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CIELE PRACE

Teoretické ciele:

Vypracovanie literarnej reserse na témy tvorba ROS u rastlin, menadion a jeho
mechanizmus uc¢inku u rastlin, enzymaticka antioxida¢na obrana a superoxiddizmutazy u
Arabidopsis a jatmena, MAPK u Arabidopsis a ja¢mena a imtnna odpoved’, proteomicky

pohl'ad na iminnu odpoved’ jaémena.

Praktické ciele:

1.) Vplyv FSD1 (Fe superoxiddizmutdza 1) na Arabidopsis thaliana v odburavani ROS
indukovanych menadiénom: fenotyp, hladina ROS
2.) Proteomicka analyza transgénneho jacmena v odpovedi na flagelin 22 (priprava,

bioinformatické vyhodnotenie a interpretacia proteomickych dat).



1. UVOD

Reaktivne kyslikové radikaly (ROS) s chemicky reaktivne molekuly kyslika. V
biologickom kontexte siG ROS produkované ako prirodzeny medziprodukt v réznych
metabolickych reakciach v bunke ako aj pri odpovedi na abiotické/biotické stresové
faktory. V zvysenych hladinach mézu mat’ negativny efekt na bunkové struktury, ¢o moze
viest’ aj k bunkovej smrti. Tento negativny efekt ROS na rastlinnl bunku sa nazyva
oxidativny stres. Pri vysokych hladinach st ROS odbdravané antioxidaénymi enzymami,
ktorych uloha v bunke je regulacia hladiny ROS. Okrem neziaducich efektov maja ROS
ulohu aj pri signalizacii v bunke, hlavne pri pdsobeni neziaducich vonkajsich podmienok
a vo vyvine. Jednym z oxidantov, ktoré spésobuju tvorbu ROS, patri aj menadion, o je
redoxne aktivny chindn a indukuje produkciu superoxidovych radikdlov v
elektrontransportnom retazci v mitochondriach, a spdsobuje rapidnu oxidaciu
chloroplastov, mitochondrii a cytoz6lu. FSD1 je dolezitd superoxiddizmutaza pri
antioxida¢nej obrane rastliny. Je to jedina z FSD proteinov, ktor4 je exprimovand
Vv korenioch, ¢o mdze naznacovat’ vyvinové ulohy v rastline. Jej Uloha v antioxidacne;j
obrane rastliny je stale nejasna a v publikovanych studiach sa pochybuje o jej dolezitom

vplyve na celkovi antioxidacnu obranu rastliny.

V pripade napadnutia rastliny patogénom, rastliny vyvinuli komplexny systém pre
rozpoznanie bakterialnich elicitorov. Flagelin, podjednotka bakterialniho filamentu
flagely, je identifikovany ako vSeobecny bakteridlny elicitor rozpoznavany v réznych
rastlinnych druhoch. Aktivita elicitoru je spésobena konzervovanou doménou na N-
terminalnom konci flagelinu, ktora sa nazyva flg22, zlozena z 22 aminokyselin, ktora
indukuje imunne odpovede v rastlinach uz v nanomolarnych koncentraciach. Oxidativny
stres je indukovany aj poc€as napadnutia patogénu a MAPK hraji doéleziti tlohu
v immunnej odpovedi na bioticky stres a v regulacii antioxida¢nej obrane. Avsak, funkcia
a Uloha jaémennych MAPK pri iminnej odpovedi rastliny na bioticky stres je méalo

preStudovana.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
2.1 Tvorba ROS u rastlin

2.1.1 Charakteristika ROS

Reaktivne kyslikové radikély (Reactive Oxygen Species; ROS) st ¢iasto¢ne
redukované molekuly kyslika produkované v aerébnych organizmoch (Del Rio, 2015).
Molekula kysliku ma dva nesparované elektrony s rovnakym spinom. Tento stav
umoziuje kysliku akceptovat’ namiesto dvoch aj jeden elektron (Ciasto¢na redukcia), ¢o
vedie ku tvorbe ROS (del Rio et al., 2006). ROS su produkované ako vedlajsie
medziprodukty rbéznych metabolickych dréh, ktoré sa odohrdvaju v bunkovych
Struktirach ako su chloroplasty, mitochondrie, peroxizomy (Mittler et al., 2011) a v
apoplaste (Gill a Tuteja, 2010). Medzi najddlezitejsie ROS patria superoxidovy radikal
(02", hydroxylovy radikal (OHY), peroxid vodika (H20.), singletovy kyslik (*O2),
hydroxyperoxyl (HO2) ako protonizovana forma superoxidového radikalu alebo alkoxyl
(RO; Obr. 1).

e-
02 02" Superoxidovy radikal
Molekularny kyslik
SOD
GPX, PRX,
Fe2+ APX, katalaza

OH- H,0, H,0

Hydroxylovy radikal Peroxid vodika Voda

Oxidacia thiolov. —— Bunkova signalizacia

Obr. 1: Prehladny obrazok znazoriujici tvorbu superoxidového radikalu, peroxidu vodika
a hydroxylového radikalu z molekularneho kyslika. SOD - superoxiddizmutdza, GPX -
glutationperoxidaza, PRX — peroxiredoxiny, APX - askorbatperoxidaza (prezaté z Sullivan, 2014)
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Aby rastlinnd bunka predisla poSkodzujicim vplyvom ROS, rastliny vyvinuli
komplexny antioxida¢ny obranny systém, ktory efektivne zachytdva akumulované
molekuly ROS v bunke pocas stresovych podmienok (Foyer et al., 2005). Tento systém
obsahuje enzymatické a ne-enzymatické komponenty, ktoré s podrobne popisané v
kapitole 3 Rovnovédha medzi produkciou a zachytdvanim ROS moze byt narusena
roznymi biotickymi a abiotickymi faktormi, medzi ktoré patria salinita, UV Ziarenie,
sucho, tazké kovy, teplotné vykyvy, alebo rastlinné patogény Tieto zmeny rovnovahy
vedu k zvySenej hladine intracelularnych ROS, ktoré mozu znacne poskodit’ bunkové

Struktary (Mittler, 2017).

Reaktivita ROS k bunkovym $truktiram a akumulacia produktov z tychto reakcii
spdsobuja oxidativny stres, v ramci ktorého moze nastat’ peroxidacia lipidov, poSkodenie
proteinov, degradacia nukleotidov a nasledne bunkova smrt’ (Demidchik, 2015). To, ¢i
ROS budu posobit” ako poSkodzujuce, ochranné alebo signaliza¢né molekuly zavisi od
rovnovahy medzi produkciou a zachytavanim ROS v rastlinnej bunke (Gratao et al.,
2005). Su taktiez dolezité pre vyvin rastliny a jej odpovedi na vonkajsi stres (Mittler et
al., 2011). Pri malych koncentraciach, ROS funguju ako sekundarni poslovia pri aktivacii
obrannych génov (Foyer et al., 2009). Singletovy kyslik, superoxidovy radikal a peroxid
vodika indukuju transkripciu $pecifickych sad génov v rastlinnych bunkéch (Gadjev et
al., 2006). Tento signaliza¢ny systém kooperuje s ostatnymi signalizacnymi drahami, ako
napriklad fosforylaéné kindzové kaskady alebo Ca®* signaliza¢né kaskady, a je sticastou

regula¢nych sieti, ktoré prepajaju rastlinni bunku s jej prostredim (Navrot, 2007).

PoSkodzujuci vplyv ROS na rastlinné bunky mdZe byt interpretovany ako systém
obrany vo¢i napadnutiu rastlinnymi patogénmi, spdsobujici bunkovi smrt’ ako
hypersenzitivnu reakciu voci biotrofickym patogénom (Eckardt et al., 2017). ROS dokazu
kooperovat’ a spolupracovat’ aj so signalizacnymi drahami rastlinnych horménov ako
napr. kyselinou jazménovou, abscisovou, salicylovou alebo etylénom (Srivastava et al.,
2017). Individualne ROS maju vysoku variabilitu v ich chemickom zloZeni, reaktivite a
ulohe v redoxne signalizacnych drahach (Mittler, 2017). Reaktivita ROS moéze byt

ovplyvnena pritomnost'ou volnych Fe?* kationov.
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Hydroxylovy radikél (OH')

Hydroxylovy radikél je povazovany za jeden z najreaktivnejSich ROS z dovodu
jedného nesparovaného elektronu, vdaka ktorému modze reagovat s mnohymi
biomolekulami v bunke. Medzi tieto biomolekuly patria DNA, RNA, lipidy a proteiny.
Hydroxylovy radikal vznik&d cez Haber-Weissovu reakciu superoxidového radikalu
katalyzovan( Zelezitym kationom Fe®* za vzniku Fe?* amolekularneho kyslika
a nasledne Fentonovou reakciou peroxidu vodika (alebo dizmutovaného superoxidoveho

radikalu) s Fe*:
1) Fe3*+ Oy > Fe?" + Oy
2.) Fe?* + H,02 = Fed* + OHs + OH"

Hydroxylovy radikal je odburavany flavonoidmi, prolinom alebo askorbatom
(Mittler, 2017). Pol¢as zivota hydroxylového radikalu je 1 ns. Avsak, oxidativne
vlastnosti hydroxylového radikdlu nemusia mat nutne poskodzujuci vplyv. Bolo
preukazané, ze ulahcuje klicenie semien (cit), zatvaranie prieduchov (cit), imunitnu
odpoved’ rastliny (cit), bunkovi smrt’ (cit) alebo adapticiu na stresové podmienky
(Richards et al., 2015).

Singletovy kyslik (*O2)

Singletovy kyslik vznikd vo fotosyntetickych membrénach chloroplastov v
reakcidch medzi molekulami chlorofylu a molekularnym kyslikom (Mittler, 2002).
Oxiduje hlavne lipidy a proteiny (Trp, His, Tyr, Met a Cys aminokyselinové zvysky).
Pol¢as Zivota singletového kyslika je 1-4 s (Mittler, 2017). Singletovy kyslik je schopny
prechadzat’ difizne cez membrany a reagovat’ s roznymi biomolekulami, ¢im moze slazit
ako sprostredkovatel’ ich signalizaénych funkcii (Dogra et al., 2018). Medzi hlavnych
reakénych partnerov singletového kyslika patria hlavne mastné kyseliny v tylakoidnych
membranach (Halliwell et al., 2006). Dalsim zdrojom produkcie singletového kyslika je
aktivita enzymu lipoxygenazy v rastlinach (Prasad et al., 2017). Vysoko reaktivny
singletovy kyslik moze byt efektivne odburany nizkomolekularnymi lipofilnymi
zluc¢eninami, ako st B-karotén alebo tokoferol, pripadne proteinom D1 vo fotosystéme 11
(Krieger-Liszkay et al., 2008).
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Superoxidovy radikal (O2")

Superoxidovy radikal je anionicka, vysoko reaktivna nukleofilna molekula O s
polCasom zivota priblizne 1-4 us, vd’aka Comu Casto sluzi ako iniciator reakénych kaskad
pri produkcii dalsich ROS, hlavne peroxidu vodika. Vznikd ako produkt
jednoelektrénovej redukcie kyslika.

O2+e > 0y

Jeho biologicka toxicita spociva v inaktivacii Fe-S skupin na metabolicky
dolezitych proteinoch, ¢im odstiepi Fe?*, ktory moze cez Fentonovu reakciu tvorit’ vel'mi
reaktivny hydroxylovy radikél (Halliwell et al., 2006). Produkuje sa v chloroplastoch,
apoplaste, mitochondriach, peroxizdmoch ainych elektronovych transportnych
retazcoch. Je odburavany flavonoidmi a superoxiddizmutazami (Mittler, 2017).
Superoxidovy radikéal dokaZe reagovat’ s ostatnymi radikdlnymi skupinami, zahfiajac
reaktivne molekuly dusika (Reactive Nitrogen Species; RNS) ako napr. oxid dusnaty
(Halliwell et al., 2006).

Peroxid vodika (H202)

Peroxid vodika je najmenej reaktivny ne-radikdlny ROS. Je zahrnuty v
signaliza¢nych drahach cez interakcie s proteinmi obsahujuce redoxne senzitivne Casti,
akymi su napriklad proteinové centra zalozené na kovoch ¢i thiolova skupina cysteinu,
ktorej oxidaciou sa zmeni biologicka aktivita proteinu (Rampon et al., 2018). Pol¢as
Zivota peroxidu vodika je priblizne 1 ms. Tvori sa v apoplaste, peroxizémoch,
chloroplastoch a mitochondriach. Je odbdravany enzymami ako suU napr. kataldza,
peroxidaza, askorbatperoxidaza alebo peroxiredoxiny (Mittler, 2017). V rastlinnych
bunkdch moze peroxid vodika difuzne prechadzat' lipidovymi membranami cez
homol6gy akvaporinu, medzi ktoré patria PIP (Plasme membrane Intrinsic Factor) a TIP
(Tonoplast Intrinsic Protein; Nordzieke a Medrano-Fernandez, 2018). Nadbytok
peroxidu vodika sp6sobuje autofagiu chloroplastov a peroxizOmov a programovanu
bunkovu smrt’ (Smirnoff a Arnaud, 2019).
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2.1.2 Mechanizmy tvorby ROS

Chloroplasty

V chloroplastoch je produkcia ROS Uzko spata s fotosyntetickymi reakciami.
V tylakoidoch je produkovany a akumulovany peroxid vodika cez O, a nasledne
redukovany pomocou askorbatperoxidazy vo fotosystéme 1. V strome chloroplastov je
peroxid vodika méze byt odburavany aj askorbatperoxiddzou, peroxiredoxinmi alebo
glutationperoxiddzam podobnymi enzymami (Glutathione Peroxidase-Like Enzymes;
GPXL; 3). Peroxid vodika, generovany aktivitou SOD, je nasledne redukovany na vodu
cez askorbat, katalyzovany askorbatperoxidazou aaskorbat je oxidovany na
monodehydroaskorbat (MDA). Nasledne je MDA priamo redukované na askorbat
redukovanym feredoxinom alebo NAD(P)H katalyzovany chloroplastovou MDA
reduktazou (Sano et al., 2005). Unikatna je tiez tvorba ne-radikalneho, vysoko
reaktivneho *O,. Tento singletovy stav kyslika je vytvarany v tylakoidnych membranach,
prenosom energie z tripletového stavu primarneho elektrénového donoru (3P6807) vo
fotosystéme Il (Telfer et al., 1994). Odbdravanie tejto formy kyslika prebieha cez reakcie
s neenzymatickymi antioxidantami ako st karotenoidy (Telfer et al., 2003), tokoferoly
(Munne-Bosch a Allegre, 2002) a membranové lipidy. Prechod elektronov z molekdl
vody cez fotosynteticky elektronovy transportny retazec, nasledne cez superoxidovy
radikal na peroxid vodika a spat’ na molekulu vody sa nazyva cyklus voda-voda (water-

water cycle), ktorého funkcia je zbavenie sa prebyto¢nych elektronov.
Peroxizomy

Peroxizomy su bunkové organely zodpovedné za oxidaciu mastnych kyselin,
fotorespiraciu, biosyntézu hormoénov a pri metabolizme ROS (Johnson and Olsen, 2001).
Su to metabolicky aktivne organely, medzi ich hlavné lohy patri u¢ast’ na produkcii
a degradacii peroxidu vodika cez flavinom prepojené oxidazy (flavine-linked
oxidases), kataldzy a inych antioxidaénych enzymov (Pracharoenwattana and Smith,
2008). Peroxizémy produkuju ROS, ale m6zu pomoct’ ochranit’ rastlinni bunku pred ich
samotnym poskodzujucim vplyvom. Vplyvom koncentracie CO> v atmosfére a vel’keho
poctu katalytickych cyklov RUBISCA, moze dojst’ k oxygenécii ribuldzy-1,5-bisfosfatu
miesto karboxylacie. Vysledny produkt, 2-fosfoglykolat, je metabolizovany na glykolat
a transportovany do peroxizomov, kde sa premiena oxidaciou na glyoxylat. Pri tychto

reakciach vznikd velké mnozstvo peroxidu vodika. Jednou z hlavnych funkcii
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peroxizdmov je obnova bunkovych antioxidantov a zasobaren antioxida¢nych enzymov
ako su katalaza, peroxidaza, superoxiddizmutéza, askorbatperoxidaza, glutation alebo
tioredoxinreduktaza (Eubel et al., 2008).

Mitochondrie

Mitochondridlna respiracia, sprevadzana priamym prenosom elektronov
z redukovanych substratov na molekuldrny kyslik cez dychaci retazec na vnutornej
mitochondrialnej membrane, je Gzko spéta s produkciou ROS (Navrot, 2007). Produkcia
superoxidového radikadlu v mitochondriach  prebieha v  dychacom retazci
jednoelektronovou redukciou O, avSsak je mnohonasobne zvySena pri inhibicii
dychacieho ret'azca alebo pri nedostatku ADP, ¢im vznikne vysoko redukovany stav v
mitochondrialnom elektronovom transportnom ret'azci (Morgan et al., 2008). ktoré boli
produkované v mitochondriach, ovplyviiuji hlavne mitochondrialne dychacie a bunkoveé
funkcie, medzi ktoré patria hlavne signalizacné kaskady v bunkéch, programovana
bunkova smrt’ alebo obrana voéi patogénom (Huang et al., 2016). Zname miesta
produkcie ROS v mitochondrach s mitochondrialne komplexy | a Ill, kde sa tvori
superoxidovy radikal, ktory je nasledne premeneny na peroxid vodika (Sweetlove a
Foyer, 2004). Peroxid vodika méze nasledne reagovat’ s redukovanym Fe?* a Cu* za
vzniku hydroxylovych radikélov, ktoré moézu penetrovat cez membrany a opustit’
mitochondrie (Greene, 2002). Ubisemichinén, tvoreny v mitochondrialnych komplexoch
I a Il je jeden z hlavnych donorov elektronov pre kyslik, pricom aj ostatné miesta na
komplexe I mozu slizit ako potencidlne donory elektronov pre kyslik za vzniku ROS

(Sweetlove a Foyer, 2004).

Apoplast

K enzymom, zodpovednym za vznik ROS v apoplaste pri odpovedi na pdsobenie
nepriaznivych podmienok, patria NADPH oxidazy, zname ako Respiratory Burst Oxidase
Homologues lokalizovane na plazmatickej membrane (Wu et al., 2013). Superoxidovy
radikal je v apoplaste produovany cez RBOH, ktory je nasledne dizmutovany na peroxid
vodika. V apoplaste, peroxid vodika je taktiez produkovany aj apoplastickymi
peroxiredoxinmi. Naviac, apoplastické ROS mé6zu vznikat’ aj pri pdsobeni 0zonu alebo
xantinoxidazou a glukézaoxidazou (Vaahtera et al., 2013). RBOH st povazované za
jedného z hlavnych zdrojov produkcie ROS pri odpovedi rastliny na patogény (Nuhse et
al., 2007). Gendm Arabidopsis obsahuje 10 NADPH oxidazovych génov (AtRboh A-J),
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Ktoré maju roznu Groven expresie pri vyvine rastliny a pri odpovedi na environmentélne
faktory (Fluhr, 2009). Struktara rastlinnych NADPH oxidiz obsahuje Sest
konzervovanych transmembranovych helixov, z ktorych treti a piaty helix viaze dve
hemové skupiny cez Styri histidinové zvysky. Hemové skupiny st esencialne pre prenos
elektronov cez membranu na molekularny kyslik ako akceptor v extracelularnom
priestore (Torres a Dangl, 2005). Obsahuju taktiez N-terminalny Ca2* vazbovy motiv a
cytozolické FAD a NADPH vézbové motivy v C-terminalnej oblasti. Aktivita RBOH a
lokalizacia su kontrolované cez fosforylaciu proteinovymi kinazami z rdznych rodin,
zahfnaujuc proteinové kinazy zavislé na vapniku a kalmoduline (Calcium and calmodulin
Dependent Protein Kinases; CDPK; Asai et al., 2013). Produkt reakcie katalyzovanej
NADPH oxidazou je superoxidovy aniénovy radikal, ktory nedokaze byt transportovany
membranami kvoli jeho z&pornému naboju. Avsak pri znizenom pH je superoxidovy
radikal protonizovany a dokaze difuzne prechadzat’ cez membrany (cit). V rastlinach, kde
je fyziologicky rozsah pH priblizne 5,5-7,5, zhruba 16% superoxidu produkovaného cez
RBOH dokaze difuzne prechadzat’ membranami v rastlinnej bunke (Sagi a Fluhr, 2006).
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2.2 Enzymaticka antioxida¢na obrana

2.2.1 Vseobecna charakteristika

Rastlinné  bunky  disponuja  rozsiahlym  spektrom  enzymatickych
a neenzymatickych antioxidantov, ktoré sa nachadzaju v miestach produkcie ROS. Ich
ulohou je regulovat’ hladinu ROS a tak eliminovat’ ich negativne efekty (Corpas et al.,
2015). Medzi hlavné antioxida¢né enzymy patria superoxiddizmutaza (SOD), katalaza
(CAT), askorbatperoxidédza (APX), peroxidazy (POD), glutatiénperoxiddza (GPX),
peroxiredoxiny (Prx) alebo thioredoxiny (Trx). V rastlinnej bunke sa nachadzaju aj d’alSie
typy enzymov, ktoré su dolezité pri udrziavani redoxného stavu bunky. Ich funkcia je
bud’ priame odburavanie ROS a ich medziproduktov alebo regeneracia antioxida¢nych
enzymov. Medzi tieto enzymy patria  dehydroaskorbatreduktdza (DAR),
monodehydroaskorbatreduktaza (MDAR), glutation-S-transferazy (GST),
glutationreduktazy (GR) a alternativne oxidazy (AOX; Obr. 2). APX, MDAR, DAR a GR
synergicky kooperuju cez askorbatovo-glutationovy cyklus, ktory je bohato zastUpeny
v bunkovych Struktirach v rastlinnych bunkach. Okrem enzymatickej antioxidacnej
obrany mé6zu byt ROS eliminované aj ne-enzymaticky ako napr. kyselinou askorbovou
(vitamin C, ASC), glutationom (GSH), tokoferolom (vitamin E) a karoténmi (provitamin
A). Ich ulohou je pomoct’ antioxidaénym enzymom pri zadrziavani intracelularnych ROS,
¢o vedie k zlepseniu rastu rastliny, hormonalnej signalizacie, alebo posilneniu odpovede

na biotické a abiotické environmentélne faktory (Gupta et al., 2018).
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Obr. 2: Prehladny obrazok zndzornujuci vztah medzi antioxidatnymi enzymamy a ROS
v rastlinnych bunkach. SOD — superoxiddizmutaza, CAT — katalaza, APx — askorbatperoxidaza,
ASC - askorbat, DHA - dehydroaskorbat, DHAR - dehydroaskorbatreduktdza, GSH -
redukovany glutatién, GSSG — glutationdislufid, GR — glutationreduktaza (prevzaté z Chomchan
etal., 2017)

Superoxiddizmutéazy

SOD je antioxidaény enzym objaveny v roku 1969 v hovédzich erytrocytoch
(McCord a Fridovich 1969). Je jednym z najefektivnejSich komponent v antioxidaénom
obrannom systéme rastlinnych buniek voc¢i toxicite ROS. Premiena superoxidové

radikaly na molekularny kyslik a peroxid vodika (McCord a Fridovich 1969).
202 +2H" >0, + H0,

SOD patria medzi metaloenzymy lisiace sa centralnym kovovym atémom v
aktivnom mieste. Delia sa do styroch skupin na zaklade ich centralneho kovového atomu:
SOD obsahujuca med’ a zinok (Cu/ZnSOD), SOD obsahujica mangan (MnSOD), SOD
obsahujtca zelezo (FeSOD) a SOD obsahujuca nikel (NiSOD), ktora bola objavena ako
posledna. Bola izolovana z baktérialneho kmena Streptomyces, nenachadza sa vSak vo
vyssich rastlinach (Bryngelson et al., 2004). MnSOD a FeSOD su vel'mi podobné
v primarnej, sekundarnej a terciarnej Struktire a st vel'mi odlisné od Cu/ZnSOD.
MnSOD a FeSOD sa nachadzaju aj v prokaryotickych a eukaryotickych organizmoch,
pricom Cu/Zn-SOD hlavne v eukaryotickych organizmoch. Predpoklada sa, ze MnSOD
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a FeSOD sa vyvinuli z jedného ancestralneho enzymu, pricom Cu/ZnSOD sa vyvinula
samostatne v eukaryotickych organizmoch (Smith a Doolittle, 1992). Citlivost’ tychto
izozymov voci inhibitorom sa vyrazne lisi. FeSOD je rezistentna na kyanid draselny, ale
moze byt inhibovana peroxidom vodika. Struktirne ma homodimérne a homotetramérne
formy. MnSOD moze byt homodimericka a homotetramericka a je rezistentna na kyanid
draselny a peroxid vodika, pricom Cu/ZnSOD médze byt” inhibovand oboma inhibitormi
(Sharma et al., 2012). Genom Arabidopsis kdduje 7 génov SOD. Bolo dokazané, Ze ako
u ostatnych antioxida¢nych enzymov, ako napriklad GR alebo APX, aktivita SOD moéze
byt’ regulovana kyselinou abscisovou (Gepstein a Glick, 2013). Vo vyssich rastlinach su
izoformy SOD lokalizované v réznych bunkovych organelach. MnSOD je pritomna
v mitochondriach  a peroxizdmoch, Cu/ZnSOD je lokalizovana v cytozdle,
chloroplastoch, peroxizomoch aapoplaste. FeSOD1 je lokalizovana primarne

v chloroplastoch ale aj v cytozdle (Dvotak et al., 2020).
FeSOD

V Arabidopsis sa nachadzaju tri izoformy FeSOD ato FSD1, FSD2 a FSD3,
pricom FSD1 je najabundantnejSia Fe-SOD. Expresia mRNA transkriptu FSD1 je Uzko
spojend s hladinou Cu ale aj Fe (Greco et al., 2011). FSD1 ma transloka¢nu sekvenciu aj
pre lokalizaciu do chloroplastov (Kuo et al., 2012) a fuzia s GFP vykazuje lokalizaciu
FSD1 vcytozéle (Myouga et al., 2008). FSD2 aFSD3 su chloroplastové
superoxidizmutazy, ktoré¢ obsahuji translokaénti sekvenciu pre lokalizaciu do
chloroplastov. FSD2 je naviazana na tylakoidnej membrane chloroplastu a FSD3 je
kolokalizovana na chloroplastovych nukleoidoch, ktoré chrani pred pdsobenim
oxidativneho stresu cez heterodimerické komplexy s FSD2 (Myouga et al., 2008).
Vplyvom solného stresu mierne stipa aktivita FeSOD v cytoz6le pri¢om
v chloroplastoch ma aktivitu omnoho vysSiu. Abundancia FSD2 a FSD3 je silno
regulovana narozdiel od FSD1. Mozny dovod je cirkadidlna regulacia FSDI1, kedy
abundancia mRNA FSD1 nie je moc stabilna, ale je vyssia nez FSD2 a FSD3. (Xing et
al., 2015). V pripade deficiencie FSD2 a FSD3, Gallie et al., 2019 navrhuja, Zze FSDI
modze kompenzovat’ deficienciu tychto génov nadexpresiou, ¢im sa méZzeme domnievat,
7e v pripade straty funkcie niektorej z FSD génov, ostatné moézu kompenzovat' jej

funkciu.
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Kataldza

Katalaza je antioxida¢ny enzym, ktory odburava peroxid vodika a predchadza
jeho akumulacii v bunke Je to tetramér zloZzeny zo 4 polypeptidovych retazcov o dizke
priblizne 500 aminokyselin. Polypeptidové retazce obsahuji 4 hemové skupiny, ktoré
dovol'uju enzymu reagovat’ s peroxidom vodika (de Carvalho, 2008). Katalyzuje reakciu

premeny peroxidu vodika na molekulu vody a kyslika.
2 H,O2 22 H0 + O2

Genom Arabidopsis koduje tri katalazové proteiny, ktoré st zlozené z 492
aminokyselin a zdielaji vysoka podobnost’ sekvencii. Lokalizacia Kkataldz je
predominantne v peroxizomoch (Mullen et al., 1997). Aj ked’ expresia katalazovych
génov bola objavena vo vicéSine rastlinnych pletiv, expresia a aktivita st vysSie
v nadzemnych pletivach nez v korenovych pletivach. To naznacuje, ze katalazy hraju
dolezitu tlohu pri detoxifikacnych procesoch, ktoré st uzko spojené s fotosyntézou a
fotorespiraciou (Mhamdi et al., 2012). Katalaza je taktiez doleZita pri odpovedi rastlin na
stres zo sucha (Zhang a Kirkham, 1994), tazkych kovov (Corpas a Barroso, 2017), alebo
salinitu (Sofo et al., 2015).

Askorbatperoxidaza

Askorbatperoxidaza (APX) patri medzi rodiny peroxidaz obsahujtcich hem, ¢o
umoziuje enzymu reagovat’ s peroxidom vodika (Wellinder, 1992). Katalyzuje premenu
peroxidu vodika na vodu adehydroaskorbat (DHA) pomocou askorbatu ako
elektronového donoru, pricom vznikd monodehydroaskorbat (MDHA), jednomocny

oxidant askorbatu (AA).
AA + H>02 > DHA + 2 H.0

Vo vyssich rastlinach m& APX r6zne izoformy, ktoré st lokalizované v cytozole
(cAPX), chloroplastoch (chAPX), mitochondriach (mitAPX), a peroxizomoch (pAPX;
Shigeoka et al., 2002; Maruta et al., 2016). Chloroplastové izoformy APX su delené do
troch typov: stromalna (SAPX), APX viazana na tylakoidni membranu (tAPX) a APX
viazana na membrany (mAPX; Asada 1999). V désledku pritomnosti tychto izozymov
dokazu rastliny plne vyuZit' askorbat, jeden z najabundantnejSich antioxidantov, na
zachytavanie peroxidu vodika (Shigeoka et al., 2002). Bolo publikované, ze aktivita

tAPX je v pSenici inhibovana fosforylaciou prostrednictvom proteinovej kindzy WKS1.1
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(Wheat Kinase Start 1.1), po napadnuti patogenmi, v ¢oho dosledku sa zvySuje hladina
peroxidu vodika (Gou et al., 2015). Z pohladu tolerancie na stresové podmienky,
cytozolicka APX je dolezitejSia nez ostatné izoformy. Mutantné rastliny Arabidopsis
apxl, deficientné v cytozdlickej APX, su viac citlivé na svetlo vysokej intenzity,
oxidativny stres indukovany metylviologenom, poraneni a kombinacii sucha a teplotného
stresu nez divy typ (Davletova et al., 2005; Koussevitzky et al., 2008; Maruta et al.,
2012a). Pocas vplyvu oxidativneho stresu je oxidacia cytozolickych a organelovych
proteinov zvySena v apx1 mutante (Maruta et al., 2012a). V cytozole moze cAPX chranit’
organely pred pdsobenim oxidativneho stresu zabradnenim transportu peroxidu vodika v
bunke. Tento efekt je znamy ako ,,cross-compartment protection” (Davletova et al.,
2015).

Glutationreduktaza

Glutationreduktaza je konzervovany antioxidacny enzym pritomny v
prokaryotdch a eukaryotach (Couto et al., 2013). Funkcia glutationreduktazy je
katalyticka redukcia glutationdisulfidu (GSSG), ¢o st 2 molekuly glutationu spojené
disulfidovou vdzbou, na redukovany glutation (GSH), ktory ma dolezita ulohu v bunke

pri ochrane vo¢i Skodlivym vplyvom ROS.
GSSG + NADPH - 2x GSH + NADP(+)

Vo vyssich rastlinach sa nachadzaju dva gény kodujuce glutationreduktazu, a to
GR1 a GR2. GR1 je kratsia cytozolickd a peroxizomové izoforma, GR2 m4 dlhsiu N-
terminalnu sekvenciu a je lokalizovana hlavne v chloroplastoch a mitochondriach (Kataya
a Reumann 2010). Bolo publikované, ze vplyvom sol'ného stresu sa vyrazne zvySuje
aktivita glutatiénreduktazy v Arabidopsis (Huang et al., 2015). Ding et al., 2016
publikovali, Ze pod silnymi svetelnymi podmienkami, je zvySena expresia génu
kddujuceho GR2, ktorého funkcia je oprava fotosystému Il, ¢im zabrafiuje akumulécii
peroxidu vodika v Arabidopsis. Glutationreduktaza je regulovana svetlom aj signalmi
z chloroplastov. Pri prenose rastlin Arabidopsis z tmavych podmienok do svetelnych je
zvySena indukcia oboch GR génov uz po 4 hodinach po prenose na svetlo (Garnik et al.,
2016). GR je dolezity enzym aj pri odpovedi Arabidopsis na stres zo sucha (Tanaka et
al., 1990), herbicidy (Schmidt a Kunert, 1986) alebo pri nizkych teplotach (de Kok
a Oosterhuis, 1983).
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Peroxiredoxiny a tioredoxiny

Peroxiredoxiny (PRX) sU antioxida¢né enzymy S peroxidadzovou aktivitou na
Sirokej skale peroxidovych substratov, medzi ktoré patria hlavne peroxid vodika, alkyl
hydroxyperoxidy (ROOH) a peroxynitrid (ONOOH). Mechanizmus ucinku
peroxiredoxinov je odburavanie peroxidu vodika redukovanou formou peroxiredoxinu za
vzniku molekuly vody a oxidovaného peroxiredoxinu, ktory je nasledne cez reakciu
s redukovanym tioredoxinom (TRX) premeneny na redukovany peroxiredoxin (Rhee et
al., 2001).

1.) PRX (red.) + H202 = PRX (ox.) + 2 H20
2.) PRX (ox.) + TRX (red.) > PRX (red.) + TRX (ox.)

Peroxiredoxiny su pritomné vo vécsine zivych organizmov a maju radu izozymov
lokalizovanych v cytozble, mitochondriach, peroxizémoch, jadre, chloroplastoch a
dokonca aj v extracelularnom priestore bunky. Su délezité pri odpovedi Arabidopsis na
oxidativny stres alebo stres z vysokej intenzity svetla (Horling et al., 2003). Jedna z
Klasifikacii peroxiredoxinov je zaloZzena na konzervovanych sekvenciach, kde sa delia do
Siestich podrodin, z toho prveé styri sa nachadzaju vo vyssich rastlinach: AhpC/prx1, prx5,
prx6, Bep, AhpE a Tpx (Poole a Nelson 2016). Peroxiredoxiny typu prx1 su lokalizované
v plastidoch, v ktorych patria k najabundantnej$im proteinom v strome. V gendéme
Arabidopsis sa nachadzaju dva gény kddujace chloroplastové peroxiredoxiny, 2-
CysPrxA a 2-CysPrxB (Horling et al., 2003). Rastlinné genémy obsahuju iba jeden gén
koédujuci peroxiredoxin typu prx6, a to Perl. PER1 je exprimovany v semenéch,
konkrétne v aleurénovej vrstve a embryu (Stacy et al., 1996). Prx5 peroxiredoxiny su
najviac diverzifikované a $iroko distribuované peroxiredoxiny v rastlinach. Arabidopsis
exprimuje tri identické cytozolické izozymy (AtPrx 1IB, C, D), jeden v stréme
chloroplastov (AtPrx IIE) a jeden lokalizovany v mitochondrialnej matrix (AtPrx IIF;
Bréhélin et al., 2003). Rastlinné Bcp-peroxiredoxiny su Specificky pomenované Prx Q.
Bolo publikované, ze PrxQ sa nachadzaju vo vsetkych rastlinnych organoch Arabidopsis
s vynimkou korenia (Lamkemeyer et al., 2006). Tioredoxiny st malé redoxné proteiny
(14kDa), pritomné vo vyssich rastlindch, ale aj v prokaryotadch a Archea (Holmgren,
1985) Ich ulohou je redukcia Specifickych disulfidovych vizieb na cielovych proteinoch,
¢im reguluja ich Struktaru a funkciu. Trx st zahrnuté pri odpovedi na abioticky stres a

bolo publikované, Ze ich pritomnost’ pomaha ustélit’ redoxné prostredie v bunke a zlepsit’
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prenos signélu pod vplyvom stresu zo zasolenia (Rouhier a Jacquot, 2005). Podielaju sa
aj na oprave oxidovanych proteinov p6sobenim environementalnych faktorov (Dos
Santos a Rey, 2006)

2.2.2 Indukcia oxidativneho stresu

Paraquat

Paraquat (metylviologén) je ne-selektivny herbicid na baze dusika a je
pouzivany pre Stadium oxidativneho stresu. Herbicidna aktivita paraquatu spociva
v interferencii s fotosyntetickym elektrontransportnym retazcom. V chloroplastoch,
paraquat inhibuje fotosyntézu, kde moze posobit’ ako akceptor elektrénov vo
fotosystéme 1, ¢im sposobuje inhibiciu redukcie feredoxinu a NADP na NADPH
(Krieger-Liszkay et al., 2010). Téato interferencia spdsobuje tvorbu superoxidového
anionu, singletového kyslika ako aj hydroxylovych a peroxylovych radikalov.
Cantavenera et al.,, 2007 ukazali, ze paraquat ma mutagénne vlastnosti. Jeho
genotoxicky efekt bol Studovany v rdznych organizmoch ako s0 rastliny,
mikroorganizmy a kultary cicav¢ich buniek (Dinis-Oliveira et al., 2006; Jovtchev et al.,
2009; Zega et al., 2010). V nefotosyntetickych organizmoch spésobuje paraquat tvorbu
ROS hlavne v mitochondriach, kde ma funkciu ako akceptor elektronov pre
oxidoreduktazy. Z dovodu inhibicie  preruSenia  elektronového  transportu
v chloroplastoch a nadprodukcie ROS, spdsobuje paraquat inhibiciu rastu Arabidopsis
(Qian et al., 2014). Studie ukazali, ze paraquat ovplyviiuje zniZenie regulacie génov,
ktorych uloha je v metabolizme tvorby chlorofylu a porfyrinu ako aj génov, ktorych
funkcia suvisi fotosyntézou (Kobayashi et al., 2008; Paddock et al., 2010).

Alloxan

Alloxan (5,5-dihydroxyl pyrymidin-2,4,6-trién) je nestabilny a toxicky
glukozovy analog, ktory patri medzi derivaty pyrimidinu so silnymi oxidativnymi
vlastnostami. V pritomosti s intraceularnymi tiolmi, hlavne glutationom, produkuje
ROS v cyklickych redox reakciach. Oxidativny stres indukovany alloxanom spdsobuje
znizenie hladiny redukovaného glutationu v bunkach (Lenzen, 2008). Alloxan
sposobuje docasné zvySenie hladiny superoxidového radikalu v elongacnych a
diferenciacnych zonach korenovej $picky jacmena (Liptdkova et al., 2012). Skorsie

stadie ukazali, ze alloxan znizuje hladinu PIN1 a PIN3 génov v Arabidopsis (Pasternak
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et al., 2005). Ovplyvnenie alloxanom v transgénnej linii Arabidopsis exprimujtcej o-
tubulin znac¢eny GFP viedlo k rozpadu mikrotubulov, a ich naslednému zhlukovaniu do

proteinovych agregatov po 6 hodinach ovplyvnenia (Wu et al., 2020).
Menadion

Menadion (vitamin K3) je synteticka zluc¢enina, ktora patri do triedy vitaminov
rozpustnych v tukoch (Klack a Carvalho, 2006). Je to redoxne aktivny chinon, ktory
indukuje produkciu superoxidovych radikdlov v mitochondrialnom elektronovom
transportnom ret'azci stiperenim s ubichinbnom o volné elektrony. Je preukazané, ze
ovplyvituje chloroplasty a indukuje rapidnu oxidaciu mitochodrii, chloroplastov
a cytozolu (Lehmann et al., 2009). Lehmann et al., 2009 ukazali, ze rastlinné bunky
ovplyvnené oxidativnym stresom vykazovali vys$si dopyt po NADPH nez po NADH,
z doévodu zvysenej produkcie NADPH a aktivacie oxidativneho pentéza-fosfatového
cyklu v korenoch Arabidopsis. Okrem iného, oxidativny stres indukovany menadiénom
moze sposobit’ degradaciu pyrimidinovych nukleotidov. Baxter et al., 2007 publikovali,
Ze rastlinné bunky ovplyvnené menadionom nedokazu obnovit' hladinu askorbatu do
kontrolnych hodndt po pésobeni oxidativneho stresu ako pred ovplyvnenim, ¢o
naznacuje Silné poskodenie buniek oxidativnym stresom a pravdepodobne problém
recyklovat’ oxidovany askorbat cez askorbat-glutationovy cyklus. Naviac, po pésobeni
menadionom je V rastlinnych bunkach zvySend akumulacia treonatu, vedlajsieho
produktu askorbatu. Menadion spdsobuje znizenie hladiny transkriptov kodujtcich
enzymov Vv inhibovanych metabolickych drahach. Medzi tieto drahy patria biosyntéza

aminokyselin, biosyntéza lipidov alebo metabolizmus nukleotidov (Baxter et al., 2007).
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2.3 Tvorba ROS a ich uloha pocas PTI

Rastliny vyuZivaji svoj imunitny systém aj na detekciu a odpoved voci
patogénnym organizmom. Imunitné receptory s extracelularnymi doménami slizia na
rozoznanie konzervovanych mikrobidlnych domén, v ¢oho dosledku sa vyvinula
primarna imunna odpoved’, tzv. imunita vyvoland mikrobialnym vzorom (Pattern-
Triggered Immunity; PTI). Tieto domény sa nazyvaju molekularne vzory asociované
s patogenom alebo mikrobom (Pathogen / Microbe Associated Molecular Pattern;
PAMPs /| MAMPS). K najlepsie prestudovanym PAMPs patria bakteridlny flagelin
a hubovy chitin (Thomma et al., 2011). Imunna odpoved’ na tieto PAMPs spociva
v tvorbe ROS v apoplaste, do¢asnom transporte molekul vapnika do apoplastu av
aktivéacii mitogénom aktivovanych protein kindz (Mitogen Activated Protein Kinase;
MAPK), proteinovych kinaz zaloZenych na vapniku (Calcium Dependent Protein Kinase;
CDPK) ako aj v zmenéach na Grovni transkripcie obrannych génov (Couto a Zipfel, 2016).
Extracelularne ROS moZzu sluzit’ ako antimikrobidlne molekuly alebo ako sekundéarne

posly pri signalizacii pre aktivaciu imunitnej odpovede (Kadota et al., 2015).

Jednou z najlepsie prestudovanych receptorovych kinaz rozoznavajucich PAMP
je FLS2 (Flagellin Sensing 2), ktora reaguje na konzervovany epitép bakteridlneho
flagelinu o velkosti 22 aminokyselin spolu s BAK1 kindzou (BRI1 — Associated Kinase
1; Chnichilla et al., 2006). Ak sa flagelin 22 naviaze na FLS2 receptor, komplex FLS2-
BAKI iniciuje signalizaéni kaskddu a spasta iminne odpovede na napadnutie
patogénom, zvySenie produkcie ROS (13), modifikaciu fosforylacnich miest proteinov
asociovanych s iminnou odpoved’'ou (14) a zmenu expresie génov (15). Okrem BAK1,
BIK1 kinéza, ktory je ¢lenom cytoplazmatickych kinaz podobnych receptorom (Receptor
— Like Cytoplasmic Kinase; RLCK) je Uzko spojend s aktivitou FLS2 receptoru. BIK1 je
viazana s komplexom FLS2, ktory je priamo fosforylovany po rozoznani flg22.
Aktivovana BIKI1 je kindza je nasledne uvolnena z FLS2 komplexu a fosforyluje
NADPH oxidazu pre aktivaciu produkcie extracelularnych ROS (Kadota et al., 2014). 2
MAPK kaskady NPK1-MEK1-NTF6 a MEK2-SIPK su zodpovedné za reguléciu tvorby
ROS cez RBOH na odpoved’ voci napadnutiu patogénom (Asai et al., 2008). MAPK
kaskady, ktoré su zodpovedné za imunnu odpoved’ rastliny voé¢i napadnutiu patogénom
v Arabidopsis st MEKK1-MKK4/5-MPK3/6 (Asai et al., 2002). V Arabidopsis MAP3K
kinaza, MEKK1, je aktivovana okrem abiotickych stresovych faktorov aj bakterialnymi

a hubovymi elicitormi (Xing et al., 2015). ROS, ktoré su produkované po napadnuti
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patogénom, aktivuju MEKK1 a ta nésledne aktivuje MKK4/5-MPK3/6-VIP1/ACS6
signalnu kaskadu ako odpoved’ na bioticky stres (Meng a Zhang, 2013). V Arabidopsis
sa nachadza 10 ¢lenov rodiny RBOH, pricom RBOHD a RBOHF su najdolezitejsie pri
napadnuti patogénom a spust’aja rapidnu a do¢asni produkciu ROS (Nuhse et al., 2007).
Identifikdcia RBOH, ako hlavnej rodiny enzymov zodpovednych za produkciu ROS pri
napadnuti patogénmi bola, okrem iného, dokézand aj mutantnymi liniami
atrbohD/atrbohF Arabidopsis. Tato dvojitA mutantna linia vykazovala znizent
hypersenzitivnu reakciu pri napadnuti avirulentnou baktériou a nevykazovala potlacenie
vplyvu patogénu v rastlinnych pletivach. Avsak, ta istad linia, vykazovala zvySent
bunkovu smrt’ a rezistenciu na slaby virulentny kmen Hyaloperonospora arabidopsidis
(Torres et al., 2002). Tieto zistenia mozu naznacovat’, Ze RBOH oxidazy st zodpovedné
za produkciu extracelularnych ROS, zodpovedné za signalizaciu, pri odpovedi na
rastlinné patogény, avsak typ odpovede sa lisi v zavislosti od interakcie so Specifickym

patogénnym druhom.

ROS po napadnuti patogénom moézu tvorit’ derivaty lipidov ne-enzymatickou
oxygenaciou, ktoré moézu poskodit membrany napadnutych buniek alebo signalne
molekuly ako napr. cyklicke oxylipiny (Montillet et al., 2015). Dokazu taktiez indukovat’
tvorbu fytoalexinov a sekundarnych metabolitov, ktoré dokazu zachytit’ a zastavit’ d’alSie
roz§irovanie patogénu v rastlinnych pletivach (Thoma et al., 2003). Avsak, ROS su
najviac spojované s hypersenzitivnou reakciou pri napadnuti patogénom, Vv ¢oho
dosledku sa spusta programovana bunkova smrt’ (Mur et al., 2008). Dynamické zmeny
podmienok v apoplaste pocas imunitnych odpovedi ovplyviiuji homeostdzu ROS
v rastlinnej bunke. Po detekcii MAMPs / PAMPs, je apoplast alkalizovany cez inhibiciu
ATPézovej aktivity cez receptory PRR (Pattern Recognition Receptors; Ryan et al.,
2003). Tento efekt sposobuje zvysenie pH v apoplaste, ¢im sa zlepSuju podmienky pre
peroxidazy typu Il (Type 111 Peroxidases), ktorych funkciou sa zvysuje tvorba peroxidu
vodika v apoplaste. Z tohoto dévodu, gény Arabidopsis PRX33 a PRX34 st doblezité pri
ROS signalizacii v odpovedi pocas PTI na bakterialne patogény (Daudi et al., 2012).
Medzi d’alSie zdroje ROS v apoplaste po napadnuti patogénmi st polyaminové oxidazy
zavislé na FAD, oxalatoxidaza alebo diaminoxidaza (Yoda et al., 2009). Pohyb ROS cez
membrany pri v odpovedi pocas PTI je regulovany membranovymi proteinmi. V
Arabidopsis, aquaporin PIP1;4 je aktivovany pri odpovedi pocas PTI a transportuje
apoplasticke ROS do cytoplazmy. Mutantné linie Arabidopsis pip1;4 su viac nachylné na
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napadnutie patogénom a maju potlacent transkripciu obrannych génov, ako napr. PR1 a
NPR1 nez divé typy (Tian et al., 2016).

Bolo zistené, ze ROS mo6zu spdsobovat’ zmeny pH a zmeny toku ionov v bunke,
Vv ¢oho dosledku st aktivované Specidlne protedzy, ktoré dokézu eliminovat’ patogénne
mikroorganizmy (Segal, 2008). Dalsia funkcia ROS pri signalizicii je interakcia
S ostatnymi signalizaénymi molekulami a rastlinnymi horménmi. ROS uzko interaguju
s vapnikovou signalizaciou alebo s fosforylatnymi kaskadami. Mnohé obranné reakcie
ROS pri napadnuti patogénom boli taktiez asociované s rastlinnymi horménmi, ako napr.
kyselinou salicylovou (SA; Torres et al., 2006) alebo kyselinou abscisovou (ABA; Kwak
et al., 2003). V kontraste so signalizaénymi kaskadami ako napr. MAPK kaskady, ktoré
interaguju so $pecifickymi miestami na cielovych proteinoch, ROS priamo modifikuju
cielové proteiny cez aminokyselinové zvysky ako s napr. cystein a metionin. Takto
modifikované proteiny mézu sluzit’ ako ROS senzory. Medzi takéto senzory patria napr.
CRK lokalizované na plazmatickej membrane (Plasma Membrane-Localized Cystein
Rich Receptor Like Kinases; Kimura et al., 2017). Protein CRK28 patri k cielovym
proteinom ROS, kvoli cysteinovym aminokyselinovym zvySkom v extracelularnej
doméne a interaguje s FLS2 po rozoznani flg22. Nadexpresia CRK28 spdsobuje tvorbu
ROS v odpovedi na flg22 a spdsobuje bunkovu smrt’ (Yadeta et al., 2017). Medzi ROS
senzory v odpovedi po€as PTI, moézu patrit’ aj transkripéné faktory. Mo6Zu byt’ priamo
modifikované v jadre aobéas aj vcytozole. K pripadom priamej modifikacie
transkripénych faktorov patria napr. R2R3-MYB proteiny. Obsahuji dva konzerované
cysteinové zvysky, ktoré po modifikacii ROS, formuju disulfidovi vézbu, ktora brani
naviazaniu sa na DNA (Heyne et al., 2004). Cielovymi proteinmi ROS pri napadnuti
patogénom su aj iné proteinové kinazy. V Arabidopsis, OXI1 kindza (Oxidative Signal-
Inducible 1) je serin/treoninova kinaza, ktora ovplyviiuje rast korenovych vlaskov
a vplyva na imunitna odpoved’ rastliny pri napadnuti patogénom. Jej kinazova aktivita je
priamo aktivovana peroxidom vodika, ¢im zapaja MAPK do imunitnej signalizacie
(Rentel a Knight, 2004). Podobne ako OXI1, aj MAP3K kindza, ANP1, je tiez aktivovana
peroxidom vodika, ¢im zapaja do imunitnej signalizacie aj MPK3 a MPK6 (Nishihama
etal., 1997).
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2.2.4 Imunna odpoved’ a MAPK u jaCmena

MAPK kaskady su zlozené z troch komponentov: mitogénom aktivované protein
kindzy kinazy kindzy (MAPKKK), mitogénom aktivované protein kindzy kindzy
(MAPKK) a mitogénom aktivované protein kinazy (MAPK), ktoré su aktivované
fosforylaciou na aktivnych miestach tychto kinaz (Zhang et al., 2006). MAP kinazy su
fosforylované na konzerovavnych treoninovych a tyrozinovych aminokyselinovych
zvyskoch v aktivacnej slucke (T-slucka) MAP kinazami vysSej urovne. Fosforylacné
motivy sa ale liSia v zavislosti na Grovni kaskady. V rastlindich maju MAP kinazové
kaskady ulohu hlavne v regulacii bunkovych procesov, ako st napr. bunkové delenie, rast
a vyvin rastliny a odpoved’ na bioticky a abioticky stres, medzi ktoré patria napr. salinita,
stres zo sucha, stres z vysokych a nizkych teplot a stres pri napadnuti patogénmi.
Rastlinné MAP kinazy st najviac preStudované v modelovej rastline A.thaliana. Aj ked’
gendm Arabidopsis obsahuje 20 génov kddujucich MAPK, iba 3 su najviac preskimané:
AtMPK3, AtMPK4 a AtMPKG6 (Rasmussen et al., 2012; Rodriguez et al., 2010; Sinha et
al., 2011). AtMPK4 je aktivovana PAMPs napr. flagelinom 22 a je negativny regulator
produkcie kyseliny salicylovej a pozitivny regulator kyseliny jazmoénovej (Petersen et al.,
2000; Qiu et al., 2008). AtMPK3 a AtMPK6 su tiez aktivované PAMPs a regulujd
produkciu camalexinu. AtMPK3/4/6 st taktiez aktivované aj abiotickymi stresovymi
faktormi a hraju ulohu aj vo vyvinovych procesoch (Ichimura et al., 2000). Okrem
modelovej rastliny Arabidopsis, MAP kinazy s skimané aj v inych plodinach napr. ryza
(Rohila a Yang, 2007), Brachypodium (Chen et al., 2014) alebo kukurici (Liu et al.,
2013).

V rastlinich jaémena bolo identifikovanych celkovo 156 HvMAPKKK, 6
HVMAPKK a 20 HYMAPK. Dizka HYMAP kinaz je rdznoroda, siahajuc od 100 do 1332
aminokyselin, s priemernou diZkou 596 aminokyselin. Molekulova hmotnost HYMAP
Kindz je v rozmedzi od 11,2 kDa do 147,1 kDa a liSia sa aj v hodnote izoelektrického
bodu, ktora siaha od 4,22 do 9,73 pl. Signifikantné rozdiely vo fyzikalnych a chemickych
vlastnostiach mézu suvisiet’ so sub- a neofunkcionaliziciou génov HYMAP kinaz, ktora
mohla prebehnat medzi génmi kodujucimi HYMAP v ja¢meni (Wang et al., 2016).
Analyza subcelularnej lokalizacie HYMAP kinazovych génov ukazala, ze 52 HVYMAP
kindzovych genov je lokalizovanych v jadre, 45 v plazmatickej membrane a 43 v
cytoplazme, priCom ostatné HVMAP kindzy sa moézu nachadzat’ v chloroplastoch,

mitochondriach alebo extracelularnom priestore. ldentifikované HVMAPK obsahujd
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proteinové domény a motivy asociované s MAPK: 5 HvVMAPK obsahuje TEY
fosforylacny motiv a 10 HYMAPK obsahuje TDY fosforylaény motiv. Podobny pomer
medzi TEY a TDY MAPK bol pozorovany aj V ostatnych jednokli¢nolistovych
kultirnych plodinach ako napr. ryza (5 TEY ku 11 TDY MAPK), kukurica (7 TEY ku
11 TDY MAPK) a psenica (5 TEY ku 9 TDY MAPK; Zhang et al., 2006; Lian et al.
2012; Liu et al. 2013). 20 génov HYMAPK obsahuje $pecificky konzervovany motiv
T(E/D)YVXTRWYRAPE(L/V) a 6 génov HVMAPKK VGTxxXYMSPER motiv.
Zvys$nych 156 génov, ktoré patria do podrodiny HYMAPKKK mézu byt rozdelené do 3
skupin na zaklade ich konzervovanych motivov G(T/S)Px(W/Y/F)MAPEV (podrodina
MEKK kinaz), GTxx(W/Y)MAPE (podrodina Raf-like kindz) a GTPEFMAPE(L/V)Y
(podrodina ZIK kinaz). Okrem protein kinazovych domén, boli identifikované aj ostatne,
Siroko distribuované domény v HYMAP kindzach ako napr. Bulb-type lectin doména, S-
locus glycoprotein doména a PAN/Apple doména. Je predpokladané, ze tieto domény su
zahrnuté v raste a vyvine rastliny ako aj v prenose signalu (Colcombet a Hirt, 2008).
Naviac, bolo identifikovanych 27 cis-elementov, z ktorych SARE (Salicylic Acid
REsponsiveness) a TGA (Auxin responsive) doména boli pritomné iba v 10 génoch
HVMAPK kinéz, pricom SKn-1 doména, vyhodnotena ako najviac abundantna doména,
bola pritomna v 159 HYMAP kinazach. Motiv Skn-1 je regulacny element dolezity pre
odpoved’ na oxidativny stres v eukaryotach navrhujtc, Ze MAPK kaskady hraji dolezitt
ulohu pri regulacii vyvinu jaémena a odpovedi na stres. V pripade vyvojovych stadii, bolo
identifikovanych 75 HYMAP kinéz, ktoré st exprimované minimalne v jednom organe
alebo konkrétnom vyvinovom stadiu. HYMAPK1, HYMAPK4, HvRaf-like 63, HvRaf-
like87 a HvZIK2 st zodpovedné pre reguléciu cirkadialnich rytmov, ¢ase kvitnutia a maja
ulohu aj vo vyvoji rastlinnych organov. HvRaf-like 103 a HvRaf-like 49 su pritomné v
senescencnych listoch, pricom HvRaf-like 66, HvRaf-like 47, HvRaf-like 93 a HYMAPK?7,
su preferen¢ne exprimované v korenoch, epiderme alebo klasku, za icelom tkanivovo-

Specifického vyvoja tychto organov (Cui et al., 2019).

HvMPK2, HYMPK17 a HYMPKS boli specificky podregulované pocas imunitne;j
odpovede spdsobenej efektorom (Effector Triggered Immunity; ETI) pri interakcii
s patogénom P. hordei. HYMPK5/6/7 a 12 mozu mat’ tlohu pri pozitivnej regulacii ETI
indukovanej pri interakcii s P.hordei, pricom HvVMPK2/17/8 funguju pri negativnej
regulécii ETI a programovanej bunkovej smrti. Ako regulator rezistencie pri interakcii
s hemibiotrofickym patogénom M. oryzae moéze fungovat aj HVMPKA4. V rastlinach
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jacmena, v ktorych je HvMPK4 nadexprimovana, si znizen¢ hladiny kyseliny salicylove;j
a peroxidu vodika. Na druh( stranu, po napadnuti patogénom M.oryzae bola zvysena
hladina etylénu a aktivita katalazy (Abass, 2011). Abbas a Morris, 2013 publikovali, Ze
hladina vol'nej SA bola podobna v divom type, rastlinach nadexprimujdcich HYMPK4 a
antisense liniach s nizkou expresiou HYMPK4 v kontrolnych podmienkach, avsak hladina
SA a peroxidu vodika bola mimoriadne zvySena v antisense liniach po interakcii s
patogénom M.grisea, sposobujuc zvySenu rezistenciu tychto linii. Bolo navrhnuté, Ze
funkcia HYMPK4 v rastlindch jaémena suvisi s negativnou reguldciou produkcie SA.
Dal§im dokazom, Ze signalne MAPK kaskady hraju dolezita alohu pri imannej odpovedi
ja¢mena na patogény, je nadexpresia HYMPK1 po ovplyvneni patogénmi Agrobacterium

a Fusarium (Sarraf et al., 2019).
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3  MATERIAL A METODY
3.1 Biologicky material

Rastliny A. thaliana ekotyp Columbia (v praci ozna¢ované ako Col-0), mutantné
rastliny fsd1-1 (SALK_029455) a fsd1-2 (GABI_740E11) a mutant fsd1 exprimujuci C-
terminélny proFSD1::FSD1:GFP konstrukt (v praci ozna¢ovany ako FSD1-GFP) a N-
termindlny proFSD1::GFP:FSD1 konstrukt (v praci oznaCovany ako GFP-FSDI,
Dvorak et al., 2020). Rastliny Hordeum vulgare divy typ a mutantné linie jaémena,
odrody Golden Promise svyradenym génom pre HvMPK3 pripravené TALEN

technolégiou. Semena boli poskytnuté Ing. Pavlom Kienkom, Ph.D

3.2 Zoznam pouzitych chemikalii

Zoznam pouzitych chemikalii

2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich), 40% akrylamid/bis 39,5:1 (Biorad), 4x
Laemmli pufor (Biorad), acetén (Sigma-Aldrich), acetonnitril (Sigma-Aldrich), amid
kyseliny jodooctovej (Sigma-Aldrich), 5x Bradford protein reagent (Biorad),
brémfenolovd modra (Sigma-Aldrich), diaminobenzidin (DAB; Sigma-Aldrich),
dimetylformamid (Sigma-Aldrich), dimetyl (3-(propyl)azaniumylpropan)-1-sulfonat
(CHAPS; Sigma-Aldrich), chlorid draselny (Sigma-Aldrich), chlorid hore¢naty (Sigma-
Aldrich), chlorid sodny (Sigma-Aldrich), Clarity ECL Western blotting substrate
(Biorad), Complete (Protease Inhibitor Cocktail Tablets; Roche), dithiotreitol (Sigma-
Aldrich), dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich), etanol (PENTA), fenol pufrovany trisom
(pH 8,8; Sigma-Aldrich), fluorid sodny (Sigma-Aldrich), Gellan Gum (Alfa Aesar),
Glycerol (Sigma-Aldrich), glycin (Sigma-Aldrich), HEPES (Duchefa), hovadzi sérovy
albumin (Sigma-Aldrich), Hydrogénfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich), hypochlorid
sodny (Sigma-Aldrich), kyanid draselny (Sigma-Aldrich), kyselina askorbova (Sigma-
Aldrich), kyselina etyléndiamintetraoctova (Sigma-Aldrich), kyselina
etylénglykoltetraoctova (Sigma-Aldrich) kyselina chlérovodikova (Sigma-Aldrich),
kyselina octova (Sigma-Aldrich), kyselina trifluérooctova (Sigma-Aldrich), menadion
(Sigma-Aldrich), MES (Sigma-Aldrich), metanol (Sigma-Aldrich), mo¢ovina (Sigma-
Aldrich), Murashige a Skoog médium (Duchefa), nitroblue tetrazolium chloride (Sigma-
Aldrich), octan amonny (Sigma-Aldrich), peroxid vodika (Sigma-Aldrich),
peroxodisiran aménny (APS; (Biorad), Phostop (Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets;

Roche), riboflavin (Sigma-Aldrich), sachar6za (Sigma-Aldrich), suSené odtu¢nené
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mlieko (Biorad), TGX Stain Free FastCast Acrylamide Kit 10% (Biorad), Triton X-100
(Sigma-Aldrich), tetrametyléndiamin (TEMED; Sigma-Aldrich), tiomocovina (Sigma-
Aldrich), Tris (Sigma-Aldrich), trypsin (Sigma-Aldrich), Tween-20 (Sigma-Aldrich).

Zoznam pouzitych protilatok
Goat anti-rabbit IgG konjugovana s chrenovou peroxidazou (Sigma-Aldrich),
anti-FeSOD1 (Agrisera), anti-MnSOD (Agrisera), anti-pERK (Cell Signalling).

3.3 Zoznam pouzitych pristrojov

Analytické vahy (XA/110 2X; RADWAG), aparatura pre SDS-PAGE (Biorad),
Centrifdga (Allegra 64R; Beckman a Coulter), Chemidoc™ MP Imaging System
(Biorad), digestor (Merci), flowbox (Merci), fotoaparat (Nikon), Infinite M Nano
(Tecan), pH meter (PC 2700; Eutech-Instruments), Rocker-Shaker MR-12 (Biorad),
Simplicity UV Water Purifications Systems (Merck Millipore), Thermoshaker TS-100
(Biosan), Trans Blot Turbo Transfer System (Biorad), Vortex-2-Genie (Scientific

Industries), zoomovaci mikroskop Axio Zoom V16 (Zeiss).

3.4 Metody
3.4.1 Priprava rastlinného materialu

Steriliz&cia semien A.thaliana prebiehala v sterilnom boxe premyvanim 70%
(v/v) etanolom po dobu 5 minat, 96% (v/v) etanolom po dobu 3 mindt a nakoniec
premyvanim sterilnou destilovanou vodou. Po sterilizacii boli semena A.thaliana
ponechané na filtratnom papieri. Nasledne boli semena nanesené na %> MS médium (10
g.I"t sachardza, 2,15 g.I"t MS basal salt mixture, 1 g.I MES, 6 g.I"* Gellan gum (pH 5,8))
a ulozené do chladni¢ky cez noc kvéli stratifikécii. Semena boli prenesené do fytotronu
a ulozené vertikélne pri svetelnom rezime 16h /8h (svetlo/tma), konstatnych 21°C a
intenzite osvetlenia 150 pumol m™ s Sterilizacia semien H. vulgare prebiehala
v sterilnom boxe premyvanim 70% (v/v) etanolom po dobu 30 sekund, kratkym premytim
v destilovanej vode, nasledne inkubovanim semien v 5% (v/v) roztoku hypochloridu
s pridavkom Tween-20 po dobu 6 minat, potom premyvanim 30 sekdnd 70% (v/v)
etanolom a nésledne 6 nasobnym premyvanim destilovanou vodou. Semena H.vulgare
boli nasledne ulozené v destilovanej vode cez noc. Pri biochemickych analyzach boli
rastliny Arabidopsis odoberané pre ovplyvnenia roznej dizky v rovnaky &as v priebehu

dia pre vylucenie vplyvu cirkadidlnej regulacie FeSODI.
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3.4.2 Fenotypovéa analyza a test odolnosti rastlin voc¢i oxidativnemu

stresu

Pat’ ditové klicence A. thaliana ekotyp Col-0, mutantné fsd1-1 a fsd1-2 rastliny a
obe komplementované linie (FSD1-GFP a GFP-FSD1) boli sterilne prenesené na pevné
Y, MS médium s pridavkom menadionu (15 pmol.I* a 30 pmol.I™t) a uloZené do fytotronu
vertikalne pri svetelnom rezime 16h /8h (svetlo/tma) a konstatnych 21°C a intenzite
osvetlenia 150 pmol.m 257!, Ako kontroly boli pouzité rastliny na pevnom % MS médiu
s pridavkom 96% etanolu v objeme zodpovedajucemu pridavku menadiénu. Fenotyp bol
vyhodnoteny v experimente 15 pumol.I"t menadiénom poétom lateralnych korefiov a
dizkou primarneho koretia. Pri experimente s 30 pmol.I"* menadiénom bola odolnost
vyhodnotena poc¢tom zivych (zelenych) klicencov, klicencov s bielymi kli¢nymi listami
a kli¢encov s Ciasto¢ne bielymi klicnymi listami po 2 dnoch od prenesenia na ¥2 MS
médium s pridavkom menadionu. Dokumentacia kli¢encov bola uskuto¢nena pomocou
fotoaparatu (Nikon). Experiment prebehol z 5 biologickych opakovani (n=10) z kazdej
linie Arabidopsis. Statisticka analyza bola uskuto&nena pomocou programu MS Excel a

data boli podrobené t-testu.
3.4.3 Ovplyvnenie rastlin na biochemické analyzy

Strnast’ ditové klicence A.thaliana ekotyp Col-0, mutantné fsd1-1 a fsd1-2 rastliny
a obe komplementované linie (FSD1-GFP a GFP-FSD1) boli prenesené do tekutého %2
MS média s obsahom 15 a 30 pmol.I* menadionu. Ako kontroly boli pouité rastliny
prenesené do tekuttho 2 MS média s pridavkom 96% etanolu v objeme
zodpovedajucemu pridavku menadionu. Petriho misky s rastlinami boli nasledne
inkubované vo fytotrone po dobu 1, 4 a 8 hodin pri Standardnych podmienkach za
pomalého kyvania. V experimente boli pouzité aj rastliny, ktoré boli odobraté pred
vystavenim oxidativnemu stresu. Experiment prebehol v 1 opakovani po 10 rastlin
z kazdej linie Arabidopsis. 6 diové rastliny divého typu a mutantnej KO hvmpk3 linie
jac¢mena boli pre biochemickt analyzu ovplyvnené bakteridlnymi elicitormi chitinom,
flagelinom 22 a elf 18 v 200 nmol.It koncentréacii v tekutom Y2 MS médiu polhodinu, pri
Standardnych podmienkach za pomalého kyvania. V experimente boli pouzité aj

kontrolne rastliny, ktoré boli ovplyvnené iba tekutym %2 MS médiom.
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3.4.4 Extrakcia proteinov

Rastlinny materiél A.thaliana a H. vulgare boli homogenizované na jemny prasok
v trecej miske pomocou tekutého dusika. Homogenat bol preneseny do plastovej 1,5 ml
skimavky, kde bol k nemu pridany nativny extrakény pufor (50 mmol.I"t Na-fosfatovy
pufor (pH 7,8); 2 mmol.I"* kyselina askorbova, 2 mmol.It EDTA, 10% (v/v) glycerol)
v mnozstve 0,5 ml nativneho pufra na 0,5 g homogenatu a po premiesani sa nechal
inkubovat’ na I'ade 30 minut. Extrakcia proteinov z rastlin H. vulgare prebiehala pouzitim
extrakéného E-pufra (50 mmol.I't HEPES; 75 mmol.I't NaCl; 1 mmol.I* EGTA; 1
mmol.I"t MgClz; 1 mmol.I* NaF; 10% (v/v) glycerol s pridavkom inhibitorov proteaz a
fosfatdz a 1 mmol.I* DTT). Extrakty boli nasledne vortexované a ulozené na lade 30
minut. Nasledne boli extrakty centrifugované 15 mindt pri 13000 g a 4°C. Po centrifugacii
boli supernatanty prenesené do novej plastovej 1,5 ml skimavky a ulozené na l'ade. Pre

dlhdobé uskladnenie boli extrakty uchované pri -80°C.
3.4.5 Meranie koncentracie proteinov

Koncentracie proteinov boli stanovené metodou podl'a Bradforda (cit). Meranie
prebiehalo v mikrotitraénych 96 jamkovych platni¢kach, kde bola pripravena zmes (239
ul destilovana voda, 60 pul 5x Bradford protein reagent a 1 pl proteinovy extrakt). Meranie
koncentracie prebiehalo po 10 minutovej inkubécii pri izbovej teplote na pristroji Infinite
M Nano (Tecan) pri 595 nm. Koncentrécie boli odratané z kalibra¢nej krivky pripravenej

hovadzim sérovym albuminom.
3.4.6 Nativna elektroforéza

Proteinové extrakty obsahujice 20 pg proteinov urcené na detekciu aktivity
izoforiem SOD boli nanesené na nativny 12% polyakrylamidovy gél (rozdelovaci gél:
40% (v/v) akrylamid/bis 39,5:1; 1,5 mol.I"* Tris-HCI (pH 8,8); destilovana voda, 0,1%
(v/v) TEMED, 10% APS (w/v); zaostrovaci gél: 40% (v/v) akrylamid/bis 39,5:1; 0,5
mol.I"t Tris-HCI (pH 6,8); destilovana voda, 0,1% (v/v) TEMED, 10% (w/v) APS). Po
naneseni bola spustena nativna PAGE (Polyakrylamidova gélova elektroforéza)
v prostredi 10% elektrodovénho transferového pufru (3g.I"t Tris, 14,4 g.I" glycin), 2
hodiny pri konstantnych 10 mA/ gél pri 4°C.
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3.4.7 Imunoblotovanie

Pre imunoblotovanie boli nativne extrakty a extrakty zrastlin H.vulgare
denaturované 4x Laemmli pufrom (finalne koncentracie zloziek: 62,5 mmol.I* Tris-HCI
(pH 6,8); 10% (v/v) glycerol; 1% (w/v) SDS; 0,005% (w/v) bromfenolova modra)
s pridavkom 5% (v/v) 2-merkaptoetanolu. Po pridani sa proteinové vzorky nechali
povarit’ 7 minut pri 95°C. Po povareni boli vzorky centrifugované 10 minut pri 13000 g
a 12°C a supernatant bol preneseny do novych plastovych 1,5 ml skimaviek. Nasledne
boli proteinové extrakty s obsahom 15 pg proteinov nanesené na denaturujaci 10%
polyakrylamidovy TGX Stain-Free™ Fast Cast™ g¢él (Bio-Rad). Po naneseni bola
spustena denatura¢na polyakrylamidova gélova elektroforéza v prostredi 10% SDS
elektrodovéno pufru (3 g.I"t Tris, 14,4 g.I"t glycin, 1 g.I'* SDS) 1 hodinu pri konstatnych
180V

Transfer bielkovin z gélu na PVDF membranu bol uskuto¢neny polosuchou
metddou pomocou pristroja TransBlot Turbo Transfer System (Biorad; Kurien et al.,
2015). PVDF membréna bola rehydratovand 30 sekind v 100% metanole a nésledne
inkubovana 5 minat v transferovom pufri (20 ml 5x Trans Blot Turbo Transfer Buffer
(Biorad), 20 ml 96% etanol, 60 ml destilovana voda). Filtraéné papiere sa inkubovali 5
minut v transferovom pufri. Po inkubacii boli v kazete transferového pristroja navrstvené
filtracné papiere, membrana, gél a nakoniec filtrané papiere. Jednotlivé vrstvy boli
jemne pretlacané val¢ekom na eliminaciu vzduchovych bublin. Prenos prebiehal 10 minut
pri 10 mA. Membrany boli po prenose inkubované v blokovacim roztoku, kterého
zlozenie zaviselo na pouzitej primarnej protilatke. V pripade anti-FeSOD1 a anti-MnSOD
bolo pouzité 5% suSené odtu¢nené mlieko (w/v) v TBS-T. V pripade anti-pERK
protilatky bolo pouzité 5% (w/v) hovédzi sérovy albumin v TBS-T cez noc pri 4°C. Na
druhy den boli membrany inkubované primarnou protilatkou (anti-FeSOD (Agrisera),
polyklonalna protilatka; riedena 1:3000 v TBS-T sobsahom 0,5% (w/v) suseného
odtu¢nené¢ho mlieka; anti-MnSOD (Agrisera), polyklonalna protilatka; riedend 1:2000
v TBS-T sobsahom 0,5% (w/v) suseného odtuénéného mlieka; Vv pripade
fosforylovanych MAPK v H. vulgare bola pouzita anti-pERK (Cell Signalling),
polyklonalna protilatka; riedena 1:1000 v TBS-T s pridavkom 0,5% (w/v) BSA) po dobu
5 hodin (v pripade fosforylovanych MAPK v H. vulgare cez noc pri 4°C) pri izbovej
teplote pri miernom kyvani. Néasledne prebehla inkubacia so sekundarnou protilatkou
(anti-rabbit 1gG, konjugovanad s chrenovou peroxidazou; riedend 1:5000 v TBS-T
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s obsahom 0,5% (w/v) suSeného odtuéneného mlieka) po dobu 1,5 hodiny pri izbovej
teplote pri miernom kyvani. Po inkubacidch s protildtkami boli membrany premyvané
TBS-T 5 x 7 minat pri intenzivnom kyvani. Chemiluminescentny signal na membranach
bol detekovany pouzitim ,,Enhanced chemiluminescence* (ECL, Biorad) substratu na
dokumentaénom pristroji Chemidoc™ (Biorad). Kvantifikacia optickej hustoty
proteinovych pasov bola uskutoénend pomocou programu Image] a ImageLab™.

Experimenty prebehli v 1 opakovani.
3.4.8 Detekcia aktivity SOD na nativnych géloch

Po separacii na nativnej PAGE bol gél preneseny do roztoku 50 mmol.I* Na
fosfatoveho pufra (pH 7,8) kde bol inkubovany 10 minat pri miernom kyvani pri izbovej
teplote. Nasledne bol preneseny do roztoku 50 mmol.I* Na-fosfatového pufra (pH 7,8)
s pridavkom 0,6 mmol.I"X NBT 20 minit v tme. Dal§im krokom bola inkubacia v roztoku
50 mmol.I"t Na-fosfatového pufra (pH 7,8) s pridavkom 5 mmol.I"t EDTA, 0,25% (v/v)
TEMED a 0,06 mmol.I" riboflavinu 15 minGt v tme. Aktivita SOD bola vizualizovana
vystavenim gélu studenému svetlu po dobu 5 minut za ob&asného premiesania ako bledé

pasy na tmavom pozadi.

Pre inhibiciu SOD izoforiem boli pripravené 3 nativne gély, ktoré boli po separacii
nativnou PAGE podrobené ovplyvneniu inhibitormi SOD izoforiem. Kontrolny gél bol
predinkubovany v 50 mmol.I"* Na-fosfatovom pufre, kde aktivita SOD izoforiem nie je
inhibovana. Pre inhibiciu aktivity FeSOD1 a Cu/ZnSOD izoforiem, bol nativny gél
predinkubovany 15 mintt v 50 mmol.I* Na-fosfatovom pufre s pridavkom 5 mmol.I*
peroxidu vodika. Pre inhibiciu aktivity Cu/ZnSOD izoformy, bol nativny gél
predinkubovany v 50 mmol.I* Na.fosfatovom pufre s pridavkom 2 mmol.I' KCN. Po
predinkubécii boli gély nésledne podrobené vizualizacii aktivit SOD postupom opisanym
vyssie. Dokumentécia pdsov SOD bola uskutoénena na dokumentacnom pristroji
Chemidoc™ (Biorad) alebo skeneri. Kvantifikacia optickej hustoty proteinovych pasov

bola uskoto¢nena pomocou programu ImagelJ. Experiment prebehol v 1 opakovani.
3.4.9 Meranie koncentracie chlorofylu

Obsah chlorofylu bol stanoveny metdédou podl'a Harrisa et al., 2013. Pat’ dhové
klicence A.thaliana ekotyp Col-0, mutantné fsdl-1 a fsd1-2 rastliny a obe
komplementované linie (FSD1-GFP a GFP-FSD1) ovplyvnené 30 pumol.I"t menadiénom
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na pevnom % MS médiu boli prenesené po 10 rastlinach do plastovej 1,5 ml skimavky
s pridavkom 300 pl dimetylformamidu a ulozené do chladni¢ky cez noc pri 4°C.
Nasledne boli extrakty z plastovych 1,5 ml skimaviek prenesené na mikrotitraéni 96
jamkovu dosticku. Obsah chlorofylu bol merany spektrofotometricky na pristroji Infinite
M Nano (Tecan) pri absorbancii 647 a 664,5 nm. Meranie obsahu chlorofylu prebehlo v 5
opakovaniach z 10 rastlin z kazdej linie. Celkovy obsah chlorofylu vychadzal z ¢erstvej

hmotnosti semenacikov pred meranim a zo vzorca:
Obsah chlorofylu a (ug/ml): (12*Ageas)-(2,79*Asa7)
Obsah chlorofylu b (pg/ml): (20,78*Aea7) — (4,88*Asea.s)

Celkovy obsah chlorofylu (ug/ml): chlorofyl a + chlorofyl b
3.4.10 Vizualizacia superoxidovych radikalov

Pre vizualizaciu superoxidovych radikalov boli pouzité celé Strnast’ diové rastliny
A.thaliana ekotyp Col-0, mutantné fsd1-1 a fsd1-2 rastliny a obe komplementované linie
(FSD1-GFP a GFP-FSD1), ktoré boli ovplyvnené 50 umol.I"t menadiénom po dobu 4 a
8 hodin. V experimente boli pouzité aj kontrolne rastliny, ktoré boli ovplyvnené tekutym
Y% MS médiom s pridavkom 96% etanolu zodpovedajucemu objeme menadiénu. Po
ovplyvneni boli rastliny odobraté a viozené do roztoku 10 mmol.I"t Na fosfatového pufra
(pH 7,8) s pridavkom 4,3 mmol.I"t NBT, ktoré bolo infiltrované do rastlinnych pletiv vo
vakuu (3 x 30 sekdnd). Po infiltracii boli nadzemné casti inkubované v tme pocas 30
minat. Po inkubécii boli rastliny varené v odfarbovacom roztoku (20% (v/v) kyselina
octova, 20% (v/v) glycerol, 60% (v/v) etanol) vo vodnom kupeli po dobu 5 minat a
uloZené v roztoku obsahujucom 20% (v/v) glycerol a 80% (v/v) etanol. Superoxid bol
vizualizovany ako fialové sfarbenie formazanu, ktory sa tvori redukciou NBT.
Dokumentacia jednotlivych linii bola uskuto¢nend pomocou fotoaparatu (Nikon).

Experiment prebehol v 1 opakovani.
3.4.11 Vizualizacia peroxidu vodika

Pre vizualizaciu peroxidu vodika boli pouzité nadzemné celé Strnast’ diové
rastliny A.thaliana ekotyp Col-0, mutantné fsd1-1 a fsd1-2 rastliny o obe komplentované
linie (FSD1-GFP a GFP-FSD1), ktoré boli ovplyvnené 50 pumol.I"t menadionom po dobu

4 a 8 hodin v tekutom ¥ MS médiu. V experimente boli pouzité aj kontrolné rastliny,
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ktoré boli ovplyvnené tekutym % MS médium s pridavkom 96% etanolu v objeme
zodpovedajucemu pridavku menadionu. Po ovplyvneni boli rastliny odobraté a vlozené
do roztoku 10 mmol.I* Na fosfatového pufra (pH 7,0) s pridavkom 4,3 mmol.I"t DAB a
0,05% (v/v) Tween-20 a ulozené v tme cez noc pri izbovej teplote. Nasledne boli rastliny
varené v odfarbovacom roztoku (20% (v/v) kyselina octova, 20% (v/v) glycerol, 60%
(v/v) etanol) vo vodnom kupeli po dobu 15 minut a ulozené v roztoku obsahujicom 20%
(v/v) glycerol a 80% (v/v) etanol. Produkcia peroxidu vodika bola vizualizovana ako
hnedy precipitat oxidovaného DAB. Nasledne sa z jednotlivych listov pripravil preparéat
pre mikroskopické pozorovanie. Dokumentécia jednotlivych listov urcitej linie bola
uskuto¢nena pomocou zoomovacieho mikroskopu (Axio Zoom V16; Zeiss). Experiment

prebehol v 1 opakovani.
3.4.12 Proteomické analyza rastlin H. vulgare po ovplyvneni elicitormi

Sest’ ditové rastliny divého typu a mutantnej KO hvmpk3 linie H. vulgare boli
ovplyvnené 200 nmol.I* flagelinom 22 v tekutom % MS médiu 6 hodin pri $tandardnych
podmienkach za pomalého kyvania. V experimente boli pouzité aj kontrolné rastliny,
ktoré boli ovplyvnené iba tekutym %2 MS médiom. Experiment prebehol v biologickom
triplikate. Néasledne bol rastlinny materidl homogenizovany na jemny prasok Vv trecej
miske s pouzitim tekutého dusika. Vzorky boli pripravené v biologickom triplikate. Po
homogenizacii sa k 0,5 g homogenatu pridalo 0,5 ml extrakéného pufru (0,9 mol.I*
sachardza; 0,1 mol.I"t Tris-HCI (pH 8,8); 10 mmol.I"* EDTA; 100 mmol.I* KCI; 0,4%
(v/v) 2-merkaptoetanol) a nechal sa inkubovat na 'ade 15 minat. Po pridani 0,5 ml Trisom
pufrovaného fenolu (pH 8,8) sa zmes premiesala a inkubovala na 'ade 30 minuat. Po
centrifugacii (5 minat pri 6000 g a 4°C) bola odobrata vrchna fenolova faza do novej 1,5
ml plastovej skimavky. K extraktu sa znovu pridal 0,5 ml Trisom pufrovany fenol. Po
premieSani bola zmes znovu centrifugovana v tych istych podmienkach, vrchna fenolova
faza bola znovu odobrata a obe fenolové faze boli zmieSané. Nasledne boli proteiny
precipitované pridanim 5 nasobného objemu 100 mmol.It acetatu amoénneho v 100%
metanole a zmes bola inkubovana cez noc pri -20°C. Na druhy den bol precipitat
centrifugovany 20 minuat pri 13000 g a 4°C. Po centrifugacii bol pelet premyvany
acetatom aménnym, dva krat 80% aceténom, 70% etanolom a znovu 80% aceténom.
Medzi jednotlivymi premyvaniami bol pelet v roztoku ulozeny 15 minut pri -20°C a
nasledne centrifugovany 15 mindt pri 13000 g a 4°C. Po poslednom premyti bol pelet
vysuseny Vv digestore 15 minut. N&sledne boli proteiny rozpustené v 50 pl rehydrataéného
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pufru (6 mol.I"t mo¢ovina; 2 mol.I"! tiomod&ovina; 2% (w/v) CHAPS; 2% (v/v) Triton X-
100; 50 mmol.I* DTT) inkubaciou 1 hodinu pri izbovej teplote. Obsah proteinov
Vv extrakte bol stanoveny metodou podla Bradforda (cit). Nasledovala redukcia
disulfidickych vézieb prostrednictvom pridania 5 mmol.I"t DTT a inkubécie 1 hodinu pri
izbovej teplote. Nésledne sa SH skupiny stabilizovali alkylaciou pomocou pridania 12,5
mmol.I"t IAA inkubéciou 1 hodinu pri izbovej teplote. Nadbytoény IAA sa eliminoval
pridanim 5 mmol.I DTT. Pred samotnym §tiepenim sa koncentracia modoviny zriedila
destilovanou vodou na menej ako 1 mol.I' a kvoli zabraneniu inhibicie $tiepenia
trypsinom. Stiepenie prebehlo cez noc (12 hodin) pri 37°C pridanim trypsinu (Sequencing
Grade Modified Trypsin, Promega) v pomere 1 pg trypsinu k 50 pg proteinov. Stiepenie
bolo zastavené pridanim 4 pl koncentrovanej kyseliny octovej. Nasledne sa zmes
centrifugovala 5 minat pri 14000 g a 4°C pre odstranenie prebytoéného precipitatu.
Peptidy boli nasledne odsolené pomocou odsol'ovacich SEP PAK C18 koldn. Koldny boli
aktivované 1 ml 50% (v/v) acetonitrilu a nasledne premyté 0,1% (v/v) TFA vo vode. Po
aktivacii bolo na kolonu nanesenych 400 pl peptidovej zmesi. Neziaduce zlozky boli
z kolény odstranené pridanim 0,5% (v/v) TFA v 5% (v/v) acetonitrile pre odstranenie
neziaducich kompomentov z kolony. Nakoniec sa pridal do kolony 90% (v/v) acetonitril
pre ellciu peptidov. Eluat bol nasledne vysuseny vo vakuovej odparke a peptidy boli
ulozené pri -80°C. Analya peptidov prebiehala externe (v laboratoriu Institute for
Genomics, Biocomputing and Biotechnology, Mississippi Agricultural and Forestry
Experiment Station, Mississippi State University pomocou hmotnostnej spektrometrie
kombinovanej s HPLC (Takac et al., 2016). Vyhodnotenie diferencialniho proteému bolo
uskuto¢nené pomocou softvéru OmicsBox. Diferencidlne abundantné proteiny boli
anotované cez analyzu pomocou génovej ontolégie (GO) softvérom Blast2go. Blast bol
uskutoéneny vo¢i NCBI databaze A. thaliana. Parametre anotacie zahrtiovali: (e-value:
1e’®; annotation cutoff: 55; GO weight 5; GO Slim).
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4  VYSLEDKY

4.1 Analyza abundancie a aktivity FeSOD1 v skorych
postembryonalnych §tadiach Arabidopsis
Pomocou anti-FeSOD protilatky sme detekovali proteinovy pas s Mr 22 kDa.
Tento pas zodpoveda FeSOD1 proteinu (Dvotak et al., 2020; Obr. 3A). Abundancia
proteinovych pasov FeSOD1 proteinu gradualne stipa v zavislosti od vyvojového Stadia
Col-0 (Obr. 3C) po 13 den rastu pricom dochadza nasledne k poklesu o polovicu v 15
dnovych rastlinich (Obr. 3C).
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Obr. 3. Imunoblotova analyza abundancie FeSOD1 pocas postembryonilneho rastu
Arabidopsis (A) Imunoblot z proteinovych extraktov celych rastlin A.thaliana, ekotyp Col-0
v skorych postembryonalnych $tadiach v rozmedzi od 3 dni do 15 dni po kliceni S pouZitim
Specifickej anti-FeSOD protilatky, (B) vizualizacia proteinov na PVDF membrane po
polosuchom prenose v dokumenta¢nom pristroji Chemidoc™, (C) kvantifikacia optickej hustoty
proteinového pasu FeSOD1 pouzitim softvéru ImageLab™. Sipka ukazuje na FeSOD1 izoformu.
kDa — molekulova hmotnost, S — proteinovy §tandard

Podobné vysledky sme zaznamenali aj v aktivite FeSOD1 (Obr. 4A). Na zaklade
analyz s vyuzitim mutantov bolo zistené, ze pas Mr 22 kDa (Obr.4A) zodpoveda FeSOD1
(Dvorak et al., 2020). Najnizsia hodnota aktivity je zaznamenana v 3 diovych rastlinach,
postupne narasta a dosahuje maximum v 13 dnovych rastlinach, pri¢om hodnota aktivity
klesd v 15 dnovych rastlinach priblizne o polovicu. Rovnaky trend je zaznamenany aj
v pripade Cu/ZnSOD a MnSOD (Obr. 4C). Tieto vysledky m6zu naznacovat’, Ze aktivita
a abundancia FeSODL1 je vyvinovo regulovana pocas skorého postembryonalneho vyvinu
Col-0.
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Obr. 4: Analyza aktivit SOD izoforiem pocas skorych postembryonalnych $tadii Col-0
(A) Vizualizacia SOD izoforiem na 12% géli z proteinovych extraktov celych rastlin A.thaliana,
ekotyp Col-0 v skorych postembryonalnych $tadiach v rozmedzi od 3 dni do 15 dni od kli¢enia,
(B) vizualizécia proteinov na géli po SDS-PAGE, (C) kvantifikacia optickej hustoty pasov SOD
izoforiem pouzitim softvéru Imagel. Sipky ukazuji na SOD izoformy.

V skorych postembryonalnych $tadiach bol detekovany aj jeden novy pas
s aktivitou SOD, ato iba v 3 diovych a 5 diovych rastlinach (Obr. 4A). Pre identifikéciu
tejto izoformy, bola vyuzita rozna citlivost’ FeSOD, MnSOD a Cu/ZnSOD na inhibitory
KCN a H;O; (Obr.5D). Predinkubacia gélov v KCN a H20: s naslednou vizualizéciou
aktivity naznacuje, ze novy pas zodpoveda MnSOD izoforme, pretoze narozdiel od
FeSOD1 a Cu/zZnSOD nepodlieha inhibicii ani KCN a ani H20.. Tento pads sme
detekovali aj pomocou imunoblotovania po nativnej PAGE v 3 diovych rastlinach a 5
dnovych rastlinach (Obr. 5A). Nasledne sme sa pokusili detekovat’ novy pas aj pomocou
SDS-PAGE. Zaznamenali sme proteinovy pés, ktory zodpoveda Mr MnSOD (24 kDa;
Obr. 5B). Okrem MnSOD boli detekované aj iné, neSpecifické pasy. Cielom experimentu
bolo zistit’, ¢i sa nejednd o oligomérnu formu MnSOD. Detekovali sme proteinové pasy
v oblasti 50 kDa, ¢o mdze naznacovat’ dimérnu formu MnSOD, pricom vyraznejsi signal
sa nachadza v 3 dnovych rastlinach oproti 5 diovym, podobne ako pri aktivite MnSOD
(Obr. 4A). Dalsie spoloéné pasy sa nachadzajd v oblasti nad 100 kDa. V tomto pripade
by sa mohlo jednat' o tetramérnu formu MnSOD, avSak pre objasnenie je potrebné

uskutocnit’ d’alSie experimenty spolu s mutantnou msdl liniou s vyradenym génom pre
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MnSOD z dbvodu identifikacie Specifickych proteinovych pasov zodpovedajicich

MnSOD.
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Obr. 5: Analyza identity pasu z obr. 2A. (A) Imunoblot pripraveny z nativnych extraktov
pouzitych na obr. A s vyuZitim $pecifickej anti-MnSOD1 protilatky (B) Imunoblot pripraveny
z denaturovanych extraktov pouzitych na obr. A s vyuZzitim $pecifickej anti-MnSOD1 protilatky,
(C) vizualizacia proteinov PVDF membrane po prenose, (D) Vizualizcia aktivit MnSOD
a FeSOD1 izoforiem na 12% géli z proteinovych extraktov 3 a5 dnovych celych rastlin
Athaliana, ekotyp Col-0 po predinkubécii gélu v Na-fosfatovom pufri, H.0, a KCN. Sipky
ukazuju na MnSOD a FeSOD1 izoformy. kDa — molekulova hmotnost’, S — proteinovy $tandard

4.2  Analyza odpovede mutantnych a transgénnych rastlin na tvorbu
ROS spbésobend menadiénom
Pred samotnymi experimentami bol vykonany test odpovede rastlin Col-0 na
rozne koncentracie menadionu v pevnom %2 MS médiu (Obr. 6). Na zéklade fenotypov
bola vyselektovana koncentréacia 15 umol.I*t pre fenotypové analyzy a koncentréacia 30

umol.I pre test vitality rastlin.
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Obr. 6: Test odpovede rastlin na rozne koncentracie menadionu. Fenotyp rastlin A.thaliana,
ekotyp Col-0, rasticich 7 dni na pevnych ¥ MS médiach s roznymi koncentraciami menadiénu:
A: kontrola (96% etanol); B: 1umol.I%; C: 10 umol.I*%; D: 20umol.I; E: 50 pumol.I™.

4.3  Fenotypova analyza odpovede mutantnych a transgénnych rastlin
na tvorbu ROS spdsobend 15 pmol.I"t menadiénom

V ramci fenotypovej analyzy rastlin v odpovedi na 15 pmol.I" bola merana dizka
primarneho korena (Obr. 8A) a pocet lateralnych korefiov (Obr. 8B). Menadion vyrazne
spomalil rast primarneho korena vSetkych testovanych linii. Mutantné fsd1-1 a fsd1-2
rastliny majii mensiu dizku primarneho koreiia nez Col-0 po ovplyvneni menadionom,
avSak tento rozdiel je maly a nie je Statisticky signifikantny. Komplementované linie
vykazuju rovnaku dizku primarneho koretia ako Col-0 po ovplyvneni menadiénom (Obr.
8A). V ramci kontrolnych rastlin sa dizka primarneho koretia javi bez rozdielu medzi
liniami. Zistili sme, Ze menadion zvysil pocet lateralnych korenov vo vsetkych liniach
(Obr. 7a8B). V kontrolnych rastlinach sme nezaznamenali signifikantné rozdiely v pocte

lateralnych koretiov.
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+ 15 pmol.I'" menadion - 15 uymol.I'' menadién

Col-0 fsd1-1 fsd1-2 Col-0 fsd1-1 fsd1-2

Col-0  FSD1-GFP GFP-FSD1 Col-0  FSD1-GFP GFP-FSD1

Obr.7: Fenotyp rastlin A. thaliana po ovplyvneni 15 pmol.I"* menadiénom. Reprezentativne
obrazky rastlin A.thaliana ekotyp Col-0, mutantnych fsd1-1 afsd1-2 rastlin aoboch
komplementovanych linii (FSD1-GFP a GFP-FSD1) na pevnom % MS médiu s pridavkom 15
umol.I* menadiénu a v kontrolnych podmienkach (96% etanol). Prerusované &iary oddel’uju
jednotlivé linie.

V ovplyvnenych rastlinach boli zaznamenané rozdiely medzi jednotlivymi
liniami. Oproti Col-0, mutantné rastliny maju vac¢si pocet lateralnych korenov, pricom
signifikantny rozdiel je medzi Col-0 a mutantnou fsd1-2 liniou. V ramci
komplementovanych linii, podobny pocet lateralnych koreiiov ako Col-0 ma FSD1-GFP
linia. GFP-FSDI1 linia ma uz signifikantne va¢si pocet lateralnych koretiov ako Col-0,
avSak nedosahuje hodnoty ako mutantné fsd1 rastliny (Obr. 8B). Ako aj v pripade analyzy
dizky primarneho korefia, mutantné fsd1-1 a fsd1-2 rastliny st najviac senzitivne na vplyv
menadionu oproti Col-0 a komplementovanym liniam. Z vysledkov vyplyva, Ze
menadion moze vyrazne ovplyviiovat' tvorbu lateralnych korefiov a proces predizovania

primarneho korena u rastlin Arabidopsis.
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Obr. 8: Kvantitativna analyza fenotypu rastlin A.thaliana po ovplyvneni 15 pmol.I*
menadionom (A) Graf znazoriujici dizku primarneho koreiia (v cm) rastlin A.thaliana, ekotyp
Col-0, mutantnych fsd1-1 a fsd1-2 rastlin a oboch komplementovanych linii (FSD1-GFP a GFP-
FSD1) v kontrolnych (96% etanol; sedé stipce) a stresovych (15umol.I"- menadion; biele stipce)
podmienkach, (B) graf znazorfujuci pocet lateralnych koreiov v rastlindch A.thaliana, ekotyp
Col-0, mutantnych rastlin fsd1-1 a fsd1-2 a oboch komplementovanych linii (FSD1-GFP a GFP-
FSD1) v kontrolnych (96% etanol; $edé stipce) a stresovych (15umol.I"t menadion; biele stipce)
podmienkach. Po&et lateralnych korefiov je vyjadreny na 1 cm dizky primarneho koreiia. Analyza
prebiehala tyri dni od prenosu na > MS médium s pridavkom 15 pmol.I* menadiénu. Hviezdicka
znazornuje $tatisticky vyznamnu zmenu v porovnani s Col-0 (t-test; *p < 0,05)

4.4  Test odolnosti rastlin na 30 umol.I* menadion

Pat’ diové rastliny A.thaliana ekotyp Col-0, mutantné rastliny fsd1-1 a fsd1-2 a
obe komplementované linie (FSD1-GFP a GFP-FSD1) boli prenesené na 2 MS média
s pridavkom 30 pmol.I"" menadiénu (Obr. 9). NajniZ$iu mieru vitality po ovplyvneni
menadionom vykazuju mutantné fsd1-1 (12%) a fsd1-2 (13%) rastliny. NajvysSiu mieru
vitality maju Col-0 (82%) a FSD1-GFP (90%) linie, pricom stredni mieru vitality po
pdsobeni menadionu vykazuje GFP-FSD1 (52%) linia (Obr. 10A). Mutantné rastliny
fsd1-1 a fsd1-2 sO vysoko senzitivne na vplyv menadionu v pevnych médiach a
vyznacovali najvy$§im poctom rastlin s bielymi klicnymi listami, ¢o je dosledkom
degradacie chlorofylu v listoch vplyvom oxidativneho stresu, ktory menadion spésobuje
(Obr. 9).
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Col-0 fsd1-1 fsd1-2 FSD1-GFP GFP-FSD1

Obr. 9: Reprezentativny obrazok rastlin A.thaliana po ovplyvneni 30 pmol.I"* menadiénom.
Rastliny A. thaliana ekotyp Col-0, mutantné rastliny fsd1-1 a fsd1-2 a obe komplementované linie
(FSD1-GFP a GFP-FSD1) na pevnom % MS médiu s pridavkom 30 pmol.I"t menadiénu po 2
diioch od prenesenia.

Na druh( stranu, komplementované linie nevykazuju fenotyp ako mutantné
fsd1-1 a fsd1-2 rastliny. FSD1-GFP vykazuje vysoku mieru vitality, priblizna s Col-0 a
vykazuje strednii mieru citlivosti na menadion a zaroven md najvyssi pocet rastlin
S jednym vybielenym kli¢nym listom. M6Zeme sa domnievat’, Ze komplementécia vplyva
urcitym sposobom na antioxida¢nli obranu rastliny voc¢i oxidativnemu stresu, pricom
FSD1-GFP sa javi ako odolnejsia oproti GFP-FSD1 (Obr. 10A). Nésledne boli tieto
rastliny podrobené meraniu obsahu chlorofylu. Najvyssi obsah chlorofylu maju Col-0 a
FSD1-GFP linie, ktoré maju aj najvyssiu mieru vitality, priCom najnizsi obsah chlorofylu
ma mutantna fsd1-1 linia (Obr. 10B). Zhodny obsah chlorofylu majd mutantna fsd1-2
linia a GFP-FSD1 linia. V pripade mutantnych rastlin, za nizkym obsahom chlorofylu st
pravdepodobne zodpovedné biele kli¢ne listy z dovodu degradacie chlorofylu. Na druhd
stranu, je zaujimavy nizky obsah chlorofylu v pripade GFP-FSDL1 linie. GFP-FSD1 ma
obsah chlorofylu totozny s mutantnou fsd1-2 liniou, avsak vitalita GFP-FSD1 je vyssia
nez U mutantnych fsd1 rastlin (Obr. 10B).
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Obr. 10: Obsah chlorofylu a Statisticka analyza vitality rastlin A.thaliana po ovplyvneni
30 umol.I"t menadiénom (A) Graf znazortujuci pocet (v %) a stav vitality rastlin A. thaliana
ekotyp Col-0, mutantnych rastlin fsd1-1, fsd1-2 a oboch komplementovanych linii (FSD1-GFP
a GFP-FSD1) po ovplyvneni 30 pmol.I* menadiénom na pevnych % MS médiach, (B) Graf
znazorfujuci obsah chlorofylu v kontrolnych (96% etanol; $edé stipce) stresovych (30 pmol.I*
menadion; biele stipce) podmienkach v rastlinach Arabidopsis Col-0, fsd1-1, fsd1-2, FSD1-GFP
a GFP-FSD1 po ovplyvneni 30 pmol.I"t menadiénom na pevnych % MS médiach.

4.5  Vplyv menadionu na aktivitu FeSOD1 v Arabidopsis

Cielom dalSieho experimentu bolo zistit, ako sa menia aktivity FeSODI1 v
rastlindch Col-0 v odpovedi na 2 rozne koncentracie menadionu. Nasim zamerom bolo
vediet’ kratkodobé¢ efekty menadidnu, €o by zaistilo ¢o najSpecifickejsiu reakciu FeSODI1
na tento induktor tvorby ROS (Obr. 11A). Vysledky ukazujd, ze po ovplyvneni
menadionom sa za danych podmienok aktivita FeSOD1 vyraznejSie nemeni (Obr. 11C).
Aktivita FeSOD1 mierne stipa v priebehu ovplyvnenia v kontrole ale tiez
v ovplyvnenych rastlinach (Obr. 11C). Z toho vyplyva, ze ovplyvnenie rastlin 15 a 30
umol.I"t menadiénom vyrazny vplyv na aktivitu FeSOD1.

47



C.)

18000
16000 1 .
14000
12000
10000
8000

6000

4000
2000
o U

PO K1 K4 K8 15M1 15M4 15M8 30M1 30M4 30M8
OFeSOD1 @MnSOD mCu/ZnSOD

Opticka hustota pasov SOD izoforiem

Obr. 11: Analyza aktivit SOD izoforiem po ovplyvneni 15 a 30 umol.I* menadiénom (A)
Vizualizacia SOD izoforiem na 12% géli z nativnych proteinovych extraktov celych rastlin
A.thaliana, ekotyp Col-0 v kontrolnych podmienkach hned’ po odobrati z média (PO), v ¢ase 1
hodiny, 4 hodin a 8 hodin (K1, K4, K8; 96% etanol) a stresovych podmienkach pouzitim 15
umol.I* menadiénu v ¢ase 1 hodiny, 4 hodin a 8 hodin (15M1, 15M4, 15M8) a 30 pmol.I*
menadionu v ¢ase 1 hodiny, 4 hodin a 8 hodin (30M1, 30M4, 30M8), (B) vizualiz&cia proteinov
na gély po SDS-PAGE, (C) kvantifikacia optickej hustoty pasov SOD izoforiem pouzitim
softvéru ImageJ. Experiment bol uskuto¢neny v jednom biologickom opakovani. PO — pred
ovplyvnenim, K — kontrola ovplyvnena 96% etanolom.

46 Vplyv FeSOD1 na hladinu superoxidovych radikalov
v menadiénom ovplyvnenych rastlinach Arabidopsis

Rastliny A.thaliana ekotyp Col-0, mutantné rastliny fsd1-1 a fsd1-2 a obe
komplementované linie (FSD1-GFP a GFP-FSD1) boli podrobené ovplyvneniu 50
umol.I"t menadionom a nasledne histochemickej vizualizécii superoxidovych radikalov
pomocou NBT (Obr. 12). Vysledky naznacuju, ze u rastlin po kratkodobom ovplyvneni
50 pumol.I"t menadionom sme zaznamenali v kaZzdej linii vyrazne slabsi signal (Obr. 12B)
narozdiel od rastlin rastdcich v kontrolnych podmienkach (Obr. 12A). Mdzeme sa
domnievat’, Ze doslo k inhibicii procesov veducich k tvorbe superoxidového radikalu,
pri¢om mutantné rastliny fsd1 vykazuju vacsiu citlivost, pricom v komplementovanych
liniach a Col-0 sme detekovali vyssie hladiny superoxidu oproti mutantnym fsdl
rastlinam (Obr. 12B).
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Obr. 12: Histochemicka vizualizicia superoxidovych radikélov. Histochemické farbenie
superoxidu v nadzemnych Castiach rastlin A.thaliana ekotyp Col-0, mutantnych rastlin fsd1-1
a fsd1-2 a komplementovanych liniach (FSD1-GFP a GFP-FSD1) v kontrolnych podmienkach
(A) a po vplyve 50 umol.I"* menadiénu po 8 hodinach (B).

4.7 Vplyv FeSOD1 na hladinu peroxidu vodika v menadionom

ovplyvnenych rastlindch Arabidopsis

Rastliny A.thaliana ekotyp Col-0, mutantné rastliny fsdl-1 a fsd1-2 a
komplementovana linia FSD1-GFP boli podrobené histochemickej vizualizacii peroxidu
vodika pomocou DAB po 4 hodinovom a 8 hodinovom ovplyvneni 50 pmol.I*
menadionom (Obr. 13). Vysledky ukazuji, ze menadion zvysil akumulaciu peroxidu
vodika Vv listoch vSetkych linii uz po 4 hodinach (Obr. 13 A a C). Intenzita akumulacie
peroxidu vodika sa medzi jednotlivymi liniami nelisila (Obr. 13 C, D)
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Obr. 13: Histochemicka detekcia peroxidu vodika. Histochemické farbenie v listoch rastlin
A.thaliana ekotyp Col-0, mutantnych fsd1-1 a fsd1-2 rastlin a komplementovanej linie FSD1-
GFP v kontrolnych podmienkach v ¢ase 4 hodin (A) a 8 hodin (B) apo vplyve 50 pumol.I*
menadiénu po 4 (C) a 8 hodinach (D).

4.8 Detekcia fosforylovanych MAPK po ovplyvneni elicitormi v H.
vulgare

Rastliny divého typu H. vulgare (odroda Golden Promise) a mutantna KO hvmpk3
linia boli podrobené 30 mindtovému ovplyvneniu patogénnymi elicitormi chitinom,
flagelinom 22, elf18 a MAPK aktivity boli analyzované pomocou imunoblotovania
Vv koretioch (Obr. 14A) a nadzemnych c¢astiach (Obr. 15A). Pomocou anti-pERK
protilatky boli detekované 2 pasy s Mr 42 a 44 kDa. Anti-pERK protilatka rospoznava
PTEpY motiv charakteristicky pre MPK (poslena trovein MAPK kaskady). Fosforylaény
motiv TEY v rastlinich jaémena maju HVMAPK1/2/3/5/6 (Kienek et al., 2015).
Z dosiahnutych vysledkov vidiet, Ze intenzita signalu proteinového pasu o Mr 44 kDa
Vv korenioch divého typu a mutantnej KO hvmpk3 linie v jatmeni sa vyrazne zvysuje po
ovplyvneni chitinom a flagelinom 22 oproti kontrolnym podmienkam v divom type ako
aj mutantnej KO hvmpk3 linii (Obr. 14C). MAPK boli aktivované chitinom a flagelinom

22, pricom aktivacia chitinom je mierne silnejsia. Intenzita proteinovych pasov s Mr 42
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a 44 kDa sa po ovplyvneni rastlin elf 18 vyraznejSie nemeni ani v divom type ani v

mutantnej KO hvmpk3 linii.

Okrem zmeny intenzity pasov v kontrolnych a stresovych podmienkach, bol
zaznameny aj vyrazny rozdiel medzi liniami. Proteinovy pas s Mr 44 kDa ma vyrazne
vyS$$iu intenzitu signalu v mutantnej KO hvmpk3 linii nez v divom type po ovplyvneni
chitinom a flagelinom 22 (Obr.14C). Intenzita signélu proteinového péasu s Mr 42 kDa je
mierne niz§ia v divom type oproti mutantnej KO hvmpk3 linii po ovplyvneni chitinom a
flagelinom 22 (Obr. 14C).
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Obr.14: Imunoblotova analyza aktivacie MAPK po ovplyvneni elicitormi v korefioch rastlin
H.vulgare (A) Imunoblot pripraveny z korefiov divého typu a mutantnej KO hvmpka3 linie rastlin
jacmena s pouzitim Specifickej anti-pERK protilatky (B) vizualizécia proteinov na PVDF
membrane po prenose, (C) graf optickej hustoty fosforylovanych proteinovych pasov MAPK
vyhodnoteny pomocou softvéru ImageLab™. WT — divy typ, KO — mutantnd KO hvmpk3 linia,
PO — pred ovplyvnenim, K — ovplyvnena kontrola, CH — chitin, flg22 — flagelin 22.

Podobne ako v korenioch, aj v nadzemnych castiach boli detekované proteinové
pasy s Mr 42 a 44 kDa. Na rozdiel od korenov bola intenzivnejsia fosforylacia MAPK s
s Mr 42 kDa vyssia v porovnani s pasom s Mr 44 kDa (Obr. 15C). Chitin a flagelin 22
spbsobili zvysenie intenzity signélu proteinového pasu s Mr 42 kDa. Aktivacia MAPK
S Mr 42 kDa je vyssia v mutantnej KO hvmpk3 linii po ovplyvneni chitinom oproti
divéemu typu. Intenzita signalu proteinového pasu s Mr 42 kDa po ovplyvneni flagelinom
22 mierne vyssia v mutantnej KO hvmpk3 linii nez v divom type, av$ak nizSia nez po
ovplyneni chitinom (Obr. 15C). Po ovplyvneni elf 18 sme nezaznamenali vyznamne;jsie

rozdiely v abundancii proteinovych pasov s Mr 42 a 44 kDa ani v divom type ani
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v mutantnej KO hvmpk3 linii. Aktivdcia MAPK v mutantnej KO hvmpk3 linii m& vysoké
hodnoty aj v pripade vyradenia MPK3 génu, Ktory hra dolezita tilohu pri obrane rastliny
voc¢i napadnutiu patogénmi. Z toho dévodu sa moézeme domnievat’, ze v mutantnej KO

hvmpk3 linii, mdze dochadzat’ ku kompenzacii vyradeného génu MPK3 inymi MAPK

kindzami.
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Obr. 15: Imunoblotova analyza aktivacie MAPK po ovplyvneni elicitormi v nadzemnych
¢astiach rastlin H.vulgare (A) Imunoblot pripraveny z divého typu a mutantnej KO hvmpk3 linie
celych rastlin jaémena s pouzitim $pecifickej anti-pERK protilatky, (B) vizualizacia proteinov na
PVDF membréne po prenose, (C) graf optickej hustoty fosforylovanych proteinovych péasov
MAPK vyhodnoteny pomocou softvéru ImageLab™. WT — divy typ, KO — mutantna KO hvmpk3
linia, PO — pred ovplyvnenim, K — ovplyvnena kontrola, CH — chitin,  flg22 — flagelin 22.

4.9 Diferencialny protedm Kkorenov divého typu a mutantnej KO
hvmpk3 linie rastlin H.vulgare

Cielom dalSieho experimentu bolo porovnat’ protedém korefiov divého typu
a mutantnej KO hvmpk3 linie rastlin H.vulgare rastcich v kontrolnych podmienkach.
Spolu bolo identifikovanych 73 proteinov so zmenenou abundanciou v KO hvmpk3 linii
v porovnani s divym typom. Z nich malo 26 zvys$enu a 34 zniZent expresiu v transgennej
linii (Obr. 16). Bolo tieZ najdenych niekol’ko proteinov, ktoré sa v jednej z dvoch vzoriek
nenachadzali (pre vSetky 3 opakovania). Zoznam diferencialne regulovanych proteinov
je uvedeny v Tab.4 . Takto bolo identifikovanych 9 unikatnych proteinov pre transgénnu
liniu a 4 unikatne proteiny pre divy typ. Pre funként charakterizaciu diferencialneho

protedmu boli proteiny bioinformaticky vyhodnotené.
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Obr. 16: Graf znazoriujtci pocet proteinov zo zvysenou a znizenou abundanciou V korenoch
mutantnej KO hvmpk3 linie v kontrolnych podmienkach

Proteiny boli klasifikované pomocou tzv. ontologickej génovej anotécie (,,Gene
ontology anotation*) na zaklade biologického procesu (Obr. 17), lokalizécie (Obr. 18) a
molekulovej funkcie (Obr. 19). Bola tiez vyhodnotena pritomnost’ proteinovych domén
(Obr. 20) a zaradenie proteinov do rodin (Obr. 21). Podobne bolo vyhodnotené zastupenie

jednotlivych typov enzymov (Obr. 22).

V ramci génovej ontologickej anotacie podla biologického procesu bolo
klasifikovanych spolu 47 proteinov. Najvacsi pocet proteinov na zaklade bunkového
biologického procesu je klasifikovanych v metabolickych procesoch, katabolickych a
biosyntetickych procesoch a procesoch metabolizmu dusikatych zlucenin (metabolic
process, celullar proces, celullar metabolic process, organic substance metabolic process,
biosynthetic process, nitrogen compound metabolic process, small molecule metabolic
process, cellular nitrogen compound metabolic process, carbohydrate metabolic process,
catabolic process, organic compound metabolic process). Priblizne 20% proteinov je
zaradenych v anotaciach s ndzvom ,,odpoved’ na stres* (response to stress) a ,,odpoved’

na podnet* (response to stimulus; Obr. 17).
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Obr. 17: Klasifikacia diferencidlne abundantnych proteinov v mutantnej KO hvmpk3 linii
pomocou ontologickej génovej anotacie na zéklade biologického procesu. Pocet proteinov v
anotacii bol normalizovany na celkovy pocet anotacii vo vzorke.

Vyznamné mnozstvo proteinov bolo zaradenych do anotacie organizacia
bunkovych strruktur (20%, cellular component organisation), organizicia chromatinu
(15%, chromosome organisation), a skladba proteinovych komplexov (15%, protein —
containing complex assembly). Ontologicka anotacia diferencialne regulovanych
proteinov na zé&klade lokalizacie (spolu 38 klasifikovanych proteinov) ukazala, Ze
najvacési pocet proteinov sa nachadza v intracelularnom priestore, cytoplazme, organeléach
(intracelullar, cytoplasm, intracelullar organelle, organelle; Obr. 18). Pozoruhodné je
vysoké zastUpenie proteinov v proteinovych komplexoch. To indukuje, Ze¢ HvYMPK3
moze ovplyviovat stabilitu proteinovych komplexov. 20% proteinov bolo
klasifikovanych v anotacii ,,jadro. Na zaklade molekulovej funkcie, najviac proteinov je
klasifikovanych v anotaciach katalyticka aktivita, vdzobné proteiny, proteiny viazice
iony a oxidoreduktazova aktivita (catalytic activity, binding, ion binding, oxidoreductase
activity; viac ako 30%). MenSie percentudlne zastipenie maju anotécie transferdzova a

hydrolazova aktivita, vdzba na cyklické a heterocyklické zluc¢eniny a vézba na nukleové
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kyseliny (transferase activity, hydrolase activity, heterocyclic compound binding, organic
cylic compound binding, nucleic acid binding; Obr. 19)

cell wall
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cell periphery
chromosome
extracellular region
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protein-containing complex
non-membrane-bounded organelle
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cellular anatomical entity 1
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Obr. 18: Klasifikécia diferencialne abundantnych proteinov v mutantnej KO hvmpk3 linii
pomocou ontologickej génovej anotdcie na zaklade lokalizacie v bunke. Pocet proteinov v
anotacii bol normalizovany na celkovy pocet anotacii vo vzorke.
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Obr. 19: Klasifikécia diferencialne abundantnych proteinov v mutantnej KO hvmpk3 linii
pomocou ontologickej génovej anotécie na zaklade molekulovej funkcie v bunke. Pocet proteinov

v anotacii bol normalizovany na celkovy pocet anotacii vo vzorke
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Z hladiska vyskytu proteinovych domén, 4 proteiny obsahujd hem-peroxidazovu
domenu a 3 proteiny histonovi doménu H15 a doménu sekretorickej peroxidazy (Haem
peroxidase, linker histone H1/H5, domain H15). Dalsie domény ako st katalytickd a
NAD(P) vazobna doména glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy maju 2 proteiny ako aj
katalytickd doménnu glutaminsyntetazy (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
catalytic domain; Glyceraldehyde-3-phospahe dehydrogenase, NAD(P) binding domain;
glutamine synthetase, catalytic domain; Obr. 20). V pripade proteinovych rodin, 7
proteinov patri do rodiny proteinov viazacich NAD(P) a 4 do rodiny hemovych peroxidaz
(NAD(P)-binding domain superfamily, haem peroxidase superfamily; Obr. 21). V ramci
anotécie jednotlivych typov enzymov, k najviac abundnantym patria oxidoreduktazy,
transferdzy a hydrolazy (oxidoreductases, transferases, hydrolases). MenSie zastipenie

maju izomerazy, ligazy a lyazy (isomerases, lyases, ligases; Obr 22).

Glutamine synthetase, catalytic domain ]

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, |
NAD(P) binding domain

Glutamine synthetase, beta-Grasp domain ]

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, |
catalytic domain

Aldehyde dehydrogenase domain ]

Secretory peroxidase ]

Linker histone H1/H5, domain H15 ]

Haem peroxidase ]

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45
Podet proteinov

Obr. 20: Klasifikécia diferencialne abundantnych proteinov v mutantnej KO hvmpk3 linii
z hladiska vyskytu proteinovych domén. Pocet proteinov v anotacii bol normalizovany na
celkovy pocet anotacii vo vzorke
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Obr. 21: Klasifik4cia diferencidlne abundantnych proteinov v mutantnej KO hvmpk3 linii
z hl'adiska zaradenia do proteinovych rodin. Pocet proteinov v anotacii bol normalizovany na
celkovy pocet anotacii vo vzorke
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Obr. 22: Klasifikéacia diferencialne abundantnych proteinov v mutantnej KO hvmpk3 linii
jednotlivych z hT'adiska typov enzymov. Pocet proteinov v anotacii bol normalizovany na celkovy
pocet anotacii vo vzorke
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Tab.1: Charakteristika stresovych aobrannych proteinov diferencialne
regulovanych v KO hvmpk3 mutante

V ramci diferenciélnej regulécie proteinov, klasifikovanych ako stresovych
proteinov, sme identifikovali 5 z 8 proteinov malo zniZzenu abundanciu (Similar to
glutathione S-transferase GSTF1; similar to ANN4 Annexin D4; similar to germin-like
protein 1-1; similar to ANN3 Annexin D3; similar to APX2 cytosolic L-ascorbate
peroxidase 2; cytosolic glutathione peroxidase). Na druh( stranu, v mutantnej KO
hvmpk3 linii bolo identifikovanych 3 z 8 proteinov, ktoré mali abundanciu zvy$enu
(Similar to GLY3 mitochondrial persulfide dioxygenase ETHE1 homologue; betaine
aldehyde dehydrogenase; similar to CBF5 H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4;
Tab. 2). Vramci antioxida¢nych enzymov, 5 zo 6 proteinov mali vyrazne zniZenu
abundanciu (Probable glutathione S-transferase, similar to APX2 L-ascorbate peroxidase
2, cytosolic glutathione reductase) pricom 1 mal vyrazne zvySent abundanciu (Cationic
peroxidase SPC4 similar to PER12 peroxidase). M6Zeme sa domnievat’, ze deficiencia
HvMPK3 moze negativne ovplyviiovat’ regulaciu niektorych biotickych a abiotickych
stresovych proteinov a Ze mutantna KO hvmpk3 linia ma zniZzent iminnu obranu. Toto
zistenie mdze podporovat’ aj znizena abundancia proteinu Thaumatin-like protein TLP7,

ktoré patria k proteinom spojenych s patogenézou.

Databazové Nazov Fold p-value
cislo change
326532030 | "Similar to GSTF1 Probable glutathione S- 0,61 0,03

transferase GSTF1 (Oryza sativa subsp.
japonica OX=39947)"

326489251 | "Similar to ANN4 Annexin D4 (Arabidopsis | Unique in | NA

thaliana OX=3702)" KO

326491825 | "Similar to GER4 Germin-like protein 1-1 0,29 0,01
(Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)"

326498153 | "Similar to ANN3 Annexin D3 (Arabidopsis | 0,40 0,01
thaliana OX=3702)"

257286412 | "Similar to APX2 L-ascorbate peroxidase 2, 0,65 0,01
cytosolic (Oryza sativa subsp. japonica
0X=39947)"
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326533446 | "Similar to GLY3 Persulfide dioxygenase 2,00 0,04
ETHE1 homolog, mitochondrial (Arabidopsis
thaliana OX=3702)"

15147873 Betaine aldehyde dehydrogenase [Hordeum 1,81 0,04
vulgare subsp. vulgare]

157362219 | Cytosolic glutathione reductase [Hordeum 0,47 0,04
vulgare subsp. vulgare]

326525859 | "Similar to CBF5 H/ACA ribonucleoprotein | 2,93 0,01
complex subunit 4 (Arabidopsis thaliana
0X=3702)"

326494252 | "Similar to Glucan endo-1,3-beta-glucosidase | 0,55 0,04
Gl (Hordeum vulgare OX=4513)"

326495784 | "Similar to PER12 Peroxidase 12 0,59 0,04
(Arabidopsis thaliana OX=3702)"

326502418 | "Similar to OLE9 Glucan endo-1,3-beta-D- Unique in | NA
glucosidase (Olea europaea OX=4146)" KO

326496709 | "Similar to PER12 Peroxidase 12 0,28 0,02
(Arabidopsis thaliana OX=3702)"

14164981 Thaumatin-like protein TLP7 [Hordeum 0,55 0,02
vulgare]

14164983 Thaumatin-like protein TLP8 [Hordeum Unique in | NA
vulgare] WT

326494042 | "Similar to UXS4 UDP-glucuronic acid 0,32 0,02
decarboxylase 4 (Arabidopsis thaliana
0X=3702)"

326506728 | "Similar to THI2 Thionin (Brassica rapa Unique in | NA
subsp. pekinensis OX=51351)" WT

916339672 | UDP-arabinose mutase 1 [Hordeum vulgare] | 1,76 0,05

326529001 | "Similar to Sb03g046810 Cationic peroxidase | 2,94 0,01

SPC4 (Sorghum bicolor OX=4558)"
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4.10 Diferencidlny proteom korenov divého typu a mutantnej KO

hvmpka3 linie rastlin H.vulgare po ovplyvneni flagelinom 22

Po ovplyvneni divého typu a mutantnej KO hvmpk3 linie rastlin jaémena
flagelinom 22 bolo identifikovanych 53 diferencialne regulovanych proteinov (Obr. 23),
z toho 26 proteinov malo zvys$ena abundanciu, 20 zniZent, a 7 proteinov bolo unikatnych
pre ovplyvnenie kontrolnym tekutym % MS médiom v divom type (Obr. 24). V pripade
mutantnej KO hvmpk3 linie bolo identifikovanych 58 diferencidlne regulovanych
proteinov (Obr. 24), z toho 23 malo zvy$enu abundanciu a 26 znizent abundanciu (Obr.
23). Zoznamy diferencidlne regulovanych proteinov v divom type a mutantnej KO

hvmpk3 linii je uvedeny v prilohe 2 a 3.

Na zéklade molekulovej funkcie (spolu Klasifikovanych 94 proteinov) sme
identifikovali proteiny, rozdielne exprimované medzi jednotlivymi liniami. Mutantnd KO
hvmpk3 linia ma vyssi pocet proteinov, ktoré st klasifikované v anotaciach katalyticka
aktivita, hydrolédzova aktivita, vazobné proteiny, proteiny viazuce idny, proteiny viazice
cyklické a heterocyklické zlticeniny (catalytic activity, hydrolase activity, binding, ion
binding, heterocyclic compound binding, organic cyclic compount binding). Na druhej
strane, divy typ ma vyssi pocet proteinov, ktoré st klasifikované v anotaciach proteiny
viazice nukleové kyseliny (nucleic acid binding). Boli identifikované tiez unikatne
anotacie ako pre mutantni KO hvmpk3 liniu ako aj pre divy typ. V mutantnej KO hvmpk3
linii sa nachadzaju proteiny s transferdzovou aktivitou (14% proteinov), ktoré sa ale
nenachédzali v divom type po ovplyvneni flagelinom 22 po 6 hodinach. Divy typ
obsahuje 17% proteinov viazicich sa na RNA (RNA binding; Obr.25).
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Obr. 23: Vennov diagram znazoriujtci pocet diferencialne regulovanych proteinov v divom type
a mutantnej KO hvmpk3 linii rastlin ja¢mena.
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Obr. 24: Graf znazoriujici pocet proteinov so zvySenou aznizenou abundanciou
identifikovanych v divom type a mutantnej KO hvmpk3 linii rastlin ja¢metia po ovplyvneni
flagelinom 22.
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Obr. 25: Klasifikacia diferencialne abundantnych proteinov v KO hvmpk3 linii pomocou
ontologickej génovej anotacie z hl'adiska molekulovej funkcie. Pocet proteinov v anotacii bol
normalizovany na celkovy podet anotacii vo vzorke. WT — divy typ, KOMPK3 — mutantnd KO
hvmpk3 linia, flg — flagelin 22
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Obr. 26: Klasifikacia diferencialne abundantnych proteinov v KO hvmpk3 linii (biele stipce)
a v divom type (3edé stipce) pomocou ontologickej génovej anotacie z hladiska biologického
procesu. Pocet proteinov v anotacii bol normalizovany na celkovy pocet anotacii vo vzorke.
WT — divy typ, KOMPKS3 — mutantna KO hvmpk3 linia, flg — flagelin 22

V ramci génovej ontologickej anotécie identifikovanych proteinov na zéklade
biologického procesu (66 proteinov) boli identifikované 4 biologické procesy s vyssim
pocétom proteinov nachadzajuce sa v divom type oproti mutantnej KO hvmpk3 linii. Ide o
biologické procesy tykajuce sa metabolizmu, metabolizmu organickych zlucenin,
metabolizmu primarnych zlucenin a biosyntetickym procesom (metabolic process,

organic substance metabolic process, primary metabolic process, biosynthetic process;
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Obr. 26). Mutantnd KO hvmpk3 linia ma va¢si pocet proteinov v pripade metabolizmu
malych molekal, metabolizmu dusikatych zlG¢enin a metabolizmu zlG¢enin
s organickym dusikom (small molecule metabolic process, nitrogen compound metabolic
process, organonitrogen compound metabolic process; Obr. 26). Boli identifikované aj
biologické procesy Specifické pre divy typ (26% proteinov; carbohydrate metabolic

process).
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Obr. 27: Klasifikacia diferencialne abundantnych proteinov v KO hvmpk3 linii (biele stipce) a v
divom type (3edé stipce) pomocou ontologickej génovej anotécie na zaklade lokalizacie v bunke.
Pocet proteinov v anotacii bol normalizovany na celkovy podet anotacii vo vzorke. WT — divy
typ, KOMPK3 — mutantna KO hvmpka linia, flg — flagelin 22

Geénova ontologické anotécia na zaklade lokalizécie v bunke ukazala, ze mutantna
KO hvmpk3 linia obsahuje vy$si pocet proteinov vo vacsine bunkovych struktar oproti
divému typu. Najvicsie zmeny sa tykaju intracelularneho priestoru, bunkovych organel a
intracelularnych bunkovych organel (intracellular organelle, intracelullar space,
organelle), ktorych pocet je vyssi v mutantnej KO hvmpk3 linii. Divy typ obsahuje vyssi
pocet proteinov, ktoré sa nachadzaji v mitochondriach, pricom v mutantnej KO hvmpk3
linii sme nezaznamenali takéto proteiny (Obr. 27). Pozoruhodny je aj pocet proteinov,
unikatny pre mutantn KO hvmpk3 liniu, ktoré sa nachadzaji na ne-membranovych

organelach (36%; non-membrane-bounded organelle)

V pripade jednotlivych typov enzymov (spolu klasfikovanych 26 proteinov), boli

najvacsie rozdiely zaznamenané pri typoch enzymov ako su hydrolazy, transferazy
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a oxidoreduktazy, ktorych pocet je vyssi v mutantnej KO hvmpk3 linii (hydrolases — 10
proteinov, transferases - 6 proteinov, oxidoreductases — 6 proteinov). Naopak, boli
identifikované aj enzymy v divom type (isomerases — 1 protein, lyases — 2 proteiny), ktoré

sa v mutantnej KO hvmpk3 linii nenachadzaju (Obr.28).
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Obr. 28: Klasifikacia diferencialne abundantnych proteinov v KO hvmpk3 linii (biele stipce) a v
divom type (3edé stipce) na zéklade jednotlivych typov enzymov. Poéet proteinov v anotacii bol
normalizovany na celkovy pocet anotacii vo vzorke. WT — divy typ, KOMPK3 — mutantnd KO
hvmpka3 linia, flg — flagelin 22

Z hladiska vyskytu proteinovych domén sme identifikovali 8 domén,
Specifickych pre mutantni KO hvmpka3 liniu. Ide o doménu podobnej Fn3, NAD vézbovu
doménu glukdzy-6-fosfat dehydrogenazy, H15 doménu, pyrimidin vazboviu doménu,
aminotransférazovi doménu triedy I a Il, N-terminalnu doménu glutation-S-transferazy,
LH2/PLAT doménu a GTP vazbovu doménu (Fn3-like domain, purple acid phosphatase;
glucose-6-phosphate dehydrogenase, NAD binding domain; linker histone H1/H5, H15
domain; transketolase-like; pyrimidine binding domain, aminotransferase class I/ classll;
glutathione-S-trasnferase, N-terminal domain; PLAT/LH2 domain; Transcription factor,
GTP binding domain). Podobne bolo identifikovanych 7 proteinov v divom type, ktoré
obsahovali Specifické domény ako st AAA+ doména, doména sekretorickych peroxidaz,
doména podobna fibronektinu typu 3, hemovéa peroxidaza alebo N-termindlna doména

glykozid hydrolazy (AAA ATPase, AAA+ lid domain; secretory peroxidase; fibroncetin
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type I1l-like domain, haem peroxidase; glycoside hydrolase family, N-terminal domain).
Boli identifikované aj 2 proteiny, ktoré mali spolo¢né domény aj v divom type aj
v mutantnej KO hvmpk3 linii (pyridoxal phosphate dependent enzyme, RNA recognition
motif domain; Obr. 29)

AAA ATPase, AAA+ lid domain

Purple acid phosphatase, Fn3-like domain 1
Secretory peroxidase

Fibronectin type Ill-like domain

NADP-dependent oxidoreductase domain
Glucose-8-phasphate dehydrogenase, NAD-binding 1
Alpha/beta hydrolase fold-3

Linker histone H1/H5, domain H15 ]
Transketolase-like, pyrimidine-binding domain )
Aminotransferase, class l/classll ]

Glutathione S-transferase, N-terminal ]

ATPase, AAA-type, core

Haem peroxidase

Pyridoxal-phosphate dependent enzyme |
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Transcription factor, GTP-binding domain 1
Glycoside hydrolase family 38, N-terminal domain
RNA recognition mctif domain |
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Obr. 29: Klasifikécia diferencialne abundantnych proteinov v KO hvmpk3 linii (biele stipce) a v
divom type ($edé stipce) z hl'adiska obsahu proteinovych domén. Poéet proteinov v anotécii bol
normalizovany na celkovy pocet anotacii vo vzorke. WT — divy typ, KOMPK3 — mutantna KO
hvmpka3 linia, flg — flagelin 22

V pripade zaradenia do proteinovych rodin, boli identifikované 2 proteiny patriace
do rodiny metabolizmu tiaminu (thiamine metabolism), 2 proteiny do metabolizmu siry
(sulfur metabolism), 6 proteinov do metabolizmu cysteinu, methioninu, alaninu,
aspartatu, glutamatu a argininu (metabolism of cystein, methionin, alanin, aspartate,
glutamate, arginine), 1 protein do metabolizmu propanoatu (propanoate metabolism) a 1
protein patriaci do rodiny zahrnutej v cykle trikarboxylovych kyselin (TCA cycle)
v pripade mutantnej KO hvmpk3 linie. V divom type boli identifikované 2 proteiny
patriace do rodin metabolizmu purinov (purine metabolism), degradacie glykanov
(glycan degradation) a1 protein patriaci do rodin biosyntézy N-glykanu (N-glycan
biosynthesis), fixacii uhlika (carbon fixation), metabolizmu cukrov nukleovych kyselin
a aminokyselin (amino sugar and nucleotide sugar metabolism). Spolo¢né proteiny pre
divy typ a mutantni KO hvmpk3 liniu boli identifikované ako proteiny patriace do rodin
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zahrnuté v metabolizme galaktozy (galactose metabolism), metabolizme argininu
aprolinu (arginine and proline metabolism), a metabolizme pent6za fosfatu (pentose

phosphate metabolism; Obr. 30).
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Obr. 30: Klasifikécia diferencialne abundantnych proteinov v KO hvmpks3 linii (biele stipce) a v
divom type (Sedé stipce) z hladiska zaradenia do proteinovych rodin. Poéet proteinov v anotacii
bol normalizovany na celkovy pocet anotacii vo vzorke. WT — divy typ, KOMPK3 — mutantna
KO hvmpka3 linia, flg — flagelin 22
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5 DISKUSIA

ROS maju dolezita ulohu vo vyvine rastliny a rastlinnych organov a ich hladina
musi byt regulovana pocas vyvinovych procesov. Pocas rastu listov, je zvySené bunkové
delenie zavislé na ROS v oblasti rastu listu. Tato zéna je aj miestom akumulacie ROS a
NADPH oxid&z pomocou DPI zaroven inhibuje rast listu (Rodriguez et al., 2002). ROS
reguluju aj predizovanie primarneho koretia. NADPH oxidaza RHD2/AtrbohC (ROOT
HAIR DEFECTIVE?) je esencialny protein délezity pre predizovanie koretia. Korene
rastlin Arabidopsis, ktoré maju vyradeny gén RHD2 maju znizent hladinu ROS az 0 20%
a su kratSie nez korene divych typov rastlin Arabidopsis (Renew et al., 2005).
Antioxida¢né enzymy su taktiez vyvojovo regulované v skorych postembryonalnych
Stadiach. Mutantné rastliny, s vyradenym génom MSD1, maju vyvinové defekty

v skorych vyvinovych stadiach v pripade rastu primarneho korena (Morgan et al., 2008).

Nase vysledky potvrdili ~ vyvinovld regulaciu FeSOD1 v skorych
postembryonalnych $tadiach v Col-0 pomocou imunoblotovania. Pilon et al., (2011)
uvadza ze FSD1 je vyvinovo regulovand a je abundantne exprimovand v skorych
postembryonalnych stadiach. Tieto data sa opieraju o transkriptomické analyzy expresie
(Genvestigator). NaSe vysledky ukazuji vyvinovl reguldciu na proteinovej Grovni a
urovni aktivity enzymu. Jej abundancia a aktivita koreluje so stavbou ruzice a koreiového
systému. Podobné vysledky sme zaznamenali aj v aktivite FeSOD, kde sme zaznamenali
podobny gradualny narast ako pri abundancii FeSOD. Podarilo sa nam detekovat’ aj novy
Specificky pas, zodpovedajuci MnSOD izozymu v skorych vyvojovych stadiach
Arabidopsis. Gendm Arabidopsis obsahuje 1 gén kddujuci MnSOD (MSD1; cit.). Moze
sa jednat' o alternativnu formu MnSOD pritomn0 iba v skorych vyvojovych stadiach
alebo o alternativny zostrih RNA kddujucej dany protein. MnSOD moézZe existovat’ ako
dimér hlavne v prokaryotickych organizmoch napr. Thermus thermophilus (Wagner et
al., 2003), Escherichia coli (Edwards et al., 1998) alebo Deinococcus radiodurans
(Abreu et al., 2008) a ako tetramér v eukaryotickych organizmoch napr. Saccharomyces
cerevisiae (Ravindranath a Fridovich, 1975), Caenorhabtidis elegans (Trinh et al., 2008)
alebo  Aspergillus  fumigatus  (Fluckiger et al.,, 2002), avSak mozna
oligomerizacia MnSOD proteinu v rastlinnych organizmoch nebola publikovana. Z
tychto vysledkov vyplyva, Ze FSD1 moze byt ddlezitd pre tieto procesy a modze sa
podielat’ na redox regulacii v skorych postembryonalnych stadiach spolo¢ne s MnSOD a

Cu/ZnSOD. Mbze to suvisiet' aj s mitochondrialnymi funkciami (napr. respiracia)
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stvisiacimi prechodom z heterotrofnej na autotrofnti vyzivu, pretoze v prvych fazach

vyvinu po kli¢eni, klience Cerpaju Ziviny zo semena.

Menadion, je redoxne aktivny chinén, ktory generuje tvorbu ROS v
mitochondrialnych a plastidovych elektrénovych transportnych retazcoch. Menadion
dokaze plynulo prechadzat’ biologickymi membranami a sposobovat’ indukciu tvorby
ROS ako su superoxid, peroxid vodika a hydroxylovy radikél (Lehmann et al., 2009).
Moézeme sa domnievat’, Ze tvorba ROS spdsobend menadionom, indukuje zvySenu tvorbu
lateralnych korefiov a spoOsobuje inhibiciu rastu primarneho korena v Arabidopsis
podobne ako napr. peroxid vodika. Rastliny Arabidopsis vystavené vplyvu peroxidu
vodika formuju rozvetvené korenové systémy s vy$§im poc¢tom lateralnych korefiov a
mensou dizkou primarneho koretia nez kontrolné rastliny (Su et al., 2016). Pasternak et
al., 2005 uvadzaju, Ze po ovplyvneni aloxanom (induktor tvorby peroxidu vodika) a
paraquatom dochadza k zvysenej tvorbe laterdlnych koreniov a inhibicie rastu primarneho
korena v Arabidopsis oproti kontrolnym podmienkam ROS sltzia tiez ako dolezité
signalizaéné molekuly v korenoch Arabidopsis pocas tvorby lateralnych korenov, ktory
je regulovany auxinom. Korene Arabidopsis vystavené ROS vykazuji vy$si pocet
lateralnych korefiov oproti kontrolnym rastlinam, z dévodu aktivacie bunkového delenia
v miestach tvorby lateralnych korenov a primordii lateralnych korefiov (Ligeza et al.,
2016). Tsukagoshi et al., 2010 identifikovali transkripény faktor UPBI1, ktory reguluje
expresiu génov kddujacich peroxidazy, ktoré su zahrnuté pri regulacii ROS medzi zénami
bunkového delenia a bunkového prediZzovania v korefiovom meristéme. Regulacia
aktivity tychto peroxidaz, prostrednictvom UPB1 (UPBeat 1), reguluje vznik lateralnych
koretiov cez signalizdciu pomocou ROS, pravdepodobne prechodom z prolifera¢nej do
diferenciacnej fazy. Pomocou genetickych analyz bolo dokazané, Ze aktivita peroxidaz je
nutna pre vznik lateralnych korefiov v korennovom meristéme Arabidopsis. Nase analyzy
ukazuju, Ze rastliny vystavené vplyvu menadionu maji vyssi pocet lateralnych koretiov
vo vSetkych liniach. Mutantné fsd1-1 a fsd1-2 rastliny vykazuju dokonca najvyssi pocet
lateralnych korenov oproti komplementovanym liniam a Col-0. Yamamoto et al., 2003
uvadzaju, Ze pri strese sposobenom tazkymi kovmi, konkrétne hlinikom, je inhibovany
rast primarneho koreila. Miesto akumulacie hlinika je v korelovom meristéme, kde
sposobuje peroxidaciu lipidov a rapidnu produkciu ROS v koreniovom pletive. Podobne
ako stres sposobeny t'azkymi kovy, salinita ma tiez efekt na rast primarneho korena. Stres

zo zasolenia vedie k produkcii peroxidu vodika v koreniovej $picke a inhibicii rastu

68



primarnecho korena v rastlinach Arabidopsis (Duan et al., 2010). Nase vysledky
nazna&ujii, e menadion, rovnako ako ostatné oxidanty, ovplyviuje dizku primarneho
korena, kedy rastliny vystavené vplyvu oxidativneho stresu mali menSie primarne korene
nez kontrolné rastliny. Zaznamenali sme aj maly rozdiel medzi liniami, kedy mutantné
fsd1-1 a fsd1-2 rastliny mali mensiu dizku primarneho koreia nez komplementované linie
a divy typ. Menadion sposobuje dlho trvajucu redox nerovnovahu v koretioch
Arabidopsis, ¢o spdsobuje vyssiu percentualnu moznost’ bunkovej smrti (Lehmann et al.,
2009). Mozeme sa domnievat, Ze nizSia koncentracia menadionu indukovala signalne
funkcie ROS, v ¢oho désledku sa mohla zvysit’ indukcia tvorby lateralnych korenov vo
vSetkych linidch, pricom vysSie koncentracie indukovali negativne G¢inky na viabilitu
rastlin. Menadion neovplyvnil aktivitu FeSOD1 pri kratkodobom ovplyvneni v tekutom
% MS médiu, pravdepodobne z dévodu ovplyvnenia, kde systém ovplyvnenia na pevnych
médiach je odlisny od ovplyvnenia v tekutych médidch. Pre podrobnejSie objasnenie
zmeny aktivity FeSOD na kratkodobé ovplyvnenie menadiénom, je potrebné

experimenty zopakovat’ pri vys$sich koncentraciach.

V pripade testu odolnosti na menadion sme zaznamenali stratu viability
mutantnych rastlin fsd1-1 a fsd1-2 po ovplyvneni 30 pmol.I* menadionom na pevnych %
MS médiéach narozdiel od komplementovanych linii a Col-0. Vysoka Umrtnost’ tychto
mutantnych rastlin je pravdepodobne spdsobena deficienciou génu FSD1, ktory hra jednu
z primarnych tloh pri antioxida¢nej obrane rastliny. Pri vystaveni oxidativnemu stresu,
nedochadza ku kompenzicii ostatnymi SOD izoformami. Mdzeme sa domnievat, ze
zvySenie hladiny superoxidovych radikalov v bunke a cez ich nasledné nedostate¢né
odbdranie kvoli deficiencii FSD1 génu, moze viest k samovolnej premene na
hydroxylovy radikél cez vznikajuci peroxid vodika. Peroxid vodika mdéze nasledne
poskodzovat rastlinné tkaniva a vd’aka nedostato¢nej antioxidacnej obrane rastliny moze
dojst’ k bunkovej smrti v pletivaich mutantnych rastlin skor ako komplementovanych linii
a diveho typu, z ¢oho modze vyplyvat, ze deficiencia FSD1 nartsa celkova antioxidac¢nu
obranu rastliny aj v pripade, ze FSD1 odburava len superoxid. Komplementované linie
ale dokazali zvratit’ fenotyp mutantnych rastlin. FSD1-GFP vykazuje fenotyp podobny
divému typu, pricom GFP-FSDI sa zda byt menej odolna na stresové podmienky

spdsobené menadionom.

Vizualizaciou superoxidovych radikdlov histochemickym farbenim sme
detekovali nizsie hladiny superoxidu v ovplyvnenych rastlinach ako v kontrolnych. Ku
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zvySeniu hladiny superoxidu mohlo dojst’ uz v Case pred zacatim analyzy. Detekcia
superoxidovych radikalov pomocou NBT po ovplyvneni paraquatom, ukazala zvysené
hladiny superoxidu v rastlinach Fragaria (Buornonville a Diaz-Ricci, 2011).
Vizualizacia superoxidu bola detekovana aj v pripade ovplyvnenia osmotickym stresom
80 mmol.I"t sachar6zou v rastlinach Arabidopsis (Ramel et al., 2009). Ddévodom
nepritomnosti superoxidového radikalu moze byt inhibicia fotosyntetickych procesov v
bunke veducich k jeho tvorbe. Superoxid mohol byt premeneny bud’ neenzymaticky
(tokoferol) alebo samovol'ne na peroxid vodika. K indukcii superoxidu zrejme dochadza
v skorych fazach ovplyvnenia v tekutom % MS médiu. Po vizualizacii peroxidu vodika,
sme zaznamenali zvySenu akumulaciu v divom type, mutantnych rastlinach fsd1-1 a
fsd1-2 a FSD1-GFP po 4 a po 8 hodinach. Liu et al., 2009 publikovali, ze akumulacia
peroxidu vodika vznika aj po ovplyvneni fenantrénom v listoch, ktory sp6sobuje
oxidativny stres. K akumul&cii peroxidu vodika doch&dza aj po ovplyvneni paraquatom
po 4 hodinach od ovplyvnenia v rastlindch Arabidopsis (Kim et al., 2017).

MAPK su délezité signalne molekuly, ktoré maji tlohu v prenose signalu pri
odpovedi na environmentalne stimuly. V rastlinach A. thaliana AtMPKS3 je jednym
Z najlepsie prestudovanych MAPK, ktoré maju dolezitt tlohu pri imunnej odpovedi na
bioticky stres. Po ovplyvneni flagelinom 22 je MPK3 aktivovana kinazami vys$sej urovne
MKK4/MKKS5 (Asai et al., 2002). Taka¢ et al., 2016 uvadza, ze proteiny, ktoré maja
ulohu pri imunnej odpovedi rastliny na patogény boli vyrazne podregulované v mpk4
mutante Arabidopsis. V rastlinach jacmena je ale uloha HvMPK3 stale nejasna. Karre et
al., 2016 publikovali, ze pri interakcii s patogénom Fusarium garminearum v jameni,
HvMPK3 je signifikantne nadregulovand. Kienek et al., 2015 publikovali, ze 4 HvMAPK,
konkrétne HYMPK5, HVMPK6, HYMPK7 a HvVMPK12 boli vysoko aktivované pri
interakcii s patogenom P. hordei 2 az 5 dni po inokulacii. V ramci bioinformatickej
analyzy sme identifikovali 8 stresovych proteinov v diferencialnom proteéme koreiov
v mutantnej KO hvmpk3 linii, ztoho 5 malo signifikantne zniZzent abundanciu
v kontrolnych podmienkach. V mutantnej KO hvmpk3 linii sme identifikovali 4 stresové
proteiny, ztoho vsetky boli vyrazne podregulované po ovplyvneni flagelinom 22.
HvVMPK3 moZe potencidlne regulovat’ aj odpoved’ na oxidativny stres stres, lebo sme nasli
niekol’ko antioxida¢nych enzymov s rozdielnou abundanciou. M6zeme sa domnievat’, ze
HvVMPKS3 hra dolezita tlohu pri iminnej odpovedi jaCmena na rastlinné patogeny a ze

deficiencia HvMPK3 modze negativne vplyvat na immunu odpoved jacmena voci
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biotickému alebo abiotickému stresu. V tomto smere sa vie, Ze MAPKs mozu regulovat’
ich transkripciu pri vplyve oxidativneho stresu. Xing et al., 2015 identifikovali signalnu
drahu MAPK kaskad zlozeni z AtMKK1 a AtMPKS6, indukovanou ABA, ktora
ovplyviluje expresiu CAT1 proteinu ako antioxidaéniho proteinu. Dalsia kinaza MKKS,
ovplyviluje expresiu 2 Cu/ZnSOD, CSDI1 a CSD2, ktoré maju ulohu v oxidativnej
adaptécii rastliny na stres z vysokej intenzity osvetlenia (Xing et al., 2013).
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6 ZAVER

V predloZenej diplomovej praci sme sa zaoberali Glohami FeSOD1 vo vyvine a v
odpovedi Arabidopsis na tvorbu ROS a oxidativny stres vyvolany menadionom. Skamali
sme aj vplyv bakterialnych elicitorov na divy typ a mutantni KO hvmpk3 liniu rastlin H.
vulgare a uskuto¢nili sme proteomick analyzu tychto rastlin v kontrolnych podmienkach

a po 6 hodinovom ovplyvneni flagelinom 22.

Zistili sme, Zze FeSOD1 je spolu s MnSOD a CuZn/SOD vyvinovo regulovana v
skorych postembryonalnych s$tadiach v Col-0. MnSOD1 pravdepodobne podlieha
oligomerizécii v 3 a 5 dnovych rastlinach Arabidopsis v Col-0. Ukazalo sa, ze ROS
indukované menadionom inhibuju rast primarneho korena a zvySuje tvorbu lateralnych
korenov FSD1 je dolezitd pre odolnost’ voc¢i oxidativnemu stresu prostrednictvom
regulacie superoxidovych radikalov, avsak na akumulaciu H202 pravdepodobne FSD1

nema vyrazny vplyv. Tento fakt bude potrebné v budicnosti detailnejsie prestudovat’.

Moézeme konstatovat’, Ze menadidon ma negativny efekt na fenotyp korenov rastlin
Arabidopsis a ze FSD1 patri k jednym z esencialnych génov pre celkovu antioxida¢nu
obranu, ¢o otvara moznosti d’alSieho skiimania FSD1 pre zvysenie antioxidacnej obrany

u rastlin Arabidopsis.

V réamci pozorovania aktivacie MAPK v rastlinach ja¢mena bakteridlnymi
elicitormi chitinom, flagelinom 22 a elf 18 sme zistili, Ze MAPK su najviac aktivované
chitinom a flagelinom 22 v korefioch aj nadzemnych ¢astiach. V ramci bioinformaticke;j
analyzy sme porovnavali diferencidlny protedm v korefloch u rastlin jaémena v
kontrolnych podmienkach a po ovplyvneni flagelinom 22. Zistili sme, ze mutantna KO
hvmpk3 linia ma vyrazne podregulované stresové proteiny na rozdiel od divého typu

v kontrolnych podmienkach aj po ovplyvneni flagelinom 22.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ADP
AO
APX
ASC
ATP
BAK1
CAT
CDPK
DAB
DAR
DTT
ERK
ETI
FAD
FLS2
FSD
GFP
GPX
GPXL
GR
GSH
GSSG
GST
HPLC
IAA
MAMP
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MDA
MDAR

Adenozin disfosfat

Alternativna oxidaza

Askorbat peroxidaza

Askorbat

Adenozin trifosfat

Bri-1 asociovana kinaza 1

Katalaza

Proteinové kinazy zavislé na vapniku
Diaminobenzidin
Dehydroaskorbatreduktaza

Dithiotreitol

Kinazy regulované extracelularnym signalom
Imunita spustana efektorom

Flavin adenin dinukleotid

Flagellin sensing 2

FeSOD

Zeleny fluorescen¢ny protein
Glutationperoxidaza

Enzymy podobné glutationperoxidazam
Glutationreduktaza

Glutation

Gluationdisulfid

Glutation-S-transferéza

Vysoko tlakovéa kvapalinova chromatografia
I6dacetamid

Molekulové vzorce asociované s mikrobmi
Mitogénom aktivované protein kinazy
Mitogénom aktivované protein kindzy kinazy
Mitogénom aktivované protein kindzy kinazy kinazy
Monodehydroaskorbat
Monodehydroaskorbat reduktaza
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NADP Nikotinamidadeninnukleotid

NBT Nitroblue tetrazolium

OXI1 Oxidative Signal Inducible 1

PAMP Molekulové vzorce asociované s patogenmi
PIP Faktor plazmatickej membrany

POD Peroxidazy

PRR Receptory rozpoznavajlce vzorec

PTI Imunita spstana vzorcom

PVDF Polyvinilydindifluorid

PRX Peroxiredoxiny

RBOH Respiratory burst oxidase homologues
RLCK Cytoplazmaticka kindza podobné receptorom
RNS Reaktivne druhy dusika

ROS Reaktivne druhy kyslika

RUBISCO Ribuléza-1,5-bisfosfat karboxylaza

SA Kyselina salicylova

SARE Salicylic acid responsiveness

SOD Superoxiddizmutaza

TEMED Tetrametyléndiamin

TIP Tonoplast intrinsic protein

TRX Tioredoxiny
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9 PRILOHY

Tab. 2: Zoznam diferencialne regulovanych proteinov v mutantnej KO hvmpk3 linii po ovplyvneni flagelinom 22

Dat. Cislo Mr (kDa) pl Popis proteinu Fold change p-value

Transport, targeting, trafficking

326494930 122,7 5,06 Name:"Similar to SEC31B Protein transport protein SEC31 homolog B (Arabidopsis thaliana 0X=3702)" 0,21 0,041
326503000 98,7 5,14 Name:"Similar to 0s07g0201100 Coatomer subunit gamma-2 (Oryza sativa subsp. japonica 0X=39947)" Unique in A NA
326504442 11,6 5,14 Name:"Similar to AKR2A Ankyrin repeat domain-containing protein 2A (Arabidopsis thaliana 0X=3702)" Unique in B NA
326507126 26 5,68 Name:"Similar to VPS24-1Vacuolar protein sorting-associated protein 24 homolog 1 (Arabidopsis thaliana 3,01 0,039
Defense response
32648892533 7,93 Name:"Similar to Glucan endo-1,3-beta-glucosidase Gl (Hordeum vulgare 0X=4513)" 1,79 0,045
2429087 96,7 6,73 lipoxygenase 2 [Hordeum vulgare subsp. vulgare] Uniqueinmoc  NA
326529301 18,7 9,11 Name:"Similar to PRMS Pathogenesis-related protein PRMS (Zea mays OX=4577)" 0,21 0,020
326518626 37,1 8,02 Name:"Similarto PER1 Peroxidase 1 (Zea mays OX=4577)" 0,33 0,030
Translation
326510581 45,6 8,62 Name:"Similar to MORF1 Multiple organellar RNA editing factor 1, mitochondrial (Arabidopsis thaliana OX 4,41 0,044
326503120 75,8 5,11 Name:"Similar to Os04g0620700 Nucleolin 2 (Oryza sativa subsp. japonica 0X=39947)" 2,10 0,00
326496098 12,7 10,62 Name:"Similar to RPL35AC 60S ribosomal protein L35a-3 (Arabidopsis thaliana OX=3702)" 2,89 0,01
326532020 48,3 6,4  Name:"Similar to TUFA Elongation factor Tu, mitochondrial (Arabidopsis thaliana OX=3702)" 0,61 0,031
326527057 17,5 11,12 Name:"Similar to RPL26A 60S ribosomal protein L26-1 (Arabidopsis thaliana 0X=3702)" 1,60 0,043
326510727 27,6 11,14 Name:"Similar to SG12 60S ribosomal protein L10-2 (Oryza sativa subsp. japonica 0X=39947)" 2,20 0,024
326488521 29,8 9,79 Name:"Similar to RPS3A 40S ribosomal protein S3a (Oryza sativa subsp. japonica 0X=39947)" 0,52 0,054
933919530 46,8 6,58 eukaryotic elongation factor 1 gamma [Hordeum vulgare] 1,52 0,024
Protein folding
326490563 33,8 4,7  Name:"Similar to HSP70-7 Heat shock 70 kDa protein 7, chloroplastic (Arabidopsis thaliana OX=3702)" 0,47 0,00
326522080 21,4 4,78 Name:"Similar to Ppie Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase E (Mus musculus OX=10090)" 2,16 0,054
326523037 42,2 9,61 Name:"Similar to Heat shock 70 kDa protein, mitochondrial (Phaseolus vulgaris 0X=3885)" 0,62 0,01
Aminoacid metabolism
395759274 55,1 6,52 Chain B, Alanine aminotransferase 2 0,57 0,028
295415542 40,9 6,4 Name:"Similar to Cysteine synthase, chloroplastic/chromoplastic (Solanum tuberosum OX=4113)" 1,47 0,051
326488637 35,8 9,39 Name:"Similar to Os01g0760600 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic (Oryza sativa subsp. japonica OX 1,54 0,043
326511579 41,8 5,86 Name:"Similar to IMDH2 3-isopropylmalate dehydrogenase 2, chloroplastic (Arabidopsis thaliana OX=3702 1,60 0,038
326490820 56,3 8,21 Name:"Similar to Threonine synthase, chloroplastic (Solanum tuberosum 0X=4113)" Unique in B NA
68655446 42,7 5,83 Name:"Similar to SAM3 S-adenosylmethionine synthase 3 (Hordeum vulgare OX=4513)" 0,62 0,052
326525020 60,6 5,95 Name:"Similar to ALAAT2 Alanine aminotransferase 2, mitochondrial (Arabidopsis thaliana 0X=3702)" 2,76 0,00



326526311 19,7

167036 58,5
326488501 40,3
326529087 34,2

326519234 26,3
326503998 11,2
300568846 25,9
257328678 39,1

1706082 55,9

326490357 20

326495636 41,6
469614658 15,9
326498957 112,3

326493412 37,9
326497985 37
326520894 23,6

326500628 57,3
326533328 61,7
326498661 70,2
326496543 44,3
326523379 11,8

2204226 22
326528269 40,3
1540331562 65,6

326491991 21,9

32652717736

326513512 20

326531266 73,5
326494708 60,6
326504618 49,4
326499686 33,8
326519400 39,3

5,76
7,17
8,75
5,91

54

5,55
4,68
6,84
5,64

4,21

5,49
4,55
7,96

4,97

10,74

6,47
5,47
6,38
8,94
9,5

6,92
5,48
8,07

9,33

7,9

5,48
4,75
6,55
5,8

5,57
5,85

Stress response and signalling

Name:"Similar to PLAT1 PLAT domain-containing protein 1 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"

dehydrin DHN5 [Hordeum vulgare subsp. vulgare]

Name:"Similar to CPA N-carbamoylputrescine amidase (Oryza sativa subsp. japonica 0X=39947)"
Name:"Similar to PK Pyridoxal kinase (Arabidopsis thaliana OX=3702)"

Protein degradation and processing

Name:"Similar to PBA1 Proteasome subunit beta type-6 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"

Name:"Similar to SUMO1 Small ubiquitin-related modifier 1 (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)"
Name:"Similar to PAE1 Proteasome subunit alpha type-5 (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)"
Name:"Similar to Thiol protease aleurain (Hordeum vulgare OX=4513)"

RecName: Full=Serine carboxypeptidase II-3; AltName: Full=CP-MII.3; Contains: RecName: Full=Serine cart
Mitochondrial electron transport

Name:"Similar to MIA40 Mitochondrial intermembrane space import and assembly protein 40 (Kluyverom'
Cytoskeleton

Name:"Similar to ACT2 Actin-2 (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)"

actin depolymerization factor-like protein [Hordeum vulgare subsp. spontaneum]

Name:"Similar to VLN3 Villin-3 (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)"

Chromatine organisation and nucleotide/nucleoside biosyntheis

Name:"Similar to 0s12g0183300 3'(2'),5'-bisphosphate nucleotidase (Oryza sativa subsp. japonica OX=3994
Name:"Similar to RBSK Ribokinase (Arabidopsis thaliana OX=3702)"

Name:"Similar to Histone H1 (Triticum aestivum OX=4565)"

Metabolism

Name:"Similar to ALDH6B2 Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating], mitochondrial (Arz
Name:"Similar to RuBisCO large subunit-binding protein subunit alpha, chloroplastic (Pisum sativum OX=3
Name:"Similar to PAP1 Probable inactive purple acid phosphatase 1 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
Name:"Similar to LOC109345795 Gamma conglutin 1 (Lupinus angustifolius OX=3871)"

Name:"Similar to DIR1 Putative lipid-transfer protein DIR1 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
alpha-galactosidase, partial [Hordeum vulgare subsp. vulgare]

Name:"Similar to 0s09g0509200 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta-2, mitochondrial (Or
chloroplastic glucose-6-phosphate dehydrogenase 3 [Hordeum vulgare]

Nitrogen asssimilation

Name:"Similar to GLB Nitrogen regulatory protein P-Il homolog (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)"
Unknown function

Name:"Similar to ptges2 Prostaglandin E synthase 2 (Danio rerio OX=7955)"

Name:"Similar to Ism12a Protein LSM12 homolog A (Danio rerio OX=7955)"

Name:"Similar to PATLS Patellin-5 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"

Name:"Similar to Ncln Nicalin (Mus musculus OX=10090)"

Name:"Similar to Acyl Aminoacylase-1 (Mus musculus OX=10090)"

Name:"Similar to Dml 2,3-dimethylmalate lyase (Eubacterium barkeri 0X=1528)"

Name:"Similar to RGGB RGG repeats nuclear RNA binding protein B (Arabidopsis thaliana OX=3702)"

0,39
0,65
0,50
Unique in A

0,60
2,60
0,66
0,64
2,70

1,59

1,49
2,37
Unique in B

0,53
0,49
1,75

2,03
0,66
Unique in B
0,44
0,45
0,39
0,50
0,25

0,37

0,42
0,56
1,49
Unique in B
Unique in B
3,29
3,98

0,053

0,028

0,01
NA

0,031
0,044
0,020
0,01
0,01

0,041

0,023
0,016
NA

0,018
0,016
0,01

0,017

0,00

NA

0,037
0,035

0,00
0,028
0,018

0,027

0,00
0,030
0,022

NA

NA
0,00
0,00



Tab. 3 Zoznam diferencialne regulovanych proteinov v divom type ja¢meiia po ovplyvneni flagelinom 22

Dat. ¢islo Mr (kDa) pl Popis proteinu Fold change p-value
Metabolism
326512666 15.4 5.3 Name:"Similar to 0s05g0108800 Cytochrome b5 (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)" 1,86 0,004
326496747 37.2 5.6 Name:"Similar to AKR1 Probable aldo-keto reductase 1 (Glycine max OX=3847)" 3,54 0,008
326510533 54.3 6.07 Name:"Similar to Aldehyde dehydrogenase family 7 member Al (Malus domestica OX=3750)" 2,33 0,036
326533446 32.4 7.77 Name:"Similar to GLY3 Persulfide dioxygenase ETHE1 homolog, mitochondrial (Arabidopsis thaliana OX=3702)" 2,49 0,040
21396683 31.3 5.01 3-phosphoglycerate kinase, partial [Hordeum vulgare subsp. vulgare] 2,95 0,031
400177396 68.7 5.44 sucrose:fructan 6-fructosyltransferase [Hordeum vulgare subsp. vulgare] 0,64 0,006
326513012 46.3 6.3 Name:"Similar to tall Transaldolase 1 (Streptomyces avermitilis) 0,60 0,036
326502492 112.8 6.3  Name:"Similar to At3g26720 Alpha-mannosidase At3g26720 (Arabidopsis thaliana OX=3702)" 1,82 0,036
326531082 55.6 8.68 Name:"Sir89.10891089108911 0,15 0,009
Protein degradation and processing
1706082 55.9 5.64 RecName: F RecName: Full=Serine carboxypeptidase II-3 chain 2,18 0,041
300568842 31.2 5.31 Name:"Similarto PAF1 Proteasome subunit alpha type-1 (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)" 2,76 0,020
326512622 88.2 6.01 Name:"Similar to OOP Organellar oligopeptidase A, chloroplastic/mitochondrial (Arabidopsis thaliana OX=3702)" 0,44 0,039
326527513 45.7 6.07 Name:"Sit95.1219512195122 0,22 0,029
Abiotic stress response
296510307 28.6 7.96 Name:"Similar to Pyrroline-5-carboxylate reductase (Glycine max OX=3847)" 2,27 0,031
326498675 27.3 5.12 Name:"Sit 76.0 0,28 0,054
326530940 28.1 5.85 Name:"Sir98.79518072289157 0,44 0,040
115334277 30.4 7.83 aquaporin [Hordeum vulgare] 0,32 0,034
Transport, targeting
326491175 77.6 7.11 Name:"Similar to ABCF4 ABC transporter F family member 4 (Arabidopsis thaliana OX=3702)" 1,47 0,028
23304413 20.7 6.95 ADP-ribosylation factor 1-like protein [Hordeum vulgare subsp. vulgare] 0,45 0,047
326494030 28.7 9.8  Name:"Sir87.07224334600761 0,33 0,024
Translation
326498985 16.8 10.67 Name:"Sit97.31543624161074 Unique in mo NA
326493824 31.9 4.64 Name:"Similarto CP31A 31 kDa ribonucleoprotein, chloroplastic (Arabidopsis thaliana OX=3702)" 1,75 0,043
326531610 57.6 8.56 Name:"Similar to EIF4B Eukaryotic translation initiation factor 4B1 (Triticum aestivum OX=4565)" Unique in A NA
326533694 41.4 8.5 Name:"Similar to EFTS Elongation factor Ts, mitochondrial (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)" 2,50 0,031
227304506 29.9 10.15 Name:"Similar to RPS4 40S ribosomal protein S4 (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)" 0,65 0,023
326514788 31.3 7.03 Name:"Similar to eif3g Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G (Danio rerio OX=7955)" 2,35 0,020
326516494 23.5 "10.39 Name:"Sir92.23300970873787 0,40 0,026
Protein folding
326526175 26 '6.61 Name:"Similar to CPN20 20 kDa chaperonin, chloroplastic (Arabidopsis thaliana OX=3702)" 1,49 0,009

326518362 61.4 6.74 Name:"Sit 86.83729433272394 0,41 0,009



326506982 91.7
326491407 36
326501536 24
194352756 51.1
326527541 90.1
326491679 83.5
326508800 32
326527975 23.1
14164981 23.6
2344818 25.2
15797690 25.9
326528939 38.1

295415546 34.1
326505500 55.3
326495884 49.9

326502384 30.1
326505250 33.8

326503908 39

326489759 66

326508720 35.6
326491625 47.9
326519400 39.3
326513512 20

257669940 18.5

'5.38
6.32
5.85
5.48
7.25

Defense response

Name:"Sit 92.79711884753901

Name:"Similar to PER72 Peroxidase 72 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
Name:"Similar to PER15 Peroxidase 15 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"

papain-like cysteine proteinase [Hordeum vulgare subsp. vulgare]

Name:"Similar to CDC48 Cell division cycle protein 48 homolog (Glycine max OX=3847)"
Name:"Similar to BXL6 Probable beta-D-xylosidase 6 (Arabidopsis thaliana 0X=3702)"
Name:"Similar to Chitinase 2 (Tulipa saxatilis subsp. bakeri OX=110455)"
Name:"Similar to 23 kDa jasmonate-induced protein (Hordeum vulgare OX=4513)"
thaumatin-like protein TLP7 [Hordeum vulgare]

basic pathogenesis-related protein PR5 [Hordeum vulgare subsp. vulgare]

Name:"Sit 85.47717842323651;

Name:"Similar to BTR1 Protein BTR1 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"

Aminoacid biosynthesis

Name:"Similar to CYS1 Cysteine synthase (Triticum aestivum OX=4565)"

Name:"Similar to lIL1 3-isopropylmalate dehydratase large subunit, chloroplastic (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
Name:"Similar to AGD2 Probable LL-diaminopimelate aminotransferase, chloroplastic (Oryza sativa subsp. japonic

electron transport in mitochondria

Name:"Similar to At4g02580 NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2, mitochondrial (Arabidopsis thalial

Name:"Similar to ABT ADP,ATP carrier protein (Chlamydomonas reinhardtii OX=3055)"

Chromatine organisation
Name:"Similar to HIT4 Protein HEAT INTOLERANT 4 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"

Cytoskeleton
Name:"Sir 81.44499178981937
Unknown

Name:"Similar to TCEA1 Tuliposide A-converting enzyme 1, chloroplastic (Tulipa gesneriana OX=13306)"
Name:"Similar to OST48 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 48 kDa subunit (Oryza sat

Name:"Sit 56.25
Name:"Sit 50.609756097560975
Name:"Similar to BTF3 Basic transcription factor 3 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"

0,43
0,51
0,62
1,52
1,61
1,76
1,88
2,33
2,43
2,83
Unique Mock NA
1,76

0,67
2,77
0,45

0,53
0,64

2,83

Unique Mock NA

1,93

414
Unique Mock NA
Unique Mock NA
Unique Mock NA

0,046
0,009
0,036
0,013
0,021
0,030
0,024
0,018
0,019
0,011

0,046
0,007
0,012
0,028
0,022

0,028

0,031

0,043
0,005



Tab. 4: Zoznam diferencidlne regulovanych proteinov v koreioch mutantnej KO hvmpk3 linii

Dat. Cislo Mr (kDa)

326520894
326517613
326503006
326514920
326496411
326493278
326525751

326532030
326489251
326491825
326498153
257286412
326533446
15147873

157362219
326525859

326494252
326495784
326502418
326496709
14164981

14164983

326494042
326506728
916339672
326529001

326494930
326507174
326498549

326495436

326511136
326523135
326497903
326510499
1710521

326526261

23.6
14

42

27.4
57.5
17.1
45.1

24.9
39.9
22.6
38.6
27.6
32.4
54.5
53

66.5

35.1
35.5
43.1
36.7
23.6
24.3
47.9
14.5
41.7
38.6

122.7
99.2
45.6

87.6

47.3
24.7
44.6
48.8
18.4

v
19

pl

10.74
10.23
4.46
10.74
6.95
7.34
5.29

6.21
9.14
7.91
7.34
5.25
7.77
6.13
6.47
9.2

8.78
7.9

5.66
8.06
7.34
7.56
9.11
5.81
6.19
6.32

5.06
5.1

4

5.77

"4.97
L
6.46
.
10.21
10.02
.
5.39
-

10.64
"10.26

Popis proteinu
Chromatine organisation
Name:"Similar to Histone H1 (Triticum aestivum OX=4565)"
Name:"Similar to Os07g0545400 Probable histone H2A.2 (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)"
Name:"Similar to NAP1;2 Nucleosome assembly protein 1;2 (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)"
Name:"Similar to Histone H1 (Solanum pennellii 0X=28526)"
Name:"Similar to Os11g0148500 Pyruvate kinase 1, cytosolic (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)"
Name:"Similar to UBC36 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 36 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
Name:"Similar to AT9 Acyl transferase 9 (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)"
Stress related

Name:"Similar to GSTF1 Probable glutathione S-transferase GSTF1 (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)"

Name:"Similar to ANN4 Annexin D4 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"

Name:"Similar to GER4 Germin-like protein 1-1 (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)"
Name:"Similar to ANN3 Annexin D3 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"

Name:"Similar to APX2 L-ascorbate peroxidase 2, cytosolic (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)"

Name:"Similar to GLY3 Persulfide dioxygenase ETHE1 homolog, mitochondrial (Arabidopsis thaliana OX=3702]

betaine aldehyde dehydrogenase [Hordeum vulgare subsp. vulgare]

cytosolic glutathione reductase [Hordeum vulgare subsp. vulgare]

Name:"Similar to CBF5 H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
Defense response

Name:"Similar to Glucan endo-1,3-beta-glucosidase Glll (Hordeum vulgare OX=4513)"
Name:"Similar to PER12 Peroxidase 12 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"

Name:"Similar to OLE9 Glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase (Olea europaea OX=4146)"
Name:"Similar to PER12 Peroxidase 12 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"

thaumatin-like protein TLP7 [Hordeum vulgare]

thaumatin-like protein TLP8 [Hordeum vulgare]

Name:"Similar to UXS4 UDP-glucuronic acid decarboxylase 4 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
Name:"Similar to THI2 Thionin (Brassica rapa subsp. pekinensis OX=51351)"

UDP-arabinose mutase 1 [Hordeum vulgare]

Name:"Similar to Sb03g046810 Cationic peroxidase SPC4 (Sorghum bicolor OX=4558)"

Transport

Name:"Similar to SEC31B Protein transport protein SEC31 homolog B (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
Name:"Similar to BETAC-AD Beta-adaptin-like protein C (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
Name:"Similar to TBL32 Protein trichome birefringence-like 32 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
Cytoskeleton

Name:"Similar to At5g16730 WEB family protein At5g16730, chloroplastic (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
Translation

Name:"Similar to ychF Ribosome-binding ATPase YchF (Bacillus subtilis (strain 168) OX=224308)"
Name:"Similar to RPL6 60S ribosomal protein L6 (Mesembryanthemum crystallinum OX=3544)"
Name:"Similar to RPL3 60S ribosomal protein L3 (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)"
Name:"Similar to EIF5 Eukaryotic translation initiation factor 5 (Zea mays OX=4577)"

RecName: Full=60S ribosomal protein L24

Name:"Similar to HMGIY2 HMG-Y-related protein A (Zea mays OX=4577)"

Fold change P-value

0,26
Unique in KO NA
3,41
0,50
2,84
1,91
3,09

0,61
Unique in KO NA
0,29
0,40
0,65
2,00
1,81
0,47
2,93

0,55
0,59
Unique in KO NA
0,28
0,55
Unique in WT NA
0,32
Unique in WT NA
1,76
2,94

0,37
0,17
1,63

0,39

Unique in KO NA

Unique in KO NA
4,12

Unique in KO NA
2,37
0,49

0,05

0,02
0,00
0,00
0,00
0,00

0,03

0,01
0,01
0,01
0,04
0,04
0,04
0,01

0,04
0,04

0,02
0,02

0,02

0,05
0,01

0,04
0,01
0,01

0,01

0,05

0,02
0,04



"326499406
326523461

"326528657

326506682
506383
96520443
326506572
"326519012
326525020
"417356961
326534286
326506738
"14522834
326520716
326502492
"326508098
326511281
'326494248
326487968
'543200379
'326516846
326533014
326513012
"326500906
"40017739%
'326523589
"18978
326492251
326511126
326490133
326514326
"326496663
09405432
326504620

326517577
18401700
326492075

71.2
22.8

44.8

a9

49.5
33.2
39.7
42.6
60.6
38.8
86.6
30.7
23.4
42.7
112.8

r
27

53.8
42.8
40.8
93.9
44.5
54.2
46.3
58.6
68.7
107.3
36.5
39.1
47.9

22

41.3
33.5

r
63

21.9

15.3
42.9
14.6

r

7.49
r
6.86
9.1
7.2
7.03
r
5.95
6.06
9.07
E
7.53
r
5.39
r
7.74
6.3
5.12
r
6.18
r
5.49
.
6.61
.
7.58
r
6.71
7.2
6.3
8.7
r
5.44
r
7.24
L
7.18
k
5.48
r
7.96
6.05
9.07
8.7
r
5.83

9.45

5.12
6.8
5.06

Protein folding

Name:"Similar to HSP70 Heat shock cognate 70 kDa protein (Petunia hybrida OX=4102)"

Name:"Similar to AHSA2 Activator of 90 kDa heat shock protein ATPase homolog 2 (Bos taurus 0X=9913)"
Protein degradation

Name:"Similar to 0s01g0377700 NPL4-like protein (Oryza sativa subsp. japonica OX=39947)"

Aminoacid biosynthesis

metabolism

Name:"Similar to At5g10770 Aspartyl protease family protein At5g10770 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
glutamate 1-semialdehyde aminotransferase [Hordeum vulgare]

Name:"Similar to gbkrl 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase 1, chloroplastic (Brassica napus OX=3708)"
Name:"Similar to IDH5 Isocitrate dehydrogenase [NAD] catalytic subunit 5, mitochondrial (Arabidopsis thaliar
Name:"Similar to GDPD6 Glycerophosphodiester phosphodiesterase GDPD6 (Arabidopsis thaliana 0X=3702)"
Name:"Similar to ALAAT2 Alanine aminotransferase 2, mitochondrial (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
glutamine synthetase isoform GS1_2 [Hordeum vulgare]

Name:"Similar to ACX1 Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
Name:"Similar to FOLD2 Bifunctional protein FolD 2 (Arabidopsis thaliana 0X=3702)"

IDI1 [Hordeum vulgare]

Name:"Similar to GAPCP2 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPCP2, chloroplastic (Arabidopsis tt
Name:"Similar to At3g26720 Alpha-mannosidase At3g26720 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
Name:"Similar to IPI1 Isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase | (Camptotheca acuminata OX=16922)"
Name:"Similar to ALDH2C4 Aldehyde dehydrogenase family 2 member C4 (Arabidopsis thaliana OX=3702)"
Name:"Similar to tal Transaldolase (Haemophilus somnus (strain 129Pt) 0X=205914)"

Name:"Similar to NCS1 S-norcoclaurine synthase 1 (Coptis japonica 0X=3442)"

cytosolic phosphorylase [Hordeum vulgare subsp. vulgare]

Name:"Similar to GDH2 Glutamate dehydrogenase 2, mitochondrial (Oryza sativa subsp. japonica 0X=39947)"
Name:"Similar to DAHPS2 Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase 2, chloroplastic (Oryza sativa subsj
Name:"Similar to tall Transaldolase 1 (Streptomyces avermitilis (strain ATCC 31267 / DSM 46492 / JCM 5070/ 1
Name:"Similar to 4CLL4 4-coumarate--CoA ligase-like 4 (Oryza sativa subsp. japonica 0X=39947)"
sucrose:fructan 6-fructosyltransferase [Hordeum vulgare subsp. vulgare]

Name:"Similar to 0s08g0191100 Putative aconitate hydratase, cytoplasmic (Oryza sativa subsp. japonica OX=3
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase [Hordeum vulgare]

Name:"Similar to Glutamine synthetase (Hordeum vulgare OX=4513)"

Name:"Similar to PED1 3-ketoacyl-CoA thiolase 2, peroxisomal (Arabidopsis thaliana 0X=3702)"
Name:"Similar to CARB Carbamoyl-phosphate synthase large chain, chloroplastic (Oryza sativa subsp. japonic.
Name:"Similar to PAT1 Anthranilate phosphoribosyltransferase, chloroplastic (Arabidopsis thaliana 0X=3702)
Name:"Similar to ywbO Uncharacterized protein YwbO (Bacillus subtilis (strain 168) 0X=224308)"
NADP-dependent malic enzyme [Hordeum vulgare]

Name:"Similar to DUT Deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase (Oryza sativa subsp. japonica OX=3¢
Unknown

Name:"Similar to At5g01610 Uncharacterized protein At5g01610 (Arabidopsis thaliana 0X=3702)"
Name:"Similar to Mygl UPF0160 protein MYG1, mitochondrial (Mus musculus OX=10090)"

Name:"Similar to At2g34160 Uncharacterized protein At2g34160 (Arabidopsis thaliana 0X=3702)"

0,51

Unique in KO NA

Unique in KO NA

0,60
0,23
0,41
1,91
1,89
0,39
0,56

Unique in WT NA

6,20
0,29
0,57
1,69
0,57
4,67
1,88
0,56
1,85
0,55
0,63
0,49
2,39
1,52
0,58
1,74
1,73
0,66
0,34
2,10
2,03
0,50
0,35

Unique in WT NA
Unique in KO NA

2,72

0,03

0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,01
0,05

0,00
0,01
0,01
0,05
0,05
0,04
0,04
0,04
0,02
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,01

0,01
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