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Souhrn

SQUAMOSA promoter-binding protein-like proteiny jsou transkripéni faktory, které jsou
vyznamné pro regulaci rtiznych vyvojovych procest rostlin. Reguluji také expresi nékterych
izoforem superoxid dismutas. Superoxid dismutasy jsou klicové antioxidac¢ni enzymy, které jsou
dulezité pro odbourani kyslikovych radikalt. Jelikoz aktivita nékterych superoxid dismutas je
zprostiedkovana mitogen aktivovanymi protein kinasami, SQUAMOSA promoter-binding
protein-like proteiny se staly potencialnim fosforylaénim substratem mitogen aktivovanych
protein kinas ve vztahu k regulaci Fe superoxid dismutasy 1.

Proto jsme se v teoretické Casti bakalaiské prace zaméfili na shrnuti nejdilezitéjSich
funkci a vlastnosti SQUAMOSA promoter-binding protein-like proteind. Vénovali jsme se také
mitogen aktivovanym protein kinasam a oxida¢nimu stresu, véetné enzymatické antioxidacni
obrany. V experimentalni ¢asti jsme provedli cilenou bioinformatickou analyzu, ktera ukazala
SQUAMOSA promoter-binding protein-like 1 jako mozny transkripéni faktor Fe superoxid
dismutasy 1, ktery je ovlivnény MPK3. Selektovali jsme pomoci alelové specifické PCR
a reverzni transkripce spojenou s PCR homozygotni T-DNA inzer¢ni linie spl1.1, spl1.2 a spl7.1
a pripravili expresni vektory pro kvasinkové dvouhybridové systémy (pGBDT7-cDNA_SPL7
a pGADT7 AD-cDNA_SPLY7).

Zavérem: SPL se jevi jako transkripéni faktory, které mohou byt fosforylovany mitogen
aktivovanymi protein kinasami. Vyselektované homozygotni mutantni linie a pfipravené expresni
vektory budou dileZitym experimentalnim nastrojem pro testovani interakce mezi mitogen

aktivovanymi protein kinasami 8 SQUAMOSA promoter-binding protein-like proteiny.



Summary

SQUAMOSA promoter-binding protein-like proteins are transcription factors important
for regulation of various developmental processes in plants. They are also known to regulate the
transcription of some superoxide dismutase isoforms. Superoxide dismutases are key antioxidant
enzymes important for the removal of reactive oxygen species. Since the activity of some
superoxide dismutases is mediated by mitogen activated protein kinase signalling, SQUAMOSA
promoter-binding protein-like proteins emerged as a potential mitogen activated protein kinase
phosphorylation targets in order to regulate Fe superoxide dismutase 1.

Therefore, we aimed to provide a theoretical overview on SQUAMOSA promoter-
binding protein-like proteins, mitogen activated protein kinases and oxidative stress including
antioxidant defence. Within the experimental part, we present a targeted bioinformatic analysis
showing SQUAMOSA promoter-binding protein-like 1 as probable transcription factor guiding
Fe superoxide dismutase 1 transcription governed by MPK3. We selected homozygous T-DNA
insertion mutant lines spl1.1, spl1.2 and spl7.1. Moreover, we prepared expression vectors for the
yeast two-hybrid system (pGBDT7-cDNA_SPL7 and pGADT7 AD-cDNA_SPLY7).

In conclusion, our data presents SQUAMOSA promoter-binding protein-like proteins as
transcription factors likely phosphorylated by mitogen activated protein kinases. The selected
homozygous mutant lines and vectors represent valuable tools for studying mitogen activated
protein kinases and SQUAMOSA promoter-binding protein-like proteins interactions.
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1 Uvod

Proteiny s nazvem SQUAMOSA promoter-binding protein-like (SPL) jsou pro rostliny
specifické transkripéni faktory (Birkenbihl et al., 2005), které reguluji expresi gent vyznamnych
pro ontogenezi a fyziologické procesy, jako naptiklad odbouravani kyslikovych radikalt (ROS;
Yamasaki et al., 2009). ROS zptsobuji oxidacni stres, ale hraji také vyznamnou roli pro odpovéd’
rostliny na abioticky a bioticky stres a jeji vyvoj. Jako signalni molekuly jsou zapojeny do rtiznych
signdlnich drah. Mezi takovéto drahy patii i takové, které jsou tvofeny mitogen aktivovanymi
protein kinasami (MAPK; Desikan et al., 2001).

ROS jsou schopny aktivovat MAPK, které ve vysledku mohou fosforylovat transkripéni
faktory, a tak spustit expresi gent zapojenych do antioxida¢ni obrany (Takac et al., 2016b).

Vramci predlozené bakalaiské prace byla pomoci bioinformatické analyzy
identifikovana SPL1 jako potencidlni substrat MAPK. SPL1 je na zakladé¢ bioinformatické
analyzy predikovana jako transkrip¢ni faktor antioxida¢niho enzymu Fe superoxid dismutasa 1
(FSD1). Vybér SPL7 byl proveden na zakladé provedené literarni reSerSe. Moznost regulace
exprese FSD1 pomoci SPL7 byla publikovana (Yamasaki et al., 2009).

Pro umoznéni studia (fenotypové analyzy, pfiprava dvojitych mutantil) téchto
transkrip¢nich faktorti byly selektovany mutantni T-DNA inzer¢ni linie Arabidopsis thaliana
v genech SPL1 a SPL7 a konstruovany expresni vektory obsahujici CDNA SPL7 pro kvasinkové

dvouhybridové systémy pro ovéreni moznych interakci s MAPK, ale i samotnych SPL.



Cile prace

Vypracovani reserSe na téma: Oxidac¢ni stres u rostlin, superoxid dismutasy (SOD), mitogen
aktivované protein kinasy (MAPK) a SQUAMOSA promoter-binding protein-like (SPL)
transkrip¢ni faktory a jejich role v oxida¢nim stresu. Regulace Fe superoxid dismutas (FSD)
a jejich zapojeni do MAPK signalizace.

Experimentélni cile: Ziskani praktickych zkuSenosti v praci s rostlinami a v metodach
genotypovani a klonovani. Bioinformaticka predikce transkripénich faktorti pro regulaci
FSD1, které jsou fosforylovany MAPK. Bioinformaticka charakterizace SPL proteint.
Genotypova analyza mutantni linie spll a spl7. Klonovani SPL gent do expresnich vektort

pro dvouhybridni kvasinkovy systém.



3 Literarni prehled

V ramci literarniho prehledu predkladané bakalarské prace se vénujeme SQUAMOSA
promoter-binding protein-like (SPL) transkripénim faktoram, ale také mitogen aktivovanym
protein kinasam (MAPK), které pravdépodobné (na zakladé naSich bioinformatickych analyz)
SPL proteiny fosforyluji. Uvedeny jsou také zakladni informace tykajici se oxida¢niho stresu, se
zamétenim na kyslikové radikély a antioxida¢ni obranu, kterd je regulovana, mimo jiné, pomoci

transkripénich faktori, jako jsou naptiklad SPL.

3.1 SQUAMOSA promoter-binding protein-like transkrip¢ni
faktory

Proteiny SQUAMOSA promoter-binding protein-like (do promotorové oblasti genu
SQUAMOSA se vazici ptibuzny protein; SPL) jsou pro rostliny specifické transkripéni faktory.
Hraji vyznamnou roli v riznych procesech v ramci ontogeneze (Cardon et al., 1997; Moreno et
al., 1997; Stone et al., 2005; Fornara et Coupland, 2009). Takovymi procesy jsou napfiiklad
limitovani formace organtu (Liu et al., 2016; Si et al., 2016), utvafeni listovych nodd (Preston et
Hileman, 2010) a odpovéd’ na abioticky a bioticky stres (Cardon et al., 1999; Preston et Hileman,
2013; Stief et al., 2014). Rozdilné funkce téchto geni vznikaly nezavisle na zakladé vyraznych
genovych duplikaci (Preston et Hileman, 2013; Cheng et al., 2016; Li et al., 2018).

Jejich exprese je vyvojove zavisla, coz ukazuje na vyznam v ramci riiznych vyvojovych
stadii. Néktefi zastupci vykazuji konstitutivni charakter exprese (Cardon et al., 1999; Zhang et
al., 2014; Cheng et al., 2016).

Pocet geni kodujicich tyto proteiny se lisi v zavislosti na rostlinném druhu. Napiiklad
u Arabidopsis thaliana je pozorovano 17 gent AtSPL (Chen et al., 2010; Chao et al., 2017),
u Betula luminifera bylo identifikovano 18 BISPL (Li et al., 2018) nebo u Hordeum vulgare L.
17 HvSPL (Tripathi et al., 2018). Jsou vSak popsany i u dalSich druht, jako napiiklad
Physcomitrella patens (Riese et al., 2007), Populus trichocarpa (Li et Lu, 2014), Brassica napus
(Cheng et al., 2016), Solanum lycopersicum L. (Salinas et al., 2012) nebo u rodu Oryza (Si et al.,
2016).

Je ptedpokladana, v nékterych ptipadech prokazana, stejna/blizka funkce homolognich
gent odlisnych druht. To zvy$uje vyznam primarniho vyzkumu pro nasledné aplikace, napiiklad
pfii studiu Triticum aestivum a jinych zemédélsky vyznamnych plodin (Zhang et al., 2014; Liu et
al., 2016; Si et al., 2016; Chao et al., 2017).



311 Struktura SPL proteini

Absolutni délka aminokyselinové sekvence téchto proteind je variabilni, u A. thaliana se
pohybuje od 131 (AtSPL3) po 1037 (AtSPL14) aminokyselin. Pravé podle jejich velikosti
a odlisnych vlastnosti (naptiklad odlisnost v pritomnosti nékterych domén) jsou fazeny do
specifickych podskupin. U A. thaliana jsou geny SPL nerovnomérné rozprostieny v ramci
chromosomu (Chen et al., 2010). Na 4. chromosomu se tyto geny nevyskytuji (Cardon et al.,
1999).

Vyraznou odlisnosti je také rozdilny pocet intronti v sekvenci genti. A. thaliana ma 1-10
(Cardon et al., 1999; Kropat et al., 2005), H. vulgare L. ma az 11 intront v nukleotidové sekvenci
(Tripathi et al., 2018). Rozdilny pocet introntl je v§ak i U jednotlivych paralognich genti kodujici
SPL proteiny. Typicka je pritomnost intronu v SBP (SQUAMOSA binding protein) boxu. SBP
doména je tedy vysledkem slozeni 2 exont (Cardon et al., 1999; Li et Lu, 2014).

Zminéna SBP doména vykazuje vysoky stupen sekvencni konzervovanosti, ale jsou
skupiny zastupct, ktefti sdili podobnost ve struktuie ve vys$si mife i mimo tuto oblast (Cardon et
al., 1999).

Krom¢ regionti bez vyznamné komplexity se vyskytuji v aminokyselinové sekvenci
i vyznamnéj$i domény. Témito doménami jsou SBP doména, méné typicky ankyrinové repetice

(Kropat et al., 2005) a transmembranova doména (Garcia-Molina et al., 2014; Chao et al., 2017).

3.1.1.1 SBP doména

Jde o konzervovanou doménu, ktera je charakteristicka pro tuto proteinovou rodinu.
Vyznacuje se relativné konzervovanou sekvenci 76 aminokyselin, pficemz sekvence mimo SBP
doménu se mohou zasadné lisit mezi jednotlivymi zastupci. Pravé pritomnost této domény je fadi
primarné mezi transkripéni faktory (Yamasaki et al., 2004; Birkenbihl et al., 2005).

Jedna se o DNA-interagujici doménu, ktera byla jako prvni popsana u dvou blizce
ptribuznych proteind SBP1 a SBP2 Antirrhinum majus, kde byla prokazana jeji schopnost vazat
se do GTAC motivu promotorové oblasti genu SQUAMOSA, ktery patii do MADS
(MINICHROMOSOME MAINTENANCE 1, AGAMOUS, DEFICIENS, serum response factor)
box genové rodiny. Od tohoto pochazi tedy nazev — SQUAMOSA binding protein (Klein et al.,
1996; Birkenbihl et al., 2005).

SQUAMOSA je gen zodpovédny za tvorbu kvétu, coz nastinilo mozny vyznam SPL
proteinti v ontogenetickém vyvoji (Klein et al., 1996). Proteinu SQUAMOSA ortologni protein
APETALA1 (AP1) byl pozdé¢ji objeven u dalsich rostlinnych druhti (Mandel et al., 1992; Klein



et al., 1996; Cardon et al., 1997). Redundanci SPL proteint, tak jako je ukdzana pro SBP1/2
(Klein et al., 1996), podporuji in silico predikce a in vitro analyzy (Li et Lu, 2014; Liu et al.,
2016; Li et al., 2018).

Konsenzualni sekvence v promotorovych oblastech cilovych gentt SPL transkripénich
faktort je TNCGTACAA (N je libovolna baze; Cardon et al., 1999; Yamasaki et al., 2004).
Obecn¢ vSak plati za cilovou sekvenci palindromicky tsek DNA obsahujici
konzervovany/shodny element GTAC. Tedy GTAC mizeme brat jako klicovy motiv pro
rozpoznani sekvence SBP doménou (Birkenbihl et al., 2005; Kropat et al., 2005). Mimo jiné je
tento motiv spjat s regulaci genové aktivity pti nedostatku médi (Cu response elements; CURE),
coz ukazuje na vyznam SPL v téchto podminkach (Nagae et al., 2008; Yamasaki et al., 2009;
Garcia-Molina et al., 2014).

Naboj SBP domény je pozitivni, ktery je dan pfitomnosti argininu a lysinu. Pozitivni
naboj umoziiuje interakci s negativné nabitou molekulou DNA, v tomto piipad¢ v oblasti velkého
zlabku. Této protein-DNA interakce se ucastni predev§sim vysoce konzervovana residua SBP
domény (Yamasaki et al., 2004; Li et Lu, 2014). Vyznamnou roli také hraji pfitomné dva motivy
(Zn-1 a Zn-2) podobné motivu zinkového prstu (zinc-finger like motiv). Praveé ty jsou kli¢ové pro
interakci s cilovou DNA (Yamasaki et al., 2004; Birkenbihl et al., 2005). Jejich integrita je
zé4sadni pro usp&Snou asociaci SPL s DNA (Birkenbihl et al., 2005). Vazba zapojeného iontu Zn?*
K proteinu je tésna, k disociaci dochazi az po denaturaci SBP domény. Deplece tohoto kofaktoru
negativné ovliviiuje schopnost vazat se na cilovou DNA, jeho suplementace tuto schopnost opét
obnovuje (Birkenbihl et al., 2005; Kropat et al., 2005).

C-terminalni oblast této domény obsahuje jadernou lokaliza¢ni sekvenci (Moreno et al.,

1997; Birkenbihl et al., 2005; Li et Lu, 2014).

3.11.2 Ankyrinové repetice (ANK)

Ankyrinové repetice jsou vnimany jako jeden znejéastéji pozorovanych motivi
Vv proteinovych databazich. JSou pozorovany nejen u eukaryotnich organismd, ale také u bakterii
a archet, kde se proteiny obsahujici tento motiv zapojuji do procesti bunécné signalizace, udrzeni
bunécné integrity, transkripce a regulace bunécného cyklu (Mosavi et al., 2004). Samotna
pfitomnost téchto domén, ale i jejich pocet, vyrazné ovliviiuje architekturu a kompaktnost
proteinti (Mosavi et al., 2004; Parra et al., 2015).

Jedna se o motiv zodpovédny za protein-protein interakce, ktery je u SPL proteinti
obvykle pfitomen v tandemovém uspotadani, ve vice kopiich. Nejedna se o motiv vyskytujici se

u vSech SPL (Michaely et Bennett, 1992; Parra et al., 2015; Chao et al., 2017). Vyskytuje se



predevSim u zastupct SPL s delSi aminokyselinovou sekvenci (Li et Lu, 2014), napiiklad
AtSPL1/12/14/16 (Yang et al., 2008; Chao et al., 2017) anebo u HvSPL1/6/15 (Tripathi et al.,
2018).

3.1.2 Regulace exprese SPL diky miRNA

Bylo zjisténo, ze transkripce nékterych SPL je regulovana pomoci mikroRNA (miRNA),
konkrétné miR156 a blizce piibuzné miR157. miRNA regulované SPL hraji pfedevsim roli
Vv pfechodu rostliny z juvenilniho do dospélého stadia (Rhoades et al., 2002; Wang et Wang,
2015; Xu et al., 2016), nebo pro odpovéd’ rostliny na stres vyvolany zvySenymi teplotami (Stief
et al., 2014). V ramci ontogeneze plati nepfima iiméra mezi expresi zminénych miRNA a expresi
regulovanych gent, véetné SPL (Wu et Poethig, 2006; Stief et al., 2014; Xu et al., 2016).
Takovato regulace exprese prostfednictvim miRNA se vyskytuje nejen u A. thaliana, ale také
u dal8ich rostlinnych druhti, jako naptiklad u Populus trichocarpa (Li et Lu, 2014), Brassica
napus (Cheng et al., 2016), Oryza sativa L. (Si et al., 2016), Betula luminifera (Li et al., 2018)
anebo Hordeum vulgare L. (Tripathi et al., 2018).

Xu et al. (2016) déli deset MiIRNA-regulovanych AtSPL do tii funkéné odlisnych skupin:
(i) AtSPL2/9/10/11/13/15 hraji roli v ptechodu rostliny zjuvenilniho do dospélého
a z vegetativniho do reprodukéniho stadia; (ii) AtSPL3/4/5 jsou kliCové pro meristémovou
identitu; a (iii) AtSPLS6 je bez ptifazené zvlastni funkce.

Obecné plati, Ze miR156-regulované SPL také potlacuji rist adventivnich kofent. Jako
takova je miR156 exprimovana v rannéjsich fazich ontogeneze (semenacky) a blokuje expresi
cilovych SPL gent, kde je jejich exprese pozorovana piedevsim v prvnich dvou listech rosety.
Jejich vyznam se snizuje u starSich rostlin (Rhoades et al., 2002; Xu et al., 2016).

3.1.3 Zastupci AtSPL

AtSPL jsou Casto déleny do podskupin podle aminokyselinové sekvence, respektive
podle fylogenetické ptibuznosti (viz obrazek 1), expresniho profilu, nebo podle struktury genti
(Cardon et al., 1999; Birkenbihl et al., 2005; Preston et Hileman, 2013; Zhang et al., 2014).

Na zéaklad¢ fylogenetické analyzy (Chen et al., 2010) mohou byt déleny do skupin, které
sdruzuji ptibuzné SPL proteiny. V rdmci kazdé skupiny je pozornost ve vyzkumu vénovéana

hlavnim zastupctim, ostatni jsou obecné uvazovany jako funkéné podobné.



AtSPL1/12/14/16 jsou vSechny relativné velké proteiny obsahujici zminéné ANK
repetice (Yang et al., 2008; Chao et al., 2017). AtSPL1/12 jsou redundantni proteiny, které hraji
roli v termotoleranci a vyvoji kvétu. Jejich vyznam v suchozemskych rostlinach je stale viceméné
nezndmy. Exprese je také ovlivnéna zvySenou intenzitou zafeni, vysSimi teplotami, nedostatkem
vody, expozici anorganickym latkam, aplikaci fytohormont a latkami zodpovédnymi za oxidaéni

stres (Chao et al., 2017).

AtSPL12
AtSPL14
AtSPL16
AtSPL8
OsLG1
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AtSPL5
BpSPL1
AtSPL4 Skupina 2
LeSPL

AtSPL3

AmSBP1

— AmSBP2
AtSPL6

OsSPL14
AtSPL9
AtSPL15

AtSPL13
JiAlSPLZ
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Obrazek 1: Fylogeneticka analyza SPL. AtSPL — SPL puvodem z Arabidopsis thaliana; OsLG —
Oryza sativa LIGULELESS]; LG1 — LIGULELESS 1 (kukufice); BpSPL — SPL pivodem
zBetula pendula; LeSPL - Lycopersicon esculentum; AmSBP - Antirrhinum majus
SQUAMOSA binding protein; CRR1 — Copper Response Regulator 1. Pfevzato, upraveno z Chen
et al. (2010).

AtSPL8 byl jeden z prvnich popsanych AtSPL proteind. Je dulezity pro sporogenezi,
tvorbu kvétu (pfedev§im vyvoj prasnikl) a semen, ovliviiuje tak sterilitu rostlin. Ovliviiuje
i tvorbu trichomu kali$nich listkd, kde spl8 vykazoval jejich niz§i pocet (Unte et al., 2003).
Zapojena je do regulace gibereliny-ovladanymi (GA) vyvojovymi procesy (Zhang et al., 2007).

Piibuznost SPL3/4/5 byla stanovena na zakladé podobnosti na molekularni trovni, ale
i diky redundanci v regulovanych procesech. U SPL4/5 se obecné uvazuje shodna funkce s SPL3
(Xu et al., 2016). Exprese SPL3 je ovlivnéna prostiednictvim miR156 v pribéhu vegetativniho
rustu (Wu et Poethig, 2006) a kveteni (Preston et Hileman, 2010; Wang et al., 2009; Xu et al.,
2016). V prvnim tydnu vyvoje rostliny je exprese SPL3 nizka, zvySuje se v prabéhu ontogeneze.
interakcim S promotorovymi oblastmi gent AP1 (Cardon et al., 1997; Cardon et al., 1999),
LEAFY (LFY) a FRUITFUL (FUL; Xu et al., 2016). SPL3/4/5 ovliviiuji nejen tvorbu/stavbu
kvétu, meristematickou identitu (Cardon et al., 1997; Cardon et al., 1999), ale také maji vliv na
vyvoj listl (Cardon et al., 1997; Wu et Poethig, 2006).



Dalsi skupinou je AtSPL2/6/9/10/11/13/15. SPL2/10/11 jsou regulované prostfednictvim
mMiRNA. U mutanta A. thaliana spl2/9/11/13/15 je redukovana exprese LFY, AP1 a FUL, coz
ukazuje na vyznam pro tvorbu kvétu (Schwarz et al., 2008; Xu et al., 2016).

Exprese homolognich SPL2/11 ale také SPL9 je snizena vystavenim rostlin zvySené
teploté (Stief et al., 2014). Xu et al. (2016) nepozorovali vyznamnou funkci AtSPL6/9/15 pro
morfogenezi prytu. Paralogni AtSPL9/15 jsou zapojeny do podobnych procest jako
AtSPL2/10/11/13 (Schwarz et al., 2008; Xu et al., 2016). Jsou zapojeny do procest ovliviujici
pocet a tvar listd rosety, morfologii apikalniho vrcholu a tvorbu kvétu (Schwarz et al., 2008).

Vzhledem Kk interakcim s miRNA je vyvojovy expresni profil AtSPL13 podobny diive
zminénym. Funkce SPL13 je obdobna jako u AtSPL2/10/11 (Schwarz et al., 2008; Xu et al.,
2016). SPL13 je dikazem o nedavném procesu diverzifikace SPL gend, a to diky tandemovému
vyskytu dvou kopii AtSPL13A (At5G50570) a AtSPL13B (At5G50670), které jsou bez znamek
polymorfismu (Xu et al., 2016). I u dalich druhii pozorujeme takovouto segmentovou duplikaci
(Guo et al., 2008; Preston et Hileman, 2013).

3.13.1 AtSPL7

SPLY7 je jedna z nejvice prostudovanych AtSPL. Podili se na tvorbé prasnikt a pylového
zrna. Spolu s transkripénim faktorem Cu-deficiency Induced Transcription Factor 1 (CITF1) hraje
vyznamnou roli v signalizaci kyseliny jasmonové (JA; Yan et al., 2017), ovliviiuji hospodafeni
s mé&di (centralni geny Cu homeostazy), coz ma vliv na vyvoj rostlin (Abdel-Ghany et Pilon, 2008;
Yamasaki et al., 2009; Jung et al., 2012). Yan et al. (2017) ukazali ve své praci, Ze nedostatek Cu
vede ke zvySeni exprese nckterych gentl, jejichz produkty ovliviluji biosyntézu JA. Pro
hospodateni s médi vSak hraji vyznamnou roli i jiné proteiny (Quinn et Merchant, 1995), jako
naptiklad zastupci z copper transporter (COPT) proteinové rodiny (Jung et al., 2012).

Aktivitou SPL7 je ovlivnéna exprese enzyma antioxidaéni obrany vyuzivajici méd’ jako
kofaktor, naptiklad Cu/Zn superoxid dismutasa 1/2 (CSD1/2). Je vsak ovlivnéna i exprese jinych
genu, napiiklad Fe superoxid dismutasy 1 (FSD1; Yamasaki et al., 2009; Garcia-Molina et al.,
2014; Yanetal., 2017). Pfi dostate¢ném mnozstvi médi v substratu je CSD1/2 vysoce abundantni,
FSD1 je syntetizovana minimalné. Nedostatek médi vSak vede ke zvyseni transkripce FSD1
z davodu prioritni alokace médi pro plastocyanin (PC). Dochazi tak k zachovani funkce
fotosyntetického aparatu (Cohu et Pilon, 2007; Cohu et al., 2009). Této regulace je docileno
pomoci miR398, ale také miR397/408/857 (obsahuji v promotorovych oblastech GTAC motiv),
potazmo piimou regulaci exprese (Abdel-Ghany et Pilon, 2008; Yamasaki et al., 2009; Araki et
al,. 2018).



Zvyseni exprese téchto MiRNA vede ke sniZeni exprese CSD1/2 (Abdel-Ghany et Pilon,
2008; Yamasaki et al., 2009; Jung et al., 2012). Snizeni exprese CSD1/2 je vyvazeno zvySenim
exprese FSD1 prostiednictvim AtSPL7, ktera se vaze do promotorové oblasti genu FSD1 (Abdel-
Ghany et Pilon, 2008; Yamasaki et al., 2009). Opétovné dodani médi ptisobi snizeni exprese
FSD1. Pti dostate¢ném mnozstvi Cu v substratu je u Arabidopsis CSD1/2 abundantni, bez
vyznamné aktivity FSD1 (Cohu et Pilon, 2007; Abdel-Ghany et Pilon, 2008).

3.2 Mitogen-aktivované protein kinasové kaskady

Mitogen-aktivované protein kinasové (MAPK) kaskady jsou vysoce konzervované
tifurovitové hierarchicky uspotfddané transdukéni moduly, které se vyskytuji u eukaryotickych
organismu — rostlin i Zivo¢icht (Colcombet et Hirt, 2008, Déczi et al., 2012; Komis et al., 2018).
Jejich studium, ale také studium jejich interakénich partnert (diky in silico a nasledné in vitro
analyzam), ma vyznam pro medicinské, agrarni a dalsi biotechnologické aplikace (Kovtun et al.,
2000; Sorensson et al., 2012; Pitzschke, 2015; Bi et al., 2018).

Stimulace drah zahrnujici tyto transduktory je vyvolana primarné extracelularnim
molekuly s MAPK. Jsou tedy spjaty s receptory lokalizovanymi na cytoplasmatické membrané
a transdukuji signal k cilovym proteinim. Takovymi proteiny mohou byt naptiklad transkripcni
faktory, které ovladaji expresi gent vyznamnych pro vyvoj anebo reakci na dany stimul
(Pitzschke, 2015; Bi et al., 2018; Komis et al., 2018). MAPK hraji ulohu v reakci na mnoho
abiotickych (Ichimura et al., 2000; Kovtun et al., 2000; Xing et al., 2015; Takag et al., 2016b)
a biotickych (Niihse et al., 2000; Bi et al., 2018; Cui et al., 2018) podnétt. Jsou dilezité pro
organizaci mikrotubula (Beck et al., 2010), bunééné déleni (Takenaka et al., 1998; Komis al.,
2011), rust kofenového vlasku (Beck et al., 2010), pylové lacky (Guan et al., 2014) a dalsich
vyvojovych procest, jako napiiklad tvorbu lateralnich kofent (Lopez-Bucio et al., 2014), stomat
(Lee et al., 2016), nebo generativnich organt (Hord et al., 2008). MAPK kaskady maji podil na
regulaci genti zapojenych do hormonalni signalizace JA (Takahashi et al., 2007) nebo signalnich
drah auxint (Kovtun et al., 1998; Lee et al., 2009).

Zejména u rostlin je nutnost komplexni signaliza¢ni sit€ spojena s adaptaci na zménu
podminek diky jejich omezené mobilit¢ (Smékalova et al., 2014a). Transdukce, ale casto
i amplifikace signalu souvisi s fosforylaci jednotlivych MAPK, substrati obecné (strukturni
proteiny, enzymy, transkrip¢ni faktory), coZ mize mit za nasledek zménu jejich konformace,

aktivity, nebo naptiklad lokalizace na subcelularni urovni (Colcombet et Hirt, 2008; Sorensson et



al., 2012; Pitzschke, 2015). Aktivace téchto drah je také spjata s tranzientnim navySenim aktivity
MAPK (Niihse et al., 2000; Tsuda et al., 2013).

3.2.1 Komponenty MAPK kaskad

Transdukce signalu je umoznéna fosforylaci mitogen aktivované protein kinasy kinasy
kinasy (MAP3K) diky aktivité receptoru, potazmo aktivaci pomoci stimulu, jako napiiklad ROS,
Ca?*, hormony nebo NO (Smékalova et al., 2014a). MAP3K aktivuje fosforylaci mitogen
aktivovanou protein kinasu kinasu (MAP2K), ktera fosforyluje MAPK (Komis et al., 2018; viz
obrazek 2). U A. thaliana pozorujeme 20 AtMAPK, 10 AtMAP2K a 60 AtMAP3K (Ichimura et
al., 2002).

&

Extracelularni &
(]

prostor

Intracelularni prostor

Obrazek 2: Schématické zobrazeni MAPK kaskady. Diky stimulaci dochazi k aktivaci kaskady,
ktera umoziuje transdukci signalu diky fosforylaci jednotlivych ¢lent kaskady.

MAP3K jsou serin/threonin (S/T) kinasy fosforylujici S/T-X3-s-S/T motiv MAP2K, které
vV ramci terminalnich sekvenci obsahuji regula¢ni oblasti. Fosforylace MAP2K vede Kk jejich
aktivaci, pti¢emz jedna MAP2K muze byt fosforylovana vice MAP3K (Colcombet et Hirt, 2008).
Ichimura et al. (2002) déli MAP3K do dvou hlavnich skupin: (i) MAP3K jako takové, kam patii
naptiklad AtMEKK1, ktera je zapojena do drahy zahrnujici MPK4 (Nakagami et al., 2006), ale
i MPKG6 (Xing et al., 2015); a (ii) takzvané RAF-like, kam nalezi naptiklad contstitutuve response
1 (CTR1,; Zhong et Chang, 2012) nebo enhanced disease resistance 1 (EDR1; Frye et al., 2001),
MAP3K.

Dalsim ¢lenem MAPK kaskad jsou MAP2K kinasy. Ichimura et al. (2002) na zaklade
odlisné struktury déli AtMAP2K na ¢tyfti odlisné skupiny (A—D). Rostlinné a zivo¢isné MAP2K
vykazuji odliSnosti v primarni struktuie. Tyto rozdily jsou predevS§im ve slozeni a poétu
aminokyselin fosfopeptidu (Ichimura et al., 2002). Na ptikladu MKK1/2 mizeme demonstrovat
moznou funk¢éni zaménitelnost v aktivaci MPK4 (Pitzschke et al., 2009). Pozorovatelna je

redundance mezi ortology AtMEK4/5 a NtMEK?2 v transgenni rostlin¢ (Ren et al., 2002).
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Ve své struktuie obsahuji MAP2K doménu zajist'ujici vazbu s komplementarni MAPK,
nebo jinym substratem. Vyskyt této MAPK-dokovacich domény ovliviiuje vzajemnou interakci
enzym-substrat. Tyto domény jsou charakteristické ptitomnosti pozitivné nabitych aminokyselin
na vn&jsi strané katalytické domény (Tanoue et al., 2000; Takahashi et al., 2007; Bardwell et al.,
2009). Blokace této domény antagonistnou ma za nasledek inhibici celé kaskady. Byla
pozorovana i odli$na afinita mezi jednotlivymi typy kinas, ktera byla ovlivnéna jejich piibuznosti
— dochazi tedy k preferované fosforylaci MAPK piibuznou MAP2K (Takahashi et al., 2007;
Bardwell et al., 2009). Také muze dochazet k substratové promiskuité, ktera umoziiuje vzajemné
ovliviiovani a redundanci komponenti kaskad v aktivaci cilovych proteini (Smékalova et al.,
2014a; Pitzschke, 2015; Komis et al., 2018). Piikladem miZze byt zahrnuti AtMKKS5 do
signaliza¢ni drahy v odpovédi na solny stres, ktery iniciuje expresi FSD a CSD (Xing et al., 2015).
Nadexprese AtMKKS5 vede ke zvyseni odolnosti vii¢i vysoké intenzité zareni (Xing et al., 2013).
AtMKKT1 je spojena s MPK6 a odpovédi na ptitomnost peroxidu vodiku (Xing et al., 2008).

Aktivita MAPK moduli je regulovana také takzvanymi scaffold proteiny. Tyto proteiny
jsou schopny vazat v§echny komponenty MAPK drah a v podminkach stresu tyto komponenty
uvolnit. MAPK jsou poté transportovany na misto své funkce, jako naptiklad do jadra, kde mohou
fosforylovat transkripéni faktory (Ichimura et al., 2002; Su et al., 2015; Komis et al., 2018).

Negativni vliv na vedeni signalu maji specifické fosfatasy (MKP). Podobné jako MAPK,
také MKP jsou aktivovany riznymi podnéty. Jejich ulohou je kontrola reversibilné
fosforylovanych protein, ¢imz umoziuji inaktivaci signalnich drah. Zabezpecuji tedy regulaci

transdukce signalu, fyziologickou odpoveéd rostlin (Camps et al., 2000; Bartels et al., 2010).

3211 Mitogen aktivované protein kinasy

MAPK jsou serin/threonin kinasy, které jsou schopny fosforylovat Sirokou skupinu
substrati. Fosforylace substratu vyzaduje ptitomnost SP (serin, prolin), nebo TP (threonin, prolin)
motivu Vv jeho aminokyselinové sekvenci (Colcombet et Hirt, 2008; Pitzschke, 2015). Znalost
téchto rezidui a celkové vlastnosti téchto proteini umoznuje predikce interakénich partnerti. Jsou
aktivovany fosforylaci na aminokyselinach threonin a tyrosin (Pitzschke, 2015).

Ichimura et al. (2002) déli AtMAPK podle prezence rozdilnych motivi (TEY a TDY) na
dve skupiny. U prvné zminéného subtypu pozorujeme evolu¢né konzervovanou doménu (C-
termindlni region), nékdy oznacovanou CD (conserved domain), ktera hraje zasadni roli pfi
interakci dokovaci sekvence s dalSimi proteiny jako MAP2K, fosfatasami a jinymi substraty. Patfi
sem naptiklad AtMPK4/6/7 (Ichimura et al., 2000; Tanoue et al., 2000; Ichimura et al., 2002;
Pitzschke, 2015).
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Nejvice studovany/charakterizovany jsou AtMPK3/4/6 diky jejich spojeni s vice
signalizaénimi drahami a odpovédi na odlisné inicia¢ni signaly (Komis et al., 2018).

AtMPK3/6 jsou redundantni MAPK, které sdileji spole¢nou funkci v odpovédi na rtizné
podnéty. Aktivované MPK3/6 mohou byt translokovany do jadra (Ahlfors et al., 2004; Latrasse
et al., 2017). Vstupuji do drah signalizujicich bakterialni napadeni, v ramci kaskady zahrnujici
AtMAPKKK3/5 (Niihse et al., 2000; Tsuda et al., 2013; Bi et al., 2018).

Dréha zahrnujici ANP1 a MPK3/6 je aktivovana pokud je jedinec vystaven neptiznivym
environmentalnim podminkam, napfiklad vystaveni peroxidu vodiku (Kovtun et al., 2000). Zde
hraje vyznamnou roli OXIDATIVE SIGNAL-INDUCIBLE1 (OXI1), ktery umoziuje plnou
aktivaci MPK3/6 (Rentel et al., 2004). Ovliviuji pfipravu na potencialni aktivaci, tedy op&tovné
vystaveni dfive nastalym podminkam (Kovtun et al., 2000; Nakagami et al., 2006). Ptiprava na
opétovné vystaveni aktivatoru (priming) je proces spojeny s akumulaci transkriptl a proteini
(inaktivnich forem/prekurzorti) zapojenych do reakce na dany stresor, vcetné proteini
transdukujicich signal. To bylo studovano diky mpk3/6 mutantnim rostlindm, které vykazuji nizsi
aktivitu proteini zapojenych do rostlinné obranné odpovédi. Stimulaci subletalnimi davkami
stresoru miZe byt docileno vyssi odolnosti/rychlejsi reakce na dany podnét (Ichimura et al., 2002;
Brown et al., 2004; Beckers et al., 2009). MPK®6 je zahrnuta do vyvoje preprofazniho svazku
a fragmoplastu, ¢imz vyrazné zasahuje do bunééného deleni. Také ma vliv na morfologii kotene
(Smékalova et al., 2014b).

AtMPK4, v ramci drahy zahrnujici MEKK1-MKK1/2, je spojovana s regulaci ROS
metabolismu. MEKKI1 je brana jako jeden z hlavnich regulatori redox homeostazy, predevsim
jako soucast vyse uvedené kaskady (Pitzschke et al., 2009). AtMPK4 je také spojovana s vlivem
na vyvoj kofene, kofenovych vlaski a epidermalnich bun¢k. Jeji vyznamna tranzientni aktivace
v listech je spojovana s rozdilnymi stresory, jako napiiklad nizka teplota, nizka vlhkost,
hyperosmotické prostiedi, dotek, mechanické poskozeni. Za téchto podminek je pozorovano také
navyseni aktivity AtMPK®6. (Ichimura et al., 2000; Pitzschke et al., 2009; Smékalova et al., 2014a;
Takac et al., 2016b). Role MPK4 a MPKG6 neni tplné identicka (Ichimura et al., 2000; Beck et
al., 2010; Smékalova et al., 2014a; Takagc et al., 2016Db). Jejich odlisnost mize byt demonstrovana
rozdilnou dobou aktivace (Ichimura et al., 2000).

3.3 Oxidac¢ni stres

Oxidaéni stres je stav, pii kterém je organismus vystaven nadbytku oxida¢né aktivnich
molekul/radikalt, diky ¢emuz je naruSena jeho biologicka rovnovaha. Obecné plati, Ze sila stresu

je umérna mnozstvi radikali stres pusobicich. Tyto radikaly jsou exogenniho, ale také
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endogenniho ptavodu. Interakcemi s buné¢nymi strukturami (nukleové kyseliny, protein, lipidy,
sacharidy) na molekularni tirovni zptsobuji oxida¢ni ¢inidla jejich degradaci, naruseni jejich
biologickych vlastnosti, coz miiZze mit pro dany organismus fatalni disledky (Schuchmann et von
Sonntag, 1978; Fry, 1998; Krieger-Brauer et Kather, 1992; Ames et al., 1993; Schweikert et al.,
2000; Mittler, 2017). V koneéném dusledku mtize tento stav ovlivnit i biologickou integritu (Apel
et Hirt, 2004; Bellegarde et al., 2019).

S pokrokem v poznani na poli biologie a chemie rostl vyznam téchto radikalt, které maji
roli v ontogenezi. Jiz v padesatych letech se do stfedu zajmu dostala teorie, ktera uvazuje ¢astice
zpusobujici tento typ stresu jako jeden z hlavnich faktord, ktery ovliviiuje proces starnuti
(Harman, 1956). Pozdé&ji byl vyznam piikladan také enzymam, které s témito ¢asticemi souvisi
(Ames et al., 1993; Schriner et al., 2005).

Z hlediska zdroje oxidac¢niho stresu, mizeme dé€lit pivodce na reaktivni ¢astice dusiku
(reactive nitrogen species; RNS) a reaktivni ¢astice kysliku (reactive oxygen species, ROS; nékdy
také aktivni Castice kysliku — active oxygen species). Nejvyssi vyznam maji superoxidové
anionty, potazmo peroxid vodiku nebo hydroxylové radikaly (Neill et al., 2002a; Apel et Hirt,
2004; Yamakura et Kawasaki, 2010; Smékalova et al., 2014a).

3.4 Kyslikové radikaly

Reaktivni kyslikové radikaly (ROS) jsou charakteristické ptitomnosti jednoho nebo vice
neparovych elektroni na molekule kysliku. ROS primarné vznikaji Vvramci aerobniho
metabolismu, pfipadné konverzi diive vzniklych ROS diky ptitomnosti latek s antioxida¢nim
charakterem, jako jsou napiiklad ionty kovti nebo specifické enzymy (Baker et Orlandi, 1995;
Apel et Hirt, 2004; Asada, 2006; del Rio et al., 2006).

ROS jsou tvoteny predev§im diky aktivit¢ elektrontransportniho fetézce (dychaci
a fotosynteticky elektrontransportni fetézec) a jsou kontinualné produkovany v rozdilnych
metabolickych pochodech. Mechanizmus tvorby ROS se v jednotlivych organelach 1isi diky
kompartmentaci metabolickych procesti. Na formovani té€chto ¢astic ma pfimy vliv pfitomnost
molekuly O, (Cochemé et Murphy, 2008; Heyno et al., 2011; Kovac et al., 2015). Typicky se
jedna o peroxisomy (del Rio et Lopez-Huertas, 2016), ale ptedevsim mitochondrie (Gleason et
al., 2011), které jsou majoritni producent ROS. U rostlin na vyznamu nabyvaji také chloroplasty
(Robertson et al., 1995; Kale et al., 2017). Nespornou roli zastavaji ionty kovti (ptedevsim zeleza,
médi, manganu nebo zinku) jejichz redukéni potencial umoziuje tvorbu radikala — Haber-
Weissova reakce, Fentova reakce. Tyto reakce hraji vyznamnou roli nejen jako odklizeci

mechanismy, ale samoziejmé souvisi s konverzi na jiné ROS. Fentova reakce je spojena s tvorbou
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vysoce reaktivnich hydroxylovych radikali z peroxidu vodiku za p¥itomnosti Fe?* (Schieber et
Chandel, 2014). Z dtivodu aktivity iont kovii tedy hraji vyznamnou roli v antioxida¢ni obrané
i chelata¢ni latky (Ames et al., 1993).

Jejich produkce je radikalné zvySena po vystaveni organismu nepiiznivym podminkam
(Apel et Hirt, 2004), vznik je stimulovan abiotickymi faktory, jako napfiklad vysoka koncentrace
soli (Van Camp et al., 1996; Hossain et Dietz, 2016), sucho (Duan et al., 2009), zvySena intenzita
svétla (He et al., 2015), UV zafeni (de Jager et al., 2017), ionizujici zateni (Yamamori et al.,
2012) nebo chlad (McKersie et al., 1993; Zhang et al., 2016). Tyto faktory jsou obecné spjaty
s indukei exprese gent souvisejicich s odpovédi na ROS (Creissen et al., 1999; Desikan et al.,
2001). Mal¢é davky ROS stimuluji proliferaci (Mittler, 2017). Nadmérna produkce/pfitomnost
ROS muze vést k diive zminéné degradaci biopolymerd a nasledné k bunééné smrti (Hippeli et
Elstner, 1996; Creissen et al., 1999; Tsugane et al., 1999; Demidchik et al., 2003; Mhamdi et al.,
2010).

ROS nemaji jen negativni efekt, ale také maji vyznamnou roli jako signalni molekuly
(Rhee, 2006; Smékalova et al., 2014a). Piikladem muze byt schopnost ROS regulace/modulace
influxu Ca?" a effluxu K* iontd pies cytoplasmatickou membréanu rostlinnych bungk (Demidchik
et al.,, 2003). Jsou také zapojeny do drah zahrnujici fytohormonalni signalizaci, jmenovité
kyseliny abscisové (ABA; Whitaker et al., 2010) a giberelini (GA; Fath et al., 2001). Vyrazné
ovlivituji schopnost rostliny ¢elit nepfiznivym podminkam (Chen et al., 1996; Whitaker et al.,
2010). ROS oxiduji cysteinové a methioninové zbytky aminokyselin, ¢imz muze dojit ke zméné
konformace proteinti, typicky ke zméné aktivity enzymu. Tyto konformacni zmény jsou
mechanizmem, kterym ROS aktivuji, nebo inaktivuji signalni drahy (Apel et Hirt, 2004,
Yamakura et Kawasaki, 2010). ROS maji schopnost aktivace MAPK (Schieber et Chandel, 2014).

Dalsi ukazkou jejich vyznamu mtize byt vliv na proliferaci buné€k, ptipadnou deregulaci
tohoto procesu a naslednou tumorogenezi (Ames et al., 1993; Moshfegh et al., 2019). U Zivocicht
mohou vyvolat kardiovaskularni potize, onemocnéni imunitniho systému, dysfunkce mozku nebo
katarakt (Schieber et Chandel, 2014; Moshfegh et al., 2019).

V Zivych soustavach hraji roli nejen jako mediatory/signalni molekuly, ale také dochazi
k vyuziti oxidaénich mechanismi jako takovych (Demidchik et al., 2003; Mittler, 2017). K jejich
tvorbé dochazi po interakci rostliny s patogenem (virus, bakterie, houbové organismy; Apel et
Hirt, 2004). Kontrolovanou produkci ROS, oznafovanou jako oxidaéni vzplanuti (oxidative
rostliny. Toto posiluje schopnost rostlin, ale i zivo¢ichi, typicky spjato s buiikami imunitniho
systému (T-lymfocyty) a superoxidovymi radikaly, ¢elit infekci (Ames et al., 1993; Legendre et
al., 1993; Moshfegh et al., 2019).

Ukazuje se, ze miizeme mluvit o jisté hormezi ROS — nizs§i davka (bazalni stres) ma

pozitivni vlastnosti na organismus, jeho prospéch (Mhamdi et al., 2010; Huang et al., 2012;
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Schieber et Chandel, 2014; Agathokleous et al., 2019). Casto také nizké davky ROS poméhaji
ptekonat vystaveni organismu vy$$im davkam, které jsou bez prediazené aplikace letalni. Hladina

ROS je v8ak striktné regulovana antioxida¢nimi mechanismy (Apel et Hirt, 2004).

34.1 Zastupci reaktivnich kyslikovych radikali

Mezi nejvyznamnéj$i ROS patii superoxidové radikaly, peroxid vodiku, hydroxylové
radikaly a singletovy kyslik (Conklin et al., 1996; Mittler, 2017).

Vyznamnym problémem pfi studiu jednotlivych ¢astic je konverze vysoce reaktivnich
Castic na ¢astice méné reaktivni, coz také ¢ini jejich monitorovani obtizné (Apel et Hirt, 2004).

Zdrojem superoxidovych aniontti/radikala je xanthin oxidasa a NADPH oxidasa. Tyto
enzymy zapii¢ini transfer elektronu z redukéniho substratu na molekulu Oz, coz ma za nasledek
formovani superoxidového radikalu (Chen et Schopfer, 1999; Heyno et al., 2011). Konkrétni
funkce téchto ROS nejsou znamy, predevsim jsou uvazovany jako prekurzor pro peroxid vodiku.
Vyznamnym producentem jsou mitochondrie, konkrétné mitochondrialni komplex I (flavinova
prosteticka skupina) a komplex 11 (Murphy, 2009).

Superoxidové radikaly jsou rapidné dismutovany na peroxid vodiku enzymatickou
a neenzymatickou cestou (del Rio et al., 2006; Kukavica et al., 2009). Pravé odklizeni
superoxidového radikalu pomoci SOD miize vSak ve vysledku vyustit v navySeni koncentrace
hydroxylovych radikali (Kukavica et al., 2009). Obé zminéné ROS maji vyznamnou roli pii
funkci stomat (McAinsh et al., 1996). Zvyseni koncentrace superoxidovych radikald maze vést
ke vzniku peroxinitritu, ktery také muze zapficinit poSkozeni bunky (Speckmann et al., 2016;
Yamakura et Kawasaki, 2010).

Peroxid vodiku fadime mezi ROS, i kdyZ se charakterem nejedna o radikal, jelikoz se
ungj nevyskytuje neparovy elektron. Mezi jeho enzymatické zdroje fadime amino oxidasu
(Corpas et al., 2001) a SOD (produkt dismutace superoxidového radikalu; Pilon et al., 2011).
Jeho produkce je ptedev§im spojovana s peroxisomy (del Rio et Lopez-Huertas, 2016)
a fotorespiraci (Gleason et al., 2011). Mezi hlavni enzymy zapojené do metabolizmu peroxidu
vodiku patfi askorbat peroxidasa (Maruta et al., 2016), peroxidasy obecné (Sies, 2017), a katalasa
(CAT; Mhamdi et al., 2010). Cilené generovani peroxidu vodiku spolu s aktivaci MAPK
(AtMPK®6) predchédzi a doprovazi hypersenzitivni reakci, procesy spjaty s bunécnou smrti
(Kovtun et al., 2000; Yuasa et al., 2001; Ren et al., 2002).

Peroxid vodiku zptisobuje vyrazny oxidaéni stres, predevsim diky jeho relativné vysoké
stabilit¢ (Mhamdi et al., 2010; Miller et al., 2010). Jeho pienos pifes membranu probiha

prostiednictvim akvaporinti (Miller et al., 2010), muze v8ak dochazek i k difuzi (Bienert et al.,
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2006). Zprostiedkovava odpovéd na abioticky a bioticky stres (Neill et al., 2002b), ovliviiuje
expresi gent (Desikan et al., 2001), bunétny cyklus a je zapojen do signalizace pomoci
fytohormontl, napiiklad auxini (Kovtun et al., 2000; Joo et al., 2001). Ovliviiuje tvorbu
adventivnich kotenu (Takac et al., 2016a). Tranzientné¢ zvySena intercelularni koncentrace
peroxidu vodiku ovlivituje gravitropismus v kofenovych ¢astech rostlin (Joo et al., 2001; Neill et
al., 2002c).

Jako nejvice reaktivni ROS jsou povazovany hydroxylové radikaly, jejichz produkce je
ovlivnéna produkci ABA a GA (Schopfer et al., 2002; Richards et al., 2015) a koresponduje
s enzymy zapojenymi do produkce jejich prekurzor (Kukavica et al., 2009). Jako jejich
prekurzory povazujeme superoxidové radikaly a peroxid vodiku. Jejich produkci tedy vyrazné
ovliviiuji peroxidasy (Chen et Schopfer, 1999; Heyno et al., 2011), SOD a NADPH oxidasa
(Richards et al., 2015). Mozny je také vznik diky ionizujicimu zafeni — rozpadem molekuly vody
(YYamamori et al., 2012).

Hydroxylové radikaly jsou zapojeny do procesu souvisejicich s vyvojem bunééné stény
a jeji degradaci, ale také s bunéénym délenim. Degradace bunééné stény umoziuje naslednou
expanzi pletiv (Fry, 1998; Kukavica et al., 2009; Cohen et al., 2014) nebo abscisi rostlinnych
organti (Schopfer et al., 2002; Richards et al., 2015). Umoziuji nejen expanzi pletiv
maturovanych rostlin, ale ovliviiuji svou ¢innosti i proces kli¢eni (Miiller et al., 2009).

Negativni vliv hydroxylovych radikald lze demonstrovat na degradaci fotosystému Il

Vv prubéhu fotoinhibice (Kale et al., 2017).

3.5 Antioxida¢ni obrana

Cytostaticky az cytotoxicky vyznam ROS dal za vznik komplexni siti enzymatické
a neenzymatické obrany, ktera reguluje hladinu ROS, a tak zajist'uje jejich fyziologické funkce
(Apel et Hirt, 2004; Noctor et Foyer, 2016). Pokud dojde ke snizeni antioxida¢ni kapacity,
dochazi k narustu aktivity ROS (jejich produkce neni limitovana, vyskytuji se v nadbytku), tedy
ke zvyseni jejich negativniho efektu (Izawa et al., 1995). Mira komplexity antioxida¢ni obrany je
urcena odlisnostmi diky kompartmentalizaci, ale také riznou expresi antioxidacnich enzymu na
pletivové a organové trovni (Apel et Hirt, 2004; Noctor et Foyer, 2016). Dysfunkce antioxida¢ni
obrany miiZze vést k vytvoreni toxickych koncentraci ROS, oxidacnimu poskozeni biologickych
struktur a smrti postiZzené butiky (Izawa et al., 1995; Corpas et al., 2001).

Antioxida¢ni obranu mizeme délit na enzymatickou a neenzymatickou. Enzymatické

antioxidaéni obrané bude vénovana nasledujici kapitola. Obé skupiny antioxida¢ni obrany jsou
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vSak provazané a plati, Ze inkubace s prekursory vyrazné podporuje jejich syntézu, tedy zvySuje
antioxidaéni kapacitu (I1zawa et al., 1995; Apel et Hirt, 2004; Cohu et al., 2009).

Mezi prvky neenzymatické antioxidacni obrany patii latky jako glutathion (GSH),
flavonoidy, alkaloidy, vitamin E nebo karotenoidy (Conklin et al., 1996; Creissen et al., 1999;
Apel et Hirt, 2004). Vyznamna je také kyselina askorbova (L-askorbova, askorbaty, vitamin C),
ktera hraje roli v odklizeni volnych radikalt v rostlinnych ale i zivo¢isnych burikach (Conklin et
al., 1996; Kukavica et al., 2009). Vyznamnou roli hraje i vitamin D (de Jager et al., 2017).
Vyznam neenzymatické antioxidacni obrany demonstruji studie provedené na transgennich
rostlinach, které nadexprimuji geny, jejichz produkty jsou zodpoveédné za biosyntézu téchto
antioxidantd (naptiklad antokyanti). Tyto studie popisuji zvySenou odolnost vii¢i abiotickému

stresu (Xu et al., 2017).

3.5.1 Enzymaticka antioxidacni obrana

Enzymatickou obranu tvoii enzymy, které jsou svou aktivitou zodpovédné za udrzeni
homeostazy ve vztahu k oxida¢nimu stresu. To se tyka pfedev§im limitovani a determinace sily
oxida¢niho stresu. Exprese gend kodujici enzymy antioxidacni obrany je ovlivnéna pritomnosti
fytohormont, ale také dostupnosti zivin, i kdyz primarné jsou ovlivnény transkripénimi faktory,
které reguluji jejich expresi. Jejich transkripce je zintenzivnéna v podminkach stresu (Van
Breusegem et al., 1999; Fath et al., 2001; Yamasaki et al., 2009). V ramci této kapitoly je kladen
daraz na SOD, jelikoZ se jedna o proteiny, které jsou spjaty s tématem této prace. Dalsi enzymy
zapojené do antioxida¢ni obrany jsou uvedeny v Kapitole 3.4.1 Zastupci reaktivnich kyslikovych
radikala.

SOD jsou metaloenzymy, které dismutuji superoxidové radikaly na peroxid vodiku
a jejich klasifikace je zalozena na ptitomnosti daného kofaktoru — Cu,ZnSOD (CSD), FeSOD
(FSD) a MnSOD (Pilon et al., 2011). Z lokalizace mizeme soudit na vyznam izoformy pro
ochranu dané organely pied oxidaénim stresem. CSD se vyskytuje v cytosolu (CSD1), stromé
(CSD2) a peroxisomech (CSD3); FSD je spojovana S majoritnim vyskytem v chloroplastech
(FSD1, FSD2, FSD3), ale i cytoplasmé (FSD1); a MnSOD je lokalizovana v mitochondriich
a peroxisomech (viz obrazek 3; Van Camp et al., 1996; Kliebenstein et al., 1998; Myouga et al.,
2008; Huang et al., 2012; Kuo et al., 2013). Konkrétnim ptikladem prezervace miize byt obranna
funkce FSD pro chloroplasty, kde chrani fotosystém II pied jeho degradaci (Van Camp et al.,
1996). Lokalizace ovliviiuje zapojeni odlisnych izoforem do odpovédi na specificky stimul

(Kliebenstein et al., 1998).
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Obrazek 3: Lokalizace SOD izoforem (Van Camp et al., 1996; Kliebenstein et al., 1998; Myouga
et al., 2008; Huang et al., 2012; Kuo et al., 2013). Podle Pilon et al. (2011).

Podle fylogenetickych analyz se da soudit na pivod MnSOD a FSD v jednom
ancestralnim genu. CSD sekvencni/strukturni podobnost nesdili, coz ukazuje na odli$ny piivod.
Probéhla diverzifikace je spjata piredevsim s dostupnosti kysliku v pribéhu vyvoje atmosféry
(Alscher et al., 2002; Pilon et al., 2011). Strukturni podobnost umoziuje vyuziti Fe, nebo Mn
jako kofaktoru enzymaticky aktivnim proteinem. Majoritni rozdil mezi témito zminénymi
izoenzymy je predevsim v subcelularni lokalizaci (Alscher et al., 2002).

Transkripci gentt pro CSD limituje pfitomnost médi, ktera je jejim kofaktorem. Bylo
ukazano, ze nedostatek médi potlacuje expresi CSD1/2 ve snaze o zachovani funkéniho PC
(YYamasaki et al., 2007; Cohu et al., 2009). Takovéto jemné modulace je dosazeno diky popsanym
transkripénim faktorim, jako jsou napiiklad SPL (viz kapitola 3.1.3.1 AtSPL7) nebo
Cyanobacterial AbrB-like (CalA; Cohu et Pilon, 2007; Agervald et al., 2010). Pii porovnani
exprese CSD muzeme pozorovat relativné vySsi expresi CSD3 nez CSD1/2 (Xing et al., 2013).

Transkripce nebo aktivita SOD muze byt ovlivnéna také protein-proteinovymi
interakcemi (Van Camp et al. 1996). Zapojenymi proteiny mohou byt chaperonové proteiny, které
se vyznamné podili na posttranslaéni aktivaci SOD — copper chaperone for SOD1 (CCS) aktivuje
CSD1/2 v ptitomnosti O, potazmo superoxidového radikalu, dodanim kofaktoru (iont médi). To
umoznuje rychlou odpovéd’ na stimul diky aktivaci dostupnych prekurzord SOD (Brown et al.,
2004; Cohu et al., 2009; Huang et al., 2012). Exprese CCS je také ovlivnéna miR398 (Cohu et
al., 2009).

Aktivita je regulovéana i u dalSich SOD, jako je FSDI, kde je jeji aktivita ovlivnéna
interakei s chloroplast chaperonin 20 (CNP20; Kuo et al., 2013). V signaliza¢ni kaskadé MKKS5-
MPK3/6 jsou zahrnuty FSD2/3 v odpovédi na stres vyvolany pfitomnosti soli, jako naptiklad
NaCl. To ukazuje na odpovéd SOD na stres vyvolany odliSnymi zptisoby a poukazuje na
komplexnost jejich regulace (Xing et al., 2015).

Pozorovany byly i rizné posttranslacni modifikace jako fosforylace, nitrace (Spojena

s produkci RNS a oxida¢nim poskozenim) a S-glutathionylace (modifikace cysteinovych rezidui),

18



glykace nebo vySe zminéna inzerce katalytického kovu do apoSOD (CCS). Tyto modifikace
ovlivituji aktivitu téchto enzymu, pfipadné mohou SOD inaktivovat (Yamakura et Kawasaki,
2010). Mozné jsou i interakce mezi SOD, jako naptiklad FSD, které mohou tvofit dimery, nebo
tetramery (Alscher et al., 2002; Myouga et al., 2008).

CAT rozklada peroxid vodiku na molekulu vody a kysliku (Mhamdi et al., 2010).
Metabolizace H.O- je také umoznéna pfitomnosti askorbat peroxidasy (APX) nebo glutathion
peroxidasy (GPX; Apel et Hirt, 2004; Asada, 2006).

Zvysena exprese CAT je spjata s nastalym abiotickym/biotickym stresem (Tsugane et al.,
1999; Apel et Hirt, 2004) a hraje tak roli naptiklad pfti prezervaci bunééné stény pied aktivitou
peroxidu vodiku (Fry, 1998). ABA-indukovana exprese CAT (CAT1) je ovlivnéna drdhou
zahrnujici AtMKK1 a AtMPK6 (Xing et al., 2008). Piitomnost superoxidovych aniontt inhibuje
funkci katalasy, coz nastifiuje synergicky vztah mezi CAT a SOD (Kono et Fridovich; 1982; Cohu
et al., 2009).
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4.1

4.2

421

Material a metody

Biologicky material

Arabidopsis thaliana: ekotyp Columbia (Col-0), mutantni linie obsahujici T-
DNA inzerci v genech SPL1 (AT2G47070; SALK 134584 a SALK 058642)
aSPL7 (AT5G18830; SALK_093849). Semena byla ziskana z Nottingham
Arabidopsis Stock Center (Nottingham, Velka Britanie).

cDNA Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (Col-0), ze 14dennich rostlin
(velkoryse poskytnuto Mgr. Petrem Dvorakem)

Escherichia coli, One Shot TOP10 (Chemically Competent; Invitrogen;
C404010)

Vektor pGADT7 AD (Clontech Laboratories; 630442)

Vektor pGBKT?7 (Clontech Laboratories; 630443)

Vektor pGEM-T Easy-cDNA_SPL7 (Dvotak et Zeiner, nepublikovano)

Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Chemikalie

1-bromo-3-chloropropan (BCP; Sigma Aldrich; B9673).
Agarosa (Sigma Aldrich; A2576)

Alkalicka fosfatasa (Thermo Scientific; EF0654)
Ampicilin (Ampicillin sodium; Duchefa Biochemie; A0104.0025)
Pufr O, 10X (Thermo Scientific; BO5)

Pufr R, 10X (Thermo Scientific; BR5)

CutSmart Pufr, 10X (New England Biolabs; B7204S)
Deoxyribonukleotidy (dNTPs; 10 mmol-dm™)

D-glukosa (Sigma Aldrich; G8270)

DNA Gel Loading Dye, 6X (Thermo Scientific; R0611)
DNasa | (Invitrogen; 18047019)

DreamTaqg DNA polymerasa (Thermo Scientific; EP0701)
DreamTaq pufr, 10X (Thermo Scientific; EP0701)

EDTA (Sigma Aldrich; E5134)
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Ethanol p.a., 99,8% (v/Vv)

Gellan Gum (Alfa Aesar; Y28C036)

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific; SM1331)
Glycerol (Sigma Aldrich; G5516)

Hindlll (Thermo Scientific; ER0501)

Hydroxid draselny (Sigma Aldrich; 221473)

Hydroxid sodny (Sigma Aldrich; S8045)

Chlorid draselny (Sigma Aldrich; 60130)

Chlorid hotecnaty (Sigma Aldrich; M8266)

Chlorid sodny (Sigma Aldrich; S6191)

Isopropanol (Sigma Aldrich; 278475)

Kanamycin (Kanamycin monosulfate; Duchefa Biochemie; K0126.0025)
Kvasni¢ni extrakt (Sigma Aldrich; Y1625)

LB Broth (Miller; Sigma Aldrich; L3522)

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

MES (Duchefa Biochemie; M1503)

Midori Green Advance DNA/RNA stain (Nippon Genetics; MG04)
Murashige and Skoog médium (Duchefa Biochemie; M0221.0050)
Ndel (New England Biolabs; RO111L)

Ndel (Thermo Scientific; ER0581)

Oligo(dT)18 primer, 10 umol-dm

Primer, 10 umol-dm™ (sekvence specifikovany v kapitole 4.5 Metodika)
Reak¢éni pufr s MgCl, pro DNasu 1, 10X (Thermo Scientific; B43)
RNasin Ribonuclease inhibitor (Promega; N2111)

Sacharosa (Sigma Aldrich; S8501)

Sall (Thermo Scientific; ER0641)

Savo, 50% (v/v)

T4 DNA ligasa, LC (Thermo Scientific; EL0016)

T4 DNA Ligase pufr, 10X (Thermo Scientific; B69)

TAE, 1X

TRIzol Reagent (Invitrogen; 15596026)

Trypton (Sigma Aldrich; T9410)

UltraPure DNase/RNase-Free destilovana voda (Invitrogen; 10977015)
Xhol (New England Biolabs; R0146L)
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4.2.2 Soupravy

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

e M-MLYV reverzni transkriptasa (Invitrogen; M1705)

o NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (MACHEREY-NAGEL; 740609.250)
e Phire Plant Direct PCR Kit (Thermo Scientific; F130WH)

o QIlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN; 27106)

4.2.3 Roztoky a jejich priprava

% MS medium (1 litr):

Sacharosa 10¢g

MES lg

Murashige and Skoog médium 2,159

Gellan Gum 10g

Deionizovana voda (milliQ) doplnit do objemu 1 litr

pH 5,8 (hydroxid draselny)

Sterilizace autoklavovanim

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

TAE, 1X 100 ml
Agarosa 1lg
Midori Green Advance DNA/RNA stain 5ul

Ampicilin, 50 mg-ml*
Ampicilin 50 mg
Deionizovana voda (milliQ) 1ml

Sterilizace prefiltrovanim

Kanamycin, 50 mg-ml*
Kanamycin 50 mg
Deionizovana voda (milliQ) 1ml

Sterilizace prefiltrovanim
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SOC médium (1 litr):

Kvasni¢ni extrakt

Trypton

Chlorid sodny

Chlorid draselny

pH 7.5 (hydroxid sodny)
Sterilizace autoklavovanim
D-glukosa

Chlorid hotecnaty

Sterilizace prefiltrovanim

Tekuté LB médium (1 litr):

LB Broth (Miller)
Deionizovana voda (milliQ)
pH 7,2 (hydroxid sodny)

Sterilizace autoklavovanim

Tuhé LB médium

4.3

LB Broth s agarem (Miller)
Deionizovana voda (milliQ)

Sterilizace autoklavovanim

59
209
0,584 g
0,186 g

3649
0,952 g

259
11

409
11

Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

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

Gel Doc EZ Imager (BioRad; USA)

Laminarni box

Simplicity Water Purification System (Merk, Némecko)
PCR cykler T100 Thermal Cycler (BioRad; USA)

ScanSpeed 1730R (LaboGene; Déansko)

NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)

ThermoStat C (Eppendorf; Némecko)

UV vizualizator
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4.4

4.5

45.1

Seznam pouzitych programu a databazi

ApE (A plasmid editor, 8.5.2.0)

Arabidopsis Information Resource (TAIR; https://www.arabidopsis.org/)
ARAMEMNON (http://aramemnon.uni-koeln.de/)

ATTED-II (http://atted.jp/top_search.shtml#CoExSearch)

Blast2GO (BioBam Bioinformatics; Spain)

eFP browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cqi)

Group-based Prediction System 3.0 (GPS 3.0)

Image Lab (BioRad; USA)

PhosPhAt 3.0 (http://phosphat.uni-hohenheim.de/)

T-DNA Primer Design Tool (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html)

Simple Modular Architecture Research Tool (SMART; http://smart.embl-

heidelberg.de/)
The Eukaryotic Linear Motif (ELM; http://elm.eu.org/)

Metodika

Bioinformaticka charakterizace AtSPL

Pokud neni uvedeno jinak, byla dand analyza za pomoci dané¢ho softwaru provedena

s prednastavenymi (default) parametry. Sekvence analyzovanych proteini byly ziskany
z databaze TAIR (data ziskana 2. 11. 2017; Berardini et al., 2015).

4511

Pro praci se sekvencemi byl pouzit program ApE.

Bioinformaticka analyza expresnich profila

Analyza koexprese s cilovymi proteiny byla provedena pomoci ATTED-II (data ziskana

18. 11. 2017; Obayashi et al., 2018). Analyza exprese AtSPL v kofenech byla provedena pomoci
databaze eFP browser (data ziskana 26. 11. 2017; Root; Toufighi et al., 2005).
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45.1.2 Identifikace fosforylacnich mist spojena s analyzou

pritomnosti linearnich motivi

Predikce fosforylacnich mist byla provedena pomoci PhosPhAt 3.0 (data ziskana 25. 10.
2017; Zulawski et al., 2013) a GPS 3.0 (Xue et al., 2005).

Pro kvalitativni analyzu linearnich motivih AtSPL, respektive MAPK specifickych
dokovacich sekvenci, byla pouzita databaze ELM (data ziskana 12. 11. 2017; Dinkel et al., 2016).

4513 Identifikace pritomnych domén

Identifikace domén vV aminokyselinové sekvenci SPL byla provedena pomoci databaze

SMART (data ziskana 12. 2. 2018; Letunic et Bork, 2018).

45.14 Komplexni analyza AtSPL

Komplexni analyza (se zaméfenim na identifikaci proteinovych domén a lokalizaci) byla
provedena za pomoci Blast2GO (data ziskana 14. 2. 2018; Gotz et al., 2008) a databaze
ARAMEMNON (data ziskana 12. 11. 2017; Schwacke et al., 2003).

4.5.2 Povrchova sterilizace semen a jejich uchovani

Semena A. thaliana byla sterilizovana v laminarnim boxu v 1 ml 70% (v/v) ethanolu po
dobu 5 minut v 1,5ml mikrozkumavce. Obsah mikrozkumavky byl promichavan kyvavymi
pohyby. Po uplynuti 5 minut a sedimentaci semen byl 70% (v/v) ethanol odstranén a nahrazen
96% (v/v) ethanolem (1 ml). Opét byl obsah mikrozkumavky kyvavymi pohyby promichavan, po
uplynuti 1 minuty byl 96% (v/v) ethanol odpipetovan. Nasledovalo promyvani semen sterilni
deionizovanou vodou (5 promyti). Semena byla Vlaminarnim boxu rozprostfena pomoci

mikropipety na filtrani papir v Petriho misce. Sucha semena byla uchovéna v lednici pfi 4 °C.
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4.5.3 Vysev sterilnich semen

Sterilni semena byla pomoci paratka pienesena v laminarnim boxu z filtracniho papiru na
pevné 2MS médium v Petriho miskach. Nasledné byla semena ptes noc stratifikovana ve tmé pti
4 °C. Takto pfipravené misky Se semeny byly pfemistény do kultivaéni mistnosti, kde byla

kultivovana (22 °C, vertikalni poloha, denni reZzim: 16 hodin svétlo, 8 hodin tma).

454 Alelové specificka PCR (genotypovani)

Po 14 dnech kultivace in vitro byly misky s rostlinami pfemistény do laminarniho boxu
a z rostlin byly pomoci sterilni pinzety a niizek odebrany fragmenty listli o plose piiblizné 2 mm?,
Nastroje byly oSeteny 70% (v/v) ethanolem. Alternativné byl biologicky material odebran, opét
s pomoci 70% (v/v) ethanolem osetfenych nastroji (mezi odbéry jednotlivych vzorki), ex vitro
z rostlin péstovanych v kvétinacich se substratem.

Odnata cast listu byla bezprostiedné premisténa do mikrozkumavky, ktera obsahovala
30 pl extrakéniho pufru (Dilution Buffer; Phire Plant Direct PCR Kit). List byl mechanicky
rozdrcen pomoci 100ul $picky. Mikrozkumavka obsahujici homogenat byla ulozena 30 minut
v ledové tiisti. Takto ptipraveny vzorek DNA byl pouzit pro naslednou alelové specifickou PCR.

Reakce alelové specifické PCR byla piipravena podle tabulky 1, pouzité primery jsou
uvedeny v tabulce 2. Teplotni program je uveden v tabulce 3. Primery byly navrZeny za pomoci
programu T-DNA Primer Design Tool. LB (Left T-DNA Border) primer je shodny pro vSechny
linie. Oznaceni LP (Left genomic) a RP (Right genomic) primeru se shoduje s oznacenim linie,

pro kterou byl primer pouZit.

Tabulka 1: Reakéni smés pro alelové specifickou PCR. PCR byla provedena za pouziti Phire Plant
Direct PCR Kitu.

oncentrae ¥ 1 reakee

Phire Plant Tissue PCR pufr, 2X 1X 5,0

Phire Hot Start 11 DNA polymerasa 0,2

. 3 FW 0,5 pmol-dm™ 0,5
Primer, 10 pmol-dm 3

REV 0,5 wmol-dm 0,5

Deionizovana voda (milliQ) 3,5

DNA templat 0,3

Celkovy objem 10
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Tabulka 2: Sekvence pouzitych primert pro alelové specifickou PCR. LP — Left genomic Primer;
RP — Right genomic Primer; LB — Left T-DNA Border primer.

Primer

Sekvence (5' — 3")
Typ Nazev
LB LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
LP SALK 134584-LP AAAGCCCAGACCATAATGACC
RP SALK 134584-RP GGAAAAACTGACGTCCCCTAG
LP SALK_058642-LP CTGATGAACAACATGTGACCG
RP SALK_058642-RP TCTGGATCTCTTAGCCTGCTG
LP SALK _093849-LP TTGGAAATTCAAGCTGATTCG
RP SALK _093849-RP TCCACCTGTCAAAACCAAGAC

Tabulka 3: Teplotni program cycleru pro alelové specifickou PCR.

Krok cyklu Teplota [°C] Cas Cykli
Pocatec¢ni denaturace 98 5 min 1
Denaturace 98 5s

Annealing 63 5s 35
Extenze 72 23s

Finalni extenze 72 1 min 1

Po dokonceni PCR byla pro separaci amplifikovanych fragment pouZzita horizontalni
elektroforeticka separace v 1% (w/v) agarosovém gelu.

Podle ptitomnosti amplifikovanych fragmenti je umoznéno odliSeni jednotlivych
genotypu na zakladé kombinace pouzitych primerti oznacenych LP, RP a LB primer. Schématické
vyhodnoceni je ukazano v tabulce 4. Sekvence jednotlivych primerid odlisnych SALK linii se lisi,
jejich obecné znaceni je vSak zachovano.

Predpokladana velikost fragmentt pro primery LP+RP: (i) 1093 bp (SALK _134584); (ii)
1067 bp (SALK 058642), a (iii) 1188 bp (SALK 093849). Velikost produktlii LB+RP neni

uvedena z divodu nejisté polohy inzerce.
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Tabulka 4: Schématické zobrazeni vyhodnoceni PCR pii selekci T-DNA mutantnich linii
selektovanych pomoci alelové specifické PCR. Kombinace/ptitomnost PCR produktu urcuje
genotyp jedince (v ramci zkoumaného genu). LP — Left genomic Primer; RP — Right genomic
Primer; LB — Left T-DNA Border primer; X — ptitomnost PCR produktu pti amplifikaci za vyuziti
dané kombinace primert. Col-0 — divy typ.

Kombinace primeri

Genotyp

LP+RP LB+RP
T-DNA homozygotni X
Heterozygotni X X
Col-0 X
4.5.5 Horizontalni elektroforeticka separace v agarosovém gelu

Pokud neni uvedeno jinak, elektroforeticka separace probehla za shodnych podminek.
Pro separaci byl vyuzit 1% (w/v) agarosovy gel. Jako marker relativni molekulové hmotnosti byl
pouzit GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (3 pl).

Pipetovany objem vzorkt byl smichan s adekvatnim mnozstvim DNA Gel Loading Dye,
6X. U alelové specifické PCR bylo tedy smichano 10 ul PCR produktu s 2 pl DNA Gel Loading
Dye, 6X.

Elektroforeticka separace probihala 30 minut, 100 V.

Vizualizace byla provedena pomoci dokumentacni jednotky.

4.5.6 Reverzni transkripce spojena s polymerasovou retézovou
reakci (RT-PCR)

456.1 Izolace celkové RNA

Koften/pryt z deseti 14dennich rostlin byl homogenizovan v tfeci misce za pomoci tloucku
a tekutého dusiku. Tteci miska, tloucek, ale i pracovni plocha byly pfed pouzitim oSetfeny 70%
(v/v) ethanolem a 50% (v/v) roztokem Sava pro zabranéni nezadouci kontaminace/degradace
izolatu.

Homogenat byl kvantitativn¢ pfeveden do 1,5ml mikrozkumavek a prevrstven 800 ul
TRIzol Reagentu. Obsah mikrozkumavky byl pec¢livé promichan a inkubovan 5 minut v ledové

t¥isti. Po uplynuti doby inkubace byla provedena centrifugace (14000 g, 10 minut, 4 °C).
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Supernatant byl pienesen do nové 1,5ml mikrozkumavky, kde prob&hlo jeho smichani s 80 ul
BCP. Po energickém promichani (vifiva tfepacka) nasledovala inkubace (10 minut, ledova tiist).

Pro ziskani vodné faze byla smés centrifugovana (14000 g, 10 minut, 4 °C) a nasledné
byla zminéna vodna faze ptenesena do nové 1,5ml mikrozkumavky. K vodné fazi byl pfidan
100% isopropanol v poméru 1:0,7 (vodna faze:isopropanol) a cely objem byl promichan za

pomoci pipety (specifické pipetované objemy jsou uvedeny v tabulce 5).

Tabulka 5: Mnozstvi odebrané vodné faze pii izolaci RNA pomoci TRIzol Reagent a objem
pridaného isopropanolu.

Vzorek Objem vodného roztoku [pl] Objem piidaného isopropanolu [pl]
1R 355 248,5

1S 290 203

3R 320 224

3S 315 220,5

5R 310 217

5S 295 206,5

Byla provedena inkubace (5 minut, ledova tfist). Po nasledné centrifugaci (14000 g,
10 minut, 4 °C) byl supernatant odpipetovan a ziskany pelet pfevrstven 1 ml 75% (v/v) ethanolu.
Poklepem na mikrozkumavku bylo docileno oddé€leni peletu od mikrozkumavky. Takto
ptipraveny vzorek byl inkubovan 1 hodinu v ledové tiisti.

Po uplynuti inkubace byl vzorek centrifugovan (10 minut, 7500 g, 4 °C), supernatant byl
odebran a zbyly pelet vysuSen (digestof, 2 hodiny, ledova tfist). VysuSeny pelet byl
rozsuspendovan v 30 pl destilované vody s deklarovanou nulovou aktivitou RNas (UltraPure
DNase/RNase-Free destilovana voda). Takto pfipravené vzorky byly inkubovany 30 minut

Vv ledové tristi a zamrazeny (-80 °C).

4.5.6.2 Odstranéni nezadouci zbytkové DNA

Koncentrace vySe ptipravenych vzorkl byla upraven na 200 ng-ul? (destilovana voda
s deklarovanou nulovou aktivitou RNas). Odstranéni nezadouci DNA bylo provedeno pomoci
DNasy | (40 minut, 37 °C; viz tabulka 6).
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Tabulka 6: Reakce pro odstranéni nezadouci zbytkové DNA pomoci DNasy I v procesu izolace
celkové RNA pro RT-PCR.

zgrsl::eeil:zrlace V Ireakee [u]
Reakéni pufr s MgCl, pro DNasu I, 10X 1X 2
DNasa I, 1U-pI" 2U 2
Izolt, 200 ng-pl™ 2000 ng 10
Deionizovana voda (milliQ) 6

Celkovy objem 20

Po inkubaci byly ke vzorkiim piidany 2 ul 50mmol-dm™ roztoku EDTA. Nésledovala
inkubace (10 minut, 70 °C). Takto pfipravené vzorky byly zamrazeny (-80 °C).

45.6.3 Reverzni transkripce

Piepis do komplementarni DNA (cDNA) byl proveden podle tabulky 7. Do 0,2ml
mikrozkumavky byla napipetovana reakce 1 a obsah mikrozkumavky byl inkubovan
v termocycleru (10 minut, 70 °C, 75 °C teplota vika). Po uplynuti inkubaéni doby byla
mikrozkumavka piemisténa do ledové ttisté a k reakci 1 byla pfipipetovana reakce 2. Nasledna
syntéza cDNA byla provedena za danych podminek (3 hodiny, 42 °C, 45 °C viko) V jiz dfive

pouzitém termocycleru.

Tabulka 7: Reakce 1 a 2 pro piepis RNA do ¢cDNA pfi procesu RT-PCR.

Vysledna
koncentrace V 1 reakee [u]
Oligo(dT)18 primer, 10 pmol-dm™ 0,5
Reakce 1 , 1
(10 i) Izolat RNA 25 ng-pl 50
Deionizovana voda (milliQ) 45
First Strand Pufr, 5X 1X 4,0
RNasin Ribonuclease inhibitor 04
Reakce 2 M-MLV it Kript 0,4
(10 Iy - reverzni transkriptasa ,
dNTPs, 10 mmol-dm™ 0,5 mmol-dm™ 1,0
Deionizovana voda (milliQ) 42
Celkovy objem 20
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Pro inaktivaci reverzni transkriptasy byl ziskany transkript inkubovan v dfive pouzitém
termocycleru (10 minut, 70 °C, 75 °C viko).
Finalni transkript (20 pl) byl nafedén 60 ul destilované vody s deklarovanou nulovou

aktivitou RNas.

4.5.6.4 PCR amplifikace cDNA templatu

Po provedeni reverzni transkripce byla provedena PCR, nejdiive kontrolni PCR pro
elongacni faktor la (EF/a) a nasledné pro zjisténi pritomnosti transkriptu SPL1 (pro obé linie).
Reakce byly provedeny podle tabulky 8, pfi nastavenych parametrech termocycleru, které jsou
uvedeny v tabulce 9. Sekvence pouzitych primerd jsou uvedeny v tabulce 10. Primery byly
navrzeny, aby spliovaly podminku exon-exon junction, tato podminka je splnéna u reverse
primerd.

Amplifikované fragmenty byly vyhodnoceny (viz 4.5.5 Horizontalni elektroforeticka
separace v agarosovém gelu).

Ocekavana velikost fragmentd pro primery: (i) SQ1-RT-Fwd-1/SQ1-RT-Rev-1 — 612 bp;
(if) SQ1-RT-Fwd-2/SQ1-RT-Rev-2 — 672 bp; (iii) SQ1-RT-Fwd-4/SQ1-RT-Rev-4 — 1281 bp;
(iv) SQ1-RT-Fwd-5/SQ1-RT-Rev-5 — 1279 bp; (v) SQ1-RT-Fwd-1/ SQ1-RT-Rev-4 — 2367 bp;
a (iv) SQ1-RT-Fwd-2/ SQ1-RT-Rev-4 — 2440 bp. Pro EFlo,_F/EFlo_R — 836 bp.

Tabulka 8: Reakce PCR pii amplifikaci cDNA templatu v ramci provedeni RT-PCR.

oncentrace ¥ 1 reakee

DreamTaq pufr, 10X 1 1,50

Deionizovana voda (milliQ) 8,45

) 3 FW 0,5 pmol-dm™ 0,75
Primer, 10 pmol-dm

REV 0,5 pmol-dm™ 0,75

dNTPs, 10 mmol-dm™ 200 pmol-dm™ 0,30

DreamTaq DNA polymerasa 0,25

cDNA templat 3,00

Celkovy objem 15
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Tabulka 9: Teplotni program termocycleru pii PCR amplifikaci cDNA templatu pro zjisténi
prezence transkriptu EF 1o a SPLL.

v

Krok cyklu Teplota [°C] Cas Cykla
Podateéni denaturace 95 3 min 1
Denaturace 95 30s

] Pro SPL1 51
Annealing 30s 35

Pro EFla 58

Extenze 72 1 min
Finalni extenze 72 15 min 1

Tabulka 10: Primery pouzité pti PCR amplifikaci fragmentd cDNA v metodé RT-PCR. FW —
forward primer; REV — reverse primer.

Primer

Sekvence (5' — 3")
Typ  Nazev
FW EFla_F GATGCCACCACCCCCAAATA
REV  EFla R TTGGGTCCTTCTTGTCCACG
FW SQ1-RT-Fwd-1 GGCATCTGTGTTTGGCTTACA
REV  SQ1-RT-Rev-1 ACTCCTGAAGAAGATGGAACCTAC
FW SQ1-RT-Fwd-2 GTCTCTGTTGCGTTCAAGAGC
REV  SQ1-RT-Rev-2 ATGGAACCTACTACATTGCTGACA
FW SQ1-RT-Fwd-4 CGAATCCAGCGACCAGTTCT
REV  SQ1-RT-Rev-4 CAATCCCCACCATTGCAGGA
FW SQ1-RT-Fwd-5 ACGAATCCAGCGACCAGTTC
REV  SQ1-RT-Rev-5 TCCCCACCATTGCAGGATCT
4.5.7 Subklonovani cDNA SPL7 do plazmidi pGADT7 AD

apGBDT7/

45.7.1 Amplifikace cDNA SPL7

Diive klonovana cDNA genu SPL7 (Dvofdk et Zeiner, nepublikovano) byla
amplifikovana pomoci M 13 primerti z pPGEM-T Easy-cDNA_SPL7. PCR probéhla za podminek
uvedenych v tabulce 11 a 12.
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Tabulka 11: Reakce PCR pro amplifikaci cDNA SPL7 pomoci M 13 primert pro subklonovani do
danych vektort.

ongentracs ¥ 1 Teakee ul
iProof HF pufr, 5X 1 5,0
dNTPs, 10 mmol-dm™ 200 pmol-dm™ 1,0
) 3 FW 0,5 pmol-dm™ 25

Primer, 10 pmol-dm 3

REV 0,5 wmol-dm 2,5
iProof High Fidelity DNA polymerasa 1 0,5
Deionizovana voda (milliQ) X
c¢DNA templat y
Celkovy objem 50

Tabulka 12: Teplotni program PCR cycleru pti amplifikaci CDNA SPL7 z rodi¢ovského vektoru.

Krok cyklu Teplota [°C] Cas Cykla
Pocate¢ni denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 5s

Annealing 60 10s 35
Extenze 72 70s

Finalni extenze 72 10 min 1

Sekvence pouzitych M13 primeru je uvedena v tabulce 13.

Tabulka 13: Sekvence pouzitych M13 primert pii amplifikaci CDONA SPL7 pro nasledné
subklonovani. FW — forward primer; REV — reverse primer.

Primer
Sekvence (5' — 3")
Typ  Nazev
REV M13 REV CAGGAAACAGCTATGACC
FW M13_FWD TGTAAAACGACGGCCAGT

Amplifikované fragmenty byly separovany a vizualizovany (viz 4.5.5 Horizontalni
elektroforeticka separace v agarosovém gelu).

Za pomoci UV vizualizatoru byly fragmenty vizualizovany a patficné vyfezany
skalpelem pro izolaci DNA pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu (DNA extraction

from agarose gels).
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45.7.2 Izolace amplifikované DNA

Izolace amplifikované DNA byla provedena podle navodu poskytnutého vyrobcem
S drobnymi zménami (viz nize).

K vyfezanému gelu (2ml mikrozkumavka) byl ptidan NTI pufr v poméru 200 pl NTI
pufru na 100 mg gelu. Mikrozkumavka byla nasledné vlozena do termobloku (5-10 minut,
respektive do rozpusténi gelu; 50 °C). Obsah mikrozkumavky byl dikladné promichan.

700 pl roztoku bylo ptfepipetovano na kolonu umisténou v prilozené sbérné zkumavce
anasledné¢ centrifugovano (30 sekund, 11000 g). Eluat byl opét nanesen na kolonu
a centrifugovan (stejné parametry). Totéz bylo provedeno jesté jednou.

Stejny postup byl proveden i pro piipadny zbytek smési rozpusténého gelu a NTI pufru.

Na kolonu bylo napipetovano 700 pl NT3 pufru. Centrifugace opét probéhla za vyse
uvedenych podminek. Membrana kolony byla vysus$ena centrifugaci (1 minuta, 11000 g).

Eluce DNA byla provedena 30 pl deionizované vody (milliQ). Po 1 minuté inkubace
membrany S nanesenou deionizovanou vodou byla kolona umisténa do cisté 1,5ml
mikrozkumavky a obsah centrifugovan (1 minuta, 11000 g). Po centrifugaci byl eluat znovu
nanesen na kolonu a centrifugovan. Toto bylo provedeno jesté jednou.

Vyse uvedené znovu nanaseni eluatu bylo zarazeno do postupu pro maximalizaci vytézku
DNA.

Izolovana DNA byla uchovana pii -20 °C.

45.7.3 Enzymatické Stépeni pomoci dvou endonukleas

Stépeni izolované DNA a cilového vektoru pro ziskani lepivych koncti bylo dosazeno
pomoci dvou restrikénich endonukleas (double digest; viz tabulka 14 a 15). Stépeni probihalo
v termostatu (37 °C) pies noc. Odlisné enzymy byly pouzity kvili odlisnym specifikim danych
vektorii. Enzymy rozdilnych vyrobcl byly pouzity z divodu vyhodnéjSich parametr reakce
(Stépeni).

Po uplynuti doby stanovené pro enzymatickou reakci byla k vektoriim ptidana alkalicka
fosfatasa (1 pl). Nasledovala inkubace (1 hodina, 37 °C). Restrikci vzniklé fragmenty byly
izolovany pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu (PCR clean-up). K ziskanému vzorku
byla ptidana deionizovana voda (milliQ) pro dosazeni finalniho objemu 50 pl (minimalni objem
vzorku pfi pouziti soupravy). Takto pfipravené vzorky byly smichany s NTI pufrem v poméru
1:2, bylo tedy pfidano 100 pl NTI pufru.
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Tabulka 14: Reakéni smés pro §tépeni izolované DNA a cilového vektoru pomoci dvou zvolenych
enzymi. ! — pouzity pufr pro enzym Ndel a Xhol; 2 — pufr pouzity pro kombinaci enzymua Ndel
a Sall.

oncentrace Y 1 reakee
Nde I 1
Sal I, nebo Xhol 1
CutSmart pufr, 10X, nebo Pufr O, 10X 1X 2
DNA 500-1000 ng X
Deionizovana voda (milliQ) y
Celkovy objem 20

Tabulka 15: Pouzita restrikéni smés pro §tépeni substratu za pouziti dvou odlisnych endonukleas.
Uvedena koncentrace pouzitého inzertu a plasmidu.

Pro vektor
pGBDT7 pGADT7 AD
Nde | Nde |
Enzym
Sall Xho'l
Pufr Pufr O, 10X CutSmart pufr, 10X
Templat Plasmid Templat Plasmid

Vul 17 5 17 5
DNA [ul]

Koncentrace [ng~ul‘1] 157,6 4133 1319 4155
Deionizovana voda (milliQ) 0 12 0 12
[ud]

Nasledoval postup izolace shodny s vySe uvedenym (viz 4.5.7.2 Izolace amplifikované
DNA).

45.7.4 Ligace fragmenti DNA

Ligace pomoci T4 DNA ligasy byla provedena pies noc (4 °C) podle tabulky 16.
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Tabulka 16: Reakéni smés pro ligaci (T4 DNA ligasa) lepivych koncl enzymaticky pfipravenych
produktii §tépeni pomoci dvou zvolenych endonuklas. ! — V poméru 1:1 a 5:1 k linearizovanému
vektoru.

oncentrace ¥ 1 reakee ul
Linearizovany vektor 20-100 ng X
Insert DNA" y
T4 DNA Ligasa 1U 1
T4 DNA Ligase pufr 1X 2
Deionizovana voda (milliQ) z
Celkovy objem 20

Pro vypocet adekvatniho mnozstvi DNA ku linearizovanému vektoru byla pouzita

rovnice:
velikost insertu [kb] hmotnost vektoru [ng] = oy .
VelikOSt insertu [kb] motnost vektoru ng = MNnozstvl Insertu [l’lg]
4575 Transformace

Kompetentni bunky Escherichia coli, One Shot TOP10 byly transformovany teplotnim
Sokem.

K 50 ul pozadovanych bunék Escherichia coli, One Shot TOP10 v 1,5ml mikrozkumavce
bylo piidano 6 ul daného plasmidu potencialn€ nesouciho cDNA SPL7.

Smées byla inkubovana 30 minut v ledové tfisti a nasledné umisténa na 60 sekund do
termobloku (42 °C). Po uplynuti 60 sekund byla mikrozkumavka pfemisténa do ledové tfisté. Po
2-3 minutach inkubace v ledové tfisti bylo k bunétné suspenzi piidano 300 ul SOC média.

Nasledovala inkubace (1 hodina, 37 °C).

45.7.6 Kultivace bakterialnich kultur

Pevné LB médium bylo pomoci mikrovinné trouby rozehtato. Po snizeni teploty, na

adekvatni hodnotu, byla do média piidana antibiotika. Vysledna koncentrace antibiotika v médiu
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byla 50 ng-ml. Antibiotikum bylo voleno podle rezistence specifického vektoru: pPGADT7 AD
(Amp) — ampicilin; pGBKT7 (Kan) — kanamycin.

Bakterialni suspenze byla sterilni hokejkou v lamindrnim boxu rozetfena na pfipravené
Petriho misky ve dvou rozdilnych mnozstvich: 100 pl a 200 pl bakterialni suspenze na Petriho
misku.

Bakterie byly kultivovany pies noc (37 °C). Petriho misky s koloniemi/bakteriemi byly
nasledné uloZeny do lednice (4 °C; dlouhodobé uchovani).

Narostlé kolonie (bakterie potencialné nesouci pozadovany inzert) byly pteneseny
sterilnim péaratkem do tekutého LB media. Nasledovala kultivace (pfes noc, 37 °C; 50 pg-ml*
antibiotika). Bakterialni suspenze byla pouzita pro izolaci plasmidové DNA a piipadné

alikvotovani pozitivnich bakterii — dlouhodobé uchovani v 25% (v/v) glycerolu pii -80 °C.

4.5.7.7 Izolace plasmidové DNA

Izolace plasmidové DNA bylo dosazeno pomoci soupravy QIAprep Spin Miniprep Kit.

5 ml kultivované (pfes noc) bakterialni kultury bylo centrifugovano (postupné v 2ml
mikrozkumavce; 8000 g, laboratorni teplota). Pelet byl rozsuspendovan ve 250 ul P1 pufru
pomoci vifivé tfepaCky. K bakterialni suspenzi bylo pfidano 250 ul P2 pufru a cely obsah
mikrozkumavky byl promichan 4-6 otoCenimi mikrozkumavky. Lyze bun¢k neptekrocila
5 minut, byla ukonéena ptidanim 350 pl N3 pufru.

Pfipravend suspenze byla centrifugovana (20 minut, 18000 g, 4 °C) a supernatant byl
kvantitativné ptreveden na QIAprep kolonu. Kolona (jeji obsah) umisténd ve sbérné
mikrozkumavce byla centrifugovana (1 minuta, 18000 g). Eluat byl dvakrat nanesen na kolonu
a centrifugovan za stejnych podminek.

Kolona byla promyta 750 pl PE pufru a membrana nasledné vysuSena centrifugaci
(1 minuta, 18000 g, 4 °C).

Eluce navazané DNA probéhla stejnym zptisobem jako dfive.

45.7.8 Restrikce a vizualizace plasmidové DNA pro ovéreni

uspéSného klonovani

Pro ovéfeni tuspé$nosti klonovani byl vyuzit enzym Hindlll. Restrikce izolované

plasmidové DNA byla provedena za nize uvedenych podminek (viz tabulka 17; 1 hodina, 37 °C).
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Tabulka 17: Parametry enzymatické reakce pii vyuziti enzymu Hindlll pro §tépeni izolované
plasmidové DNA pfii ovéfeni tispéSnosti klonovani CONA SPL7.

oncentrace ¥ 1reakee ful
Hind 111 1
Pufr R, 10X 1X 2
DNA 200-500 ng X
Deionizovana voda (milliQ) y

Celkovy objem 20

10 pl vysledné smési fragmentt DNA bylo separovano (viz 4.5.5 Horizontalni
elektroforeticka separace v agarosovém gelu). Oéekavana velikost fragmentt vzniklych §t€penim
Hindlll: (i) 7187 a 3201 bp ()GADT7 AD-cDNA_SPL7); a (ii) 4937, 3297 a 1498 bp (pGBKT7-
cDNA_SPL7). Velikost fragment po restrikci vektoru: (i) 7187 a 800 bp (pGADT7 AD);
a (ii) 4937, 1498 a 868 bp (pGBDTY7).
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3) Vysledky

51 Bioinformaticka charakterizace AtSPL

Cilem bioinformatické analyzy byla predikce izoforem SPL, které maji nejvétsi
predpoklady pro interakci s MAPK a fosforylaci pomoci MAPK. Dalsim cilem bylo odhaleni
SPL, které maji nejveétsi predpoklad pro regulaci transkripce FSD1.

5.1.1 Bioinformaticka analyza koexprimovanych gent

Pomoci ATTED-II jsme hledali mozné koexprimované geny s MPK3/6 a FSD1. Jako
vyznamné byly povazovany geny kodujici proteiny se spojitosti s oxidacnim stresem, predevsim
geny pro transkripéni faktory, které by mohly mit pfipadnou souvislost s regulaci FSD1. Za
vyznamné jsme povazovali takové, které se umistily na prvnich dvaceti mistech CoexSearch
seznamu (vysledky uvedeny v pfiloze 1). Za vyznamny vysledek zde povaZzujeme zjisténi
koexprimovaného genu SPL1 pii MPK3 a FSD1, coz by mohlo ukazovat na jistou souvislost
S témito proteiny.

Ziskané proteiny (vysledek analyzy koexprese MPK3 a FSD1) jsme zpracovali pomoci
GPS 3.0. Sefazenim podle piitazeného skore jsme ziskali informace o mozné fosforylaci pomoci
MAPK. | zde se vramci prvnich 20 pozic objevila SPL1 (viz pfiloha 2). Ziskali jsme tedy
informace o moZzném vztahu SPL1, pravdépodobné i blizké SPLI12 (koexprimovana,
nepublikovano), oxida¢nim stresu a MPK3.

Dalsi analyzy se nezamétovaly vSak jen na SPL1, ale celkové na SPL proteiny.

51.2 Predikce fosforylace

Cilem bioinformatické analyzy pomoci PhosPhAt 3.0 bylo zjistit, zda vSechny SPL
proteiny spliuji kritéria pro fosforylaci MAPK. Vsechny SPL obsahuji v aminokyselinové
sekvenci fosforylacni mista, pricemz 3 fosfopeptidy byly i experimentalné potvrzeny. Fosforylace
AtSPL8 a AtSPL9 byla uvedena jako experimentalné pozorovana za podminek ionizujiciho
zateni a AtSPL14 v prostiedi se zvySenou koncentraci xylasy (Zulawski et al., 2013; viz ptiloha
3).
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Druhym kritériem pro moznou fosforylaci pomoci MAPK je pifitomnost MAPK
specifického fosforylaéniho mista anotovana GPS 3.0. Software pritadil ke kazdému
fosforylacnimu mistu skore, které urci pravdépodobnost fosforylace danou kinasou.

Na zaklad¢ dat ziskanych z obou zminénych programu jsme vyiadili AtSPL3/4/5/6/16
mimo oblast primarniho zajmu, jelikoz nespliiovaly nami uréeny parametr — prokazat pomoci in
silico analyzy, pomoci obou programi, moznost byt substratem pro MAPK. U vSech
aminokyselinovych sekvenci SPL vSak byla pomoci téchto programli mozna interakce, zminéné
sekvence vSak nevykazovaly ptekryv ziskanych dat.

Pozice MAPK specifickych fosfopeptidii v aminokyselinové sekvenci se na zakladé
vysledki neda generalizovat a je spojena piedevsim s piibuznosti jednotlivych zastupci. Nebyla
nalezena vyznamna spojitost s SBP doménou a interakci s MAPK a je tedy mozné, ze ne vSechny
proteiny musi nutné s MAPK interagovat. To by vSak neznamenala ani predikovana interakce
v ramci SBP domény. Nebyla tedy odhalena konkrétni vzajemna poloha téchto peptidi a SBP
domény. Z funkce SBP domény, jako DNA interagujici domény, se vSak da soudit o jeji expozici
jinym molekulam. Nebyl predikovan ani vyznamny vztah s ANK.

Spolu s EML a lokalizaci MAPK specifickych dokovacich sekvenci tak bylo docileno
ziskani dat o mozné fosforylaci, o mozné interakci obou skupin proteint, a tedy mozném zahrnuti
v ramci jedné signalizacni drahy. Ziskana data jsou uvedena v piiloze 4.

Dalsi analyzy se zamétovaly pfedevSsim na obecnou charakterizaci celé proteinové

rodiny.

5.1.3 Bioinformatické hodnoceni genové exprese

Pro porovnani exprese jednotlivych SPL jsme pouzili databazi eFP browser. Data
0 expresi jsme zpracovali a sefadili pletiva (za danych podminek) podle primérné hodnoty
exprese vSech AtSPL (vyznam smérodatné odchylky byl zanedban).

Ze ziskanych dat se za nejvice exprimovany da povazovat SPL1 (viz graf 1), vysoka
uroven exprese je vSak pozorovana i u SPL7/12/13/14. To (ve spojitosti s dal§imi analyzami, viz
5.1.4 Identifikace ptfitomnych domén) nastifiuje moznou redundanci, nebo velice podobnou

funkci ptibuznych SPL1/12/14 proteint.
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Graf 2: Hodnoty exprese MPK3/6 v kotenovych pletivech ziskané z databaze eFP browser (pro
primérnou pfifazenou hodnotu exprese vétsi nez 900). Sefazeno podle primémé hodnoty
exprese.

5.14 Identifikace pritomnych domén

Zjisténi pritomnosti domén Vv aminokyselinové sekvenci SPL proteinii jsme provedli
pomoci SMART, ktery se ukazal jako lep$im nastrojem pro tyto ti€ely nez Blast2GO, ktery nebyl
schopen anotovat vSechny sekvence (AtSPL2/16 anotovany nebyly). Ziskana data vsak byla
shodna: (i) byla identifikovana SBP doména, kterd je charakteristickou pro tyto transkripcni
faktory; a (ii) vyskyt ANK domény byl shodny v rdmci malé skupiny SPL. Tato skupina obsahuje
AtSPL1/12/14/16, sekvencné velice podobné zastupce. Byla identifikovana pfitomnost
transmembranovych domén (SMART, ale také ELM) a to u AtSPL1/7/12/14/16 (viz ptiloha 4).
Moznou spojitost s cytoplasmatickou membranou potvrdil vSak i Blast2GO ve spojitosti s anotaci

bunééné lokalizace (gene ontology annotation pro parametr ,,bunéény kompartment*). Proteiniim
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AtSPL7/14 byla piifazena anotace ,,membrana“ (soucast membrany, plasmatickd membrana,
vnitini/integralni komponenta membrany).

Lokalizace (Aramemnon, Blast2GO) potvrdila také AtSPL jako transkripéni faktory, diky
popsané lokalizaci vjadie (ureno na zakladé Score — AramLocCon; viz tabulka 18).
U AtSPL2/7/9/12/13/15 byla anotovana i lokalizace v chloroplastech. V tabulce 18 jsou
poskytnuty udaje o pfitazeném skore — Score (AramLocCon — konsensualni predikce subcelularni

lokalizace), kde vyssi skore vyjadiuje vyssi spolehlivost predikce.

Tabulka 18: Udaje o topologii SPL ziskané pomoci databaze Aramemnon. Score (AramLocCon
— konsensualni predikce subcelularni lokalizace); AGI — databazové Cislo.

AtSPL Topologie (Aramemnon)

AGI Jmémo Jadro Sekre¢ni drahy  Chloroplast
At2G47070  AtSPL1 17,70 2,30 -0,10
At5G43270  AtSPL2 18,40 1,90 1,00

At5G18830 AtSPL7 13,20 0,20 1,20

At1g02065  AtSPL8 B 13,40 0,90 0,20

AL2g42200  AtSPL9 g 1340 -1,30 340

At1g27370  AtSPL10 § 18,20 0,60 0,10
At1g27360  AtSPL11 < 18,20 0,40 0,20

At3G60030  AtSPL12 % 17,40 2,10 1,00

At5G50570  AtSPL13 @ 18,00 0,50 2,70

At1g20980  AtSPL14 13,20 -0,60 -0,10
At3g57920  AtSPL15 11,90 0,10 9,70

Atlg76580  AtSPL16 16,50 0,40 -1,00

Tyto informace jsme vyuzili pro vybér SPL1 pro laboratorni analyzy. Jako druha SPL pro
naSe experimenty byla vybrana SPL7, to predev§im na zakladé literarni reSerSe a splnéni

podminek mozné fosforylace, ktera byla predikovana.
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5.2 Selekce mutantnich linii Arabidopsis thaliana s T-DNA

inzerci v genu SPL1

521 Alelové specificka PCR

Pomoci databaze byly vybrany 2 vhodné SALK linie (SALK_058642 a SALK_134584).
Zkazdé zlinii bylo vyseto 9 semen. Na zakladé provedené alelové specifické PCR jsme
vyselektovali ze zminénych 18 rostlin ¢tyfi piedpokladané homozygotni rostliny (obrazek 4 a 5).
Dve¢ rostliny z linie SALK 058642 a dv¢ rostliny z linie SALK_134584. Tento vybér byl zalozen
na pritomnosti PCR produktu amplifikovaného primery pro detekci T-DNA inzerce (obrazek 4B
a 5B), zaroven absence amplifikované sekvence ohrani¢ené primery pro detekci alely divého typu
genu SPL1 (obrazek 4A a 5A). Schématické vyhodnoceni je uvedeno Vv kapitole 4.5.4 Alelové
specificka PCR (genotypovani).

Z vyselektovanych  homozygotnich ~ rostlin - (SALK_058642: rostlina 2 a3;
SALK 134584: rostlina 1 a 5) bylo dale pracovano jen se tfemi (SALK 058642: rostlina 3;
SALK 134584: rostlina 1 a 5) a to z davodu ztraty SALK _058642: rostlina 2 pfi pfevodu z in

vitro podminek do substratu (ex vitro).

Rostlina 3
—_

M1 2 34 56 7 8 9 Col BI M 1 2 3 ColBI
(A) O =
> -
- -
Tw fewweww - e
Rostlina 3
-
M1 2 34 56 7 8 9 Col BI M 1 2 3 ColBI
(B) D) =
- ;
- pos
'... s -

Obrazek 4: Alelové specificka PCR pro linii SALK_058642. A, C — Ptitomnost amplifikovaného
fragmentu ukazuje na gen bez ptitomnost T-DNA inzerce. B, D — Amplifikovana DNA ukazuje
na naruseni genu T-DNA inzerci. C, D — triplikaty pro rostlinu 3. 1-9 — izolaty; M — GeneRuler
1 kb Plus DNA Ladder; Col — pozitivni kontrola (Col-0); Bl — slepy vzorek.
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Velikost PCR produktu u Col (divy typ; pozitivni kontrola) u T-DNA inzerce (obrazek
5B; SALK 134584) nasvédCuje o zameéné primeru, jelikoz doSlo ke vzniku produktu
o0 charakteristické velikosti (velikost jako pti detekcei alely bez T-DNA inzerce).

Neuspesna amplifikace nékterych vzorkti mize byt ddna metodou izolace DNA, ktera
nezahrnuje krok purifikace. Pfipadny netispéch muze byt dan nizkou vytéznosti extrakce DNA.

Pravé Cistota a koncentrace DNA jednotlivych vzorkd je hlavnim rozdilem mezi vzorky jako

takovymi.
Rostlilnal RosltlinaS
M1 2 3 4 56 7 8 9 Col Bl M1 2 34 5 6ColBI
(A) © =
b -
- = - - - =
" - w= -~ -

Rostlinal Rostlina s
PR I E—

M1 23456 7 8 9 Col Bl M1 2 34 5 6ColBI
(B) (D) !

ey -2

- - =

L

g SRR

Obrazek 5: Alelové specificka PCR pro linii SALK_134584. A, C — Piitomnost amplifikovaného
fragmentu ukazuje na gen bez ptitomnost T-DNA inzerce. B, D — Ptitomnost amplifikované DNA
ukazuje na T-DNA inzerci. C, D — triplikaty pro rostlinu 1 a 5. Pfitomnost produktu amplifikace
u rostliny v obou variantach (WT i T-DNA) ukazuje na heterozygotni stav jedince. 1-9 — izolaty;
M — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; Col — pozitivni kontrola (Col-0); Bl — slepy vzorek.

Z vyselektovanych homozygotnich rostlin byla opét izolovana DNA, ktera slouzila pro
opctovné provedeni alelové specifické PCR (ve formé technickych triplikatd) pro vylouceni
ptipadné chyby a ovéieni diive ziskanych vysledki (obrazek 4C a 4D, obrazek 5C a 5D). Potvrdili
jsme vysledky piedchozi PCR a podpofili hypotézu kontaminace, zamény primeru (obrazek 5B).
To diky absenci produktu Col (pozitivni kontrola) pfi kombinaci primert detekujici T-DNA
(obrazek 5D). Pravdépodobné doslo k zaméné primert detekujici T-DNA inzerci a alelu divého
typu.

Na zaklad¢ opétovné PCR jsme potvrdili vybrané rostliny jako homozygotni jedince s T-
DNA inzerci v genu SPL1. Vybrané rostliny byly vyuzity pro ovéfeni vysledki pomoci RT-PCR.
Tato metoda byla vybrana jako druha nezéavisla metoda pro urceni naruseni exprese cilového

genu.
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5.2.2 Reverzni transkripce spojena s polymerasovou retézovou

reakci (RT-PCR)

Semena z diive vyselektovanych rostlin jsme kultivovali za vy$e uvedenych podminek
(14 dni). Deset rostlin z kazdé linie jsme rozdélili pomoci skalpelu na kofen a pryt, ze kterych
jsme udé¢lali smésné vzorky oznacené R (koten) a S (pryt). Rozdéleni bylo zafazeno kvuli mozné
odlisné expresi v kofenové ¢asti a v prytu (mozné sestiihové varianty). Po dokonceni izolace
celkové RNA jsme provedli jeji elektroforetickou separaci (2 ul izolatu; obrazek 6A) pro
potvrzeni uspésné izolace celkové RNA, ktera byla indikovana pfitomnosti nedegradované rRNA

ribozomalnich podjednotek.

M IR 1S 3R 3S 5R 58 M IR 18 3R 3S 5R 5S
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Obrazek 6: Vysledky izolace celkové RNA (A) a DNasou I osetfeny izolat celkové RNA (B). 1R,
1S — SALK_134584: 1; 3R, 3S — SALK_058642: 3; 5R, 5S — SALK_134584: 5; R — koten; S —
pryt; M — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder.

Zméfili jsme koncentraci a ¢istotu izolované RNA, vyznamné parametry pro dalsi praci
(viz tabulka 19). Idealni Cistota RNA je hodnota poméru absorbanci ziskanych pti méfeni poméru
vlinovych délek 260/280 nm rovna 2,0. Hodnoty zminéného poméru nasich vzorkt byly blizké
pozadované hodnoté (viz tabulka 19). Na zakladé potvrzeni uspé$né izolace jsme pokracovali
s precisténim izolatu pomoci DNasy I, jelikoz byla patrna pfitomnost genomické DNA, ktera
mize byt pozorovana na obrazku 6A, jako malo mobilni fragmenty v blizkosti jamek gelu.
Shodného mmnozstvi nukleovych kyselin v purifikacni reakci bylo docileno diky znalosti
koncentrace. Objem pipetovaného vzorku je uveden v tabulce 19.

Po chelataci Mg? iontd, které jsou kofaktor DNasy I, jsme provedli kontrolni
elektroforetickou separaci (4 ul vzorku; 40 minut, 100 V) nukleovych kyselin ve vzorcich. Na
obrazcich 6A a 6B je patry rozdil pred a po purifikaci (absence genomické DNA, viz dfive).
Takto upravena DNA byla piepsana do cDNA (viz 4.5.6.3 Reverzni transkripce).
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Tabulka 19: Cistota, koncentrace a mnoZstvi pipetovaného izolatu RNA pro precisténi od
kontaminujici DNA.

Vzorek  Cistota (260/280) Koncentrace [ng-pl™] RNA izolatu [pl]
1R 2 4428 451
1S 2,08 1001,8 1,99
3R 1,98 320,1 6,25
3S 2,01 530,1 3,77
5R 1,98 2412 8,29
5S 1,99 182,8 10,94

Pro potvrzeni uspésnosti prepisu MRNA do cDNA byl vybran jako referencni gen
konstitutivné exprimovany gen pro elongacni faktor la (EF/a). Amplifikace fragmentu pomoci

primert pro EFla vypovida o uspé$ném provedeni piepisu (obrazek 7).

M 1R 1S 3R 3S 5R 5S Col

Obrazek 7: PCR kontrola ptepisu cDNA pro elongacni faktor EF/o (konstitutivné exprimovany
gen). 3R, 3P — SALK_058642: 3; 1R, 1P — SALK_134584: 1; 5R, 5P — SALK_134584: 5; R —
koten; S — pryt; M — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; Col — pozitivni kontrola (Col-0).

Po Gspésném ovéfeni prepisu (EF/a) jsme pouzili navrZzené primery pro detekci cDNA
SPL1 vybranych rostlin (viz obrazek 8). Elektroforetickou separaci jsme provedli pti
parametrech: 30 minut, 120 V (obrazek 8A); potazmo 20 minut, 80 V (obrazek 8B a 8C). Na
zékladé RT-PCR jsme v tomto okamziku mohli vyvodit zavér, ze SALK_134584: rostlina 1 (dale
spl1.1) neexprimuje gen SPL1. Toto tvrzeni je zaloZena na absenci produktu pfi amplifikaci
fragmentu cDNA (obrazek 8, 1R a 1S). SALK_134584: rostlina 5 neni vhodna pro dalsi praci
z divodu nenarusené exprese genu, kterd je patrna na obrazku 8 (SR a 55), kde pii pouziti

odlisnych primerti byla amplifikovana parcialni sekvence cDNA SPL1. Pro rostlinu 3 vychézel
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jeden par primera pozitivné (obrazek 8A), coz by ve spojitosti s negativnim vysledkem dalSich
PCR (obrazek 8B a 8C) mohlo ukazovat na moznou kontaminaci vzorku. Proto jsme se rozhodli

ptistoupit k opétovné izolaci pro vylouceni mozné kontaminace.

IR 1S 3R 3S 5R 5S Col M IR 1S 3R 3S 5R 58 Col
(B)
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Obrazek 8: PCR amplifikace cDNA (SPL1) pomoci navrzenych primert. A — pouzity par primera:
SQ1-RT-Fwd-1 a SQ1-RT-Rev-1; B — pouzity par primert: SQ1-RT-Fwd-4 a SQ1-RT-Rev-4; C
— pouzity par primert: SQ1-RT-Fwd-5 a SQ1-RT-Rev-5; 1R, 1S — SALK_134584: 1; 3R, 3S —
SALK_058642: 3; 5R, 5S — SALK_134584: 5; R — koften; S — pryt; M — GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder; Col — pozitivni kontrola (Col-0).

Pro SALK 058642: rostlina 3 jsme znovu provedli izolaci celkové RNA z 5 14dennich
rostlin podle vyse popsaného postupu. Tentokrat vsak RNA byla izolovana z celych rostlin (diive
zamysSlené semikvantitativni hodnoceni exprese nebylo provedeno). Takto jsme zpracovali 15
rostlin ve formé 3 biologickych replik. Z kazdé repliky byly piepsany do cDNA 2 technické
duplikaty. Po provedeni tspé$né kontroly piepisu EFla byla provedena PCR pro detekci cDNA
za pouziti dfive vyuzitych primeru Se shodnymi vysledky z pfedchozi analyzy (elektroforetogram
neuveden z divodu totozného vysledku). Byly pouzity i primery SQ1-RT-Fwd-2 a SQ1-RT-Rev-
2 (viz obrazek 9), kde doslo k detekci cDNA SPL1. Jako negativni kontrola byl pouzit izolat 1R.

Vylouceni kontaminace nas vedlo k zaméfeni pozornosti na polohu primerQ a jejich
odlisnosti. Na zaklad¢ polohy primert (viz priloha 5) a absence produktti pii kombinaci primert
SQ1-RT-Fwd-4 a SQ1-RT-Rev-4, SQ1-RT-Fwd-5 a SQ1-RT-Rev-5 (viz obrazek 8B a 8C) jsme
zjistili pfiblizné misto inzerce, na zaklad¢ piekryvu oblasti amplifikované primery SQ1-RT-Fwd-
2aSQ1-RT-Rev-2 a SQ1-RT-Fwd-4 a SQ1-RT-Rev-4, potazmo SQ1-RT-Fwd-5 a SQ1-RT-Rev-

5. Dochazi tedy k ptepisu, ale s vysokou pravdépodobnosti za vzniku nesmysIného produktu.
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M 1.11221223.13.21IR Col

Obrazek 9: Detekce pritomnosti transkriptu SPL1 (SALK_058642: 3) za pomoci primera SQ1-
RT-Fwd-2 a SQ1-RT-Rev-2. 1.1, 1.2, 2.1, 2.2, 3.1, 3.2 — vzorky SALK 058642: 3 (prvni Cislo
urcuje biologickou repliku; druhé ¢islo ukazuje na technicky duplikat pti ptepisu izolované RNA
do cDNA); 1R — SALK 134584: 1; R — koten; M — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; Col -
pozitivni kontrola (Col-0).

Pro potvrzeni/ovéfeni ptitomnosti inzerce jsme pouzili kombinace primera SQI1-RT-
Fwd-1 a SQ1-RT-Rev-4 (obrazek 10A), SQ1-RT-Fwd-2 a SQ1-RT-Rev-4 (obrazek 10B).

Zménou kombinace primert jsme ziskali nové kombinace, tedy nezavislé repliky.

M 1.1 1.2 2.12.2 3.13.21R Col M 1.1 1.2 2.12.2 3.13.2 1R Col
(A) ! . (B) !

- —

- - .

» -

Obrazek 10: Potvrzeni spravnosti lokalizace T-DNA inzertu diky zméné pari primerta. A —
primery SQ1-RT-Fwd-1 a SQ1-RT-Rev-4; B — par primerd SQ1-RT-Fwd-2 a SQ1-RT-Rev-4.
11,12, 21, 2.2, 3.1, 3.2 — vzorky SALK 058642: 3 (prvni ¢islo urcuje biologickou repliku;
druhé cislo ukazuje na technicky duplikat pii pfepisu izolované RNA do cDNA); 1R —
SALK 134584: 1; R — koten; M — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; Col — pozitivni kontrola
(Col-0).

Na zékladé ziskanych elektroforetogrami (obrazek 8, 9, 10) jsme potvrdili ptitomnost T-
DNA inzerce vgenuSPL1 v oblasti vymezené SQI-RT-Rev-2 a SQI1-RT-Rev-5.
SALK 058642: rostlina 3 (spl1.2) je tedy na zakladé provedenych analyz vhodna pro dalsi praci.

5.3 Selekce mutantni linie Arabidopsis thaliana s T-DNA inzerci
v genu SPL7

Alelové specificka PCR byla provedena i pro linii SALK_093849 (SPL7). Kde jsme

vyselektovali 4 rostliny jako potencialné vhodné pro dalsi praci (obrazek 11; rostlina 4, 6, 15, 16),
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jelikoZ jsme pozorovali amplifikovany fragment DNA, ktery indikuje piitomnost T-DNA inzerce
(obrazek 11B). U detekce alely divého typu nedoslo k amplifikaci (obrazek 11A).

Pritomnost amplifikovaného fragmentu pro rostliny 2, 3, 5, 13, 14 a 17-25 pouze na
obrazku 11A a zaroven ne na obrazku 11B (pro danou rostlinu) ukazuje na genotyp divého typu.
Rostlina 9, 10, 11 a 12 jsou podle produktu PCR ptitomného v obou variantach (obrazek 11A
i 11B) heterozygotni, tedy na daném lokusu maji na homolognich chromosomech variantu divého
typu a variantu narusenou T-DNA inzerci.

Vybrané rostliny (rostlina 4, 6, 15, 16) byly pfevedeny z podminek in vitro do ex vitro.
Pozitivni rostliny vykazovaly odlisny fenotyp (trpasli¢i) od rostlin negativnich (bez T-DNA

inzerce, nebo Vv heterozygotni konformaci), potazmo od Col-0.

M123 456 7 8910111213141516171819202122232425ColBI
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Obrazek 11: Alelove specificka PCR pro linii SALK_093849. A — Detekce genu bez pfitomnost
T-DNA inzerce. B — Piitomnost fragmentu ukazuje na naruseni genu T-DNA inzerci. 1-25 —
zkoumané rostliny; M — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; Col — pozitivni kontrola (Col-0); Bl
— slepy vzorek.

5.4 Piiprava expresnich vektort pro kvasinkovy dvouhybridni

systém

Priprava vektorii obsahujici CDNA SPL7 byla provedena z divodu budouci analyzy
mozné interakce mezi SPL7-MPK3/6, SPL7-SPL1 a potvrzeni dimerizace SPL7, ktera jiz byla
publikovana (Garcia-Molina et al., 2014).
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54.1 Subklonovani cDNA SPL7 do plazmidi pGADT7 AD
apGBDT7/

Driive klonovana cDNA SPL7 (obsah restrik¢nich mist pro nize pouzité restrikéni
endonukleasy) byla amplifikovana z matefského vektoru pomoci M13 primeria a high fidelity
polymerasy. Amplifikovana DNA byla izolovana z gelu a enzymaticky §t€pena pomoci dvojice
specifickych restrikénich enzymi. Vektory byly taktéz $tépeny pomoci zminénych enzymu
anasledné¢ defosforylovany pomoci alkalické fosfatasy. Precistény vektor a difive ziskané
fragmenty byly ligovany pomoci T4 DNA ligasy. Koncentrace piecisténych produkti po $tépeni
pomoci endonukleas (po oSetfeni plasmidu fosfatasou) a jejich Cistota je uvedena v tabulce 20.
Nizka koncentrace je dana zvolenou metodou izolace, ktera vsak poskytuje vysoky stupen ¢istoty.

Pro potteby klonovani byla vsak koncentrace dostate¢na.

Tabulka 20: Cistota a koncentrace precisténych plasmidi a inzertt pro subklonovani cDNA SPL7.

Vzorek Cistota (260/280) Koncentrace [ng-ul'l]
SPL7 pro pGBDT7 1,72 85,0
SPL7 pro pGADT7 AD 1,87 58,4
pGBDT7 1,84 29,6
pGADT7 AD 1,83 46,5

Po provedené transformaci a kultivaci bakterii na pevném LB médiu jsme provedli jejich
rekultivaci v tekutém médiu pro potieby izolace plasmidové DNA a nasledné restrikce. Z 10
rekultivovanych kolonii/bakterii potencialné nesoucich cDNA SPL7 v pGADT7 AD bylo
pozitivnich 7; pro vektor pPGBDT7 byly pozitivni 2 (opét z 10 rekultivovanych kolonii; viz ptiloha
6).

Pro ovéteni vysledkd byla provedena rekultivace bakterii, které byly diive selektovany
a zamrazeny v 25% glycerolu. Plasmidovd DNA byla opét izolovana (koncentrace uvedena
v tabulce 21) a provedena restrikce (HindIII; viz obrazek 12). Elektroforeticka separace prob&hla
pii parametrech: 60 minut, 80 V. Pozorovali jsme fragmenty o ocekavané velikosti (viz kapitola

4.5.7.8 Restrikce a vizualizace plasmidové DNA pro ovéfeni uspésného klonovani).
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Tabulka 21: Koncentrace a Cistota izolovanych plasmidt po transformaci kompetentnich bun¢k

rekombinantni molekulou DNA nesouci cDNA SPL7.

Vzorek Konce_Ttrace Cistota (260/280)
[ng-pl”]

$GBDT? K7 4822 1,90
K10 239,7 1,89
Al 469,5 1,88
A3 349,3 1,86
Ad 4733 1,87

pGADT7 AD A6 4270 1,87
A8 4588 1,87
A9 439,1 1,85
A10 4125 1,87

Obrazek 12: Restrikce izolovanych plasmidi pGBDT?7 (1, 2) a pGADT7 AD (3-9) obsahujicich

cDNA SPL7. M — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder.

Na zakladé této restrikce jsme potvrdili tsp&snost klonovani. Uspésnost subklonovéni

cDNA SPLY7 byla potvrzena sekvencovanim (Sangerova metoda sekvencovani).
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6 Diskuse

Cilem predlozené bakalaiské prace byla predikce nejpravdépodobnéjsich transkripénich
faktort pro regulaci FSD1 pomoci MPK3/6. Nedavna studie ukazala, ze FSD muize byt
regulovana pomoci MAPK (MPK®6), potazmo MAP2K (MKKS5). Tato regulace probiha
pravdépodobné na transkripéni urovni (Xing et al., 2015). FSD1 muze byt také pod vlivem
regulace MAPKKK zvanych ANP (Takac¢ et al., 2014), které jsou soucasti drahy zahrnujici
MKK4/5 a MPK6 (Kovtun et al., 2000). Nepublikovana data (Zapletalova et al.) ukazuji na
moznou zavislost abundance FSD1 na MPK3. FSD1 je regulovana pomoci SPL7. K této regulaci
dochazi diky cis elementim v promotorové oblasti FSD1, tyto elementy nejsou ptfitomny
v genech CSD1/2. K negativni regulaci exprese zminénych CSD dochazi prostfednictvim miRNA
(pfedevsim miR398), které zminéné cis elementy v promotorovych oblastech obsahuji (Abdel-
Ghany et Pilon, 2008; Yamasaki et al., 2009).

ATTED-II, databaze umoziujici bioinformatické vyhodnoceni genové exprese, spolu
s analyzou jejich vysledkii pomoci GPS 3.0 ukazala spojitost SPL1 s MPK3 a FSD1, coz ve
spojitosti s moznou redundanci SPL vyzdvihuje i tlohu SPL12 (Xu et al., 2016; Chao et al.,
2017). Mimo jiné jsou SPL i MPK3 zahrnuty do tvorby generativnich organut (Liu et al., 2016;
Hord et al., 2008).

Vysledky ziskané na zaklad¢ predikce fosforylace a dokovacich pozic ukazuji spravnost
navrhované interakce MAPK-SPL. SPL, jako transkripéni faktory, by tak vypliovaly piipadny
chybgjici ¢lanek drahy zahrnujici MAPK a FSD (Xing et al., 2015). Moznost SPL jako
transkrip¢nich faktord SOD ukéazal naptiklad Yamasaki et al. (2009). Byla brana v potaz
i moznost ptimé fosforylace FSD1 MAPK. Tuto moznost potvrzuji data (nepublikovano)
0 pfitomnosti fosfopeptidu (GPS. 3.0) a dokovaci domény (ELM). Fosforylace je jedna
z moznych postransla¢nich modifikaci SOD (Csar et al., 2001). U rostlin fosforylace SOD
doposud nebyla publikovana. Také databaze fosfoproteinti PhosPhat 4.0 (Zulawski et al., 2013)
neeviduje zadny identifikovany fosfopeptid v aminokyselinové sekvenci FSD1. Z tohoto diuvodu
bude potiebné provézt dalsi cilené experimenty pro zjisténi, zda FSD1 muze byt fosforylovana.

Vyznam fosforylace bude potieba dale studovat, naptiklad pomoci stabilng
transformovanych rostlin spl exprimujici fosfomimetické, nebo fosfomutantni formy SPL
v MAPK specifickém fosfopeptidu. Fosfomimeticky modifikovany peptid ma fosfoserin
zaménény za Kyselinu asparagovou, ktera mimikuje aktivni fosforylaci a fosfomutantni
modifikovany peptid ma serin zaménény za alanin, ktery nemuze byt fosforylovan.

Fosforylace, popiipad¢ jina modifikace, mizZe negativné ovlivnit translokaci do jadra.
Pfipadna fosforylace by pfipadné ovlivnila lokalizaci a funkci SPL, coz by mohlo mit zasadni

dopad na ontogeneticky vyvoj vzhledem k vyznamu SPL (Birkenbihl et al., 2005).
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Ziskana data o ptitomnych doménach byla ve shodé s literaturou (Kropat et al., 2005).
Vyznamnou informaci se jevi anotace transmembranovych domén u AtSPL1/7/12/14/16, coz by
ve vztahu k popsané lokalizaci na endoplasmatickém retikulu SPL7 (Garcia-Molina et al., 2014)
a daty o topologii mohlo ukazat na podobné vlastnosti i AtSPL1/12/14/16. Vyznam SPL7 a jeho
souvislosti s membranou potvrdila i analyza Gene ontology annotation pomoci Blast2Go.
Sekvenéni pfibuznost by mohla odhalit podobné funkce.

Informace ziskané o lokalizaci bude potfeba potvrdit, napiiklad pomoci stabilné
transformovanych rostlin exprimujici SPL::GFP pod kontrolou nativniho promotoru S vyuZzitim
dostupného vybaveni pro mikroskopii. Jako vhodna metoda se jevi takzvana light sheet
mikroskopie, ktera umozituje pozorovani fluorescenc¢niho signalu v intaktni rostliné. Tato
pozorovani jsou provadéna v prakticky environmentalnich podminkach (Ovecka et al., 2015;
Ovecka et al., 2018). Trojdimenzionalni rekonstrukce signalu umoznuje kvantitativni
vyhodnoceni pletivové specifické distribuce signalu, jeho dynamiky, tak jak to bylo
demonstrovano napiiklad pro AtEB1c (END BINDING protein 1¢; Novak et al., 2016).

Pravé pro tvorbu konstruktt je vyznamna informace o N-terminalni pozici SBP domény,
respektive NLS, kterou tato doména na svém C-konci nese (Birkenbihl et al., 2005; Li et Lu,
2014). Ptitomnost GFP by mohla narusit lokaliza¢ni signal, i kdyz Garcia-Molina et al. (2014)
ukazali funk¢nost N-terminalni fize pro SPL7.

Ziskané informace o vztahu s KCl a KNO3 by mohly ukazovat na souvislost s oxida¢nim
stresem, i kdyZ charakter KCl jako oxida¢niho ¢inidla je spiSe sekundarni efekt této latky. SPL1
se ukazala jako nejvice exprimovany gen. Oxidaéni stres je spjat i S MAPK, konkrétné MPK3/6
(Kovtun et al., 2000; Taka¢ et al., 2016b). Bioinformaticka analyza odhalila expresi SPL
a MPK3/6 ve shodnych pletivech pii zminéné expozici KCl a KNOs. Vyznam MPK4, ktera hraje
podstatnou roli v signalizaci oxidaé¢niho stresu (Takac¢ et al., 2016b), je otazkou budoucich analyz.

Na zéklad¢ bioinformatické analyzy (SPL1) a reserSe (SPL7) byly vybrany SPL1 a SPL7
jako proteiny primarniho zajmu této bakalarské prace. Byla provedena selekce spll T-DNA
inzerénich linii na zékladé dvou nezavislych metod (alelové specificka PCR, RT-PCR). Pravé
uvedené vysledky potvrzuji nutnost vyuziti vice nezavislych metod pro validaci vysledkd —
rostlina 3, ktera vysla opakované pozitivni pomoci alelové specifické PCR na pfitomnost T-DNA
inzerce, RT-PCR vS8ak ukazala expresi genu. Pro spl7.1 je nutno provést RT-PCR, vybrané
rostliny v8ak vykazuji trpasli¢i fenotyp (nepublikovano) popsany v dostupné literatuie (Yamasaki
et al., 2009). Pro vSechny mutanty v8ak bude potieba validace pomoci metody Southern blot pro
zjisténi poctu inzerci, ptipadné provedeni zpétného kiizeni.

Pro cile této prace je vyznamné pouziti zvolenych linii Spl1/7 ve ¢lancich publikovanych
v impaktovych ¢asopisech, kde byly pouzity SALK 134584 (Chao et al., 2017) a SALK_093849
(‘Yamasaki et al., 2009), coz mize ukazovat na vyuzitelnost téchto linii. Selektované linie mohou

slouzit pro dokazani vztahu s FSD1, naptiklad pomoci zjisténi jeji aktivity (Beauchamp et
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Fridovich, 1971), transkripce a abundance. Bude také moZno pfipravit dvojité mutanty spl1/mpk3
a spl7/mpk3 pro analyzu genetickych interakci mezi SPL a MPK3. Snizena aktivita FSD1 v spll
a spl7 mutantech muze indikovat moznou regulaci. Také bude provedena fenotypizace téchto
linii.

Ptipravené expresni vektory pPGADT7 AD a pGBDT7 nesouci cDNA SPL7 a SPL1 budou
slouzit pro prokazani domnélé interakce s MPK3/6, ptipadné s FSD1 (vektory piipraveny Mgr.
Petrem Dvorakem). Resena bude i otazka dimerizace SPL1, tak jako je mozna u SPL7 (Garcia-
Molina et al., 2014), a tvorba heterodimerd SPL1-SPL7. Potvrzeni vysledkd ziskanych
kvasinkovymi dvouhybridovymi systémy bude provedeno pomoci Split-YFP (yellow fluorescent
protein) a BiFC (bimolekularni fluorescenéni komplementace). Pravé BiFC byla pouzita Garcia-
Molina et al. (2014) pro zjisténi dimerizace. Dalsi interakce pomoci databaze BioGRID nebyly
pro SPL7 publikovany (Oughtred et al., 2019).
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7 Zavér

Zpracovali jsme literarni reSersi na téma SPL, MAPK a oxida¢niho stresu, tedy vzajemné
provazanych témat. Zejména zc¢asti vénované SPL jsme vychazeli pfi bioinformatické
charakterizaci, ale informace o zapojeni MPK3/6 do oxidac¢niho stresu nastinily mozZnou
souvislost s SPL, které, jako napiiklad SPL7 (potencialné¢ SPL1), reguluji prvky antioxidacni
obrany (Yan et al., 2017). Pravé moznou interakci MPK3/6 a SPL1/7 je potieba ovéfit, naptiklad
pomoci kvasinkovych dvouhybridovych systému, kde jsme uspésné klonovali z mateiského
vektoru cDNA SPL7 do expresnich vektori pGADT7 AD a pGBDT7.

Jako vyznamny zastupce z AtSPL se jevi SPL1 (na zaklad¢ bioinformatické analyzy)
a SPL7 (na zakladé dostupné literatury). Proto jsme se v ramci laboratorni ¢asti vénovali selekci
SPL1 a SPL7 mutantnich linii, které jsou potieba pro popis vyznamu deficience daného proteinu,
popis mozného ovlivnéni antioxida¢ni obrany.

Podafilo se nam selektovat 2 mutantni linie SPL1 s T-DNA inzerci vtomto genu za
pomoci alelové specifické PCR. Vysledky alelové specifické PCR jsme potvrdili pomoci RT-
PCR s navrzenymi primery. U linie SALK 134584, ze které jsme vyselektovali spl1.1, nedochazi
K ptepisu tohoto genu. U druhé z pouzitych linii SALK_058642 (spl1.2) dochazi k ptepisu, avsak
k vyraznému naruseni sekvence ptritomnosti T-DNA inzerce. Ptiblizna poloha inzerce u této linie
byla experimentalné prokazana diky prekryvu oblasti vymezené navrzenymi primery.

V ramci selekce spl7 linie SALK 093849 jsou ziskané pozitivni rostliny doporuéeny pro

ovéfeni dysfunkce genu pomoci RT-PCR.
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Piiloha 1: Data ziskana z databdze ATTED-II (Target: TF). V tabulce uvedeno prvnich dvacet
(konsensualn¢) pozic CoexSearch seznamu vyhodnocenych proteind.

Kombinace AGI Zkratka Function
1  Atlg68840 ABI3VP1 related to ABI3/VP1 2
2 At5¢g57660 C2C2-Colike = CONSTANS-like 5
3 Atlg25550 G2-like myb-like transcription factor family protein
4 At3g45260 C2H2 C2H2-like zinc finger protein
5  At1g50440 C3H RING/FYVE/PHD zinc finger superfamily protein
6  At3g52800 C2H2 A20/AN1-like zinc finger family protein
7 At1g08930 C2H2 Major facilitator superfamily protein
4 8  At5g48150 GRAS GRAS family transcription factor
a 9  At5g47390 MY Brelated myb-like transcription factor family protein
‘-: 10  At5g05090 G2-like Homeodomain-like superfamily protein
© 11  At5g67300 MYB myb domain protein rl
¥ 12 Atlg63900 C3H E3 Ubiquitin ligase family protein
CEL 13 At2g22430 Homeobox homeobox protein 6
14  Atlg25560 ABI3VP1 AP2/B3 transcription factor family protein
15  At5g54680 BHLH basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein
16  At4g36730 bZIP G-box binding factor 1
17  At2g43060 BHLH ILI1 binding bHLH 1
18 At1g22510 C3H RING/U-box protein with domain of unknown function (DUF
1232)
19  Atlgh0600 GRAS scarecrow-like 5
20  At4g37490 TCP CYCLIN B1;1
1 At3g17100 BHLH sequence-specific DNA binding transcription factors
2 At3g60080 C3H RING/U-box superfamily protein
3  At5g60850 C2C2-Dof OBF binding protein 4
4  At5g57660 C2C2-CO-like CONSTANS-like 5
5  At5¢g54680 BHLH basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein
6  Atlg68840 ABI3VP1 related to ABI3/VP1 2
7 At5g48150 GRAS GRAS family transcription factor
- 8  At2g40970 G2-like Homeodomain-like superfamily protein
9) 9  At3g06590 BHLH basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein
'i 10  At4g36730 bzZIP G-box binding factor 1
g 11  Atlgl9000 MYB-related = Homeodomain-like superfamily protein
o 12 At5g47390 MYB-related  myb-like transcription factor family protein
= 13  At5g62000 ARF auxin response factor 2
14  Atlg63900 C3H E3 Ubiquitin ligase family protein
15  At2g23780 C3H RING/U-box superfamily protein
16  At1g09250 BHLH basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein
17  Atlgl8330 MYB Homeodomain-like superfamily protein
18  At4g21550 ABI3VP1 VVP1/ABI3-like 3
19  At4g11140 AP2-EREBP  cytokinin response factor 1
20  Atbgl1510 MYB myb domain protein 3r-4




Piiloha 1: Pokracovani.

Kombinace AGI Zkratka Function
1  At5g07580 AP2-EREBP Integrase-type DNA-binding superfamily protein
2 At1g20823 C3H RING/U-box superfamily protein
3  Atlgs1700 C2C2-Dof DOF zinc finger protein 1
4 Atl1g68840 ABI3VP1 related to ABI3/VP1 2
5  At1g21910 AP2-EREBP Integrase-type DNA-binding superfamily protein
6  At3g59060 BHLH phytochrome interacting factor 3-like 6
7 At2g31230 AP2-EREBP  ethylene-responsive element binding factor 15
- 8  At2g15580 C3H RING/U-box superfamily protein
9; 9  At5g10380 C3H RING/U-box superfamily protein
I:': 10  At4g25470 AP2-EREBP  C-repeat/DRE binding factor 2
Vi 11  At5g62470 MYB myb domain protein 96
% 12 At2g17040 NAC NAC domain containing protein 36
13 At5g61590 AP2-EREBP Integrase-type DNA-binding superfamily protein
14  At5g08330 TCP TCP family transcription factor
15 At5g67300 MYB myb domain protein rl
16  At5g57660 C2C2-CO-like CONSTANS-like 5
17  Atlg71030 MYB MY B-like 2
18  At5g18240 G2-like myb-related protein 1
19  At2g47070 SBP squamosa promoter binding protein-like 1
20  At2g02450 NAC NAC domain containing protein 35




Ptiloha 2: Pomoci GPS 3.0 zpracovana data ziskana ziskana z databaze ATTED-II. Tak jako pfi hledani
koexprimovanych proteini, bylo povazovano za vyznamné prvnich dvacet pozic Vramci
vygenerovaného seznamu. Tyto proteiny (jejich sekvence) byly nasledné zpracovany pomoci GPS 3.0.

Kombinace

Vysledek

MPKG®6 x FSD1

AT1G68840.1 | Symbols:

AtRAV2, EDF2, TEM2, RAP2.8, RAV2

AT3G60080.1 | Symbols:

no symbol available

AT1G68840.1 | Symbols:

AtRAV2, EDF2, TEM2, RAP2.8, RAV2

AT3G60080.1 | Symbols:

no symbol available

AT1G18330.2 | Symbols:

EPR1, RVE7

AT4G11140.1 | Symbols:

CRF1

AT1G09250.1 | Symbols:

AlF4

AT1G68840.1 | Symbols:

AtRAV2, EDF2, TEM2, RAP2.8, RAV2

OOV ]|W|IN |-

AT5G57660.1 | Symbols:

ATCOLS5, COLS5, BBX6

[EEN
o

AT1G68840.1 | Symbols:

AtRAV2, EDF2, TEM2, RAP2.8, RAV2

=
=

AT5G60850.1 | Symbols:

AtDOF5.4, OBP4

=
N

AT3G60080.1 | Symbols:

no symbol available

=
w

AT3G60080.1 | Symbols:

no symbol available

H
o

AT4G11140.1 | Symbols:

CRF1

=
ol

AT3G60080.1 | Symbols:

no symbol available

[ERY
o

AT5G60850.1 | Symbols:

AtDOF5.4, OBP4

[E=Y
-~

AT1G68840.1 | Symbols:

AtRAV2, EDF2, TEM2, RAP2.8, RAV2

=
oo

AT5G47390.1 | Symbols:

KUA1, MYBH

[ERY
©

AT5G57660.1 | Symbols:

ATCOLS5, COL5, BBX6

N
o

AT1G18330.2 | Symbols:

EPR1, RVE7

MPK3/6 x FSD1

AT1G68840.1 | Symbols:

AtRAV2, EDF2, TEM2, RAP2.8, RAV2

AT3G45260.1 | Symbols:

BIB | BALDIBIS

AT1G50440.1 | Symbols:

no symbol available

AT1G50440.1 | Symbols:

no symbol available

AT1G50440.1 | Symbols:

no symbol available

AT1G50600.1 | Symbols:

SCL5 | scarecrow-like 5

AT5G05090.1 | Symbols:

no symbol available

AT5G05090.1 | Symbols:

no symbol available

OO [(N|O|OTI A |W|IN|F-

AT3G45260.1 | Symbols:

BIB | BALDIBIS

=
o

AT1G50440.1 | Symbols:

no symbol available

[ERN
[EEN

AT1G68840.1 | Symbols:

AtRAV2, EDF2, TEM2, RAP2.8, RAV2

=
N

AT5G05090.1 | Symbols:

no symbol available

=
w

AT1G50440.1 | Symbols:

no symbol available

H
o

AT2G43060.1 | Symbols:

AtIBH1, IBH1

=
ol

AT1G50440.1 | Symbols:

no symbol available

=
[op}

AT5G05090.1 | Symbols:

no symbol available

[E=Y
-~

AT2G43060.1 | Symbols:

AtIBH1, IBH1

=
00]

AT1G25560.1 | Symbols:

EDF1, AtTEM1, TEM1

[ERY
©

AT1G08930.1 | Symbols:

ERDG

N
o

AT2G43060.1 | Symbols:

AtIBH1, IBH1




Ptiloha 2: Pokracovani

Kombinace

Vysledek

MPK3 x FSD1

AT1G68840.1 | Symbols:

AtRAV2, EDF2, TEM2, RAP2.8, RAV2

AT1G68840.1 | Symbols:

AtRAV2, EDF2, TEM2, RAP2.8, RAV2

AT2G17040.1 | Symbols:

NACO036, anac036

AT1G68840.1 | Symbols:

AtRAV2, EDF2, TEM2, RAP2.8, RAV2

AT5G57660.1 | Symbols:

ATCOLS5, COLS, BBX6

AT1G21910.1 | Symbols:

DREB26

AT1G68840.1 | Symbols:

AtRAV2, EDF2, TEM2, RAP2.8, RAV2

AT2G47070.1 | Symbols:

SPL1

OO N[O~ |W[IN|F-

AT1G68840.1 | Symbols:

AtRAV2, EDF2, TEM2, RAP2.8, RAV2

[EEN
o

AT2G17040.1 | Symbols:

NACO036, anac036

[E=Y
(B

AT5G67300.1 | Symbols:

MYBR1, ATMYBR1, ATMYB44, MYB44

[ERY
N

AT2G47070.1 | Symbols:

SPL1

=
w

AT5G57660.1 | Symbols:

ATCOLS5, COLS, BBX6

[y
N

AT1G71030.1 | Symbols:

ATMYBL2, MYBL2

=
ol

AT4G25470.1 | Symbols:

DREBI1C, CBF2, ATCBF2, FTQ4

=
»

AT5G57660.1 | Symbols:

ATCOLS5, COLS5, BBX6

(BN
~

AT2G47070.1 | Symbols:

SPL1

=
00]

AT2G47070.1 | Symbols:

SPL1

[ER
©

AT5G57660.1 | Symbols:

ATCOLS5, COL5, BBX6

N
o

AT3G59060.2 | Symbols:

PIF5, PIL6




Priloha 3: Experimentaln¢ ziskané informace o fosforylaci AtSPL8/9/14 uvedené v databazi
PhosPhAt 3.0. A — AtSPLS8; B — AtSPL9; C — AtSPL14.

A

Peptide parameters
TTRAQ144 i Masoon_Score EX

5 5 phos Envichment IMAC ! TiO2

K12 TRAQ144 Treztmant ionizing radiation

Instrument LTO-Orbitrap Velos

Tiesue rasene

Arabidopsis thaliana

" AT1G02065.1
TTPKSPNDSGVE
TTP(K*)(pS)PNDSGV(K*)
581.96588 « 3

CellCompatment 1t3l protein

Arabidopsis thaliana Peptide parameters

" AT2G42200.1 Mascot_Score 5424
DNDNDMSPVLNLGR Enfichment IMAC [ TiOZ
DNDNDM{pS)PVLNLGR Tresiment ionizing radiation
892.39435+ 2 Instrument LTQ-Orbitrap Velos

Tizzus rosate

CellCompatment 1ot3l protein

Arabidopsis thaliana Peptide parameters
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Ptiloha 4: Obecna charakterizace struktury AtSPL se zaméfenim na informace uzitecné pro predikci a moznou interakci s MAPK. Analyza domény byla
provedena pomoci SMART, kde informace o ptitomné transmembranové doméné byla anotovana také ELM. ELM bylo také pouzito pro odhaleni MAPK

dokovacich peptidi/sekvenci. V tabulce uvedeny i udaje ziskané softwarem GPS 3.0.

AtSPL Doména (SMART) . Dokovani (ELM) Transmembranova
AGI Jmémo Jméno Pozice Fosfopeptid (GPS 3.0) Jméno Sekvence Pozice  doména (ELM)
low complexity  53-62 SDSASDQSPSSSSED KKRRAVAI 68-75
Pfam:SBP 106-180 DDTDVERSPPPTNPA DOC_MAPK gen 1 KRRAVAI 69-75
low complexity 242-253 PSWIHQSSPPQTSRN RKLLNMFF 649-656
2 - low complexity 339-356 AAGPAGLTPLHIAAG KNLVELLL 237244
E i 672-701 ILDWLSHSPTDMESY DOC_MAPK_MEF2A_6 RPGCIVLTI 400408 836858
Q 2 713-743 VERSPPP 310-316 ;
z < 6 858 HQSSPPQ 331-337
MOD_ProDKin_1 SDQSPSS 346-352
LSHSPTD 388-394
TGFTPED 753-759
I ~ low complexity — 44-58 FAKGIDTSPSLELSF DOC_MAPK_MEF2A_6 KGLGLPVTL 138-146
% g low complex?ty 65-77 SIPQRLQTPHCQVEG MOD._ ProDKin_1 IDTSPSL 101-107 Neni
3 = low complexity 148-159 TLASSSVSPVKKSKS SSVSPVK 149-155
z < Pfam:SBP _ 169-243




Pfiloha 4: Pokracovani.

AtSPL Doména (SMART) . Dokovani (ELM) Transmembranova
AGI Jmémo Jméno Pozice Fosfopeptid (GPS 3.0) Jméno Sekvence Pozice  doména (ELM)
low complexity 5567  AESELDPSPEESGSG DOC_MAPK_FxFP 2 FVYP 436-439
Pfam:SBP | 138212  PPLIPTQTPAESELD KRHRVCL 155-161
- 764736  ERIQADCSPDSGGKE DOC_MAPK_gen 1 KRVDVKL 423-429
IHFPPVLSPPLPPLI KCRFLVSF 461-468
*MSSLSQSPPPPEMD RAEEEPSLIF 250-259
RVDVKLESPKLQFVY RGSMTVYL 401-408
S -~ NDTKFERSPSNGDNK ~ DOC-MAPK_MEF2A_6 KLESPKLQF 428-436
& 3 DIHRKHQSPIESKVN KVTQLAVAI 785-793 63780
Q 2 LSQSPPP 4-10 -
z < PVLSPPL 56-62
PTQTPAE 67-73
. LDPSPEE 76-82
MOD_ProDKin_1 FERSPSN 301-307
KLESPKL 428-434
KHQSPIE 667-673
ADCSPDS 715-721
Pfam:SBP | 188262 TGKTTPKSPNDSGVK ITISPPL 46-52
2 o lowcomplexity 289-299 YGSTTTTTPYGASDP TTTTPYG 92-98
& = lowcomplexity 313-332  DHRHITISPPLLSSF . SLSTPRC 182-188 .
g" o GMANSLSTPRCQAEG MOD_ProDKin_1 GKTTPKS 275-281 Neni
< < DTGTGKTTPKSPNDS TPKSPND 278-284
SGVKASSSPSSNAPP ASSSPSS 289-295
S o lowcomplexity 1831  GGGTSFSSPEIMDTK PVSSPSW 201-207
% § Iov;fcon.]plexity 43-69  VMRRPVSSPSWQINP MOD. ProDKin 1 SFSSPEI 226-232 Neni
g 2 am:SBP  74-148  VCGVHSKTPKVTVAG NDMSPVL 314-320
< < low complexity 214229 KDNDNDMSPVLNLGR




Piiloha 4: Pokracovani.

AtSPL Doména (SMART) . Dokovani (ELM) Transmembranova
AGI Jmémo Jméno Pozice Fosfopeptid (GPS 3.0) Jméno Sekvence Pozice  doména (ELM)
low complexity 70-82  CNLASQSSPGDSSSN ~ DOC_MAPK_HePTP_8 LQVKPSTALEVPI ~ 106-118
IS = Pfam:SBP 176250 AVSMNLLTPSVVARK DOC_MAPK_MEF2A_6 KPSTALEVPI 109-118
E i low complexity 364-371 DSQGIKHTPVAEPPP NSSSPED 79-85 Neni
S @ STSINSSSPEDKRCN . SQSSPGD 92-98
< < MOD_ProDKin_1 NLLTPSV 152-158
IKHTPVA 376-382
o - low complexity ~ 70-82 CKLASESSPGDSCSN DOC_MAPK_HePTP_8 VQVKAPTALEVSV 106118
g :Il Pfam:SBP 175-249  AVSMKLLTPSVVAGK DOC_MAPK_MEF2A 6 KAPTALEVSV 109-118
¥ o low complexity 319-330  STSINSSSPEAKRCK NSSSPEA 79-85 Neni
g g MOD_ProDKin_1 SESSPGD 92-98
KLLTPSV 152-158
low complexity  47-55 SDSASDQSPSSSSGD KKKKRRAVTV 72-81
low complexity 61-77 EEGTVDPSPDAALSE KKKRRAVTV 73-81
low complexity 97-110 TTDIERSSPPPTNPA KKRRAVTV 74-81
Pfam:SBP  127-201 HQDSRQSSPPQTSRR DOC_MAPK_gen 1 KRRAVTV 75-81
low complexity 267-276  VEMLLRFSPKKKNQT RRLESTLEF 622630
low complexity 338-349 KHHSVSETPWQEVYA RFKFLIEF 674-681
low complexity 352-363 EHKQEKRSPMDSSSL KKLLNILF 692-699
S N low complexity 368-400 ILNWLAHTPTDMESY RPGCIVLTI 441-449
% i low complexity 461-480 SRDNTGFTPEDYARL DOC_MAPK_MEF2A 6 KKLLNILF 692—699 287904
g 2] 713-743 KEHVVVNI 828-835
< < 757787 VSETPWQ 303-309
ERSSPPP 350-356
882-904 RQSSPPQ 371-377
. SDQSPSS 387-393
MOD_ProDKin_1 LAHTPTD 429-435
VDPSPDA 704-710
TGFTPED 797-803
EKRSPMD 846852




Piiloha 4: Pokracovani.

AtSPL Doména (SMART) . Dokovani (ELM) Transmembranova
AGI Jmémo Jméno Pozice Fosfopeptid (GPS 3.0) Jméno Sekvence Pozice doména (ELM)
UE) 0 low complexity ~ 80-89 FDQEPDLSPMDGSIS PDLSPMD 19-25
3 i Pfam:SBP 101-175 IMFPISSSPNSTRSI MOD_ProDKin_1 VGSSPAK 239-245 Neni
Q ) low complexity 295-316 QSYVVGSSPAKTGIM ISSSPNS 252-258
< < VCDVHSKTPWWTING
low complexity ~ 93-99 ASSGSDY SPPSLNSD DOC_MAPK_gen 1 KRNKQVSLNI 936945
Pfam:SBP 120-194 SLQLFTSSPEDESRP RNKQVSLNI 937-945
low complexity 211-231 ELFPLQASPETMRSK LEQKLLQRLGVLL 564-576
low complexity 359-380 EDRSPSSSPVMQELF DOC_MAPK_HePTP_8 LADKRNKQVSLNI 933-945
low complexity 406417 SPELISVSPVAVVAG KINALPLPM 260-268
823-852 RSSSSNQSPSQDSDS RSSLSLQL 385-392
869-899  SKNHKNSSPRTGCLP RTGCLPLEL 455-463
low complexity 966-974  SNPVEDRSPSSSPVM DOC_MAPK_MEF2A_6 RPGCVVLSV 544-552
996-1018 KSWRTWNSPELISVS KLLQRLGVLL 567-576
GSQRLFPTPIIHSML KRNKQVSLNI 936-945
NKKVRSGSPGGNYPM RNKQVSLNI 937-945
L A DOC_MAPK RevD 3 AQVAAPMFIHQSLGRKR 6-22
g8 4 RSGSPGG 109-115 0 oig
g’ %) PVGSPAV 242-248
< < NGASPST 297-303
GSSSPDA 315-321
SNQSPSQ 369-375
FTSSPED 393-399
. EDRSPSS 421-427
MOD_ProDKin_1 PSSSPVM 425-431
LQASPET 437-443
KNSSPRT 450456
SDYSPPS 490496
VAMSPAA 554-560
LQNSPSD 576-582
TWNSPEL 613-619




Piiloha 4: Pokracovani.

AtSPL Doména (SMART) . Dokovani (ELM) Transmembranova
AEI Jmémo Jméno Pozice Fosfopeptid (GPS 3.0) Jméno Sekvence Pozice  doména (ELM)
§ E ISVSPVA 620-626
S@' a MOD_ProDKin_1 996-1018
z Z TGQTPYS 909-915
Q ) low complexity  7-26 IHQQQLQTPTNTWRP QLQTPTN 236-242
E i Pfam:SBP 59-133 KSNSHYMSPVSQISE MOD_ProDKin_1 HYMSPVS 297-303 Neni
ofg” ] NTRAYDSSPQHFNWS YDSSPQH 343-349
< < MAQPPPISTHQPPIS
low complexity 6677 LPELITVSPLAVVAG KKGLDLNL 36-43
Pfam:SBP. 82-156 NYKDTSTSPRTSCLP DOC_MAPK_gen 1 RLSKSWRTLNL 569-579
low complexity 266278  ASSGSDYSPPSLNSN RLTKVDELNV 631-640
low complexity 368-379 SLQLFTSSPEEESRP RSREEVLCF 706714
low complexity 640-652  EDRSPSSSPVMQELF KKGLDLNL 36-43
784-813 GFNDVEGTPVDLTRP KIKALPLPM 218-226
826-856 SKKVRSGSPGSGGGG DOC_MAPK_MEF2A 6 RSSLSLQL 347-354
866-902  SNPVEDRSPSSSPVM RTSCLPLEL 419-427
low complexity 911-922  RTSSTNHSPSQYSDS RPGCVILSV 509-517
2 © GSRRLFPTPIHSML VEGTPVD 50-56
@ 0 947969 ELFPLHTSPETRRYN RSGSPGS 65-71
5 O 947-969
a ) TNGSPGV 200-206
< < EQPSPMN 244-250
GASSPST 257-263
TNHSPSQ 331-337
MOD_ProDKin_1 FTSSPEE 355-361
EDRSPSS 383-389
PSSSPVM 387-393
LHTSPET 399-405
TSTSPRT 414420
SDYSPPS 455461

ITVSPLA 583-589




Piiloha 5: Lokalizace polohy T-DNA inzerce (zelené) za pomoci pirekryvu navrzenych primert.
V obrazku zdtraznéna poloha par primerd SQI1-RT-Fwd-2 a SQ1-RT-Rev-2 (oranzov¢) a SQ1-RT-
Fwd-4 a SQ1-RT-Rev-4, potazmo SQI1-RT-Fwd-5 a SQ1-RT-Rev-5 (Cerveng).

G2 TG TCT T T TG G I PGS 2 GO TAGCTTTAGGGC TATATATTARGAGG T TTCCAGAGETTTTTTT TGGAT TATAGGCATCT
GTGTTTGGCTTACATGEATCCTTTTTT TAAGGTTTTCTGGGCARGACTAATTGATTAGGACCARAGT TTGTGTTTTTATTTGTTTGGE
TCTACARAGATCAATTAGGCTGTTGTTGAAT TGEATCGAGTGATGGARGCTAGLAT TGATGAAGGTGGGGAGGCTCARCAATTCTATS
GETCCGTAGGTARAAGAAGTGTGGAGTGGEAT TTGAATGATTGGARATGGEATGGTGAT CTCTTTCTCGOCACCCARACTACTAGGGE
ACGTCAGTTTTTCCCTCTAGGARACTCGTCCAATAGCTCCTCCTCC TGO TCTGAT GAAGGCAATGACAAGRAAGAGGAGAGCTGTTGIC
ATTCARGGAGACACTAATGGTGCTCTTACTT TGAATCTTAATGETGARAGTGATGGCCTTTTTCCTGOCARGAAGACCARATCCGGAG
COGTTTGTCAGGTCGARRACTGTGAAGCTGATCTTAGTAAAGTTAAGGATTAT CATAGACGCCATAAGGTCTGTGAGATGCATTCCAR
GGECTACTAGTGCCACTGTCGGAGGTAT CTTGCAGCGCTTTTGTCAGCARTGTAGTAGGT TCCATCTTCT TCAGGAGTTTGATGARGGE
AAGAGRAGTTGTCGTAGACGTTTGGCTGGCCATAATAAACGTCGGAGGARAACARATCCCGAACCTGGCGCTARCGGGAATCCTAGTG
ATGATCACTCAAGCAACTATCTCT TGAT TACTCTCTTGARGATACTCTCCAATAT GCATAACCATACCGGTGATCARGATTTGATGTC
TCATCTTCTGALGAGCCTCGTAAGCCATGOTGGCGARCAGT TAGGGARAAACTTAGT TGARCTTCTTCTACAAGGAGGAGGATCTCAR
GETTCOTTARATATTGEARACT CGGCTTTGOT TGGEATTGAGCAAGC TCOTCARGAGGAGTTAAAGCAATTT TCGGCTCGGCRAAGATG
GGACAGCTACCGAGAACAGATCAGAARARCARGTCARAATGAATGAT TTTGATT TGAAT GATAT CTATATAGACTCAGATGACACAGE
CGTCGARAGATCTCCTCCTCC i = T T G T TATCCTTCATGGATACATCAGTCTAGTCCGCCTCAGACA
AGTAGGAATTCAGATTCAGCATCTGACCAGTCACCCTCARGTTCTAGTGARAGATGCTCAGATGOGCACAGGLCGGATTGTGTTCARAC
TATTTGGGARAGAGCCARATGAATTTCOTATTGTCTTACGAGGACAGAT TCT TGACTGETTAT CGCATAGTCCAACTGACATGGAGAG

CTACATAAGACCTGGCTGTAT CGTATTGACCATCTATCTTCGTCARAGC TGARAC T_

GCGTGGARGRACAT




Piiloha 6: Restrikce (Hindlll) 10 izolovanych plasmidi pro pGBDT7 (A) a pPGADT7 AD (B), vektory
potencialné nesouci klonovanou cDNA SPL7. 1-10 — izolované plasmidy; pGB — vektor pGBDT7

(4937, 1498 a 868 bp); pGA — vektor pGADT7 AD (7187 a 800 bp); M — GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder.

M1 2345678 910pGB

(A)

M1 2 345678 910pGA
(B)

L
3



