
molekulovych hmotnosti (1 kbp Plus DNA Ladder). Jednotlivé vzorky po amplifikaci a
pridani vzorkovaciho barviva byly pipetovany do jamek v elektroforetickém gelu.
Elektroforeticka aparatura byla zapojena do zdroje elektrického napéti a nastavena na
konstantni napéti 90 V, na dobu 40 min. Po probéhnuti elektroforézy byl gel vytdhnut

z aparatury a vyhodnocen pomoci Molecular Imager a programu Epson Scan.

36



4 VYSLEDKY

4.1 In silico analyzy

Tato Cast bakalaiské prace je zaméfena na in silico analyzu MsSIMKK a MsPRKK a
jejich ortologit AtMKK4 a AtMKK?2. Vétsi zaméteni na in silico analyzy bylo z divodu
nemoznosti piistupu do laboratofi kvuli epidemiologické situaci. Pii analyze MAPK
kinas v M. sativa byly vytvoreny jejich 3D modely a sekvence jejich proteinti a nukleotidt
byly porovnany se sekvencemi jejich ortologli v A. thaliana. In silico analyza ortologi
MKK4 a MKK2 byla provedena kvili jejich podobnosti se studovanymi SIMKK a
PRKK, tudiz by bylo mozné ze ziskanych dat navrhnout vlastnosti, které by mohly mit i
SIMKK nebo PRKK, coz by se mohlo nasledné otestovat prakticky v laboratofi. Pomoci
serveru Agris byla zjiSténa umisténi vazebnych mist transkripénich faktort na MKK4 a
MKK?2. Dale pomoci serveru TAIR byla zjiSténa hladina transkriptti obou MAPK kinas
v A. thaliana, a to béhem vyvoje rostliny a pfi reakci na rizné stresové podnéty. Na
serveru TAIR se také zjistily mozné polymorfismy v obou genech a jaké maji proteinové
domény, jejichz umisténi se naneslo na struktury proteinii MKK4 a MKK2. Dale byly
pomoci serveru SUBA zjistény mozZné subcelularni lokalizace transkriptli a pro zjisténi

moznych protein-proteinovych interakci byl vyuzit server IntAct EMBL-EBI.

4.1.1 In silico analyza MsSIMKK

4.1.1.1 Sestaveni 3D struktury MsSIMKK

Pro vytvofeni 3D modelu (viz 3.5.1.1) MsSIMKK (Obr. 6) byl vyuzit server SWISS-
MODEL. Na vytvofeném modelu vidime, Ze umisténi Ser/Thr sekvenci (oznacené
modfe) je pfevazné na povrchu struktury, coz je dulezité pro jejich fosforylaci a tim i

aktivaci MAP kinasy.

Obrazek 6: 3D struktura MsSIMKK s vyzna¢enymi Ser/Thr sekvencemi. Vytvotreno na SWISS-
MODEL (Ref. 6). A, B Stejny model ze dvou opaénych stran.
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4.1.1.2 Porovnani MsSIMKK s ortology AtMKK4 a AIMKKS5

Pomoci programu Blast (Ref. 9) byly porovnany sekvence proteint (BlastP) MsSIMKK
AtMKK4 a AtIMKKS5 (Tabulka 4). Dale byly porovnavany kodujici sekvence nukleotidt
(coding sequence, CDS) pomoci BlastN MsSIMKK s CDS AtMKK4 a AtMKKS5 (Tabulka
4) (viz 3.5.1.2). Nejvétsi homologie sekvenci proteinti byla detekovana mezi MsSIMKK

a AtMKK4. U sekvenci nukleotidi byla nalezena o néco mélo vy$si homologie mezi

MsSIMKK a AtMKKS.

Tabulka 4: Porovnani sekvenci proteinii (BlastP) a nukleotidti (BlastN) mezi sekvencemi

MsSIMKK a AtMKK4 a AtMKK5

Porovnavana BlastP SIMKK BlastN SIMKK
MAPK kinasa | Procentualni E-value Procentualni E-value
identita identita
AtMKK4 68,04 % 6*1017 75,03 % 2*1014
AtMKK5 66,02 % 4*10716° 75,90 % 3*101%4
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4.1.2 Insilico analyza AtMKK4

4.1.2.1 In silico analyza promotoru

Pro in silico analyzu promotoru genu AtMMK4 (viz 3.5.1.3), ktery je umistény na
chromozomu 1 v A. thaliana, byl vyuzit software Agris (Ref. 10), ktery identifikoval
vazebna mista pro transkripcni faktory (Tabulka 5; Obr. 7): Byly detekovany transkripéni
faktory, které se ucastni vyvoje rostliny, a to RAV1-A, ktery zabranuje nadmérnému rustu
rostliny (Kagaya et al., 1999) a LFY (LEAFY), ktery ma vliv na rany rozvoj d¢livého
pletiva generativnich organt. LFY funguje v synergii s APETALAL, CAULIFLOWER a
AGAMOUS, které piimo aktivuje (Lamb et al., 2002).

Pfi buné&ném zrani a proliferaci buné€k je vyuZit transkripéni faktor GATA, ktery se
vaze na sekvenci nukleotidi DNA ,,GATA* (Teakle et al., 2002). Transkripéni faktor
Telo-box (Telomere motif) se podili na regulaci exprese genu pro beta-glukuronidazu
v bunkach kofenového primordia (Tremousaygue et al., 1999).

Pti reakci rostliny na stres byly identifikovany transkripéni faktory MYB skupiny
(MYB, MYB2 a MYB4), které se ti€astni fady obrannych odpovédi, pfevazné reaguji na
abioticky stres, jako je nadmérné zasoleni, dehydratace nebo UV-B zateni (Sablowski et
al., 1994, Abe et al., 1997, Chen et al., 2002). Dale transkripcni faktor bZIP ovliviiuje
rostlinu pii zménach svétla (Abe et al., 1997; Kim et al., 1997; Satoh et al., 2004). Dalsim
transkripénim faktorem, ktery se zapojuje do odpovédi rostliny na svétlo, je SORLIP:
Tento transkripéni faktor je nadmérné zastoupeny v promotoru, jejichz aktivita je
indukovana svétlem (Hudson and Quail, 2003). Transkrip¢ni faktor Box II ma vliv na
funkci regulacnich cis-elementt, které se podili na reakci na svétlo. Tento transkripcni
faktor je aktivovan fytochromem A (Le Gourrierec et al., 1999). WRKY reguluje expresi
genu NPR1 (nonexpressor of PR genes 1) ma vliv na velkou fadu reakci, a to na biotické
i abiotické stresy (Yu et al., 2001). Poslednim transkripénim faktorem je DRE, ktery se
ucastni odpovédi rostliny na abioticky stres, a to na dehydrataci a nizké teploty (Chen et
al., 2002).

Z detekovanych transkripCnich faktort lze usoudit, Ze gen AtMKK4 reguluje rist a
kveteni A. thaliana, dale se podili na proliferaci bunék a tvorbé beta-glukuronidazy.
Velky vliv mé na reakci rostliny na abioticky stres, a to na reakci na svétlo nebo také na

zasoleni.
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Tabulka 5: Vazebna mista pro transkrip¢ni faktory na promotoru genu AtMKKA4.

Transkripéni | Vazebna mista (bp) | Sekvence Reference
faktor Zacatek | Konec | nukleotidl
bZIP —153 —148 actcat Abe et al., 1997; Kim et al.,
1997; Satoh et al., 2004
WRKY —73 —68 ttgacc Yuetal., 2001
MYB —656 —649 cacctacc Sablowski et al., 1994
MYB2 —1300 —1292 taactggtt Abe et al., 1997
MYB4 —656 —650 acctacc Chen et al., 2002
RAV1-A —458 —454 caaca Kagaya et al., 1999
LFY =77 —72 ccactg Lamb et al., 2002
Box Il —760 —755 ggttaa Le Gourrierec et al., 1999
DRE-like PM —896 —888 agccgactt Chen et al., 2002
GATA —787 —782 tgatag Teakle et al., 2002
Telo-box —260 —252 aaaccctaa Tremousayque et al., 1999
SORLIP1 —1133 —1128 agcaac Hudson and Quail, 2003
-1461 | ¢y pzip RAVI-A  wves Box |l SORLIP

WRKY Telo-Box

MYB GATA

MYB2

Obrazek 7: Umisténi vazebnych mist pro transkrip¢ni faktory na protomoru genu AtMKK4

4.1.2.2 Detekce subcelularni lokalizace AAMKK4

Pomoci databaze SUBA (Ref. 12) byla zjisténa mozna subcelularni lokalizace protein
kinasy AtMKK4 (viz 3.5.1.5). Casto detekovéna byla v jadie (AdaBoost, Nucleo,
SubLoc, BaCellLo, Plant-mPloc), dale také v plastidech (ChloroP, iPSORT, PCLR,
Pprowler, TargetP) a v mitochondriich (Mitoprot2, PredSL, SLPFA, WoLF PSORT,
SLP-Local). Byla detekovana v mensi mife také v cytosolu (Plant-mPloc, MultiLoc) a

vV Golgiho aparatu (YLoc).

4.1.2.3 Detekce hladiny transkripti AtMKK4

Pomoci databaze TAIR (Ref. 11) byla zjisténa hladina transkripti AtMKK4 v riznych
pletivech a béhem vyvinu a stresu (viz 3.5.1.4). Vysoka mira transkriptd AtMKK4 byla

detekovana ve stopce pln¢ vyvinutych a starnoucich listd, Vv plodolistech kvétu a
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vyvijejicim se plodu (Klepikova et al., 2016). Pii vyvinu embrya byla detekovana
nejvyssi hladina transkriptii v semenném obalu (Le et al., 2010).

Dale byla detekovana vyssi hladina transkripta pii reakci na biotické a abiotické stresy.
Z testovanych biotickych stresti reagovala rostlina A. thaliana zvySenim hladiny
transkriptt AtMKK4 na Hyaloperonospora arabidopsidis (Wang et al., 2011), na
bakterialni elicitory FIg22 a HrpZ a elicitor z oomycet GST-NP1. Posledni detekovana
pozitivni odpovéd’ na bioticky stres vyvolala oomyceta Phytophtora infestans. Dale byla
detekovana zvySena mira transkripti pii reakci na UV-B zafeni (Ref. 15). Hladina
transkriptit AtIMKK4 byla ovlivnéna i chemikaliemi, a to selenem (Van Hoewyk et al.,
2008) a cykloheximidem (Ref. 15).

4.1.2.4 Protein-proteinové interakce s AtMKK4

Byly zjistény mozné protein-proteinové interakce AtMMKA4 (Tabulka 6) pomoci
databaze IntAct EMBL-EBI (Ref. 13) (viz 3.5.1.6). Pomoci této databaze byly nalezeny
mozné interakce s 5 protein kinasami, 3 strukturnimi proteiny, s 1 enzymem, represorem
a transkripénim faktorem. Pomoci metod two hybrid (Lee et al., 2008), two hybrid array
a validated two hybrid (Altmann et al., 2020) byla potvrzena interakce MKK4 s protein
kinasami MPK3 a MPK6 a pomoci metody pull down (Van Leene et al., 2019) s protein
kinasou RAPTOR1. Dale MKK4 interaguje s proteinem BRX (Brevis radix), ktery
ovlivituje déleni bun¢k v protofloemu rostliny a ovliviiuje smér prodluZzovani bunék. Tato
interakce byla zjisténa pomoci metod two hybrid array, two hybrid prey pooling approach
a validated two hybrid (Altmann et al., 2020). Dale interaguje s proteinem TIFY8, ktery
se Ucastni represe odpovédi na kyselinu jasmoovou, u kterého byla interakce detekovana
pomoci metod anti tag coimmunoprecipitation, two hybrid array a validated two hybrid
(Altmann et al., 2020). MKK4 interaguje také s transkripénim faktorem MYB73 (G¢astni
se reakce na zasoleni), coz bylo detekovano pomoci metod two hybrid array a validated
two hybrid (Altmann et al., 2020). Dale byla detekovana interakce s protein kinasou
ASK7, ktera se tcastni ubikvitinace proteind. Tato interakce byla detekovana pomoci anti
tag coimmunoprecipitation (Altmann et al., 2020). Dale byla pomoci metody two hybrid
array detekovana interakce s proteiny CHC2 (Clathrin heavy chain 2, ktery je obsazen
Vv jedné z podjednotek clathrin). Dale byla metoda two hybrid vyuzita také u detekce FPA
(Flowering time control) proteinu, ktery ovliviiuje dobu kveteni podle svételného rezimu.
Dalsi interakce byla detekovana pomoci two hybrid array s CSN5B (COP9 signalosome

complex subunit 5B), ktery se Gc¢astni riznych procest, naptiklad reakci na auxin nebo
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jasmoovou kyselinu) a enzymem PME31 (pectin estarase 31), ktery modifikuje pomoci

demethylesterifikace pektin obsazeny v bunétné sténé¢ (Arabidopsis Interactome

Mapping Consortium, 2011).

Tabulka 6: Protein-proteinové interakce AtMKK4 (v zavorkach jsou uvedené ortology vojtésky)

Interagujici Lokus Funkce Metoda detekce
protein
MPK3 AT3G45640 Protein kinasa Two hybrid
(SAMK) Two hybrid array
Validated two hybrid
MPKG6 AT2G43790 Protein kinasa Two hybrid
(SIMK) Two hybrid array
Validated two hybrid
BRX AT1G31880 Protein Two hybrid array
asociovany Validated two hybrid
s plazmatickou Two hybrid prey pooling
membranou approach
TIFY8 AT4G32570 Represor Anti tag coimmunoprecipitation
Two hybrid array
Validated two hybrid
MYB73 AT4G37260 Transkrip¢ni Two hybrid array
faktor Validated two hybrid
ASK7 AT3G21840 Protein kinasa Anti tag coimmunoprecipitation
CHC2 AT3G08530 | Strukturni protein Two hybrid array
FPA AT2G43410 Protein Kinasa Two hybrid array
CSN5B AT1G71230 | Strukturni protein Two hybrid array
PME31 AT3G29090 Enzym Two hybrid array
RAPTOR1 | AT3G08850 Protein kinasa Pull down
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4.1.2.5 Mozné mutace v genu AtMKK4
Pomoci databaze TAIR (Ref. 11) byly vyhledany mutace v genu AtMKK4 (Tabulka 7),
ktery se nachazi na chromozomu 1 (viz 3.5.1.4). Z detekovanych mutaci u MKK4 byly
vybrany 3, a to 2 inzerce a 1 substituce. Prvni zaznamenanou mutaci je inzerce T-DNA
GK-035E09-015008, ktera byla detekovana u ekotypu Col-0 (Columbia) v promotoru
genu MKK4 na pozici —176 bp o délce 279 bp (Li et al., 2003). Druhou inzerci T-DNA
detekovanou v genu MKK4 je SALK 018804.19.35.x, ktera byla detekovana rovnéz
v ekotypu Col-0 v exonu genu na pozici 1476 bp o délce 462 bp (O’Malley et al., 2007).
Dale byla popsana substituce PERL0163551, ktera se nachazi v exonu genu MKK4 a byla
detekovana u ekotypti Col-0; Ler-1; Lov-5; Shahdara. Jeji délka je 1 bp a jedna se o
substituci thyminu (T) na pozici 404 bp (Ref. 20).

Zaznamenané mutace byly oznaceny ve strukturnim modelu proteinu AtMKK4 spolu
s proteinovymi doménami (Obr. 8, Tabulka 8), které byly zjistény také ze serveru TAIR
(Ref. 11). Mezi proteinovymi doménami byly lokalizovany Protein_kinase dom, kterd je
lokalizovédna na 79-334 aminokyseliné a byla detekovana databazi Profilescan. Dale byla
detekovana Kinase-like_dom_sf, ktera se nachazi na 77-362 aminokyseliné¢ a byla
detekovéna databazi Superfamily. Doména Protein_kinase ATP BS byla lokalizovana
na pozici 85-108 aminokyselin databazi Patternscan a posledni detekovanou proteinovou
doménou je Ser/Thr kinase As, ktera je lokalizovana na pozici 192-204 aminokyselin

databazi Patternscan.

Tabulka 7: Mutace genu AtMKK4 s koordinaty 19154323 - 19156338 bp na chromosomu 1

Mutace Ekotyp Typ Délka Misto Reference
mutace | mutace | polymorfismu
GK-035E09-015008 Col-0 | Inzerce T- | 297 bp —176 bp Lietal,
DNA (promotor) 2003
PERL0163551 Col-0; | Substituce | 1bp | 404 bp (exon) | Ref. 20
Ler-1; (T
Lov-5; | sekvence)
Shahdara
SALK 018804.19.35.x | Col-0 Inzerce T- | 462 bp 1476 bp O’Malley
DNA (exon) etal.,
2007
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Tabulka 8: Proteinové domény na proteinu AIMKK4 (AT1G51660.1)

Proteinova doména Lokalizace na proteinu Databaze
Protein_kinase_dom 79-334 profilescan
Kinase-like_dom_sf 77-362 superfamily
Protein_kinase ATP_BS 85-108 patternscan
Ser/Thr_kinase_AS 192-204 patternscan
GK-035E09-015008 Protein_kinase_Dom SALK_018804.19.35.x

Protein_kinase ATP BS

.59 1 inase-like_dom_sf 672
PERL0163551

Obrazek 8: Znazornéni domén a lokalizace moznych mutaci mitogen-aktivované protein kinasy
AtMKK?2 v programu DOG.2.0

4.1.3 Insilico analyza MsPRKK

4.1.3.1 Sestaveni 3D struktury MsPRKK

Pro vytvoreni 3D modelu MsPRKK (Obr. 9) byl vyuzit server SWISS-MODEL (Ref. 6)
(viz 3.5.1.1). Na vytvofeném modelu vidime, Zze umisténi Ser/Thr sekvenci (oznacené
modre) je pfevazné na povrchu struktury, coz je dilezité pro jejich fosforylaci a tim 1

aktivaci MAP kinasy.

Obrazek 9: 3D struktura MsPRKK s vyznacenymi Ser/Thr sekvencemi. Vytvoteno na SWISS-
MODEL (Ref. 6). A, B Stejny model ze dvou opaénych stran.
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4.1.3.2 Porovnani MsPRKK s ortology AtMKK1 a AtIMKK?2

Na serveru Blast (Ref. 9) byly porovnany sekvence proteinii a nukleotidi MsPRKK
s AtMKK1 a AtMKK?2 (viz 3.5.1.2). Pomoci BlastP byly porovnany sekvence proteint
MsPRKK_MSAD_280536 (PRKK_36) a MsPRKK_MSAD_ 250548 (PRKK_48) se
sekvencemi proteini AtMKK1 a AtMKK2 (Tabulka 9). Dale byly porovnavany kodujici
sekvence nukleotidii (coding sequence, CDS) pomoci BlastN MsPRKK 36 a
MsPRKK_48 s CDS AtMKK1 a AtMKK2 (Tabulka 10). Porovnanim jednotlivych
sekvenci bylo zjisténo, ze nejveétsi homologie sekvenci je mezi MsPRKK 36 a AtMKK2.
Proteinové sekvence se shoduji u téchto dvou MAP kinas v 68,54 % (BlastP, Tabulka 9)
a také nukleotidové skevence na 70,95 % (BlastN, Tabulka 10). Podobnost sekvenci
nukleotidi (BlastN) je procentualné vyssi oproti sekvenci proteint (BlastP) a to u obou
sekvenci PRKK.

Tabulka 9: Porovnani sekvenci proteint (BlastP) mezi MsPRKK a AtMKK1/2

Porovnavana MsPRKK 36 MsPRKK 48
MAPK kinasa | Procentualni E-value Procentualni E-value
(BlastP) identita identita
AtMKK1 63,97 % 3*101" 55,31 % 5*107144
AtMKK2 68,54 % 0,0 59,27 % 2*101%8

Tabulka 10: Porovnani sekvence nukleotidi (BlastN) mezi MsPRKK a AtMKK1/2

Porovnavana MsPRKK_36 MsPRKK_48
MAPK kinasa | Procentualni E-value Procentualni E-value
(BlastN) identita identita
AtMKK1 68,75 % 2*10102 68,92 % 2*1077
AtMKK?2 70,95 % 7*10140 70,81 % 2*10°1%7
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4.1.4 In silico analyza AtMKK2

4.1.4.1 In silico analyza promotoru

Pro in silico analyzu promotoru genu AtMMK2 (viz 3.5.1.3), ktery je umistény na
chromozomu 4 v A. thaliana, byl vyuzit software Agris (Ref. 10), ktery identifikoval
vazebna mista pro transkripéni faktory (Tabulka 11; Obr. 10): CarG je transkrip¢ni faktor,
ktery ma vliv na dobu kveteni A. thaliana. (Hepworth et al., 2002). Dal$im transkripénim
faktorem, ktery ma vliv na generativni organy rostlin je Bellringer. Ten je obsazen v
meristému generativnich organu a reguluje tvorbu ty¢inek a plodu, a to negativni regulaci
genu AGAMOUS (Bao et al., 2004). Transkrip¢ni faktor LFY (LEAFY) ma vliv na rany
rozvoj dé&livého pletiva generativnich organd. Funguje v synergii s APETALAL,
CAULIFLOWER a AGAMOUS, které piimo aktivuje (Lamb et al., 2002). Dalsim
transkripénim faktorem, ktery ovliviiuje vyvoj rostliny je RAV1, ktery potlacuje rast
rostlin (Kagayaet al., 1999). A transkrip¢ni faktor T-BOX ma vliv na tvorbu chloroplastu.
Koduje totiz glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazovou podjednotky chloroplastu (Chan
etal., 2001).

Dalsi detekované transkripéni faktory ovliviiuji reakce na podnéty z vnégjSiho
prostiedi. ARF1 (auxin response factor 1, faktor odpovidajici na auxin 1) je transkrip¢ni
faktor, ktery ma vliv na syntézu auxinu b&hem stresu rostliny (Ulmasov et al., 1999). Dale
byly detekovany transkripéni faktory MYB2 a MYC2, které ovliviiuji abioticky stres
z nedostatku vody a podileji se na regulaci syntézy kyseliny abscisové (Abe et al., 1997).
Transkripéni faktor bZIP se reaguje na zménu svételnych podminek (Abe et al., 1997;
Kim et al., 1997; Satoh et al., 2004) a WRKY reguluje expresi genu NPR1 (nonexpressor
of PR genes 1), ktery ma vliv na velkou fadu reakci na biotické i abiotické stresy (Yu et
al., 2001). Poslednim zjisténym transkripénim faktorem je ABRE, ktery se Gi€astni reakce
na stres z nedostatku vody a chlad (Choi et al., 2000).

Z vyhledanych funkci transkripcnich faktorti 1ze usoudit, ze gen AtMMK2 A. thaliana
se UCastni reakci na abiotické stresy, kveteni a vyvoje rostlin a ¢astecn€ ma vliv i na tvorbu

chloroplasti.
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Tabulka 11: Vazebna mista pro transkripcni faktory na promotoru genu AtMKK2

Transkripéni | Vazebna mista (bp) Sekvence Reference
faktor Zacatek Konec nukleotidi
MYB2 —1193 —1187 ctaacca Abe et al., 1997
MYC2 —133 —128 cacatg Abe et al., 1997
Bellringer —2110 —2103 aaattaaa Bao et al, 2004
ARF1 —1490 —1485 tgtctc Ulmasov et al., 1999
CArG —1708 —1699 ccaaattagg Hepworth et al., 2002
bZIP —953 —948 actcat Abe et al., 1997; Kim et
al., 1997; Satoh et al., 2004
WRKY —125 -120 ttgact Yuetal., 2001
ABRE —2191 —2184 gacgtggc Choi et al., 2000
RAV1 —2005 —2001 caaca Kagaya et al., 1999
LFY —-1013 —1008 ccattg Lamb et al., 2002
T-BOX —2387 —2382 actttg Chan et al., 2001
-2425 ABRERAAV1 MYB2 bZIP WRKY 1
T-‘BVOX Billllri[ngﬂr CJrG AR|IF1 ]‘ LF‘[Y’l‘ MYMCZ |

Obrazek 10: Umisténi vazebnych mist pro transkripéni faktory na protomoru genu AtMKK2

4.1.4.2 Detekce subcelularni lokalizace AAIMKK?2

Pomoci databaze SUBA (Ref. 12) byla zjisténa mozna subcelularni lokalizace protein

kinasy AtMKK2 (viz 3.5.1.5). Nejcastéji byla objevena v cytosolu (MultiLoc, EpiLoc,
SLP-Local, YLoc, Wolf PSORT), dale v mitochondriich (PProwler, SubLoc, iPSORT,

SLPFA), vjadie (Plant-mPloc, BaCelLo, SLP-Local) a v plazmatické membrané

(AdaBoost, TAIR).
4.1.4.3 Detekce hladiny transkripti AtMKK2

Pomoci databaze TAIR (Ref. 11) byla zjisténa hladina transkripti AtMKK2 v riznych

pletivech a béhem vyvinu a stresu (viz 3.5.1.4). Vysoka mira transkriptd AtMKK2 byla

detekovana v fapiku starnoucich list, v mens$i mife v fapiku a cepeli listi dospélé

rostliny. Pfitomnost transkriptt AtMKK2 byla detekovana také v korunnich listech
(Klepikova et al., 2016). Nejvyssi mira transkripti AtIMKK2 béhem klic¢eni A. thaliana,
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byla zjisténa 48 hodin po vystaveni rostliny svétlu (Narsai et al., 2011). Pti vyvoji semen
je nejvyssi hladina transkriptti v mikropylarnim endospermu (Le et al., 2010). Zvysena
mira transkriptd v jednotlivych buiikach byla detekovana pii Casné a stfedni fazi
diferenciace endodermis, v trichoblastech, kortexovych bunkach a pii raném stadiu
diferenciace atrichoblasti (Ryu et al., 2019). V reakci na abioticky stres byla mira
transkriptt zvysena pii kontaktu se selenem (Van Hoewyk et al., 2008). Dale také po
ozateni UV-B svétlem (po dobu 15 min 6 fluorescen¢nimi zarovkami) byla nejvyssi mira
transkriptti po 6 hodinach od ozafeni a poté se hladina snizila (Kilian et al., 2007). Vysoka
mira transkriptd byla naméfena pfti kontaktu s kyselinou salycilovou a v mensi mife i pfi
kontaktu s cykloheximidem (Winter et al., 2007). Deficient siry zvy$uje miru transkriptd
AtMKK2 v rizodermé kofenu. ZvySené mnozstvi auxinu sniZzuje miru transkripti
Vv kofenu. Pii snizeném pH pudy dochazi ke sniZeni exprese transkriptl v kortexu koteni
A. thaliana (lyer-Pascuzzi et al., 2011). V reakci na bioticky stres byla zvySena mira
transkriptt  pfi  kontaktu s Golovinomyces oronti (Chandran et al., 2010),
Hyaloperonospora arabidopsidis (Wang et al., 2011) (nejvyssi po 6 dnech od inokulace),
Botrytis cinerea, Pseudomonas syringae, s elicitorem z bakterii a oomycet a Erysiphe
orontii (Ref. 15).

4.1.4.4 Protein-proteinové interakce s AtMKK?2

Byly zjistény mozné protein-proteinové interakce AtMMK2 (Tabulka 12) pomoci
databaze IntAct EMBL-EBI (Ref. 13) (viz 3.5.1.6). Pomoci této databaze byly nalezeny
mozné interakce s 8 protein kinasami, 1 protein fosfatazou, 1 transkripénim faktorem.
Jeden z identifikovanych interakénich partnertt pro MKK2 je nadifazena MEKKI, coz
bylo detekovano pomoci metody BIFC (bimolecular fluorescent complementation neboli
YFP-split, Gao et al., 2008). Dale MKK2 muze interagovat s MAP kinasami MPK4, coz
bylo zjisténo pomoci dvou nezavislych testi (two hybrid a protein kinase assay, Lee et
al., 2008). Interakce mezi MKK?2 a MPK6 byla zjisténa pomoci 4 riznych metod, dvémi
z nich byly také two hybrid (Lee et al., 2008) a in gel kinase assay (Teige et al., 2004)
stejné€ jako pfi interakci s MPK4, a dale byla vyuzita metoda two hybrid prey pooling
approach (Altmann et al., 2020). Interakce s MPK10 a MPK11 byla detekovana pomoci
metody two hybrid (Lee et al., 2008). Reakce mezi MKK2 a protein kinasou s ozna¢enim
QO9fil6 byla zjisténa pomoci metody two hybrid array (Arabidopsis Interactome Mapping
Consortium, 2011). Detekce interakce mezi MKK2 a MPK13 probéhla pomoci metody
two hybrid a two hybrid array (Lee et al., 2008). A interakce s posledni MAP kinasou, a
to s MPKS5, byla detekovana pomoci metody two hybrid (Teige et al., 2004). Dale MKK?2
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interaguje 1 s transkripénim faktorem TCP23, coz bylo detekovdano pomoci metod

validated two hybrid a two hybrid array (Altmann et al., 2020). Transkripéni faktor

TCP23 reguluje hladinu proteini TCP-P, coz mé vliv naptiklad na dobu kveteni, rtst

rostliny a buné¢né déleni (Balsemao-Pires et al., 2013).

Tabulka 12: Protein-proteinové interakce AtMKK?2 (v zavorkach jsou uvedené ortology)

Interagujici protein Lokus Funkce Metoda detekce interakce
MPK4 (MsMMK?2) | AT4G01370 Protein kinasa Two hybrid
Protein Kinase assay
MPKG6 (MsSIMK) AT2G43790 Protein kinasa Two hybrid
In gel kinase assay
Protein Kinase assay
Two hybrid prey pooling
approach
MPK10 (MsMMK1) | AT3G59790 Protein kinasa Two hybrid
MPK11 (SAMK) AT1G01560 Protein Kinasa Two hybrid
TCP23 AT1G35560 Transkripéni Validated two hybrid
faktor Two hybrid array
Qofile AT5G58950 Protein Kinasa Two hybrid array
MPK13 (MsMMK3) | AT1G07880 Protein kinasa Two hybrid
Two hybrid array
MEKK1 AT4G08500 Protein kinasa BIFC
MPK5 (MsMMK2) | AT4G11330 Protein kinasa Two hybrid
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4.1.4.5 Mozné mutace v genu AtMKK2
Pomoci databaze TAIR (Ref. 11) byly vyhledany mutace v genu AtMKK2 (Tabulka 13)
(viz 3.5.1.4). Z detekovanych mutaci u MKK2 byly vybrany 4, a to 3 inzerce T-DNA a 1
substituce. Prvni z inzerci (GK-653B08-022839) ma délku 269 bp a je vnaSena do
promotoru v misté 436 bp (Li et al., 2003). Druha inzerce (SALKseq_081812.2) se vnasi
do kodujicitho regionu na pozici 232 bp a ma délku 78 bp. Dalsi inzerce
(SALK 127284.30.85.x) se vnasi do exonu na pozici 31 bp a ma délku 52 bp (Ref. 21).
Vsechny tfi inzerce byly zkoumany v ekotypu Col-0. Substituce (PERL0827119) ma
délku 1 bp a byla lokalizovana v exonu na pozici 485 bp (Ref. 20). Substituce byla
detekovana v ekoypu Tsu-1; Van-0; Col-0; RRS-7.

Zaznamenané mutace byly oznafeny ve strukturnim modelu AtMKK2 spolu
s proteinovymi doménami (Obr. 11, Tabulka 14), které byly zjistény také ze serveru
TAIR (Ref. 11). Mezi proteinovymi doménami  byly  lokalizované
Protein_kinase domain (na pozicich aminokyselin 79-339), kinase-like_domain_sf (na
pozicich aminokyselin 72-345), protein_kinase ATP BS (na pozicich aminokyselin 85-
108) a posledni lokalizovanou proteinovou doménou byla Serin/threonin_kinase_AS (na

pozicich aminokyselin 197-209).

Tabulka 13: Mutace genu AtMKK?2 s koordinaty 14593039 - 14595303 bp na chromosomu 4

Mutace Ekotyp Typ mutace | Délka Misto Reference
mutace | polymorfismu

GK-653B08- Col-0 Inzerce T- 269 bp —436 bp Lietal.,,

022839 DNA (promotor) 2003
PERL082711 | Tsu-1; Van- | Substituce (T | 1bp 485 bp (exon) Ref. 20

9 0; Col-0; sekvence)
RRS-7
SALK_0818 Col-0 Inzerce T- 78 bp 232 bp Ref. 21
12.2 DNA (kodujici
region)
SALK 1272 Col-0 Inzerce T- 52 bp 31 bp (exon) Ref. 21
84.30.85.x DNA
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Tabulka 14: Proteinové domény na proteinu AtMKK?2 (AT4G29810.2)

Proteinova doména Lokalizace na proteinu Databaze
Protein_kinase_dom 79-339 Profilescan
Kinase-like_dom_sf 72-345 Superfamily
Protein_kinase ATP_BS 85-108 Patternscan
Ser/Thr_kinase_AS 197-209 Patternscan

MKK2

i s ., SALK0818122 Protein_kinase_dom 5,

Ser/Thr_kinase_ AS I

Prot_kinase ATP_BS Ki:fase_like_dom_sf
SALK_127284.30.85.x PERL0827119

Obrazek 11: Znazornéni domén a lokalizace moZznych mutaci mitogen-aktivované protein kinasy
AtMKK2 v programu DOG.2.0. Tyrkysovd barva zna¢i doménu Kinase like dom sf
(lokalizovana mutace SALK-081812.2), zelena barva znaci Prot_kinase ATP_BS.

4.2 Vysledky ziskané procesovanim dat

Kvili nemoznosti prace v laboratofi byly zpracovany snimky semen M. sativa linii RSY
a SIMKK:i. Dale byly porovnavany koteny (jejich délka a pocet vedlejsich kotentl) ze
snimkd rostlin M. sativa stejnych linii (RSY a SIMKKi). Veskeré snimky byly poskytnuty
vedoucim bakalaiské prace. K méfeni hodnot byl vyuzit program ImagelJ a grafy byly
nasledné zpracovany pomoci programu Excel. Byla testovana automatizace méteni
v programu ImageJ pro dosazeni vétsiho mnozstvi hodnot N pro statistické vyhodnoceni.
Automatickym meéfenim byly méfeny hodnoty vybranych parametri ze semen rostlin
RSY i SIMKK:i a ziskana data byla nasledné porovnana s ru¢nim meéfenim obou linii.
Dale byl procesovanim dat méfen fenotyp linie SIMKKi (byly méteny délky hlavnich a
vedlejSich kotfentl), ktery byl nasledné porovnavan s vlastnostmi RSY. Celkove byly
zjistény rozdily v morfologii semen a taktéz v ristu semenact SIMKKIi v porovnani
s RSY.

4.2.1 Fenotyp semen SIMKK RNA.: linie

Po vyhodnoceni semen M. sativa z rostlin RSY (Obr. 12 A) a SIMKKIi (Obr. 12 B)
v programu ImageJ (viz 3.5.2.2) bylo zjisténo, ze semena transgennich rostlin SIMKKi
méla mensi povrch (Obr. 12 C) a byla kratsi (Obr. 12 D). Sitka semen z rostlin divokého
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typu RSY byla srovnatelna se semeny linie SIMKKi (Obr. 12 E). Mensi délka semen
m¢éla za nasledek vétsi celkovou kruhovitost semen rostlin linie SIMKKI (Obr. 12 F). Na
poslednim grafu je vyhodnocen obvod semen, ze kterého Ize vycist, Ze semena linie RSY
vSech skupin maji vétsi obvod semen, nez semena stejnych kvalitativnich skupin linie
SIMKK:i (Obr. 12 G).

Ziskana semena byla pfi méfeni rozdélena do tii kvalitativnich skupin podle jejich
velikosti a vzhledu. V prvni skupiné byla semena svétlé barvy, ktera méla normalni
velikost a s velkou pravdépodobnosti budou vitalni a budou schopna vykli¢it (semena
linie RSY Obr. 12 A ¢. 57-60, 62-66, 68, 70-73, 75. Semena linie SIMKKIi Obr. 12 B ¢.
78, 79, 82-92). Do druhé skupiny byla zatazena semena, ktera byla normalné velika
(pfipadne trochu mensi), ale méla tmavou barvu (semena linie RSY Obr. 12 A ¢. 55, 67,
69, 74. Semena linie SIMKKIi Obr. 12 B ¢. 80, 81, 93, 95, 97). U téchto semen je vétsi
pravdépodobnost, Ze nebudu vitalni. Do tfeti skupiny byla zafazena tmava semena malé
velikosti (semena linie RSY Obr. 12 A ¢. 54, 61. Semena linie SIMKKIi Obr. 12 B ¢. 96,
94, 98), ktera nejspis nebudou vitalni a ¢asto maji jenom 2D rozmér (jsou tenké, uschlé a
prazdné). Na Obr. 12 H jsou méfena semena (z Obr. 12 A a Obr 14 B) rozdélena do
kvalitativnich skupin. Skute¢nd vitalita ziskanych semen se bude moct posoudit az
zasazenim semen do media nebo kvétinace a po vyhodnoceni jejich kli¢ivosti. Pokud
budeme pocitat s tim, Ze svétla semena jsou vitdlni, tak vitalnich semen u linie SIMKKi
bylo srovnatelné se semeny 1. skupiny rostlin linie RSY (Tabulka 15). Toto porovnani
zohlednuje jenom celkové % z obrazk semen RSY a SIMKKi hodnocenych v této praci.
Nezohlednuje jiné parametry souvisejici se sbérem semen, a to pocet a typ (jakost) semen

na rostlinu nebo na lusk a z toho vyplyvajici porovnani genotypd.
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Obrazek 12: Méfeni fenotypu semen z rostlin trangenni linie M. sativa SIMKKi a kontroly RSY.
A Semena rostlin M. sativa divokého typu RSY (N=196). B Semena rostlin M. sativa transgenni
linie SIMKKIi (N=211). C-F Porovnani vybranych parametrti semen M. sativa podle genotypu a
kvalitativnich kategorii: C plocha; D délka; E sifka; F kruhovitost, G Obvod. H Vypsana semena
z A a B podle genotypu a kvalitativnich skupin. A-B Reprezentativni semena 1. kategorie
oznaceny Sipkou (RSY N=144; SIMKKi N=156), 2. kategorie oznaceny hrotem Sipky (RSY
N=37; SIMKKi N=40), 3. kategorie oznaceny hvézdickou (RSY N=15; SIMKKi N=15).
Statistické porovnani je provedeno vramci vSech 6 skupin, a to pomoci ANOVA testu
v programu SigmaPlot 11.0.
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Tabulka 15: Pocty semen, které byly vyuzity pro méfeni fenotypu transgenni linie SIMKKi

Linie (zdroj | Semen | 1. kvalitativni | 2. kvalitativni | 3. kvalitativni
semen) celkem skupina skupina skupina
RSY2 2 196 144 (735%) | 37 (189%) | 15(7,7 %)
SIMKKi 211 156 (73,9%) | 40 (19 %) 15 (7,1 %)

4.2.2 Automatizace méi‘eni morfologie semen v programu ImageJ

Pii méfeni morfologie semen M. sativa divokého typu RSY (Obr. 13 A, C, E, G, I) a
transgenni linie SIMKKIi (Obr. 13 B, D, F, H, J) byla otestovana moZnost automatizace
meéfeni v programu ImageJ (viz 3.5.2.2). Pfi porovnavani automatického a manualniho
meéfeni semen bylo zjisténo, ze parametry plochy, Sitky, délky a obvodu nebyly
signifikantné rozdilné oproti hodnotim naméfenym manualnim (ru¢nim) obkreslovanim
obvodu semen a naslednym sbérem dat programem ImageJ. Pouze u porovnavani hodnot
kruhovitosti program Image] naméfil pfi automatickém méteni signifikantné nizsi

hodnoty, nez byly naméfeny pii manualnim métenim.
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Obrazek 13: Porovnani automatického a manualniho méfeni semen linii RSY (A, C, E, G, I)
(N=196) a SIMKK:i (B, D, F, H, J) (N=211) pomoci programu ImageJ. A-B Plocha. C-D Siika.
E-F Délka. G-H Obvod. 1-J Kruhovitost. Statistické porovnani je provedeno pouze v ramci jedné
jakosti (tedy i barvy grafu) t-testem v Excelu. Semena 1. kategorie (RSY N=144; SIMKKIi
N=156), 2. kategorie (RSY N=37; SIMKKi N=40), 3. kategorie (RSY N=15; SIMKKi N=15).

55



4.2.2 Délka koreni semenacu linie SIMKK RNAI

Pfi porovnavani vlivu mutantniho genotypu na fenotyp linie SIMKKi, byla métena délka
hlavnich a bo¢nich kofenti u rostlin M. sativa linie RSY (Obr. 14 A) a SIMKK:I (Obr. 14
B). Semena byla sterilizovana a polozena na Fahreus medium bez dusiku (FAH-N2;
Féhreus, 1957), ponechany po dobu 4 dni v chladu (4 °C) a nésledné po 11 dni od
preneseni (11 DAT — days after transfer) do fytotronu. Byly pofizeny skeny, které byly
zaslané studentce pro analyzu. K méfeni byl vyuzit program ImageJ (viz 3.5.2.2) a grafy
byly zpracovany v programech Excel a PowerPoint. Z grafti z méfeni délky primarnich
kofeni lze vycist, ze linie SIMKKi ma v priméru vétsi délku primarnich kofenti nez
rostliny linie RSY (Obr. 14 C). Pii porovnani délky celého kotenového systému vyslo
meéteni bez signifikantniho rozdilu (Obr. 14 D).
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Obrazek 14 Méfeni délky primarnich kofenti a kofenové soustavy 11 DAT M. sativa lini RSY a
SIMKKIi na Fahreus medium bez dusiku. A Méfené rostliny M. sativa RSY_5. B Méfené rostliny
M. sativa SIMKKIi_6. C Délka primarnich kofenti. D Délka kofenové soustavy. A-B Méfitko 2
c¢m. C-D Statistické porovnani provedeno pomoci t-testu v programu Excel.
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4.3 Vysledky z laboratore

Pted uzavienim piistupu do laboratofi byla provedena somaticka embryogeneze M.
sativa, transientni transformace N. benthamiana a metoda PCR pro detekci T-DNA ve
vzorcich M. sativa PRKK Cas9-G3. Somaticka embryogeneze (SE) byla provedena pouze
na liniich M. sativa RSY pro nauceni metody SE pro naslednou piipravu transgennich
linii, ke které z ditvodu uzavieni laboratoii pro studenty nedoslo. Metoda SE je soucasti
protokolu stabilni transformace M. sativa, avsak lze ji vykonavat i samostatné, a to pro
somatické mnozeni (ne)transgennich rostlin. Dalsi provedenou metodou v laboratoti byla
transientni transformace na N. benthamiana, ktera slouzila ovéfeni funk¢nosti konstruktu
v A. tumefaciens 35S::PRKK:mRFP v pGWB454. Posledni provedenou metodou byla
PCR a detekce amplifikovaného fragmentu DNA PRKK pomoci elektroforézy na
agarosovém gelu ze vzorku M. sativa PRKK Cas9-G3.

4.3.1 Somaticka embryogeneze M. sativa

Z vysterilizovanych listovych explantatt M. sativa linie RSY byly vykultivovany
nediferencované kalusy (Obr. 15 A, B), pomoci vhodného slozeni fytohormont
Vv dediferencia¢nim B5H mediu (Obr. 15 C). Kalusy byly poté pieloZeny na diferenciaéni
B50 medium (Obr. 15 D), které indukuje tvorbu diferencovanych embryi. Embrya byla
dale pfesazena na kultiva¢ni medium MMS, diky kterému se indukoval riist kofenti. Dale
se mladé rostlinky pfenesly na kultivaéni MS medium, diky kterému se vytvorily
kompletni mladé rostliny (vcetné stonkovych vyhonktl), které mohly byt nasledné
ptesazeny postupné (podle velikosti rostliny) do vétsich in vitro nadob s MS mediem. Na
zaveér se velké kytky mohou presadit do kvétinaCe nebo se ponechaji v in vitro
podminkach pro experimenty nebo pro odbér sterilnich listi pro SE pomnozeni

rostlinniho materialu (viz 3.5.3).
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Obrazek 15: Somaticka embryogeneze M. sativa linie RSY. A, B Detail kalusu vyfoceného Streo
Zoom mikroskopem kultivovana na B5H mediu. Métitko 2 mm. C Kalusy v Petriho miskach
foceny pomoci Image Scaner IIT kultivovany na BSH mediu. D Embrya v Petriho miskach na B50
mediu, foceny Image Scaner I1l. C-D M¢fitko 2 cm.

4.3.2 Transientni transformace N. benthamiana

Byla provedena transientni transformace listd N. benthamiana pomoci A. tumefaciens
35S::PRKK:mRFP v pGWB454 pro ovéteni funkénosti vneseného konstruktu (viz 3.5.4).
Pfi pozorovani preparatu studentkou (pomoci CLSM) nebyl viditelny signél proteinu
RFP, kdy bylo zjisténo, ze poskytnuty testovany konstrukt (17.1.2020) neexprimoval
zadny RFP signal. Proto byl konstrukt naklonovan znovu, vnesen do A. tumfaciens a cely
pokus byl opakovan Mgr. Jitim Sojkou (26.2.2021) a obrazovy material (soubory .czi)
byl poskytnut studentce kvili nemoznosti pfistupu studentim do laboratoie z divodu
coronavirové epidemie. Buriky listu N. benthamiana s nové naklonovanym konstruktem
exprimovaly protein PRKK (Obr. 16), kdy tento protein byl detekovan v buné¢né sténé a

Vv jadie bun€k. Fluorescencni signdl byl detekovan i v chloroplastech, coz lze oznacit za
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nespecificky signal, ktery je viditelny z divodu neodstranéni emisniho spektra signéalu
RFP.

Obrazek 16: Transientni transformace listt N. benthamiana pomoci A. tumefaciens
35S::PRKK:mRFP v pGWB454. Snimky pofizeny a poskytnuty Mgr. Jifim Sojkou a nasledné
zpracovany a upraveny v programu Zen. Sipky znaéi jadro s fluorescenénim signdlem. Hroty
Sipek znaci jadérko (bez signalu). Hvézdicka znaci chloroplasty. Métitko 25 um.
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4.3.3 PCR detekce transgenu PRKK Cas9-G3
Byla provedena metoda PCR na DNA izolovan¢ ze vzorki z listd M. sativa PRKK Cas9-

G3 rostlin poskytnuty skolitelem (viz 3.5.5). Konstrukty pro PRKK-Cas9 byly klonovany
Dr. Stanisav Isayenkov, Dr. Sci a transformovany technickou pani Katarinou Taka¢ovou
a nasledn¢ byly malé rostliny testovany PCR. Byly ptesazeny do vétsich nadob v in vitro
podminkach pro dosazeni dostate¢né velikosti pro odbér vzorkd a poté piesazeny do
kvétinaca s pidou skolitelem. Bylo testovano 19 vzorku, které byly ziskany z 6 rostlin
M. sativa péstovanych v in vitro podminkach. PCR kazdého vzorku byla provedena
minimalné ve dvou opakovanich. Po separaci fragmenti DNA pomoci elektroforézy na
1% agarosovém gelu (Obr. 17) bylo urceno, ze ptitomnost amplifikovaného fragmentu
pro detekci ptitomnosti transgenu PRKK Cas9-G3 (T-DNA z konstruktu pDe-Cas9
obsahujici gRNA-G3 pro mutaci PRKK genu) byla detekovana ve vzorcich ¢. 5, 6 (Obr.
17 A), 2,9, 11, 14, 15,16 a 19 (Obr. 17 B, C).

A $542/43 | I3FR
L123456NKPK|123456NKPKL

B $542/43

L 2 7 8 9 10 11 13 14 15 16 17 18 19 NK PK NK PK L 12

C I3FR

L 2 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 NK PK NK PK L

Obrazek 17: Detekce amplifikovaného fragmentu DNA PRKK Cas9-G3 ze vzork listi M. sativa
po elektroforéze na agarosovém gelu. A-C Detekce fragmentu dokazuje pritomnost fragmentu
PRKK Cas9-G3. L — GeneRuler 1 kbp Plus DNA Ladder. 1-19 - vzorky z transformovanych
rostlin M. sativa. NK — negativni kontrola (s DNAse RNAse free vodou). PK — pozitivni kontrola.
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5 DISKUZE

Pfi porovnani sekvenci proteint a nukleotida SIMKK a MKK4/5 (viz 4.1.1.1) pomoci
BLAST bylo zjisténo, ze podobnost sekvenci nukleotidti (BlastN) je vyssi nez podobnost
sekvenci proteint (BlastP). Sekvence nukleotidii SIMKK se shoduje s MKK4 v 75,03 %
a s MKK5 v 75,90 %. Pii porovnani sekvenci proteini se SIMKK shoduje s MKK4
v 68,04 % a s MKK5 v 66,02 %. Predpoklad byl, ze bude vyssi procentualni podobnost
sekvence proteinti nez nukleotidi, a to vzhledem na jednu z vlastnosti genetického kdédu
a to tu, ze je geneticky kod degenerovany, a tedy jedna aminokyselina je kodovana
vicerymi kodony. V tomto ptipad¢ je podstatné, které nukleotidy jsou rozdilné, jestli
V pozici nukleotidu na prvnim, druhém nebo tfetim mist¢ v kodonu. Tim padem
pravdépodobné doslo ke zmén¢ prave téch nukleotidl (pozice prvni), které jsou nejvice
podstatné pro sekvenci proteinu. Dal$i moznosti, pro¢ porovnani sekvenci vyslo vyssi u
nukleotidii, je dano vétsi délkou sekvence nukleotidid nez sekvence proteind, a tudiz
z matematického hlediska dand zména sekvence vytvoii mensi procentudlni rozdil.

Pii porovnani identifikovanych transkripénich faktori (TF) na genu AtMKK4 (viz
4.1.2.1) bylo zjisténo, ze se MAPK kinasa MKK4 podili na reakci rostlin na abioticky
stres jako je reakce na svétlo, a to pomoci nékolika transkrip¢nich faktort, a to skupiny
MYB, bZIP, Box Il a SORLIP (Sablowski et al., 1994, Abe et al., 1997, Hudson and
Quail, 2003, Le Gourrierec et al., 1999). Dale se ucastni i dalsich abiotickych strest, jako
je zasoleni nebo dehydratace (TF MYB, Sablowski et al., 1994) nebo se podili i na reakci
na bioticky stres (TF WRKY, Yu et al.,, 2001). Ptfi porovnani s teoretickou casti
bakalaiské prace bylo zjisténo, ze MKK4 reguluje reakci na zasoleni stejné jako SIMKK
u M. sativa (Ovecka et al., 2014). Zato regulace reakce na svétlo, ktera je u genu MKK4
regulovana né¢kolika transkripénimi faktory, nebyla u genu SIMKK nalezena. Z databaze
TAIR (viz 4.1.2.3) bylo zjisténo, Ze zvySend hladina transkripti MKK4 byla detekovéana
pfi ozafeni UV-B svétlem, coz odpovida detekovanym TF reagujicim na svétlo. Dale byla
detekovana zvySend hladina transkripti 1 pfi biotickém stresu vyvolaném patogennim
elicitorem, coz bylo potvrzeno i v teoreticé Casti bakalaiské prace (Sun et al., 2018).

Pfi porovnani protein-proteinovych interakci s MKK4 (viz 4.1.2.4) v A. thaliana na
serveru IntAct EMBL EBI bylo zjisténo, Zze interaguje s dvémi MAP kinasami, a to
s MPK3 (ktera odpovidd ortologu MsSAMK) a MPKG6 (kterda odpovidd ortologu
MsSIMK). U SIMKK je potvrzeno, Ze je aktivuje SIMK (Ovecka et al., 2014). Ale

interakce mezi SIMKK a SAMK nebyla v M. sativa potvrzena. Ale na moznou interakci
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mezi SIMKK a SAMK poukazuje i interakce mezi dal§imi ortology, a to mezi NtIMEK?2
(ortolog AtMKK4) a NtSIPK (ortolog MPK3) v Nicotiana tabacum (Jang et al., 2009).
Dale protein MKK4 interaguje s transkripcnim faktorem MYB73, ktery reaguje na stres
ze zasoleni pudy (Altmann et al., 2020), coz odpovida i SIMKK, ktery také reaguje na
stres ze soli.

Pti porovnani sekvenci mezi MsPRKK 36 a MsPRKK 48 se sekvencemi AtMKK1 a
AtMKK?2 pomoci BLAST (viz 4.1.3.1) bylo Zjisténo, ze podobnost sekvenci nukleotidt
(BlastN) je v porovnani s podobnosti sekvenci proteinti (BlastP) neéekane vyssi. Pri
BlastN byla shoda PRKK_36 s MKK1 68,75 % a s MKK2 70,95 %. A pfi srovnani
proteinti (BlastP) byla shoda PRKK 36 s MKK1 63,97 % a s MKK2 68,54 %. Stejné jako
u porovnani SIMKK, tak i u PRKK mohlo byt vyssi procento podobnosti sekvence
nukleotidli zptisobeno zménou urcitych nukleotidl nukleotidli nebo je to dano rozdilnymi
délkami sekvenci nukleotidi a proteint. Bylo zjisténo, ze PRKK je v podobnosti sekvenci
jak nukleotidd, tak proteint bliz§i k MKK2. V literatufe o PRKK (Ichimura et al., 1998a)
je uvedeno, Ze se protein PRKK shoduje s MKK2 v 68% sekvence. Pfi porovnavani
sekvenci proteini pomoci serveri BlastP bylo zjisténo, Ze se proteiny PRKK_36 a MKK2
shoduji v 68,54 % a PRKK 48 a MKK2 se shoduji v 59, 27 %. Tudiz v literatuie byla
pouzita nejspis verze sekvence podobna PRKK 36.

Pti porovnani identifikovanych TF na genu AtMKK2 (viz 4.1.3.1) byly detekovany TF
zapoujici se do vyvoje rostlin (CarG, Bellringer, LFY, RAV1 a T-BOX) a reagujici na
bioticky i abioticky stres (ARF1, MYB2, MYC2, bZIP, WRKY a ABRE). V teoretické
Casti bakalafské prace je uvedeno (Teige et al., 2004), Ze kinasa MKK?2 reaguje na stres
z nizkych teplot, coz odpovida funkci identifikovaného transkripéniho faktoru ABRE.

Podle informaci z databaze TAIR (viz 4.1.3.2) bylo zji§téno, Ze transkripty MKK2 maji
zvySenou hladinu pfi kontaktu rostliny se selenem, cykloheximidem a kyselinou
salicylovou. Dale se ucastni reakce na zvySenou intenzitu svétla (vyuZzito UV-B zafeni),
coz odpovida i detekovanym transkripénim faktorim (bZIP, Abe et al., 1997). Zvysena
hladina transkripti MKK2 byla detekovéana také pfi biotickém stresu, ¢emu odpovida
nalezena literatura (Nitta et al., 2020) o MKK2, kde byla testovana reakce na patogenni
elicitor.

Dale byly porovnavany protein-proteinové interakce MKK2 v A. thaliana (viz 4.1.3.4)
kdy bylo zjisténo, ze interaguje s 6 MAP kinasami a to MPK4, MPK6, MPK10, MPK11,
MPK13 a MPKS5. Z toho MPK4, MPK5, MPK6, MPK11 a MPK 13 odpovida ortologim
v M. sativa (kromé SIMK), se kterymi interaguje protein MsPRKK, a to jsou MsMMK?2
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(AtMPK4 a AtMPKS5), MsSIMK (AtMPK6) a MsMMK3 (AtMPK13). Navic AtMKK2
interaguje jest¢ s AtMPK10, ktera odpovida ortologu MsMMKI.

Pii fentoypové analyze M. sativa mutantni linie SIMKKIi (viz 4.2) bylo zjisténo, Ze
semena divokého typu RSY byly v priméru o néco vétsi nez semena SIMKKi (viz 4.2.1).
To bylo dano jejich rozdilnou délkou (coz udalo rozdil i v kruhovitosti semen), velikosti
jejich povrchu a obvodu. Pfi porovnani vzhledu semen a jejich rozdéleni do skupin podle
predpokladu vitality bylo procentualni zastoupeni semen ve vSech tiech skupinach jakosti
Z dostupnych dat u obou linii srovnatelné.

Pro automatizaci métfeni a moznost zpracovat rychleji vétsi mnozstvi dat bylo
provedeno porovnani manualniho méfeni semen s automatickym méfenim, a to pomoci
programu ImagelJ (viz 4.2.2). Méteni plochy, délky, Sitky a obvodu semen linii RSY a
SIMKKi vyslo bez vyzna¢ného rozdilu. Rozdil byl detekovan pouze u hodnoty
kruhovitosti, kdy vysly u manualniho méfeni vyssi hodnoty kruhovitost nez u
automatického méfeni. Z vysledku Ize usoudit, ze automatické méteni vétsiho mnozstvi
dat v programu ImageJ Ize bez rozdilu vysledku vyuzit pro parametry plochy, délky, sitky
a obvodu. Tato metoda tedy mtz byt vyuzita v budoucnu pro kvantitativni méfeni (pf.
N=1000) dalsich dosud nemétenych semen pro zvyseni statistické pfesnosti analyzy.

Dale se u SIMKK:i linie porovnavala vici RSY délka primarniho kofene semenacu a
celkové kofenové soustavy (viz 4.2.3). Lepsi rist jak hlavnich, tak vedlejsich kofent byla
detekovéna u linie SIMKKi, coZ mliZe byt zplisobeno slabsi obalovou vrstvou semen linie
SIMKKI, a tudiz snadné&j$im otevienim tohoto obalu a rychlejsim kli¢enim. DalSim
problémem u tohoto experimentu byla riizna doba vykli¢eni semen, 1 kdyz méla vSechna
semena stejné podminky pii kultivaci. Tento fakt mél za nasledek zhorSené porovnavani
rustu kofenové soustavy. Pfi tomto experimentu bylo téZ nutné dodrzovat ptisné zasady
préce ve sterilnich podminkach, jelikoZ pfi zaneseni kontaminace na medium bylo nutné
tuto ¢ast media vyfezat, mladé rostlinky pfesadit nebo pii vysoké kontaminaci vyhodit
celou misku. I ptes dodrzeni sterilnich podminek doslo k plisfiové kontaminaci, ktera se
objevila az po nékolika dnech od pfenosu semen, kdy epicentrum ristu plisiovych hyf
bylo v prasklém semenném obalu, coz naznacuje piitomnost spor uvniti semene. Tudiz
semeno nelze plné¢ sterilizovat, jelikoz se sterilizuje pouze povrch semen.

Metoda somatické embryogeneze (viz 4.3.1) je vhodna pro transformaci rostlin M.
sativa, ale je velmi zdlouhava. Proto je vhodné hledat zpisoby, jak tuto metodu urychlit,
ale aby se zarovén nesnizila kvalita transformace. Testuji se proto riizna slozeni vyuzitych

kultivacnich medii (medium indukujici tvorbu kalusu, medium indukujici tvorbu embrya,
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medium pro vyvoj somatického embrya). V ¢lanku Sangra et al., 2019, kde se zabyvaly
optimalizaci transformace M. sativa, jsou testovany Gc¢innosti riznych kultiva¢nich medii.
Pti indukci kalust vyuzili media BSH, MS2D a SH4K, kdy k nejrychlejsi indukci kalust
doslo na mediu SH4K, ale za to byly vzniklé kalusy svétlé (Zluté az bil¢). Kvalita
vzniklych kalusti mize mit pak nasledné vliv na tvorbu embryi. Proto je potieba vybrat
media i podle mnozstvi vytvofenych embryi a jejich nasledného ristu a tvorby novych
rostlin. Nejvyssi pocet vytvoienych kalust byl pti vyuziti medii BSH a B50, kter¢ byly
vyuzity i pii somatické embryogenezi v bakalatské praci. Dale byl vysoky pocet embryi
vytvoren i na mediich MS2D s B50 a SH4K s BOi2Y. Z tohoto vyzkumu vyplyva, ze
media B5SH a B50 poskytuji nejvice vyuzitelnych embryi M. sativa, a tudiz jsou tato
media vhodna pro tvorbu transgennich rostlin. Zlepseni této metody by mohlo prob&hnout
pomoci testovani dalSich uprav slozeni medii (poméru fytohormont, obsahu podpirnych
latek) nebo upravy kultivacnich podminek (svételny rezim, teplota, vlhkost vzduchu).

Pfi pozorovani bun¢k A. tumefaciens po transientni transformaci (viz 4.3.2) bylo
mozné pozorovat vyrazny RFP signdl v plazmatické membrané a v jadfe bunck, ale
v jadérku signal detekovan nebyl. Tato lokalizace se shoduje i s ortologem MKK2 (viz
4.1.4.2), ktery byl predikovan v jadie, ale 1 v plazmatické membran¢. Krom¢ toho byl
predikovan i v cytosolu a mitochondriich. Pfi transientni transformaci byl viditelny
nespecificky RFP signal i v chloroplastech, ktery byl viditelny z diivodu neodfiltrovani
emisniho spektra RFP.

Pii PCR a nasledné elektroforéze na agarosovém gelu (viz 4.3.3) byl detekovan
amplifikovany transgen PRKK Cas9-G3 ve vzorku z rostlin M. sativa, tudiz byl ve vzorku
pfitomny, ale nedokazuje to, jestli byly dané rostliny po transformaci mutantni.
Transformace rostlin by se dala také dokazat pomoci selekéniho markeru (naptiklad gen
nesouci rezistenci na antibiotikum kanamycin, hygromycin nebo na herbicid
fosfinotricin) ve vneseném plasmidu a naslednou selekci rostlin na mediu obsahujici dané
antibiotikum nebo herbicid. Takova selekce prob¢hla jiz diiv, a to pii rustu kalust a
somatickych embryi. Avsak nékdy dochazi k tomu, Ze narostou i netransformované
rostliny, tzv. ,,escapery* a proto je nezbytné rostlinu dale testovat, a to jiz zminénou PCR
pro detekci pfitomnosti transgenu. Déle by se mohla vyuzit metoda Western blot pro
detekci hladiny zkoumanych proteinti vyuzitim specifickych protilatek. Pro zkoumani
hladin transkripti by bylo vhodné vyuzit metodu kvantitativni PCR (qQRT-PCR). Témito
dvémi metodami by se dali odhalit snizené hladiny exprimovanych genti a vyselektovat

rostliny pro naslednou sekvenaci a odhaleni konkrétnich mutaci ve ¢tecim ramei.
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6 ZAVER

V prvni Casti bakalarské prace byla zpracovéana teoreticka reSerSe, ktera se zabyvala
popisem M. sativa. Dale byla prace zaméfena na symbiotickou interakci mezi rostlinami
a hlizkovymi bakteriemi (Rhizobia) a mechanismem vzniku této symbiozy. V dalsi ¢asti
reserse byl popsan mechanismus reakci v signalni draze MAP kinas, a kterych reakcich
V rostlinach se Gc¢astni. Nasledné byly popsany nékteré z MAP kinas v M. sativa. Jelikoz
je prace zamétena hlavné na MAPK kinasy SIMKK a PRKK, tak byly popsany dale
znamé MAP kinasy, se kterymi interaguji, a to SIMK, SAMK, MMK2 a MMK3. Dale
byla bakalarska prace zaméfena na ortology téchto MAP2 kinas v A. thaliana. Popsany
byly kinasy MKK4/MKK5, MKK1/MKK2, MPK4, MPK3/MPK6, MPK11, MPK13 a
MPK10. Na zavér teoretické ¢asti byl popsan ortolog PRKK v N. tabacum, coz je MAPK
kinasa SIPKK, ktera ma detekovanou nejvyssi procentualni homologii s PRKK.

V dalsi casti bakalafské prace byl popsan vyuzity materidl a pouzité metody
v praktické ¢asti. Prakticka ¢ast byla rozd€lena na tii ¢asti, kdy prvni ¢ast se zabyvala in
silico analyzami u MsSIMKK, MsPRKK, AtMKK4 a AtMKK2. ve které byly vytvoreny
3D modely MAPK kinas SIMKK a PRKK. Dale byly tyto dvé kinasy porovnavany
s jejich ortology v A. thaliana. Pfi in silico analyze AtMKK4 a AtMKK?2 byla zjistovana
vazebna mista transkripcnich faktori, subcelularni lokalizace, mista popsanych mutaci a
protein-proteinové interakce s témito kinasami.

Déle se prakticka cast zabyvala fenotypovou analyzou mutantni linie SIMKK RNA.
Byly vyhodnocovany rozméry semen ziskanych z transgennich rostlin, které byly
upraveny pomoci somatické embryogeneze. Byl méten jejich povrch, délka a Sitka, obvod
a kruhovitost. Dale byla tato semena péstovana v in vitro podminkach na kultiva¢nim
mediu. Byly potizeny snimky mladych rostlin z t€chto semen, u kterych se métily délky
jejich hlavnich a vedlejSich kotentl.

Posledni praktickd cast bakalafské prace byla zamétfend na laboratorni tkony a
puvodni cile bakalaiské prace, které bylo jeSt€¢ mozné provést pied uzavienim ptistupu
do laboratofi. V této €asti je popsana somaticka embryogeneze, ve které se vyuZzily listové
explantaty M. sativa linii RSY. Dale byla provedena transientni transformace na listech
N. benthamiana pomoci A. tumefaciens 35S::PRKK:mRFP v pGWBA454, pti které se
Vv preparatech z transformovanych listli pozoroval Cerveny fluorescenéni signal RFP. Na
zaver je popsana PCR, pfi které se zjiStovala pfitomnost transgenu ve vzorcich z listl

zkoumanych rostlin M. sativa PRKK Cas9-G3.
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Charakterizace proteint slouzi k ur€eni jejich funkce v rostling, jako je naptiklad
funkce MsSIMKK a MsSIMK v M. sativa a jejich vliv na nodulaci a interakci se
symbiotickymi Rhizobiemi nebo vliv téchto proteinti na riast stonkové biomasy.
Ziskanych znalosti se poté vyuziva pii zlepSovani vlastnosti hospodarskych plodin, jako
je vyssi produkce, zlepSeni nutri¢nich vlastnosti nebo odolnost vici skiidcim. Tim se da
zvysit vytéznost téchto plodin za vyuziti stejné plochy pro péstovani. Mnozstvi téchto
plodin pro spotiebu obyvatelstva je vysoka a zdrovéin se zmensuje prostor pro péstovani
z divodu neustalého rozsifovani mést a zvétSovani zastavéné plochy, ktera poté nelze

vyuzit pro zemédélstvi
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8 SEZNAM ZKRATEK

ARF1 (z angl. auxin response factor 1, faktor odpovidajici na auxin 1)
BiFC (z angl. Bimolecular fluorescent complementation)

BLAST (z angl. Basic local alignment search tool)

BRX (z lat. Brevix radix, kratky koten)

CD motiv (z angl. common docking motif, obecny dokovaci motiv)
CDS (z angl. coding sequences, kodujici sekvence)

CHC2 (z angl. Clathrin heavy chain 2, tézky fetézec na Clathrin 2)
Col-0 (Columbia-0)

CSN5B (z angl. COP5 signalosome complex subunit 5B, COP5 podjednotka 5B
signalosomového komplexu)

DAT (z angl. days after cultivation, dni po kultivaci)

D motiv (z angl. docking motif, dokovaci motiv)

FPA (z angl. Flowering time control, kontrola doby kveteni)
GFP (z angl. green fluorescent protein, zeleny fluorescenéni protein)
IPT (isopentenyltransferaza)

JA (z angl. jasmonic acid, jasmoova kyselina)

LB medium (z angl. lysogeny broth)

LFY (Leafy)

LIP5 (Lyst-interacting protein 5)

LSM (z angl. light sheet microscopy)

MAPK (mitogen aktivovana protein kinasa)

MAPKK (mitogen aktivovana protein kinasa kinasa)
MAPKKK (mitogen aktivovana protein kinasa kinasa kinasa)
MS medium (Murashige and Skoog medium)

MsPRKK_36 (MSPRKK_MSAD_280536)

MsPRKK_48 (MsPRKK_MSAD_250548)
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MVB (z angl. multivesicular bodies, multivezikularni téliska)

NCBI (z angl. National center for biotechnology information, Narodni centrum pro
biotechnologické informace)

NCR protein (z angl. nodule-specific cysteine rich protein, nodulové specificky protein
bohaty na cystein)

NPR1 (z angl. nonexpressor of PR genes 1, neexpresor PR gent)
OD (z angl. optical density, opticka denzita)

OMTK1 (z angl. oxidative-stress activated MAPKKK, oxidativnim stresem aktivovana
MAPKKK)

PAMP (z angl. patogen-associated molecular pattern, molekularni struktury asociované
S patogenem)

PIN1 (Pinformed 1)

PME31 (pektin esterasa 31)

PRKK (patogennim elicitorem aktivovana MAPKK)
OE (z angl. overexpression, nadexprese)

gRT-PCR (z angl. quantitative reverse transcription polymerase chain reaction,
kvantitativni polymerazova fetézova reakce vyuzivajici reverzni transkripci)

RFP (z angl. red fluorescent protein, ¢erveny fluorescencni protein)
RSY (Regen SY)

SAMK (stresem aktivovana MAPK)

SIMK (solnym stresem indukovana MAPK)

SIMKK (solnym stresem indukovand MAPKK)
SIMKKIi (SIMKK RNA interference)

SOS1 (z angl. Salinity overly sensitive 1)

SPL (Sporocytless)

TAIR (z angl. The Arabidopsis information resources)
YDA (MAPKKK YODA)

YE (z angl. yeast elicitor, kvasinkovy elicitor)

YFP (z angl. yellow fluorescent protein, zluty fluorescen¢ni protein)
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Priloha 1: Sekvence nukleotidl a proteint vyuzitych MAPK kinas (zelen¢ znacené start
kodony, ¢ervené znacené stop kodony)

1. MsSIMKK sekvence nukleotidi (z NCBI, Ref. 4)
>AJ293274.1 Medicago sativa subsp. x varia mMRNA for MEK map kinase kinase (simkk
gene)
ATGAGGCCGATTCAGCTTCCACCACCAACCGCCACCGGCTCAGCCACCGCC
TCCGGTTCACCAAACAACAACAACAACAGCCGCCCTCAACGCCGCCGCAAA
GATCATCTAACTCTACCGCTTCCACAGCGTGACACAAACCTCGCTGTTCCAC
TTCCGCTTCCACCATCCGGTGGCAGCGGTGGAAGCGGTGGTGGAGGAAACG
GAAGCGGTAGCGGAGGAGCGAGTCAACAGCTAGTGATTCCTTTTTCCGAGC
TAGAAAGATTGAACCGGATCGGAAGCGGAAGTGGAGGAACGGTTTACAAA
GTAGTTCACAAAATCAACGGTCGTGCTTATGCTTTGAAGGTGATATACGGAC
ATCACGAGGAATCAGTTCGTCGTCAGATCCATCGTGAAATCCAGATCTTGCG
TGATGTTGATGATGTTAACGTGGTCAAGTGTCATGAGATGTACGATCACAAC
GCTGAGATTCAGGTTTTGCTTGAGTACATGGACGGTGGATCTCTCGAAGGG
AAACATATTCCTCAGGAAAATCAACTCGCTGACGTGGCACGTCAGATCCTC
CGTGGACTCGCCTATCTCCACCGTCGTCACATCGTTCATCGTGATATCAAAC
CTTCGAATCTGTTGATAAATTCACGGAAACAGGTGAAGATCGCTGATTTTGG
TGTAGGAAGAATTCTGAATCAAACGATGGATCCGTGTAATTCATCGGTAGG
AACAATTGCTTACATGTCACCGGAGAGGATAAACACTGATATCAACGATGG
ACAATATGATGCATACGCCGGTGATATATGGAGTTTAGGCGTGAGTATATT
GGAGTTTTATATGGGAAGGTTTCCATTTGCGGTTGGTAGACAAGGTGATTGG
GCGAGTTTGATGTGTGCAATTTGTATGTCACAACCACCAGAAGCTCCAACG
ACTGCTTCTCCGGAGTTTAGGGATTTCGTTTCGAGGTGTTTGCAGAGAGACC
CGTCGAGGAGATGGACTGCTTCGAGGTTGCTTTCACATCCTTTTCTTGTGAG
AAATGGTTCTAATCATAATCAGAGTCCTCCAAATATGCATCAGTTACTTCCT
CCACCACCAAGATCACTTTCTTCTIIAB

2. MSsSIMKK sekvence proteinu (z NCBI, Ref. 4)
>CAC69137.1 MEK map kinase kinsae [Medicago sativa subsp. x varia]
MRPIQLPPPTATGSATASGSPNNNNNSRPQRRRKDHLTLPLPQRDTNLAVPLPLP
PSGGSGGSGGGGNGSGSGGASQQLVIPFSELERLNRIGSGSGGTVYKVVHKING
RAYALKVIYGHHEESVRRQIHREIQILRDVDDVNVVKCHEMYDHNAEIQVLLE
YMDGGSLEGKHIPQENQLADVARQILRGLAYLHRRHIVHRDIKPSNLLINSRKQ



VKIADFGVGRILNQTMDPCNSSVGTIAYMSPERINTDINDGQYDAYAGDIWSLG
VSILEFYMGRFPFAVGRQGDWASLMCAICMSQPPEAPTTASPEFRDFVSRCLQR
DPSRRWTASRLLSHPFLVRNGSNHNQSPPNMHQLLPPPPRSLSS

3. AtMKK4 sekvence nukleotidi (z NCBI, Ref. 4)

>NM_104044.3 Arabidopsis thaliana mitogen-activated protein kinase kinase 4 (MKK4),
mMRNA
ATGAGACCGATTCAATCGCCTCCAGGAGTTTCCGTTCCGGTGAAAAGCCGTC
CCCGTCGCCGTCCTGATCTTACCTTACCGCTTCCTCAACGCGATGTTTCTCTC
GCTGTACCTCTTCCTCTCCCACCTACTTCCGGTGGTTCCGGTGGCTCTAGTGG
ATCTGCGCCGTCTTCTGGTGGTTCGGCGTCTTCAACGAACACTAACAGCTCC
ATAGAAGCGAAGAACTATTCGGATTTAGTGAGAGGTAACCGTATCGGAAGC
GGAGCAGGTGGAACGGTATACAAAGTGATTCACCGTCCGAGTTCTCGTCTA
TATGCACTTAAGGTGATATACGGTAACCACGAGGAGACTGTGAGACGTCAG
ATCTGTAGAGAGATCGAGATTTTACGAGATGTGAATCATCCAAACGTTGTG
AAATGTCACGAGATGTTTGATCAGAACGGTGAGATCCAGGTTTTGCTTGAGT
TTATGGATAAAGGTTCTTTAGAAGGTGCTCATGTGTGGAAAGAGCAACAAT
TAGCTGATCTATCTCGTCAGATTCTTAGTGGTTTAGCTTATCTCCATAGCCGT
CACATAGTTCATCGTGATATCAAACCATCGAATCTTTTGATAAACTCTGCTA
AAAACGTTAAGATTGCTGATTTTGGAGTTAGTAGGATCTTGGCTCAGACTAT
GGATCCGTGTAATTCATCTGTTGGAACCATTGCTTATATGAGTCCTGAGAGG
ATTAACACTGATTTGAATCAGGGAAAGTATGATGGTTATGCTGGAGATATTT
GGAGCTTAGGTGTTAGCATTTTGGAGTTTTACTTGGGGAGGTTTCCTTTCCCT
GTGAGTAGACAAGGTGATTGGGCTAGTCTTATGTGTGCCATTTGTATGTCTC
AGCCTCCAGAAGCTCCAGCGACTGCGTCGCCGGAGTTTCGGCATTTTATCTC
GTGTTGCTTGCAGAGAGAACCGGGGAAAAGGAGGAGTGCTATGCAGCTATT
GCAGCATCCTTTCATATTAAGAGCAAGTCCGAGCCAGAACAGGTCTCCTCA
GAATCTACATCAACTCTTGCCTCCTCCTCGTCCTCTGTCCTCGTCTTCTTCTC

CAACCACATEE

4. AtMKK4 sekvence proteinu (z NCBI, Ref. 4)
>0AP16008.1 MKK4 [Arabidopsis thaliana]
MRPIQSPPGVSVPVKSRPRRRPDLTLPLPQRDVSLAVPLPLPPTSGGSGGSSGSAP
SSGGSASSTNTNSSIEAKNYSDLVRGNRIGSGAGGTVYKVIHRPSSRLYALKVIY



GNHEETVRRQICREIEILRDVNHPNVVKCHEMFDQNGEIQVLLEFMDKGSLEGA
HVWKEQQLADLSRQILSGLAYLHSRHIVHRDIKPSNLLINSAKNVKIADFGVSRI

LAQTMDPCNSSVGTIAYMSPERINTDLNQGKYDGYAGDIWSLGVSILEFYLGRF
PFPVSRQGDWASLMCAICMSQPPEAPATASPEFRHFISCCLQREPGKRRSAMQL

LQHPFILRASPSQNRSPQNLHQLLPPPRPLSSSSSPTT

5. AtMKKS5 sekvence nukleotida (z NCBI, Ref. 4)

>NM_001338511.1 Arabidopsis thaliana MAP kinase kinase 5 (MKK5), mRNA
ATGAAACCGATTCAATCTCCTTCTGGAGTAGCTTCACCTATGAAGAACCGTT
TACGCAAACGTCCTGACCTAAGCTTACCACTCCCACACCGCGACGTCGCTCT
CGCCGTACCTCTCCCTCTCCCACCTCCTTCTTCCTCTTCATCCGCTCCGGCGT
CTTCCTCCGCGATCTCAACCAACATCTCCGCCGCTAAAAGCTTATCCGAGCT
AGAACGAGTGAACCGAATCGGAAGCGGAGCCGGAGGAACGGTTTACAAAG
TAATCCACACTCCGACGTCACGTCCTTTCGCTCTCAAAGTGATTTACGGAAA
CCACGAAGATACCGTGAGACGTCAGATCTGTAGAGAGATCGAGATCTTAAG
AAGTGTTGATCATCCAAACGTTGTGAAATGTCACGATATGTTTGATCATAAC
GGTGAGATCCAGGTTTTGCTTGAGTTTATGGATCAAGGATCTCTTGAAGGAG
CTCATATATGGCAAGAACAGGAATTAGCTGATCTCTCTCGTCAGATTCTTAG
TGGATTAGCTTATCTTCATCGTCGTCATATCGTTCATCGTGATATCAAACCTT
CGAATCTTCTTATAAACTCAGCTAAAAATGTGAAAATTGCTGATTTTGGTGT
GAGTAGGATCTTGGCACAAACAATGGATCCTTGTAATTCATCTGTTGGTACT
ATTGCTTATATGAGTCCTGAGAGGATTAATACTGATTTGAATCATGGTCGTT
ACGATGGTTATGCTGGAGATGTTTGGAGTTTAGGTGTTAGTATCTTGGAGTT
TTACTTGGGGAGGTTTCCTTTTGCTGTGAGTAGACAAGGTGATTGGGCTAGT
CTTATGTGTGCTATTTGTATGTCTCAGCCACCTGAAGCTCCGGCTACGGCGT
CTCAGGAGTTTCGTCACTTTGTTTCTTGTTGTTTACAGAGTGATCCTCCTAAG
AGATGGTCAGCTCAACAGCTTTTGCAGCATCCTTTCATACTTAAAGCTACCG
GTGGTCCTAATCTCCGTCAAATGTTGCCGCCGCCTCGTCCTCTTCCTTCTGCC

TCTIAS

6. AtMKKS5 sekvence proteinu (z NCBI, Ref. 4)
>NP_001319606.1 MAP kinase kinase 5 [Arabidopsis thaliana]
MKPIQSPSGVASPMKNRLRKRPDLSLPLPHRDVALAVPLPLPPPSSSSSAPASSSA
ISTNISAAKSLSELERVNRIGSGAGGTVYKVIHTPTSRPFALKVIYGNHEDTVRR



QICREIEILRSVDHPNVVKCHDMFDHNGEIQVLLEFMDQGSLEGAHIWQEQELA
DLSRQILSGLAYLHRRHIVHRDIKPSNLLINSAKNVKIADFGVSRILAQTMDPCN
SSVGTIAYMSPERINTDLNHGRYDGYAGDVWSLGVSILEFYLGRFPFAVSRQGD
WASLMCAICMSQPPEAPATASQEFRHFVSCCLQSDPPKRWSAQQLLQHPFILKA
TGGPNLRQMLPPPRPLPSAS

7. MsPRKK 36 sekvence nukleotidt (z Alfalfa Tool box, Ref. 5)
>MSAD_280536.t1
ID=MSAD_280536.t1|]Name=MSAD_280536.t1|organism=Medicago
sativaltype=mRNA|length=5482bp
ATGAAGAAAGGAAATTTGGGTCTCGGTCTCAAACTCTCTGTTCCTCAAACTG
ATCAAGTTGCTTTTGCAAAGTTTCTGACTGAAAGTGGAACGTTTAAGGATGG
AGATCTGCTTGTTAACAGAGACGGTGTTCGAATTGTTTCTGAGACTGAAGTT
GAAGCTCCACCCCCAATCAAGGCAACAGACAACCAGTTAAGTTTGGCAGAC
ATAGACATAGTGAAAGTTGTTGGAAAGGGAAACGGAGGGGTGGTTCAATTG
GTGCAACACAAATGGACTAATCAGTTTTTTGCATTAAAGATAATTCAAATGA
ATATTGAAGAGTCCGTGCGCAAGCAGATAGCTAAAGAGCTGAAAATTAATC
AAGCAGCACAGTGTCCTTATGTTGTTGTCTGCTACCAGTCATTCTATGACAA
CGGTGTCATATCAATCATTTTAGAGTACATGGATGGAGGCTCCATGGCTGAT
CTTCTGAAGAAAGTTAAAACAATACCAGAGCCTTATCTTTCTGCCATTTGTA
AGCAGGTTCTGAAGGGTTTAATATATCTTCACCATGAAAGACATATTATCCA
CAGAGACTTGAAGCCTTCTAATTTGTTGATCAATCACACAGGCGAGGTTAA
GATTACTGATTTTGGTGTTAGTGCAATTATGGAAAGTACATCTGGTCAAGCA
AATACTTTCATTGGCACATACAACTATATGTCTCCAGAGAGAATCAATGGA
AGCCAACGTGGCTACAACTACAAAAGTGATATATGGAGTTTGGGACTGATA
TTGCTGGAGTGTGCTATGGGGCGGTTTCCTTACACACCACCAGATCAAAGTG
AAAGATGGGAAAGTATATTTGAGCTTATTGAAACTATTGTGGATAAACCTC
CTCCTAGTGCTCCATCTGAACAATTTTCCTCAGAATTTTGCTCATTTATCTCT
GCATGTCTACAGAAAGACCCAGGAAGCAGACTGTCGGCTCAGGAACTTATG
GAACTTCCTTTCATCAGCATGTATGATGACTTGCATGTGGATCTCTCAGCTT
ATTTCTCCGATGCAGGATCTCCACTCGCAACCTTAIEA

8. MsPRKK 36 sekvence proteinu (z Alfalfa Tool box, Ref. 5)



>MSAD_280536.t1-protein ID=MSAD_280536.t1 protein|] Name=MSAD_280536.t1|
organism=Medicagosativaltype=polypeptide|length=357bp
MKKGNLGLGLKLSVPQTDQVAFAKFLTESGTFKDGDLLVNRDGVRIVSETEVE
APPPIKATDNQLSLADIDIVKVVGKGNGGVVQLVQHKWTNQFFALKIIQMNIEE
SVRKQIAKELKINQAAQCPYVVVCYQSFYDNGVISIILEYMDGGSMADLLKKV
KTIPEPYLSAICKQVLKGLIYLHHERHIIHRDLKPSNLLINHTGEVKITDFGVSAI
MESTSGQANTFIGTYNYMSPERINGSQRGYNYKSDIWSLGLILLECAMGRFPYT
PPDQSERWESIFELIETIVDKPPPSAPSEQFSSEFCSFISACLQKDPGSRLSAQELM
ELPFISMYDDLHVDLSAYFSDAGSPLATL.

9. MsPRKK 48 sekvence nukleotidu (z Alfalfa Tool box, Ref. 5)
>MSAD_280548.t1 organism=Medicago sativa
ATGAAGAAAGGAAATTTGGGTCTCGGTCTCAAACTCTCTGTTCCTCAAACTG
ATCAAGTTGCTTTTGCAAAGTTTCTGACTGAAAGTGGAACGTTTAAGGATGG
AGATCTGCTTGTTAACAGAGACGGTGTTCGAATTGTTTCTGAGACTGAAGTT
GAAGCTATAATTCAAATGAATATTGAAGAGTCCGTGCGCAAGCAGATAGCT
AAAGAGCTGAAAATTAATCAAGCAGCACAGTGTCCTTATGTTGTTGTCTGCT
ACCAGTCATTCTATGACAACGGTGTCATATCAATCATTTTAGAGTACATGGA
TGGAGGCTCCATGGCTGATCTTCTGAAGAAAGTTAAAACAATACCAGAGCC
TTATCTTTCTGCCATTTGTAAGCAGGTTCTGAAGGGTTTAATATATCTTCACC
ATGAAAGACATATTATCCACAGAGACTTGAAGCCTTCTAATTTGTTGATCAA
TCACACAGGCGAGGTTAAGATTACTGATTTTGGTGTTAGTGCAATTATGGAA
AGCACATCTGGTCAAGCAAATACTTTCATTGGCACATACAACTATATGTCTC
CAGAGAGAATCAATGGAAGCCAACGTGGCTACAACTACAAAAGTGATATAT
GGAGTTTGGGACTGATATTGCTGGAGTGTGCTATGGGGCGGTTTCCTTACAC
ACCACCAGATCAAAGTGAAAGATGGGAAAGTATATTTGAGCTTATTGAAAC
TATTGTGGATAAACCTCCTCCTAGTGCTCCATCTGAACAATTTTCCTCAGAA
TTTTGCTCATTTATCTCTGCATGTCTACAGAAAGACCCAGGAAGCAGACTGT
CGGCTCAGGAACTTATGGAACTTCCTTTCATCAGCATGTATGATGACTTGCA
TGTGGATCTCTCAGCTTATTTCTCCGATGCAGGATCTCCACTCGCAACCTTAI

10. MsPRKK _48 sekvence proteinu (z Alfalfa Tool box, Ref. 5)
>MSAD_280548.t1-protein ID=MSAD_280548.t1-
protein|Name=MSAD _280548.t1|organism=Medicago

5



sativa|type=polypeptide|length=312bp
MKKGNLGLGLKLSVPQTDQVAFAKFLTESGTFKDGDLLVNRDGVRIVSETEVE
AIIQMNIEESVRKQIAKELKINQAAQCPYVVVCYQSFYDNGVISIILEYMDGGSM
ADLLKKVKTIPEPYLSAICKQVLKGLIYLHHERHIIHRDLKPSNLLINHTGEVKIT
DFGVSAIMESTSGQANTFIGTYNYMSPERINGSQRGYNYKSDIWSLGLILLECA
MGRFPYTPPDQSERWESIFELIETIVDKPPPSAPSEQFSSEFCSFISACLQKDPGSR
LSAQELMELPFISMYDDLHVDLSAYFSDAGSPLATL.

11. AtMKK 1 sekvence nukleotidi (z NCBI, Ref. 4)
>NM_202890.2 Arabidopsis thaliana MAP kinase/ ERK kinase 1 (MEK1), mRNA
ATGAACAGAGGAAGCTTATGCCCTAATCCCATCTGTCTCCCTCCTCTTGAGC
AATCCATCTCCAAATTCTTAACACAGAGTGGAACGTTTAAAGATGGAGATC
TTCGAGTGAACAAAGATGGAATCCAGACCGTGTCTCTGTCCGAACCAGGAG
CTCCACCTCCTATTGAGCCATTGGACAACCAATTGAGTTTGGCAGATTTAGA
AGTGATCAAAGTCATTGGCAAAGGAAGTAGTGGTAATGTCCAGTTGGTCAA
ACACAAACTCACTCAACAGTTTTTCGCTCTTAAGGTCATTCAATTGAACACA
GAAGAATCAACATGTCGGGCGATTTCTCAGGAGCTGAGAATAAACTTGAGC
TCGCAATGTCCATATCTTGTCTCATGTTATCAATCTTTCTACCACAACGGTCT
TGTTTCAATCATATTGGAATTCATGGATGGTGGATCCCTTGCAGACTTGTTA
AAGAAAGTCGGAAAAGTTCCTGAAAACATGCTATCTGCCATCTGCAAGCGA
GTTCTTCGAGGTCTTTGTTATATTCATCATGAGAGGCGAATCATTCATCGGG
ACTTAAAGCCTTCAAACTTGCTAATCAATCATAGAGGTGAAGTCAAGATCA
CAGACTTTGGTGTCAGCAAGATCTTGACAAGCACAAGTAGTCTTGCTAATTC
TTTCGTGGGCACATACCCTTATATGTCTCCAGAGAGAATCAGCGGGAGTTTG
TACAGTAACAAGAGCGATATTTGGAGCTTGGGACTGGTTTTGCTCGAATGTG
CAACGGGTAAATTCCCGTATACTCCTCCAGAACACAAGAAAGGATGGAGTA
GCGTGTACGAGCTTGTGGACGCCATTGTTGAAAACCCGCCTCCTTGTGCACC
TTCCAATCTCTTTTCTCCAGAGTTTTGCTCCTTCATCTCGCAATGTGTACAAA
AAGATCCAAGGGACAGAAAATCAGCAAAGGAGCTTCTGGAACACAAGTTC
GTAAAGATGTTTGAAGATTCGGATACAAATCTCTCGGCTTACTTCACCGACG
CAGGATCTTTGATTCCCCCACTTGCTAACTAGEA

12. AtMKKT1 sekvence proteinu (z NCBI, Ref. 4))
>NP_974619.1 MAP kinase/ ERK kinase 1 [Arabidopsis thaliana]



MNRGSLCPNPICLPPLEQSISKFLTQSGTFKDGDLRVNKDGIQTVSLSEPGAPPPI
EPLDNQLSLADLEVIKVIGKGSSGNVQLVKHKLTQQFFALKVIQLNTEESTCRAI
SQELRINLSSQCPYLVSCYQSFYHNGLVSIILEFMDGGSLADLLKKVGKVPENM
LSAICKRVLRGLCYIHHERRIIHRDLKPSNLLINHRGEVKITDFGVSKILTSTSSLA
NSFVGTYPYMSPERISGSLYSNKSDIWSLGLVLLECATGKFPYTPPEHKKGWSS
VYELVDAIVENPPPCAPSNLFSPEFCSFISQCVQKDPRDRKSAKELLEHKFVKMF
EDSDTNLSAYFTDAGSLIPPLAN

13. AtMKK2 sekvence nukleotidii (z NCBI, Ref. 4))
>NM_001036674.2 Arabidopsis thaliana MAP kinase kinase 2 (MKK2), mRNA
ATGAAGAAAGGTGGATTCAGCAATAATCTCAAGCTCGCAATTCCTGTTGCT
GGCGAGCAATCCATCACCAAATTCCTGAGGAAAGGTTTTGGTTCTCTCTGTA
GGACTCAAAGCGGTACGTTTAAGGATGGAGATCTACGTGTTAACAAGGATG
GAGTTCGAATCATTTCTCAATTGGAGCCTGAAGTCCTGTCTCCAATTAAGCC
AGCTGATGATCAGCTGAGCTTGTCGGATTTGGATATGGTTAAAGTCATTGGC
AAAGGAAGTAGTGGTGTTGTTCAGCTGGTTCAACACAAATGGACTGGCCAA
TTTTTCGCCTTGAAGGTCATTCAACTAAATATTGATGAAGCAATTCGCAAGG
CAATTGCACAAGAGCTCAAAATAAATCAATCGTCACAGTGTCCAAATCTTG
TTACCTCGTACCAGTCATTTTATGACAATGGCGCAATCTCACTAATCTTGGA
GTACATGGACGGAGGATCTCTAGCAGACTTTCTCAAGTCAGTTAAAGCCAT
CCCTGACTCCTATCTTTCTGCCATCTTTAGACAAGTGCTTCAAGGATTAATCT
ATCTTCATCACGATAGGCATATCATCCATCGTGACTTGAAACCATCCAATCT
GTTGATCAACCACAGAGGAGAAGTCAAAATAACTGACTTTGGTGTGAGTAC
CGTTATGACAAACACCGCAGGTTTAGCAAACACATTTGTGGGGACTTACAA
TTATATGTCTCCAGAGAGAATCGTTGGAAACAAGTACGGAAATAAAAGTGA
TATATGGAGCTTGGGTTTAGTAGTACTCGAATGTGCAACAGGAAAGTTCCCT
TATGCACCTCCGAATCAAGAGGAAACATGGACCAGTGTTTTCGAGTTGATG
GAAGCCATTGTTGACCAACCGCCACCCGCTCTTCCTTCAGGAAATTTCTCCC
CTGAGTTATCTTCATTCATCTCCACATGTTTGCAGAAGGATCCAAACAGTCG
AAGCTCTGCAAAGGAACTGATGGAACATCCTTTCTTGAACAAATACGACTA
CTCGGGGATCAATCTCGCGTCCTACTTCACAGATGCAGGATCGCCACTTGCA
ACACTTGGGAACCTGTCTGGTACGTTCTCCGTGIEA

14. AtMKK?2 sekvence proteinti (z NCBI, Ref. 4)



>0AP00208.1 MKK2 [Arabidopsis thaliana]
MKKGGFSNNLKLAIPVAGEQSITKFLTQSGTFKDGDLRVNKDGVRIISQLEPEVL
SPIKPADDQLSLSDLDMVKVIGKGSSGVVQLVQHKWTGQFFALKVIQLNIDEAI
RKAIAQELKINQSSQCPNLVTSYQSFYDNGAISLILEYMDGGSLADFLKSVKAIP
DSYLSAIFRQVLQGLIYLHHDRHIIHRDLKPSNLLINHRGEVKITDFGVSTVMTN
TAGLANTFVGTYNYMSPERIVGNKYGNKSDIWSLGLVVLECATGKFPYAPPNQ
EETWTSVFELMEAIVDQPPPALPSGNFSPELSSFISTCLQKEPNSRSSAKELMEHP
FLNKYDYSGINLASYFTDAGSPLATLGNLSGTFSV



