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Abstrakt

SQUAMOSA PROMOTER-BINDING PROTEIN-LIKE 1 (SPL1) je ¢lenem rodiny
transkripénich faktord, které jsou specifické pro rostliny. Tyto proteiny reguluji rostlinny vyvoj
a odpovéd’ na odlisné podnéty. SPL7, blizky protein SPL1, reguluje expresi nékterych isoforem
SUPEROXIDDISMUTAS (SOD). Diive provedené bioinformatické analyzy umoziiuji uvazovat
SPL1 jako transkripéni faktor s potencialem regulovat SOD. SOD jsou hlavni soucasti bunétné
obrany vuéi oxida¢nimu Stresu a jsou regulovany mitogen aktivovanymi protein Kinasami
(MAPK). MAPK hraji klicovou signaliza¢ni roli v procesech odpovédi na rizné biotické
a abiotické podnéty a v rostlinném vyvoji.

Cilem teoretické Casti této prace bylo shrnout dosavadni znalosti 0 SPL, SOD a MAPK.
Experimentalni ¢ast je zamétena na charakterizaci SPL1 a jeho genetickou interakci s MPK3
a MPK®6. Prvni ¢ast odhaluje nové potencialni SPL-regulované geny, jejichz genové produkty
byly diive ukazany jako proteiny spojené s FeSOD1 (FSD1) anebo MAPK. Dale byli pfipraveni
dvojiti mutanti spl1.1/mpk3.1 a spl1.1/mpk6.2. Tito mutanti byli ovéfeni pomoci genotypovani
amohou slouzit k objasnéni genetické interakce SPL1 a MPKS3, nebo MPKG6. Fenotypové
a biochemické analyzy spll mutanti odhalily potencialni vyznam SPL1 jako pozitivniho
regulatoru prodluzovani primarniho kotene, signalizace kyseliny abscisové a aktivity MnSOD1
(MSD1). SPL1 negativné reguluje prodluZzovani prytu a kveteni. V ramci druhé ¢asti prace byly
ptipraveny fuzni konstrukty eGFP:SPL1 a byla provedena jejich tranzientni exprese v listech
Nicotiana benthamiana pro pozorovani pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie.
Signal eGFP-SPL1 pod kontrolou nativniho promotoru byl lokalizovan v jadie
a v plasmodesmatech. Nadexpresni konstrukt poskytnul informace o specifické subcelularni
lokalizaci v endoplasmatickém retikulu a pravdépodobné Vv jeho globularnich strukturach. Oba
konstrukty byly pouzity pro stabilni transformaci rostlin Arabidopsis thaliana. Byly ziskany
pouze rostliny nesouci konstrukt pSPL1::eGFP:SPL1. Posledni ¢ast je vénovana hodnoceni
homodimerizace SPL1 pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému. Vysledky ukazaly
autoaktivaci reportérového genu, coz znemoznilo hodnoceni homodimerizace. Dale byly
ptipraveny konstrukty pro bimolekularni fluorescenéni komplementaci pro budouci potvrzeni
SPL1 protein-proteinovych interakei.

SPL1 se slibné jevi jako MAPK-regulovany protein, ktery ma potencial regulace
antioxidaéni obrany a rostlinného vyvoje.

Klicova slova SPL1, FSD1, MPK3, MPKG®6, signalizace, kveteni,
superoxiddismutasy, Arabidopsis thaliana, MAP kinasy
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Abstract

SQUAMOSA PROMOTER-BINDING PROTEIN-LIKE 1 (SPL1) is a member of plant-
specific family of transcription factors which regulate plant development and response to various
stimuli. SPL7, protein closely related to SPL1, regulates the expression of some
SUPEROXIDDISMUTASE (SOD) isoforms. Based on previous bioinformatic analyses, SPL1 is
suggested as transcription factor potentially regulating SOD. SOD are major components of plant
antioxidant defence which are subjected to regulation by mitogen activated protein kinases
(MAPK). MAPK are also key signalling components involved in response to diverse biotic and
abiotic stimuli and plant development.

Therefore, the theoretical part of the thesis summarizes the current knowledge on SPL,
SOD and MAPK. Experimental part is focused on the characterisation of SPL1 and its genetic
interaction with MPK3 and MPK®6. Within the first part, new potential SPL-regulated genes were
predicted out of genes encoding proteins previously found to be connected to FeSOD1 (FSD1) or
MAPK. Next, Arabidopsis thaliana double mutants spll.1/mpk3.1 and spll.1/mpk6.2 were
prepared and validated using genotyping. They will help to elucidate the genetic interaction
between SPL1 and MPK3 or MPK6. Moreover, phenotypic and biochemical analysis of spll
mutants uncovered potential importance of SPL1 as positive regulator of primary root elongation,
and abscisic acid signalling, as well as MnSOD1 (MSD1) activity. SPL1 negatively regulates
shoot elongation and flowering. Within the second part, eGFP:SPL1 fusion constructs have been
prepared and transiently expressed in Nicotiana benthamiana leaves for confocal laser scanning
microscopic observations. Signal of eGFP-SPL1 under the control of native promotor was
localized in nucleus and plasmodesmata. Moreover, overexpression construct showed specific
subcellular localization in endoplasmic reticulum and most likely endoplasmic reticulum
aggregates. Both constructs were used for stable transformation of Arabidopsis thaliana plants.
Only plants harbouring the construct pSPL1::eGFP:SPL1 were obtained. Within the last part,
possible homodimerization of SPL1 was tested using yeast two hybrid system. The results showed
autoactivation of the reporter gene which hindered the evaluation of the homodimerization. In
addition, constructs for bimolecular fluorescence complementation assay were prepared for future
validation of SPL1 protein-protein interactions.

In conclusion, SPL1 appears as a promising protein regulated by MAPK with potential
impact on antioxidant defence and plant development.
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1 Uvod

SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL) jsou unikatni rostlinné
transkrip¢ni faktory (TF). SPL reguluji nejriiznéjsi vyvojové pochody rostlin (Preston et Hileman,
2013), pravé proto zazivaji v poslednich letech zvySenou pozornost védecké komunity. Tento
zajem je spjat predevsim s vysokym potencialem pro biotechnologické aplikace (Miura et al.,
2010; Wang et Wang, 2017). Nemén¢ vyznamnymi jSOU pro rostlinny vyvoj i antioxidacni
enzymy, napiiklad superoxiddismutasy (SOD), které jsou vyznamnou mérou S SPL propojeny.
SPL7 a pravdépodobné dalsi zastupci SPL jsou diky vlivu na expresi SOD uvazovany jako jeden
z regulacnich mechanismti antioxidaéni obrany u rostlin (Yamasaki et al., 2009; Chao et al.,
2017). Bioinformatické (Zeiner, 2019), biochemické (Birkenbihl et al., 2005; Wang et al., 2018)
a fosfoproteomické analyzy (Zulawski et al., 2013) odhalily moZnost fosforylace SPL. To
nastifiuje jejich potencialni regulaci prostiednictvim fosforylace, naptiklad prostiednictvim
mitogen aktivovanych protein Kinasovych (MAPK) signalnich drah, které by tak mohly
vyznamn¢ ovlivnit jejich funkci.

Tato prace je proto zamétfena na poskytnuti literarniho piehledu stavajicich informaci
0 téchto proteinech. Prakticka ¢ast predlozené diplomové prace je zaméfena na rozsifeni znalosti
0 SPL1, ktery je potencialné zapojen do MAPK signalnich drah s ambici regulace exprese Fe
SUPEROXID DISMUTASY 1 (FSD1).



2 Cile prace

Vypracovani literarni reSerSe na téma:
e Vyvojova a buné¢na biologie SPL transkrip¢nich faktort
o MAPK signalizace s dlirazem na proteiny zapojen¢ do generativni faze ontogeneze
e Superoxiddismutasy, regulace jejich aktivity a exprese
Experimentalni cile:
e Fenotypova a biochemicka analyza spll1.1 a spl1.2
e Piiprava fuzniho konstruktu pSPL1::GFP:SPL1
o Lokalizace GFP-SPL1 pomoci konfokalni mikroskopie
o Pfiprava dvojitych mutanti spl1/mpk3 a spl1/mpk6



3 Literarni piehled

3.1 Transkripni faktory SQUAMOSA PROMOTER BINDING
PROTEIN-LIKE

SPL tvofi proteinovou rodinu specifickou pro rostlinnou vyvojovou linii (Guo et al.,
2008; Yang et al., 2008). Jedna se o TF, které vykazuji piitomnost charakteristické SQUAMOSA
PROMOTER BINDING PROTEIN (SBP) domény (Birkenbihl et al., 2005; Kropat et al., 2005;
Guo et al., 2008). SBP doména je DNA vazebna doména, ktera zajistuje stechiometrickou vazbu
na rozpoznavany GTAC motiv v promotorovych sekvencich cilovych gend (Cardon et al., 1999;
Birkenbihl et al., 2005; Kropat et al., 2005). Tato vazba je umoznéna piitomnosti aminokyselin
S pozitivnim nabojem (Yamasaki et al., 2004). Vysoky stupefi konzervace V ramci této domény
vykazuji ptedev§im rezidua cysteinu a histidinu, ktera formuji dvé struktury podobné zinkovému
prstu (Yamasaki et al., 2004; Birkenbihl et al., 2005; Guo et al., 2008). Pravé ty jsou vyznamné
pro efektivni vazbu DNA (Yamasaki et al., 2004; Birkenbihl et al., 2005).

Arabidopsis thaliana obsahuje ve svém genomu 16 SPL genu (Guo et al., 2008), nékteré
publikace, které zohlednuji SPL13B, uvadi 17 SPL genti (Yang et al., 2008). Dale v tomto textu
budou SPL pochazejici z Arabidopsis thaliana diskutovany jako ,,SPL*, SPL jinych druhti budou
specifikovany nazvem daného druhu.

Funkce SPL je spojovana nejen s regulaci tvorby kvétu (Wang et al., 2009a; Jorgensen et
Preston, 2014), prytu a kofene (Garcia-Molina et al., 2014a), ale také s odpovédi na stresové
podminky (Chao et al., 2017). Pletivové specificka exprese SPL gent ve spravné fazi ontogeneze
je esencialni pro spravny vyvoj rostlin (Preston et Hileman, 2013). Pfedev$im je vyzdvihovana
jejich regulace transkripce MCM1, AGAMOUS, DEFICIENS, SRF (MADS)-box gent (Cardon et
al., 1999; Birkenbihl et al., 2005; Yamaguchi et al., 2009), jejichZ produkty jsou spojovany nejen
s generativni fazi Zivotniho cyklu, véetné kveteni (Smaczniak et al., 2012; Aerts et al., 2018), ale
i s vyvojem embrya a klicenim (Rounsley et al., 1995) nebo s tvorbou koifene (Shao et al., 2019).

Na zakladé fylogenetickych analyz mohou byt SPL déleny do nékolika skupin (Cardon
et al., 1999; Yang et al., 2008). Pro ucely této prace budeme SPL Arabidopsis thaliana délit
(Obrazek 1) na (a) velké SPL, charakteristické aminokyselinovou sekvenci vétsi nez

500 aminokyselin, a (b) malé SPL, které jsou mensi nez 500 aminokyselin.
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Obrazek 1: Rozdéleni SPL Arabidopsis thaliana podle velikosti aminokyselinové sekvence.
Uvedeny jsou i vyznamné domény. SBP — SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN
doména; ANK - ankyrinovd repetice; TMD — transmembranova doména; méfitko —
100 aminokyselin. Vytvoieno na zéklad¢ dat dostupnych v databazi Simple Modular Architecture
Research Tool (Letunic et Bork, 2018).

3.1.1 Velké SPL

Velké SPL jsou skupina sekvenéné blizkych SPL1, SPL12, SPL14 a SPL16 a SPL7
(Yang et al., 2008). Tyto SPL maji C-terminalni transmembranovou doménu (TMD; viz Obrazek
1; Garcia-Molina et al., 2014b; Chao et al., 2017). Eliminace TMD Solanum lycopersicum
SBP12a (SlySBP12a), SPL rajcete, ktera je zodpovédna za jeho integraci do membrany
endoplasmatického retikula, narusuje jeho lokalizaci a je lokalizovan predevs§im v jadie (Kessens
et al., 2018). Pfitomnost této domény, respektive subcelularni lokalizace téchto SPL, vybizi
Kk tivaham o interakci s integralnimi proteiny membran (Wang et al., 2009b). Strukturni podobnost
je zachovana i mimo vysoce konzervovanou SBP doménu. Podobnost je spojena se shodnou
pozici nekterych intronti (Guo et al., 2008) a ptitomnosti AHA motivu v N-terminalni oblasti
(Kropat et al., 2005; Sommer et al., 2010). AHA motiv je obecné spojovan s transkripéni aktivaci
proteint (Doring et al., 2000). U této skupiny se vyskytuji i ankyrinové (ANK) repetice (Guo et
al., 2008; Yang et al., 2008), které jsou klasicky uvazovany jako protein-proteinovy interakéni
motiv (Islam et al., 2018).



3.1.1.1 SPL1 a SPL12

SPL1 a SPL12 vykazuji vysoky stupeni homologie, ktery je zpusobeny duplikaci
a translokaci ancestralniho genu (Cardon et al., 1999). To vysvétluje i pfipadnou funkéni
redundanci (Chao et al., 2017; Schulten et al., 2019) a podobnou troven exprese jejich gent
s konstitutivnim charakterem (Cardon et al., 1999; Jorgensen et Preston, 2014), ktera byla
u Arabidopsis pozorovana ve vSech pletivech. Vyssi exprese je vSak v kvétu, nez ve vegetativnich
organech (Jorgensen et Preston, 2014; Chao et al., 2017). Gen SPL1 je relativné vice exprimovan
nez SPL12 (Cardon et al., 1999; Jorgensen et Preston, 2014), nicméné exprese genu SPL12 je
vyssi nez SPL1 ve vegetativnim apikalnim meristému prytu (Jorgensen et Preston, 2014). Tyto
rozdily mohou poukazovat na jejich odlisnosti. Exprese genu SPL1 se navic zvySuje béhem
zasoleni (Kreps et al., 2002). Na druhou stranu, exprese Carica papaya SPL1 (CpSPL1)
a CpSPL12 byla sniZena ptusobenim ethephonu (ETH), ktery je uzivan pro stimulaci dozravani,
ale indukovana 1-methylcyklopropenem (1-MCP), inhibitorem zrani (Xu et al., 2020).

Mutovani pouze jednoho z téchto genti nema vyznamny vliv na fenotypovy projev rostlin.
Vyfazeni gentt SPL1 a SPL12 je spojovano se snizenim fertility vlivem defektniho vyvoje kvétu,
predevsim s jeho oteviranim (Chao et al., 2017), ale také se sniZzenim mnozstvi SeSuli a semen
(Chaoetal., 2017; Schulten et al., 2019). Tyto projevy jsou spojeny predevsim s vyssi senzitivitou
vici zvySenym teplotam (Chao et al., 2017). Vyssi citlivost dvojitych mutantt spll/spl12
potvrzuje funkéni redundanci téchto gent (Chao et al., 2017). Vyssi teploty vedou u spll/spl12,
V porovnani s rostlinami divokého typu a s mutanty spll a spl12, k pozorovani nizsi aktivity SOD,
zvySeni koncentrace kyslikovych radikal a v kone¢ném dasledku k bunécéné smrti (Chao et al.,
2017). Pti nedostatku médi vykazuje trojity mutant spl1/spl7/spl12 defektni tvorbu semen, nizsi
Vv porovnani s rostlinami divokého typu, ale i s rostlinami spl7 a spl1/spl12 (Schulten et al., 2019).

Transkripce MADS-box genu APETALA 1 (AP1) muze byt regulovana pomoci SPL1,
jelikoz byla experimentalné potvrzena interakce SBP domény SPL1 s promotorem tohoto genu
(Birkenbihl et al., 2005). Homologni Glycine max SPL12l (GmSPL12l) hraje roli jako negativni
regulator obrannych reakci s6ji. Exprese genu GmSPL12l se vyznamné sniZuje po infekci rostliny
patogenem Phakopsora pachyrhizi. Podobny vyznam v odpovédi na bioticky stres byl pozorovan
i pro gen NbSPL1 u Nicotiana benthamiana. Umléeni genu GmSPL12| negativné ovliviiuje

schopnost ristu a vyvoje rostliny (Qi et al., 2016).

3.1.1.2 SPL14 a SPL16

Exprese genu SPL14 je pozorovana piedevs§im ve vaskularnich pletivech listového fapiku
a kliénich list, hydatodach, zakladné trichomii a v blizné (Stone et al., 2005). Exprese genu

SPL16 je popisovana piedev§im Vv apexu prytu a stonkovych listech (Preston et Hileman, 2013)
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aje zvySena pusobenim nizkych teplot (Vogel et al., 2005). Zafeni UV-B indukuje sniZeni
exprese genu SPL14 (Saini et al., 2020), exprese genu CpSPL14 je naopak zvySena aplikaci 1-
MCP (Xu et al., 2020).

SPL14 pisobi do jisté miry opaéné vici SPL, které hraji ulohu v pfechodu z juvenilni do
vegetativni faze ontogeneze, tedy zpomaluje tento prechod (Telfer et al., 1997; Stone et al., 2005).
Mutantni rostliny spl14 vykazuji zvySenou elongaci fapiku, vyraznéjsi zoubkovani listové ¢epele
a opozdéné kveteni (Stone et al., 2005).

3.1.1.3 SPLY

SPL7 patii k nejlépe prostudovanym a nejintenzivnéji studovanym SPL. Hladina
transkriptu SPL7 se zvySuje Vv listech v pribéhu vyvoje s maximem dosazenym pted kvetenim
(Garcia-Molina et al., 2014a; Jorgensen et Preston, 2014). K expresi SPL7 dochazi piedevsim
v kofeni, stonku a kvétu (Yamasaki et al., 2009; Garcia-Molina et al., 2014a). Pravé v kofeni byla
pozorovana specificka exprese ve vyvijejicich se primordiich lateralnich kofent (Araki et al.,
2018). Transkripce tohoto genu je stimulovana zasolenim (Kreps et al., 2002) a u homologniho
genu CpSPL10 je indukovana 1-MCP (Xu et al., 2020). Subcelularni lokalizace proteinu SPL7,
ktery byl zna¢en zelenym fluorescenénim proteinem (GFP; green fluorescent protein), je popsana
nejen v jadie, ale zejména v membranovém systému endoplasmatického retikula (Garcia-Molina
et al., 2014b).

SPL7 je spojen piedev§im s regulaci exprese na méd bohatych proteini a regulaci
antioxidacni obrany, nékterych geni SOD, ¢emuz bude vénovana jedna z nasledujicich kapitol.
Ovlivituje ale expresi i dalSich gend, jako napiiklad FERRIC REDUCTASE OXIDAS (Bernal et
al., 2012) anebo COPT, které koduji proteiny zapojené do transportu médi (Jung et al., 2012).
SPL7 v kone¢ném disledku vstupuje do distribuce kovii, ¢ehoz dikazem je redukované mnozstvi
médi v listové rizici mutantd spl7 (Bernal et al., 2012; Schulten et al., 2019). Rostliny mutantd
al., 2009; Bernal et al., 2012; Garcia-Molina et al., 2014a) a symptomy chlorozy (Bernal et al.,
2012). Soucasna mutace gentt SPL7 a KIN17 zesiluje Cu-dependentni fenotyp mutant spl7.
U téchto rostlin je pozorovan limitovany rust a elongace kofene, zvyseny oxidacni stres a snizeny
pocet pylovych zrn s redukovanou zivotaschopnosti (Garcia-Molina et al., 2014a). KIN17, ktery
patii do skupiny vysoce konzervovanych DNA vazebnych proteind (Mazin et al., 1994),
podporuje expresi Cu-responzivnich gena diky fyzické interakci s SPL7 (Garcia-Molina et al.,
2014a). SPL7 ovliviiuje nejen transport médi v kofenovém systému, ale také deficienci zeleza

v prytu (Bernal et al., 2012).



3.1.2 Malé SPL

Malé SPL jsou charakteristické regulaci pomoci miRNA (Preston et Hileman, 2013), to
vSak neplati pro gen SPL8 (Xing et al., 2010), coz jej odliSuje od ostatnich malych SPL. SIlySBP8b
ma podobné charakteristiky jako vySe uvedeny SlySBP12a, pii¢emz se odliSuje v subcelularni
lokalizaci, ktera je ovlivnéna absenci TMD (Kessens et al., 2018).

Tyto SPL geny, délené na zakladé fylogenetickych analyz do ¢tyf podskupin (i) SPL3,
SPL4 a SPLS5; (ii) SPL2, SPL10 a SPL11; (iii) SPL6, SPL9 a SPL15; a (iv) SPL13 (Chen et al.,
2010), jsou regulovany pomoci miR156 a miR157, které pisobi destabilizaci jejich transkriptu
a translaéni represi (Wu et Poethig, 2006; Addo-Quaye et al., 2008; German et al., 2008; He et
al., 2018a). Obecné nejsou tyto SPL spjaty jen se spravnym vyvojem prasnikt (Xing et al., 2010),
ale predevsim s ptechodem rostliny z juvenilni do dospélé faze ontogeneze (Wu et Poethig, 2006;
Schwarz et al., 2008; Usami et al., 2009).

Vyfazeni jednotlivych MIR genli ma mensi vliv na expresi téchto SPL genti nez mutace
al., 2018a). Jejich nadexprese ma podobny efekt jako vyfazeni anebo umleni téchto SPL
(Schwab et al., 2005; Yu et al., 2010). miR157 je vice abundantni nez miR156, ma v§ak mensi
efekt na morfologii prytu a expresi SPL genii neZ miR156. Tento fakt je zapfi¢inén chybnym
parovanim pfi vzniku heteroduplexu a pravdépodobné mén¢ efektivnéjsi vazbou ARGONAUTE
1, proteinu spojeného s degradaci cilovych molekul (He et al., 2018a). Exprese MIR156 je
nejvyssi v mladych semenaccich pii kratkém dni (Wang et al., 2009a). Nadexprese MIR156
pusobi opozdéni kveteni (Schwarz et al., 2008), rychlejsi iniciaci tvorby listu listové ruzice,
potlaceni apikalni dominance, zvySeni poctu listd (Schwab et al., 2005), zrychleni ristu

primarniho kotene a stimulaci tvorby lateralnich kofent (Yu et al., 2015).

3.1.2.1 SPL8

SPLS je zapojen do ranného vyvoje rostlin (Zhang et al., 2006), generativni faze vyvoje
(Cardon et al., 1999; Zhang et al., 2006; Jorgensen et Preston, 2014) a zasahuje do regulac¢nich
drah giberelina, které jsou dilezité pro kliceni a elongaci kotene (Zhang et al., 2006).

Mutantni rostliny spl8 se vyznacuji snizenou fertilitou (Unte et al., 2003; Xing et al.,
2010), ktera je spojena s abnormalnim vyvojem mikrosporangii, premeiotickymi aborty
sporocytll a naslednym snizenim poctu pylovych zrn. Snizeni sam¢i fertility je také ptikladano za
vinu vyznamnému zkraceni nitek prasniku, které nemohou dosahnout relativné vyssi polohy vici
pestiku, coz narusuje schopnost samoopyleni (Unte et al., 2003). Snizena fertilita, ne vSak
absolutni sterilita, poukazuje na piitomnost funkéné podobné anebo podobnych SPL (Unte et al.,

2003; Zhang et al., 2006; Xing et al., 2010). Tento semisterilni fenotyp mutantd spl8 je spjat
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s funk¢ni redundanci SPL8 a miR156- a miR157-regulovanych SPL. Toto bylo potvrzeno
nadexpresi MIR156 Vv rostlinach mutanti spl8. Tato nadexprese MIR156 piisobi tplnou sterilitu
rostlin (Xing et al., 2010).

3.1.2.2 SPL3, SPL4 a SPL5

Relativné vyssi exprese genu SPL3 byla pozorovana v kvétu (Cardon et al., 1999; Yu et
al., 2015), sesulich (Yu et al., 2015), listu (Wu et Poethig, 2006; Yu et al., 2015), apexu prytu
a v expandujicich listovych primordiich (Wu et al., 2009). Celkov¢ vsak cela skupina téchto SPL
gentt ma podobny expresni profil (Cardon et al., 1999). Zafeni UV-B indukuje zvySeni exprese
genu SPL4 (Saini et al., 2020) a exprese genu CpSPL3 je indukovana 1-MCP (Xu et al., 2020).
SlySBP3 a SlySBP4 jsou intenzivnéji exprimovany v listech a v kvétu, konkrétné mize byt snadno
exprese identifikovana v ty¢inkach. Exprese genu COLORLESS NON-RIPENING (CNR), ktery
je ortologni genu SPL3, je vyzdvihovana piedevs§im v prubéhu tvorby plodu a jeho zrani (Salinas
et al., 2012). To poukazuje na jejich vyznam v ramci reproduktivni faze vyvoje (Manning et al.,
2006; Salinas et al., 2012). SPL3, ktery byl znacen GFP, byl detekovan v dospélych listech
a v kvétnim meristému (Yamaguchi et al., 2009).

Funkéné redundantni proteiny SPL3, SPL4 a SPL5 pozitivné reguluji zménu vegetativni
faze a kveteni (Wu et Poethig, 2006; Wang et al., 2009a; Yamaguchi et al., 2009), coZz miize byt
spojeno s nadexpresi gent, kterymi jsou LEAFY (LFY), FRUITFULL (FUL) a AP1 (Yamaguchi
et al., 2009). Exprese miRNA-resistentniho SPL3 vede ke zrychleni produkce abaxialnich
trichom bez vyrazného vlivu na tvar listu. Nadexprese genti SPL3, SPL4 a SPL5 resistentnich
vici regulaci pomoci miRNA ma shodné fenotypové projevy jako nadexprese genu MIR172b
(Wu et al., 2009). miR172 je spojena s indukci kveteni, potlaéenim represort kveteni (Aukerman
et Sakai, 2003; Schmid et al., 2003). Epimutace genu CNR je spojena se sniZzenou produkci
ethylenu (Thompson et al., 1999), inhibici zrani a omezenou pigmentaci perikarpu (Thompson et
al., 1999; Manning et al., 2006), ktera je zptsobena inhibici syntézy karotenoida (Fraser et al.,
2001). Popsanym homolognim genem této skupiny je i Antirrhinum majus SBP1 (AmSBP1),
jehoz exprese v kvétu je klicova pro indukcei kveteni a vyvoj kvétu. Mutace tohoto genu ptisobi
zvyseni poctu listovych nodd, je tedy zapojen i do regulace apikalni dominance. Umlceni tohoto
genu vede k opozdéni kveteni, nebo absolutni ztraté schopnosti kvést, coz je zptisobeno snizenim
exprese regulovanych geniit SQUA, DEFICIENS-HOMOLOG 28 a FUL (Preston et Hileman,
2010).



3.1.2.3 SPL2, SPL10 a SPL11

Exprese této skupiny SPL genti ma konstitutivni charakter (Cardon et al., 1999),
majoritné jsou vSak exprimovany ve stonku a v kvétu (Shikata et al., 2009). Navic, pro SPL11
byla vyznamnéji detekovana exprese v prasnicich (Xing et al., 2010). Kromé miR156 a miR157
mize byt exprese genu SPL2 potencialné regulovana také miR391 (German et al., 2008).

Piedevsim gen SPL10, ale i dal$i miR156-regulované SPL geny, hraji Glohu pfi represi
vyvoje lateralnich kofent (Yu et al., 2015). Regulace vyvoje kofenového systému byla popsana
i uryze. SPL3 ryZe, ktery je homolognim genem této fylogenetické skupiny (Yang et al., 2008),
vykazuje schopnost negativni regulace tvorby nodalnich kotfend (Shao et al., 2019). SPL10
a SPL11 maji témét shodnou sekvenci, proto se da predpokladat jejich piekryvajici se funkce
(Yang et al., 2008). Celkov¢ vsak tato skupina SPL kontroluje vegetativni a reproduktivni fazi
vyvoje. Gen SPL2 ma dvé sestfihové varianty. Prvni varianta je spojena s produktem, jehoz
struktura je podobna SPL10 a SPL11. Exprese je shodna s expresi genit SPL10 a SPL11. Druha
varianta je spjata s tvorbou zkraceného proteinu, ktery vykazuje konstitutivni charakter vyskytu.
Exprese chimérického represoru genu SPL10 zpusobuje redukci apikalni dominance a zvysuje
pocet trichomu. Pozorované zvySeni poctu trichomt bylo také nalezeno u dvojitych mutantt
spl2/spl10 a spl2/splll (Shikata et al., 2009). Exprese miR156-resistetniho genu SPL10 vede
naopak ke snizeni poétu trichomt (Yu et al., 2010). Rostliny nesouci miR156-resistentni geny
SPL10 nebo SPL11 vykazovaly pted¢asny ptechod z juvenilni do dospélé faze, coz mize byt

spojeno s popsanou zygotickou represi pomoci miR156 (Nodine et Bartel, 2010).

3.1.2.4 SPL6, SPL9 a SPL15

Specificka exprese genu SPL9 je pozorovana V centralnim valci, klidovém centru
hlavniho kotene, butikach pericyklu (Yu et al., 2015), listovych primordiich a v provaskularnich
svazcich mladych lista (Wang et al., 2009a). Exprese genu SPL15 byla pozorovana v prasnicich
anavnitini placentalni strané¢ semeniku pted zahajenim tvorby vajicka (Xing et al., 2010).
Hladiny transkripta SPL6, SPL9 (Cardon et al., 1999; Schwarz et al., 2008) a SPL15 se zvySuji
v pribéhu ontogeneze. Porovnatelna exprese gentt SPL9 a SPL15 v rannéjsich fazich vyvoje je
nasledné vysttidana preferenéni expresi genu SPL9 (Schwarz et al., 2008). U tohoto genu byla
navic pozorovana stimulace exprese pfi expozici rostlin svétlu (Wang et al., 2009a; Li et al.,
2019) a jeji indukce zafenim UV-B (Saini et al., 2020).

SPL9 potlacuje formovani internodalnich trichomi pfimou aktivaci transkripce gentl
TRICHOMELESS 1a TRIPTYCHON, které ve svych promotorovych sekvencich obsahuji nékolik
GTAC vazebnych motiva (Yu et al., 2010). VazZe se také do promotorovych oblasti genu
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1, AGAMOUS-LIKE 42 (Wang et al.,
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2009a) a ECERIFERUM 1 (Li et al., 2019). ECERIFERUM 1 pusobi stimulaci syntézy voskt
(Aarts et al., 1995; Li et al., 2019). Tento proces je negativné ovlivnén heterodimerizaci SPL9
s DECREASE WAX BIOSYNTHESIS (DEWAX; Li et al., 2019), ktery je TF regulujici
produkci voska (Go et al., 2014).

Vyfazeni genu SPL9 pisobi opozdéni tvorby abaxialnich trichomi a zakulacengjsi tvar
listt. Mutace genu SPL15 vSak podobné fenotypové projevy nevyvolala (Wu et al., 2009). Navic,
gen SPL9I je spojen s elongaci listové ¢epele, stimulaci zoubkovani listti, zvySenou expresi genu
MIR172b (Wu et al., 2009) a negativnim vlivem na vyvoj lateralnich kofent (Yu et al., 2015).
Rostliny s mutovanymi geny SPL9 a SPL15 vykazuji zvySeny pocet listd listové rizice, niZsi
vzrust, krats§i plastochron a vétsi pocet postrannich vyhond. U téchto rostlin je tedy pozorovana
tendence ztraty apikalni dominance (Schwarz et al., 2008). Pozorované fenotypové projevy jsou
mirngjsi v porovnani s projevy MIR156b nadexpresnich rostlin (Schwab et al., 2005; Schwarz et
al., 2008).

SPL6 pochazejici z Nicotiana benthamiana a SPL6 pozitivné reguluji obranu vici
biotickému stresu (Padmanabhan et al., 2013). Vyfazeni gent GmSPLY, které jsou homologni
genum SPL9 a SPL15, zapfiCifiuje zvySeni poctu nodull, poctu vétveni, zvySeni suché vahy

rostliny a snizeni délky plastochronu (Bao et al., 2019).

3.1.2.5 SPL13

K expresi genu SPL13 dochazi predevsim v hypokotylu, ale i ve vaskularnich pletivech
bazalni casti deloznich listd (Martin et al., 2010). Slaba exprese SPL13 byla také
detekovana v prasnicich (Xing et al., 2010).

Transkript miR156-resistentniho genu SPL13 je akumulovan v semenaccich a je spojovan
s oddaleni tvorby vegetativnich listl. Tyto poznatky ukazuji na vyznam SPL13 pro vyvoj
listovych primordii (Martin et al., 2010). Vyfazeni genu SPL13 u rostlin s mutovanymi geny pro
MIR156 a MIR157 ma za nasledek castecné potlaceni fenotypovych projevii pozorovanych
u rostlin s vytfazenymi MIR156 a MIR157, které vykazuji zvySenou tvorbu abaxialnich trichoma
a prodlouzeni tvaru listi. Produkce abaxialnich trichomti vSak byla v porovnani s rostlinami

divokého typu stale vyssi (He et al., 2018a).

3.2  Superoxiddismutasy

Antioxidacni obrana zivych organismu je jejich nepostradatelnou soucasti, ktera jim
pomaha vyrovnat Se S riznymi environmentalnimi podminkami, které jsou spojeny s ptitomnosti

reaktivnich kyslikovych radikald (ROS; reactive oxygen species). Antioxida¢ni obranu
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organismt muzZeme rozdélit na enzymatickou a neenzymatickou. I kdyz obé tyto slozky jsou svou
povahou odlisné, obé se vyznamnou mérou podili na obran¢ vii¢i ROS. Pravé SOD jsou klicovou
komponentou enzymatické obrany, kterd je spojena S pteménou superoxidového aniontového
radikalu na peroxid vodiku. Superoxidovy aniontovy radikal je tvofen jako vedlej$i produkt
metabolickych pochodi, zejména v mitochondriich a chloroplastech (Foyer et Noctor, 2009), ale
také pomoci NADPH oxidas v apoplastu (Kimura et al., 2020).

SOD jsou metaloenzymy, které jsou déleny do ¢tyt skupin podle pfitomnosti specifického
kofaktoru na (i) FeSOD, (ii) MnSOD, (iii) Cu/ZnSOD a (iv) NiSOD. NiSOD vsak nejsou
pritomny ve vyssich rostlinach (Schmidt et al., 2009; Abreu et Cabelli, 2010; Pilon et al., 2011).

FSD1, FeSOD1 Arabidopsis thaliana, se vyskytuje ve stromé, ale nachazi se také v jadre
a cytosolu (Dvotak et al., 2021a). V cytosolu se nachazi i Cu/Zn SUPEROXID DISMUTASA 1
(CSD1; Kliebenstein et al., 1998). Subcelularni lokalizace FSD2, FSD3 (Myouga et al., 2008)
a CSD2 (Kleffmann et al., 2004) je popsana v chloroplastu, konkrétné tylakoidni membrané
(Kleffmann et al., 2004; Myouga et al., 2008). CSD3 je lokalizovana v peroxisomech
(Kliebenstein et al., 1998) a Mn SUPEROXID DISMUTASA 1 (MSD1) v mitochondriich
(Morgan et al., 2008). Pravé specificka subcelularni lokalizace vyzdvihuje vyznam dané SOD pro
ur¢ity kompartment. Toto mize byt demonstrovano vyfazenim genu FSD2 a FSD3, které je
spojeno s naruSenim fotosyntézy a zvySenim hladiny ROS. FSD2 a FSD3, pies stejnou
subcelularni lokalizaci a shodnou katalytickou aktivitu, nejsou funkéné zaménitelné (Myouga et
al., 2008; Gallie et Chen, 2019).

SOD jsou zapojeny do procest vyvoje lateralnich kofent (Morgan et al., 2008; Dvoiak
et al., 2021a) a na bun&¢né Grovni ptispivaji naptiklad ke spravnému vyvoji chloroplastt (Myouga
et al., 2008). Jejich exprese se zvySuje v odpovédi na abiotické faktory. Takovymi faktory jsou
naptiklad zvySena salinita, sucho, suboptimalni teploty (Yadav et al., 2019) anebo expozice 0zonu
(Ederli et al., 2011). Zvyseni abundance proteinti zapojenych do detoxifikace ROS je spojeno
s vys§i odolnosti vii¢i oxida¢nimu stresu (Takaé et al., 2014). ROS maji nejen cytotoxicky vliv,
ale i podil na bunééné signalizaci jako signalni molekuly (Farnese et al., 2016; Huang et al., 2016;
Kimura et al., 2017). Pfikladem muze byt signalizace spojena s klic¢enim a dormanci semen (EI-
Maarouf-Bouteau et Bailly, 2008). Vzhledem k signaliza¢ni povaze ROS, ptedev§im peroxidu
vodiku, jsou tedy i SOD zapojeny do signaliza¢nich drah (Foyer et Noctor, 2009; Huang et al.,
2016).

Regulace SOD je komplexni problematika, které budou podrobnéji vénovany nasledujici
kapitoly. Obrazek 2 shrnuje moznosti regulace exprese, posttranslaénich modifikaci
a interak¢nich partnerd SOD. Tyto poznatky nepochazi pouze ze studia rostlin, ale predevsim

zivocichd, respektive kvasinek.
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SOD —— SOD

Acetylace Sumoylace
TF MAPK Acylace Ubiquitinace
« MYB49 « MPK4 Fosforylace
* SPL7 * MKKS * CDKIl1 Interakce
* RAP2.6L * MEKKI1 * CDK4 + CCS
« ZATIO « ANP2 Glutathionylace * CPN20
*« ZATI12 * ANP3 Nitrace *+ DJ-1
Oxidace + LSUIL

Obrazek 2: Popsané moznosti regulace SOD. Zelené pole ukazuje faktory, které ovliviiuji expresi
gend kodujicich SOD. Posttranslaéni modifikace a proteiny, které ovliviiuji samotné enzymy, jSou
uvedeny v modrém poli. miR398 (Abdel-Ghany et Pilon, 2008; Yamasaki et al., 2009); MYB49
(Zhang et al., 2020a); SPL7 — SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN 7 (Yamasaki
et al., 2009; Mermod et al., 2019); RAP2.6L — RELATED TO APETALA 2 6L (Liuetal., 2012);
ZAT — ZINKOVY PRST ARABIDOPSIS THALIANA (ZINC FINGER OF ARABIDOPSIS
THALIANA), ZAT10 (Mittler et al., 2006), ZAT12 (Davletova et al., 2005); MAPK,
MPK — mitogen aktivovana protein kinasa, MPK4 (Pitzschke et al., 2009; Gawronski et al.,
2014); MKK5 - MITOGEN AKTIVOVANA PROTEIN KINASA KINASA 5 (Xing etal., 2013;
Xing et al., 2015); MEKK1 — MITOGEN AKTIVOVANA PROTEIN KINASA KINASA
KINASA 1 (Pitzschke et al., 2009; Xing et al., 2015); ANP — HOMOLOG JADERNE
A FRAGMOPLAST LOKALIZOVE KINASY ARABIDOPSIS THALIANA (ARABIDOPSIS
THALIANA HOMOLOGUES OF NUCLEUS- AND PHRAGMOPLASTLOCALIZED
KINASE; Takag et al., 2014); acetylace (Kaliszewski et al., 2016); acylace (Banks et al., 2017);
fosforylace (Tsang et al., 2014; Tsang et al., 2018; Dvoiéak et al., 2021b); CDK — CYKLIN
DEPENDENTNI KINASA, CDK1 (Candas et al., 2013), CDK4 (Jin et al., 2015): glutathionylace
(Wilcox et al., 2009; Redler et al., 2011); nitrace (Holzmeister et al., 2015); oxidace (Coelho
et al., 2014); sumoylace (Fei et al., 2006; Niikura et al., 2014); ubiquitinace (Yonashiro et al.,
2009); CCS - COPPER CHAPERONE FOR SUPEROXID DISMUTASE (Rae
etal., 1999; Huang et al., 2012); CPN20 — CHAPERONIN 20 (Kuo et al., 2013); DJ-1 (Xu et al.,
2010); LSU1 — LOW SULPHUR UPREGULATED 1 (Garcia-Molina et al., 2017).

3.2.1 SPL7 jako vyznamny regulator exprese SOD

Nakladani s médi je spojeno s regulaci exprese gent MIR397, MIR398, MIR408
a MIR857 pomoci SPL7 (Yamasaki et al., 2009). Pti nedostatku médi dochazi k expresi MIR398,
ale i MIR397, MIR408 a MIR857. Jejich genové produkty, miRNA, brani expresi CSD a dalSich
neesencialnich gent, které koduji proteiny bohaté na méd’ (Abdel-Ghany et Pilon, 2008; Addo-
Quaye et al., 2008; German et al., 2008; Yamasaki et al., 2009). Dva na méd’ bohaté proteiny,
CSD a plastocyanin, jsou vyznamné pro rostlinny vyvoj (Yamasaki et al., 2008). Predevsim
plastocyanin je esencialni, proto je uptednostnén pred CSD pti nedostatku meédi (Abdel-Ghany et
Pilon, 2008). Vyvolany pokles aktivity CSD je nasledné zastupovan aktivitou SPL7-regulované
(Andrés-Colas et al., 2013) FSD1 (Abdel-Ghany et al., 2005). Regulace geni CSD1 a CSD2 se
odehrava na transkripcni i translacni Grovni. Opacny trend je pozorovan pii nadbytku médi

(Abdel-Ghany et Pilon, 2008; Mermod et al., 2019). Exprese genu MIR398, ktery reguluje expresi
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gent CSD1 a CSD2, je navic stimulovana sacharézou (Dugas et Bartel, 2008) a, spolu s MIR397,
MIR408 a MIR857, je ovlivnéna nespravnou farnesylaci. Farnesylovany HEAT SHOCK
PROTEIN 40, ktery ma vliv na expresi SPL7-regulovanych MIR genu (Barghetti et al., 2017), je
také spojovan s odpovédi vuéi teplotnimu stresu (Wu et al., 2019), coz by mohlo nastifiovat
souvislost s SPL1 a SPL12 (Chao et al., 2017). Distribuce médi mize byt ovlivnéna i dal§imi
faktory, jako napftiklad aktivitou dalSich proteinil, jednim z nich je naptiklad P-type ATPasa
Arabidopsis (Abdel-Ghany et al., 2005), nebo zménou koncentrace dusiku v substratu. Pfi
nadbytku mé&di nemély rizné koncentrace dusiku zadny vliv na expresi genu FSD1. Pokud byla
koncentrace médi nizsi, vyssi koncentrace dusiku méla pozitivni efekt na expresi FSD1. Stejny
trend plati i na urovni proteini. Exprese CSD ma opaény trend (Mermod et al., 2019). Odpovéd’
rostliny na nedostatek dusiku se lisi v zavislosti na pletivech a organech. Dochazi k modifikaci
metabolickych drah, které, mimo jiné, vedou ke zvySeni exprese gend zapojenych do procest
spojenych s nakladanim s kovy (Krapp et al., 2011).

SPL7 navic muZe interagovat s ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5; Zhang et al.,
2014) a tim se zapojit do signalizace svétla a médi (Zhang et al., 2014; Saini et al., 2020). SPL7
a HY5 se simultanné vazi do promotoru genu MIR408, do GTAC a G-box motivu, a tak stimuluji
jeho expresi. Konstitutivné exprimovana MIR408 muzZe zvratit defektni pribéh ontogeneze
mutantnich rostlin spl7, hy5 aspl7/hy5. HYS navic negativné piisobi na expresi genu SPL7
(Zhang et al., 2014) a reguluje produkci anthokyant v odpovédi na UV-B represi genu DEWAX,
ktery je negativnim regulatorem jejich syntézy. Toto ukazuje na propojeni s antioxida¢ni obranou
na dalsi arovni, na Grovni neenzymatické obrany (Saini et al., 2020).

Gen FSD1 vykazuje navic cirkadianni a diurnalni regulaci. Exprese genu SPL7 a SPL7-
regulovaného genu FSD1 neni konstantni v pribéhu periodického stfidani svétla a tmy.
Maximalni hladina transkriptu SPL7 pfedchazi dosaZzeni maximalni arovné transkriptu FSD1
v ¢ase. Odlisné Casti svételného spektra nemaji vliv na expresi genu SPL7. Exprese genu FSD1

je negativné ovlivnéna jeho modrou slozkou (Perea-Garcia et al., 2016).

3.2.2 Dalsi moznosti regulace exprese SOD

V reakci na zareni UV-B byla v epidermalnich bunkach apikalniho meristému prytu
pozorovana zvySena exprese genu CSD2 a COPPER CHAPERONE FOR SUPEROXID
DISMUTASE (CCS), naopak snizeni exprese bylo pozorovano pro gen FSD1 (Saini et al., 2020).
Exprese genu CCS je vyznamna diky schopnosti CCS regulovat aktivitu Cu/ZnSOD (Leitch et
al., 2012). Nicméné, geny CSD1, CSD2 a CCS jsou také pozitivné ovlivnény nadexpresi TF
ZINKOVY PRST ARABIDOPSIS THALIANA 12 (ZAT12; ZINC FINGER OF ARABIDOPSIS
THALIANA 12). Exprese genu FSD1 je vsak opét snizena (Davletova et al., 2005). Exprese genu
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ZAT12 je zvySena jako odpoveéd na peroxid vodiku (Rizhsky et al., 2004; Davletova et al., 2005;
Le et al., 2016), zvysenou teplotu, poranéni pletiva (Rizhsky et al., 2004; Davletova et al., 2005)
a methyl viologen (Rizhsky et al., 2004; Davletova et al., 2005; Xu et al., 2017). ZAT12 je také
spojen s negativnim vlivem na vstiebavani zeleza, kter¢ je kofaktorem FeSOD (Le et al., 2016).
Studium toho TF tedy opét ukazuje vyznam TF, které mohou regulovat antioxidaéni obranu.

Nejen ZAT12 je zapojen do regulace SOD. Nadexprese genu ZAT10 je spojena se
zvySenim exprese genu FSD1 a dalSich genl spojenych s antioxidacni obranou. ZvySena
abundance antioxidac¢nich enzymu nasledné posiluje odolnost rostlin vici salinité, zvySené
teploté a osmotickému stresu (Mittler et al., 2006). Navic, nadexprese TF RELATED TO
APETALA 2 6L vede ke zvyseni exprese genu FSD1 a vyssi odolnosti rostlin k podmaceni.
Mutace tohoto genu ma opacny efekt (Liu et al., 2012). Exprese genu CSD2 je snizena u rostlin
exprimujici transkripéni represor genu MYB49, predevsim v podminkach zvysené salinity (Zhang
et al., 2020a).

MAPK jsou zapojeny do signalnich drah, které reguluji nejriznéjsi vyvojové procesy.
Reguluji, mimo jiné, i SOD. Snizeni abundance transkriptu FSD1, FSD2 a FSD3
v mutantech mpk4 ukazuje na zapojeni MITOGEN AKTIVOVANE PROTEIN KINASY 4
(MPK4) do regulace jejich exprese. Opaény trend byl pozorovan pro gen CSD2. Zmény se
projevily i na trovni jejich enzymatické aktivity, celkova aktivita SOD vSak byla u mpk4
mutantnich rostlin vyssi (Gawronski et al., 2014). U mutantt mpk4 a mekk1 bylo navic popsano
zvySeni exprese genu CSD1. MITOGEN AKTIVOVANA PROTEIN KINASA KINASA
KINASA 1 (MEKKZ1), ktera muze aktivovat MITOGEN AKTIVOVANOU PROTEIN KINASU
KINASU 1 (MKK1) a MKK2, a MPK4 negativné reguluji expresi genu CSD1 (Pitzschke et al.,
2009). Zapojeni MKK5 a MEKK1 do jedné drahy, ktera reguluje expresi SOD, podporuje
i zvySeni exprese genii FSD2 a FSD3 v odpovédi na zvysenou salinitu. K této odpoveédi vsak
nedochazi v mutantnich rostlinach mkk5 a mekkl (Xing et al., 2015). MKKS5 navic stimuluje
expresi genit CSD1 a CSD2 pii expozici nadmérnému ozafeni (Xing et al., 2013). Pti vytazeni
dvou genit HOMOLOG JADERNE A FRAGMOPLAST LOKALIZOVE KINASY ARABIDOPSIS
THALIANA (ANP2; ARABIDOPSIS THALIANA HOMOLOGUES OF NUCLEUS- AND
PHRAGMOPLAST LOCALIZED KINASE 2) a ANP3 je pozorovana zvySena abundance FSDI,
MSD1 a CHAPERONIN 20 (CPN20; Takac et al., 2014), ktery je regulatorem aktivity FSD1
(Kuo et al., 2013). Exprese genu MSD1 je navic zvySena pii vyvoji megagametofytu, kde MSD1
reguluje homeostazi ROS (Martin et al., 2013).
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3.2.3 Posttransla¢ni modifikace a regulace aktivity SOD

Jeden z nejvyznamnéjsich kroku regulace aktivity SOD je inserce katalyticky aktivniho
kovu, konverze apoenzymu na jeho enzymaticky aktivni formu (O'Halloran et Culotta, 2000;
Culotta et al., 2006). Konkrétnim proteinem zapojenym do aktivace Cu/ZnSOD je CCS (Rae et
al., 1999; Huang et al., 2012). Pozitivni regulace CCS-zavislé aktivace je u Cu/ZnSOD
Saccharomyces cerevisiae spojena s fosforylaci serinu v pozici 38, ke které dochazi pii hypoxii
anebo v podminkach nedostatku médi (Leitch et al., 2012). Jeji dalsi fosforylace (serin v pozici
60 a 99) po expozici peroxidu vodiku navic stimuluje translokaci z cytoplasmy do jadra, kde se
podili na regulaci exprese gend spojenych s resistenci proti oxida¢nimu stresu a s opravami DNA
(Tsang et al., 2014). Fosforylace této SOD (serin v pozici 39) alidské Cu/ZnSOD (threonin
v pozici 40) reguluje vstup substratu do aktivniho mista, coz ptisobi snizeni jejich aktivity (Tsang
et al., 2018). | cyklin dependentni kinasy se podili na regulaci SOD. CYKLIN DEPENDENTNI
KINASA 4 fosforyluje (serin v pozici 106) sav¢i mitochondrialné lokalizovanou MnSOD
a zvysuje jeji enzymatickou aktivitu (Jin et al., 2015). Dalsi fosforylace MnSOD prostiednictvim
CYKLIN DEPENDENTNI KINASY 1 zvy3uje nejen jeji aktivitu, ale i stabilitu (Candas et al.,
2013). Snizeni aktivity MnSOD fosforylaci je popsano u Listerie monocytogenes (Archambaud
et al., 2006). Vyse popsany vyznam fosforylace pro SOD tedy vyzdvihuje tilohu Kinas a fosfatas
v regulaci jejich aktivity. Experimentalni idaje o modulaci celkové aktivity SOD, ktera je
zvySena v pfitomnosti NaCl v MKK5 nadexpresnich rostlindich, naopak snizena
v mutantech mkk5, ukazuje i na jeji propojeni s MAPK (Xing et al., 2015). U mutantnich rostlin
anp2/anp3 bylo navic pozorovano zvyseni aktivity FSD1 a MSD1 (Taka¢ et al., 2014). Propojeni
SOD a MAPK bylo jiz vy$e nastinéno. Nedavna publikace shrnuje experimentalné ziskané udaje
o fosforylaci SOD Arabidopsis, konkrétné MSD1, CSD2, CSD3 a FSD2 (Dvoriak et al., 2021Db).

Interakce spojena s fosforylaci v8ak nemusi byt jedina. Aktivita FSD, pfedevsim FSDI,
je pozitivné ovlivnéna jejich interakci s co-chaperoninem CPN20 (Kuo et al., 2013). Bylo
prokazano, ze enzymaticka aktivita FSD2 je navic stimulovana fyzickou interakci s proteinem
LOW SULPHUR UPREGULATED 1 (Garcia-Molina et al., 2017). Také AtDJ-1la pozitivné
stimuluje aktivitu CSD1, tak jako homologni DJ-1/PARKINSON DISEASE PROTEIN 7
podobné reguluje aktivitu Cu/ZnSOD (Xu et al., 2010).

Posttransla¢ni modifikace SOD nejsou omezeny jen na fosforylaci, ale byly popsany
i dalsi modifikace (Yamakura et Kawasaki, 2010; Banks et Andersen, 2019). U Arabidopsis
thaliana puisobi nitrace, ktera byla vyvolana peroxinitritem, inhibici aktivity MSD1. Céste¢na
inhibice aktivity byla pozorovana i pro CSD3 a FSD3 (Holzmeister et al., 2015). Inaktivace nitraci
byla popséana i u lidské MnSOD (MacMillan-Crow et al., 1996; Yamakura et al., 1998). Dalsi
modifikace, které zejména souvisi S regulaci kvarterni struktury SOD, byly popsany predevsim

u SOD nepochazejicich z rostlin. Takovou modifikaci je naptiklad glutathionylace Cu/ZnSOD
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(Wilcox et al., 2009; Redler et al., 2011), oxidace (Coelho et al., 2014), acetylace (Kaliszewski
et al., 2016) nebo acylace (Banks et al., 2017). Lidska Cu/ZnSOD spojena s amylotropickou
lateralni skler6zou muize byt také sumoylovana (Fei et al., 2006; Niikura et al., 2014) anebo
ubiquitinylovana ('Yonashiro et al., 2009).

Jak bylo vyse v tomto textu predeslano, bylo u rostlin identifikovano relativné malo
posttransla¢nich modifikaci SOD. Pravé na zakladg jejich vyskytu u Zivocicht se da ale usuzovat
na jejich moznou pfitomnost a biologicky vyznam u rostlin. Laboratorni experimenty, S cilem
ovefit moznost posttranslaéni modifikace, mohou byt predchazeny bioinformatickymi analyzami
za ucelem odhaleni potencialni moznosti modifikace. Takto muze byt predikovana napiiklad
fosforylace pomoci PhosPhAt (Zulawski et al., 2013) a GPS (Wang et al., 2020) anebo nitrosylace
pomoci GPS-SNO (Xue et al., 2010), iISNO-PseAAC (Xu et al., 2013) nebo dbSNO (Chen et al.,
2015).

3.3  Mitogen aktivované protein kinasy

MAPK jsou soucasti hierarchicky uspotadanych signalnich kaskad, které jsou zapojeny
do odpovédi na environmentalni stimuly a vyvojové procesy (Liu et He, 2017; Bigeard et Hirt,
2018). MAPK (také oznacovany jako MPK) jsou aktivovany MAPK kinasami (MAP2K,
Vv literatufe také jako MEK), které jsou aktivovany MAP2K kinasami (MAP3K, také uvadény
jako MEKK), a tak tvoii signalni kaskady (Komis et al., 2018). MAPK kaskady jsou aktivovany
receptorovymi komplexy (He et al., 2018b; Jose et al., 2020). Konkrétnim piikladem muize byt
aktivace MAP3K YODA pomoci ERECTA v procesech regulace architektury kvétu (Meng et al.,
2012). MAPK mohou byt aktivovany také cytoplasmatickymi receptoru podobnymi kinasami
(RLCK; receptor-like cytoplasmic kinase; Bi et al., 2018) nebo prostiednictvim jinych protein
kinas (Wang et al., 2007a). Signalni drahy jsou propojené a jednotlivé MAPK ¢asto funkéné
redundantni (Samajova et al., 2013). Piikladem takovéto funkéni zaménitelnosti miize byt MKK4
a MKKS5 ve vyvoji pruducht (Wang et al., 2007b).

Zmingéna aktivace je spojena s jednou z nejcastéjSich posttranslacnich modifikaci —
fosforylaci. Fosforylace substratu MAPK muze modulovat jeho stabilitu (Zhao et al., 2017),
aktivitu (Lampard et al., 2008) nebo subcelularni lokalizaci (Djamei et al., 2007). Prave
fosforylace, ale i dalsi posttranslaéni modifikace, mohou znamenat vyznamny faktor pro vyvoj
rostliny, ktery umoznuje rychlou reakci na zménu podminek.

Na MAPK signalizaci se neméné podili i fosfatasy, které jsou negativnimi regulatory
téchto signalnich drah. Fosfatasy ovliviwji nejen aktivitu (Gupta et al., 1998), ale naptiklad

i subcelularni lokalizaci proteint (Zaidi et al., 2010).
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Specificita jednotlivych drah je spojovana s vyuZitim tzv. scaffold proteint, které
integruji prvky signalnich kaskad (Good et al., 2011). To bylo demonstrovano pro Steb
Saccharomyces cerevisiae (Malleshaiah et al., 2010; Zalatan et al., 2012) anebo RECEPTOR
FOR ACTIVATED C KINASE 1 u Arabidopsis thaliana (Cheng et al., 2015). Vyznamnou ulohu
hraje také specificka subcelularni lokalizace komponent signalni drahy (Samajova et al., 2013).
Nejen specifickd lokalizace, ale i jeji samotnd zména je vyznamny faktor. MAPK se vyskytuji
v cytosolu, ale mohou i translokovat do jadra (Bigeard et Hirt, 2018), piikladem mize byt
translokace MPK3 a MPK6 po vystaveni rostliny ozonu (Ahlfors et al., 2004).

PrasSniky Pylové zrno
i MPK3 MPK6 i MPK3
.......................................... MPK4
MPKG6
MKK6
ANP1
ANP2
ANP3
MAP3Kel
MAP3Ke2

......... ! ; Kvétni stopka
: i i MPK3 MPK6 MKK4
MKKS5 YODA

Pestik a vajicko
MPK3 MPK6
Obrazek 3: Piehled MAPK zapojenych do generativni faze ontogeneze Arabidopsis thaliana.
Prasniky: MPK3 (Zhao et al., 2017), MPK6 (Bush et Krysan, 2007; Hord et al., 2008; Zhao et
al., 2017); Kvét: MPK6 (Bush et Krysan, 2007), YODA (Lukowitz et al., 2004; Wang et al.,
2007b); Pestik a vajicko: MPK3 (Hord et al., 2008) a MPK®6 (Hord et al., 2008; Wang et al.,
2008); Pylové zrno: MPK3 (Guan et al., 2014b), MPK4 (Zeng et al., 2011), MPK6 (Bush et
Krysan, 2007; Hord et al., 2008; Guan et al., 2014b; Hempel et al., 2017), MKK®6 (Soyano et al.,
2003; Zeng et al., 2011), ANP1, ANP2, ANP3 (Krysan et al., 2002), MAP3Kel, MAP3Ke2
(Chaiwongsar et al., 2006); Kvétni stopka: MPK3, MPK6 (Meng et al., 2012), MKK4, MKK5
(Meng et al., 2012; Zhang et al., 2017), YODA (Meng et al., 2012). MPK — MITOGEN
AKTIVOVANA PROTEIN KINASA: MKK — MITOGEN AKTIVOVANA PROTEIN
KINASA KINASA; ANP — HOMOLOG JADERNE A FRAGMOPLAST LOKALIZOVE
KINASY ARABIDOPSIS THALIANA (ARABIDOPSIS THALIANA HOMOLOGUES OF
NUCLEUS- AND PHRAGMOPLASTLOCALIZED KINASE).

MAPK jsou zahrnuty do ruznych fyziologickych procest, jako je bunééné déleni
(Smékalova et al., 2014), rust a vyvoj (Lu et al., 2020), odpovéd” na patogeny (Menzel et al.,
2019), poranéni pletiva (Sozen et al., 2020) a signalizace zminénych abiotickych ¢initeld, jako je
sucho (Li et al., 2017), salinita (Teige et al., 2004; Liu et al., 2020) nebo chlad (Teige et al.,
2004). Analyza proteom, respektive fosfoproteomt, pylovych zrn Zea mays (Chao et al., 2016)
a Arabidopsis thaliana (Mayank et al., 2012) poukazuje na vyznam MAPK také pro
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rozmnozovani. MAPK mohou byt vyznamné nejen pro vyvoj pylového zrna, ale naptiklad i pro
opylovani rostlin Medicago sativa (Chen et al., 2016). MAPK zapojené do generativni faze

ontogeneze jsou shrnuty v Obrazku 3 a jsou diskutovany nize.

3.3.1 Vyznam MAPK pro tvorbu kvétu

Nejen vyse uvedené procesy jsou spjaty s MAPK signalizaci. Literatura popisuje i fadu
ptikladu zapojeni MAPK do generativni faze vyvoje Arabidopsis thaliana. Silny signal zlutého
fluorescen¢niho proteinu (YFP; yellow fluorescent protein), ktery byl pfipojen k MPK6, byl
pozorovan v kvétnich pletivech. Geneticky modifikovana forma MPK6, MPKO6AEF, kterd
vykazuje alternaci v aminokyselinové sekvenci zapticinujici nemoznost fosforylace nadiazenymi
kinasami, je spjata s abnormalnim vyvojem kalichu. Konkrétni pozorované znaky jsou redukce
prodluzovani bunék epidermy kalichu (Bush et Krysan, 2007). Absence MPK6 vyvolava
shlukované kvétenstvi, které je zpisobeno tvorbou kratsich kvétnich stopek (Meng et al., 2012).

Podobné fenotypové projevy vykazuji i dalsi MAPK deficientni rostliny. Ptikladem
téchto rostlin mohou byt mutantni rostliny mpk3*-/mpk6™, rostliny se snizenou expresi MKK4
a MKK5 (Meng et al., 2012), mutanti mkk4/mkk5 (Zhang et al., 2017) anebo yoda, mutantni
rostliny v genu pro jednu z MAP3K (Meng et al., 2012).

Stejné fenotypové projevy vykazuji irostliny svyfazenym genem ERECTA. Nejen
MAPK jako takové, ale i jejich aktivatory jsou tedy dilezité pro tvorbu kvétu (Meng et al., 2012).

Konstitutivni aktivita MKK4 a MKK5 pisobi potlaceni shlukovani kvéta, které bylo
pozorovano u mutantti erecta. Bylo prokazano, ze receptor ERECTA je nadfazeny signaliza¢ni
draze YODA-MKK4 a MKK5-MPK3 a MPKG6 a reguluje rust kvétnich stopek (Meng et al.,
2012). Rostliny s mutaci v genu YODA produkuji kvéty, které jsou malé a sterilni (Lukowitz et
al., 2004; Wang et al., 2007b).

3.3.2 Regulace tvorby ty¢inek a pylovych zrn pomoci MAPK

Regulace MAPK neni spjata jen s tvorbou kvétu jako takového, ale i s pfimym vlivem na
fertilitu rostlin. Piikladem mohou byt MPK3 a MPK6 (Hord et al., 2008; Guan et al., 2014a),
které pozitivné reguluji spravny vyvoj prasniki (Hord et al., 2008). Snizeni fertility bylo
pozorovano predevsim u mutantnich rostlin mpk6. Tyto rostliny vykazuji vyvoj mensich prasnikt
a narusenou produkci pylovych zrn. Obsazena pylova zrna jsou vétsi a s prasniky jsou tésnéji
asociovana (Bush et Krysan, 2007; Hord et al., 2008). Naruseni genu DWARF AND SMALL
GRAIN 1, ktery koduje MAPKG ryze, vede také ke zmenseni prasnika (Liu et al., 2015). Tato
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skute¢nost ukazuje na konzervovanou funkci MAPK a jejich zapojeni do shodnych vyvojovych
pochodi. | MPK3 je zapojena do podobnych procesi. Zminéné MAPK fosforyluji TF
SPOROCYTELESS, ¢imz zvySuji jeho stabilitu, tak pfispivaji ke spravné diferenciaci
archesporalnich bunék v rannych fazich vyvoje prasnika (Zhao et al., 2017).

MKKG6 fosforyluje MPK4 a zvySuje jeji aktivitu (Kosetsu et al., 2010; Zeng et al., 2011).
Rostliny mutanti mpk4 vykazuji snizenou saméi fertilitu. Mikrosporalni matefska bufika
u mutantti mpk4 neni schopna vytvofit normalni intersporalni kalosovou sténu v prubéhu meiosy,
coz zpusobuje naruseni déleni bunék a vznik vicejadernych mikrospor. Vznikla pylova zrna jsou
vetsi, je snizen jejich celkovy pocet a jejich viabilita (Zeng et al., 2011). Podobné projevy pti
vyvoji pylovych zrn vykazuji také mutantni rostliny mkké (Soyano et al., 2003; Zeng et al., 2011).
Regulace mikrosporogeneze je zprostfedkovana navrzenou signaliza¢ni drahou ANP-MKKG6-
MPK4 (Takahashi et al., 2010; Zeng et al., 2011). Vyfazeni genut ANP1, ANP2 a ANP3 navic
vede k tvorbé nevitalnich gamet (Krysan et al., 2002).

Deficience funkéné redundantnich MAP3Kel a MAP3Ke2, které jsou fazeny mezi
MAP3K, zptsobuje Giplné snizeni vitality pylovych zrn. Snizeni vitality pylovych zrn je spojeno
s abnormalnim vyvojem plasmatické membrany, ktery nasleduje po mitose 1. MAP3Kel
a MAP3Ke2 jsou navic zapojeny do negativni regulace tvorby intiny (Chaiwongsar et al., 2006).

NTF4 (Wilson et al.,, 1997; Voronin et al., 2001) a SALICYLOVOU KYSELINOU
INDUKOVANA PROTEIN KINASA (SIPK), geny kodujici MAPK pochazejici z Nicotiana
tabacum (Voronin et al., 2004), jsou exprimovany v pylovém zrnu. Hydratace pylového zrna vede
ke zvyseni aktivity NTF4 (Wilson et al., 1997; Voronin et al., 2004) a SIPK. Aktivace NTF4 je
zprostiedkovana MEK2 a umoziuje kliceni pylového zrna (Voronin et al., 2004).

MPK3 a MPKG6 jsou navic zapojeny do regulace vedeni pylové lacky po opylovani (Guan
et al.,, 2014b; Hempel et al.,, 2017). MPK6 a jeji homolog SIPK inhibuji fosforylaci
PHOSPHATIDYLINOSITOL 4-PHOSPHATE 5-KINASU 6, ¢imz reguluji apikalni rast pylové
lacky (Ischebeck et al., 2008; Hempel et al., 2017). Pro opylovani hraje roli také MAPK p56,
kterd pochazi z Papaver rhoeas. p56 se podili na stimulaci programované bunééné smrti
indukované nekompatibilitou pylového zrna. Timto zpusobem ptispiva k zabranéni samospraseni
(Rudd et al., 2003; Li et al., 2007).

3.3.3 MAPK a samici fertilita

Snizend abundance MPK3 a MPK6 mutantnich rostlin mpk3*-/mpk6” tsti v tvorbu
krat$iho pestiku (Hord et al., 2008). Navic byla pozorovana haploinsuficience MPK3 u mpké
mutantnich rostlin, kterd je spjata s naruSenim tvorby vajicka vlivem aberantniho vyvoje

I

integumentu diky naruSeni proliferace bunék. Uvedeny vyvojovy defekt zapti¢ifiuje samici
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sterilitu. Mutantni rostliny mpk3, které nesou jednu nefunkéni alelu genu MPKB6, jsou naopak

haplosuficientni a rostliny nevykazuji ztratu fertility (Wang et al., 2008).
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4.1

4.2

Material a metody
Biologicky material

Agrobacterium tumefaciens, GV3101 (Lifeasible; ACC-100); GV3101 pl9 (pl9;
velkoryse poskytnuto Ing. Pavolem Vadovi¢em, Ph.D.)

Arabidopsis thaliana: ekotyp Columbia (ColO; rostliny divokého typu); mutantni linie
spll.1 (SALK_134584), spl1.2 (SALK_058642; Zeiner, 2019), mpk3.1 (SALK_151594;
Wang et al., 2007b), mpk6.2 (SALK_073907; Smékalova et al., 2014)

eGFP-pDONR 221 (vektor nesouci eGFP bez transla¢niho stop; pEN-L1-F-L2; VIB,
Gent, Belgie; Karimi et al., 2007)

Escherichia coli, One Shot TOP10 (Invitrogen; C404010)

Nicotiana benthamiana

p35S-pDONR P4-P1R (pEN-L4-2-R1; VIB, Gent, Belgie; Karimi et al., 2007)
pB7m34GW (VIB, Gent, Belgie; Karimi et al., 2005)

pBIFC2 (YFPn-GTW), pBIFC3 (YFPc-GTW; Azimzadeh et al., 2008)

pGADT7 AD (Clontech Laboratories; 630442)

pGADT7 AD-SPL1, pGBKT7-SPL1 (velkoryse poskytnuto Mgr. Petrem Dvoiakem)
pGADT7-T (T; Takara; 630489)

pGBKT7 (Clontech Laboratories; 630443)

pGBKT7-53 (p53; Takara; 630489)

Proteinovy extrakt rostlin csd1.1 (velkoryse poskytnuto Mgr. Petrem Dvoiakem)
Saccharomyces cerevisiae, Y2HGold (Takara; 630498)

Chemikalie

1-bromo-3-chloropropan (BCP; Sigma Aldrich; B9673)

2-merkaptoethanol (Sigma Aldrich; M6250)

3-amino-1,2,4-triazol (3AT; Sigma Aldrich; A8056)
4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina (HEPES; Sigma Aldrich; H3375)
Acetosyringon (Sigma Aldrich; D134406)

Adenin (Sigma Aldrich; A2786)

Agarosa (Sigma Aldrich; A2576)

Akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid, 40%, 37,5:1 (Bio-Rad; 1610148)

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

Anti FeSOD, primarni protilatka (rabbit; Agrisera; AS06 125)
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Anti Rabbit, sekundarni protilatka (Thermo-Fischer; 31460)

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail (cOmplete; Roche; 11697498001)
D-glukosa (Sigma Aldrich; G8270)

Deoxyribonukleotidy (ANTP; 10 mmol-I*?)

Dihydrat disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (Na;EDTA; Sigma Aldrich;
E5134)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH»PQOa; Sigma Aldrich; S8282)
Dithiothreitol (DTT; Sigma Aldrich; D0632)

DNA Gel Loading Dye, 6X (Thermo Scientific; R0611)

DNasa | (Invitrogen; 18047019)

Dodecylsiran sodny (SDS; Sigma Aldrich; L3771)

Draselna sul kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové (MES; Duchefa Biochemie;
M1503)

Dropout (Clontech laboratories; 630428)

EcoRV (Thermo Scientific; ER0301)

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova; Sigma Aldrich; ES134)

EDTA, 0,5 mol-I'* (Aplichem; A4892)

Ethanol p.a., 99,8% (v/v) (PENTA; 70390-11001)

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

Fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1; Sigma Aldrich; 77617)

Fluorid sodny (NaF; Sigma Aldrich; 201154)

Gellan Gum (Alfa Aesar; Y28C036)

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific; SM1331)

Glycerol (Sigma Aldrich; G5516)

Glycin (Sigma Aldrich; G8898)

Histidin (Sigma Aldrich; H5659)

Hovézi sérovy albumin (BSA, Bovine serum albumin; Sigma Aldrich; A2153)
Hydroxid draselny (KOH; Sigma Aldrich; 60130)

Hydroxid sodny (NaOH; Sigma Aldrich; S8045)

Chlorid draselny (KCI; Sigma Aldrich; P9541)

Chlorid hotec¢naty (MgCl;; Sigma Aldrich; M8266)

Chlorid nitrotetrazoliové modii (NBT; Sigma Aldrich; N6876)

Chlorid sodny (NaCl; Sigma Aldrich; 31434)

ImmoMix, 2X (Bioline; BIO-25020)
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Isopropanol (Sigma Aldrich; 278475)

Kanamycin (Duchefa Biochemie; K0126.0025)

Kvasni¢ni extrakt (Sigma Aldrich; Y1625)

Kyselina abscisova (ABA; Duchefa Biochemie; A0941)

Kyselina chlorovodikova (HCI; Sigma Aldrich; 30721)

Kyselina L-askorbova (Sigma Aldrich; A92902)

Kyselina octova (Sigma Aldrich; 45726)

Laemliho pufr, 4X (Bio-Rad; 1610747)

LB Broth (Miller; Sigma Aldrich; L3522)

LB Broth s agarem (Miller; Sigma Aldrich; L3147)

Lithium acetat (LiAc; Sigma Aldrich; L4158)

Methanol (Sigma Aldrich; 34860)

Midori Green Advance DNA/RNA stain (Nippon Genetics; MG04)
Murashige a Skoog (MS) médium, basal salt mixture (Duchefa Biochemie; M0221.0050)
Ndel (Thermo Scientific; ER0581)
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED; Sigma Aldrich; T9281)
o-Dianisidin (DIA; Sigma Aldrich; D9143)

Octan sodny (NaAc; Sigma Aldrich; S2889-1)

Odtu¢néné susené mléko, Blotting Grade Blocker (Bio-Rad; 1706404)
P1, pufr (QIAGEN; 19051)

P2, pufr (QIAGEN; 19052)

P3, pufr (QIAGEN; 19053)

Pepton (Sigma Aldrich; 91249)

Peroxid vodiku (Sigma Aldrich; 216763)

Peroxodisiran amonny (APS; Sigma Aldrich; A3678)

Phosphinothricin (PPT; Duchefa Biochemie; P0159)

PhosSTOP (Roche; 4906845001)

Polyethylenglykol (PEG) 3350 (Sigma Aldrich; 88276)

Ponceau S (Sigma Aldrich; 78376)

Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad; 1610374)
Primery, 10 pumol-I" (sekvence uvedeny pii specifickém pouziti; Eurofins Genomics;
Némecko)

Protein Assay Dye Reagent Concentrate, 5X (Bradfordovo ¢inidlo; Bio-Rad; 5000006)
Pvull (Thermo Scientific; ER0631)

Reakéni pufr s MgCl, pro DNasu I, 10X (Thermo Scientific; B43)
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4.3

Riboflavin (Applichem; A0968,0010)

Rifampicin (Duchefa; R0146.0005)

RNasa A (Fermentas; EN0531)

RNasin Ribonuclease inhibitor (Promega; N2111)

ROX, 25 umol-I* (Invitrogen; 12223012)

Sacharosa (Sigma Aldrich; S8501)

Sheared salmon sperm DNA, 10 mg-ml? (Invitrogen; AM9680)
Silwet STAR (AgroBio OPAVA; 07014)

SOC médium (Invitrogen; 15544034)

Sodna stl N-Lauroylsarcosinu (AppliChem; A7402)
Spektinomycin (Duchefa Biochemie; 007179.06)

SYBR Green (Invitrogen; S7585)

Tris (Roche; 10708976001)

Tris Acetat EDTA (TAE), 10X (Sigma Aldrich; 574797)
TRIzol Reagent (Invitrogen; 15596026)

Tween 20 (Sigma Aldrich; P1379)

UltraPure DNase/RNase-Free destilovana voda (Invitrogen; 10977015)
YEB (PhytoTechnology Laboratories; Y8575)

YNB (Sigma Aldrich; Y0626)

Soupravy

Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad; 1705061)

iProof High-Fidelity PCR Kit (Bio-Rad; 1725330)

M-MLYV reverzni transkriptasa (Invitrogen; M1705)

MultiSite Gateway Three-Fragment Vector Construction Kit (Invitrogen; 12537-023)
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (MACHEREY-NAGEL,; 740609.250)

Phire Green Hot Start 1| DNA Polymerasa (Thermo Scientific; F124S)

Phire Plant Direct PCR Kit (Thermo Scientific; F130WH)

Polyvinyliden difluoridova (PVDF) membrana (GE Healthcare, GE10600023)
QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN; 27106)

TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 12% (Bio-Rad; 1610185)
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4.4

Roztoky a jejich ptiprava

1% (w/v) agarosovy gel (100 ml): 100 ml TAE, 1X; 1 g agarosa; a 5 ul Midori Green
Advance DNA/RNA stain

1/2MS médium (1000 ml): 10 g sacharosa; 1 g MES; 2,15 g MS médium, basal salt
mixture; 10 g Gellan Gum; pH 5,8 (KOH); a doplnit do objemu 1000 ml deionizovanou
vodou. Sterilizace autoklavovanim

3AT, 10 mmol-I: sterilizovano filtraci

ABA, 5 mmol-I: rozpusténo v 96% (v/v) ethanolu

ABA, 10 mmol- It rozpusténo v 96% (v/v) ethanolu

Adenin, 0,2 mg-ml™: sterilizovano filtraci

APS, 10% (w/v)

D-glukosa, 0,2 g-ml™: sterilizovano filtraci

Dropout, 6 g-I*: sterilizovano filtraci

DTT, 1 mol-I*

E pufr (50 ml): 2,099 mg NaF; 0,595 g HEPES; pH 7,8 (NaOH); 0,215 g NaCl; 19 mg
EGTA; 4,76 mg MgCly; 5 ml glycerol; a doplnit do objemu 50 ml deionizovanou vodou.
5 tablet PhosSTOP; 5 tablet cOmplete; a 50 pul DTT, 1 mol-I*

EDTA, 50 mmol-I*

Elektroforeticky pufr (1000 ml): 3 g Tris; 14,4 g glycin; 1 g SDS; a doplnit do objemu
1000 ml deionizovanou vodou

Extrakéni pufr (EP) pro izolaci genomické DNA (gDNA; 250 ml): 2,5 g sodna sil N-
Lauroylsarcosinu; 3,0285 g Tris; pH 8 (HCI); 0,9306 g EDTA; 1,461 g NaCl; pH 8
(NaOH); a doplnit do objemu 250 ml deionizovanou vodou

Histidin, 0,2 mg-ml™: sterilizovéno filtraci

Kokultivaéni médium (100 ml): 19524 mg MES; pH 5,6; 9521 mg MgCly;
Acetosyringon (vysledna koncentrace 150 pmol-I"); a doplnit do objemu 100 ml
deionizovanou vodou

LB médium, pevné (1000 ml): 40 g LB Broth s agarem (Miller); a doplnit do objemu
1000 ml deionizovanou vodou. Sterilizace autoklavovanim

LB médium, tekuté (1000 ml): 25 g LB Broth (Miller); pH 7,2 (KOH); a doplnit do
objemu 1000 ml deionizovanou vodou. Sterilizace autoklavovanim

LiAc, 1 mol-It

LiAc, 100 mmol-I*

Na acetatovy pufr (50 ml): 205,1 mg NaAc; pH 5 (kyselina octova); a doplnit do objemu

50 ml deionizovanou vodou
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Na fosfatovy pufr (200 ml): 1,1998 g NaH.PO.; pH 7,8 (NaOH); 35,2 mg kyselina L-
askorbova; 20 ml glycerol; a doplnit do objemu 200 ml deionizovanou vodou

NaAc, 3 mol-I* (10 ml): 2,4609 g NaAc; pH 5,2 (kyslina octova); a doplnit do objemu
10 ml deionizovanou vodou

PEG 3350, 50% (w/v)

Ponceau S, roztok (500 ml): 0,5 g Ponceau S; 25 ml kyslina octova; a doplnit do objemu
500 ml deionizovanou vodou

Premix pro SYBR Green (2000 pl): 1000 pl ImmoMix, 2X; 50 ul ROX, 25 umol-I?;
3,2 ul SYBR Green, 100X; a 946,8 ul UltraPure DNase/RNase-Free destilované vody
Pufr pro otevirani praduchia (500 ml): 0,9762 g MES; 1,1183 g KCI; pH 6,15 (KOH);
a doplnit do objemu 500 ml deionizovanou vodou

Rozdélovaci gel, 10% (10 ml): 2,5 ml akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid; 2,5 ml Tris-
Cl, 1,5 mol-I?, pH 8,8; 4,95 ml deionizovana voda; 5 ul TEMED; a 50 ul APS, 10% (w/v)
Rozdélovaci gel, 12% (10 ml): 3 ml akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid; 2,5 ml Tris-
Cl, 1,5 mol-I", pH 8,8; 4,45 ml deionizovana voda; 5 ul TEMED; a 50 ul APS, 10% (w/v)
SD2 (200 ml): 1,34 g YNB; 2 g agarosa; 120 ml deionizované vody. Sterilizace
autoklavovanim. 20 ml dropout, 6 g-I"; 20 ml D-glukosa, 0,2 g-ml*; 20 ml histidin,
0,2 mg-ml™; a 20 ml adenin, 0,2 mg-ml*

SD3 (100 ml): 0,67 g YNB; 1 g agarosa; 70 ml deionizované vody. Sterilizace
autoklavovanim. 10 ml dropout, 6 g-I"; 10 ml D-glukosa, 0,2 g-ml?; a 10 ml adenin,
0,2 mg-ml?

SD3+AT (100 ml): 0,67 g YNB; 1 g agarosa; 65 ml deionizované vody. Sterilizace
autoklavovanim. 10 ml dropout, 6 g-I*; 10 ml D-glukosa, 0,2 g-ml?; 10 ml adenin,
0,2 mg-ml*; a5 ml 3AT, 10 mmol-I*

SD4 (100 ml): 0,67 g YNB; 1 g agarosa; 80 ml deionizované vody. Sterilizace
autoklavovanim. 10 ml dropout, 6 g-1"t; a 10 ml D-glukosa, 0,2 g-ml*

TAE, 1X

Tris buffer saline s piidavkem Tween 20 (TBS-T; 1000 ml): 2,42 g Tris; 8,78 g NaCl,
pH 7,4 (HCI); doplnit do objemu 999 ml deionizovanou vodou; a 1 ml Tween 20
Tris-Cl, 0,5 mol-I*%, pH 6,8 (100 ml): 6 g Tris; pH 6,8 (HCI); a doplnit do objemu 100 ml
deionizovanou vodou

Tris-Cl, 1 mol-I"t (100 ml): 12,11 g Tris; pH 8 (HCI); a doplnit do objemu 100 ml
deionizovanou vodou

Tris-Cl, 1,5 mol-I, pH 8,8 (300 ml): 54,45 g Tris; pH 8,8 (HCI); a doplnit do objemu

300 ml deionizovanou vodou
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4.5

Tris-EDTA (TE) pufr (10 ml): 0,1 ml Tris-Cl, 1 mol-I"; 0,02 ml EDTA, 0,5 mol-I%;
doplnit do objemu 10 ml deionizovanou vodou; a 10 ul RNasa A

Tris-glycinovy pufr (1000 ml): 3 g Tris; 14,4 g glycin; a doplnit do objemu 1000 ml
deionizovanou vodou

YEB médium (1000 ml): 16,3 g1 YEB; pH 7,2 (KOH); a doplnit do objemu 1000 ml
deionizovanou vodou. Sterilizace autoklavovanim

YPD (100 ml): 1 g kvasniéni extrakt; 2 g pepton; 2 g D-glukosa; a doplnit do objemu
100 ml deionizovanou vodou

Zaostrovaci gel, 4% (5 ml): 0,5 ml akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid; 1,26 ml Tris-
Cl,0,5mol-I", pH 6,8; 3,23 ml deionizovana voda; 5 ul TEMED; a 25 ul APS, 10% (w/v)

Seznam pouzitych piistrojli a zatizeni

Allegra 64R (Beckman Coulter; USA)

Axiolmager.M2 (Carl ZEISS, Némecko)

Digestoi (MERCI; Ceska republika)

ES-20, Orbital Shaker-Incubator (Biosan; Litva)
Fotoaparat (Nikon; Japonsko)

Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad; USA)

ChemiDoc MP Imaging Systém (BioRad; USA)

Image Scanner Il (GE Healthcare; USA)

Infinite M Nano (TECAN; Svycarsko)

Kultiva¢ni mistnost (WEISS Gallenkamp; Némecko)
Laminarni box (MERCI; Ceska republika)

LSM 710 (Axio Imager 2; Carl ZEISS; Némecko)
Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad; USA)
Mini-Sub Cell GT Cell (Bio-Rad; USA)

MR-12 (Biosan; LotySsko)

NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific; USA)
PCR cykler T100 Thermal Cycler (Bio-Rad; USA)

pH metr (Eutech Instruments; Singapur)

PowerPac HV (BioRad; USA)

ScanSpeed 1730R (LaboGene; Déansko)

Simplicity Water Purification System (Merk; Némecko)
SmartSpec Plus (Bio-Rad; USA)
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o StepOnePlus Real-Time PCR Systém (Applied Biosystems; USA)
e ThermoCell MixingBlock (Bioer; Cina)

e ThermoStat C (Eppendorf; Némecko)

o Vortex Genie 2Pulse (Genie; Holandsko)

e Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad; USA)

e XA110/2X (Radwag, Polsko)

e ZEISS Axio Zoom V16 (Carl ZEISS; Némecko)

4.6 Seznam pouZzitych programil a databézi

e A plasmid editor (ApE; v2.0.61)

o Find Individual Motif Occurrences (FIMO; Grant et al., 2011)

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

¢ Image Processing and Analysis on Java (ImageJ; 1.51j8)

o Microsoft Excel (Microsoft; USA)

e StepOne Software (v2.3; Applied Biosystems, USA)

e The Arabidopsis Information Resource (TAIR; https://www.arabidopsis.org/)
o ZEN Black a ZEN Blue (Carl ZEISS, Némecko)

4.7 Metodika

4.7.1 Bioinformatické analyza promotorovych sekvenci

Analyza promotorovych sekvenci genti (1000 bp od translaéniho startu; sekvence ziskany
z databaze TAIR, TAIR10), které koduji proteiny identifikované v proteomickych analyzach
mutantd mpk3.1 (Takac et al., nepublikovano), mpk4, mpk6.2 (Takac et al., 2016) a interaktomu
FSD1 (Dvoiak et al., nepublikovano), byla provedena pomoci FIMO (Grant et al., 2011) pro
motivy GTAC (shoda p-hodnoty < 0,01; analyzovat pouze zadanou sekvenci, ne komplementarni
vlakno; Birkenbihl et al., 2005; Andrés-Colas et al., 2013), TNCGTACAA (shoda p-
hodnoty < 0,001; Cardon et al., 1999) a TGGTCCGTACAATGT (shoda p-hodnoty < 0,001,
Birkenbihl et al., 2005) s pfednastavenymi parametry, pokud neni uvedeno jinak. Ziskana data
byla zpracovana pomoci Microsoft Excel. Pfitomnost jednoho GTAC motivu Vv analyzovaném
promotoru byla vyhodnocena jako nedostate¢né a analyzovany gen byl z dané analyzy vytazen.

Byl vytvoten datovy soubor pro kontrolu analyzy s vyuZzitim moznych SPL-regulovanych
gent (AP1, Birkenbihl et al., 2005; FSD1, Mermod et al., 2019; FUL, LFY, Yamaguchi et al.,
2009).
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Pfi analyze ABA responzivnich elementi (ABRE) byl vyuzit konsensualni motiv
MCACGTGTY (shoda p-hodnoty < 0,0001), ktery byl vytvoieny na zakladé sekvenci dostupnych
z Takag et al. (2017).

4.7.2 Piiprava dvojitych mutant spl1.1/mpk3.1 a spl1.1/mpk6.2

Pro piipravu dvojitych mutantt spl1.1/mpk3.1 a spl1.1/mpk6.2 byla semena linii spl1.1,
mpk3.1 a mpk6.2 vyseta do kvétinaci a kultivovana v kultivaéni mistnosti (22 °C, denni reZim:
16 hodin svétlo, 8 hodin tma, 70% vlhkost, intenzita osvétleni: 150 pmol-m?-s?),

Po zahajeni kveteni rostlin vS§ech genotypt bylo pfistoupeno ke kiizeni vybranych rostlin.
Jako donor pylového zrna byl vzdy volen mutant mpk3.1, nebo mpk6.2. Akceptorem pylového
zrna byl vzdy mutant spll.1. Z donorové rostliny byl odnat erstvé vykvetly kvét a pod lupou
z néj byly pomoci preparacni jehly a pinzety odebrany ty¢inky. U mateiské rostliny, akceptor
pylového zrna, byl vybran neotevieny kvét. Pomoci preparacni jehly byl kvét Setrné rozevien
a byly z n&j odstranény ty¢inky. Nasledné bylo piistoupeno k opyleni pfilozenim pra$niki z diive
ziskanych tyCinek na bliznu. Pfenos pylového zrna byl vizualné zkontrolovan pomoci lupy. Po
opyleni kvétd byly rostliny kultivovany a SeSule sbirany (semena F1 generace). Semena F1
generace byla vyseta a rostliny nasledné kultivovany in vitro (kapitola 4.7.4 Kultivace
Arabidopsis thaliana in vitro). Po zjisténi genotypu (viz kapitola 4.7.5 Genotypova analyza) byly
vybrané rostliny pfeneseny do hliny a ponechany samosprasit. Opét byl proveden sbér Sesuli,

potazmo semen (F2 generace). Toto bylo provedeno i pro F3 generaci.

4.7.3 Povrchova sterilizace semen Arabidopsis thaliana

Semena Arabidopsis thaliana byla v laminarnim boxu sterilizovana 1 ml 70% (v/v)
ethanolu po dobu 5 minut. Po uvedené dobé byl 70% (v/v) ethanol odstranén a nahrazen 1 ml
96% (v/v) ethanolu. Po uplynuti 1 minuty byl ethanol odstranén a nahrazen sterilni deionizovanou
vodou. Sterilni deionizovana voda byla odstranéna a nahrazena novou. Vyména vody byla
provedena trikrat. VSechny kroky doprovazelo michani obsahu mikrozkumavky kyvavymi
pohyby. Promyta semena byla rozprostiena na sterilni filtra¢ni papir v Petriho misce. Po odpaieni
rezidualni vody byla sterilizovana semena uzaviena Vv Petrino misce. Semena byla dlouhodobé

uchovavana ve 4 °C.
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4.7.4 Kultivace Arabidopsis thaliana in vitro

Dtive sterilizovana semena Arabidopsis thaliana byla pienesena za sterilnich podminek
z filtra¢niho papiru, ktery byl umistén v Petriho misce, na pevné 1/2MS médium. Semena byla
nasledné stratifikovana (pfes noc, 4 °C, tma). Misky, které obsahovaly stratifikovana semena,
byly nasledné pifemistény do kultiva¢ni mistnosti (22 °C, denni rezim: 16 hodin svétlo, 8 hodin

tma, 70% vlhkost, intenzita osvétleni: 150 pmol-m2-s?) a rostliny vertikalné kultivovéany.

4.7.5 Genotypova analyza

Desetidenni rostliny Arabidopsis thaliana byly vyuZity pro genotypovou analyzu s cilem
zjisténi piitomnosti T-DNA inserce v genech MPK3, MPK6 a SPL1. Fragment listu o plose asi
2 mm? byl prenesen do mikrozkumavky, ktera obsahovala 30 pl extrakéniho pufru (Dilution
Buffer; Phire Plant Direct PCR Kit), kde byl mechanicky rozruSen pomoci 10ul $picky.
Homogenat obsahujici extrahovanou DNA byl inkubovan alespon 30 minut v ledové tfisti. Takto
ptipraveny vzorek byl pouzit pro genotypovou analyzu.

Slozeni reakéni smési pro genotypovou analyzu pomoci PCR bylo nasledujici (celkovy
objem reakce 10 ul): 2 pl Phire Green Reaction Buffer, 5X (vysledna koncentrace 1X); 0,2 ul
Phire Hot Start 1l DNA polymerasa; 0,2 pl dNTP, 10 mmol-I* (vysledna koncentrace
0,2 mmol-I"%); 0,5 ul primer LP (pfi detekci alely divokého typu), nebo LB (pfi detekci T-DNA
inserce), 10 pmol-I? (vysledna koncentrace 0,5 umol-I); 0,5 pl primer RP, 10 umol-I* (vysledna
koncentrace 0,5 umol-I?); 6,4 ul vody s deklarovanou nulovou aktivitou RNas (UltraPure
DNase/RNase-Free destilovana voda); a 0,2 pl izolované DNA. U slepého vzorku byl objem
templatové DNA nahrazen shodnym objemem vody s deklarovanou nulovou aktivitou RNas
(UltraPure DNase/RNase-Free destilovana voda).

Sekvence pouzitych primeri byly nasledujici: LBb1.3 (LB; 5-ATTTTGCCGATTTCGG
AAC-3"); SALK 134584-LP (LP; 5'-AAAGCCCAGACCATAATGACC-3"), SALK 134584-
RP (RP; 5'-GGAAAAACTGACGTCCCCTAG-3"), SALK _151594-LP (LP; 5'-ATTTTTGTCA
ACAATGGCCTG-3), SALK 151594-RP (RP; 5-TCTGCCTTTTCACGGAATATG-3),
SALK 073907-LP (LP; 5-CTCTGGCTCATCGCTTATGTC-3") a SALK_073907-RP (RP; 5'-
ATCTATGTTGGCGTTTGCAAC-3).
denaturace (5 sekund, 98 °C), anelace (5 sekund, 63 °C), extenze (23 sekund, 72 °C); finalni
extenze (1 minuta, 72 °C).

Ziskany PCR produkt byl separovan pomoci elektroforetické separace s vyuzitim 1%
(w/v) agarosového gelu (viz nize). Vyuziti vySe uvedeného pufru (Phire Green Reaction Buffer)

umozniuje ptimou aplikaci PCR reakce do jamek piipraveného 1% (w/v) agarosového gelu. Pro
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vyhodnoceni plati, Ze pfitomnost PCR produktu pro kombinaci primera (i) LP a RP indikuje alelu
divokého typu a (ii) kombinace LB a RP ukazuje na piitomnost T-DNA inserce na daném lokusu.

Piedpokladana velikost fragmentl pro primery LP a RP byla (i) 1093 bp (SPL1,;
SALK _134584); (ii) 1229 bp (MPK3; SALK_151594); a (iii) 1146 bp (MPK6; SALK_073907).

Velikost produktti LB a RP neni uvedena z divodu nepiesné lokalizace inserce.

4.7.6 Horizontalni elektroforetickd separace v agarosovém gelu

Horizontalni elektroforeticka separace byla provedena pti 90-120 V, 25-55 minut, dle
velikosti pouzitého gelu. Pfi separaci v 1% (w/v) agarosovém gelu byl pouzit marker relativni
molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (3 pl). Pfi pouziti Phire Green Reaction
Buffer neni nutno pfidavat ke vzorku adekvatni mnozstvi DNA Gel Loading Dye, 6X (vysledna
koncentrace 1X). Vizualizace byla provedena pomoci dokumentaéni jednotky Gel Doc EZ Imager

a ziskany snimek zpracovan pomoci Image Lab.

4.7.7 Fenotypova analyza in vitro kultivovanych rostlin

Sterilni semena Arabidopsis thaliana byla kultivovana podle vyse uvedené metodiky
(kapitola 4.7.4 Kultivace Arabidopsis thaliana in vitro). Specifikem kultivace pro fenotypové
analyzy semenacku je zakryti Petriho misek neprthlednou folii na droven roviny semen.
Fenotypova analyza byla provedena od tfetiho do desatého dne po pieneseni Petriho misek do
kultivaéni mistnosti. Byla hodnocena délka primarniho kofene pomoci ImageJ, respektive
obrazového zaznamu, ktery byl ziskan pomoci Image Scanner Il (GE Healthcare). Pocet
lateralnich kotenu, v¢etné viditelnych kofenovych primordii lateralnich kotenti, byl hodnocen
sedmy a desaty den pomoci ZEISS Axio Zoom V16 pfi zvétseni 80X v prochazejicim svétle.

Ziskana data byla vyhodnocena a statisticky zpracovana pomoci Microsoft Excel. Pro
vyhodnoceni statistické signifikance byl pouzit jednofaktorovy ANOVA test. Pocet rostlin pro
dany genotyp byl Col0 (n =58), spl1.1 (n =39) a spl1.2 (n =53).

4.7.8 Fenotypova analyza ex vitro kultivovanych rostlin

Semena danych genotypu byla pied pouzitim pro Gcéely fenotypové analyzy uchovavana
pti pokojové teploté. Semena byla vyseta do hliny a kultivovana pii 22 °C, dennim rezimu:
16 hodin svétlo, 8 hodin tma, 70% vlhkosti a intenzité osvétleni 150 pmol-m?-st. Hodnoceni

délky prytu, kveteni a poctu lista listové riazice bylo vyhodnoceno tiicaty den po vyseti semen do
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hliny. Experiment byl proveden ve dvou opakovanich, pocet kytek na jedno opakovani byl n = 30
pro kazdy genotyp.
Ziskana data byla vyhodnocena a statisticky zpracovana pomoci Microsoft Excel. Pro

vyhodnoceni statistické signifikance byl pouzit jednofaktorovy ANOVA test.

4.7.9 Extrakce proteinli pro biochemické analyzy

Celkem ¢tyfi in vitro kultivované desetidenni rostliny Arabidopsis thaliana, pro jeden
genotyp a jednu biologickou repliku, byly pfeneseny do tieci misky a pomoci tloucku a tekutého
dusiku homogenizovany. Homogenat byl kvantitativné ptfenesen do 1,5ml mikrozkumavky
a prevrstven 250 pul extrakéniho pufru. Pro ucely stanoveni enzymatickych aktivit byl pouzit Na
fosfatovy pufr. Pro elektroforetickou separaci proteint za denaturujicich podminek byl pouzit
E pufr. Vzorek byl dikladné promichan pomoci vifivé tiepacky, inkubovan alesponn 20 minut
v ledové ttisti a centrifugovan (18000 g, 20 minut, 4 °C). Supernatant byl ptenesen do nové 1,5ml
mikrozkumavky. V ptipadé ptitomnosti pevnych ¢astic byl krok centrifugace proveden opétovné.
Vzorek byl po dobu pfipravy a pii nasledné manipulaci chlazen v ledové tiisti. Vzorek byl
dlouhodobé uchovavan pti -80 °C.

4.7.10 Méteni koncentrace proteinta

Zjisténi koncentrace proteinti bylo provedeno pomoci Bradfordovy metody (Bradford,
1976). Bradfordovo ¢inidlo, 5X bylo nafedéno pomoci deionizované vody na 1X. Pii mé&feni bylo
pouzito 299 ul Bradfordova cinidla, 1X, které byly napipetovany do jamky 96jamkové
mikrotitraéni desticky. Do jamky mikrotitra¢ni desti¢ky, k 299 ul Bradfordova ¢inidla, 1X, byl
pfidan 1 ul proteinového extraktu. Obsah jamky mikrotitratni desticky byl promichan
pipetovanim. Po provedeni inkubace (10 minut, laboratorni teplota) byl vzorek analyzovan
pomoci spektrofotometru s monochromatorem Infinite M Nano (TECAN) pii vinové délce
595 nm. Kazdy vzorek byl méfen ve 3 technickych replikach, maximalné jedna odlehla hodnota
méfeni byla odstranéna pro dany vzorek. Kvantifikace byla provedena pomoci kalibraéni kiivky.
Pro konstrukei kalibra¢ni kiivky byly pouzity roztoky BSA o zname koncentraci. Ziskana data

byla zpracovana pomoci Microsoft Excel.
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4.7.11 Stanoveni enzymatické aktivity SOD

Stanoveni enzymatické aktivity SOD bylo provedeno podle Flohé et Otting (1984).
Proteiny byly extrahovany pomoci pufru zajistujici nativni stav SOD, ktery je vyznamny pro
samotnou detekci enzymatické aktivity (Beauchamp et Fridovich, 1971).

Elektroforeticka separace byla provedena za nedenaturujicich podminek. Byl pfipraven
1,5mm polyakrylamidovy (PA) gel ze 4% zaostfovaciho a 12% rozdélovaciho gelu. Pro stanoveni
aktivity SOD bylo pouzito 20 pg proteinii extrahovanych pomoci Na fosfatového pufru.
Elektroforeticka separace probihala pii konstantnim proudu 20 mA na jeden gel, 120 minut. Jako
elektrodovy pufr byl vyuzit tris-glycinovy pufr. Po dokonceni elektroforetické separace byl gel
inkubovan 10 minut v Na fosfatovém pufru bez kyseliny L-askorbové a glycerolu. Nasledné byl
gel inkubovan 20 minut ve tmé v Na fosfatovém pufru bez kyseliny L-askorbové a glycerolu
s 0,6mmol-I* NBT. Gel byl inkubovan 15 minut ve tmé v Na fosfatovém pufru bez kyseliny L-
askorbové a glycerolu s 5mmol-I"t Na,EDTA, 0,25% (v/v) TEMED a 0,06mmol-I* riboflavinem.
Po provedeni inkubace byl gel vystaven zdroji svétla (150 umol-m?2-s?). Po uplynuti expozice
(5 minut, laboratorni teplota) byl inkuba¢ni roztok dekantovan a nahrazen deionizovanou vodou.

Obrazova dokumentace byla provedena pomoci Image Scanner Il (GE Healthcare)
a zpracovana pomoci ImageJ. Byla provedena normalizace ziskanych dat optické hustoty pasu
dané isoformy na celkovou intenzitu, tedy soucet intenzit vSech past dané isoformy. Pro analyzu
kazdého genotypu byly pouzity tii biologické repliky. Ziskand data byla vyhodnocena
a statisticky zpracovana pomoci Microsoft Excel. Pro vyhodnoceni statistické signifikance byl
pouzit jednofaktorovy ANOVA test.

4.7.12 Stanoveni enzymatické aktivity peroxidas

Elektroforetickd separace pii stanovovani enzymatickych aktivit peroxidas byla
provedena za nedenaturujicich podminek. Byl pfipraven 1,5mm PA gel z 4% zaostfovaciho
a10% rozdelovaciho gelu. Pro stanoveni aktivit peroxidas bylo pouzito 40 pg proteint
extrahovanych pomoci Na fosfatového pufru. Elektroforeticka separace probihala pfi konstantnim
proudu 15 mA na jeden gel, 135 minut. Jako elektrodovy pufr byl vyuzit tris-glycinovy pufr.

Po dokonéeni elektroforetické separace byl gel inkubovan 15 minut v 50 ml Na
acetatového pufru. Po uplynuti inkubaéni doby byl pufr nahrazen novymi 50 ml Na acetatového
pufru s pfidavkem zahiatého (65 °C) roztoku 25 mg DIA, které byly rozpustény v 500 pl 96%
(v/v) ethanolu, a 375 ul peroxidu vodiku. Gel byl v tomto pufru inkubovan 1 hodinu za mirného
tfepani. Pufr byl nasledné dekantovan a gel prevrstven deionizovanou vodou.

Gel byl nasledné zdokumentovan a analyzovan jako u stanoveni enzymatické aktivity
SOD (4.7.11 Stanoveni enzymatické aktivity SOD).
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4.7.13 Elektroforeticka separace proteinli za denaturujicich podminek

Extrakt proteint byl smichan s Laemliho pufrem v poméru 3:1. Laemliho pufr, 4X byl
diive smichan s 2-merkaptoethanolem v pomeéru 9:1. Pfipravené vzorky byly peclivé promichany
pomoci vitivé tiepacky a inkubovany 10 minut pii 95 °C.

Elektroforeticka separace byla provedena za denaturujicich podminek. PA gel s tloustkou
1 mm byl pfipraven S vyuzitim soupravy TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 12% podle
pokynti vyrobce. Pro separaci bylo pouZito 15 pg proteint, které byly separovany 10 minut pii
100 V a nasledné 60 minut pti 150 V. Jako elektrodovy pufr byl pouzit elektroforeticky pufr. Pfi
vyuziti soupravy TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 12% byl gel zdokumentovan pomoci
dokumenta¢ni jednotky ChemiDoc MP Imaging System s vyuzitim protokolu pro Stain-Free gely.

4.7.14 Imunoblotovani

Po dokonceni elektroforetické separace za denaturujicich podminek byl proveden pienos
separovanych proteinti na PVDF membranu o0 délce 8,5 cm a vySce 7 cm. Pred pienosem byla
PVDF membrana rehydratovana v methanolu (20 sekund) a inkubovana 10 minut
s houbickami, filtranim papirem a PA gelem v tris-glycinovém pufru s obsahem 10% (v/v)
methanolu.

Peclivé slozena kazeta byla vlozena do jadra, respektive do vany, ktera byla umisténa
Vv ledové tiisti. Pfenos probihal 17 hodin pfi konstantnim napéti 24 V. Pro pienos byl vyuzit tris-
glycinovy pufru s obsahem 10% (v/v) methanolu.

Membrana byla vyjmuta z kazety a nékolikrat oplachnuta deionizovanou vodou.
Pfenesené proteiny byly detekovany na membrané pomoci ChemiDoc MP Imaging System
S vyuzitim protokolu pro Stain-Free detekci proteinii na membrané. VSechny membrany byly
obarveny roztokem Ponceau S, tiikrat promyty deionizovanou vodou a zdokumentovany pomoci
fotoaparatu. Odbarveni membrany bylo dosazeno promytim v TBS-T.

Pro detekci SOD byly membrany blokovany (pfes noc, 4 °C) v 5% (w/v) roztoku
odtu¢néného suseného mléka v TBS-T za pomalého tiepani. Nasledujici den byl blokovaci roztok
nahrazen roztokem primarni protilatky (anti FeSOD, 1:3000; anti Cu/ZnSOD, 1:2000), ktera byla
fedéna v 1% (w/v) roztoku odtuénéného suseného mléka v TBS-T. Byla provedena inkubace
membrany s roztokem primarni protilatky ptes noc ve 4 °C. Nasledujici den byla membrana
pétkrat promyvana roztokem TBS-T po dobu 5 minut. Nasledné byla membrana inkubovana
v roztoku sekundarni protilatky (anti rabbit protilatka konjugovana s kienovou peroxidasou,
1:5000), ktera byla fedéna v 1% (w/v) roztoku BSA v TBS-T. Po inkubaci, ktera byla dlouha
1,5 hodiny, byla membrana pétkrat promyvana roztokem TBS-T po dobu 5 minut.
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Pro vizualizaci znaGenych proteinti byl pouzit komeréni substrat Clarity Western ECL
Substrate. Membrana byla inkubovana v substratu, ktery byl pfipraven podle pokyni vyrobce
(Bio-Rad), 2 minuty a nasledné snimana pomoci dokumentac¢ni jednotky ChemiDoc MP Imaging
System s vyuzitim protokolu Chemi s expozici 0,1-20 sekund. Ziskany obrazovy material byl
zpracovan a vyhodnocen pomoci Image Lab. Data byla normalizovana s pomoci péti
nejintenzivnéjSich pasu, které byly ziskany pii kontrole nanasenych proteini (Stain-Free),
arelativné kvantifikovana s vyuzitim Microsoft Excel. Pro analyzu kazdého genotypu byly
pouzity tii biologické repliky. Pro vyhodnoceni statistické signifikance byl pouzit jednofaktorovy
ANOVA test.

4.7.15 Izolace celkové RNA

Ctyii desetidenni rostliny Arabidopsis thaliana, pro jeden genotyp a jedno opakovani,
byly homogenizovany pomoci tloucku, tfeci misky a tekutého dusiku. Ziskany homogenat byl
kvantitativn€ pfenesen do 2ml mikrozkumavky, prevrstven a rozpustén v 800 ul TRIzol Reagentu.
Vznikla suspenze byla inkubovana (5 minut, laboratorni teplota) a nasledné centrifugovana
(12000 g, 10 minut, 4 °C). Supernatant byl pfenesen do nové 2ml mikrozkumavky a ptevrstven
80 ul BCP. Intenzivnim tfepanim (15 sekund) bylo dosazeno dostateéného stupné promichani
vzorku, nasledovala inkubace (10 minut, laboratorni teplota) a centrifugace (12000 g, 15 minut,
4 °C). Vodna faze byla pfenesena do 2ml mikrozkumavky a pievrstvena 100% (v/v)
isopropanolem v poméru 2:1, smés byla nasledné intenzivné promichana vitivou tfepackou,
inkubovana (5 minut, laboratorni teplota) a centrifugovana (12000 g, 8 minut, 4 °C). Supernatant
byl odstranén, pelet byl pievrstven 1 ml 75% (v/v) ethanolu a centrifugovan (7500 g, 5 minut,
4 °C). Ethanol by odstranén a pelet kratce vysusen (5 minut, laboratorni teplota). Ziskany pelet
byl rozpustén v 50 pl destilované vody s deklarovanou nulovou aktivitou RNas (UltraPure
DNase/RNase-Free destilovana voda) a inkubovan v ledové tfisti 30 minut.

Ziskany vzorek RNA byl nékolikrat proméfen pomoci spektrofotometru (NanoDrop Lite
Spectrophotometer) a byla upravena jeho koncentrace na ptibliznou hodnotu 200 ng-pl™ pomoci
destilované vody s deklarovanou nulovou aktivitou RNas (UltraPure DNase/RNase-Free

destilovana voda).

4.7.16 Odstranéni kontaminace ve formé DNA od vzorku izolované RNA

Slozeni enzymatické reakce (celkovy objem reakce 20 pl) pro odstranéni nezadouci
gDNA pomoci DNasy | bylo nasledujici: 2 pl reakéniho pufru s MgCl, pro DNasu I, 10X
(vysledna koncentrace 1X), 2 pl DNasy I (1 U-pl?; 2U v reakéni smési); x pl izolatu celkové
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RNA (2000 ng; x je objem pro dosaZeni mnozstvi 2000 ng RNA); a y ul destilované vody
s deklarovanou nulovou aktivitou RNas (UltraPure DNase/RNase-Free destilovana voda; y je
objem pouzité destilované vody pro doplnéni reakce na objem 20 ul).

Byla provedena inkubace (40 minut, 37 °C), nasledné¢ byly do enzymatické reakce
piidany 2 pl roztoku EDTA, 50 mmol-It a vzorky byly déle inkubovany (10 minut, 70 °C).
Vzorky osetiené DNasou byly umistény do ledové tisté. Kvalita izolované RNA, jeji integrita,
byla hodnocena pomoci horizontalni elektroforetické separace v 1% (w/v) agarosovém gelu (viz

kapitola 4.7.6 Horizontalni elektroforeticka separace v agarosovém gelu).

4.7.17 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce (celkovy objem reakce 20 pl) byla provedena v 0,2ml
mikrozkumavkach. V termocycleru byla inkubovana (10 minut, 70 °C, 75 °C viko) reakéni smés
| (objem reakce 10 pl) obsahujici: 0,5 ul Oligo(dT)18 primer, 10 umol-I"%; 5 ul diive izolované
RNA, ktera byla zbavena kontaminujici DNA; a 4,5 ul destilované vody s deklarovanou nulovou
aktivitou RNas (UltraPure DNase/RNase-Free destilovana voda). Po uplynuti inkuba¢ni doby
byla mikrozkumavka obsahujici reakéni smés I pfenesena do ledové tfist¢ a do reakéni smési
| byla ptidana reakéni smés Il (objem reakce 10 pl) obsahujici: 4 pl First Strand Pufr, 5X
(vysledna koncentrace 1X); 0,4 ul RNasin Ribonuclease inhibitoru; 0,4 ul M-MLV reverzni
transkriptasy; 1 ul dNTP, 10 mmol-I? (vysledna koncentrace 0,5 mmol-17); a 4,2 ul destilované
vody s deklarovanou nulovou aktivitou RNas (UltraPure DNase/RNase-Free destilovana voda).
Byla provedena syntéza komplementarni DNA (¢cDNA; complementary DNA) ve diive pouzitém
termocycleru (3 hodiny, 42 °C, 45 °C viko). Nasledné byla provedena inaktivace reverzni
transkriptasy v pouzitém termocycleru (10 minut, 70 °C, 75 °C viko).

Ziskana cDNA byla 4X natedéna destilovanou vodou s deklarovanou nulovou aktivitou
RNas (UltraPure DNase/RNase-Free destilovana voda).

4.7.18 Kvantitativni real-time PCR

Kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR), ktera byla provedena pomoci StepOnePlus
(StepOne Software) termocycleru, byla provedena s vyuzitim reakéni smési (celkovy objem
reakce 10 pl) obsahujici: 0,5 pl F primeru, 10 pmol-I* (vysledna koncentrace 0,5 pmol-I"); 0,5 ul
R primeru, 10 umol-I* (vysledna koncentrace 0,5 pmol-I1?); 1,5 ul vody s deklarovanou nulovou
aktivitou RNas (UltraPure DNase/RNase-Free destilovana voda); 2,5 ul diive pfipravené cDNA;
a 5 ul premixu pro SYBR Green.
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Byly pouzity primery qFSD1_F (5'-TCACCGCAAACTACGTCCTC-3), gFSD1_R (5'-
TCATATGCGGCTCCAAAGCA-3), gEFlo F (5-TGAGCACGCTCTTCTTGCTTTCA-3)
aqEFlo R (5-GGTGGTGGCATC CATCTTGTTACA-3).

(15 sekund, 95 °C), anelace a extenze (1 minuta, 60 °C); analyza kiivky tani byla provedena za
podminek: denaturace (15 sekund, 95 °C), anelace a extenze (1 minuta, 60 °C).

Kvantifikace s vyuzitim 3 biologickych a 3 technickych replik byla provedena pomoci
metody AACT a statisticky vyhodnocena pomoci Microsoft Excel. Pro vyhodnoceni statistické
signifikance byl pouzit jednofaktorovy ANOVA test. Jako referencni gen urceny pro normalizaci

byl zvolen ELONGACNI FAKTOR lIa.

4.7.19 Vliv ABA na aperturu praduchti Arabidopsis thaliana

Pravé listy desetidennich in vitro kultivovanych rostlin Arabidopsis thaliana byly odnaty
a 2 hodiny inkubovany v pufru pro otevirani priduchi pii konstantnich svételnych podminkach
(150 pmol-m™-s?) a laboratorni teploté za mirného tfepani. Po uplynuti inkubace byl pufr pro
otevirani priduchi nahrazen novym pufrem pro otevirani praduchd s obsahem ABA
(10 pmol-I"Y). Pro ugely kontrolnich podminek byl pouZit roztok pro otevirani praduchii
s objemem 96% (v/v) ethanolu, ktery byl roven objemu zasobniho roztoku ABA, 10 mmol-I*
pouzitého pro piipravu pufru pro otevirani priduchi sobsahem ABA (10 umol-I?). Byla
provedena inkubace za shodnych podminek. Po uplynuti inkubace byly listy pfeneseny na
podlozni sklo a prevrstveny roztokem, ve kterém byly inkubovany. Listy byly ihned
mikroskopicky analyzovany pomoci epifluorescenéniho mikroskopu Axiolmager.M2
V prochazejicim svétle.

Pofizené snimky byly analyzovany programem Imagel, pomoci kterého byla métena
$itka a délka $térbiny priduchi. Sitka a délka byla pouzita k vypoétu jejich podilu, hodnoty
reflektujici aperturu priduchti. Ziskana data byla vyhodnocena a statisticky zpracovana pomoci
Microsoft Excel. Pro vyhodnoceni statistické signifikance byl pouzit jednofaktorovy ANOVA
test. Experiment byl proveden ve dvou opakovanich. Pro kazdé opakovani byl vyuzit alespon
jeden list z jedné rostliny a listy alespon ze dvou rostlin. Celkové bylo analyzovano

n = 100 praduchi.

4.7.20 Vliv ABA na kli¢eni Arabidopsis thaliana

Semena Arabidopsis thaliana na 1/2MS médium byla kultivovana podle podminek

uvedenych v kapitole 4.7.4 Kultivace Arabidopsis thaliana in vitro. Pro tucely experimentu bylo
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vyuzito 1/2MS médium obsahujici 0,5 a 1umol-It ABA. Jako kontrola bylo pouzito 1/2MS
médium bez ABA, kde objem roztoku ABA byl nahrazen objemem 96% (v/v) ethanolu, ktery byl
roven objemu zasobniho roztoku ABA o koncentraci 10 mmol-I?, nebo 5 mmol-I?, ktery byl
pouzit pro ptipravu 1/2MS média s koncentraci 1 pmol-I?, respektive 0,5 pmol-I"* ABA. Kligeni
bylo hodnoceno s vyuzitim ZEISS Axio Zoom V16 pii zvétseni 100X v prochazejicim svétle.
Vykli¢eni bylo hodnoceno prvni, druhy a tieti den po preneseni misek s rostlinami do kultivaéni
mistnosti na zaklad¢é pozorovani radikuly.

Ziskana data byla vyhodnocena a statisticky zpracovana pomoci Microsoft Excel. Pro
vyhodnoceni statistické signifikance byl pouzit jednofaktorovy ANOVA test. Experiment byl

proveden ve tfech opakovanich, kde pocet semen na jedno opakovani a jeden genotyp byl n = 30.

4.7.21 lzolace gDNA

Ctyii in vitro kultivované desetidenni rostliny Arabidopsis thaliana byly pieneseny do
treci misky a pomoci tloucku a tekutého dusiku homogenizovany. Homogenat byl kvantitativné
prenesen do 2ml mikrozkumavky, pievrstven 800 pl EP a dikladné promichan pomoci vifivé
ttepacky. K suspenzi bylo piidano 800 ul smési fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1),
vznikla suspenze byla promichana pomoci vifivé tiepacky (alespon 30 sekund). Byla provedena
centrifugace (6000 g, 3 minuty, 4 °C) a supernatant byl pfenesen do nové 2ml mikrozkumavky.
Do mikrozkumavky obsahujici supernatant bylo ptidano 80 pl NaAc, 3 mol-I* a obsah
mikrozkumavky byl intenzivné protfepan. Bylo pfidano 800 pl ledového 99,8% (v/v) ethanolu,
smés byla promichéana a centrifugovana (14000 g, 10 minut, 4 °C). Supernatant byl odstranén,
pelet byl pievrstven 800 ul 70% (v/v) ethanolu a byla provedena centrifugace (14000 g, 10 minut,
4 °C). Supernatant byl odstranén, pelet vysuSen (30 minut, laboratorni teplota), rozpustén ve

100 pl TE pufru a inkubovan (60 minut, 37 °C). Vzorek byl dlouhodobé uchovavan pii -20 °C.

4.7.22 Amplifikace parcialni ¢asti T-DNA inseréniho lokusu pomoci PCR

gDNA mutantnich rostlin linie spll.2, ktera byla izolovana podle vySe popsaného
postupu, byla pouZita jako templat pro PCR (celkovy objem reakce 50 ul): 10 ul iProof HF pufr,
5X (vysledna koncentrace 1X); 0,5 ul iProof High Fidelity DNA polymerasa (vysledna
koncentrace 1U); 1 ul ANTP, 10 mmol-I* (vysledna koncentrace 200 pmol-I?); 2,5 ul primer F,
10 pmol-I?* (vysledna koncentrace 0,5 pmol-I?%); 2,5 ul primer R, 10 umol-I? (vysledna
koncentrace 0,5 pmol-I"); 32,9 ul vody s deklarovanou nulovou aktivitou RNas (UltraPure

DNase/RNase-Free destilovana voda); a 0,6 ul izolované gDNA.
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Byly pouzity primery LBb1.3 (viz kapitola 4.7.5 Genotypova analyza) a SALK _058642-
RP (5-TCTGGATCTCTTAGCCTGCTG-3)).
denaturace (8 sekund, 98 °C), anelace (17 sekund, 63 °C), extenze (30 sekund, 72 °C); finalni
extenze (5 minut, 72 °C). Velikost produktu neni uvedena z divodu nejisté polohy inserce.

Ziskany PCR produkt byl elektroforeticky separovan, purifikovan a sekvencovan.

4.7.23 Purifikace PCR produktu

Purifikace PCR produktu byla provedena s vyuzitim NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
soupravy s drobnymi modifikacemi. PCR produkt byl izolovan z gelové matrice po provedeni
horizontalni elektroforetické separace. Fragment gelu, ktery obsahoval amplifikovany PCR
produkt, byl prevrstven ve 2ml mikrozkumavce NTI pufrem v poméru 200 ul NTI pufru na
100 mg vyfezaného 1% (w/v) agarosového gelu. Obsah mikrozkumavky byl inkubovan (50 °C)
do dosaZzeni bodu uplného rozpusténi gelové matrice. V pribéhu inkubace byl obsah
mikrozkumavky 2X-3X promichan pomoci vifivé tfepacky. Maximalné 700 ul ziskaného roztoku
bylo naneseno do kolony poskytnuté v uvedené souprave.

Alternativné byl PCR produkt purifikovan bez prediazené horizontalni elektroforetické
separace s vyuzitim stejné soupravy a alternativniho protokolu. Pokud byl objem PCR reakce
mensi nez 50 ul, byl doplnén na objem 50 pl pomoci vody s deklarovanou nulovou aktivitou
RNas (UltraPure DNase/RNase-Free destilovana voda). Nasledné byl PCR produkt smichan
S NTI pufrem v poméru 1:2 a kratce promichan pomoci vifivé tfepacky. Vznikly roztok byl
nanesen do kolony.

Po centrifugaci (11000 g, 30 sekund, laboratorni teplota) byl eluat ze sbérné zkumavky
kolony nanesen opét do kolony a byla provedena centrifugace za stejnych parametrii. Toto bylo
provedeno jesté jednou. Tento postup byl proveden i pro pripadny zbytek roztoku rozpusténé
gelové matrice, respektive PCR produktu. Po odstranéni eluatu ze sbérmé zkumavky bylo do
kolony naneseno 700 ul NT3 pufru. Obsah kolony byl centrifugovan (11000 g, 30 sekund,
laboratorni teplota) a eluat byl nasledné odstranén ze sbérné zkumavky. Kolona byla zbavena
centrifugaci (11000 g, 1 minuta, laboratorni teplota) rezidudlnich zbytkl roztokd.

Pro eluci bylo pouzito 30 ul vody s deklarovanou nulovou aktivitou RNas (UltraPure
DNase/RNase-Free destilovana voda). Po naneseni vody s deklarovanou nulovou aktivitou RNas
(UltraPure DNase/RNase-Free destilovana voda) do kolony byla provedena inkubace (1 minuta,
laboratorni teplota), nasledné byl proveden pienos kolony do nové 1,5ml mikrozkumavky a byla

provedena centrifugace (11000 g, 1 minuta, laboratorni teplota). Eluat z 1,5ml mikrozkumavky
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byl opét nanesen do kolony a byla provedena eluce za diive uvedenych parametri. Toto bylo
provedeno jeste jednou.

Izolovana DNA byla dlouhodobé¢ uchovana pii -20 °C.

4.7.24 Sekvencovani

Sekvencovani bylo provedeno firmou SEQme (Ceské republika). Vysledky sekvencovani

byly vyhodnoceny pomoci programu ApE.

4.7.25 Ptiprava faznich konstrukti

Izolovana gDNA rostlin Col0 byla pouzita pro amplifikaci promotorové oblasti genu
SPL1 (pSPL1; fragment A) pomoci PCR svyuzitim iProof polymerasy (viz kapitola
4.7.22 Amplifikace parcialni ¢asti T-DNA inser¢niho lokusu pomoci PCR) a primerti SPL1-Nter-
frgA-F (5-GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGCGGATTAGCTCTCCCAAGTTTG-3)
a SPL1-Nter-frgA-R  (5-GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGCCACTCGATCCAATTC
AACAAC-3"). Byla provedena zména teplotniho programu v podobé teploty anelace (57 °C)
a doby extenze (60 sekund). Ocekavana velikost PCR produktu pSPL1 byla 2186 bp.

Pro amplifikaci genu SPL1 (fragment C) byl vyuZit par primert SPL1-Nter-frgC-cDNA-
F (5-GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGGGATGGAAGCTAGAATTGATGAAG-3)
a SPL1-Nter-frgC-cDNA-R (5-GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGGTCAGCTTGTTC
CATAGTCC-3'). Byla provedena zména teplotniho programu v podobé teploty anelace (60 °C)
a doby extenze (95 sekund). Oc¢ekavana velikost PCR produktu SPL1 byla 3464 bp. Ziskany PCR
produkt byl purifikovan podle vyse uvedeného postupu.

Pro rekombinaci do vstupnich vektori byla pouZita reakce (celkovy objem 10 ul)
0 nasledujicich parametrech: X pl pSPL1 purifikovaného PCR produktu (72 ng; x je objem pro
dosazeni mnozstvi 72 ng daného PCR produktu), nebo x ul SPL1 purifikovaného PCR produktu
(114 ng; X je objem pro dosaZeni mnozstvi 114 ng daného PCR produktu); y pl vstupniho vektoru
(PDONR P4-P1R pro pSPL1; pDONR P2R-P3 pro SPL1; 150 ng; y je objem pro dosazeni
mnozstvi 150 ng daného plasmidu); z pl destilované vody (z je objem pouzité destilované vody
pro doplnéni reakce na objem 8 pl); a 2 ul BP clonasy. Pied pouzitim byla BP clonasa vytazena
z mrazici jednotky (-20 °C), promichana pomoci vifivé tiepacky a kratce centrifugovana.

Mnozstvi PCR produktu (50 fmol) pro rekombinac¢ni reakci bylo, podle navodu vyrobce,

zjisténo pomoci nasledujici rovnice:
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. | (660 [fe] 1 [ng]
[ng]= 50 [fmol] - velikost fragmentu DNA [bp] - l[fmol])' 10° [fg]

Po inkubaci rekombinaéni reakce (17 hodin, 18 °C) byl ptidan 1 pl proteinasy
K a vysledna smés byla inkubovana (10 minut, 37 °C). Rekombinac¢ni reakce byla pouZita pro
transformaci chemokompetentnich bakterialnich bunék Escherichia coli, One Shot TOP10 (viz
nize). Usp&snost klonovani byla ovéfena pomoci enzymatického §tépeni restrikéni endonukleasou
(viz kapitola 4.7.30 Stépeni pomoci restrikénich endonukleas) a verifikovana sekvencovanim.

Pripravené vstupni vektory obsahujici klonovany fragment DNA byly pouzity pro
rekombinaci do destina¢niho vektoru. Pro rekombinaci do destina¢niho vektoru byla pouzita
reakce (celkovy objem 10 pl): v ul pSPL1-pDONR P4-P1R (31,53 ng; Vv je objem pro dosazeni
mnozstvi 31,53 ng daného plasmidu); w ul SPL1-pDONR P2R-P3 (39,94 ng; w je objem pro
dosazeni mnozstvi 39,94 ng daného plasmidu); X ul eGFP-pDONR 221 (21,56 ng; X je objem pro
dosazeni mnozstvi 21,56 ng daného plasmidu); y pul pB7m34GW (131,27 ng; y je objem pro
dosazeni mnozstvi 131,27 ng daného plasmidu); z ul destilované vody (z je objem pouzité
destilované vody pro doplnéni reakce na objem 8 pl); a 2 ul LR clonasy. Pfed pouzitim byla LR
clonasa vytazena z mrazici jednotky (-20 °C), promichana pomoci vifivé tiepacky a kratce
centrifugovana. Alternativné byl pSPL1-pDONR P4-P1R nahrazen p35S-pDONR P4-P1R
(24,83 ng) pii zachovani stejnych parametrt reakéni smési.

Mnozstvi vektord pro rekombinaéni reakci bylo zjisténo pomoci diive uvedené rovnice.
Bylo pouzito 10 fmol vstupniho vektoru a 20 fmol destina¢niho vektoru, podle navodu vyrobce.

Piipravena LR reakce byla inkubovana a dale zpracovana jako pii BP reakci.

4.7.26 Transformace chemokompetentnich ~ bakteridlnich ~ bunék
Escherichia coli, One Shot TOP10

50 ul bakterialni suspenze chemokompetentnich bunék Escherichia coli, One Shot
TOP10 bylo po pfidani 6 pl diive ptipravené rekombinaéni smési inkubovano 30 minut v ledové
tisti. 1,5ml mikrozkumavka obsahujici transformaéni smés byla pfemisténa do termobloku, kde
byla inkubovana 60 sekund pii 42 °C anasledn¢ byla pfemisténa do ledové tfiste, kde byla
inkubovana 2-3 minuty. Po uplynuti doby inkubace bylo k bakteridlni suspenzi potencialné
transformovanych bun¢k piridano 300 pul SOC média. Byla provedena inkubace (220 RPM,
1 hodina, 37 °C).
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4.7.27 Kultivace bakterialnich bunék Escherichia coli, One Shot TOP10

Bakterialni suspenze potencialné transformovanych bunék byla rozetfena na pevné LB
médium obsahujici adekvatni antibiotika s ohledem na resistenci specifického vektoru pDONR
P4-P1R (Kan), pDONR P2R-P3 (Kan) a pB7m34GW (Spe). Vysledna koncentrace pouzitych
antibiotik byla 50 pg-mi™.

Bakterialni suspenze byla rozetfena na Petriho misky v mnozstvi 100 pl a 200 pl. Bakterie
byly kultivovany (pfes noc, 37 °C, tma).

Bakterie pochazejici z potencialné pozitivnich kolonii byly pomoci sterilniho paratka
preneseny do 5ml tekutého LB média (obsah antibiotik shodny s pevanym LB médiem)
a kultivovany (220 RPM, pies noc, 37 °C, tma). Bakterialni suspenze byla pouzita pro izolaci
plasmidové DNA, piipadné pro dlouhodobé uchovani formou alikvoti v 25% (v/v) glycerolu pti
-80 °C.

4.7.28 Izolace plasmidové DNA

Plasmidova DNA byla izolovana z 5 ml pies noc kultivované bakterialni kultury, ktera
byla postupné centrifugovana ve 2ml mikrozkumavkach (8000 g, 1 minuta, 4 °C). Bakterialni
pelet byl rozpustén ve 300 ul pufru P1 (obsah 1 ul-ml* RNasy A). Ke vzniklé bakterialni suspenzi
bylo ptidano 300 ul pufru P2. Obsah mikrozkumavky byl promichan kyvavym pohybem
mikrozkumavky a inkubovan (5 minut, laboratorni teplota). Bylo ptidano 300 ul pufru P3, obsah
mikrozkumavky byl promichan kyvavym pohybem mikrozkumavky a inkubovan
(5 minut, ledova trist).

Byla provedena centrifugace (18000 g, 20 minut, 4 °C). Supernatant byl kvalitativné
pteveden do 1,5ml mikrozkumavky obsahujici 600 pl isopropanolu. Po dikladném promichani
nasledovala centrifugace (18000 g, 20 minut, laboratorni teplota). Supernatant byl dekantovan
a pelet byl promyt 750 ul vychlazeného 75% (v/v) ethanolu. Po centrifugaci (18000 g, 5 minut,
laboratorni teplota) byl supernatant dekantovan, pelet vysuSen (10 minut, laboratorni teplota)

a rozpustén v 50 pl deionizované vody.

4.7.29 Purifikace plasmidové DNA

V ptipadé potieby (sekvencovani, transformace) byla izolovana plasmidova DNA
purifikovana pomoci kolon soupravy QIAprep Spin Miniprep Kit. Diive izolovana plasmidova
DNA byla smichana s PB pufrem v poméru 1:5, aplikovana do QIAprep kolony a centrifugovana

(18000 g, 1 minuta, laboratorni teplota). Eluat byl po centrifugaci opét nanesen do kolony. Totéz
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bylo provedeno jesté jednou. Kolona byla promyta 750 ul PE pufru (18000 g, 1 minuta,
laboratorni teplota) a nasledné vysusSena centrifugaci (18000 g, 1 minuta, laboratorni teplota).
Eluce plasmidové DNA bylo docileno stejné jako pii eluci popsané v kapitole 4.7.23 Purifikace
PCR produktu.

4.7.30 Stépeni pomoci restrikénich endonukleas

Izolovana plasmidovd DNA byla pouzita pro ovéfeni uspéSnosti klonovani pomoci
enzymatického Stépeni. Slozeni enzymatické reakce (celkovy objem reakce 20 pl) pro Stépeni
bylo nasledujici: 1 pl restrikéni endonukleasy (specifikovano nize); 2 ul pufru pro restrikéni
endonukleasu (pufr doporu¢eny vyrobcem pro maximalni efektivitu enzymu); x pl izolatu
plasmidové DNA (1500-2000 ng; x je objem pro dosazeni mnozstvi 1500-2000 ng plasmidové
DNA); ay ul destilované vody (y je objem pouzité destilované vody pro doplnéni reakce na objem
20 ul). Inkubace trvala 1 hodinu a byla provedena pii 37 °C.

10 pl reakéni smési bylo separovano pomoci horizontalni elektroforetické separace,
velikosti o¢ekavanych fragmentti pro indikované konstrukty byly pSPL1-pDONR P4-P1R
(EcoRV: 4777 bp), SPL1-pDONR P2R-P3 (Pvull: 2630, 2086, 1335 bp), pSPL1::eGFP:SPL1-
pB7m34GW (Pvull: 10792, 2086, 1719 bp) a p35S::eGFP:SPL1-pB7m34GW (Ndel: 5580, 3649,
2489, 1864 bp).

4.7.31 Transformace chemokompetentnich ~ bakteridlnich ~ bunék

Agrobacterium tumefaciens, GV3101

K 50 ul bakterialni suspenze chemokompetentnich bunék Agrobacterium tumefaciens,
GV3101 bylo pridano 5 ul purifikované plasmidové DNA. Transformac¢ni smés byla inkubovana
30 minut v ledové tiisti. 1,5ml mikrozkumavka obsahujici transformacni smés byla premisténa
na 5 minut do tekutého dusiku a nasledné inkubovana 15 minut pii laboratorni teploté. Po uplynuti
inkubace bylo k bakterialni suspenzi potencialné transformovanych bunék ptidano 400 pl SOC
média. Byla provedena inkubace (180 RPM, 2 hodiny, 25 °C).

4.7.32 Kultivace bakterialnich bun¢k Agrobacterium tumefaciens, GW3101

Diive pfipravena Dbakteridlni suspenze potencialné transformovanych bunék
Agrobacterium tumefaciens, GV3101 byla rozetfena na pevné LB médium obsahujici

spektinomycin (50 pg-ml?; pB7m34GW) a rifampicin (50 pg-ml?; Agrobacterium tumefaciens,
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GV3101). Bakterialni suspenze byla rozetiena na Petriho misky v mnozstvi 150 pl. Bakterie byly
kultivovany (2 dny, 25 °C, tma).

Bakterie pochazejici z vybrané kolonie byly pomoci sterilniho paratka pieneseny do 5 ml
tekutého LB média (obsah antibiotik shodny s pevnym LB médiem) a kultivovany (180 RPM,
pfes noc, 25 °C, tma). Bakterialni suspenze byla pouzita pro tranzientni transformaci Nicotiana
benthamiana, stabilni transformaci Arabidopsis thaliana, pfipadné pro dlouhodobé uchovani

formou alikvotl v 25% (v/v) glycerolu pii -80 °C.

4.7.33 Tranzientni transformace Nicotiana benthamiana

Do 20 ml tekuttho LB média obsahujici spektinomycin (50 pg-ml?;
pSPL1::eGFP:SPL1-pB7m34GW,  p35S::eGFP:SPL1-pB7m34GW), nebo  kanamycin
(50 pg'ml?; p19) a rifampicin (50 pg-ml') bylo pieneseno 50 pl bakterialni suspenze
Agrobacterium tumefaciens, GVV3101, ktera byla uchovavana dlouhodobé v 25% (v/v) glycerolu
pii -80 °C. Byly pfeneseny bakterie, které nesly p19, pSPL1::eGFP:SPL1-pB7m34GW, nebo
p35S::eGFP:SPL1-pB7m34GW. Bakteridlni kultura byla kultivovana (180 RPM, pfes noc,
25 °C, tma).

Rostliny Nicotiana benthamiana byly pfeneseny z kultivaéni mistnosti (22 °C, denni
rezim: 16 hodin svétlo, 8 hodin tma, 70% vlhkost, intenzita osvétleni: 150 pmol-m?-s?) do
laboratote, kde byly zality vodou (minimalné 2 hodiny pfed samotnou transformaci).

Bakterialni kultura byla centrifugovana (3000 g, 30 minut, 4 °C), supernatant dekantovan
a nahrazen 400 ul kokultiva¢niho média. Byla zmétena opticka hustota pii vinové délce 600 nm
(ODgoo; optical density, 600 nm): 10 pl bakterialni suspenze bylo smichano s 990 pul
kokultiva¢niho média a méfeno pomoci spektrofotometru (SmartSpec Plus) pii indikované vinové
délce. Zjisténa hodnota ODgw byla pouzita pro ziskani infiltraéni bakterialni suspenze, kde
vysledna hodnota ODggo byla 0,7 pro bakterie nesouci dany konstrukt (pSPL1::eGFP:SPL1, nebo
p35S::eGFP:SPL1) a 1 pro bakterie nesouci pl9, podle nize uvedené rovnice. Pro fedéni

bakterialni suspenze, doplnéni na pozadovany objem, bylo pouzito kokultivaéni médium.

_ ODgpgpozadované - V,

ODgyonamétené - 100

V je objem bakterialni suspenze s méfenym ODegoo; ODggopozadované je vysledné
pozadované ODeg; V1 je vysledny objem bakteridlni suspenze (10 ml); ODgoonamétené je
aktualn¢é namétena hodnota ODsoo; @ 100 je koeficient fedéni.

Infiltraéni bakterialni suspenze obsahujici bakterie nesouci dany konstrukt

(pSPL1::eGFP:SPL1, nebo p35S::eGFP:SPL1) a p19 byla inkubovana (3—4 hodiny, laboratorni
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teplota, tma). Po provedeni inkubace byly pomoci 2ml injekéni stiikacky infiltrovany listy
Nicotiana benthamiana. Bakterialni kultura byla pomalu vtlac¢ena do listu z jeho spodni strany.
Jako negativni kontrola byla pouzita bakteridlni suspenze bakterii nesouci p19. Po provedeni
inokulace byla rostlina pfekryta ¢ernou f6lii do druhého dne (laboratorni teplota) a nésledné
premisténa do kultivaéni mistnosti (22 °C, denni rezim: 16 hodin svétlo, 8 hodin tma, 70%

vlhkost, intenzita osvétleni: 150 umol-m2-s?).

4.7.34 Konfokalni mikroskopie

Treti a ¢tvrty den po inokulaci listd Nicotiana benthamiana (viz diive) byla provedena
mikroskopicka analyza segmentl listl. Segment listu z transformované oblasti byl umistén na
podlozni sklo, ptevrstven 150-200 pl tekutého 1/2MS média (absence zelirujici latky) a prekryt
krycim sklem. Pro mikroskopickou analyzu byla vybrana oblast listu bez viditelnych
fytopatologickych zmén.

Konfokalni mikroskopie byla provedena pomoci mikroskopu LSM 710 (Axio Imager 2)
s pouzitym okularem (10X) a objektivem (20X; Plan-Apochromat 20x/0.8 M27). Pro excitaci
eGFP byl pouzit laser s vinovou délkou 488 nm o intenzité¢ 2—4 %. Pro excitaci chlorofylu a byl
pouzit laser s vinovou délkou 633 nm o intenzité 2 %. Emise eGFP byla detekovana v rozmezi
vlnovych délek 493-555 nm, emise chlorofylu v rozmezi vinovych délek 649-721 nm. Ziskany
obrazovy material (jednotlivé snimky, casosbémné série snimki a snimky odlisnych rovin) byl

zpracovan pomoci ZEN Black a ZEN Blue.

4.7.35 Stabilni transformace Arabidopsis thaliana

Do 20 ml tekutého LB média obsahujici spektinomycin (50 pg-ml?) a rifampicin
(50 ug'ml?t) bylo pieneseno 50 pl bakterialni suspenze Agrobacterium tumefaciens, GV3101,
které neslo konstrukt pSPL1::eGFP:SPL1, nebo p35S::eGFP:SPL1, uchovavané dlouhodobé
v 25% (v/v) glycerolu pti -80 °C. Bakterialni kultura byla kultivovana (180 RPM, pies noc, 25 °C,
tma). 5 ml bakterialni suspenze bylo nasledné ptfeneseno do Erlenmayerovy banky s 250 ml
sterilniho YEB média, bez, pro rostliny toxickych, antibiotik a kultivovano (180 RPM, 25 °C,
tma) do doby dosazeni ODggo 0,8 bakterialni kultury. Pii vysoké hodnoté ODego (VESi nez 0,8)
byla hodnota ODego bakterialni suspenze upravena pomoci YEB média na ODego 0,8 podle

rovnice:
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B Vi - ODgo
V= v ) - Vi
ODgggpozadované

V je objem pifidaného YEB média nutného pro dosazeni pozadovaného ODeo; V1 je
aktualni objem bakterialni kultury v YEB médiu (250 ml); ODeoo je aktudlné namétena hodnota
ODseoo; @ ODgoopozadované je vysledné pozadované ODeoo (0,8).

Rostliny Arabidopsis thaliana Col0 a spl1.1 byly pieneseny z kultivacni mistnosti do
laboratofe a byly z nich odstranény jiz vytvofené SeSule a opylené kvéty. Transformace byla
provedena nejdiive po uplynuti 2 hodin.

Pro transformaci byla vyuZzita 500ml kéadinka, do které byla prelita bakterialni kultura
(nejméné 250 ml). K bakterialni kultufe bylo nasledné ptidano smacedlo Silwet STAR (vysledna
kocentrnace byla 200 ul-I* Silwet STAR) a obsah kadinky byl $etrné promichan. Nadzemni ¢ést
Arabidopsis thaliana byla nasledné ponotena na 8 sekund do piipravené bakterialni kultury.
Pomoci ubrousku byla z rostliny odstranéna nadbyteéna tekutina. Transformované rostliny byly
piekryty cernou folii a umistény do kultivaéni mistnosti. Folie byly z rostlin odstranény

nasledujici den.

4.7.36 Selekce stabiln¢ transformovanych Arabidopsis thaliana

Semena (generace Ti) dfive transformovanych rostlin byla sklizena, peclivé
vysterilizovana a vyseta na Petriho misku s 1/2MS médiem obsahujici PPT (10 ug-ml?). Rostliny
byly kultivovany za podminek uvedenych v kapitole 4.7.4 Kultivace Arabidopsis thaliana in
vitro. Konfirmace byla provedena u tii tydny starych rostlin detekci signalu eGFP (ZEISS Axio
Zoom V16, 80X) a pomoci PCR.

PCR byla provedena s vyuzitim Phire Hot Start 1| DNA polymerasy podle postupu, ktery
je uveden v kapitole 4.7.5 Genotypova analyza, s odlisnou hodnotou teploty anelace (60,8 °C).
Pro detekci byly pouzity primery eGFP_C _F (5-GATCACATGGTCCTGCTG-3) a vyse
uvedeny SALK_134584-RP (viz 4.7.5 Genotypova analyza). Pfedpokladana velikost fragmentu
byla 244 bp. Horizontalni elektroforeticka separace byla provedena podle vy$e uvedeného

postupu. Jako pozitivni kontrola byly pouzity 3 ng plasmidu pSPL1::eGFP:SPL1-pB7m34GW.

4.7.37 Kvasinkovy dvouhybridni systém

Saccharomyces cerevisiae, Y2HGold byly kultivovany (160 RPM, 1-2 dny, 30 °C)
a nasledn¢ transformovany podle nasledujiciho postupu. Postupné byly centrifugovany (300 g,
1 minuta, laboratorni teplota) 3 ml suspenze kvasinkovych bunék v YPD médiu v 1,5ml

mikrozkumavkéch. Pelet byl rozpustén v 1 ml LiAc, 100 mmol-I*, inkubovan (5 minut, 37 °C)
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a nasledné centrifugovan (300 g, 1 minuta, laboratorni teplota). Supernatant byl dekantovan
a nahrazen smési pro kotransformaci kvasinek: 240 ul PEG 3350, 50% (w/v); 36 ul LiAc,
1 mol-I"%; 5 ul izolované plasmidové DNA (100 ng-5 ug; 1. vektor); 5 ul izolované plasmidové
DNA (100 ng-5 ug; 2. vektor); 50 ul sterilni deionizované vody; a 5 pl Sheared salmon sperm
DNA, 10 mg-ml? (pted pouzitim bylo inkubovano 5 minut pfi 90 °C a nasledné uchovano na
led€). Byly pouzity nasledujici vektory: (i) pPGADT7 AD-SPL1; (ii) pGBKT7; (iii) pGBKT7-
SPL1,; (iv) pGADT7 AD; (v) T; a (vi) p53. Mikrozkumavka obsahujici pelet kvasinek a smés pro
kotransformaci kvasinek byla intenzivné promichana pomoci vifivé tiepacky (1 minuta). Obsah
mikrozkumavky byl inkubovan (50 minut, 42 °C), centrifugovan (1850 g, 1 minuta, laboratorni
teplota) a supernatant nasledn¢ odebran. Pelet byl rozpustén ve 200 pl YPD. Vznikla bakterialni
suspenze byla rozprostiena na Petriho misku s obsahem SD2. Byla provedena Kkultivace
kvasinkové kultury (2—4 dny, 30 °C).

Po provedeni kultivace byly kvasinky narostlych kolonii pfeneseny pomoci sterilniho
paratka do 3 ml tekutého SD2 (absence zelirujici latky). Pro kazdou kombinaci byly nezavisle
odebrany a kultivovany (160 RPM, 1-2 dny, 30 °C) kvasinky pochazejici ze 3 kolonii
(3 biologické repliky).

Po provedeni kultivace bylo 100 pl kvasinkové suspenze premisténo do 1,5ml sterilni
mikrozkumavky a 5X nafedéno. Hodnota ODeoo byla upravena podle nejniz§i hodnoty ODsoo
métené kvasinkové suspenze. 1 ul kvasinkové suspenze byl ptenesen na médium (i) SD2; (ii)
SD3; (iii) SD3+AT,; a (iv) SD4, kde SD2 je médium pro selekci kvasinek a SD3, SD3+AT a SD4
jsou selektivni média uréena pro hodnoceni interakce, které jsou sefazeny podle vzrastajici
hodnoty stringence. Pro kazdou kvasinkovou suspenzi byly provedeny pravé 4 technické repliky.

Po ¢étyfech dnech kultivace byl pofizen obrazovy zaznam pomoci Image Scanner 111 (GE

Healthcare) a bylo provedeno kvalitativni hodnoceni ptitomnosti kvasinkovych kolonii.

4.7.38 Priprava konstruktl pro bimolekularni fluorescen¢ni komplementace

Pro bimolekularni fluorescenéni komplementaci (BIFC; bimolecular fluorescence
complementation) byla pouZita diive izolovana cDNA z Arabidopsis thaliana Col0. Fragment
cDNA byl amplifikovan pomoci PCR s vyuzitim iProof polymerasy (viz kapitola
4.7.22 Amplifikace parcialni c¢asti T-DNA inseréniho lokusu pomoci PCR) a primerd
BiFC_SPL1 F (5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCATGGAAGCTAG
AATTGATGAAG-3) a BIFC_SPL1_STOP_R (5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC
TGGGTGTCAGCTTGTTCCATAGTCC-3). Byla provedena zména teplotniho programu
v podobé teploty anelace (59,6 °C) a doby extenze (90 sekund). Ocekavana velikost PCR
produktu fragmentu cDNA SPL1 byla 2707 bp. Ziskany PCR produkt byl purifikovan a 89,3 ng
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rekombinovano pomoci BP clonasy Se vstupnim vektorem pDONR 221 podle postupu uvedeného
v kapitole 4.7.25 Piiprava faznich konstrukt. Plasmidova DNA obsahujici kodujici sekvenci
(CDS; coding sequence) SPL1 (SPL1-pDONR 221) byla stépena pomoci restrikéni endonukleasy
podle metodiky uvedené vyse (viz 4.7.30 Stépeni pomoci restrikénich endonukleas), pomoci
enzymu Pvull (o¢ekavana velikost fragmentt: 2660, 1942, 591 bp).

Sekvencovanim verifikovany vektor byl pouzit pro LR rekombinaci do destina¢nich
vektort pBIFC2 (YFPn) a pBIFC3 (YFPc) pro N-terminalni fuzi (celkovy objem jedné reakce
10 pl): x ul SPL1-pDONR 221 (80 ng; x je objem pro dosazeni mnozstvi 80 ng daného plasmidu);
y wl pBIFC2 (150 ng; y je objem pro dosazeni mnozstvi 150 ng daného plasmidu); z pl
destilované vody (z je objem pouzité destilované vody pro doplnéni reakce na objem 8 pl); a 2 pl
LR clonasy. Pfed pouzitim byla LR clonasa vytazena z mrazici jednotky (-20 °C), promichana
pomoci vifivé tiepacky a kratce centrifugovana. Alternativné byl pBIFC2 nahrazen pBIFC3 pti
zachovani stejnych parametrt reakéni smési.

Dale bylo postupovano stejné jako ve vySe uvedené metodice (4.7.25 Piiprava faznich
konstruktti). Byla provedena verifikace vybranych klont na zakladé provedeného restrikéniho
Stépeni S ocekavanou velikosti fragmenti pti pouziti restrikéni endonukleasy Pvull SPL1-pBIFC2
(8018, 4177, 1017 bp), pBIFC2 (prazdny vektor; 8018, 2333, 1867 bp), SPL1-pBIFC3 (8017,
3967, 1018 bp) a pBIFC3 (prazdny vektor; 8017, 2123, 1868 bp).
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3) Vysledky

5.1  Bioinformatickd predikce SPL-regulovanych genii

Bioinformaticka analyza promotora gend, které koduji proteiny identifikované v ramci
diive provedenych proteomickych analyz diferencialnich proteomd mutantd Arabidopsis mpk3.1
(Takag et al., nepublikovano), mpk4, mpk6.2 (Takac et al., 2016) a interaktomu FSD1 (Dvotak et
al., nepublikovano), byla provedena za ucelem identifikace moznych cilovych genti SPL. Tyto
geny by v ramci drahy MPK-SPL-SOD, ktera byla nastinéna v bakalaiské praci diky identifikaci
MAPK jako potencialnich regulatorta SPL (Zeiner, 2019) a popsané regulace FSD1 pomoci SPL7
(Mermod et al., 2019), mohly byt také regulovany pravé pomoci SPL, respektive SPLI.
Piedpokladem je zména abundance proteini na zakladé deregulace SPL v rostlinach
s mutovanym vySe uvedenym genem MPK. Vyuziti interaktomu FSD1 naopak ptedpoklada
zapojeni interakénich partneri do stejnych biologickych procest, tedy jejich koexpresi
a potencialni regulaci stejnymi TF. Vysledky této analyzy jsou ukazany v piiloze 1-4, kde jsou
uvedeny i promotory gent, u kterych byla jiz dfive nastinéna regulace pomoci SPL (AP1,
Birkenbihl et al., 2005; FSD1, Mermod et al., 2019; FUL, LFY, Yamaguchi et al.,
2009). V provedenych analyzach slouzily jako kontrolni sekvence.

Ziskana data mohou byt vyuzita pti identifikaci cilovych gent pti studiu MPK-SPL-SOD
signalizacni drahy. Pro kazdy datovy soubor, kde byly identifikovany hledané motivy, vyplyva,
7e dochazi k ptekryvu nezavislych analyz (Obrazek 4A-D; Ptiloha 1), které byly provedeny pro
motivy ziskané z dostupné literatury. Pro regulaci exprese genti pomoci SPL se jevi esencidlni
piitomnost vice GTAC motiva v rdmci 65 bp v 500 bp promotorové sekvence od transla¢niho
startu (Andrés-Colas et al., 2013). Proto jsou v Obrazku 4E uvedeny geny, které se vyznacuji
nejvyssi koncentraci GTAC motivt do relativné tizké oblasti promotoru. Tato koncentrace GTAC
motivi je podobna jako u promotorové oblasti FSD1 (Pfiloha 2, Datovy soubor: Kontrola;
Andrés-Colas et al., 2013). Uvedeny jsou i dalsi identifikované motivy, pokud obsahuji GTAC
klicovy motiv. Pfedev§im identifikace motivu TGGTCCGTACAATGT, respektive podobné
sekvence (Obrazek 4E; Piiloha 4), muze ukazovat na potencialni regulaci pomoci SPL1
(Birkenbihl et al., 2005).

Na piikladu diferencialniho proteomu mutanta mpk3.1 (dohromady 108 proteint) muze
byt demonstrovan vybér kandidatnich genti. Jako vysledek analyzy bylo identifikovano 49 gent,
které obsahovaly dva a vice GTAC motivu V analyzované sekvenci promotoru (Ptiloha 2). Na
zakladé koncentrace tohoto motivu do Uzké promotorové oblasti byl vybran gen HEAVY METAL
ASSOCIATED PROTEIN 31 (HMP31; AT3G56240).
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N TGGTCCGTACAATGT DTNCGTACAA DGTAC

E
" = Datovy i . Relativni pozice k Identifikovana
(5(0 9 soubo)rI Hledany motiv STAR‘IP[bp] sekvence
o GTAC 320 323 GTAC
% T o 339 342 GTAC
9 g interaktom 364 367 CTAC
= S 416 419 GTAC
< 808 811 GTAC
o GTAC 285 288 GTAC
2 2 ol 291 294 GTAC
& S proteom 318 321 GTAC
= T 340 343 GTAC
i 847 850 GTAC

GTAC 291 294 GTAC
468 471 GTAC
3 mpk3.1 489 492 GTAC
o A a 510 513 GTAC
(F—? & mpk6.2 547 550 GTAC
< proteom 565 568 GTAC
966 969 GTAC
TGGTCCGTACAATGT 559 573 TTGAGTGTACGATGT

S GTAC 141 144 GTAC
S 339 342 GTAC
o i mpk4 354 357 GTAC
P 5 Profom 429 432 GTAC

< TNAGTACAA 139 147 TGAGTACAA
o GTAC 451 454 GTAC
% = mpkd 552 555 GTAC
S 9 592 595 GTAC
S 0O proteom 753 756 GTAC
< 941 944 GTAC

Obrazek 4: Analyza promotorovych oblasti genti kodujici proteiny identifikované v interaktomu
FSD1 a v diferencialnich proteomech mutantnich rostlin mpk3.1, mpk4, mpk6.2. Vennovy
diagramy (A-D) wukazuji prekryv vysledki nezavislych analyz pouzitych motivi
(TGGTCCGTACAATGT, TNCGTACAA, GTAC; Ptiloha 1). A — interaktom FSD1 (Dvoiak et
al., nepublikovano); B — proteomicka analyza mutanta mpk3.1 (Taka¢ et al., nepublikovano);
C — proteomicka analyza mutanta mpk4 (Takac et al., 2016); D — proteomicka analyza mutanta
mpk6.2 (Takag et al., 2016); E — tabulka vybranych gent. V tabulce jsou uvedeny u danych genu
i dalsi identifikované motivy obsahujici GTAC motiv. AGI — identifikator genu.
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Gen HMP3L1 se tak jevi jako zajimavy kandidat pro dalsi studie. Analyzou bylo dale
identifikovano 49 a 75 genu pro sekven¢ni dotazy TNCGTACAA (Piiloha 3), respektive
TGGTCCGTACAATGT (Ptiloha 4).

Vysledky této analyzy pro sekvencné del§i motivy, tedy TNCGTACAA (Ptiloha 3)
a TGGTCCGTACAATGT (Priloha 4), poskytuji informace, kde ne vSechny zaznamy obsahuji
klicovy GTAC motiv. Tyto motivy, potazmo geny obsahujici v promotorové sekvenci tyto
motivy, nicméné¢ mohou byt uvazovany jako potencialn¢ regulované i bez jeho pfitomnosti
Vv téchto sekvencn¢ delsich elementech. Mozny je vyznam piitomnosti téchto delsich motivl bez

nutnosti obsahu GTAC, ktery je vSak pfitomen v jiné ¢asti promotoru.

5.2  Priprava linii dvojitych mutantt spl1.1/mpk3.1 a spl1.1/mpk6.2

Pro budouci studium vztahu SPL1 a MPK3, nebo MPKG6 byly piipraveny linie dvojitych
mutantt spl1.1/mpk3.1 (Obrazek 5) a spll.1/mpk6.2 (Obrazek 6). Pro kiizeni byl vzdy vyuZit
mutant spll.1 jako mateiska rostlina. Usp&snému zisku hybridni F1 generace piedchazel
neuspésny pokus s vyuzitim mutanta spl1.1 jako donora pylu. Pfi této moznosti nebyla ziskana

hybridni F1 generace. To ukazuje na moznost snizeni opylovaci schopnosti pylovych zrn spl1.1.
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Obrazek 5: ldentifikace T-DNA inserce v rostlinach F3 generace spl1l.1 x mpk3.1 k¥izenct.
A — detekce divoké alely genu MPK3; B — detekce divoké alely genu SPL1; C — detekce T-DNA
inserce v genu MPK3; D — detekce T-DNA inserce v genu SPL1. M — GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder; 212, 213 — analyzované rostliny; 1-3 — technické repliky; Col0 — rostlina divokého typu;
Bl — slepy vzorek.
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Obrazek 6: Identifikace T-DNA inserce v rostlinach F3 generace spll.1 x mpk6.2 kiizenct.
A — detekce divoké alely genu MPKG6; B — detekce divoké alely genu SPL1; C — detekce T-DNA
inserce v genu MPKG6; D — detekce T-DNA inserce v genu SPL1. M — GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder; 36, 38 — analyzované rostliny; 1-3 — technické repliky; Col0 — rostlina divokého typu; Bl
— slepy vzorek.

Po uspésném zisku hybridni F1 generace byly rostliny nasledné kultivovany
a samospraseny. Byla provedena selekce F2 generace pomoci PCR a vybér rostlin pro dalsi
analyzy.

V F3 generaci byli ziskani pro kazdou linii dva homozygotni jedinci s naruSenym genem
SPL1 a MPK3 (Obrazek 5), nebo SPL1 a MPK6 (Obrazek 6) T-DNA inserci na obou homolognich
chromosomech. Pfitomnost T-DNA inserce v daném lokusu byla indikovana ptitomnosti
specifického produktu pii kombinaci primert pro jeji detekei (Obrazek 5C, D a 6C, D). Velikost
PCR produktu, ktera byla navic shodna s velikosti fragmentu v pozitivni kontrole, ukazovala na
uspésnou detekci dané alely. U selektovanych rostlin nebyla detekovana alela divokého typu
(Obrazek 5A, B a 6A, B). Problematickym se miize zdat par primert pro detekci alely divokého
typu MPK3 (Obrazek 5A), kde byly detekovany nespecifické produkty. Vznik nespecifickych
produktt byl pozorovan iV ramci analyz ptedchozich generaci F1 a F2. Jelikoz vSak nedoslo
k detekci specifického produktu (Obrazek 5A, draha spl1.1 a Col0), je tento vysledek povazovan
za prikazny. Usp&sné byly piipraveny linie dvojitych mutanti spl1.1/mpk3.1 a spl1.1/mpk6.2.

Selektované rostliny byly pfeneseny do hliny (Pfiloha 5). Za zminku stoji fenotypové
rozdily mezi dvojitymi mutanty spl1.1/mpk3.1 (Ptiloha 5A, C) a spl1.1/mpk6.2 (Ptiloha 5B, D),
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které byly pozorované ¢tvrty tyden po vykliceni. Fenotypové projevy obou mutantnich rostlin
spl1.1/mpk3.1 212 (Ptiloha SA, C) a 213 byly shodné. Tyto rostliny vykazovaly trpasli¢i fenotyp
a neschopnost produkce generativnich organu. Shoda ve fenotypovém projevu byla pozorovana

i mezi rostlinami spl1.1/mpk6.2 36 (Ptiloha 5B, D) a 38.

5.3  Fenotypova analyza mutantnich rostlin spl1.1 a spll1.2

Scilem bliZze charakterizovat selektované T-DNA inseréni linie byla provedena
fenotypova analyza, ktera se v prvni ¢asti zabyvala vlivem absence SPL1 pro ranny vyvoj rostlin
(Obrazek 7).
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Obrazek 7: Fenotypova analyza kofend semenackt mutantti spl1.1 a spl1.2. A — délka primarniho
kofene tfeti az desaty den po vyklieni; B — analyza hustoty lateralnich kofenti mutantd spll
sedmy a desaty den po vykli¢eni; C — snimky rostlin sedmy den po vykli¢eni. Métitko — 10 mm.
Chybové usecky znazornuji smérodatnou odchylku. Pocet rostlin pro dany genotyp byl ColO
(n = 58), spl1.1 (n = 39) a spl1.2 (n = 53). Pro vyhodnoceni statistické signifikance rozdilu
mutantt (spl1.1 aspll.2) od rostlin divokého typu (Col0) byl pouzit jednofaktorovy ANOVA test.
*p<0,05 **p<0,01.
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Byly vyuzity diive selektované linie mutantt spll se dvéma nezavislymi alelami spll1.1
a spll.2 (Zeiner, 2019). Od prvniho dne pozorovani (Obrazek 7A), bylo pozorovano snizeni délky
primarniho kofene u mutantd spll.l v porovnani s rostlinami divokého typu pramérné
02,92 + 0,59 mm a u mutanta spll1.2 o 2,62 + 0,69 mm. Tento trend byl od t¥etiho do sedmého
dne statisticky podloZen na minimalni hlading statistického vyznamu p < 0,05. U mutantt spl1.2
bylo snizeni délky hlavniho kofene statisticky podlozeno i osmy den. Zkracena délka kotene se
muze jevit jako vyrazna predevsim v prvni dny pozorovani. S prodluzujici se délkou primarniho
kotfene se vSak rozdil mezi rostlinami Col0, rostlinami divokého typu, a mutanty spll stal
zanedbatelny, nasledné i statisticky nepodlozeny.

Hustota lateralnich kotenti (Obrazek 7B) byla analyzovéna sedmy a desaty den. Byly
pozorovany minimalni rozdily mezi rostlinami mutantt spll a Col0 u obou indikovanych dnu.
Sedmy den v8ak bylo snizeni hustoty lateralnich kofenti spl1.2 statisticky podloZeno. Sedmy den
nebylo u spll.1 pozorovano snizeni hustoty lateralnich kofenti (1,33 + 0,45 cm™) oproti Col0
(1,43 £ 0,56 cm™). U mutantti spl1.2 byla zména v hustoté lateralnich kofen® nizka, v porovnani
s rostlinami mutantt spl1.1 v$ak byla vyssi. Desaty den nebyly pozorovany zadné zmény
V hustot¢ lateralnich kotend.

Celkové malé rozdily sledovanych znaki mohou byt zptsobeny piitomnosti funkéné
redundantnich SPL a/nebo malym vyznamem SPL1 v rannych fazich ontogeneze. Z tohoto
duvodu byla v dalsi ¢asti prace vénovana pozornost vyznamu SPL1 pro pokrodilejsi vyvojova
stadia (viz Obrazek 8).

Tticaty den po vyseti semen do hliny byla zjistovana ¢etnost kvetoucich rostlin (Obrazek
8A). Cetnost kvetoucich rostlin byla vyrazné vy$$i u mutantii spl1.1 a spl1.2 v porovnani
s rostlinami Col0. Tyto vysledky v8ak nemohou byt statisticky podpofeny. To je spojovano
s nizkym poctem opakovani (dvé opakovani), ktery zabranuje zisku statistické podpory. Zména
poctu kvetoucich rostlin byla reprodukovatelna v ramci opakovani experimentu. Byla pozorovana
také vyznamna elongace prytu (Obrazek 8B) rostlin mutanti spll.1 a spll.2, ktera nebyla
pozorovana u rostlin Col0, rostlin divokého typu. Elongace prytu byla i statisticky podlozena.
Zajimava je i penetrance a variabilita pozorovaného znaku. Tato data také odpovidaji
pozorovanim populaci rostlin pouzitych genotypt, u kterych délka prytu umozinovala
jednoznaéné oddélit zastupce populaci T-DNA inserénich linii od rostlin Col0 (Obrazek 8D).

Informace o kveteni a elongaci prytu bylo nutné vztahnout k po¢tu list listové ruzice
(Obrazek 8C), ktery slouzi jako indikator stupné ontogenetického vyvoje, tedy zda rostliny tficaty
den po vyseti vykazovaly stejny stupen vyvoje. Zde byl patrny vy$$i pocet listu listové
rizice Col0 (11,6 £ 0,9). Pocet listt listové rizice mutantnich rostlin spl1.1 (10,3 + 0,8) a spl1.2
(11,0 £ 1,0) byl nizsi. Tento rozdil byl takeé statisticky podlozen. Toto dokazuje diivéjsi kveteni

a elongaci prytu mutantt spl1.
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Obrazek 8: Fenotypova analyza tficetidennich mutantii spl1.1 a spl1.2. A — ¢etnost kvetoucich
rostlin; B — délka nadzemni ¢asti rostliny; C — pocet listi listové rizice; D — reprezentativni
snimky rostlin Col0 a mutantd spl1.1 a spll.2. Méfitko — 10 mm. Chybové Gsecky znazornuji
smérodatnou odchylku. Ktizek piedstavuje primérnou hodnotu a horizontalni ¢ara median. Pocet
rostlin pro jedno opakovani byl n = 30; 2 opakovani. Pro vyhodnoceni statistické signifikance
rozdilu mutanti (spll.1 a spll1.2) od rostlin divokého typu (Col0) byl pouzit jednofaktorovy
ANOVA test. ** p < 0,01.

5.4  Biochemicka analyza mutantt spl1.1 a spll1.2

Byla provedena biochemicka analyza diive selektovanych T-DNA inser¢nich linii. Tato
analyza méla za cil zakladni charakterizaci vztahu SOD, zejména FSD1, a SPL1. V prvnim kroku
byla zkoumana enzymaticka aktivita SOD (Obrazek 9A, B). Analyza byla provedena za ucelem
identifikace deregulace SOD, ktera by mohla byt spojena s absenci SPL1. Pouzitd metoda
umoziuje samostatnou detekci aktivity MSD1, FSD1 a CSD (Obrazek 9A). Pro ucely kontroly
nanaseného mnozstvi proteini byla c¢ast extraktu odebrana a zpracovana jako pro

elektroforetickou separaci proteint za denaturujicich podminek (Obrazek 9E).
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Obrazek 9: Hodnoceni enzymatické aktivity SOD a peroxidas desetidennich mutanta spll.1
aspll.2. A, B — enzymaticka aktivita SOD; A — vizualizace aktivit SOD; B — kvantifikace
normalizované optické denzity pasu aktivit SOD; C, D — enzymaticka aktivita peroxidas;
C — detekce aktivity t¥i separovatelnych isozymu peroxidas; D — kvantifikace normalizované
optické denzity past aktivit peroxidas; E — kontrola nanaseni mnozstvi proteind na gel pomoci
detekce v StainFree gelu. RF — retenéni faktor; 1-3 — biologické repliky. Chybové usecky
znazoriiuji smérodatnou odchylku. Pro vyhodnoceni statistické signifikance rozdilu mutantd
(spl1.1 a spl1.2) od rostlin divokého typu (Col0) byl pouzit jednofaktorovy ANOVA test.
*P <0,05.

Pomoci analyzy obrazového zaznamu bylo identifikovano snizeni aktivity MSDI1
u mutantt spl1.1 (0,1062 + 0,0160) a spl1.2 (0,0967 + 0,0035) v porovnani s rostlinami divokého
typu Col0 (0,1304 £ 0,0025). Snizeni aktivity MSD1 u linie spl1.2 bylo i statisticky vyznamné.

Nebyla pozorovana zména enzymatické aktivity FSD1 u mutantt spl1.1 ani spl1.2.

Pro CSD byly pozorovany nejvyrazn€j§i zmény enzymatické aktivity, pfedevSim

u mutanta spl1.2 (0,0728 + 0,0117), kde doslo k vyznamnému sniZeni normalizované hodnoty
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optické denzity pasu asi na polovinu oproti divokému typu Col0 (0,1396 + 0,0380). Mén¢ vyrazné
snizeni aktivity CSD bylo pozorovano i u mutantt spl1.1 (0,1209 + 0,0172). Ani u jednoho z T-
DNA inser¢nich mutantii nebyla zména aktivity CSD statisticky vyznamna. Absence statistického
vyznamu je spojovana predevsim s relativné velkym rozptylem ziskanych hodnot normalizované
optické denzity pasi.

Ziskané informace o aktivitich SOD naznacuji, ze SPL1 ma vliv na aktivitu MSDI,
ptipadné CSD, ne vSak FSD1, o které je uvazovano jako o potencialn¢ regulované pomoci SPL1.
Zda dochazi i ke zméné na Grovni proteinové abundance bylo analyzovano dale.

Na zaklad¢ pavodniho ptedpokladu, Ze SPL1 je zapojen do regulace exprese FSD1, byla
analyzovana abundance FSD1. Zména abundance FSD1 (Obrazek 10), analyzovana pomoci
imunoblotovani (Obrazek 10A), neprokazala odlisnosti mezi rostlinami divokého typu ColO
a mutanty spl1.1, respektive spl1.2 (Obrazek 10B). Potvrdil se pfedpoklad vytvofeny na zakladé

analyzy aktivit FSD1, ze v spl1 mutantech nedochazi k deregulaci FSD1 na proteinové trovni.
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Obrazek 10: Kvantifikace abundance FSD1 pomoci specifické protilatky v desetidennich
semenaccich mutanti spll.1 a spll.2. A — detekce FSD1. Dolni ¢ast ukazuje vyrovnanost
naneseného mnozstvi proteini vzorkd v jednotlivych drahach pomoci detekce proteinti po
pfenosu na membranu (StainFree). 1-3 — biologické repliky. B — hodnoceni normalizované
optické denzity past. Chybové tsecky znazornuji smérodatnou odchylku. Pro vyhodnoceni
statistické signifikance rozdilu mutantd (spl1.1 a spll1.2) od rostlin divokého typu (Col0) byl
pouzit jednofaktorovy ANOVA test.

V navaznosti na zjisténou zménu aktivity MSDI1, ptfedev§sim v mutantech spl1.2 (viz
Obrazek 9B), byla pomoci anti MSD protilatky detekovana zména abundance MSD1 (data nejsou
prezentovana). Z dtivodu nizké specificity pouZité protilatky a absence negativni kontroly (nase

laboratof nedisponuje msd1l mutantem) kvantifikace nebyla provedena.
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Pro stanoveni proteinové abundance CSD byla pouzita anti CSD protilatka, ktera
rozeznava CSD1 i CSD2 (Obrazek 11). CSD1 muze byt rozeznana diky komparativni analyze
csdl.1 T-DNA inser¢niho mutanta, absenci CSD1 v této linii (Obrazek 11A, draha csdl.l).
Pozorovana zvySena abundance CSD2 v csd1.1 mutantech je spjata s kultivaci rostlin, které byly
pouzity pro tento vzorek, na médiu bohatém na méd’ (Mgr. Petr Dvoiak, osobni korespondence).

Vzorek csd1.1 byl pouzit pouze pro potieby kontroly protilatky.
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Obriazek 11: Kvantifikace abundance CSD1 a CSD2 v desetidennich semenac¢cich mutanta
spll.1aspll.2. A —detekce CSD1 a CSD2. Dolni ¢ast ukazuje vyrovnanost naneseného mnozstvi
proteini vzorkli v jednotlivych drahach pomoci detekce proteind po prenosu na membranu
(StainFree). 1-3 — biologické repliky; c¢sdl.l — mutantni rostlina ¢sdl.1l, negativni kontrola
protilatky; M — Precision Plus Protein Dual Color Standards (uvedeno v kDa). B — hodnoceni
normalizované optické denzity pasi CSD1 a CSD2. Chybové tsecky znazoriiuji smérodatnou
odchylku. Pro vyhodnoceni statistické signifikance rozdilu mutantd (spl1.1 a spl1.2) od rostlin
divokého typu (Col0) byl pouzit jednofaktorovy ANOVA test.

U mutantd spll.2 (0,5249 + 0,0731) byla pozorovana vyraznéjsi zména proteinové
abundance CSD1 v porovnani s rostlinami spl1.1 (0,7181 + 0,1185), potazmo vuci rostlinam
divokého typu Col0 (0,6811 + 0,2416). Zména abundance CSD1 v8ak nebyla vyrazné odli§na,
nebyla ani statisticky signifikantni (Obrazek 11B). Nebyla pozorovana zména proteinové
abundance CSD2. Hodnoty normalizované optické denzity past mutantt spl1.1 (0,6415+0,1393)
aspll.2 (0,5813 + 0,0800) se vyznamné nelisily od Col0, rostlin divokého typu (0,7059 + 0,2219;
Obrazek 11B).

Vzhledem k zaméfeni této prace, studium propojeni ROS a SPL, byla provedena analyza

aktivit peroxidas (Obrazek 9C, D) pro charakterizaci mutanti spll. Detekované isozymy byly
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pojmenovany podle retenéniho faktoru (RF). Nebylo pozorovano vyznamné snizeni aktivity
peroxidas vSech RF (Obrazek 9D). Nejvyznamnéjsi zména aktivity byla pozorovana pro isozym
RF 0,12 mutanta spl1.1 (0,0989 + 0,0064). Snizeni oproti rostlinam divokého typu ColO
(0,1246 £ 0,0072) bylo i statisticky vyznamné. Z divodu malé¢ zmény aktivit peroxidas jim déle

nebyla vénovéna dal§i pozornost.

5.5 Analyza zmény exprese FSD1 u mutantt spll

Pro analyzu exprese FSD1 byla vyuzita metoda gRT-PCR. RNA izolovana
z desetidennich semenacku Arabidopsis thaliana byla ptepsana do cDNA. Po provedeni oSetfeni
RNA DNasou, pro minimalizaci kontaminace gDNA, byla provedena kontrola jeji integrity
(Ptiloha 6). 1zolovana RNA byla vyuzita pro piepis do cDNA, respektive kvantifikaci exprese
FSDL1. Po provedeni vyhodnoceni vysledki qRT-PCR nebyla zjisténa odlisna exprese genu FSD1
U mutantnich rostlin spl1.1 ani spl1.2 (Obrazek 12).
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Obrazek 12: Relativni kvantifikace exprese FSD1 v desetidennich semenaccich mutantt spl1.1
a spll.2. Chybové tseCky znazorfuji smérodatnou odchylku. Pro vyhodnoceni statistické
signifikance rozdilu mutantd (Spl1.1 a spll.2) od rostlin divokého typu (Col0) byl pouzit
jednofaktorovy ANOVA test.

5.6  Vliv mutace SPL1 pro signalizaci ABA

S ohledem na poznatky Chao et al. (2017), které ukazuji spojitost SPL1 a SPL12
s regulaci signalizace ABA, byla studovana odpovéd’ spll mutant na exogenni aplikaci tohoto
fytohormonu.

Nejprve byly analyzovany promotorové oblasti ¢leni genové rodiny SPL s cilem
identifikace ABRE (Obrazek 13). U dvou zastupcti SPL, genti SPL12 a SPL15 (Obrazek 13B),
byla identifikovana pifitomnost ABRE (Obrazek 13A), coz by mohlo ukazovat na jejich vztah
k signalizaci ABA. Zejména identifikace ABRE v promotorové oblasti genu SPL12 je vyznamny
vysledek.
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Obrazek 13: Identifikace responzivnich elementti kyseliny abscisové v promotorovych oblastech
gentt SPL12 a SPL15. A — graficka reprezentace prifazenych sekvenci (MCACGTGTY; Takac
et al., 2017), ktera byla vytvofena pomoci WebLogo (Crooks et al., 2004); B — identifikované
responzivni elementy kyseliny abscisové. AGI — identifikator genu.

VIiv ABA na mutanty spll byl hodnocen na zakladé apertury praducht (Obrazek 14).
ABA zptsobila zavirani priduchti u vsech linii, coz bylo vyhodnoceno pomérem délky Stérbiny
k jeji sitce (Obrazek 14A). Mira zavirani priaduchii byla statisticky prukazné mens$i u obou

mutantd (Obrazek 14B).
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Obrazek 14: Analyza apertury pruduchd mutantt spl1.1 a spl1.2 po aplikaci kyseliny abscisové
(ABA). A — mikroskopické snimky reprezentativnich pruduchti. ColO — rostlina divokého typu;
mefitko — 10 um. B — hodnoceni apertury. Chybové Gsecky znazornuji smérodatnou odchylku.
Pro vyhodnoceni statistické signifikance rozdilu mutantt (spll1.1 a spl1.2) od rostlin divokého
typu (Col0) byl pouzit jednofaktorovy ANOVA test. Celkovy pocet priduchi pro kazdy genotyp
byl n =100. ** P < 0,01.

ABA nema vliv pouze na regulaci pruduchti, ale hraje i vyznamnou tlohu pii klic¢eni.
Proto bylo analyzovano i kliceni za odlisnych koncentraci ABA (Obrazek 15). Bylo pozorovano
intenzivngjsi kliceni mutantt, predev§sim mutantd spll.1, v porovnani s divokym typem ColO.
Vyjimkou je kliceni mutanta spl1.2 pfi aplikaci 0,5umol 1"t ABA. Nejvyznamnéjsi rozdily mezi
semeny mutanti a semeny Col0 byly pozorovany pfi aplikaci 1umol-1" ABA druhy den, pfic¢emz
byl zjistén statisticky prikazny rozdil mezi divokym typem Col0 a spll.1 mutantem. Pfi
kontrolnich podminkach nebylo zjisténo postizeni Kli¢eni ani u jedné z analyzovanych mutantnich

linii.
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Obrazek 15: VIiv kyseliny abscisové (ABA) na kli¢eni semen mutant spl1.1 a spl1.2. Chybové
useCky znazornuji smérodatnou odchylku. Pro vyhodnoceni statistické signifikance rozdilu
mutantt (spl1.1 aspl1.2) od rostlin divokého typu (Col0) byl pouzit jednofaktorovy ANOVA test.
Celkovy pocet analyzovanych semen pro kazdy genotyp Vramci téi opakovani byl n = 90.
*p <0,05.

Z pozorovanych vysledki vlivu ABA na aperturu pruduchti (Obrazek 14) a kliceni
(Obrazek 15) vyplyva zapojeni SPL1 do signalizace ABA.

5.7  Piesné urceni pozice T-DNA inserce mutantni linie spl1.2

V ptedchozi praci (Zeiner, 2019) byla identifikovana ptitomnost ¢asteéného transkriptu
SPL1 v rostlinaich mutantni linie spl1.2 (SALK_058642). Pro piesné urceni polohy T-DNA
inserce, ktera je indikovana v databazi TAIR (Ptiloha 7; Berardini et al., 2015), byl sekvencovan
fragment gDNA, ktery byl amplifikovan za pomoci primera pro identifikaci T-DNA inserce (viz
metodika). Amplifikovany PCR produkt byl purifikovan a sekvencovan. Vysledek
bidirekcionalniho sekvencovani byl analyzovan pomoci programu ApE a graficky zpracovan
(Obrazek 16A).

Obrazek 16A ukazuje cast sekvence odpovidajici sekvenci gDNA amplifikované pomoci
pouzitych primerd, respektive je zde vyznacena poloha jednoho z primert. Poloha T-DNA inserce
byla lokalizovana do vzdalenosti 1708 bp od transla¢niho startu, do Sestého exonu SPL1 (Obrazek
16B), coz je spojeno s pied¢asnym zavedenim stop tripletu (1721 bp od translaéniho startu)
a vznikem zkracené CDS (Obrazek 16C). I kdyz pravdépodobné dochazi k degradaci vzniklého
transkriptu, mize dochazet k produkci parcialniho proteinu SPL1, ktery si, vzhledem k poloze
inserce, miize zachovavat aktivitu. Potencialni zachovani aktivity je spojeno s pfitomnosti SBP

domény. Naruseni funkce by mohlo byt spojeno predevsim s vyznamem TMD pro regulaci SPL1.
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Obrazek 16: Lokalizace T-DNA inserce mutantni linie spl1.2. A — sekvence odpovidajici ¢asti
SPL1 mutanta spll.2. Sekvenaéni vysledek ukazuje pozici pouzitého primeru (podtrZené)
a posledni nukleotid (G1707) pfed lokalizovanou inserci, ktera zavadi translacni stop (TAA;
1721 bp). Velka pismena — exon; mala pismena — intron. B — grafické znazornéni polohy
identifikované inserce v sekvenci genu SPL1, kterd je ohraniCena transla¢nim startem (ATG)
a stopem (TGA); C — vysledna kodujici sekvence (CDS) Col0 a spll.2. SBP — SQUAMOSA
PROMOTER BINDING PROTEIN; ANK - ankyrinova repetice; TMD — transmembranova
doména; ¢erné bloky — exon/kodujici sekvence; Sedé bloky — intron; métitko — 200 bp.

5.8  Pfiprava konstruktl pSPL1::eGFP:SPL1 a p35S::eGFP:SPL1

Pro podrobngjsi studium SPL1 byly ptipraveny eGFP fhzni konstrukty
pSPL1::eGFP:SPL1 a p35S::eGFP:SPL1 (eGFP-SPL1). Vybér N-terminalni fuze byl zalozen na
poznatcich ziskanych z dostupné literatury. SPL1 (Chao et al., 2017) a dalsi velké SPL jsou
regulovény integraci do endomembranovych komplexti. Odstépeni N-terminalni casti SPL
umoziuje jeji translokaci do jadra (Garcia-Molina et al., 2014b; Kessens et al., 2018).

Izolovana gDNA byla pouzita pro amplifikaci promotorové oblasti SPL1 (pSPL1; Ptiloha
8A) akodujici oblasti SPL1 (Priloha 8B). PCR produkt pSPL1 byl po horizontalni
elektroforetické separaci izolovan z gelové matrice. 10 pl PCR produktu SPL1 bylo
elektroforeticky separovano. Absence nespecifickych produktii umoznila piimou purifikaci PCR

produktu. Predtazena elektroforeticka separace nebyla nutna. Pfima purifikace umoznuje obecné
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vy$8i vytéznost izolace DNA. Purifikovand DNA byla pouZita pro rekombinaci do vstupnich
vektorti, tzv. BP reakci. Usp&snost klonovani byla ovéiena pomoci enzymatického $tépeni
izolovanych bakterialnich plasmida potencialné pozitivnich bakterii. Byly identifikovany klony
nesouci klonovany fragment, tedy pSPL1-pDONR P4-P1R (Piiloha 8C) a SPL1-pDONR P2R-P3
(Ptiloha 8D, draha 2 a 7), na zaklad¢ shody detekovanych fragmentt s in silico provedenym
Stépenim. Plasmidova DNA pozitivnich klont byla purifikovana za pouziti soupravy, ktera je
kompatibilni s aplikaci pro sekvencovani. Po vyhodnoceni sekvenacnich c¢teni nebyly
identifikovany zadné problematické sekvence.

Sekvencovanim verifikované purifikované plasmidy vstupnich klont byly pouzity pro
rekombinaci, tzv. LR reakci, do destinaéniho vektoru pB7m34GW. Izolovana plasmidova DNA
klont byla analyzovana pomoci enzymatického $té€peni S vyuzitim restrikéni endonukleasy. Byly
ziskany pozitivni klony nesouci pSPL1::eGFP:SPL1-pB7m34GW (Obrazek 17A; 10792, 2086,
1719 bp) a p35S::eGFP:SPL1-pB7m34GW (Obrazek 17B; 5580, 3649, 2489, 1864 bp). Uspésiné
byly klonovany pozadované konstrukty.

A B
M1 23 456 7 8 M 1
20000 = = — —
/s ———— - - 7000 ~
10000° 5000~ =
3000 - - : . 1000 =
2000 - 3000 7/
1500- == 2000 7

Obrazek 17: Ovéfeni uspésné piipravy konstrukta pSPL1::eGFP:SPL1 a p35S::eGFP:SPLL.
A — ovéfeni izolovanych klonl potencialné nesoucich pSPL1::eGFP:SPL1-pB7m34GW (Pvull;
10792, 2086, 1719 bp); B — ovéteni izolovaného klonu potencialné nesouciho p35S::eGFP:SPL1-
pB7m34GW (Ndel; 5580, 3649, 2489, 1864 bp). M — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (uvedeno
v bp); 1-8 — analyzované pozitivni kolonie.

Pozitivni klony byly verifikovany pomoci sekvencovani. Nebyly identifikovany sporné

sekvence.

59  Mikroskopicka analyza listd Nicotiana benthamiana exprimujici
eGFP:SPL1

Mikroskopicka analyza tranzientné transformovanych listd Nicotiana benthamiana byla

provedena zejména se zamérem overit funkenost pripravenych konstruktt pSPL1::eGFP:SPL1
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a p35S::eGFP:SPL1. Dalsim cilem byl zisk vstupnich dat o subcelularni lokalizaci SPLI1
V heterolognim systému.

Byla pozorovana jaderna lokalizace eGFP-SPLI, ktery byl exprimovan pod kontrolou
nativniho promotoru (Obrazek 18A). Jaderna lokalizace odpovida piedpokladané lokalizaci,
jelikoz SPL jsou TF. Nezanedbatelny signal byl pozorovan i na periferiich buiiky, coz by mohlo
odpovidat lokalizaci na cytoplasmatické membrang. Zajimavy byl i vyskyt kumulace signalu do

specifickych bodi na periferiich bunék.

Obrazek 18: Mikroskopicka analyza subcelularni lokalizace eGFP-SPL1 (pSPL1::eGFP:SPL1)
v tranzientné transformovanych listech Nicotiana benthamiana. A — transformovana burka
Nicotiana benthamiana. Ortogonalni projekce (3 snimky Z-pozice; 13,748 pm). B — 2. snimek
vyhaty z ortogonalni projekce A, piiblizeno v indikované oblasti. Sipka ukazuje na napadné
snizeni intenzity signalu, které je spojeno s pritomnosti jadérka. C — zvétSena oblast indikovana
v A. Hvézdicky oznacuji pfitomnost cytoplasmatického proudéni. Métitko — 10 pm.

Detailni pozorovani ukazalo pokles intenzity signalu v centralni ¢asti jadra (Obrazek 18B,
indikovano Sipkou), ktery odpovida jadérku. Slaby signal byl také pozorovan v cytoplasmatickém

proudéni (Obrazek 18C, oznaceno hvézdickou).
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Zminéné body, které byly pozorovany v Obrazku 18A, byly dale podrobnéji studovany
(Obrazek 19A). Opét byla pozorovana kumulace signalu eGFP-SPL1 (pSPL1::eGFP:SPL1)
Vv blizkosti plasmatické membrany. Pfi zvétSeni indikovanych oblasti (Obrazek 19B-D) bylo
pozorovano rozdeleni signdlu na dva oddélené body. Charakter téchto bodi odpovida

plasmodesmatim.

Obrazek 19: Lokalizace eGFP-SPL (pSPL1::eGFP:SPL1) v blizkosti cytoplasmatické
membrany v tranzientné transformovanych listech Nicotiana benthamiana. A — transformovana
bufika Nicotiana benthamiana; B-D — zvétSeni indikované oblasti z A, které ukazuje detail
kumulace signalu. Snimek jedné roviny. Méfitko — 10 um.

Pozorovani eGFP-SPL1, ktery byl pod kontrolou nadexpresniho promotoru (Obrazek 20),
poskytlo dalsi informace o SPL1, které nebylo mozné ziskat pfi vyuziti konstruktu
pSPL1::eGFP:SPL1. Ptedevs§im byl pozorovan signal eGFP v endoplasmatickém retikulu
(Obrazek 20A). Kromé diive pozorované subcelularni lokalizace signalu byl potencialné
pozorovan signal eGFP i v chloroplastech. Vyskyt eGFP-SPL1 v chloroplastech byl vyloucen
absenci prekryvu (Obrazek 20D, indikovano Sipkou) signalu eGFP (Obrazek 20B)

a chlorofylu a (Obrazek 20C). Patrné dochazi k tvorbé artefaktii, agregatii neznamého puvodu.
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V prubéhu mikroskopického pozorovani eGFP-SPL1 pod kontrolou nativniho promotoru nebyla

podobnd subcelularni lokalizace pozorovana.

Obrazek 20: Signal eGFP-SPL1 (p35S::eGFP:SPL1) pozorovany v endoplasmatickém retikulu,
jadru a artefaktech v tranzientné transformovanych listech Nicotiana benthamiana. Ortogonalni
projekce (5 snimka Z-pozice; 4,406 um). A — transformovana buitka Nicotiana benthamiana;
B-D — indikovand zvétSena oblast snimku A, Sipky indikuji chloroplasty; B — kanal pro eGFP;
C — kanal pro chlorofyl a; D — piekryv kanalu pro eGFP (B) a chlorofyl a (C). Métitko — 10 um.

Vys$i intenzita signalu umoznila i pozorovani dynamického pohybu signalu eGFP-SPL1
v ramci struktury endoplasmatického retikula. Tento dynamicky pohyb mtize byt charakterizovan
jako prodluzovani tubularni struktury endoplasmatického retikula (Obrazek 21, oznaceno

Sipkou). | vySe popsané agregaty vykazovaly dynamicky pohyb (Obrazek 22).
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Obrazek 21: Prodluzovani tubularni struktury endoplasmatického retikula, ktera byla znacena
pomoci eGFP-SPL1 (p35S::eGFP:SPL1), v tranzientn¢ transformovanych listech Nicotiana
benthamiana. Sipka ukazuje na vyrazny pohyb signalu na snimcich A—F. Datovy format —
minuty:sekundy; méfitko — 10 pm.

Obrazek 22: Dynamika signalu eGFP-SPL1 (p35S::eGFP:SPL1) teckovitych struktur
Vv tranzientné transformovanych listech Nicotiana benthamiana. Sipka ukazuje na vyrazny pohyb
signalu na snimcich A—H. Datovy format — minuty:sekundy; métitko — 10 pm.

Byly pozorovany fytopatologické zmény na listech Nicotiana benthamiana, které byly
transformovany bakteriemi nesouci konstrukt p35S::eGFP:SPL1. Tyto zmény byly pozorovany
¢tvrty az paty den po inokulaci listu. Pozorovani na nezavisle transformovanych listech ukéazala
vznik nekrotickych 1ézi. Pro ovéfeni, Ze vznik nekrotickych 1ézi je spjat s nadexpresi eGFP-SPL1,
ne s relativné vysokou hodnotou ODsggo bakterialni suspenze pouzité pro tranzientni transformaci
(viz metodika), byl transformovan pravé jeden list bakteriemi nesouci konstrukty
pSPL1::eGFP:SPL1 a p35S::eGFP:SPL1 (Obrazek 23A). Pozorovani prokéazalo, ze ke vzniku

nekrotickych 1ézi dochazi pouze v oblasti inokulované Agrobacterium tumefaciens, GV3101,
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které neslo konstrukt p35S::eGFP:SPL1 (Obrazek 23B; p35S), nikoli pSPL1::eGFP:SPL1
(Obrazek 23B; pSPL1). Toto bylo pozorovano i v ramci dvou dal$ich nezavislych opakovani

(Pfiloha 9).

Obrazek 23: Nekrozy pozorované na inokulovaném listu Nicotiana benthamiana ¢tvrty den po
inokulaci. A — transformovany list; B — indikované oblasti (p19, pSPL1, p35S) ukazuji zonu
transformovanou danym konstruktem. pl9 — kotransformaéni vektor p19; pSPL1 — konstrukt
pSPL1::GFP:SPL1; p35S — konstrukt p35S::GFP:SPL1; métitko — 2,5 cm.

Potvrzeni pfitomnosti fizniho konstruktu bylo zamySleno provést pomoci
imunoblotovani s vyuzitim protilatky anti GFP (data nejsou prezentovana). Nepodafilo se
detekovat fuzni protein.

Data z téchto vstupnich experimentd mohou slouzit pro smérovani budouciho vyzkumu.
Je nutné brat v potaz, Ze heterologni exprese nemusi odpovidat pozorovanim po stabilni

transformaci rostlin Arabidopsis thaliana.

5.10 Stabilni transformace Arabidopsis thaliana

Po ovéfeni funkénosti konstrukti bylo pfistoupeno ke stabilni transformaci rostlin
Arabidopsis thaliana. Vybrané genotypy (Col0 a spl1.1) byly transformovany bakteriemi nesouci
diive piipravené konstrukty pSPL1::eGFP:SPL1 a p35S::eGFP:SPL1. Semena generace T
(semena ziskana z transformovanych rostliny) byla vyseta na 1/2MS médium s obsahem PPT.
PPT umoziuje selekci uspésné transformovanych rostlin. Selektované rostliny byly navic
pozorovany S vyuzitim zoomovaciho fluorescenéniho mikroskopu ZEISS Axio Zoom V16.
Zamérem byla detekce signalu eGFP. Detekce signalu eGFP nebyla uspésna. Selektované rostliny
byly testovany na ptitomnost konstruktu pSPL1::eGFP:SPL1 pomoci PCR (Obrazek 24). Byla
detekovana ptitomnost konstruktu pSPL1::eGFP:SPL1 ve vzorcich Col0 1-4, 6 a 7 (Obrazek
24A) aspll.l 1, 3 a 4 (Obrazek 24B). Nemize byt vSak vyloucena potencialni moznost

kontaminace i pres skuteénost, Ze (i) semena T1 generace byla peélivé sterilizovana podle uvedené
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metodiky a (ii) na misce nebyla pozorovana kontaminace. Vybrané rostliny byly pieneseny

z 1/2MS média s obsahem PPT do hliny a kultivovany pro potvrzeni uspésné transformace v T»

generaci.
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Obrazek 24: Detekce ptitomnosti konstruktu pSPL1::eGFP:SPL1 v transformovanych
rostlinach Arabidopsis thaliana Col0 (A) a spl1.1 (B). M — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(uvedeno v bp); 1-9 — analyzované rostliny; ColO —rostlina divokého typu; spl1.1 —mutant spl1.1;
P — pozitivni kontrola, pSPL1::GFP:SPL1-pB7m34GW; BI — slepy vzorek.

Nepodafrilo se ziskat Ty rostliny nesouci konstrukt p35S::eGFP:SPL1. Tato skutecnost by
mohla, spolu s pfechozim pozorovanim nekrotickych 1ézi (Obrazek 23), indikovat letalitu rostlin

nadexprimujici eGFP:SPLL.

5.11 Hodnoceni homodimerizace SPL1

Na zakladé popisu homodimerizace SPL7 (Garcia-Molina et al., 2014b) bylo zamysleno
provést ovéieni moznosti homodimerizace SPL1. Hodnoceni bylo planovano provést pomoci
dvou nezavislych metod, které jsou zavedeny v na$i laboratofi. Prvni z téchto metod je
kvasinkovy dvouhybridni systém (Obrazek 25). Byly vyuzZity dtive pfipravené vektory pPGADT7
AD-SPL1 a pGBKT7-SPL1. Uspé&sna transformace kvasinek byla ovéfena pomoci média pro
selekci kvasinek (Obrazek 25, SD2). Interakce proteint byla ovétena pomoci médii pro hodnoceni
interakce (SD3, SD3+AT a SD4). Narust kolonii na SD3 (Obrazek 25, pGADT7 AD-
SPL1/pGBKT7-SPL1), ne vSak na SD3+AT a SD4, vypovida o potencialn¢ slabé interakci SPL1-
SPL1. Problematicky je vyskyt kolonii u negativni kontroly pGADT7 AD-SPL1/pGBKT7
a pGBKT7-SPL1/pGADT7 AD (Obrazek 25, SD3), ktery vypovida o autoaktivaci reportérového
genu. Na zakladé téchto vysledkt nemize byt hodnocena homodimerizace SPL1 s ohledem na
vysokou pravdépodobnost falesné pozitivniho vysledku.

S ohledem na nedlvéryhodnost vysledku, které poskytnulo vyuziti kvasinkového
dvouhybridniho systému (Obrazek 25), byly pfipraveny konstrukty pro ovéfeni moznosti

homodimerizace SPL1 pomoci BIFC.
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Obrazek 25: Analyza homodimerizace SPL1 pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému.
SD2 — médium pro selekci kvasinek; SD3, SD3+AT a SD4 — médium pro hodnoceni interakce,
sefazeno podle vzrustajici stringence, respektive sily interakce; pGADT7 AD-SPL1/pGBKT7,
pGBKT7-SPL1/pGADT7 AD - negativni kontrola; pGADT7 AD-SPL1/pGBKT7-SPL1 —
interakce; T/p53 — pozitivni kontrola.

Fragment cDNA SPL1 ohrani¢eny uvedenymi primery byl amplifikovan pomoci PCR
(Piiloha 10A) a usp&sné rekombinovan do vstupniho vektoru (Piiloha 10B). Uspé&sna
rekombinace byla potvrzena ziskem fragmentd 0 ocekavané velikosti po provedeni
enzymatického §tépeni pomoci restrikéni endonukleasy a nasledné elektroforetické separaci. Byly
identifikovany dva negativni klony (Pfiloha 10B, draha 2 a 4). Izolovana plasmidova DNA
pozitivnich klonti byla sekvencovana. Verifikovany vektor byl pouZit pro rekombinaci do
destinacnich vektori pBIFC2 a pBIFC3. Zisk pozadovanych konstruktti byl ovéfen pomoci
Stépeni restrikéni endonukleasou Pvull za vzniku o¢ekavanych fragmentt SPL1-pBIFC2 (8018,
4177, 1017 bp) a SPL1-pBIFC3 (8017, 3967, 1018 bp), které byly pozorovany po provedeni

horizontalni elektroforetické separace (Obrazek 26).

SPLI-pBIFC2 SPLI-pBIFC3
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1 2 34 56 78 910

Obrazek 26: Identifikace pozitivnich klond nesouci vektory SPL1-pBIFC2 a SPL1-pBIFCS.
Elektroforeticka separace fragment ziskanych pomoci enzymatického St€peni enzymem Pvull.
Ocekavané fragmenty: SPL1-pBIFC2 (8018, 4177, 1017 bp); pBIFC2 (prazdny vektor; 8018,
2333, 1867 bp); SPL1-pBIFC3 (8017, 3967, 1018 bp); pBIFC3 (prazdny vektor; 8017,2123, 1868
bp); M — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1-10 — analyzované klony.
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Oveéfené destinacni vektory SPL1-pBIFC2 a SPL1-pBIFC3 byly pouzity pro transformaci

Agrobacterium tumefaciens, GV3101.
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6 Diskuse

Nedavné studie ukazuji vyznam TF diky jejich schopnosti regulovat celé signalni drahy,
nejen jednotlivé enzymy, a potencialné tak zlepSovat vlastnosti rostlin s ohledem na odolnost viici
stresovym podminkam (Cui et al., 2018; Zhang et al., 2020a). Proto je dulezity vyzkum
i SPL/SBP proteinti. SPL jsou vyznamné regulatory biologickych pochodi. Jejich studium
umoziuje zjisténi poznatkd, které mohou najit uplatnéni v aplikacich pro zemédélsky pramysl.
Tento vyznam je podlozen nejen moznym zvySenim vytézku hospodaisky vyznamnych plodin,
naptiklad ryze (Miura et al., 2010; Wang et Wang, 2017) nebo psenice (Cao et al., 2021). Pro
studium této problematiky mohou byt vyuzity T-DNA inser¢ni linie, ale i dalsi linie zalozené na
alternativnich pfistupech, které vyuzivaji moderni nastroje molekularni biologie. Takovymi
nastroji jsou naptiklad genova editace pomoci CRISPR/Cas9 technologie, ktera byla jiz Gispésné
vyuzita pfi studiu geni GmSPL9 (Bao et al., 2019) a Triticum aestivum SPL14 (Cao et al., 2021),
nebo vyuziti RNA interference pro snizeni genové exprese, ktera byla pouzita pii studiu SPL10
a SPL11 (Nodine et Bartel, 2010).

6.1 Regulace SPL1 pomoci MAPK

V navaznosti na piedchozi bakalaiskou praci (Zeiner, 2019), kde byla predikovana
moznost fosforylace SPL pomoci MAPK, byla provedena bioinformaticka analyza s cilem
identifikace moznych genti regulovanych pomoci SPL, které by mohly byt zapojeny do drahy
MAPK-SPL. Moznost zapojeni MAPK a SPL do stejnych biologickych procest, zejména
generativni faze ontogeneze, podporuji i informace poskytnuté v literarnim ptehledu.

Identifikované geny mohou slouzit v dalsim studiu SPL, respektive SPL1. Bylo
identifikovano nékolik gent, které se jevi jako vyznamné. Tyto geny byly vybrany zejména na
zéklad¢ piitomnosti vice GTAC motivil v jejich promotorové oblasti (Yamasaki et al., 2009;
Andrés-Colas et al., 2013). Yamasaki et al. (2009) poukazali na vyznam ¢tyi GTAC motivl
v oblasti asi 200 bp pied translaénim startem, respektive 30 bp za nim, které jsou dostate¢né pro
spusténi regulované exprese MIR398c. Dalsi motivy, které jsou piitomné v promotorové oblasti
asi do 650 bp, se mohou podilet na zesileni exprese (Yamasaki et al., 2009). Vylouceni gent,
V jejichz promotoru byl identifikovan pouze jeden GTAC motiv, bylo provedeno s ohledem na
snahu minimalizovat pocet potencialné regulovanych gent.

Prvnim identifikovanym genem v ramci bioinformatické analyzy, ktery v§ak neni spojen
s MAPK, ale s FSD1, byl gen MITOCHONDRIALN/ MALAT DEHYDROGENASA 1 (MMDHZ1;
AT1G53240; interaktom FSD1), ktery koduje MMDH1. MMDHL1 je souéasti citratového cyklu
a ovliviluje proces fotorespirace (Tomaz et al., 2010; Lindén et al., 2016). Jeho absence ma

negativni vliv na kli¢eni (Sew et al., 2016) a nasledny rust a vyvoj Arabidopsis (Tomaz et al.,
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2010; Lindén et al., 2016; Sew et al., 2016). Gen HMP31 (AT3G56240; proteom mutanta
mpk3.1), Vv literatufe uvadény jako COPPER CHAPERONE (CCH), koduje metalochaperon
participujici na transportu médi, jejiz nadbytek negativné ptsobi na jeho expresi (Himelblau et
al., 1998; Mira et al., 2001; Shin et al., 2012). NA GLYCIN BOHATY PROTEIN 2 (GRP2;
GLYCINE RICH PROTEIN 2; AT4G13850; proteom mutanta mpk3.1 a mpk6.2) vykazuje RNA
chaperonovou aktivitu a reguluje ranné vyvojové procesy, zejména V podminkach snizenych
teplot (Vermel et al., 2002; Kim et al., 2007) a pfi zvySené salinit¢ (Kim et al., 2007).
MITOCHONDRIALN/ PYRUVAT DEHYDROGENASA, PODJEDNOTKA 2-2 (MTE2-2;
AT3G13930; proteom mutanta mpk4) je gen kodujici nepostradatelnou funkéni podjednotku
mitochondrialniho pyruvat dehydrogenazového komplexu (Broz et al., 2014; Song et Liu, 2015),
jejiz absence vede k embryonalni letalit¢ (Song et Liu, 2015). Také identifikovana
DIHYDROLIPOAMID SUKCINYLTRANSFERASA (DLST; AT4G26910; proteom mutanta
mpk4) hraje nezastupitelnou tlohu v bazalnim metabolismu.

Potencialni regulace téchto genti pomoci SPL ukazuje na jejich ptipadnou schopnost
alternace vyznamnych biochemickych drah. Tato regulace by byla unikatni pro rostliny, jelikoz
SPL jsou jejich specifické TF.

Piipraveni dvojiti mutanti spl1.1/mpk3.1 a spl1.1/mpk6.2 budou dale slouzit pro studium
navrzeného vztahu MAPK-SPL. Z dostupnych piedbéznych vysledkt vyplyva, Ze alespon Ctyfi
tydny staré¢ rostliny spl1.1/mpk3.1 v porovnani s rostlinami spl1.1/mpk6.2 vykazuji vyznamné
fenotypové odchylky a nejsou schopny tvorby generativnich organii. Systematické provedeni
fenotypovych analyz bude zapotiebi pro potvrzeni téchto predbéznych pozorovani. Za zminku
stoji, ze v dostupné literatufe se pozorovany fenotyp dvojitych mutantd spll.1/mpk3.1
neprojevuje u jednoduchych mutanta spll (Chao et al., 2017), ale ani mpk3 (Wang et al., 2008).

Regulace pomoci fosforylace, ktera je zprostfedkovana kinasami, neni u SPL naprosto
neprozkoumana oblast. Nékolik studii ukazuje na vyznam fosforylace SPL. U SPL8 a SPL3 byla
popsana moznost fosforylace serinového rezidua, které se vyskytuje v SBP doméné. Tato
fosforylace mize vyustit ve snizeni schopnosti vazby molekuly DNA a omezeni importu SPL do
jadra (Birkenbihl et al., 2005). Zminéna fosforylace by mohla mit vliv naptiklad na schopnost
vazby importind (Jans et al., 2000; Nardozzi et al., 2010). U Oryza sativa SPL14, ktery je blizky
SPL9 a SPL15 (Yang et al., 2008; Wang et al., 2018), byla prokazana fosforylace v pribéhu
infekce, ktera byla zptisobena Magnaporthe oryzae. Tato fosforylace ptisobi zménu exprese genti
WRKY45 a DENSE AND ERECT PANICLE 1. Fosfomimeticky Oryza sativa SPL14 vykazuje
redukovanou schopnost vazby na klicovy regulaéni element GTAC, ktery je piitomen
v promotorové sekvenci gentt WRKY45 i DENSE AND ERECT PANICLE 1. Je u n¢j ale zvysena
vazba do motivu TGGGCC, ktery je ptitomen pouze v promotorové oblasti genu WRKY45.
Schopnost vazby fosfomutovaného proteinu do GTAC motivu byla zachovana. Fosforylace

Oryza sativa SPL14 stimuluje expresi WRKY45, prispiva tak k rostlinné obranyschopnosti.
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Nefosforylovany protein umoziuje expresi DENSE AND ERECT PANICLE 1, ktery je spjat
S rustem a vy$$im vynosem (Wang et al., 2018).

Nezanedbatelné informace poskytuji data dostupna v databazi PhosPhAt 4.0 (Zulawski
et al., 2013), ktera indikuji experimentalné ziskané informace o fosforylaci dalsich SPL. Tyto
udaje vybizi k dal§imu studiu vlivu fosforylace pro jejich regulaci. Vyznam fosforylace
vyzdvihuje tlohu Kinas a fosfatas, nejen pii fyziologickych, ale ptedevs§im pii stresovych
podminkach (Takeo et Ito, 2017). | MAPK jsou Casto lokalizovany v jadie (Bigeard et Hirt, 2018).
Ptipadna fosforylace jadern¢ lokalizovanou MAPK by mohla zabranit, nebo naopak stimulovat
translokaci SPL1 z jadra do cytoplasmy. Mohla by byt pfipadné ovlivnéna schopnost vazby na
molekulu DNA. Vyznam piipadné fosforylace SPL1 je nutno objasnit.

6.2  Vyznam SPL1 pro vyvoj Arabidopsis thaliana

Relativné malé rozdily v délce primarniho kofene a hustoté lateralnich kotend
pii porovnani mutantnich linii spll a rostlin divokého typu mohou byt spojeny s piitomnosti
funkéné redundantnich SPL genti v mutantnich rostlinach spl1, zejména SPL12 (Chao et al., 2017
Schulten et al., 2019). Nicmén¢, SPL1 mutize hrat uréitou tlohu v rannych stadiich vyvoje rostliny,
elongace kofene a iniciace tvorby lateralnich kofentl. V porovnani s popsanymi fenotypovymi
projevy mutantd fsdl (Dvofak et al., 2021a) se vSak pozorované fenotypové rozdily jevi
zanedbatelné. Analyza exprese nepotvrdila vliv mutace SPL1 na expresi FSD1, stejné jako pro
abundanci FSD1 a jeji enzymatickou aktivitu. Dalsi analyzy budou potieba pro zjisténi moznych
rozdila specifické exprese v kofenech a prytu. Exprese mtize byt odliSna zejména ve stresovych
podminkach. Exprese ZAT12, ktery reguluje expresi nékterych SOD (Davletova et al., 2005), je
zvySena jako odpovéd’ na stimuly abiotického ptivodu (Rizhsky et al., 2004; Davletova et al.,
2005; Le et al., 2016; Xu et al., 2017). Jeji nadexprese indukuje navic zvySeni exprese SPL1
(Rizhsky et al., 2004). Na zaklad¢ tohoto poznatku se da uvazovat 0 indukci exprese SPL1
peroxidem vodiku, methyl viologenem (Rizhsky et al., 2004; Davletova et al., 2005; Le et al.,
2016; Xu et al., 2017) anebo poranénim pletiva (Rizhsky et al., 2004; Davletova et al., 2005)
prostiednictvim ZAT12. ZvySena teplota sice také pusobi zvySeni exprese ZAT12 (Rizhsky et al.,
2004, Davletova et al., 2005), bylo ale dokazano, ze neindukuje expresi genu SPL1 v kvétu (Chao
et al., 2017). Smétovani dalSich experimentil by mélo vést navic spise k analyze generativnich
organt, kde by se absence SPL1 mohla vyraznéji projevit, naptiklad ovlivnénim SOD (Chao et
al., 2017), konkrétné MSDI1. Pravé MSDI1 by mohla byt, podle poskytnutych vysledkd,
potencidlné pozitivné regulovana pomoci SPL1.

vvvvvv

absence SPL1 (Stone et al., 2005; Preston et Hileman, 2010). Kveteni je pozitivné ovlivnéno SPL.
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Piikladem muze byt umléeni genu Petunia x hybrida SBP1, které vede k oddaleni kveteni
(Preston et al., 2016). Tento vysledek poukazuje na komplexitu drah, které reguluji tento proces.
Kveteni je kontrolovano vzajemné se ovliviiyjicimi geny, vnitinimi signaly, délkou dne
a procesem vernalizace (Kim, 2020). Pravé dalsi studie, které budou zohlediovat tyto faktory, by
mohly pftispét k odhaleni komplexity SPL-regulovanych drah. Kveteni mize byt ovlivnéno
napiiklad AP1 (Ferrandiz et al., 2000; Benlloch et al., 2007; Liang et al., 2019), potencialné
SPL1-regulovanym genem (Birkenbihl et al., 2005). I dalsi geny se podili na kveteni, napiiklad
FLOWERING LOCUS C, FLOWERING LOCUS T nebo SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION
OF CONSTANS 1 (Michaels et Amasino, 1999; Hepworth et al., 2002; Searle et al., 2006; Lee et
al., 2007), ktery mtize byt potencialné regulovan pomoci SPL9 (Wang et al., 2009a). Tyto geny
navic mohou byt ovlivnény dalsimi faktory, ptedev§im délkou dne, gibereliny nebo procesem
vernalizace (Moon et al., 2003; Eriksson et al., 2006; Liu et al., 2008).

Pfipravené stabilné transformované linie Arabidopsis thaliana, které nesou konstrukty
pSPL1::eGFP:SPL1, potencialné p35S::eGFP:SPL1, by mohly byt vyuZity nejen pro potvrzeni
regulace gent, které byly identifikovany v ramci bioinformatické ¢asti, ale také pro identifikaci
vazebnych motivi, se kterymi SPL1 interaguje. Chromatinova imunoprecipitace by mohla byt
provedena s GFP protilatkou. Ptiprava protilatky rozeznavajici SPL1 by byla sice pravdépodobné
mozna (Birkenbihl et al., 2005), otazkou je vsak jeji potencialni nespecificita. Tato nespecificita
se muze projevit z divodu piitomnosti sekvenéné podobnych SPL proteint. Tyto informace by
mohly pomoci vyjasnit mechanismus regulace kveteni ve spojitosti s SPL1.

Zajimavym vysledkem bylo také pozorovani vyznamné elongace prytu mutantnich rostlin
spll. Podstata tohoto jevu muze byt studovana napiiklad ve spojitosti s MADS-box geny. Bylo
ukazano, ze SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1la, ktery pochazi
z Medicago truncatula, vyznamné piispiva k elongaci stonku. Délka stonku pozitivné koreluje
s vetsi velikosti epidermalnich bunék (Jaudal et al., 2018). Jak jiz bylo vyse uvedeno, potencialni
regulace SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 Arabidopsis byla ukazana
pro SPL9 (Wang et al., 2009a). Analyza velikosti buné¢k mutantnich rostlin spl1 by, s ohledem na
tyto informace a ziskané tdaje o zvySené elongaci prytu mutantd spll, mohla poskytnou dalsi

hodnotna data.

6.3  SPL1 asignalizace ABA

Propojeni SPL1 s ABA, které bylo dfive publikovano, bylo demonstrovano zménami
exprese ABA-responzivnich gent v rostlinach dvojitych mutantd spll/spl12. SPL1 a SPL12
navic pfispivaji k termotoleranci kvétt Arabidopsis, ktera vyzaduje i zapojeni PYRABACTIN
RESISTANCE a piibuznych receptord (Chao et al., 2017). Tyto receptory jsou pozitivni
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regulatory signalizace ABA (Ma et al., 2009; Park et al., 2009), které jsou také zapojeny do
procesu kli¢eni a regulace pohybu priducht (Gonzalez-Guzman et al., 2012; Zhao et al., 2018;
Dittrich et al., 2019; Zhao et al., 2020). Nedavna studie spojuje miR156, miRNA regulujici malé
SPL, se signalizaci ABA a regulaci zavirani pruduchti. Nadexprese MIR156 je spojena se
snizenim vnitini hladiny ABA, vys$i citlivosti rostlin vii¢i ABA a pozorovanym uzaviengj$im
porem pruduchu (Visentin et al., 2020). Pohyb praducht jako takovy je ovlivnén ABA, ale i ROS
nebo oxidem dusnatym (Farnese et al., 2016).

Analyza promotorovych sekvenci gent SPL ukazala mozné zapojeni SPL1 fylogeneticky
blizké SPL12, ale také SPL15, do odpovédi na ABA diky ptitomnosti ABRE. Data, ktera jsou
dostupna v databazi Genevestigator (Hruz et al., 2008), ukazuji snizeni exprese genu SPL1 po
aplikaci ABA (Priloha 11). Nicméné, Chao et al. (2017) neidentifikovali zménu exprese gent
SPL1 ani SPL12 v zavislosti na jeji aplikaci. Nicméné, naruseni signalizace je patrné na zméné
odpovédi mutantnich rostlin spl1 na ABA pfi procesu otevirani priduchi a kli¢eni. Tyto udaje
naznacuji ulohu SPL1 jako pozitivniho regulatoru signalizace ABA. Dalsi studie, zejména
s vyuzitim rostlin dvojitych mutanti, nejen piipravenych linii spl1.1/mpk3.1 a spl1.1/mpk6.2, ale

potencialné i spl1/spl12, mohou poskytnout dalsi hodnotné informace.

6.4 Subcelularni lokalizace SPL1

SPL7, fazeny do skupiny velkych SPL jako SPL1, hraje tilohu pfedevsim pii nedostate¢né
koncentraci médi v substratu (Yamasaki et al., 2009; Garcia-Molina et al., 2014a), ktera je
spojena s tzv. stresem endoplasmatického retikula, kdy pravdépodobné dochazi ke §tépeni SPL7,
uvolnéni N-terminalni ¢asti a jeji translokaci do jadra. C-terminalni ¢ast je lokalizovana
v membrané endoplasmatického retikula, coz je umoznéno ptitomnosti TMD (Garcia-Molina et
al., 2014b). Podobny typ regulace se vyskytuje i U dalsich proteint (Slabaugh et Brandizzi, 2011),
jako naptiklad NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 17 (Ng et al., 2013). Pfitomnost TMD
v C-terminalni ¢asti SPL1 naznacuje, Ze by bylo vyznamné ptipravit pfedev§im N-terminalni fuzi,
v tomto piipadé eGFP-SPL1, ktera umozni analyzovat translokaci SPL1 do jadra po expozici
riznym stimulim. Vyznam N-termindlni fGze je navic spjat s ptitomnosti SBP domény
(‘Yamasaki et al., 2004; Birkenbihl et al., 2005; Liang et al., 2008). SBP doména obsahuje
jadernou lokaliza¢ni sekvenci (NLS; nuclear localization sequence), ktera se nachazi v jeji C-
terminalni oblasti v pfekryvu s druhym motivem zinkového prstu (Birkenbihl et al., 2005; Cai et
al., 2018). NLS je spjata s regulaci transportu proteini do jadra (Wirthmueller et al., 2015).
Naruseni NLS, ktera ma funkci signaliza¢niho peptidu, ma negativni vliv na jadernou lokalizaci
a funkci SPL, napfiklad spravnou funkci SPL9 (Zhang et al., 2019). Jaderny import neni zavisly

jen na pfitomnosti NLS. Proteiny nesouci takovéto signaliza¢ni sekvence vyZzaduji kooperaci
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proteind, které jsou zapojeny do komunikace cytoplasma-jadro. O importu rozhoduje cela fada
proteind, které mezi sebou soupefi o transportovatelné proteiny, ale dochdzi i ke kompetici
samotnych transportnich proteina (Jans et al., 2000; Tamura et Hara-Nishimura, 2014). Piikladem
konkrétnich proteint zapojenych do nukleocytoplasmického transportu jsou importiny o (Smith
etal., 1997; Wirthmueller et al., 2015), importiny  (Liu et al., 2019) anebo nukleoporiny (Zhang
et al., 2020b). I kdyz je NLS pfitomna, studium moznosti pasivni difuze by mohlo odhalit dalsi
stupeni regulace, ktery je spjat s potencialni oligomerizaci (Garcia-Molina et al., 2014b). Pasivni
difaze je obecné uznavana pro proteiny do 40-60 kDa, mozna je vSak pravdépodobné diftize
i vétsich proteind. Translokace do jadra, ktera je spojena s volnou difuzi proteinti az 90 kDa, miize
byt ovlivnéna oligomerizaci, nabojem anebo hydrofobicitou proteinu. Vliv miize mit pfedevsim
prostorova konformace proteinu (Wang et Brattain, 2007). Z tohoto pohledu tedy bude vyznamny
popis interakénich partnerti pro identifikaci proteind, které jsou potencialné spojené s regulaci
translokace SPL1 do jadra.

Pii tranzientni transformaci Nicotiana benthamiana byla pozorovana jaderna lokalizace
a specificka kumulace signalu eGFP-SPL1, ktery byl pod kontrolou nativniho promotoru, na
periferiich buiky. Podle povahy signalu, podobné jako pozorovali Hunter et al. (2019) pro CYS-
RICH RECEPTOR-LIKE KINASU 2, je mozné, ze dochdzi ke kumulaci SPLI
v plasmodesmatech. V piipadé potvrzeni shodné lokalizace i u stabilné transformovanych linii
Arabidopsis thaliana bude potieba validace plasmodesmatalni lokalizace pomoci specifickych
markert, jako napfiklad PLASMODESMATA-LOCATED PROTEIN 5 (Hunter et al., 2019).
Nutné je vSak zminit, Ze tato specificka lokalizace, pfi vyuziti podobného konstruktu, nebyla
popsana pfi tranzientni transformaci Nicotiana benthamiana provedené Chao et al. (2017). Také
je mozné, Ze se jedna o vysledek spojeny s podminkami tranzientni transformace, kde bakterialni
kultura a/nebo slozky kokultivaéniho média mohly stimulovat zménu subcelularni lokalizace
a soustfedéni eGFP-SPL1 (pSPL1::eGFP:SPL1) do plasmodesmat. Plasmodesmata jsou
intercelularni kanaly, které umoziuji komunikaci sousednich rostlinnych bunék. Asociované
proteiny se mohou vyskytovat difusné v membrané, pfipadné mohou byt lokalizovany u hrdla
plasmodesmat (Mongrand et al., 2010; Sevilem et al., 2015), tak jako to bylo pravdépodobné
pozorovano v piipadé eGFP-SPL1 (pSPL1::eGFP:SPL1). Prostupnost plasmodesmat je
ovlivnéna depozici kalosy a proteiny, které se v plasmodesmatech nachazi. Maze dochazet
k regulaci kvantity i kvality transportovanych molekul. Limit velikosti transportovanych molekul
je 30-50 kDa, i kdyz vyznam je piikladan piedevsim prostorovému uspotfadani molekuly, tedy
velikosti atvaru (Sevilem et al., 2015). Pozorovana subcelularni lokalizace SPL1 vybizi
k moznosti intercelularniho transportu tohoto proteinu. Intercelularni transport proteinti je mozny
(Lucas et al., 1995; Sessions et al., 2000; Wu et al., 2003).

Pohyb signalu eGFP-SPL1 (p35S::eGFP:SPL1) tranzientn¢ transformovanych listd

Nicotiana benthamiana byl pozorovan vramci struktury endoplasmatického retikula, ale
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i pozorované artefakty vykazovaly zna¢nou dynamiku pohybu. Zminéné artefakty mohou byt
charakterizovany jako agregaty endoplasmatického retikula. To mtize byt podpofeno potvrzenou
subcelularni lokalizaci SPL1 v endoplasmatickém retikulu. Dal$im argumentem je vyskyt
podobnych agregatd pii expresi TMD pochazejici z 3-HYDROXY-3-METHYLGLUTARYL
KOENZYM A REDUKTASY. Tato TMD se specificky vaZze na membranu endoplasmatického
retikula a vznikajici kompartmenty byly identifikovany jako jeho agregaty (Ferrero et al., 2015).
Studium ulohy SPL1, pfipadn¢ membranové domény SPL1, pro morfogenezi endoplasmatického
retikula by mélo byt pfedmétem budoucich analyz.

Piipravené stabiln¢ transformované linie, které nesou pfipraveny konstrukt
pSPL1::eGFP:SPL1, mohou byt vyuZzity pro studium za pomoci pokrocilého mikroskopického
vybaveni. Tyto studie se mohou zaméfit na lokalizaci SPL1 béhem riznych biotickych
a abiotickych stresovych podminek. Toto mize byt spjato predevsim se zménou subcelularni
lokalizace z membrany endoplasmatického retikula do jadra, ale potencialné i s dynamikou
pohybu v ramci struktury samotného endoplasmatického retikula a lokalizaci v plasmodesmatech.

Nebyly ziskany stabilné transformované linie nesouci konstrukt p35S::eGFP:SPL1. To
by mohlo byt zpusobeno moznou letalitou nadexprese SPL1. Tato teorie miize byt podpofena
pozorovanymi nekrozami pii tranzientni transformaci listd Nicotiana benthamiana. Nekrotické
léze pozorovali i Kessens et al. (2018), kteti indukovali bunétnou smrt pfi tranzientni
transformaci listi Nicotiana benthamiana nadexpresi homologniho genu SlySBP12a. Nadexprese
SPL1 by v§ak mé¢la byt mozna (Chao et al., 2017). Zhang et al. (2014) byli navic schopni uspésné
pfipravit linii nadexprimujici FLAG:SPL7. | nadexprese dalsiho zastupce velkych SPL je tedy
mozna. V piipadé potvrzeni neslucitelnosti nadexprese SPL1 s viabilitou bude vhodné vyuzit
inducibilni promotory, jako jsou napfiklad dexamethasonovy (Acharya et al., 2007), Gal4
(Aoyama et Chua, 1997) nebo XVE (Zuo et al., 2000).

6.5 Homodimerizace

Dtive ptipravené konstrukty pro kvasinkovy dvouhybridni systém byly vyuzity pro
hodnoceni homodimerizace, ktera u SPL1 zatim nebyla studovana. Homodimerizace SPL7, ktera
byla popsana, pravdépodobné negativne ovliviiuje schopnost translokace SPL7 do jadra (Garcia-
Molina et al., 2014b). V prezentovaném experimentu byla pozorovana autoaktivace
reportérového genu, ktera zamezila hodnotit moznou proteinovou interakci SPL1-SPL1. Z tohoto
divodu, ale také z diivodu ptitomnosti hydrofobni TMD, bude potieba piipravy zkracenych verzi
SPL1. TMD sice nemusi byt zodpovédna za autoaktivaci reportérového genu, ale je zde vysoka
pravdépodobnost naruSeni konformace, respektive biologické aktivity. Dal$im vyznamnym

faktem je, ze TMD doména je integralni soucasti SPL1 pouze pfi jeho uchyceni v membrané
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endoplasmatického retikula. Pfi potencialnim uvolnéni SPL1 jiz neni pravdépodobné
pritomna. Zkracena verze, kterd nebude obsahovat TMD, bude 1épe odrazet nativni stav SPL1
(Garcia-Molina et al., 2014b; Chao et al., 2017).

Zkracené verze (Obrazek 27), které budou postradat kromé TMD i ANK repetice, mohou
slouzit i k charakterizaci vyznamu ANK repetic. Pro jejich piipravu budou slouzit jiz pfipravené
vektory s vyuzitim ,site-directed mutageneze. Zkracenou verzi SPL7 ostatné pouzili pro

kvasinkovy dvouhybridni systém i Garcia-Molina et al. (2014a).

vs]
I

[ sep [ ]ank TMD

Obrazek 27: Navrh zkracenych verzi SPL1 pro budouci experimenty. A — SPLI1,
B-D — zkracené, tzv. ,truncated, verze SPL1; B — SPL1 bez transmembranové domény (TMD);
C — SPL1 bez TMD a ankyrinové repetice (ANK); D — SPL1 bez TMD a obou ANK.
SBP — SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN doména; méfitko — 100 aminokyselin.
Vytvoreno na zakladé dat dostupnych v databazi Simple Modular Architecture Research Tool
(Letunic et Bork, 2018).

Pro hodnoceni dimerizace SPL1-SPL1 byly nasledné pfipraveny nékteré konstrukty pro
BIFC. Tak jako konstrukty pro kvasinkovy dvouhybridni systém, konstrukty pro BIFC budou
slouzit i pro studium dimerizace s jinymi proteiny. Napiiklad Qi et al. (2016) prokazali interakci
NbSPL1-1 a SPL1 s Phakopsora pachyrhizi EFFECTOR CANDIDATE 23, ktery umoziuje
modulaci odpovédi na pfitomnost patogena.

Pii zisku stabilné transformovanych linii rostlin Arabidopsis thaliana, které budou nést
pSPL1::eGFP:SPL1 a p35S::eGFP:SPL1, bude mozné vyuzit i alternativnich technik pro
studium homodimerizace a protein-proteinovych interakci obecné. Naptiklad vyuziti
koimunoprecipitace pro charakterizaci interaktomu SPL1, ptipadné pro ,,pull-down* analyzy

interak¢nich partnert.
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7 Zaver

V prvni ¢asti predlozené prace byl vypracovan literarni piehled, ktery byl zaméfen na
SPL, SOD a MAPK. Procesy, ve kterych jsou tyto proteiny zahrnuty, nastifiuji mozné propojeni
téchto proteind vramci stejnych drah, regulace antioxida¢ni obrany a generativni faze
ontogeneze.

Pro potvrzeni tohoto pfedpokladu byla provedena bioinformaticka analyza, ktera odhalila
MMDH1, HMP3/CCH, GRP2, MTE2-2 a DLST, proteiny identifikované ve spojitosti s MAPK,
potazmo FSDI, jako potencidlné regulované pomoci SPL. Byly uspésné ptipraveny linie
dvojitych mutantt spl1.1/mpk3.1 a spl1.1/mpk6.2, které budou slouzit pro dalsi analyzy vztahu
SPL1 a MPK3, respektive MPKG6. Fenotypové a biochemické analyzy mutantnich rostlin spll1.1
a spl1.2 odhalily potencialni vyznam SPL1 jako pozitivniho regulatoru prodluzovani hlavniho
kotene, aktivity MSD1 a signalizace ABA. Opaény efekt by SPL1 mohl hrat v procesech spjatych
s elongaci prytu a kveteni.

Byly pfipraveny konstrukty pSPL1::eGFP:SPL1 a p35S::eGFP:SPL1, které byly
nasledné pouzity pro tranzientni transformaci Nicotiana benthamiana a stabilni transformaci
rostlin Arabidopsis thaliana. Piedbézna data, ktera byla ziskana po mikroskopické analyze
tranzientné transformovanych listi Nicotiana benthamiana, ukazuji na moznost subcelularni
lokalizace SPL1 v plasmodesmatech. Pro detailni a pfesnou subcelularni lokalizaci SPL1 bude
potieba provést mikroskopii ptedevsim s vyuzitim pfipravenych komplementovanych linii.

Autoaktivace reportérového genu zamezila hodnoceni dimerizace SPL1 pomoci diive
ptipravenych konstrukti pro kvasinkovy dvouhybridni systém. Zkracené verze SPL1 pro
kvasinkovy dvouhybridni systém, spolu s pfipravenymi konstrukty pro BIFC, umozni odhalit

nejen homodimerizaci, ale mohou byt pouzity i pro hodnoceni interakce s dalSimi proteiny.
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9 Ptilohy
Seznam pftiloh

Ptiloha 1: Ptehled analyzovanych promotord gent identifikovanych v ramci proteomickych
analyz interaktomu FSD1 a proteomt mutantti mpk3.1, mpk4 a mpk6.2 a jejich rozdéleni
podle piekryvu hledanych motivi s cilem identifikace potencialné SPL-regulovanych
gentl.

Ptiloha 2: Identifikace GTAC motivu v analyzovanych genech kodujici proteiny identifikované
v ramci proteomickych analyz interaktomu FSDI1 a proteomt mutantd mpk3.1, mpk4
a mpké6.2.

Piiloha 3: ldentifikace TNCGTACAA motivu Vv analyzovanych genech kodujici proteiny
identifikované v ramci proteomickych analyz interaktomu FSDI1 a proteom mutantl
mpk3.1, mpk4 a mpk6.2.

Priloha 4: Identifikace TGGTCCGTACAATGT motivu v analyzovanych genech kddujici
proteiny identifikované v ramci proteomickych analyz interaktomu FSD1 a proteomil
mutantt mpk3.1, mpk4 a mpké6.2.

Piiloha 5: Rostliny Arabidopsis thaliana spl1.1/mpk3.1 a spll1.1/mpk6.2 ¢&tvrty tyden po
vykliceni.

Priloha 6: Hodnoceni kvality izolované celkové RNA po aplikaci DNasy pro minimalizaci
kontaminace gDNA.

Piiloha 7: Lokalizace T-DNA inserce linie spl1.2 (SALK_058642).

Piiloha 8: Ptiprava konstrukti pSPL1-pDONR P4-P1R a SPL1-pDONR P2R-P3.

Piiloha 9: Nekrozy pozorované na inokulovanych listech Nicotiana benthamiana ¢tvrty den po
transformaci indikovanym konstruktem.

Priloha 10: Molekuldrni klonovani kédujici sekvence SPL1 pro bimolekularni fluorescencni
komplementaci.

Piiloha 11: Zména exprese SPL1 po aplikaci kyseliny abscisové, kterd byla zaznamenana
v databazi Genevestigator (Hruz et al., 2008).
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Piiloha 1: Piehled analyzovanych promotorti gend identifikovanych v ramci proteomickych analyz interaktomu FSD1 (Dvorak et al., nepublikovano)
a proteomd mutanti mpk3.1. (Takac et al., nepublikovano), mpk4 a mpk6.2 (Takac et al., 2016) a jejich rozd€leni podle piekryvu hledanych motivi s cilem
identifikace potencialn¢ SPL-regulovanych genti. AGI — identifikator genu.

Datovy Motiv Potet AGI
soubor
GTAC
TGGTCCGTACAATGT 7 AT1G11840 AT5G23080 AT3G16430 AT4G25100 AT4G10340 AT1G79200 AT1G20020
TNCGTACAA
c TGGTCCGTACAATGT
oS 9 AT1G56410 AT2G39390 AT5G42980 AT2G16360 AT1G44910 AT1G48830 AT1G54410 AT1G03910 AT2G05520
£ TNCGTACAA
©
o GTAC 12 AT5G02500 AT5G37780 AT1G78900 AT4G36690 AT5G20720 AT2G21660 AT1G13440 AT1G54000 AT1G53240 AT1G60900
'E TGGTCCGTACAATGT AT2G47400 AT 3G26650
ja)
TA
2 GTAC 2 AT5G64200 AT 3G16450
TNCGTACAA
TGGTCCGTACAATGT 7 AT1G52570 AT1G66270 AT3G09680 AT1G23410 AT1G29920 AT2G25980 AT3G15730
TNCGTACAA 1 AT5G38410
TA
TGGTCCG;TACCAATGT 18 AT4G08770 AT5G26260 AT 1G23820 AT4G23680 AT4G34050 AT2G02010 AT5G40370 AT1G66200 AT 3G22890 AT1G21440
AT1G78300 AT3G16460 AT5G09500 AT4G25100 AT3G60750 AT2G01520 AT2G30870 AT1G12310
TNCGTACAA
TGGTCCGTACAATGT 13 AT2G05990 AT1G35720 AT3G48990 AT2G21170 AT1G62660 AT3G09820 AT1G11910 AT4G18100 AT3G17240 AT5G04430
TNCGTACAA AT3G02090 AT1G48830 AT2G20630
c GTAC 16 AT4G37910 AT 1G51980 AT4G35090 AT2G33150 AT4G13850 AT1G22530 AT2G36830 AT3G05020 AT2G47470 AT 1G78900
903 TGGTCCGTACAATGT AT5G09590 AT1G66240 AT5G17710 AT 1G13440 AT5G64100 AT1G80230
o
S TA
= GTAC 7 AT4G04830 AT1G18080 AT3G55280 AT3G14790 AT2G01140 AT1G52400 AT1G56070
Q TNCGTACAA
g AT 4G23670 AT3G05900 AT2G21870 AT3G08590 AT1G01100 AT5G65020 AT3G09200 AT4G08390 AT1G13930 AT5G35590
TGGTCCGTACAATGT 28  AT5G10360 AT5G60390 AT5G20290 AT5G35360 AT 2G43535 AT 1G75950 AT2G47510 AT5G10860 AT1G72370 AT 3G25520
AT4G39200 AT2G27710 AT 2G33040 AT5G58290 AT 3G13920 AT1G26550 AT 3G58610 AT2G24200
AT4G16660 AT5G17920 AT5G11170 AT4G10480 AT3G03250 AT3G09260 AT5G39730 AT1G54630 AT3G16640 AT5G38410
TNCGTACAA 11
AT 3G18780
GTAC 8 AT 3G19450 AT4G20260 AT3G16470 AT3G56240 AT3G51260 AT1G20440 AT4G11150 AT1G20450




Priloha 1: Pokracovani.

Datovy Motiv Potet AGI
soubor
GTAC
T CCT ARG 1g  ATAGI6260 AT5G26260 ATIG11840 ATAG23680 ATAG34050 ATIGS3850 ATSGAS775 AT3G16460 ATAG24190 AT2G45820 AT3G09440
AT5G47030 AT2G01520 AT3G43870 ATAG38740 ATAG13860
TNCGTACAA
TGG:;ZE::‘ExTGT 11 AT3G32980 ATAG35830 AT1G35720 AT1G79550 AT2G21170 AT5G04430 AT1G78380 AT3G12580 ATAG34870 AT3G02090 AT3G52930
£ GTAC 13 AT3G14067 AT2G47130 AT4GI7910 AT5G67500 ATIG51980 AT2G33150 AT5G43330 ATSG52840 AT5G14200 ATAG26910 AT3G04120
g TGGTCCGTACAATGT AT1G28290 AT1G13440
o
3 GTAC 8 AT2G20420 AT5G16840 ATAG04830 AT3G13930 AT3G15950 AT2G43910 AT1G56070 AT1G58270
g— TNCGTACAA
AT5G56500 AT3G13300 AT3G01190 AT1G04410 AT1G63940 AT3G17210 AT3G09200 ATAG08390 AT1G54010 AT5G03630 ATAG24830
TGGTCCGTACAATGT 29 AT5G16050 AT5G20290 ATAG13940 AT2G21045 AT1G75950 ATAG02520 AT3G22110 AT1G73260 AT5G54640 AT2G33040 ATAG27090
AT2G30930 AT2G01530 AT3G13920 AT5G64350 AT3G23600 AT2G19760 AT2G24200
TNCGTACAA 2 AT5G17920 AT4G09320
GTAC 8 AT2G47730 AT2G32240 AT3G16470 ATAG15802 AT5G48230 ATAG11150 AT1G20620 AT1G20450
GTAC
TGGTCCGTACAATGT 7 AT3G23810 ATIG30230 AT2G10450 AT3G09440 AT1G12080 AT3G26520 AT3G51840
TNCGTACAA
TGGTCCGTACAATGT 3 AT5G19780 AT1G12000 AT3G09840
1S TNCGTACAA
E GTAC
5 6  AT3G20050 AT1G28290 ATAG13850 AT1G13440 ATAG13930 AT2G36830
o TGGTCCGTACAATGT
g GTAC
s 3 ATAG31440 AT2G27720 AT1G18080
TNCGTACAA
TGGTCCGTACAATGT 11 AT5G09810 AT1G55020 ATAG14960 AT2G36880 AT5G19510 AT3G52990 AT3G61440 AT3G13920 AT3G58610 AT3G15730 AT3G05530
TNCGTACAA 2 AT2G42100 ATAG10480
GTAC 1 AT5G26280




Piiloha 2: Identifikace GTAC motivu v analyzovanych genech kodujici proteiny identifikované
v ramci proteomickych analyz interaktomu FSDI1 (Dvofak et al., nepublikovano) a proteomu
mutanti mpk3.1 (Taka¢ et al., nepublikovano), mpk4 a mpk6.2 (Takaé¢ et al., 2016). AGI —
identifikator genu.

Datovy . Relativni pozice k
soubor AGI Jméno START p-hodnota g-hodnota

2 AT1G69120 APL 298 301 0.00383 0.763
= 406 409 0.00383 0.763
S 639 642 0,00383 0.763
X 729 732 0.00383 0.763
944 947 0.00383 0.763
AT4G25100 FSD1 213 216 0.00383 0.635
324 327 0.00383 0.635
336 339 0.00383 0.635
353 356 0.00383 0.635
375 378 0.00383 0.635
652 655 0.00383 0.635

AT5G60910 FUL 449 452 0.00383 1

454 457 0.00383 1

792 795 0.00383 1

AT5G61850 LFY 540 543 0.00383 1

776 779 0.00383 1

902 905 0.00383 1

£ AT1G11840 GLX1 471 474 0.00383 1

< 476 479 0.00383 1

o AT1G13440 GAPC2 215 218 0.00383 1

£ 868 871 0.00383 1

= AT1G20020 LFNR2 675 678 0.00383 1

a 851 854 0.00383 1

I AT1G53240 MMDH1 320 323 0.00383 1

339 342 0.00383 1

364 367 0.00383 1

416 419 0.00383 1

808 811 0.00383 1

AT1G54000 GLL22 92 95 0.00383 1

306 309 0.00383 1

740 743 0.00383 1

AT1G60900 U2AF65B 26 29 0.00383 1

623 626 0.00383 1

924 927 0.00383 1

AT1G78900 VHA-A 335 338 0.00383 1

938 941 0.00383 1

AT1G79200 scil 409 412 0.00383 1

507 510 0.00383 1

606 609 0.00383 1

950 953 0.00383 1

AT2G21660 GRP7 797 800 0.00383 1

918 921 0.00383 1

AT2GA47400 CP12 137 140 0.00383 1

763 766 0.00383 1

AT3G16430 JAL31 85 88 0.00383 1

213 216 0.00383 1

556 559 0.00383 1

848 851 0.00383 1

AT3G16450 JAL33 26 29 0.00383 1

41 44 0.00383 1

648 651 0.00383 1

AT3G26650 GAPAL 487 490 0.00383 1

775 778 0.00383 1

AT4G10340 LHCB5 640 643 0.00383 1

697 700 0.00383 1

956 959 0.00383 1

AT4G25100 FSD1 213 216 0.00383 1

324 327 0.00383 1

336 339 0.00383 1

353 356 0.00383 1

375 378 0.00383 1

652 655 0.00383 1

AT4G36690 ATU2AF65A 514 517 0.00383 1

704 707 0.00383 1

803 806 0.00383 1

AT5G02500 HSP70-1 268 271 0.00383 1

311 314 0.00383 1

AT5G20720 CPN21 600 603 0.00383 1

961 964 0.00383 1

AT5G23080 TGH 307 310 0.00383 1

461 464 0.00383 1

AT5G37780 CAM1 513 516 0.00383 1

731 734 0.00383 1

737 740 0.00383 1

AT5G64200 SC35 139 142 0.00383 1

297 300 000383 1




Priloha 2: Pokracovani.

Datovy

Relativni pozice k

soubor AGI Jméno START p-hodnota g-hodnota

g AT1G12310 EF-hand family protein 68 71 0,00383 1
8 552 555 0.00383 1
o 893 896 0.00383 1
= AT1G13440 GAPC2 215 218 0.00383 1
< 868 871 0.00383 1
g AT1G18080 RACKI1A 577 580 0.00383 1
672 675 0.00383 1

742 745 0.00383 1

746 749 0.00383 1

AT1G20440 COR47 379 382 0.00383 1
464 467 0.00383 1

924 927 0.00383 1

AT1G20450 ERD10 385 388 0.00383 1
428 431 0.00383 1

AT1G21440 PEPC-family protein 20 23 0,00383 1
147 150 0.00383 1

239 242 0.00383 1

AT1G22530 PATL2 599 602 0.00383 1
752 755 0.00383 1

885 888 0.00383 1

957 960 0.00383 1

AT1G23820 SPDS1 221 224 0.00383 1
382 385 0.00383 1

403 406 0.00383 1

744 747 0.00383 1

AT1G51980 MPP-like protein 151 154 0,00383 1
189 192 0.00383 1

447 450 0.00383 1

AT1G52400 BGLU18 235 238 0.00383 1
450 453 0.00383 1

494 497 0.00383 1

AT1G56070 LOS1 164 167 0.00383 1
843 846 0.00383 1

AT1G66200 GLN1 115 118 0.00383 1
975 978 0.00383 1

AT1G66240 HMP14 10 13 0.00383 1
17 20 0.00383 1

385 388 0.00383 1

852 855 0.00383 1

AT1G78300 GRF2 713 716 0.00383 1
776 779 0.00383 1

AT1G78900 VHA-A 335 338 0.00383 1
938 941 0.00383 1

AT1G80230 Rd-like protein 908 911 0.00383 1
985 988 0.00383 1

AT2G01140 FBA3 6 9 0.00383 1
17 20 0.00383 1

956 959 0.00383 1

AT2G01520 ZCE1 313 316 0.00383 1
317 320 0.00383 1

538 541 0.00383 1

AT2G02010 GAD4 477 480 0.00383 1
854 857 0.00383 1

AT2G30870 GSTF10 533 536 0.00383 1
880 883 0.00383 1

AT2G33150 KAT2 572 575 0.00383 1
978 981 0.00383 1

AT2G36830 v-TIP1 213 216 0.00383 1
282 285 0.00383 1

AT2G47470 PDI11 377 380 0.00383 1
966 969 0.00383 1

AT3G05020 ACP1 64 67 0.00383 1
263 266 0.00383 1

858 861 0.00383 1

AT3G14790 RHM3 169 172 0.00383 1
419 422 0.00383 1

851 854 0.00383 1

AT3G16460 JAL34 83 86 0.00383 1
96 99 0.00383 1

556 559 0.00383 1

876 879 0.00383 1

AT3G16470 JAC1 26 29 0.00383 1
259 262 0.00383 1




Priloha 2: Pokracovani.

Datovy . Relativni pozice k

soubor AGI Jméno START p-hodnota g-hodnota

£ AT3G19450 CAD4 280 283 0.00383 1

I 582 585 0.00383 1

= AT3G22890 APS1 146 149 0.00383 1

> 479 482 0.00383 1

< AT3G51260 PAD1 145 148 0.00383 1

g 196 199 0.00383 1

408 411 0.00383 1

428 431 0.00383 1

818 821 0.00383 1

AT3G55280 RPL23A2 513 516 0.00383 1

702 705 0.00383 1

897 900 0.00383 1

AT3G56240 HMP31 285 288 0.00383 1

291 294 0.00383 1

318 321 0.00383 1

340 343 0.00383 1

847 850 0.00383 1

AT3G60750 TKL1 349 352 0.00383 1

895 898 0.00383 1

AT4G04830 MSRB5 74 77 0.00383 1

274 277 0.00383 1

AT4G08770 PRX37 221 224 0.00383 1

687 690 0.00383 1

849 852 0.00383 1

AT4G11150 EMB2448 163 166 0,00383 1

359 362 0.00383 1

AT4G13850 GRP2 291 294 0.00383 1

468 471 0.00383 1

489 492 0.00383 1

510 513 0.00383 1

547 550 0.00383 1

565 568 0.00383 1

966 969 0.00383 1

AT4G20260 PCAP1 158 161 0.00383 1

188 191 0.00383 1

AT4G23680  PC/DLT-superfamily protein 188 191 0,00383 1

240 243 0.00383 1

933 936 0.00383 1

AT4G25100 FSD1 213 216 0.00383 1

324 327 0.00383 1

336 339 0.00383 1

353 356 0.00383 1

375 378 0.00383 1

652 655 0.00383 1

AT4G34050 CCOAOMT1 128 131 0.00383 1

635 638 0.00383 1

AT4G35090 CAT2 59 62 0.00383 1

294 297 0.00383 1

483 486 0.00383 1

849 852 0.00383 1

AT4G37910 MTHSC70-1 397 400 0.00383 1

853 856 0.00383 1

AT5G09500 RPS19-family protein 135 138 0.00383 1

743 746 0.00383 1

917 920 0.00383 1

995 998 0.00383 1

AT5G09590 MTHSC70-2 306 309 0.00383 1

358 361 0.00383 1

733 736 0.00383 1

AT5G17710 CGE1 7 780 0.00383 1

809 812 0.00383 1

815 818 0.00383 1

AT5G26260 TRAF-like family protein 332 335 0.00383 1

517 520 0.00383 1

727 730 0.00383 1

827 830 0.00383 1

973 976 0.00383 1

AT5G40370 GRXC2 576 579 0.00383 1

745 748 0.00383 1

AT5G64100 PRX69 346 349 0.00383 1

684 687 0.00383 1

¥ E AT1G11840 GLX1 471 474 0.00383 1

2 3 476 479 0.00383 1

ES AT1G13440 GAPC2 215 218 0.,00383 1

2 868 871 0.00383 1

AT1G20450 ERD10 385 388 0.00383 1

428 431 0.00383 1




Priloha 2: Pokracovani.

Datovy . Relativni pozice k
soubor AGI Jméno START p-hodnota g-hodnota

g AT1G20620 ROG1 140 143 0.00383 1
i) 910 913 0.00383 1
e AT1G28290 AGP31 162 165 0.00383 1
= 206 209 0.00383 1
3 985 988 0.00383 1
g AT1G51980 MPP-like protein 151 154 0.00383 1
189 192 0.00383 1

447 450 0.00383 1

AT1G53850 PAE1 474 477 0.00383 1

536 539 0.00383 1

837 840 0.00383 1

990 993 0.00383 1

AT1G56070 LOS1 164 167 0,00383 1

843 846 0.00383 1

AT1G58270 2W9 47 50 0.00383 1

291 294 0.00383 1

375 378 0.00383 1

514 517 0,00383 1

AT2G01520 ZCE1 313 316 0,00383 1

317 320 0.00383 1

538 541 0.00383 1

AT2G20420 ACL-family protein 249 252 0.00383 1

673 676 0.00383 1

753 756 0.00383 1

AT2G32240 PICC 616 619 0,00383 1

711 714 0.00383 1

AT2G33150 KAT2 572 575 0.00383 1

978 981 0.00383 1

AT2G43910 HOL1 470 473 0.00383 1

995 998 0.00383 1

AT2G45820 REM1.3 127 130 0,00383 1

183 186 0.00383 1

742 745 0.00383 1

AT2G47130 SDR3 177 180 0.00383 1

792 795 0.00383 1

AT2GA4T7730 GSTF8 209 212 0.00383 1

497 500 0.00383 1

AT3G04120 GAPC1 769 772 0.00383 1

915 918 0.00383 1

AT3G09440 HSP70-family protein 131 134 0.00383 1

624 627 0.00383 1

926 929 0.00383 1

932 935 0.00383 1

AT3G13930 MTE2-2 141 144 0.00383 1

339 342 0.00383 1

354 357 0.00383 1

429 432 0.00383 1

AT3G14067 SASP 535 538 0.00383 1

688 691 0.00383 1

760 763 0.00383 1

AT3G15950 TSAL 606 609 0.00383 1

612 615 0.00383 1

AT3G16460 JAL34 83 86 0.00383 1

96 99 0.00383 1

556 559 0.00383 1

876 879 0.00383 1

AT3G16470 JAC1 26 29 0.00383 1

259 262 0.00383 1

AT3G43870 HP 611 614 0.00383 1

918 921 0.00383 1

951 954 0.00383 1

AT4G04830 MSRB5 74 77 0.00383 1

274 277 0.00383 1

AT4G11150 EMB2448 163 166 0.00383 1

359 362 0.00383 1

AT4G13860 RNA-binding-family protein 458 461 0,00383 1

590 593 0,00383 1

AT4G15802 HSBP 248 251 0.00383 1

924 927 0.00383 1

AT4G16260 GH-family protein 90 93 0.00383 1

216 219 0.00383 1

AT4G23680  PC/DLT-superfamily protein 188 101 0.00383 1

240 243 0.00383 1

933 936 0.00383 1




Priloha 2: Pokracovani.

Datovy

Relativni pozice k

soubor AGI Jméno START p-hodnota g-hodnota

£ AT4G24190 HSP90.7 126 129 0,00383 1
] 462 465 0.00383 1
= AT4G26910 DLST 451 454 0.00383 1
o 552 555 0.00383 1
3 592 595 0.00383 1
g' 753 756 0,00383 1
941 944 0.00383 1

AT4G34050 CCOAOMT1 128 131 0.00383 1

635 638 0.,00383 1

AT4G37910 MTHSC70-1 397 400 0,00383 1

853 856 0,00383 1

AT4G38740 ROC1 807 810 0.00383 1

856 859 0.00383 1

AT5G14200 IMD1 63 66 0.00383 1

285 288 0,00383 1

711 714 0,00383 1

825 828 0.00383 1

AT5G16840 BPAl 92 95 0.00383 1

915 918 0.00383 1

AT5G26260 TRAF-like family protein 332 335 0,00383 1

517 520 0.00383 1

727 730 0.00383 1

827 830 0.00383 1

973 976 0.00383 1

AT5G43330 C-NAD-MDH2 261 264 0,00383 1

622 625 0.00383 1

AT5G45775 RL5P-family protein 99 102 0.00383 1

581 584 0.00383 1

631 634 0.00383 1

912 915 0,00383 1

964 967 0,00383 1

AT5G47030 ATPase-d 512 515 0.00383 1

646 649 0.00383 1

781 784 0.00383 1

AT5G48230 ACAT2 341 344 0,00383 1

963 966 0.00383 1

AT5G52840 NADH-UOR-like protein 429 432 0.00383 1

939 942 0.00383 1

AT5G67500 VDAC2 547 550 0.00383 1

620 623 0,00383 1

813 816 0.00383 1

5 AT1G12080 VCBP-like protein 250 253 0.00383 1
] 735 738 0.00383 1
o AT1G13440 GAPC2 215 218 0.00383 1
o 868 871 0,00383 1
< AT1G18080 RACK1A 577 580 0.00383 1
g' 672 675 0.00383 1
742 745 0.00383 1

746 749 0,00383 1

AT1G28290 AGP31 162 165 0,00383 1

206 209 0.00383 1

985 988 0.00383 1

AT1G30230 EF1BB 390 393 0.00383 1

650 653 0,00383 1

AT2G10450 14-3-3-family protein 73 76 0,00383 1

586 589 0.00383 1

AT2G27720 60SRP-family protein 41 44 0.00383 1

163 166 0.00383 1

AT2G36830 v-TIP1 213 216 0,00383 1

282 285 0,00383 1

AT3G09440 HSP70-family protein 131 134 0.00383 1

624 627 0.00383 1

926 929 0.00383 1

932 935 0.,00383 1

AT3G20050 CCT1 184 187 0,00383 1

347 350 0.00383 1

703 706 0.00383 1

AT3G23810 SAHH2 390 393 0.00383 1

407 410 0,00383 1

AT3G26520 v-TIP2 84 87 0,00383 1

491 494 0.00383 1

539 542 0.00383 1

662 665 0.00383 1

724 727 0,00383 1

750 753 0.00383 1




Priloha 2: Pokracovani.

Datovy

Relativni pozice k

soubor AGI Jméno START p-hodnota g-hodnota

£ AT3G51840 ACX4 90 93 0.00383 1
g 704 707 0.00383 1
e 708 711 0.00383 1
= 860 863 0.00383 1
< AT4G13850 GRP2 291 294 0.00383 1
g 468 471 0.00383 1
489 492 0.00383 1

510 513 0.00383 1

547 550 0.00383 1

565 568 0.00383 1

966 969 0.00383 1

AT4G13930 SHM4 577 580 0.00383 1

983 986 0.00383 1

AT4G31440 SAGA:-s protein 176 179 0.00383 1

970 973 0.00383 1

AT5G26280 TRAF-like family protein 32 35 0.00383 1

64 67 0.00383 1

241 244 0.00383 1

566 569 0.00383 1

892 895 0.00383 1

970 973 0.00383 1




Piiloha 3: ldentifikace TNCGTACAA motivu Vv analyzovanych genech kodujici proteiny
identifikované v ramci proteomickych analyz interaktomu FSD1 (Dvoiék et al., nepublikovano)
a proteomil mutantt mpk3.1 (Takagé et al., nepublikovano), mpk4 a mpk6.2 (Takac et al., 2016).
AGI — identifikator genu.

Datovy Relativni pozice k
AGI Jméno Identifikovana sekvence p-hodnota  g-hodnota
soubor START
g AT1G69120 APl 404 412 TCCGTACAA 8,06E-06 0,00766
E 727 735 TGCGTACAA 8,06E-06 0,00766
N 772 780 TACTTACAA 0,000438 0,208
942 950 AACGTACAA 0,000254 0,161
AT4G25100 FSD1 82 90 TCCTTACAA 0,000337 0,643
AT5G60910 FUL 733 741 TGCTTACAA 0,000337 0,641
850 858 TACGTAAAA 0.000438 0813
g AT1G03910 CTN 689 697 TACTTACAA 0,000438 1
% 692 700 TAAGTACAA 0,000438 1
§ AT1G11840 GLX1 973 981 TTCATACAA 0,000438 1
£ AT1G20020 LFNR2 918 926 TACGTTCAA 0,000254 1
é' AT1G44910 PRP40A 450 458 TTAGTACAA 0,000438 1
w AT1G48830 RPS7e family 447 455 TACTTACAA 0,000438 1
protein
AT1G54410 HIRD11 974 982 TTCTTACAA 0,000438 1
AT1G56410 ERD2 208 216 TTTGTACAA 0,000438 1
AT1G79200 SCI1 407 415 CTCGTACAA 0,000254 1
604 612 TGCGTACAG 0,000124 1
947 955 TCCGTACAG 0,000124 1
AT2G05520 GRP3 234 242 TGCGTCCAA 0,000124 1
AT2G16360 40SRPS25 668 676 TTCGTTCAA 0,000254 1
AT2G39390 RL29 family 223 231 TTGGTACAA 0,000438 1
protein
AT3G16430 JAL31 83 91 TTAGTACAA 0,000438 1
530 538 TTCTTACAA 0,000438 1
796 804 TACGAACAA 0,000254 1
AT3G16450 JAL33 24 32 TACGTACAG 0,000254 1
AT4AG10340 LHCB5 945 953 TACGTAAAA 0,000438 1
954 962 TTTGTACAA 0,000438 1
AT4G25100 FSD1 82 90 TCCTTACAA 0,000337 1
AT5G23080 TGH 304 312 TCCGTACAA 8,06E-06 0,674
AT5G38410 RBCS3B 502 510 TCCGGACAA 0,000124 1
AT5G42980 TRXH3 807 815 TATGTACAA 0,000438 1
AISG64200 SC35 YAl 579 TACATACAA 0.000438 1
g AT1G11910 APA1 250 258 TTTGTACAA 0,000438 1
% AT1G12310 EF-hand family 65 73 TCTGTACAA 0,000337 1
s protein 891 899 TTGGTACAA 0,000438 1
%_ AT1G18080 RACK1A 441 449 TTCGAACAA 0,000254 1
= 505 513 TTCGAACAA 0,000254 1
574 582 TACGTACAT 0,000254 1
740 748 TACGTACTA 0,000254 1
743 751 TACGTACAT 0,000254 1
AT1G21440 PEPC-family 145 153 TCAGTACAA 0,000337 1
protein
AT1G23820 SPDS1 336 344 TACTTACAA 0,000438 1
931 939 TACATACAA 0,000438 1
AT1G35720 ANN1 739 747 TACATACAA 0,000438 1
AT1G48830 RPS7e family 447 455 TACTTACAA 0,000438 1
protein
AT1G52400 BGLU18 555 563 TTCTTACAA 0,000438 1
AT1G54630 ACP3 453 461 TCCCTACAA 0,000337 1
787 795 TTCGTATAA 0,000438 1
AT1G56070 LOS1 358 366 TTCTTACAA 0,000438 1
AT1G62660 VIl 497 505 TGCATACAA 0,000337 1
AT1G66200 GLN1 973 981 GCCGTACAA 0,000124 1
AT1G78300 GRF2 774 782 TCAGTACAA 0,000337 1
AT2G01140 FBA3 494 502 TACGTAAAA 0,000438 1
953 961 TAGGTACAA 0.000438 1




Priloha 3: Pokracovani.

Datovy Relativni pozice k
AGI Jméno Identifikovana sekvence p-hodnota  g-hodnota
soubor START
g AT2G01520 ZCE1l 314 322 TACGTACAT 0,000254 1
% AT2G02010 GAD4 852 860 TATGTACAA 0,000438 1
s AT2G05990 ENR1 53 61 TTCTTACAA 0,000438 1
< AT2G20630 PIA1 461 469 TTCGAACAA 0,000254 1
g AT2G21170 PDTPI 379 387 TACCTACAA 0,000438 1
AT2G30870 GSTF10 338 346 TACTTACAA 0,000438 1
530 538 TGGGTACAA 0,000337 1
AT3G02090 MPPBETA 602 610 TACATACAA 0,000438 1
AT3G03250 UGP1 485 493 TGCATACAA 0,000337 1
AT3G09260 BGLU23 217 225 TACGTACAT 0,000254 1
875 883 TGCTTACAA 0,000337 1
AT3G09820 ADK1 467 475 TTCTTACAA 0,000438 1
AT3G14790 RHM3 166 174 TCAGTACAA 0,000337 1
416 424 GACGTACAA 0,000254 1
849 857 TCGGTACAA 0,000337 1
AT3G16460 JAL34 554 562 TTTGTACAA 0,000438 1
AT3G16640 TCTP1 306 314 TACGTATAA 0,000438 1
AT3G17240 MTLPD2 451 459 TATGTACAA 0,000438 1
AT3G18780 ACT2 970 978 TTCATACAA 0,000438 1
AT3G22890 APS1 476 484 TATGTACAA 0,000438 1
AT3G48990 AAE3 760 768 TACATACAA 0,000438 1
AT3G55280 RPL23A2 511 519 TGGGTACAA 0,000337 1
AT3G60750 TKL1 893 901 AGCGTACAA 0,000124 1
AT4G04830 MSRB5 72 80 TAAGTACAA 0,000438 1
ATAG08770 PRX37 218 226 TCTGTACAA 0,000337 1
ATAG10480 NACAs family 482 490 TGCGTATAA 0,000337 1
protein
ATAG16660 HSP70 276 284 TTCGTAGAA 0,000438 1
AT4G18100 RPL32e 38 46 TCCGTARAA 0,000337 1
AT4G23680 PC/DLT- 930 938 TAAGTACAA 0,000438 1
AT4G25100 FSD1 82 90 TCCTTACAA 0,000337 1
AT4G34050 CCOAOMT1 983 991 TCCGAACAA 0,000124 1
AT5G04430 BTR1 715 723 ACCGTACAA 0,000124 1
AT5G09500 RPS19-family 915 923 CTCGTACAA 0,000254 1
protein
AT5G11170 UAP56A 601 609 TTCGTCCAA 0,000254 1
735 743 TCCTTACRA 0,000337 1
AT5G17920 METS1 894 902 TTCGTAGAA 0,000438 1
AT5G26260 TRAF-like 247 255 TCCGTAGRAA 0,000337 1
family protein 514 522 TGCGTACAT 0,000124 1
986 994 TACGGACAA 0,000254 1
AT5G38410 RBCS3B 502 510 TCCGGACRA 0,000124 1
AT5G39730 AlIG2-like 423 431 TGAGTACAA 0,000337 1
family protein 570 578 TGCGTTCAA 0,000124 1
AT5G40370 GRXC2 573 581 TTCGTACAG 0,000254 1
743 51 AACGTACAR 0.000254 1
g AT1G11840 GLX1 973 981 TTCATACAA 0,000438 1
% AT1G35720 ANN1 739 747 TACATACRA 0,000438 1
s AT1G53850 PAE1 47 55 TTCGCACAA 0,000254 1
3 AT1G56070 LOS1 358 366 TTCTTACAA 0,000438 1
g AT1G58270 2W9 45 53 TACGTACAT 0,000254 1
288 296 TAAGTACAA 0,000438 1
372 380 TTCGTACCA 0,000254 1
AT1G78380 GST8 233 241 TACGTAAAA 0,000438 1
509 517 TTCTTACAA 0,000438 1
AT1G79550 PGK3 10 18 TTCGTAAAA 0,000438 1
695 203 ITCGTATAA 0000438 1




Priloha 3: Pokracovani.

Datovy Relativni pozice k
AGI Jméno Identifikovana sekvence p-hodnota  g-hodnota
soubor START

g AT2G01520 ZCE1l 314 322 TACGTACAT 0,000254 1
% AT2G20420 ACL-family 644 652 TACTTACAA 0,000438 1

s protein
%_ AT2G21170 PDTPI 379 387 TACCTACAA 0,000438 1
E AT2G43910 HOL1 468 476 TTCGTACTA 0,000254 1
AT2G45820 REML1.3 181 189 TGGGTACAA 0,000337 1
AT3G02090 MPPBETA 602 610 TACATACAA 0,000438 1
AT3G09440 HSP70-family 622 630 TGTGTACAA 0,000337 1

protein
AT3G12580 HSP70 707 715 TTCGAACAA 0,000254 1
AT3G13930 MTE2-2 139 147 TGAGTACAA 0,000337 1
AT3G15950 TSA1 610 618 TCTGTACAA 0,000337 1
AT3G16460 JAL34 554 562 TTTGTACAA 0,000438 1
AT3G32980 PXR superfamily 816 824 TTCGTGCAA 0,000254 1
AT3G43870 HP 609 617 CACGTACAA 0,000254 1
949 957 TCCGTACAC 0,000124 1
AT3G52930 FBAS 3 11 TCCGTCCAA 0,000124 1
ATAG04830 MSRB5 72 80 TAAGTACAA 0,000438 1
AT4G09320 NDK1 555 563 TGCGTTCAA 0,000124 1
AT4G13860 RNA-binding- 456 464 TTAGTACAA 0,000438 1

family protein

AT4G16260 GH-family 91 99 TACTTACAA 0,000438 1
protein 244 252 TGCGTTCAA 0,000124 1
645 653 TGCTTACAA 0,000337 1
AT4G23680 PC/DLT- 930 938 TAAGTACAA 0,000438 1
AT4G24190 HSP90.7 123 131 TGCGTACAC 0,000124 1
459 467 TTTGTACAA 0,000438 1
AT4G34050 CCOAOMT1 983 991 TCCGAACAA 0,000124 1
ATAG34870 CYP1 504 512 TTCGAACAA 0,000254 1
AT4G35830 ACO1 732 740 TGGGTACAA 0,000337 1
ATAG38740 ROC1 853 861 TACGTACCA 0,000254 1
AT5G04430 BTR1 715 723 ACCGTACAA 0,000124 1
AT5G16840 BPA1 686 694 TACGTATAA 0,000438 1
AT5G17920 METS1 894 902 TTCGTAGAA 0,000438 1
AT5G26260 TRAF-like 247 255 TCCGTAGAA 0,000337 1
family protein 514 522 TGCGTACAT 0,000124 1
986 994 TACGGACAA 0,000254 1
AT5G45775 RL5P-family 628 636 TGIGTACAA 0,000337 1
protein 741 749 TACCTACAA 0,000438 1
AISC47030 ATPase-o 279 187 TGAGTACAA 0.000337 1
g AT1G12000 PFK-family 565 573 TGCTTACAA 0,000337 1

g protein
g' AT1G12080 VCBP-like 675 683 TTCGCACAA 0,000254 1
S AT1G18080 RACKI1A 441 449 TTCGAACAA 0,000254 1
E 505 513 TTCGAACAA 0,000254 1
574 582 TACGTACAT 0,000254 1
740 748 TACGTACTA 0,000254 1
743 751 TACGTACAT 0,000254 1
AT1G30230 EF1BB 648 656 TGAGTACAA 0,000337 1
AT2G10450  14-3-3-family 185 193 TTCGAACAA 0,000254 1
protein 584 592 TACGTACAC 0,000254 1
AT2G27720  60SRP-family 650 658 TTCTTACAA 0,000438 1

protein




Priloha 3: Pokracovani.

Relativni pozice k

AGI Jméno Identifikovana sekvence p-hodnota g-hodnota
START
g AT2G42100 ALATPase 285 293 TACGTTCAA 0,000254 1
[
S AT3G09440 HSP70-family 622 630 TGTGTACAA 0,000337 1
% protein
g AT3G09840 CDC48 317 325 TTCGTTCAA 0,000254 1
617 625 TTCATACAA 0,000438 1
AT3G23810 SAHH2 387 395 TACGTACRA 1,79E-05 0,661
AT3G26520 v-TIP2 82 90 TACGTACAA 1,79E-05 0,661
489 497 TCAGTACAA 0,000337 1
AT3G51840 ACX4 702 710 TACGTACGA 0,000254 1
ATAG10480 NACAs family 482 490 TGCGTATAA 0,000337 1
protein
ATAG31440 SAGA-s protein 605 613 TGCTTACAA 0,000337 1
AISG19780 JUAS 240 248 TTCGAACAA 0.000254 1




Priloha 4: Identifikace TGGTCCGTACAATGT motivu v analyzovanych genech kédujici
proteiny identifikované v ramci proteomickych analyz interaktomu FSD1 (Dvotak et al.,
nepublikovano) a proteomt mutantt mpk3.1 (Takagd et al., nepublikovano), mpk4 a mpk6.2 (Takad
et al., 2016). AGI — identifikator genu.

?:Jgg AGI Jméno Re]atlsv_ll_l;\g?lce k Identifikovana sekvence p-hodnota  g-hodnota
g AT1G69120 AP1 401 415 TGGTCCGTACAATGT 9,56E-10 1,88E-06
= 817 831 AGATTTGTTCAATGT 0,000715 0,703
§ AT4G25100 FSD1 647 661 TTTTAGGTACATTGT 0,000813 0,534

843 857 TCGTCCCTCGATTGT 0,000715 0,534

885 899 AAGTCCGTTTAAAGT 0,000449 0,534

AT5G60910 FUL 46 60 TGGTCATTTCAGGGT 0,000449 0,267

557 571 TAGTCGTTATAGTGT 0,000813 0,267

727 741 TTGTAAGCACAATGT 0,000115 0,118

730 744 TTGTGCTTACAATTT 0,000119 0,118

864 878 TGTTCCGTGTTATTT 0,000715 0,267

901 915 TTTTCCTTCCAATTT 0,000813 0,267

AT5G61850 LFY 531 545 TGGTACAAACAATGA 8,61E-05 0,163

534 548 TTGTTTGTACCATGA 0,000715 0,676
£ AT1G03910 CTN 317 331 TGGATCGAGCAAAGG 0,000998 1
£ 686 700 TTGTACTTACAATTG 0,000813 1
g 689 703 TTGTAAGTACAATTT 0,000119 1
k= AT1G11840 GLX1 466 480 TGTACCGTACATCTT 0,000449 1
b 519 533 TTGTGCCAACAATGA 0,000715 1
P 761 775 TGTGTCGCACACTGT 0,000449 1
899 913 CAGTCCGTGAAATGG 0,000449 1
AT1G13440 GAPC2 701 715 TGGTTGGAGTAATGT 0,000715 1
AT1G20020 LFNR2 456 470 TATACTTTACAATGT 0,000813 1
AT1G23410 RPS27AA 471 485 GTGACCGCACAATCT 0,000449 1
AT1G29920 CAB2 393 407 TGCTTTTTATAATGT 0,000823 1
893 907 TGCTTCGTGGAAAGT 0,000715 1
AT1G44910 PRP40A 447 461 TACTTAGTACAATGG 0,000813 1
AT1G48830 RPS7e family 27 41 TGCTCTGATCAAGGT 0,000449 1

protein 479 493 TGAGCCGTTCAATGT 6,43E-06 0,558
AT1G52570 PLDA2 75 89 GGATCTGTAAAATGT 0,000115 1
347 361 GGGTGTATAAAATGT 0,000813 1
967 981 AGATCCGGACTATCT 0,000449 1
AT1G53240 MMDH1 245 259 TGAACACCACAATGT 0,000715 1
471 485 TGGGCCGTGAATGGG 0,000998 1
AT1G54000 GLL22 83 97 TAGTACTTGCAATAT 0,000813 1
644 658 TAGTCAGCAAAATTT 0,000813 1
AT1G54410 HIRD11 219 233 TAATTCTTCCAATGT 0,000813 1
381 395 TGATTCTGACTATGT 0,000715 1
746 760 TCGTCTTTATAATTT 0,000823 1
AT1G56410 ERD2 205 219 AGTTTTGTACAATTT 0,000813 1
AT1G60900 U2AF65B 716 730 TGGACCGTAGCATTC 0,000449 1
AT1G66270 BGLU21 179 193 TGTTCCAAACTAAGT 0,000449 1
310 324 TATTCCGAAAAAGGT 0,000715 1
AT1G78900 VHA-A 406 420 TGGGCTTTATAATAT 0,000813 1
932 946 TGGGTTGTACTTTGT 0,000449 1
AT1G79200 scI1 370 384 TGGTCGGAGCTATGG 0,000205 1
374 388 AGCTCCGACCACCGT 0,000998 1
AT2G05520 GRP3 48 62 TGATGCATAAAATGT 0,000119 1
AT2G16360 40SRPS25 647 661 TATATCGTTCAATGT 0,000715 1
AT2G21660 GRP7 913 927 TAAACTGTACAATGC 0,000715 1
AT2G25980 MBL protein 628 642 TAGTCCAAAACATGT 0,000715 1
AT2G39390 RL29 family 180 194 TGGCCCATAAGATAT 0,000715 1
protein 714 728 GGACTCGTTCAATGT 0,000449 1
AT2G47400 CP12 105 119 TGGTTCTTAGAAGAT 0,000813 1
AT3G09680 RPS12/S23 family 360 374 ACGGCCGGTCAACGT 0,000998 1
protein 598 612 TGGTTTTTAGAATTT 0,000823 1
832 846 TTGTGAATAAAATGT 0,000823 1
AT3G15730 PLDA1 782 796 TGTAACGTAAAATAT 0,000813 1
AT3G16430 JAL31 204 218 TAGTACGATCAATGA 0,000449 1
843 857 TGAATTGTACAATTT 0,000813 1
AT3G26650 GAPAL 481 495 TCATCTGTACGATGT 0,000115 1
535 549 TGATATGGACAATGG 0,000715 1
AT4G10340 LHCB5 476 490 CTGTTGATACAATGT 0,000813 1
766 780 TAGTGCGTATAGTGG 0,000715 1
AT4G25100 FSD1 647 661 TTTTAGGTACATTGT 0,000813 1
843 857 TCGTCCCTCGATTGT 0,000715 1
885 899 AAGTCCGTTTAAAGT 0,000449 1
AT4G36690 ATU2AF65A 192 206 TGGACCGGCCTGTTT 0,000998 1
315 329 TGGCCCAATCTGTGT 0,000998 1
648 662 GTGTTTGTATAATGT 0,000813 1




Priloha 4: Pokracovani.

Datovy Relativni pozice k

soubor AGI Jméno START Identifikovana sekvence p-hodnota  g-hodnota
g AT5G02500 HSC70-1 163 177 TTGACCGTCCGATGG 0,000205 1
£ 332 346 TGGAGCGTATAGTCT 0,000715 1
g 722 736 TAATCCTTTTAATGT 0,000813 1
,§ 916 930 TCGTCCTTAGARACT 0,000813 1
5‘ AT5G20720 CPN21 145 159 TTATCCGCCCAAAGT 0,000449 1
e AT5G23080 TGH 121 135 TGGGCCGAAAAGAGA 0,000998 1
301 315 TATTCCGTACAATCC 0,000115 1
951 965 TGCTCCTGAGCATGT 0,000715 1
AT5G37780 CAM1L 476 490 TGATATACACAATGT 0,000813 1
769 783 TGTTTCGACCACTGT 0,000449 1
AT5G42980 TRXH3 204 218 TGGACCAAACCACGC 0,000998 1
900 914 TAGTCTGGACAAATT 0,000715 1
g AT1G01100 RPP1A 721 735 TGATTTATACAATTT 0,000823 1
4"-'0’ AT1G11910 APA1 247 261 TAGTTTGTACAATAT 0,000119 1
s AT1G12310 EF-hand family 62 76 TTCTCTGTACAACGA 0,000715 1
[¥] protein 870 884 GGGTCTGAATAGTGT 0,000449 1
g 888 902 TAGTTGGTACAATAA 0,000813 1
AT1G13440 GAPC2 701 715 TGGTTGGAGTAATGT 0,000715 1
AT1G13930 RSS 433 447 TTGTCTTAATAATGT 0,000813 1
799 813 AGCTCGATACAGTGT 0,000715 1
AT1G21440 PEPC-family 15 29 GGTTCTGTACTATCT 0,000715 1
AT1G22530 PATL2 594 608 TTGATCGTACTTTGT 0,000449 1
879 893 TGACATGTACTATGT 0,000715 1
AT1G23820 SPDS1 233 247 TAGTCCGTCCATGTT 0,000449 1
AT1G26550 FIPPI-family 617 631 TCGATCGTTCAATCT 0,000715 1
AT1G35720 ANN1 154 168 TGTTTCTTACACTTT 0,000813 1
AT1G48830 RPS7e family 27 41 TGCTCTGATCAAGGT 0,000449 1
protein 479 493 TGAGCCGTTCAATGT 6,43E-06 1
AT1G51980 MPP-like protein 145 159 TGCTACGTACTCGGT 0,000449 1
176 190 AGGCCCATAATATGT 0,000449 1
877 891 TGGTATGTATAATAT 0,000119 1
AT1G62660 VIl 49 63 TGGCAAGTCCAATAT 0,000715 1
491 505 TTGTATGCAGAATGT 0,000813 1
AT1G66200 GLN1 380 394 TGTTACTTACCATTT 0,000813 1
587 601 TGGTCGATAGAATTA 0,000813 1
675 689 TTGTCAATAAAATTT 0,000823 1
AT1G66240 HMP14 173 187 AGATCATAACAATGT 0,000715 1
AT1G72370 RP40 638 652 AGGTTGGTAGAAAGT 0,000715 1
AT1G75950 ASK1 311 325 TGATCCGTTTAATTC 0,000715 1
AT1G78300 GRF2 212 226 TGGGCCGTTGGATTT 0,000449 1
AT1G78900 VHA-A 406 420 TGGGCTTTATAATAT 0,000813 1
932 946 TGGGTTGTACTTTGT 0,000449 1
AT1G80230 Rd-like protein 561 575 TGGTCCGGTGATCGA 0,000998 1
714 728 TGGACAGGGCAAGGT 0,000205 1
AT2G01520 ZCE1 702 716 AGGTCCCGACCATAT 0,000449 1
828 842 TGACCCGTTCAAGTT 0,000449 1
AT2G02010 GAD4 218 232 TGGTAAGGAAAAGGT 0,000715 1
455 469 TTACGCGTAAAATGT 0,000813 1
937 951 TTGTCTATAAAATCT 0,000823 1
AT2G05990 ENR1 50 64 TCTTTCTTACAATGT 0,000119 1
AT2G20630 PIALl 328 342 TGATCGGAAAAATAT 0,000813 1
666 680 TGGTCCAACAAATTT 0,000715 1
AT2G21170 PDTPI 971 985 TTGTCCAAACATTGA 0,000449 1
979 993 TGGTGAAATCAATGT 0,000715 1
AT2G21870 MGP1 776 790 TGGTTCTTTTAACGT 0,000715 1
AT2G24200 LAP1 517 531 TGATCCTTAAAATCC 0,000813 1
AT2G27710 60SRP-family 266 280 TGGGCCTAGCGATGA 0,000998 1
AT2G30870 GSTF10 527 541 TGGTGGGTACAAGAA 0,000715 1
AT2G33040 ATP3 231 245 TGGGCCTTATAAGAT 0,000715 1
422 436 AGGTTGGTGAAATGT 0,000715 1
442 456 TGGGCCTTTCAATAA 0,000449 1
690 704 TGTCACGTGAAATGT 0,000715 1
AT2G33150 KAT2 125 139 TTGCCCGTTCCGGGT 0,000998 1
AT2G36830 v-TIP1 457 471 TGCTCCGTATACTCA 0,000715 1
AT2G43535 DEFL-family 101 115 TTGTCCTAACGATGA 0,000449 1
protein 551 565 TGGTTTGTGTAATGA 0,000715 1
563 577 TGGCATGTATAATGG 0,000715 1




Priloha 4: Pokracovani.

Datovy Relativni pozice k

soubor AGI Jméno START Identifikovana sekvence p-hodnota  g-hodnota
g AT2G47470 PDI11 246 260 TTGTCCGTGAAATTA 0,000715 1
P_.o’ 522 536 TGATATCTACAAAGT 0,000813 1
s AT2G47510 FUM1 506 520 TTTTCTGTTCTATGT 0,000715 1
] 587 601 TTGTCTGTGTTATGT 0,000715 1
g 771 785 AGGACCGAACTGTTT 0,000998 1
AT3G02090 MPPBETA 713 727 ATGTCTGTTGAATGT 0,000715 1
972 986 CGGTCTTCACAATGT 8,61E-05 1
AT3G05020 ACP1 186 200 TGGCACGTGAAATGC 0,000449 1
302 316 TGGTCAGAACTTAGA 0,000998 1
AT3G05900  NFP-like protein 168 182 TGTTCCCCACTTTGT 0,000449 1
769 783 TTGTCTATGGAATGT 0,000813 1
AT3G08590 IPGAM2 286 300 GGGGCTTCACAATGT 0,000449 1
381 395 TGGTGTGCGCCATGT 0,000449 1
401 415 AGGTATATACAATTT 0,000813 1
AT3G09200 RPL10-family 381 395 TGTTCACTAGAATGT 0,000119 1
AT3G09820 ADK1 196 210 TGGGCAAAATAATGT 0,000715 1
AT3G13920 EIF4A1 917 931 TGGCTCGGACAAGGT 3,98E-05 1
AT3G16460 JAL34 7 91 TGGTTAGTACTATGA 8,61E-05 1
485 499 TGGTGCGTAGTAAAT 0,000715 1
526 540 TGGTCCACACAAGTA 0,000449 1
AT3G17240 MTLPD2 668 682 AGGAGGGCACAATGT 0,000449 1
AT3G22890 APS1 120 134 AGGACCGTATCTTGG 0,000998 1
540 554 TGATACTTACTATGT 0,000115 1
AT3G25520 ATL5 117 131 TGGGCTGAAAAATGT 8,61E-05 1
AT3G48990 AAE3 602 616 TGGTCAATTTAATTT 0,000813 1
AT3G58610 KARI 235 249 TGGTCCATCAACTGC 0,000449 1
615 629 TGATCCTGTGAATGT 0,000715 1
663 677 TGCTCTGTTCCAAGT 0,000449 1
AT3G60750 TKL1 561 575 TGGGCCTTAACATGT 8,61E-05 1
890 904 AGAAGCGTACAATGG 0,000449 1
927 941 TGATCCAACCCATGT 0,000449 1
AT4G08390 SAPX 954 968 TTGACCGTATACTAT 0,000715 1
AT4G08770 PRX37 215 229 GACTCTGTACAAAGT 0,000715 1
AT4G13850 GRP2 559 573 TTGAGTGTACGATGT 0,000715 1
748 762 TGGGCCATTCATTGA 0,000205 1
796 810 TGAATCATACAATTT 0,000813 1
AT4G18100 RPL32e 937 951 TTGTTCCTAAAATCT 0,000823 1
AT4G23670 PC/DLT- 694 708 GGGCCCATACAATTG 0,000449 1
AT4G23680 PC/DLT- 225 239 TCGTCATAAAAATGT 0,000813 1
superfamily 490 504 TTGGCCGAACTACGT 0,000205 1
protein 573 587 TTGCCCATACTATCT 0,000715 1
706 720 TGGTCCATACTCGAT 0,000449 1
714 728 TGGACCATTCATCGA 0,000998 1
AT4G25100 FSD1 647 661 TTTTAGGTACATTGT 0,000813 1
843 857 TCGTCCCTCGATTGT 0,000715 1
885 899 AAGTCCGTTTAAAGT 0,000449 1
AT4G34050 CCOAOMT1L 225 239 GGTCCCATACAGTGT 0,000449 1
380 394 TTGTGAGTATGATGT 0,000813 1
977 991 TTGTTCGGAAAATAT 0,000813 1
980 994 TTTTCCGAACAAATT 0,000715 1
AT4G35090 CAT2 54 68 TCATCAGTACCATCT 0,000813 1
634 648 TGGTCCTGCCAAATT 0,000449 1
AT4G37910 MTHSC70-1 252 266 TGGACCCTACATGGG 0,000205 1
620 634 TGATGCTTACCATCT 0,000813 1
AT4G39200 RPS25 family
protein 790 804 TGATCCAAAAAATGA 0,000715 1
AT5G04430 BTR1 712 726 TCTACCGTACAATTT 0,000115 1
AT5G09500 RPS19-family
protein 759 773 TGGTCCCAAAACTGA 0,000449 1
AT5G09590 MTHSC70-2 210 224 TGGTCTTCACGATTT 0,000715 1
AT5G10360 EMB3010 155 169 GGGCCCATAAAATGT 8,61E-05 1
566 580 TGTTATGTAGAATAT 0,000823 1
792 806 TGTTAAGAAAAATGT 0,000813 1
AT5G10860 CBSX3 401 415 TTTTCCTTAAAATAT 0,000823 1
AT5G17710 CGEl 135 149 TCGTTTTTACTATGT 0,000813 1
146 160 CGGTCCGATCAACAT 0,000205 1
AT5G20290 RPS8e family 110 124 TGGCCCATCCAGAGC 0,000998 1
protein 965 979 TGGGAAATACTATGT 0,000715 1
AT5G26260 TRAF-like family 493 507 GGTTCCGTATTGTGT 0,000449 1
protein 630 644 TTAGCCATAAAATGT 0,000813 1
660 674 CGGTCACTACAATAA 0,000715 1




Priloha 4: Pokracovani.

Datovy Relativni pozice k

soubor AGI Jméno START Identifikovana sekvence p-hodnota  g-hodnota

g AT5G35360 CAC2 243 257 TGACCCATATAATTT 0,000813 1

% 317 331 TTATCAATATAATGT 0,000823 1

s AT5G35590 PAAL 676 690 TGGTCAATCCTCTGT 0,000449 1

¥} AT5G40370 GRXC2 472 486 TGGTCCATTCTATCC 0,000449 1

g AT5G58290 RPT3 163 177 TGGGCCTTACTATGA 3,98E-05 1

AT5G60390 EF1A 666 680 TGGGCCTTTCTATTT 0,000449 1

AT5G64100 PRX69 120 134 TGCTCGTTACAATTG 0,000813 1

AT5G65020 ANNAT2 687 701 ATGTCCAAACAATTT 0,000715 1

g AT1G04410 CNMDH1 587 601 TTGTTCTTACAGTGC 0,000715 1

% AT1G11840 GLX1 466 480 TGTACCGTACATCTT 0,000449 1

s 519 533 TTGTGCCAACAATGA 0,000715 1

3 761 775 TGTGTCGCACACTGT 0,000449 1

g 899 913 CAGTCCGTGAAATGG 0,000449 1

AT1G13440 GAPC2 701 715 TGGTTGGAGTAATGT 0,000715 1

AT1G28290 AGP31 699 713 TGATCCATATAAAGT 0,000115 1

812 826 TTGTCATTATAATTT 0,000823 1

AT1G35720 ANN1 154 168 TGTTTCTTACACTTT 0,000813 1

AT1G51980  MPP-like protein 145 159 TGCTACGTACTCGGT 0,000449 1

176 190 AGGCCCATAATATGT 0,000449 1

877 891 TGGTATGTATAATAT 0,000119 1

AT1G53850 PAEL 288 302 TGGGCCTAACTATAT 0,000449 1

AT1G54010 GLL23 97 111 TAGTATTTACAATAT 0,000823 1

804 818 TGGCCCGAAACTTGT 0,000205 1

AT1G63940 MDAR6 783 797 TGGACAGGCCCATGT 0,000205 1

787 801 GGGCCTGTCCAGAGT 0,000998 1

AT1G73260 KTI1 217 231 ACGTGTGTAGAATGT 0,000813 1

442 456 TGTTTCGCTCAATGG 0,000449 1

AT1G75950 ASK1 311 325 TGATCCGTTTAATTC 0,000715 1

AT1G78380 GST8 230 244 TGTTACGTAAAAAGA 0,000715 1

589 603 ATTTCGGCACAATGT 0,000715 1

AT1G79550 PGK3 566 580 TGGTACTCACCATTT 0,000715 1

AT2G01520 ZCEl 702 716 AGGTCCCGACCATAT 0,000449 1

828 842 TGACCCGTTCAAGTT 0,000449 1

AT2G01530 MLP329 349 363 TGGTTTGTTTAAGGT 0,000715 1

901 915 AGGTAATTGCAATGT 0,000715 1

956 970 TTGTCTATGCCATGT 0,000715 1

AT2G19760 PFN1 257 271 TGGTATGTAAATGGT 0,000715 1

314 328 TGGATCATACAAAGT 8,61E-05 1

439 453 TATAGCTTACAATGT 0,000813 1

AT2G21045 ARQ1 635 649 TGGCCTCTAAAATCT 0,000813 1

AT2G21170 PDTPI 971 985 TTGTCCAAACATTGA 0,000449 1

979 993 TGGTGAAATCAATGT 0,000715 1

AT2G24200 LAPL 517 531 TGATCCTTAAAATCC 0,000813 1

AT2G30930 HP 531 545 TATTCACTACAATTT 0,000823 1

732 746 TAGTGTGTTCGATGT 0,000715 1

AT2G33040 ATP3 231 245 TGGGCCTTATAAGAT 0,000715 1

422 436 AGGTTGGTGAAATGT 0,000715 1

442 456 TGGGCCTTTCAATAA 0,000449 1

690 704 TGTCACGTGAAATGT 0,000715 1

AT2G33150 KAT2 125 139 TTGCCCGTTCCGGGT 0,000998 1

AT2G45820 REML1.3 121 135 TGGAGCGTACTACGC 0,000205 1

770 784 TGGTATATGCAATTT 0,000813 1

AT2G47130 SDR3 76 90 TGCTCCGTTCTCTGT 3,98E-05 1
AT3G01190  PXR superfamily

protein 492 506 TAGTTAAAACAATGT 0,000813 1

AT3G02090 MPPBETA 713 727 ATGTCTGTTGAATGT 0,000715 1

972 986 CGGTCTTCACAATGT 8,61E-05 1

AT3G04120 GAPC1 390 404 TGCGCCGACCAGTGT 0,000205 1

AT3G09200 RPL10-family 381 395 TGTTCACTAGAATGT 0,000119 1

AT3G09440 HSP70-family 278 292 TGTTCGGTTCGATGG 0,000449 1

protein 619 633 TTGTGTGTACAATTC 0,000813 1

AT3G12580 HSP70 359 373 TTATCTTTAAAATGT 0,000823 1

718 732 TGTTCCCTCCAATTA 0,000715 1

AT3G13300 VCS 819 833 TGGTTGGTTCTACGT 0,000449 1

AT3G13920 EIF4A1 917 931 TGGCTCGGACAAGGT 3,98E-05 1

AT3G14067 SASP 652 666 ACGCCGGTCCAATGT 0,000449 1

AT3G16460 JAL34 77 91 TGGTTAGTACTATGA 8,61E-05 1

485 499 TGGTGCGTAGTAAAT 0,000715 1

526 540 TGGTCCACACAAGTA 0,000449 1




Priloha 4: Pokracovani.

Datovy

Relativni pozice k

soubor AGI Jméno START Identifikovana sekvence p-hodnota  g-hodnota

g AT3G17210 HS1 71 85 TCGACCGTCCATTTT 0,000449 1

% AT3G22110 PAC1 449 463 TTGTTCCTAGAATTT 0,000823 1
s AT3G23600 ABH superfamily

o protein 534 548 TGGTGAGTCTAATGG 0,000715 1

[=%

€ AT3G32980 PXR superfamily 94 108 GGGTCCATAACATTT 0,000715 1

protein 103 117 TAGTTCACAAAATGT 0,000813 1

645 659 TGGACTCTAARATAT 0,000813 1

AT3G43870 HP 946 960 TCCTCCGTACACCAT 0,000715 1

AT3G52930 FBA8 313 327 TGGGCCGTCGTAAGG 0,000998 1

962 976 TAGAACATACAATAT 0,000813 1

AT4G02520 GSTF2 249 263 TGGACTGTTTAACGT 0,000449 1

948 962 AGATCACTGCAATGT 0,000715 1

AT4G08390 SAPX 954 968 TTGACCGTATACTAT 0,000715 1

AT4G13860 RNA-binding- 627 641 TGGTGGATACAGTGG 0,000715 1

AT4G13940 808 822 TGTTCTGAAATATGT 0,000715 1

AT4G16260 GH-family 88 102 ATGTACTTACAATTT 0,000813 1

AT4G23680 PC/DLT- 225 239 TCGTCATAAARATGT 0,000813 1

superfamily 490 504 TTGGCCGAACTACGT 0,000205 1

protein 573 587 TTGCCCATACTATCT 0,000715 1

706 720 TGGTCCATACTCGAT 0,000449 1

714 728 TGGACCATTCATCGA 0,000998 1

AT4G24190 HSP90.7 120 134 AGTTGCGTACACTTT 0,000715 1

760 774 TGTTGCGTCCATTTT 0,000715 1

AT4G24830 ASS family 416 430 TGGTGCGTGTTATAT 0,000715 1

AT4G26910 DLST 30 44 TGTTCCGACCTGTGT 0,000205 1

34 48 AGGTCGGAACAATTG 0,000449 1

47 61 TGATCAGCAAARATGA 0,000715 1

422 436 TTTTTGGCACAATGT 0,000813 1

AT4G27090 RPL14B 14 28 TAGACCTTCCAATCT 0,000715 1

160 174 TTGGGCGTTTAATGT 0,000715 1

934 948 TGTTCCTGACATTGT 8,61E-05 1

942 956 TGAACATTACAATGT 0,000115 1

AT4G34050 CCOAOMTL 225 239 GGTCCCATACAGTGT 0,000449 1

380 394 TTGTGAGTATGATGT 0,000813 1

977 991 TTGTTCGGAAAATAT 0,000813 1

980 994 TTTTCCGAACAAATT 0,000715 1

AT4G34870 CYP1 501 515 TTCTTCGAACAATGA 0,000715 1

AT4G35830 ACO1 736 750 TAGACCGAACTGGGT 0,000998 1

AT4G37910 MTHSC70-1 252 266 TGGACCCTACATGGG 0,000205 1

620 634 TGATGCTTACCATCT 0,000813 1

AT4G38740 ROC1 623 637 TAGGCCGCAGAAAGT 0,000449 1

700 714 TGGGCCGCTCGITGC 0,000832 1

731 745 TGAGCCGAACATTTT 0,000449 1

945 959 TGGACGGTTCTAAGT 0,000205 1

AT5G03630 MDAR2 58 72 GGATCCGAGAAATGT 0,000449 1

AT5G04430 BTR1 712 726 TCTACCGTACAATTT 0,000115 1

AT5G14200 IMD1 387 401 TGGTTAGTCCAAGGA 0,000449 1

575 589 TGATACGTATCATAT 0,000813 1

692 706 TGTTCCAARATAATTT 0,000813 1

AT5G16050 GRF5 340 354 GGAACCGTACCTTGA 0,000998 1

AT5G20290 RPS8e family 110 124 TGGCCCATCCAGAGC 0,000998 1

protein 965 979 TGGGAAATACTATGT 0,000715 1

AT5G26260 TRAF-like family 493 507 GGTTCCGTATTGTGT 0,000449 1

protein 630 644 TTAGCCATAAARATGT 0,000813 1

660 674 CGGTCACTACAATAA 0,000715 1

AT5G43330 C-NAD-MDH2 256 270 TAGTCGGTACGATAA 0,000715 1

294 308 GGGGATGTTCAATGT 0,000449 1

AT5G45775 RL5P-family 93 107 GGGTCGGTACTTAGG 0,000998 1

protein 172 186 TGGGCTTTATAATAT 0,000813 1

945 959 AGGACTGTCCAGTGG 0,000998 1

AT5G47030 ATPase-3 52 66 TGCGACGTATAATTT 0,000813 1

862 876 TAGTTCCAACAACGT 0,000715 1

AT5G52840 NADH-UOR-like 427 441 TGGTACATTAAATGC 0,000715 1

protein 539 553 TGGTCGGTCCAGATT 0,000449 1

543 557 TGGACCGACCATAGT 0,000126 1

AT5G54640 HTA1l 599 613 TGGTGAACACAATTT 0,000813 1

AT5G56500 CPNB3 302 316 TATTCGATACAAAGT 0,000813 1

743 757 TAGTCCCTCCAATGC 8,61E-05 1

AT5G64350 FKBP12 125 139 TGGGCCTAACAATAA 0,000449 1

AT5G67500 VDAC?2 542 556 TCAAACGTACGATGT 0,000715 1

779 793 TAGGCCCTCCAATCT 0,000715 1




Priloha 4: Pokracovani.

Datovy Relativni pozice k

soubor AGI Jméno START Identifikovana sekvence p-hodnota  g-hodnota
€ AT1G12000 PFK-family
9_3 protein 229 243 TGGCCTGTTCTATGA 0,000205 1
—
g AT1G12080 VCBP-like 427 441 TGTAACGTTCAATGA 0,000449 1
s protein 476 490 TGTAACGTTCAATTT 0,000715 1
AT1G13440 GAPC2 701 715 TGGTTGGAGTAATGT 0,000715 1
AT1G28290 AGP31 699 713 TGATCCATATAAAGT 0,000115 1
812 826 TTGTCATTATAATTT 0,000823 1
AT1G30230 EF1BB 645 659 TTCTGAGTACAATGC 0,000813 1
AT1G55020 LOX1 779 793 TGTTCTGTGAAATAT 0,000813 1
AT2G10450 14-3-3-family 179 193 TTGTTCGAACTATCT 0,000715 1
protein 182 196 TAGTTCGAACAATTA 0,000715 1
206 220 TGATATTTACGATGT 0,000813 1
736 750 TGGTCCCGATCGTGT 0,000449 1
AT2G36830 v-TIP1 457 471 TGCTCCGTATACTCA 0,000715 1
AT2G36880 MAT3 628 642 TGGACGGTGAGATGT 0,000449 1
AT3G05530 RPT5A 354 368 AGGTTCTTGCAATTT 0,000715 1
AT3G09440 HSP70-family 278 292 TGTTCGGTTCGATGG 0,000449 1
protein 619 633 TTGTGTGTACAATTC 0,000813 1
AT3G09840 CcDC48 314 328 TTTTTCGTTCAATTT 0,000813 1
AT3G13920 EIF4A1 917 931 TGGCTCGGACAAGGT 3,98E-05 1
AT3G15730 PLDA1 782 796 TGTAACGTAAAATAT 0,000813 1
AT3G20050 CCT1 341 355 TCTTCAGTACTTTGT 0,000715 1
349 363 GGCACCGGACAAAGT 0,000205 1
AT3G23810 SAHH2 384 398 TAATACGTACARATT 0,000813 1
902 916 ATGACCGAACTATGA 0,000998 1
AT3G26520 v-TIP2 486 500 CGTTCAGTACARACT 0,000715 1
AT3G51840 ACX4 758 772 TTTTCCGTAGCATGT 0,000115 1
AT3G52990 PK-family protein
579 593 TGGTCTTAACAATCT 0,000115 1
AT3G58610 KARI 235 249 TGGTCCATCAACTGC 0,000449 1
615 629 TGATCCTGTGAATGT 0,000715 1
663 677 TGCTCTGTTCCAAGT 0,000449 1
AT3G61440 CYSC1 184 198 TTGTTGGAACTATGT 0,000715 1
221 235 TGGTAAGTGAAGTGT 0,000715 1
812 826 TGCTCTTTACCATGT 0,000115 1
839 853 TGGCCCCTTCATTGG 0,000205 1
AT4G13850 GRP2 559 573 TTGAGTGTACGATGT 0,000715 1
748 762 TGGGCCATTCATTGA 0,000205 1
796 810 TGAATCATACAATTT 0,000813 1
AT4G13930 SHwV4 839 853 AAGACCGTATAAAGT 0,000449 1
AT4G14960 TUA6 458 472 CGGTCCCAACATTAT 0,000449 1
808 822 TGGTCTCATCAATAT 0,000715 1
AT5G09810 ACT7 941 955 TGGTTCGGACATCGT 3,98E-05 1
AT5G19510 TEF1B/RPS6 174 188 GAGTCCGGAAAAAGT 0,000449 1
family protein 684 698 TGTTCCTTCCAAGTT 0,000715 1
719 733 TGTAGTGTATAATGT 0,000813 1
AT5G19780 TUAS 621 635 TGGTGTTTTAAATGT 0,000813 1




Piiloha 5: Rostliny Arabidopsis thaliana spl1.1/mpk3.1 a spl1l.1/mpk6.2 &tvrty tyden po
vykliceni. A, C —spl1.1/mpk3.1; B, D — spl1.1/mpk6.2. M¢titko — 10 mm.




Piiloha 6: Hodnoceni kvality izolované celkové RNA po aplikaci DNasy pro minimalizaci
kontaminace gDNA. 1-3 — biologické repliky; Col0 — rostlina divokého typu; spll.1 — mutant
spll.1; spll.2 — mutant spl1.2; M — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder.
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Piiloha 7: Lokalizace T-DNA inserce linie spl1.2 (SALK_058642). Indikovano v databazi TAIR (Berardini et al., 2015). Sipky ukazuji polohu inserce.
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Piiloha 8: Ptiprava konstruktd pSPL1-pDONR P4-P1R a SPL1-pDONR P2R-P3. A — PCR
produkt pSPL1 (fragment A; 2186 bp) uréeny pro pDONR P4-P1R. DNA byla izolovana z gelové
matrice. B — PCR produkt SPL1 (fragment C; 3464 bp) urceny pro pDONR P2R-P3. Kontrolni
elektroforeticka separace. PCR produkt byl piecistén bez prediazené separace v gelové matrici.
C — Restrikce pSPL1-pDONR P4-P1R (EcoRV: 4777 bp); D — Restrikce SPL1-pDONR P2R-P3
(Pvull: 2630, 2086, 1335 bp). M — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (uvedeno v bp);
1-7 — analyzované vzorky (PCR produkt, nebo produkt restrikéniho Stépeni).
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Piiloha 9: Nekrozy pozorované na inokulovanych listech Nicotiana benthamiana ¢tvrty den po
transformaci indikovanym konstruktem. A, C — biologické repliky; B, D — indikované
transformované oblasti (p19, pSPL1, p35S); p19 — kotransformaéni vektor p19; pSPL1 — konstrukt
pSPL1::GFP:SPL1; p35S — konstrukt p35S::GFP:SPL1. Métitko — 2,5 cm.




Ptiloha 10: Molekularni klonovani kodujici sekvence SPL1 pro bimolekularni fluorescencni
komplementaci. A — PCR produkt (2707 bp) uréeny pro rekombinaci do vektoru pDONR 221.
PCR produkt (1) rozdélen do ¢Etyt jamek. Produkt uréeny pro izolaci DNA z gelové matrice.
B — restrikce vstupniho vektoru pDONR 221 obsahujici klonovanou kédujici sekvenci SPL1
(SPL1-pDONR 221). Stépeno pomoci Pvull (2660, 1942, 591 bp). 1-8 — analyzované klony;
M — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (uvedeno v bp).




Piiloha 11: Zména exprese SPL1 po aplikaci kyseliny abscisové, ktera byla zaznamenana
v databazi Genevestigator (Hruz et al.,, 2008). Data ziskana 4. 12. 2020; identifikator
experimentu: AT-00433; uvedena absolutni exprese.

Experimentalni podminky

g 85 8 85 0 108 M 1S A2 128 13 135 1% anatomical Part | Developmental Stage | Stimulus | Genotype | Global sample characteristic |

® | adultieat 6.10 « ABA. r | COl0 x| wildlype «
[ ] adult leaf 6.10 ABA.. x| Col0 x | wildlype x
[ ] adult leaf 6.10 x ABA.. x| Col-0 x| wildtype »
Kontrolni podminky
[ ] adult leaf 6.10 x solv.. x| Col-0 x| wildtype x
® adult leaf 6.10 solv.. Col-0 wildtype
[ ] adult leaf 6.10 x solv... x| Col-0 x| wildtype x

2 2.5 a 9.5 0 108 11 115 12 125 12 125 14

Level of expression (log2 scale)

[row ] MEDIUM (=I0R) |




